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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom gehort zu den haufigsten Tumorerkrankungen in
Deutschland. Jahrlich werden etwa 65.000 Neuerkrankungen dokumentiert. Haufig
entwickeln sich im Krankheitsverlauf Lebermetastasen. Diese bestimmen malRgeblich das
Uberleben der Patienten. Die Therapie der Wahl bei hepatischer Metastasierung ist auch
heute noch die Resektion. Dabei wird eine Resektion von bis zu 75% des Lebergewebes
toleriert. Dieses maximale Resektionsvolumen ist jedoch deutlich vermindert, wenn
zusatzliche Lebererkrankungen, wie z.B. eine Leberzirrhose oder eine Fettleber,

vorliegen.

Nach ausgedehnter Leberteilresektion fiihrt die Hemmung der Phosphodiesterase-
3 durch Cilostazol, wohl durch eine Steigerung des hepatischen Blutflusses, zu einer
Beschleunigung der Leberregeneration. Bis heute ist jedoch nicht bekannt, ob Cilostazol
auch das Wachstum von Lebermetastasen im verbliebenen Lebergewebe stimuliert. Allein
die Leberresektion per se kann bereits zu einer Stimulation der Proliferation von in der
restlichen Leber befindlichen Tumorzellen fiihren. Die vorliegende Studie wurde deshalb
durchgefihrt, um die Wirkung von Cilostazol auf das Tumorwachstum, auf die
Tumorangiogenese und die Leukozytenakkumulation im Lebergewebe nach

ausgedehnter Leberresektion zu untersuchen.

Fir diesen Zweck wurden 14 WAG/Rij-Ratten mit Cilostazol (5mg/kg KG p.o. per
Tag) 5 Tage vorbehandelt, und 14 Tiere als Kontrollgruppe mit der entsprechenden
Tragersubstanz behandelt. Die Cilostazol-Behandlung wurde fur die Dauer des gesamten
Versuchs fortgefiihrt. Nach 5 Tagen wurden die Versuchstiere entweder ausgedehnt
leberreseziert oder sham-operiert. Wéhrend dieser Operation wurde bei allen Ratten
durch subkapsulére Injektion von 5x10° CC531 rattenspezifischen Tumorzellen eines
kolorektalen Karzinoms in den linken Leberlappen eine singulare Lebermetastase
induziert. An Tag 7 wund 14 nach der Tumorimplantation wurde eine
Ultraschalluntersuchung zur Bestimmung des Tumorvolumens durchgefihrt. Die
Tumorvaskularisierung und die Proliferation des normalen Lebergewebes und des

Tumorgewebes wurden mittels Immunhistochemie und Western Blot Analyse bestimmit.

Cilostazol hatte keinen stimulierenden Einfluss auf das Tumorwachstum bzw. die

Zellproliferation (PCNA-positive Zellen) der kolorektalen Lebermetastasen, unabhangig
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davon, ob eine zusatzliche Leberteilresektion durchgefuhrt wurde oder nicht. Auch die
Anzahl von apoptotischen Tumorzellen (cleaved Caspase-3-positive Zellen) unterschied
sich nicht signifikant zwischen Cilostazol-behandelten Tieren und Vehikel-behandelten
Kontrollen. Dennoch war Cilostazol in der Lage, das Ausmald der Tumornekrose-Areale in
Tieren ohne Leberresektion zu verringern. Dies war der Fall, obwohl die Behandlung mit
Cilostazol zu einer signifikanten Abnahme der Vaskularisierung (PECAM-1-positive
Zellen) vor allem in der Tumorperipherie filhrte. Dieser Effekt war nicht durch eine
Hemmung von VEGF vermitteltt Des Weiteren inhibierte Cilostazol die
Leukozytenextravasation (CAE-positive Zellen) in den Periportalfeldern verglichen mit
Vehikel-behandelten Kontrollen. Diese Wirkung von Cilostazol war vermutlich durch eine

Inhibierung der ICAM-1 Expression bedingt.

Es konnte gezeigt werden, dass der Phosphodiesterase-3-Inhibitor Cilostazol
keinen Einfluss auf das Tumorwachstum von Lebermetastasen eines Kolonkarzinoms hat.
Somit ist davon auszugehen, dass der Phosphodiesterase-3-Inhibitor ein Medikament von
potentiell groBem klinischem Nutzen zur Steigerung der Leberregeneration nach
ausgedehnter Leberresektion darstellt.
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2 Summary

Colorectal cancer is one of the most frequent cancers in Germany. Every year
about 65.000 patients are diagnosed with colorectal cancer. Frequently, colorectal liver
metastasis occurs during the course of this disease. This leads to a significant decrease
of overall survival of these patients. In patients with hepatic metastases the first line
therapy is still liver resection. If the patient has no comorbidities, resection of 75% of the
liver mass is well tolerated. Yet, the amount of liver volume that can be resected without
postoperative complications is substantially reduced when patients suffer from additional

liver diseases, such as liver cirrhosis or hepatic steatosis.

Inhibition of phosphodiesterase 3 by cilostazol leads to an acceleration of liver
regeneration after extended liver resection. This is most likely due to an increase of
hepatic blood flow. However, there is no information yet, whether cilostazol by enhancing
liver regeneration also stimulates the growth of liver metastases in the remnant liver
tissue. Previous studies have shown that liver resection per se stimulates the proliferation
of tumor cells within the remnant liver. The present study was now performed to
investigate the effects of cilostazol on tumor growth, tumor angiogenesis and

extravasation of leukocytes within normal liver tissue after extended liver resection.

For this purpose 14 WAG/RIj rats were pretreated with cilostazol (5mg/kg b.w. oral
per day) for 5 days and 14 animals served as sham-treated controls. Cilostazol treatment
was continued until the end of the experiment. After 5 days animals either received
extended liver resection or sham-operation. During the surgical intervention a single liver
metastasis was induced in the left liver lobe by subcapsular injection of 5x10° CC531 rat
specific tumor cells of a colorectal carcinoma. At day 7 and 14 after tumor implantation
ultrasound analysis was performed to determine tumor volumes. Tumor vascularization
and proliferation of hepatocytes and tumor cells were analyzed by immunohistochemistry

and Western blotting.

Cilostazol did not affect tumor growth and cell proliferation (PCNA-positive cells) of
the colorectal liver metastases neither with nor without additional liver resection. In
addition, apoptosis rates of tumor cells (cleaved caspase-3-positive cells) did not differ
between cilostazol-treated animals and sham-treated controls. Yet, Cilostazol was

capable of reducing tumor necrotic areas in animals without liver resection. This was even
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the case although treatment with cilostazol significantly reduced the tumor vascularization
(PECAM-1-positive cells) especially in the periphery of the tumors. Of interest, this effect
was not dependent on VEGF expression. Furthermore, cilostazol was capable of inhibiting
extravasation of leukocytes (CAE-positive cells) in periportal areas compared to sham-
treated controls. This effect of cilostazol was probably due to an inhibitory action on ICAM-
1 expression.

This study shows that the phosphodiesterase 3 inhibitor cilostazol does not
stimulate the tumor growth of colorectal liver metastases in remnant liver tissue after
major resection. Hence, cilostazol might be a promising candidate of great clinical value

stimulating pharmacologically liver regeneration after extended liver resection.
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3 Einleitung

3.1 Klinischer Hintergrund

3.1.1 Das kolorektale Karzinom

Krebserkrankungen jeglicher Art sind laut des Global Burden of Disease Report
nach Herzkreislauferkrankungen und Infektionen die dritthdufigste Todesursache weltweit.
Verantwortlich daftr sind unter anderem die zunehmende Industrialisierung vieler
Schwellenl&nder und die damit verbundene steigende Lebenserwartung der Bevdlkerung
weltweit. Dabei zeigen sich laut WHO-Report betrachtliche regionale Unterschiede.
Wahrend in westlichen Industrielandern eher Herzkreislauf- und Tumorerkrankungen
fuhrend sind, spielen fur die Mortalitat in Entwicklungslandern Infektionserkrankungen,
insbesondere der Lunge, mit jahrlich 2,9 Millionen Toten die wichtigste Rolle (World
Health Organization, 2008).

Nicht nur die Todesursachen unterscheiden sich abhangig von dem
durchschnittlichen Pro-Kopf Einkommen global, sondern auch innerhalb aller Neoplasien
gibt es aufgrund des jeweiligen Erndhrungsverhaltens deutliche Unterschiede (Wang et
al., 2012). In der Bundesrepublik Deutschland haben Datenerhebungen des nationalen
epidemiologischen Krebsregisters von 2008 gezeigt, dass jahrlich rund 35.000 Manner
und 30.000 Frauen an einem kolorektalen Karzinom (KRK) neu erkranken. Somit betrifft
jede siebte Krebserkrankung in Deutschland den Darm (Robert Koch-Institut und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012). Wenn man
vereinfachend davon ausgeht, dass die Inzidenzraten des kolorektalen Karzinoms fir
Deutschland die nachsten Jahre annéhernd konstant bleiben, wird es dennoch durch die
demographische Entwicklung der Bevolkerung einen massiven Anstieg der absoluten
Neuerkrankungen geben (Haberland et al., 2010). Die jahrliche Sterblichkeitsrate
dagegen konnte durch Methoden der Friiherkennung, wie z.B. der Koloskopie, drastisch
gesenkt werden (Majek et al., 2012). Zudem senkt eine Koloskopie im Sinne der
Friherkennung fir bis zu 10 Jahre das Risiko an einem KRK zu erkranken (Brenner et al.,
2014). Ebenso konnte die 5-Jahresiiberlebensrate der Patienten, die an Darmkrebs
erkrankten, in den letzten Jahrzehnten durch neue Therapieansatze deutlich angehoben

und so das Uberleben verbessert werden (Majek et al., 2012). In den USA sind die
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Inzidenzraten minimal abnehmend. Dennoch gehort das kolorektale Karzinom mit einer
Préavalenz von 9%, ahnlich wie in Deutschland, zu den drei haufigsten Krebserkrankungen
bei Mannern (Siegel et al., 2012). Zusammengefasst zahlt es weltweit zu den funf
haufigsten Tumorerkrankungen der westlichen Industrienationen (Konopke und Saeger,
2003).

In 95% der Falle tritt das kolorektale Karzinom sporadisch auf. Die hereditér
bedingte Form ist mit 5% dagegen selten. Dabei steigt das Erkrankungsrisiko mit
fortschreitendem Alter stetig an. Wéahrend das hereditare nicht-polypdse kolorektale
Karzinom (HNPCC) mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit zu einem Darmtumor flhrt,
stellt die familiare Adenomatosis Polyposis Coli (FAP) eine obligate Préakanzerose dar
(Méslein, 2008). Auch andere Risikofaktoren, v.a. chronisch entzindliche
Darmerkrankungen, ballaststoffarme Erndhrung, sowie Umweltfaktoren, koénnen das

Risiko fur Patienten, an Darmkrebs zu erkranken, erhohen.

3.1.2 Metastasierung

Die Leber stellt auf Grund der ventsen Drainage des Kolons Uber die Pfortader
den bedeutendsten Zielort fiir kolorektale hamatogene Fernmetastasen dar (Weiss et al.,
1986). 50% aller Patienten mit einem primaren KRK entwickeln zusétzlich
Lebermetastasen. Manche Untersuchungen zeigen sogar, dass rund 70% der Patienten
nach Feststellung eines kolorektalen Karzinoms im Verlauf der Erkrankung zumindest
singulare Metastasen entwickeln. Wie entscheidend das Ausmalfd der Metastasierung fir
den Ausgang dieser Krebserkrankung ist, konnten Taylor et al. nachweisen. Laut ihren
Untersuchungen haben etwa 90% der Menschen, die aufgrund eines KRKs versterben,
Lebermetastasen. Zudem wird vermutet, dass wohl die meisten, wenn nicht alle Patienten
von einer Mikrometastasierung in das Lebergewebe betroffen sind (Fisher und Fisher,
1959; Konopke et al.,, 2012; Ruers und Bleichrodt, 2002; Taylor, 1996). Schon bei
Erstdiagnose haben 23%-52% der an einem kolorektalen Karzinom Erkrankten
synchrone, d.h. zum Zeitpunkt der Diagnose schon vorhandene, hepatische Metastasen
(Fahy, 2012; Hayer et al., 2011; Siegel et al., 2012). 30-40% der Patienten entwickeln
zudem nach priméarer Operation mit kurativer Intention metachrone, d.h. im Verlauf der
Krankheit sich entwickelnde, Metastasen (Flieger et al., 2004; von Heesen et al., 2011).
Ohne Therapie besteht bei einem metastasierten KRK keine Heilungschance. Die

Prognose ist mit einem mittleren Uberleben von 6-12 Monaten &uRerst schlecht
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(Bengtsson et al., 1981; Gorog et al., 1997). Der Tod des Patienten tritt zumeist auf Grund
von Leberversagen durch die hepatische Streuung des Malignoms ein (Konopke und
Saeger, 2003).

3.1.3 Therapieformen

Lebermetastasen eines KRK konnen laut der aktuellen S3-Leitlinie fur die
Behandlung eines kolorektalen Karzinoms auf verschiedene Art und Weise therapiert
werden (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, 2013). Die Leberresektion ist dabei
der einzige kurative Ansatz, sofern die Lebermetastasen als resektabel anzusehen sind
(Morris et al., 2010; Rees et al., 2008). Dadurch steigt die mittlere Uberlebenszeit von 6
bis 12 Monaten ohne chirurgische Intervention auf eine 5-Jahresiberlebensrate von bis
zu 40% (Bengtsson et al., 1981; Gorog et al., 1997; Choti et al., 2002; Rees et al., 2008).
In erfahrenen Zentren betrégt die Letalitat bedingt durch den chirurgischen Eingriff
weniger als 5% (Nordlinger et al., 2008; Poon et al., 2004). Neben der Leberresektion
existieren noch weitere nicht kurative Verfahren zur Behandlung von kolorektalen
Lebermetastasen. Dazu zahlen die Alkoholablationstherapie, die Kryotherapie, die
Laserinduzierte Interstitielle Thermotherapie (LITT) und die Radiofrequenzablation
(Konopke et al., 2012). Zudem besteht adjuvant die Moglichkeit einer systemischen oder
regionalen Gabe von Chemotherapeutika, wie z.B. Fluorouracil, Irinotecan, Leucovorin,
Oxaliplatin, Bevacizumab oder Cetuximab (Douillard et al., 2003; Kelly und Goldberg,
2005). Sie alle verfolgen das Ziel der Tumorreduktion. Vor allem die neoadjuvante Gabe
von Chemotherapeutika bietet die Moglichkeit, dass primar irresektable Lebermetastasen

sekundar, d.h. durch Verkleinerung nach der Therapie, resektabel werden (Ismaili, 2011).

Somit ist die Leberresektion immer noch der ,Goldstandard® fur die Therapie von
Lebermetastasen auf Grund eines kolorektalen Karzinoms (Leitlinienprogramm Onkologie
der AWMF, 2013). Durch die enorme Regenerationskapazitat sind Resektionen von bis
zu 75% des Lebergewebes moglich. Bei Resektionen von mehr als 75% der gesamten
Leber kommt es haufig zu einer unzureichenden Regeneration des restlichen
Lebergewebes (Clavien et al., 2007) und damit zu einer Insuffizienz der verbliebenen
Leber. Besonders Patienten, die an zusatzlichen Lebererkrankungen, wie Leberzirrhose,
Fettleber oder Chemotherapie-assoziierter Steatohepatitis leiden, sind davon betroffen
(Gomez et al., 2007; Nordlinger et al., 2008; Vauthey et al., 2006).

Es stehen mehrere Strategien zur Verflgung, um die Regeneration der Leber zu
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stimulieren und dadurch einem Funktionsverlust der Restleber nach einer
Leberteilresektion vorzubeugen. Die praoperative Pfortaderokklusion entweder durch
Embolisation oder Ligatur ist hierbei eine etablierte Methode. Dabei werden Pfortaderéste,
die den tumortragenden Leberlappen mit Blut versorgen, verschlossen. Dies bewirkt eine
Atrophie der betroffenen Abschnitte der Leber und eine Hypertrophie des restlichen
Leberparenchyms (Clavien et al.,, 2007; Hemming et al., 2003). Zusatzlich kann bei
Patienten mit ausgedehntem metastatischem Befall der gesamten Leber eine zweizeitige
Leberteilresektion durchgefihrt werden. Auf diese Weise kann das maximale
Leberresektionsvolumen weiter erhéht werden (Wicherts et al., 2008). Die Kombination
dieser beiden Verfahren erhoht die Anzahl der méglichen kurativen Leberresektionen, die
sicher durchfuhrbar sind, und wird im klinischen Alltag immer wieder eingesetzt (Primrose,
2010).

Medikamenttse Strategien, um die Leberregeneration nach erweiterter
Leberresektion zu erhdhen, sind dagegen noch nicht als standardisierte Verfahren in der
klinischen Praxis etabliert. Es gibt jedoch zahlreiche experimentelle Untersuchungen, die
pharmakologische und gentechnologisch basierte Ansatze verfolgen, um die
Leberregeneration und das postoperative Uberleben zu verbessern. Nishino et al. konnten
2008 zeigen, dass der Transfer eines human hepatocyte growth factor (HGF)-Gens in das
Genom einer Ratte dazu fuhrte, dass das Gesamtiiberleben der Versuchstiere nach
partieller Hepatektomie signifikant anstieg (Nishino et al., 2008). Ferner steigerte die 3-
tagige Gabe von Erythropoietin (EPO) die Leberregeneration in Ratten nach 70%
Leberresektion und das Uberleben nach 90% Resektion. Die Expression von PCNA und
Ki-67, beides Marker fir Zellproliferation, war dabei in Hepatozyten von behandelten
Tieren signifikant erhdht (Schmeding et al.,, 2008). Ebenfalls zu einer Steigerung der
hepatischen Regeneration von Ratten nach partieller Hepatektomie fuhrt die
medikamentdse Therapie mit Sildenafil, einem Phosphodiesterase-5-Inhibitor. Dabei
spielen die potenzierenden Effekte von Sildenafil auf NO in der Leber eine entscheidende
Rolle. Erstens filhrt NO zu einer erhfdhten Relaxation der vascular smooth muscle cells
und erhéht so den Blutfluss der Pfortader zur Leber. Zweitens verringert NO in geringen
Konzentrationen die Apoptoserate der Hepatozyten (Yardimci et al., 2012). Etliche weitere
tierexperimentelle Studien belegen den Nutzen von pharmakologischen Interventionen,
um die Leberregeneration nach partieller Hepatektomie zu erhéhen (Cho et al., 2009;
Uzun et al., 2009).
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3.2 Stimulation des Tumorwachstums bei Leberregeneration

Nach einer ausgedehnten Leberresektion auf Grund von Kkolorektalen
Lebermetastasen treten bei bis zu 50% der Patienten erneut Tumormetastasen im
verbleibenden Lebergewebe auf (Christophi et al., 2008; Krause et al., 2013; Paschos und
Bird, 2010). Man geht davon aus, dass es zirkulierende Tumorzellen oder
Mikrometastasen im restlichen Lebergewebe sind, die im Anschluss an eine partielle
Hepatektomie stimuliert werden und wieder einen Tumor entstehen lassen (de Jong et
al., 1996, Harun et al., 2007). Zum einen ist dabei das Ausmal} der Resektion
entscheidend. Zum anderen ist die einsetzende Leberregeneration, die mit einer
Ausschittung von einer Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren einhergeht, dafir
verantwortlich, dass es wieder zu metastatischem Wachstum kommt (Harun et al., 2007;
Michalopoulos, 2007). Vor allem Wachstumsfaktoren, wie der hepatocyte growth factor
(HGF), der epidermal growth factor (EGF) und der insulin-like growth factor (IGF), wirken
nachweislich nicht nur stimulierend auf die Hepatozyten, sondern auch auf die
Proliferation, die Migration und das invasive Potential von Tumorzellen (Harun et al.,
2007). Koh et al. konnten zudem zeigen, dass das Renin-Angiotensin-System (RAAS)
wahrend der Leberregeneration dazu beitragt, die verbliebenen Tumorzellen zu
stimulieren und deren Wachstum anzuregen. Der Einfluss des RAAS auf die

Tumorangiogenese ist dabei entscheidend (Koh et al., 2010).

Medikamente, die stimulierend auf die Leberregeneration nach partieller
Hepatektomie wirken, sind demnach potentiell in der Lage, ebenfalls das Tumorwachstum

zu stimulieren und sollten in diesem Zusammenhang immer kritisch hinterfragt werden.

3.3 Cilostazol

3.3.1 Klinische Anwendung

Cilostazol  (6-[4-(1-cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-dihydro-2(1H)-quinoli-
none; OPC-13013) (siehe Abb. 1), ist ein Phosphodiesterase-3-Inhibitor, der von der FDA
(US Food and Drug Administration) zur Behandlung von Patienten mit pAVK (periphere
arterielle Verschlusskrankheit) und damit verbundenen intermittierenden
Claudicatiobeschwerden zugelassen ist (Hiatt, 2005). Dabei verbessert Cilostazol die

Lebensqualitat vor allem dadurch, dass die Patienten in der Lage sind, eine langere
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Strecke beschwerdefrei zu gehen (Collins und Brittenden, 2004). Dies konnten
Strandness et al. an 394 Patienten, die an Claudicatio intermittens auf Grund von pAVK
litten, zeigen. Die maximale Gehstrecke stieg dabei um durchschnittlich 21%. Unterstitzt
wurden diese Erkenntnisse durch eine Verbesserung der Lebensqualitdt und der
Verfassung der einzelnen Patienten (Strandness et al., 2002). Die Pravalenz der pAVK
liegt laut amerikanischen Untersuchungen zwischen 3% bis 27% bei den 45- bis 60-
Jahrigen und nimmt mit ansteigendem Alter zu (Newman et al., 1991; Zheng et al., 1997).
Bis zu ein Drittel dieser Patienten leidet dabei an Claudicatio-Beschwerden (Zheng et al.,
1997). Das macht Cilostazol zu einem hdchst interessanten Medikament bei Patienten,

die haufig mehrfach erkrankt sind.

N
N~ CH,CH,CH,C H;0
X oL
N—N
N 0
H

Abbildung 1: Cilostazol (6-[4-(1-cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-dihydro-2(1H)-quinolinone;
OPC-13013). (Abb. aus Tata et al., 1998).

3.3.2 Wirkmechanismus

Uber die selektive Inhibierung der Phosphodiesterase-3 fiihrt Cilostazol zu einer
Erhdhung der zellularen cAMP-Konzentration (Schrér, 2002). Der genaue
Wirkungsmechanismus, Uber den Cilostazol zu einer Verbesserung der pAVK-
assoziierten Claudicatio fuhrt, ist unklar. Seit mehr als einem Jahrzehnt ist jedoch
bekannt, dass Cilostazol zu einer NO-vermittelten Vasodilatation des Endothels fihrt
(Nakamura et al., 2001). Zudem erhoht Cilostazol in tierexperimentellen Untersuchungen
den Blutfluss der Extremitaten (Weintraub, 2006). Untersuchungen zeigen, dass
Cilostazol die Thrombozytenaktivierung, -aggregation und die Thromboseraten senkt.
Die Plattchenhemmung wird dabei vermutlich tber die Hemmung der Phosphodiesterase-
3 und die damit verbundene Ansammlung von cAMP vermittelt. Interessanterweise ist

dabei aber nicht die Blutungszeit verlangert (Tamai et al., 1999). Ebenso verbessert
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Cilostazol das Lipidprofil von Patienten, d.h. es senkt die Triglyceride und erhéht die high
density lipoproteins (HDLs). Die antiproliferativen Effekte von Cilostazol auf das
Wachstum der vascular smooth muscle cells (VSMCs) zeigen sich in deutlich verringerten
Restenoseraten nach koronarer Stentimplantation bei Patienten mit Cilostazol-
Behandlung (Friedland et al., 2012; Geng et al., 2012; Weintraub, 2006). Kayanoki et al.
konnten zeigen, dass Cilostazol in diesem Zusammenhang den heparin-binding epidermal
growth factor-like growth factor (HB-EGF) in Makrophagen und VSMCs inhibiert
(Kayanoki et al., 1997). HB-EGF ist eines der potentesten Mitogene flr vascular smooth
muscle cells, sodass Cilostazol wahrscheinlich durch die Stérung der Migration von
VSMCs antiproliferativ wirkt. Diese Effekte zusammen fihren dazu, dass Cilostazol die

Symptome der Claudicatio intermittens bei der pAVK reduziert.

3.3.3 Cilostazol bei Leberregeneration und Tumorproliferation

Schon 1998 haben lkeda et al. die Effekte von Cilostazol auf die
Leberregeneration und das Gesamtiberleben untersucht. Sie induzierten hierzu
Lebertumoren in Ratten und fihrten anschlielend eine 2/3 Hepatektomie durch. Dabei
konnten sie zeigen, dass die Ratten, die ausschlie3lich mit Cilostazol behandelt wurden,
signifikant langer tberlebten als Kontroll-Tiere. Diesen Vorteil im Uberleben fuhrten sie
hypothetisch auf eine antiproliferative Wirkung des Cilostazol auf die Tumormetastasen
zuriick, konnten dies aber nicht zeigen (Ikeda et al., 1998). Erst kirzlich konnten Uzawa
et al. diese Erkenntnisse unterstitzen und belegen, dass die Inhibierung der
Phosphodiesterase-3 durch Cilostazol die Sensitivitdit von menschlichen Tumorzellen
gegenuber Cisplatin erhdht. Dabei wurden Mausen in einem Xenograft-Model subkutan
humane Tumorzellen injiziert, um das Tumorwachstum zu beurteilen. Die Mause, die mit
Cilostazol und Cisplatin behandelt wurden, zeigten im Verlauf ein signifikant geringeres
Tumorvolumen als die restlichen Tiere. Zurlickzufiihren war dies vermutlich auf eine
deutlich gesteigerte antiproliferative Wirkung durch die Kombination von Cilostazol und
Cisplatin. Konsekutiv waren Marker fur Proliferation, PCNA und Ki-67, vermindert und

Caspase-3, ein Marker fur Apoptose, im Tumorgewebe erhoht (Uzawa et al., 2013).

Dagegen zeigen andere Studien, dass im gesunden Gewebe die Inhibierung der
Phosphodiesterase-3 durch Amrinone zu einer Steigerung der Leberregeneration und -
funktion nach 70% Leberresektion fuhrt. Dies wurde durch signifikante Unterschiede des

Lebergewichts, der Transaminasen, der Bilirubin-Werte, des mitotischen Index und von
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Markern wie PCNA zwischen den mit Amrinone behandelten Ratten und den
Kontrolltieren belegt (Akcan et al., 2006).

In unserer Arbeitsgruppe konnten wir vergleichbare Ergebnisse durch die
Inhibierung der Phosphodiesterase-3 mittels Cilostazol erzielen. Dold et al. konnten
zeigen, dass eine Vorbehandlung mit Cilostazol den vendsen Blutfluss der Pfortader und
die Mikrozirkulation signifikant erhoht. Dies war mit einer vermehrten Expression des
vascular endothelial growth factors (VEGF), einer erhéhten Hepatozyten-Proliferation und
einer Beschleunigung der Leberregeneration verbunden. Zudem zeigte sich ein
hepatoprotektiver Effekt durch Cilostazol, sodass davon auszugehen ist, dass Cilostazol
in der Lage ist, die Leberregeneration nach ausgedehnter Resektion zu verbessern und
so eventuell das Risiko eines Leberversagens der verbliebenen Leber nach

Leberteilresektion zu senken (Dold et al., 2011).
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4 Ziel der Studie

Cilostazol, ein Phosphodiesterase-3-Inhibitor, ist in der Lage, die
Leberregeneration nach 70% Leberresektion zu erhéhen (Dold et al., 2011). Ein Einsatz in
der hepatischen Metastasenchirurgie setzt aber voraus, dass Cilostazol nicht ebenso das
Wachstum von kolorektalen Lebermetastasen anregt. Ziel der Arbeit war es deshalb, im
Rattenmodell mdogliche Effekte von Cilostazol auf das Tumorwachstum und die
Vaskularisierung kolorektaler Metastasen innerhalb der Restleber nach Resektion zu

untersuchen. Insbesondere waren folgende Fragestellungen von Interesse:

e Beeinflusst Cilostazol das Tumorwachstum oder die Tumorangiogenese nhach

Leberteilresektion?

e Hat Cilostazol einen Einfluss auf die Proliferation bzw. auf die Apoptose von
Hepatozyten im normalem Lebergewebe und Tumorzellen in kolorektalen Metastasen
nach Leberteilresektion?

e Beeinflusst Cilostazol das AusmalR der Nekrose-Areale innerhalb der kolorektalen

Metastasen?

o Beeinflusst Cilostazol die Zellmorphologie der Hepatozyten in normalem

Lebergewebe oder der Tumorzellen in kolorektalen Metastasen?
¢ Beeinflusst Cilostazol die Himodynamik der Restleber nach Leberteilresektion?

e Hat Cilostazol eine signifikante Wirkung auf die Immunantwort nach
Tumorimplantation, gemessen anhand der Leukozytenextravasation in das
Leberparenchym? Wird diese durch die endotheliale Expression von ICAM-1

vermittelt?
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5 Material und Methoden

5.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Alle Experimente wurden nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes und den Richtlinien der UKCCCR durchgefiihrt. Die
Versuchstierhaltung stand unter der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten der Universitat
des Saarlandes, Frau Dr. med. vet. M. Frings.

Als Versuchstiere dienten insgesamt 28 weibliche WAG/Rij-Ratten (Charles River,
Sulzfeld, BRD), die in unterschiedliche Versuchsgruppen aufgeteilt wurden. Bis zum
Versuchsbeginn befand sich ein Tier pro Kafig unter klimatisierten Bedingungen
(Lufttemperatur: 22°C, relative Luftfeuchtigkeit: 55% + 10%) mit einem Hell-
Dunkelrhythmus von 12 Stunden in konventioneller Tierhaltung des Instituts fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar. Das Korpergewicht
der Tiere betrug 220-260g. Standardlaborfutter (Fa. Altromin, Lage, BRD) und Wasser ad
libitum standen jedem Versuchstier wahrend der gesamten Dauer der Haltung zur

Verfligung.

5.2 Cilostazol

Der Phosphodiesterase-3-Inhibitor Cilostazol wurde hergestellt und vertrieben von
Schwarz Pharma GmbH mit Sitz in Monheim am Rhein, BRD. Der Handelsname des
Praparats lautet Pletal®. Eine Tablette enthalt 100mg des Wirkstoffs Cilostazol.

5.3 Tumorzellen

Die verwendete rattenspezifische Kolonkarzinomzelllinie CC531 (CLS; Cell Lines
Service and Tumor-Cellbank; Heidelberg, BRD) wurde bei -180°C in flissigem Stickstoff
in 1,8ml KryogefaRen (Nunc, Roskilde, DK) konserviert. Die GefaRe wurden zur
Kultivierung in 37°C temperiertem Wasser aufgetaut und die Oberflache der Gefalze mit
70% Isopropanol desinfiziert. Im Anschluss wurden die Tumorzellen in ein 50ml
Zentrifugenréhrchen (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD) mit vorgelegtem,

Raumtemperatur-equilibriertem, FCS-haltigem Kulturmedium (FCS; Foetal calf serum;
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Gold, PAA Laboratories GmbH, Célbe, BRD) uberfihrt. Es folgten zwei finfminitige
Zentrifugationsschritte (Universal 30 F; Hettich, Tuttlingen, BRD) bei 1600U/min (400xg).
Die Zellen wurden daraufhin in Petrischalen (Cellstar; 100/20mm, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, BRD) ausgesat und bei 37°C unter einer 5% humiden CO,-Atmosphare in
RPMI 1640 Medium (PAA Laboratories GmbH) kultiviert. Jeden zweiten Tag wurde ein
Medienwechsel vollzogen. Zur Vermehrung wurden die Zellen nach Vorliegen einer

Konfluenz von etwa 70-80% passagiert (vgl. Sperling, 2007).

Fur die Injektion der Tumorzellen wurden diese mit 0,02% Trypsin/EDTA-L6sung
(0,5¢g/l; 0,2g/l; Virolex; PAA Laboratories GmbH) versetzt und mit dem Enzym Accutase
(PAA Laboratories GmbH) aus den KulturgefaRen geldst. Der Zellansatz wurde flr circa 5
Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Enzymwirkung mit FCS-haltigem
Kulturmedium neutralisiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (5min, 1600U/min), wobei
die Zellen zweimal mit PBS (Phosphat buffered solution; PAA Laboratories GmbH)
gewaschen wurden. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2
verdinnt und bis zur n&chsten 70-80% Konfluenz kultiviert. In der folgenden zweiten
Passage wurden die Zellen noch einmal 1:4 bis 1:5 verdinnt. Zwei Tage nach der
Passagierung wurden die Zellen fir die Experimente eingesetzt. Die Auszahlung der
Zellen erfolgte mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Leica DMIL, Solms, BRD) bei
einer 100x GesamtvergrofRerung (Objektiv Leica C Plan 10x/0.22, PH1, Okkular Leica
10x/18) in einer Neubauer-Zahlkammer. Diese war auf eine Zellzahl von 5x10° Zellen/30l
PBS eingestellt (vgl. Sperling, 2007).

5.4 Versuchsanordnung und Versuchsablauf

5.4.1 Anatomie der Rattenleber

Zum besseren Verstandnis wird eine einheitliche Terminologie der Anatomie der
Rattenleber eingefiihrt: Im Gegensatz zum Menschen wird die Rattenleber aus mehreren
deutlich voneinander abgrenzbaren Leberlappen gebildet (siehe Abb. 2). Die beiden
groRen Leberlappen, median (ML) und links lateral gelegen (LLL), umfassen zusammen
ca. 70% des Lebervolumens. Der ML l&sst sich weiterhin in einen rechten (RM) und linken
medianen Leberlappen (LM) unterteilen. Nach dem Durchtrennen der Ligamente und dem
Anheben und Verlagern der gro3en Leberlappen befindet sich rechts der Vena cava

inferior (IVC) ein nach unten spitz zulaufender, der IVC anliegender rechter Leberlappen,
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welcher sich in einen superioren rechten (SRL) und einen inferioren rechten Leberlappen
(IRL) unterteilt. Zusammen umfassen SLR und IRL ca. 22% des Lebervolumens. Der
kaudale Leberlappen (CL) teilt sich in drei weitere kleinere Leberlappen: Lobus caudatus
anterior (AC), Lobus caudatus posterior (PC) und kaudaler Fortsatz (CP). AC und PC
liegen links der IVC, an den Magen angrenzend und tragen je knapp 4% zum
Lebervolumen bei. Dabei entsprechen die 6 Leberlappen (1) CL, (2) LLL, (3) LM, (4) RM,
(5) IRL und (6) SRL der Ratte jeweils den menschlichen Lebersegmenten (1) | und IX; (2)
II; (3) llund IV; (4) V und VIII; (5) VI; und (6) VIl nach Couinaud (Martins et al., 2008).

LM
200
ML (~38%) LLL (~30%)
RM \
SRL —— /8N AC(~4%)
(~12%) |

“~

(~10%)

CP (~2%)

Abbildung 2: Anatomie der Rattenleber. Die Zeichnung zeigt den Leberhilus einer Ratte mit dem
portalen GefaRsystem, dem arteriellen GeféaRsystem und dem bilidren Drainagesystem. ML:
mittlerer Leberlappen; LM: linker mittlerer Leberlappen; RM: rechter mittlerer Leberlappen; LLL:
linker lateraler Lappen; SRL: superiorer rechter Leberlappen; IRL: inferiorer rechter Leberlappen;
AC: Lobus caudatus anterior; PC: Lobus caudatus posterior; CP: kaudaler Fortsatz (Abbildung
modifiziert nach Aller et al., 2012 und Martins et al., 2008).
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5.4.2 Anéasthesie, Laparotomie und Verschluss des Abdomens

Alle Operationen im Rahmen der vorliegenden Studie wurden in Vollnarkose
durchgefuhrt. Dabei erhielten die Tiere eine Inhalationsnarkose mittels Isofluran (Baxter
Deutschland GmbH, Unterschlei3heim, BRD).

Nach Bestimmung des préaoperativen Korpergewichts der Tiere wurde der
Bauchbereich der Versuchstiere mit einem Elektrorasierer (Electra GH 204; Aesculap,
Tuttlingen, BRD) rasiert. Dieser Bereich wurde ausgiebig durch Aufsprihen einer
Desinfektionsldsung (Softasept® N, B. Braun AG, Melsungen, BRD) desinfiziert. Um ein
Austrocknen der Augen zu verhindern, wurde den Ratten Augensalbe (Bepanthen®
Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, BRD) lokal
appliziert. Im Anschluss wurden die Tiere in Rickenlage mittels Pflasterstrips auf einer
temperierten Heizplatte (Effenberger, Pfaffing/Attel, BRD), die eine mittlere
Korperkerntermperatur von 38°C der Versuchstiere gewahrleistete, fixiert.

Daraufhin wurde das Abdomen mittels einer medianen Laparotomie eroffnet.
Hierfur wurde zuerst mit einer groben Schere die Haut und danach mittels einer feineren
Schere die Muskelfaszie ohne Muskelgewebe zu verletzen entlang der Linea alba
durchtrennt. Die Hautrander wurden durch Wundhaken, welche Gber Magnetstander auf
dem Operationstisch fixiert waren, aufgespannt. AnschlieBend wurden entweder eine
Leberteilresektion oder eine Sham-Operation (vgl. 5.4.3) und die Tumorzellimplantation
(vgl. 5.4.4) durchgefiihrt. Fir die Ultraschalluntersuchungen zur Bestimmung der
Tumorvolumina an Tag 7 und Tag 14 (vgl. 5.5) wurden die Tiere analog zur dem oben

beschriebenen Verfahren relaparotomiert.

Die Laparotomie wurde zweischichtig mit 4-0 Prolene (4-0 Ethicon Prolene,

Polypropylen, Johnson-Johnson Intl, Norderstedt, BRD) verschlossen.

Nach Abschluss der Operation wurden die Tiere wieder in Einzelkafige gesetzt.
Um Auskiihlung zu vermeiden, verbrachten sie die ersten postoperativen Stunden unter
einer Rotlichtlampe (efbe Elektrogerate GmbH, Bad Blankenburg, BRD).
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5.4.3 Leberteilresektion und Sham-Operation

Nach 5.4.2 wurden die Ligamente der beiden Leberlappen (ML und LLL) zum
Zwecke der besseren Mobilisation scharf mit einer Schere durchtrennt und das gesamte
Intestinum linksseitig ausgelagert. Um das Austrocknen des Darmes zu verhindern,
wurden die Darmschlingen vorsichtig auf einer Mullkompresse (Fink & Walter GmbH,
Merchweiler, BRD) gelagert und wahrend der gesamten Operation mit warmer
Kochsalzldsung befeuchtet. Einzelne Gewebeschichten wurden durch stumpfe
Praparation voneinander getrennt. Feuchte Tupfer und Kompressen wurden benutzt, um
das Operationsgebiet freizuhalten, indem Gewebestrukturen entweder zur Seite

mobilisiert oder einfach nur beschwert wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine 2/3 Leberteilresektion durchgefuhrt. Das
Modell der 2/3 Leberteilresektion bei der Ratte wurde zuerst von Higgins und Anderson
beschrieben (Higgins und Anderson, 1931). Dabei werden der ML und der LLL der
Rattenleber reseziert. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen eine Modifikation mit
Resektion der Leberlappen ML, SRL, IRL und CP durchgefihrt (Martins et al., 2008). Die
mikrochirurgische Resektion aller Leberlappen erfolgte dabei immer auf die gleiche Art
und Weise. Zuerst wurden die Gefal3e im Hilusbereich der Leber sowie der zugehdrige
Gallengang des Leberlappens mit geflochtener Seide (Schwarz, 6/0 USP 0,7metric,
Resorba Wundversorgung GmbH und Co. KG, Nirnberg, BRD) ligiert und nach
Dunkelfarbung des Leberparenchyms mittels Schere reseziert. Dabei wurde darauf
geachtet, weder die IVC noch das Diaphragma zu verletzen, so dass zu keinem Zeitpunkt
der OP die IVC komprimiert oder beschadigt wurde. Am Ende wurde das komplette
Resektat gewogen. Im Situs der leberteilresezierten Tiere verblieben somit die
Leberlappen LLL, AC und PC (siehe Abb. 3A). Bei sham-operierten Tieren wurden nur die
Ligamente der Leberlappen durchtrennt ohne das Lebergewebe zu beschadigen oder zu

entfernen.
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Abbildung 3: Leberresektion (A) der Leberlappen ML, SRL, IRL und CP. Wé&hrend der gleichen
OP erfolgte anschlieend die Tumorzellimplantation (B) in die Unterseite des LLL (Abbildungen
modifiziert nach Aller et al., 2012 und Martins et al., 2008).
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5.4.4 Tumorzellimplantation

Direkt nach der Leberresektion bzw. Sham-Operation erfolgte bei allen Tieren die
Tumorzellimplantation. Die Tumorzellen wurden Uber eine 27G Kanule (Omnicon F, B.
Braun AG) unter Zuhilfenahme feuchter Wattestéabchen zur Leberfixation subkapsular in
die kaudale Leberseite des linken Leberlappens (LLL) injiziert (siehe Abb. 3B). Pro
Injektion betrug die Tumorzellzahl 5x10° Zellen. Ein Nachbluten und eine
Tumorzellaussaat Uber den Injektionskanal in das Peritoneum wurde verhindert, indem
beim Entfernen der Kanile aus der Leber die Einstichstelle mit Histoacrylkleber
(Histoacryl®; Aesculap) verschlossen wurde (Kollmar et al., 2004; vgl. Sperling, 2007). Der
vorher ausgelagerte Darm wurde wieder in die Bauchhohle zuriickverlagert. Zur
Flussigkeitssubstitution wurde das Abdomen wiederholt mit 0,9%iger Kochsalzldsung
gespult. Das Abdomen wurde durch eine fortlaufende Naht zweireihig verschlossen (vgl.
5.4.2).

5.5 Ultraschalluntersuchung zur Bestimmung des

Tumorvolumens

Sieben und 14 Tage nach der Tumorzellimplantation erfolgten die
Volumenmessungen der induzierten Tumore bei allen Tieren mit dem hochauflésenden
Ultraschallsystem Vevo770 (VisualSonics, Toronto, Kanada). Daftr wurden die Tiere in
Narkose versetzt und relaparotomiert (vgl. 5.4.2). Vor der eigentlichen Untersuchung
wurde Ultraschallgel (Aquasonic 100; Parker, Fairfield, NJ, USA) auf den Leberlappen

aufgetragen.
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Abbildung 4: Versuchsaufbau der Ultraschalluntersuchung zur Messung des Tumorvolumens.
Ubersichtsaufnahme des Ultraschalltischs (A) und beispielhafte Ultraschalluntersuchung eines
Versuchstiers (B). Der Ultraschallkopf (*) wird dabei von einem Linearmotor Uber den gesamten
Leberlappen gefahren.

Fur die Ultraschalluntersuchungen wurde ein 704RMV (real-time micro-
visualization) Ultraschallkopf (VisualSonics) mit einer Frequenz von 30MHz und einer
Fokustiefe von 12,5mm verwendet. Um die dreidimensionalen Aufnahmen zu generieren,
wurde der Ultraschallkopf (siehe * in Abb. 4B) mittels eines Linearmotors Uber die
gesamte Lange des Leberlappens und den darin befindlichen Tumor gefahren (siehe Abb.
4A, 4B). Alle 50um wurden parallele, zweidimensionale Ultraschallbilder angefertigt. Mit
einer speziellen Software (Vevo770 V2.3.0, VisualSonics) konnten diese
zweidimensionalen Bilder daraufhin zu einem dreidimensionalen Bildwtrfel rekonstruiert

und auf der Festplatte gespeichert werden (siehe Abb. 5).

Direkt im Anschluss daran wurden die Tiere versorgt und erwachten
komplikationslos aus ihrer Narkose. Die Ultraschalldaten wurden daraufhin separat mit
der Vevo770 System Software Version 2.3.0 von VisualSonics quantitativ am Computer
analysiert. Hierbei wurde das Gesamtvolumen (in mm?®) der einzelnen Tumore bestimmt,
indem alle 400pm in definierten, parallelen Ebenen die Grenzen der Tumore umfahren
wurden. Die Berechnung des Volumens und die dreidimensionale Darstellung der
Tumorherde erfolgte durch die VisualSonics-Software (Laschke et al., 2010; Sperling et
al., 2013).
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Ne Study Name: Lebermet C d14 3D-Mode 25.02.2011
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Abbildung 5: Dreidimensionale Rekonstruktion der zuvor gewonnenen zweidimensionalen
Ultraschallbilder mittels der Software von Vevo770 V2.3.0 VisualSonics.

5.6 Mikrozirkulationsanalyse des Lebergewebes

Zur direkten Untersuchung der Mikrozirkulation kam die Laser-Doppler-Flow-
Messung (LDF) zum Einsatz.

Fir die Messung wurde eine Periflux® 5010 Unit mit einer Lasersonde (Perimed
AB, Jarfalla, Schweden) verwendet. Das Prinzip der LDF ist der Doppler-Effekt. Ahnlich
wie beim Ultraschall werden vor allem Frequenzanderungen detektiert, die auftreten,
wenn das ausgestrahlte Licht auf sich bewegende Teilchen, wie z.B. Erythrozyten trifft.
Das reflektierte Licht wird in ein akustisches oder visuelles Signal umgewandelt, um so
Anderungen der Mikrozirkulation zu erkennen. Dieses Signal entspricht hierbei einer
Funktion aus Zahl und Geschwindigkeit der Blutkdrperchen, die den Sondenbereich
passieren, und wird als arbitrare perfusion units (au) ausgedriickt (Almond und Wheatley,
1992; Oberg, 1990). Eine Geschwindigkeit von 1mm/s bewirkt hierbei eine
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Frequenzverschiebung von 4kHz (Goger, 2011). Messungen des Blutflusses — sowohl
von grofRen Gefallen als auch von Kapillaren — lassen sich mehrfach mit dieser Methode
durchfihren ohne dabei das Gewebe zu verletzen.

Die LDF-Messung des Lebergewebes wurde bei allen Tieren an Tag 14 vor der
Organentnahme am LLL hilusnah durchgefiihrt. Fir die Durchfiihrung dieser Messungen
wurde eine Halterung mit Feinjustierung der Sonde verwendet. Nach Préaparation wurden
die restlichen Leberlappen durch schwarze Folie isoliert, um dann eine LDF-Messung des
zuvor definierten Gewebeabschnitts fur jeweils 10 Sekunden durchzufuhren. Somit war
gewadhrleistet, dass immer nur die Mikrozirkulation des jeweiligen Gewebeabschnitts
gemessen wurde. Pro Untersuchung wurden immer 10 Messwerte erfasst und

dokumentiert.

5.7 Histologie, Immunhistochemie und Western Blot

5.7.1 Probengewinnung und Gewebeaufbewahrung

Zur histologischen und immunhistochemischen Untersuchung wurde an Tag 14
des Versuchs die Leber entnommen und das so gewonnene Gewebe in 4%-igem
Phosphat-gepuffertem Formalin (Carl Roth GmbH & Co. KG) flrr etwa 2 Tage fixiert. Das
Lebergewebe wurde im Anschluss in Paraffinwachs (Granopent® ,P“ Paraffin in
Plattchen, Carl Roth GmbH & Co. KG) eingebettet. Dabei wurde zum einen Tumorgewebe
aus dem LLL gewonnen und zum anderen normales Lebergewebe aus dem AC bzw. PC
(siehe Abb. 3B). Analog dazu wurde Gewebe fir die Proteinbestimmung mittels Western
Blot entnommen. Das Gewebe fir die Western Blot Untersuchung wurde in einem
Aluminium-Réhrchen ohne Fixiermedium zunéchst in Flussigstickstoff bei -168°C
schockgefroren, um es dann bei -80°C in einem Gefrierschrank (Ultima Il, Revco, Kendro

Laboratory Products) zu lagern.

5.7.2 Histologische Farbungen (HE und CAE)

Von den in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeproben wurden 2um dicke
Schnitte angefertigt und auf einem Objekttrager (Objekttrdger, ca. 76x26mm,
geputzt/gebrauchsfertig, Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, BRD) fixiert. Im

nachsten Arbeitsschritt wurden die Schnitte entparaffiniert und jeweils mit AS-D Chlor-
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Acetesterase (CAE) oder mit Hamatoxylin-Eosin (HE) fur die histologische Untersuchung
gefarbt. Danach wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und
eingedeckt.

5.7.2.1 HE-Farbung

Der Grad der Vakuolisierung der Hepatozyten im normalen Lebergewebe wurde
semi-quantitativ mit Hilfe eines Olympus BX60 Lichtmikroskops (Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg, BRD) bestimmt. Die Bestimmung der Vakuolisierung erfolgte dabei
verblindet. Hierfir wurden jeweils 20 High Power Fields (HPF) pro Leberschnitt
ausgewertet und die Vakuolisierung in Punkte von O bis 4 eingestuft (modifiziert nach
Calabrese et al., 1997):

0 Punkte = kein Hinweis (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

1 Punkt = leicht (0-10% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

2 Punkte = maRig (10-30% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

3 Punkte = schwer (30-50% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

4 Punkte = sehr schwer (>50% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

Die Ergebnisse wurden dabei als semi-quantitativer score von 0 bis 4 analog zu

der oben genannten Einstufung angegeben (vgl. Sperling, 2007).

Zusatzlich wurde mit Hilfe der HE-gefarbten Schnitte die Proliferation der
Tumorzellen bestimmt. Pro Schnitt wurden hierbei insgesamt 20 HPFs mit Hilfe eines
Olympus BX60 Lichtmikroskops ausgewertet. Die Anzahl der Mitose-Figuren wurde
bestimmt und als Mitose-Figuren pro HPF angegeben (siehe Abb. 6C). Die Nekrose-
Areale wurden innerhalb der kolorektalen Lebermetastasen bestimmt, um so Aufschluss
Uber das Ausmalfd der Tumornekrosen zu bekommen. Dazu wurden ebenfalls HE-geféarbte
Schnitte von tumortragendem Lebergewebe verwendet. Mit Hilfe der Software cellSens
Dimension (Olympus Deutschland GmbH) wurden die Tumorgrenzen und die
nekrotischen Areale umfahren und die Flachen bestimmt (siehe Abb. 6E). Der Quotient
nekrotischer Areale innerhalb des Tumors zu gesamter Tumorflache wurde in Prozent

angegeben.
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Abbildung 6: HE-gefarbte Schnitte von normalem Lebergewebe (A) mit einem Portalfeld (#) und
Tumorgewebe (B-E) mit Tumorgrenze (Pfeilspitzen; B). Die HE-Farbung diente zur Ermittlung der
Proliferation von Tumorzellen. Dabei wurden u.a. die Mitose-Figuren (Pfeile; C) im Tumorgewebe
ausgezahlt. Zusatzlich wurden die Nekrose-Areale (*; D und E) in den kolorektalen Metastasen
bestimmt. Skalierung: 50um (A und C), 100um (B) und 1mm (D).
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5.7.2.2 CAE-Farbung

Mit Hilfe der CAE-Farbung wurde die absolute Anzahl der Leukozyten, vor allem
der neutrophilen Granulozyten, im normalen Lebergewebe in verschiedenen Leberarealen
der jeweiligen  Schnitte  bestimmt. Dabei wurden fir die intravasale
Leukozytenakkumulation im normalen Lebergewebe in 10 portalen HPFs die intravasalen,
CAE-positiven Zellen ausgezahlt. FUr die Leukozytenextravasation wurden jeweils in 10
periportalen HPFs und 20 parenchymattsen HPFs die extravasalen, CAE-positiven Zellen
gezahlt (siehe Abb. 7).

Abbildung 7: CAE-gefarbter Schnitt von normalem Lebergewebe. Ein Portalfeld (#) und periportal
extravasierte Leukozyten (Pfeil) sind zu sehen. Skalierung: 50um.

26



Material und Methoden

5.7.3 Immunhistochemie (PCNA, Caspase-3 und PECAM-1)
5.7.3.1 PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

Zur Bestimmung der Proliferationsraten im normalen Lebergewebe und im
Tumorgewebe wurde eine immunhistochemische PCNA-Farbung durchgefuhrt. Dazu
wurden 2um dinne Schnitte von den in Paraffin eingebetteten Gewebeblécken
angefertigt. FUr 18h wurden diese Schnitte bei 4°C mit 1 ml PBS und dem polyklonalen
IgG Primarantikorper ,rabbit-anti-PCNA“ (75ul, Verdunnung 1:50, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, BRD) inkubiert.

Abbildung 8: PCNA-gefarbter Schnitt von Tumorgewebe mit angrenzendem normalem
Lebergewebe. Skalierung: 50pm.

Daraufhin erfolgte eine Inkubation mit dem Sekundarantikérper ,goat-anti-rabbit-
lgG* (Verdunnung 1:20; Dako GmbH, Hamburg, BRD) fiur 30 Minuten in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur. Als Chromogen wurde 3,3 Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid (DAB, Sigma-Aldrich  GmbH, Taufkirchen, BRD) verwendet.

27



Material und Methoden

AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hamalaun n. Mayer (VWR, Darmstadt, BRD)
gegengefarbt.

Pro Gewebeschnitt wurden 20 HPFs mit Hilfe eines Olympus BX60
Lichtmikroskops ausgewertet. Hierbei wurden sowohl die Gesamtzellzahl als auch die
Anzahl der PCNA-positiven Zellen bestimmt und als Prozent (Anzahl der PCNA-positiven

Zellen in %) angegeben (siehe Abb. 8).

5.7.3.2 Caspase-3

Zur Bestimmung der Apoptoseraten im Tumorgewebe wurde eine
immunhistochemische cleaved Caspase-3-Farbung durchgefihrt. Dazu wurden ebenfalls
2um dunne Schnitte von den in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken angefertigt. Die
cleaved Caspase-3-Farbung erfolgte vergleichbar wie die PCNA-Farbung. Lediglich die
verwendeten Antikorper und die Inkubation (lUber Nacht bei Raumtemperatur)
unterschieden sich.

Abbildung 9: Cleaved Caspase-3-gefarbter Schnitt von Tumorgewebe. Skalierung: 50um.
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Der Priméarantikérper war ein polyklonaler rabbit-anti-cleaved-caspase-3*
Antikorper (20ul, Verdunnung 1:50, Cell Signaling Technology, Frankfurt, BRD). Als
Sekundarantikdrper wurde ,goat-anti-rabbit-lgG* Antikérper (100ul, Peroxidase-markiert,
Verdinnung 1:100, Link, LSAB-HRP, Dako GmbH) verwendet.

Pro Schnitt wurden 20 HPFs mit Hilfe eines Olympus BX60 Lichtmikroskops
ausgewertet. Hierbei wurden sowohl die Gesamtzellzahl als auch die Anzahl der cleaved
Caspase-3-positiven Zellen bestimmt und als Prozent (Anzahl der PCNA-positiven Zellen

in %) angegeben (siehe Abb. 9).

5.7.3.3 PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1)

Zur Bestimmung der Gefalldichte im normalen Lebergewebe und im
Tumorgewebe wurde eine immunhistochemische PECAM-1-Farbung durchgefihrt.
PECAM-1 (CD31) ist vor allem auf Endothelzellen zu finden, aber auch auf den
Oberflachen von Blutplattchen, Monozyten und Neutrophilen wird PECAM-1 exprimiert.
Dieses Molekiil spielt demnach insbesondere eine Rolle bei der Angiogenese und der

Leukozytenmigration (Newman et al., 1990).

Von den in Einbettungsmedium (Tissue Freezing Medium®, Jung, Leica
Microsystems GmbH, Nussloch, BRD) kryokonservierten Gewebestlicken wurden 2um
dunne Schnitte angefertigt. Als Primarantikbrper wurde ein “mouse-anti-rat anti-PECAM-
1-1gG” Antikérper (Verdunnung 1:500; clone TLD-3 A12, Serotec, Disseldorf, BRD) und
als Sekundarantikérper ein ,goat-anti-mouse-lgG*“ Antikérper (Peroxidase-markiert,
Verdinnung 1:100, Dianova, Hamburg, BRD) benutzt. Daraufhin wurden die Schnitte

ebenfalls mit Hdmalaun n. Mayer gegengefarbt.

Pro Schnitt wurden insgesamt 30 HPFs (10 HPFs Tumorperipherie, 10 HPFs
Tumorzentrum und 10 HPFs normales Lebergewebe) mit Hilfe eines Olympus BX60
Lichtmikroskops ausgewertet. Hierbei wurde die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen

bestimmt und als PECAM-1-positive Zellen pro HPF angegeben.

29



Material und Methoden

5.7.4 Western Blot Analyse (VEGF und ICAM-1)

Zur Bestimmung der Expression von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
und ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) nach Leberteilresektion im normalen
Lebergewebe und im Tumorgewebe wurde eine Analyse mittels Western Blot

durchgefinhrt.

Von den kryokonservierten Nativproben wurden 1mm bis 5mm grofRe
Gewebsstlicke unter Zusatz eines Proteinaseinhibitor-Cocktails (Verdinnung 1:75,
Sigma-Aldrich  GmbH) und 100mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Verdinnung
1:500, Carl Roth GmbH & Co. KG) zusammen in einem Low-Salt-Lysepuffer bestehend
aus 10mM TRIS, pH 7,5, 10mM NaCl, 0,1mM EDTA, 0,5% Triton X 100 0,02% NaNj;
homogenisiert (Ultra Turrax T25, IKA Labortechnik, Staufen, BRD) (vgl. Slotta, 2006).

Nachdem die Proben fir 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden, erfolgte ein
Zentrifugationsschritt fur 30 Minuten bei 4°C mit 16.000xg (Biofuge fresco, Kendro,
Hanau, BRD). Der Uberstand (natives Protein) wurde im Anschluss abpipettiert. Das
Pellet dagegen wurde nicht weiter verwendet und verworfen. Die gewonnenen Aliquots

konnten nun zur Proteinbestimmung verwendet werden (vgl. Slotta, 2006).

In der vorliegenden Studie wurde die spektrophotometrische Methode nach Lowry
verwandt, um die Proteinkonzentration zu bestimmen (Lowry et al., 1951). Somit konnte
mittels Verdinnung durch destilliertes Wasser die Proteinkonzentration der Extrakte auf
den gleichen Proteingehalt eingestellt werden. Nach der Zugabe von 2x ,Sample Buffer*
nach Laemmli (Sigma-Aldrich GmbH) wurden die Extrakte fiur finf Minuten in kochendem
Wasser denaturiert. Danach erfolgte der Transfer der Extrakte in die Geltaschen

(Konzentration 30ug/Bande).

Die Proteine trennten sich in einem SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel 5%,
Trenngel 10%) elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht auf, zuerst bei einer
Spannung von 100V fir 15 Minuten im Sammelgel, dann bei 140V fir eine Stunde im
Trenngel. Dabei diente der ,rainbow highrange Marker” (GE Healthcare, Freiburg, BRD)

als Molekulargewichtsstandard.

Die Equilibrierung der Gele fir das folgende Membranblotting erfolgte nach
Beendigung der Elektrophorese in einem Transferpufferbad. Der Transfer auf eine PVDF-

Membran (Porengréf3e 0,2um, Polyvinylidenfluorid, Bio-Rad Laboratories, Minchen,
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BRD) erfolgte fiir eine Dauer von zwei Stunden in einer Mini-Trans-Blot-Kammer (Bio-Rad
Laboratories) bei einer Spannung von 50V unter Zugabe von Eis und standigem Rihren
(vgl. Slotta, 2006).

Eine Bindung des Priméarantikorpers an unspezifische Bindungsstellen wurde
verhindert, indem die Membranen mit einer 5% Ldsung aus Milchpulver (Blotting Grade
Blocker non-fat dry milk, Bio-Rad Laboratories) in TBS-T (Tris Buffered Saline Tween
(Tween®20 Polyoxyethylenesorbitan monolaurats, Sigma-Aldrich GmbH)) fur 30 Minuten
inkubiert wurden. Nachdem einmal mit TBS-T gewaschen wurde, wurden die
Primarantikorper aufgetragen und fir 210 Minuten bei Raumtemperatur und anschlielend

bei 4°C Uber Nacht inkubiert (siehe Tab. 1).

Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T wurden die Membranen mit den

entsprechenden, in der Tabelle 1 aufgelisteten, Peroxidase (POD) markierten
Sekundarantikorpern fir 90 Minuten inkubiert. Daraufhin wurden die Membranen fiinfmal
mit TBS-T gewaschen und dann der Chemilumineszenzmethode (ECL (enhanced
chemiluminescence), GE Healthcare) unterzogen. Zu Beginn erfolgte die Inkubation der
Membranen fir eine Minute in einem ECL Reagenz bei Raumtemperatur, im Anschluss
wurden sie in Autoklavierfolie verpackt und zur Exposition auf einen RoOntgenfilm
(Hyperfim ECL, GE Healthcare) die
Entwicklung wurden Zahnfilm-Reagenzien (Zahnfilm, Adefo GmbH, Nirnberg, BRD)

verwendet (vgl. Slotta, 2006).

in einer RoOntgenkassette positioniert. Fur

Die Rontgenfilme wurden mit Hilfe eines Gel-Dokumentationssystems (Gel Doc,
Bio-Rad Laboratories) und eines Quantifizierungsprogrammes (Quantity One-Geldoc, Bio-
Rad Laboratories) analysiert (vgl. Slotta, 2006).

Primar- . N . N
Antikorper Ursprung | Verdinnung Hersteller Sekundérantikérper | Verdiinnung Hersteller
rabbit . Santa Cruz donkey-anti-rabbit- . GE
VEGF (polyklonal) 1:100 Biotechnology IgG-POD 1:5000 Healthcare
R+D
) goat ) Systems, donkey-anti-goat- i Santa Cruz
ICAM-1 (polyklonal) 1:100 Wiesbaden, lgG-POD 1:500 Biotechnology
BRD

Tabelle 1: Liste der verwendeten Primér- und Sekundéarantikorper fur die Western Blot Analyse.
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5.8 Experimentelles Design

Zu Beginn des Versuchs wurden alle 28 WAG/RIj-Ratten randomisiert auf 4

Gruppen zu je 7 Tieren verteilt (siehe Abb. 10).

Tumorimplantation Ultraschall Ultraschall
ohne Leberteilresektion anTag7 und Organentnahme
1) CLZ Cilostazol Tumarwachstum mit Cilostazolbehandlung
) (&PHX) (5d) (14d)
2 CON Tumarnwachstum chne Cilostazolbehandlung
1 (ePHX) (14d)
Tumerimplantation Ultraschall Ultraschall
mit Leberteilresektion anTag7 und Organentnahme
3 CLZ Cilostazol Tumaorwachstum mit Cilostazolbehandlung
) {PHX) (5d) (14d)
1 CON Tumarnwachstum chne Cilostazolbehandlung
b (PHX) (14d)

Abbildung 10: Versuchsprotokoll und zeitlicher Ablauf der Experimente ohne Leberteilresektion
(OPHX) und mit Leberteilresektion (PHX) der Vehikel-behandelten Tiere (CON) und Cilostazol-
behandelten Tiere (CLZ). Dabei wurden anfangs 28 WAG-Ratten auf die 4 Gruppen randomisiert
verteilt (n=7 pro Gruppe).

Die Halfte der Tiere (n=14; CLZ) wurde einmal taglich fir 5 Tage mit Cilostazol in
einer Dosierung von 5mg/kg KG p.o. vorbehandelt. Die Behandlung (vgl. 5.4.2) mit
Cilostazol dauerte bis zum Ende des Experiments (Tag 14 nach Tumorimplantation) an.
Vehikel-behandelte Tiere dienten als Kontrolle (n=14; CON). Nach 5 Tagen wurden bei
der Halfte der Cilostazol-behandelten bzw. der Vehikel-behandelten Tiere gemaf 5.4.3
Teile der Leber reseziert (jeweils n=7; CLZ PHX, CON PHX). Sham-operierte Tiere, d.h.
Tiere, die nicht leberreseziert worden sind (jeweils n=7; CLZ @PHX, CON @PHX), dienten
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als Kontrolltiere gegentuber der Leberteilresektion. Wahrend derselben Operation wurde
allen Tieren (n=28) subkapsuldr die Tumormetastase eines kolorektalen Karzinoms
implantiert (vgl. 5.4.4). Bei allen Tieren wurde an Tag 7 und Tag 14 das Tumorvolumen
nach 5.5 mittels Ultraschall gemessen. Zudem wurde am Ende des Versuchs (Tag 14)
durch LDF die Mikrozirkulation des links lateralen Leberlappens (LLL) jeder Ratte
gemessen (vgl. 5.6). AnschlieRend wurde allen Versuchstieren die Leber fir histologische
und proteinbiochemische Untersuchungen entnommen. Das somit gewonnene

Gewebematerial wurde nach 5.7.1 konserviert und analysiert.

5.9 Datenerfassung und Statistik

Direkt wahrend der OP erhobene Daten wurden handschriftlich in ein Protokoll
eingetragen. Spater wurden diese Datensatze auf den Computer tbertragen und in einem
Tabellenkalkulationsprogramm zusammengefasst (Microsoft®Excel 2000, Microsoft
Coorperation, USA).

Mittelwerte (MW) sowie Standardabweichung (SD) und Standardfehler der
Mittelwerte (SEM, Standard error of the mean) konnten aus den so gewonnenen
Datensatzen mit Hilfe von SigmaStat® Statistical Software, Version 2.03 (Jandel
Scientific, San Rafael, CA, USA) ermittelt werden. Nach Untersuchung von
Varianzgleichheit und Normalverteilung der Werte wurden die Unterschiede innerhalb der
einzelnen Gruppen mittels ANOVA (one-way analysis of variance) durchgeftihrt. Darauf
folgte ein geeigneter post-hoc Test, welcher die Korrektur des alpha-Fehlers gemaf
Bonferroni beinhaltete, um Mehrfachvergleiche zu kompensieren. Die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der Software SigmaPlot® (Jandel
Corp., San Rafael, CA, USA) in Saulendiagrammen als absolute oder prozentuale
Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM). Die einzelnen
Versuchsgruppen wurden mittels Student's t-Test fur unverbundene Stichproben
verglichen. Sobald die Werte nicht normalverteilt waren, wurde anstelle des Student's t-
Testes ein Mann-Whitney U-Test verwendet. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <

0,05 wurden Unterschiede als signifikant anerkannt.
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6 Ergebnisse

6.1 Hepatozellulare Vakuolisierung

Zur Bestimmung der Zellmorphologie im normalen Lebergewebe 14 Tage nach

Tumorimplantation erfolgte eine histologische Untersuchung.

Tiere ohne Leberteilresektion
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Abbildung 11: Semi-quantitative Bestimmung der zellularen Vakuolisierung mittels HE-Féarbung an
Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde normales Lebergewebe von Tieren ohne
Leberteilresektion (A; Vakuolisierung) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O; CON)
oder eine Cilostazol-Behandlung (A; B; CLZ). HE-Farbung von normalem Lebergewebe von Tieren
ohne Leberteilresektion (B, C), die entweder einer Vehikel- (B) oder einer Cilostazol-Behandlung
(C) unterzogen wurden. Score: Zellen mit Vakuolisierung >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-
30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0 Punkte). Skalierung: 50pum. Mittelwert + SEM.*p<0,05
vs. CON.

Die semiquantitative Bestimmung der Vakuolisierung zeigte keine Hinweise auf

eine zellulare Schadigung im normalen Lebergewebe weder bei Vehikel-behandelten
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Tieren noch bei Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 11A). Die Vakuolisierung der
Hepatozyten in den mit Cilostazol-behandelten Tieren war sogar signifikant geringer als
die Vakuolisierung der Hepatozyten der Vehikel-behandelten Tiere (siehe Abb. 11A-C).

Tiere mit Leberteilresektion

Auch nach Leberteilresektion zeigten sich im normalen Lebergewebe keine
Hinweise auf eine Schadigung der Hepatozyten weder von Vehikel-behandelten noch von
Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 12A).
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Abbildung 12: Semi-quantitative Bestimmung der zellularen Vakuolisierung mittels HE-Féarbung an
Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde normales Lebergewebe von Tieren nach
Leberteilresektion (A; Vakuolisierung) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O; CON)
oder eine Cilostazol-Behandlung (A; B; CLZ). HE-Farbung von normalem Lebergewebe von Tieren
nach Leberteilresektion (B, C), die entweder einer Vehikel- (B) oder einer Cilostazol-Behandlung
(C) unterzogen wurden. Score: Zellen mit Vakuolisierung >50% (4 Punkte), 30-50% (3 Punkte), 10-
30% (2 Punkte), 0-10% (1 Punkt) und 0% (0 Punkte). Skalierung: 50pum. Mittelwert + SEM.

Die Abbildungen 12B und 12C von HE-gefarbten normalen Leberschnitten

veranschaulichen zudem, dass kein signifikanter Unterschied in der hepatozellularen
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Vakuolisierung zwischen Cilostazol-behandelten Tieren (12C) und Vehikel-behandelten
Tieren (12B) bestand.

6.2 Tumorwachstum

6.2.1 Systemische Auswirkungen der Tumorzellinjektion

Die subkapsulare Injektion der Tumorzellen in die Leber verlief bei allen dafir
vorgesehenen Tieren komplikationslos. Unter Isoflurannarkose fanden sich bei keinem
Tier respiratorische oder kardiale Funktionseinschrankungen. Auch in der postoperativen
Phase wurden keine Verénderungen der Herz-Kreislauf- und Atemfunktion festgestellt.
Wahrend der 14-tdgigen Tumorwachstumsphase zeigte keines der Tiere Auffalligkeiten im
Fress- und Trinkverhalten oder Verhaltensabweichungen. Die Wundheilung erfolgte bei
allen Tieren per primam. Bis zur Relaparatomie blieb das Koérpergewicht der Ratten
weitestgehend konstant oder nahm minimal zu. Systemische Effekte, z.B.
Atembeschwerden, bedingt durch das Tumorwachstum, wurden nicht beobachtet. An Tag
14 nach Tumorimplantation zeigten alle Tiere einen kugelférmigen Lebertumor von 5-
10mm Durchmesser. Extrahepatische oder intraperitoneale Metastasen durch

Tumorzellaussaat fanden sich bei keinem der Tiere.

6.2.2 Tumorvolumen
Tiere ohne Leberteilresektion

Die Bestimmung des Tumorwachstums der singuldren Lebermetastasen erfolgte
an Tag 7 und 14 nach Tumorimplantation durch eine Analyse der Tumorvolumina mittels
Ultraschall. Die Tumorvolumina an Tag 7 der Vehikel-behandelten Tiere waren
vergleichbar mit denen der Cilostazol-behandelten Tiere (CON: 24,1 + 8,4 vs. CLZ: 23,0 £
6,3 mm®. An Tag 14 waren die Tumorvolumina der Vehikel-behandelten Tiere und der
Cilostazol-behandelten Tiere ebenfalls nur minimal unterschiedlich (CON: 145,2 + 44,7 vs.
CLZ: 126,2 + 28,8 mm®) (sieche Abb. 13A-C). An beiden Tagen war der Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der Cilostazol-Behandlungsgruppe statistisch nicht
signifikant (Tag 7: p=0,916 und Tag 14: p=0,727).

36



Ergebnisse

Die Tumorvolumina stiegen um das 5- bis 6-fache zwischen Tag 7 und Tag 14
sowohl in der Kontrollgruppe als auch nach Cilostazolbehandlung an (siehe Abb. 13A).
Dieser Anstieg war in beiden Gruppen statistisch signifikant (CON: p=0,007 und CLZ:
p=0,002).
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Abbildung 13: Volumetrische Bestimmung der singularen Lebermetastasen mittels 3D-
Ultraschallanalyse an Tag 7 und 14 nach Tumorimplantation in Tieren ohne Leberresektion (A; in
mm3). Dabei erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O) oder eine Cilostazol-Behandlung (A; H).
Hochauflésende Ultraschallbilder der singuldren Lebermetastasen an Tag 14 (B, C), entweder
ohne Cilostazol- (B), oder mit Cilostazol-Behandlung (C). Skalierung: 2mm. Mittelwert *
SEM.*p<0,05 versus d7.

Tiere mit Leberteilresektion

Mit Leberteilresektion zeigten alle Tiere ein 2- und 4-fach erhéhtes Tumorvolumen
an Tag 7 und Tag 14 nach Tumorimplantation im Vergleich zu Tieren ohne
Leberteilresektion (vgl. Abb. 13A und 14A). Dabei ergab die statistische Auswertung der
Tumorvolumina von leberresezierten Tieren im Vergleich zu nicht resezierten Tieren an
den Tagen 7 und 14 jedoch keine signifikanten Unterschiede (Tag 7: p=0,197 (CON) und
p=0,249 (CLZ); Tag 14: p=0,169 (CON) und p=0,115 (CLZ)).
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Die Tumorvolumina an Tag 7 der Vehikel-behandelten Tiere waren vergleichbar
mit denen der Cilostazol-behandelten Tiere (CON: 43,7 £ 11,6 vs. CLZ: 43,2 £ 16,5 mm3).
An Tag 14 waren die Tumorvolumina der Vehikel-behandelten Tiere erkennbar héher als
die Tumorvolumina der Cilostazol-behandelten Tiere (CON: 516,2 = 270,0 vs. CLZ: 402,7
+ 160,1 mm?) (siehe Abb. 14A-C). An beiden Tagen war der Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der Cilostazol-Behandlungsgruppe jedoch statistisch nicht signifikant
(Tag 7: p=0,980 und Tag 14: p=0,714) (siehe Abb. 14A).

Zudem waren die Tumorvolumina der Vehikel-behandelten und Cilostazol-
behandelten Tiere, die leberteilreseziert wurden, an Tag 14 um das 9,3- bis 12-fache
erhoht im Vergleich zu Tag 7 (siehe Abb. 14A). Dieser Anstieg war in beiden Gruppen
statistisch signifikant (p=0,014 (CON) und p=0,002 (CLZ)).
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Abbildung 14: Volumetrische Bestimmung der singularen Lebermetastasen mittels 3D-
Ultraschallanalyse an Tag 7 und 14 nach Tumorimplantation in Tieren nach Leberresektion (A; in
mm3). Dabei erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O) oder eine Cilostazol-Behandlung (A; H).
Hochauflésende Ultraschallbilder der singularen Lebermetastasen an Tag 14 (B, C), entweder
ohne Cilostazol- (B), oder mit Cilostazol-Behandlung (C). Skalierung: 2mm. Mittelwert +
SEM.*p<0,05 versus d7.
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6.2.3 Tumorproliferation (PCNA-Farbung)

Zur Bestimmung der Zellproliferation im Tumor- und im normalen Lebergewebe an

Tag 14 nach Tumorimplantation erfolgte eine immunhistochemische PCNA-Farbung.

Tiere ohne Leberteilresektion

Der Anteil an PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe betrug 66% in Vehikel-
behandelten Tieren bzw. 60% in Cilostazol-behandelten Tieren und war damit etwa 10-

fach hoher als der Anteil an PCNA-positiven Zellen im normalen Lebergewebe.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Bestimmung der Zellproliferation mittels PCNA-Farbung an
Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde Tumor- und Lebergewebe von Tieren ohne
Leberteilresektion (A; % PCNA-positive Zellen) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O)
oder eine Cilostazol-Behandlung (A; W). Immunhistochemie von PCNA-gefarbtem Tumorgewebe
von Tieren ohne Leberteilresektion (B, C), die entweder einer Vehikel- (B), oder einer Cilostazol-
Behandlung (C) unterzogen wurden. Skalierung: 50um. Mittelwert £ SEM. *p<0,001 versus Leber.

Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von <0,001 hoch signifikant (siehe Abb.

15A) und zeigt die erhdhte Proliferation der Tumorzellen, welche charakteristisch fur einen
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wachsenden Tumor ist. Dagegen war der Anteil an PCNA-positiven Zellen im normalen
Lebergewebe von Cilostazol-behandelten Tieren vergleichbar zu dem der Vehikel-
behandelten Kontrollgruppe (siehe Abb. 15A-C).

Tiere mit Leberteilresektion

Bei allen Tieren mit Leberteilresektion war sowohl im Tumorgewebe als auch im
Lebergewebe der Anteil an PCNA-positiven Zellen um circa 10% erhoht verglichen mit
Tieren, die nicht leberreseziert wurden (vgl. Abb. 15A und 16A).
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Abbildung 16: Immunhistochemische Bestimmung der Zellproliferation mittels PCNA-Farbung an
Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde Tumor- und Lebergewebe von Tieren nach
Leberteilresektion (A; % PCNA-positive Zellen) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O)
oder eine Cilostazol-Behandlung (A; W). Immunhistochemie von PCNA-gefarbtem Tumorgewebe
von Tieren nach Leberteilresektion (B, C), die entweder einer Vehikel- (B), oder einer Cilostazol-
Behandlung (C) unterzogen wurden. Skalierung: 50um. Mittelwert £ SEM. *p<0,001 versus Leber.

Der Anteil an PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe betrug 71% in Vehikel-

behandelten Tieren bzw. 68% in Cilostazol-behandelten Tieren und war damit etwa 3,5-
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fach hoher als der Anteil an PCNA-positiven Zellen im normalen Lebergewebe (siehe
Abb. 16A). Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von <0,001 statistisch signifikant.
Der Anteil an PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe und normalen Lebergewebe war
zwischen der Kontrollgruppe und der Cilostazol-Behandlungsgruppe nicht signifikant
unterschiedlich (siehe Abb. 16A-C).

6.2.4 Tumorproliferation (Mitose-Figuren)

Zusatzlich zu der immunhistochemischen PCNA-Farbung wurde mit Hilfe von HE-
gefarbten Schnitten die Proliferation der Tumorzellen bestimmt. Dabei wurden die Mitose-

Figuren pro HPF im Tumorgewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation ausgewertet.

Tiere mit und ohne Leberteilresektion

Ohne Leberteilresektion war die Anzahl der Mitose-Figuren pro HPF etwas
geringer im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren verglichen mit Vehikel-
behandelten Tieren (CLZ: 0,49 £ 0,07 vs. CON: 0,74 + 0,16 Mitose-Figuren/HPF). Dieser

Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant.

Nach Leberteilresektion war die Anzahl der Mitose-Figuren im Tumorgewebe von
Vehikel-behandelten Tieren zwar hdher (0,95 + 0,17 Mitose-Figuren pro HPF) (siehe Abb.
17A). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Die Anzahl von Mitose-
Figuren pro HPF im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren war nach
Leberteilresektion ebenfalls um ca. 50% erhoht. Diese Zunahme im Vergleich zum Wert
ohne Leberteilresektion war statistisch signifikant (p<0,001) (siehe Abb. 17A). Sowohl mit
als auch ohne Leberteilresektion fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl von Mitose-Figuren im Tumorgewebe zwischen den Vehikel-behandelten Tieren
und den Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 17A).

Die Abbildungen 17B und 17C von HE-gefarbten Tumorschnitten
veranschaulichen den signifikanten Unterschied in der Anzahl proliferierender
Tumorzellen zwischen Cilostazol-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb.
17B) und Cilostazol-behandelten Tieren nach Leberteilresektion (siehe Abb. 17C).
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Abbildung 17: Histologische Bestimmung der Tumorzellproliferation mittels HE-Farbung an Tag
14 nach Sham-Operation (A, B; @ PHX) oder Leberteilresektion (A, C; PHX). Dabei wurde die
Anzahl der Mitose-Figuren pro HPF (A) im Tumorgewebe von Vehikel-behandelten (A; O; CON)
und Cilostazol-behandelten Tieren (A-C; B; CLZ) bestimmt. Skalierung: 50um. Mittelwert + SEM.
*p<0.05 versus @ PHX.

6.2.5 Tumorapoptose

Zur Bestimmung der Apoptoseraten im Tumorgewebe an Tag 14 nach
Tumorimplantation wurde eine immunhistochemische cleaved Caspase-3-Farbung

durchgefuhrt.

Tiere mit und ohne Leberteilresektion

Ohne Leberteilresektion war der Anteil der cleaved Caspase-3-positiven Zellen im
Tumorgewebe von Vehikel-behandelten Tieren 4.7% und von Cilostazol-behandelten
Tieren 4,4%.
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Nach Leberteilresektion war die Apoptoserate im Tumorgewebe von Vehikel-
behandelten Tieren etwas hoher (5,2% cleaved Caspase-3-positiven Zellen) (siehe Abb.
18A). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Der Anteil der cleaved
Caspase-3-positiven Zellen im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren stieg mit
Leberteilresektion von ca. 4,4% auf 6,0% an. Dieser Anstieg um 36% im Vergleich zum
Wert ohne Leberteilresektion war statistisch signifikant (p=0,015) (siehe Abb. 18A).
Sowohl mit als auch ohne Leberteilresektion fanden sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl cleaved Caspase-3-positiver Zellen im Tumorgewebe zwischen
den Vehikel-behandelten Tieren und den Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 18A).
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Abbildung 18: Immunhistochemische Bestimmung der Zellapoptose mittels cleaved Caspase-3-
Farbung (in % cleaved Caspase-3-positive Zellen) an Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei
wurde Tumorgewebe von Tieren ohne Leberteilresektion (A; @ PHX) oder nach Leberteilresektion
(A; PHX) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A; O) oder eine Cilostazol-Behandlung (A;
). Immunhistochemie von cleaved Caspase-3-gefarbtem Tumorgewebe von Tieren mit Cilostazol-
Behandlung (B, C), die entweder einer Sham-Operation (B) oder einer Leberteilresektion (C)
zugefuhrt wurden. Skalierung: 50um. Mittelwert + SEM. *p<0.05 versus @ PHX.

Die Abbildungen 18B und 18C von cleaved Caspase-3-gefarbten Tumorschnitten

veranschaulichen den signifikanten Unterschied in den Apoptoseraten der Tumorzellen
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zwischen Cilostazol-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb. 18B) und
Cilostazol-behandelten Tieren mit Leberteilresektion (siehe Abb. 18C).

6.2.6 Tumornekrose-Areale

Zur Bestimmung der Tumornekrose-Areale an Tag 14 nach Tumorimplantation

wurde eine HE-Farbung verwendet.

Tiere mit und ohne Leberteilresektion

Ohne Leberteilresektion war der Anteil der Tumornekrose-Areale an der gesamten
Tumorflache in Cilostazol-behandelten Tieren signifikant geringer (p=0,008) im Vergleich
zu Vehikel-behandelten Tieren. Dabei hatten Cilostazol-behandelte Tumore ca. 80%
weniger Tumornekrose-Areale als Tumore von Vehikel-behandelten Tieren (CLZ: 0,84% +
0,77% vs. CON: 4,59% + 1,10% Tumornekrose-Areale).

Nach Leberteilresektion war der Anteil an Tumornekrose-Arealen im
Tumorgewebe von Vehikel-behandelten Tieren Uberraschenderweise etwas geringer als
im Tumorgewebe von Vehikel-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb.
19A). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Der Anteil an
Tumornekrose-Arealen im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren war nach
Leberteilresektion etwas hoher verglichen zu den Tieren ohne Leberteilresektion (siehe
Abb. 19A). Dieser Unterschied war ebenfalls statistisch nicht signifikant (p=0,08). Nach
Leberteilresektion waren die Tumornekrose-Areale im Tumorgewebe von Vehikel-
behandelten Tieren vergleichbar mit denen von Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb.
19A).

Die Abbildungen 19B und 19C von HE-gefarbten Tumorschnitten
veranschaulichen den signifikanten Unterschied in den Tumornekrose-Arealen zwischen
Vehikel-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb. 19B; gestrichelte Linie)

und Cilostazol-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb. 19C).
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Abbildung 19: Histologische Bestimmung der Anteile der Tumornekrose-Areale (A in %;
gestrichelte Linie in B, C) an der Tumorgesamtflache mittels HE-Farbung an Tag 14 nach Sham-
Operation (A-C; @ PHX) oder Leberteilresektion (A; PHX). Dabei wurde Tumorgewebe von
Vehikel-behandelten (A und B; O; CON) und von Cilostazol-behandelten Tieren (A und C; B; CLZ)
verwendet. HE-Farbung von Tumorgewebe von Tieren mit Sham-Operation (B, C), die entweder
einer Vehikel- (B) oder einer Cilostazol-Behandlung (C) unterzogen wurden. Skalierung: 1mm.
Mittelwert £+ SEM. #p<0.05 versus CON.

6.3 Tumorvaskularisierung

6.3.1 Tumorvaskularisierung ohne Leberteilresektion

Zur Bestimmung der Vaskularisierung bzw. der Anzahl von Endothelzellen im
Tumorgewebe und im normalen Lebergewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation wurde
eine immunhistochemische PECAM-1-Farbung verwendet.

Im normalen Lebergewebe war die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen in
Vehikel-behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren vergleichbar (siehe Abb.
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20A). Dagegen hatten die Tumore von Cilostazol-behandelten Tieren eine signifikant
geringere Anzahl an PECAM-1-positiven Endothelzellen sowohl im peripheren
Tumorgewebe (CLZ: 4,2 + 1,0 vs. CON: 16,0 = 5,0 positive Zellen/HPF) als auch im
zentralen Tumorgewebe (CLZ: 2,6 + 0,5 vs. CON: 6,0 £ 1,0 positive Zellen/HPF) im
Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb. 20A-C).

Die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen war bei Vehikel-behandelten Tieren im
peripheren Tumorgewebe etwa 3-fach hoher als im normalen Lebergewebe und im
zentralen Tumorgewebe (Leber: 5,0 £ 1,0 vs. Tumor peripher: 16,0 + 5,0 vs. Tumor
zentral: 6,0 + 1,0 positive Zellen/HPF). Der Unterschied in der Anzahl an PECAM-1-
positiven Endothelzellen war jedoch nur zwischen peripherem Tumorgewebe und
normalem Lebergewebe der Vehikel-behandelten Tiere statistisch signifikant (Leber vs.
Tumor peripher: p=0,008). In Cilostazol-behandelten Tieren war der Unterschied in der
Gefaldichte zwischen peripherem Tumorgewebe und zentralem Tumorgewebe ebenfalls
sichtbar, jedoch statistisch nicht signifikant (Tumor peripher: 4,2 + 1,0 vs. Tumor zentral:
26 += 0,5 positive Zellen/HPF; p=0,196). Dies spricht dennoch fir eine hohe
Vaskularisierung der Tumorperipherie in Vehikel-behandelten Tieren und Cilostazol-

behandelten Tieren im Vergleich zum Tumorzentrum.

Die Abbildungen 20B und 20C von PECAM-1-gefarbten Tumorschnitten
veranschaulichen, dass ohne Leberteilresektion ein deutlicher Unterschied in der
Vaskularisierung der Tumorperipherie zwischen Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb.
20B) und Cilostazol-behandelten Tieren bestand (siehe Abb. 20C).
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Abbildung 20: Immunhistochemische Bestimmung der Vaskularisierung mittels PECAM-1-
Farbung an Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde Tumor- und Lebergewebe von Tieren
ohne Leberteilresektion (A; in PECAM-1-positive Zellen pro HPF) verwendet. Es erfolgte jeweils
eine Vehikel- (A; O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (A; B; CLZ). Immunhistochemie von
PECAM-1-gefarbtem peripherem Tumorgewebe von Tieren ohne Leberteilresektion (B, C), die
entweder einer Vehikel- (B) oder einer Cilostazol-Behandlung (C) unterzogen wurden. Skalierung:
50um. Mittelwert + SEM. *p<0,05 versus Leber. #p<0,05 versus CON.

6.3.2 Tumorvaskularisierung mit Leberteilresektion

Im normalen Lebergewebe war die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen in
Cilostazol-behandelten Tieren geringer im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren (CLZ:
2,3 +0,7 vs. CON: 7,0 = 1,0 positive Zellen/HPF). Dieser Unterschied war jedoch trotz
einer geringen SEM in der Cilostazol-Behandlungsgruppe statistisch nicht signifikant
(siehe Abb. 21A). Zudem hatten die Tumore von Cilostazol-behandelten Tieren eine
signifikant geringere Anzahl an PECAM-1-positiven Endothelzellen im peripheren
Tumorgewebe (CLZ: 3,7 = 0,8 vs. CON: 19,0 + 2,0 positive Zellen/HPF). Die Anzahl der
PECAM-1-positiven Zellen war auch im zentralen Tumorgewebe von Cilostazol-
behandelten Tieren (CLZ: 3,4 + 1,3 positive Zellen/HPF) im Vergleich zu Vehikel-
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behandelten Tieren (CON: 5,0 £ 1,0 positive Zellen/HPF) geringer (siehe Abb. 21A-C).
Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,181).

Die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen war bei Vehikel-behandelten Tieren im
peripheren Tumorgewebe etwa 3- bis 4-fach héher als im normalen Lebergewebe und im
zentralen Tumorgewebe (Leber: 7,0 £ 1,0 vs. Tumor peripher: 19,0 + 2,0 vs. Tumor
zentral: 5,0 + 1,0 positive Zellen/HPF). Diese Unterschiede waren in beiden Fallen
signifikant (Leber vs. Tumor peripher: p=0,001 und Tumor peripher vs. Tumor zentral
p=0,002) (siehe Abb. 21A).
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Abbildung 21: Immunhistochemische Bestimmung der Vaskularisierung mittels PECAM-1-
Farbung an Tag 14 nach Tumorimplantation. Dabei wurde Tumor- und Lebergewebe von Tieren
nach Leberteilresektion (A; in PECAM-1-positive Zellen pro HPF) verwendet. Es erfolgte jeweils
eine Vehikel- (A; O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (A; B; CLZ). Immunhistochemie von
PECAM-1-gefarbtem peripherem Tumorgewebe von Tieren nach Leberteilresektion (B, C), die
entweder einer Vehikel- (B) oder einer Cilostazol-Behandlung (C) unterzogen wurden. Skalierung:
50um. Mittelwert £+ SEM. *p<0,05 versus Leber. #p<0,001 versus CON. §p<0,05 versus Tumor
zentral.

In Cilostazol-behandelten Tieren war der Unterschied in der Verteilung der

GefalRdichte vor allem zwischen Tumorperipherie und Tumorzentrum geringer

48



Ergebnisse

ausgepragt. Dennoch war in Cilostazol-behandelten Tieren die Anzahl der PECAM-1-
positiven Endothelzellen im peripheren Tumorgewebe verglichen mit dem normalen
Lebergewebe deutlich erhéht (Tumor peripher: 3,7 + 0,8 vs. Leber: 1,1 £ 0,1 positive
Zellen/HPF). Die statistische Auswertung ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied
(Leber vs. Tumor peripher: p=0,226). Dennoch spricht dieser Unterschied in der
GefalRdichte ebenfalls fiir eine hohe Vaskularisierung der Tumorperipherie in Vehikel-

behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 21A).

Die Abbildungen 21B und 21C von PECAM-1-gefarbten Tumorschnitten
veranschaulichen, dass mit Leberteilresektion ein deutlicher Unterschied in der
Vaskularisierung der Tumorperipherie zwischen Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb.
21B) und Cilostazol-behandelten Tieren bestand (siehe Abb. 21C).

6.3.3 Vergleich Tumorvaskularisierung mit und ohne Leberteilresektion

Nach Leberteilresektion war die Tumorvaskularisierung bestimmt durch PECAM-1-
Farbung sowohl im Tumorgewebe als auch im normalen Lebergewebe von Vehikel-
behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren etwas hoéher im Vergleich zu
Tieren ohne Leberteilresektion. Dieser geringe Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant (vgl. Abb. 20A und 21A).

6.3.4 VEGF-Expression

Zur Bestimmung der VEGF-Expression im Tumorgewebe und im normalen
Lebergewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation und Leberteilresektion wurde eine
Western Blot-Analyse durchgefihrt.

Die VEGF-Expression im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren war
deutlich héher als im Tumorgewebe von Vehikel-behandelten Tieren. Die statistische
Auswertung zeigte jedoch, dass dieser Unterschied nicht signifikant war (p=0,133). Die
Analyse der VEGF-Expression im normalen Lebergewebe zeigte ebenfalls eine etwas
hohere Expression in Cilostazol-behandelten Tieren im Vergleich zu Vehikel-behandelten
Tieren. Hierbei ergab die statistische Auswertung einen p-Wert von 0,030 und damit einen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen (siehe Abb. 22C).
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In Vehikel-behandelten Tieren war die VEGF-Expression im Tumorgewebe
deutlich erhoht verglichen mit der VEGF-Expression im normalen Lebergewebe (siehe
Abb. 22C). Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von 0,018 statistisch signifikant.
Auch in Cilostazol-behandelten Tieren zeigte sich eine Erhéhung der VEGF-Expression
im Tumorgewebe verglichen mit der VEGF-Expression im normalen Lebergewebe. Dieser

Anstieg war jedoch nicht signifikant (siehe Abb. 22C).
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Abbildung 22: Bestimmung der VEGF-Expression mittels Western Blot (A, B) und
densitometrischer Analyse (C) an Tag 14 nach Tumorimplantation in Tumorgewebe (A, C) und
normalem Lebergewebe (B, C) von Tieren nach Leberteilresektion. Es erfolgte jeweils eine
Vehikel- (Kontrolle: A, B; C; O; CON) und eine Cilostazol-Behandlung (Cilostazol: A, B; C; l; CLZ).
Mittelwert £ SEM. *p<0,05 versus CON. #p<0,05 versus Tumor.
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6.4 Mikrozirkulationsanalyse des Lebergewebes

Die Mikrozirkulation der Leber wurde mittels Laser Doppler Flowmetrie (LDF) an

Tag 14 nach Tumorimplantation im normalen Lebergewebe bestimmt.

Tiere mit und ohne Leberteilresektion

Ohne Leberteilresektion war die Leberperfusion in Cilostazol-behandelten Tieren
signifikant um 157aU erhoht im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb. 23).
Mit Leberteilresektion fand sich ebenfalls eine signifikant erhéhte Leberperfusion in
Cilostazol-behandelten Tieren verglichen mit Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb. 23).
Dabei war mit Leberteilresektion die Leberperfusion im normalen Lebergewebe von
Cilostazol-behandelten Tieren um 14l1aU, also um das 1,4 fache, hoher als die
Leberperfusion im normalen Lebergewebe von Vehikel-behandelten Tieren (siehe Abb.
23).
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Abbildung 23: Mikrozirkulationsbestimmung im normalen Lebergewebe mittels LDF (in aU) an
Tag 14 nach Tumorimplantation in Vehikel-behandelten Tieren (O; CON) und Cilostazol-
behandelten Tieren (M; CLZ). Es fand entweder eine Sham-Operation (& PHX) oder eine
Leberteilresektion (PHX) statt. Mittelwert + SEM. *p<0.05 versus CON. #p<0,05 versus & PHX.
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In Vehikel-behandelten Tieren mit Leberteilresektion war die Leberperfusion nur
geringfugig erhoht im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion.
Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. In Cilostazol-behandelten Tieren mit
Leberteilresektion war die Leberperfusion dagegen signifikant erhoht verglichen zu

Cilostazol-behandelten Tieren ohne Leberteilresektion (siehe Abb. 23).

6.5 Leukozytenakkumulation

6.5.1 Portale, intravasale Leukozytenakkumulation

Zur Bestimmung der intravasalen Leukozytenakkumulation in den Portalfeldern
des normalen Lebergewebes an Tag 14 nach Tumorimplantation wurde eine CAE-

Farbung verwendet.
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Abbildung 24: Histologische Bestimmung der intravasalen Leukozytenanzahl in den Portalfeldern
mittels CAE-Farbung an Tag 14 nach Tumorimplantation (in CAE-positive Zellen pro HPF). Dabei
wurde normales Lebergewebe von sham-operierten Tieren (@ PHX) und leberresezierten Tieren
(PHX) verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (M;
CLZ). Mittelwert + SEM.
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Im normalen Lebergewebe konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an
CAE-positiven Zellen innerhalb der GefaBe der Portalfelder zwischen Vehikel-
behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren festgestellt werden (siehe Abb.
24).

Tiere mit Leberteilresektion

Nach Leberteilresektion stieg die Anzahl der CAE-positiven Zellen innerhalb der
GefaRe der Portalfelder in der Vehikel-behandelten Gruppe und in der Cilostazol-
behandelten Gruppe leicht an. Dieser Anstieg war mit p-Werten von 0,145 (CON) und
0,087 (CLZ) jedoch statistisch nicht signifikant (siehe. Abb. 24).

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an CAE-positiven Zellen
innerhalb der GefalRe der Portalfelder zwischen Vehikel-behandelten Tieren und

Cilostazol-behandelten Tieren festgestellt werden (siehe Abb. 24).

6.5.2 Periportale Leukozytenextravasation
Tiere ohne Leberteilresektion

Zwischen den GeféalRRen der Portalfelder fanden sich im normalen Lebergewebe
von Cilostazol-behandelten Tieren ca. 50% weniger CAE-positive Zellen als im normalen
Lebergewebe von Vehikel-behandelten Tieren (1,2 + 0,2 (CLZ) vs. 2,6 = 0,3 (CON)
positive Zellen/HPF). Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p=0,015) (siehe Abb.
26). Die Abbildungen 25A und 25B von CAE-gefarbtem normalem Lebergewebe
verdeutlichen reprasentativ, dass ohne Leberteilresektion ein deutlicher Unterschied in
der periportalen Leukozytenanzahl zwischen Vehikel-behandelten (siehe Abb. 25A) und
Cilostazol-behandelten Tieren bestand (siehe Abb. 25B).
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Abbildung 25: Histologie von CAE-gefarbtem Lebergewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation
von Tieren ohne Leberteilresektion (A, B). Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A) oder eine Cilostazol-
Behandlung (B). Skalierung: 50um.
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Abbildung 26: Histologische Bestimmung der periportalen Leukozytenanzahl mittels CAE-Farbung
an Tag 14 nach Tumorimplantation (in CAE-positive Zellen pro HPF). Dabei wurde normales
Lebergewebe von sham-operierten Tieren (@ PHX) und leberresezierten Tieren (PHX) verwendet.
Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (Hl; CLZ). Mittelwert +
SEM. *p<0,05 versus CON. #p<0,05 versus GPHX.
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Nach Leberteilresektion stieg die Anzahl der CAE-positiven Zellen zwischen den
Gefal3en der Portalfelder im normalen Lebergewebe von Vehikel-behandelten Tieren und
von Cilostazol-behandelten Tieren an. Gleichwohl war dieser Unterschied nur im
normalen Lebergewebe der Cilostazol-behandelten Tiere signifikant (siehe Abb. 26).

Die Anzahl der CAE-positiven Zellen zwischen den Gefalen der Portalfelder war
bei den Cilostazol-behandelten Tieren um ca. 35% verringert verglichen zu den Vehikel-
behandelten Tieren (2,3 £ 0,1 (CLZ) vs. 3,6 = 0,8 (CON) positive Zellen/HPF). Dieser
Unterschied in der Anzahl CAE-positiver Zellen zwischen den beiden Gruppen war mit

einem p-Wert von p=0,004 statistisch signifikant (siehe Abb. 26).

Die Abbildungen 27A und 27B von CAE-gefarbtem normalem Lebergewebe
verdeutlichen reprasentativ, dass nach Leberteilresektion ein deutlicher Unterschied
zwischen der periportalen Leukozytenanzahl in Vehikel-behandelten (siehe Abb. 27A)

gegenlber Cilostazol-behandelten Tieren bestand (siehe Abb. 27B).
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Abbildung 27: Histologie von CAE-gefarbtem Lebergewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation
von Tieren mit Leberteilresektion (A, B). Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (A) oder eine Cilostazol-
Behandlung (B). Skalierung: 50um.

6.5.3 Parenchymatdse Leukozytenextravasation

Tiere ohne Leberteilresektion

Im normalen Lebergewebe konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an

CAE-positiven Zellen im Leberparenchym zwischen Vehikel-behandelten Tieren und
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Cilostazol-behandelten Tieren festgestellt werden (siehe Abb. 28).

Tiere mit Leberteilresektion

Nach Leberteilresektion stieg die Anzahl der CAE-positiven Zellen im
Leberparenchym von Vehikel-behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren
leicht an (siehe Abb. 28). Dieser Anstieg war jedoch statistisch nicht signifikant. Zwischen
Vehikel-behandelten Tieren und Cilostazol-behandelten Tieren konnte kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl an CAE-positiven Zellen im nomarlen Leberparenchym

festgestellt werden (siehe Abb. 28).
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Abbildung 28: Histologische Bestimmung der parenchymatésen Leukozytenanzahl mittels CAE-
Farbung an Tag 14 nach Tumorimplantation (in CAE-positive Zellen pro HPF). Dabei wurde
normales Lebergewebe von sham-operierten Tieren (8@ PHX) und leberresezierten Tieren (PHX)
verwendet. Es erfolgte jeweils eine Vehikel- (O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (H; CLZ).
Mittelwert £ SEM.
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6.5.4 ICAM-1-Expression

Zur Bestimmung der ICAM-1-Expression im Tumorgewebe und im normalen
Lebergewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation und Leberteilresektion wurde eine

Western Blot-Analyse durchgefihrt.
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Abbildung 29: Bestimmung der ICAM-1-Expression mittels Western Blot (A, B) und
densitometrischer Analyse (C) an Tag 14 nach Tumorimplantation in Tumorgewebe (A, C) und
normalem Lebergewebe (B, C) von Tieren mit Leberteilresektion. Es erfolgte jeweils eine Vehikel-
(Kontrolle: A, B; C; O; CON) oder eine Cilostazol-Behandlung (Cilostazol: A, B; C; H; CLZ).
Mittelwert £ SEM. *p<0,05 versus Leber.

In Vehikel-behandelten Tieren fand sich eine signifikant geringere ICAM-1-
Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum normalen Lebergewebe (siehe Abb. 29C).

Die ICAM-1-Expression war im Tumorgewebe von Cilostazol-behandelten Tieren minimal
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erhoht im Vergleich zu der ICAM-1-Expression im normalen Lebergewebe von Cilostazol-
behandelten Tieren. Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von 0,362 jedoch nicht
signifikant (siehe Abb. 29C). Weder im Tumorgewebe noch im normalen Lebergewebe
kam es zu einer signifikant unterschiedlichen ICAM-1-Expression zwischen den Vehikel-

behandelten Tieren und den Cilostazol-behandelten Tieren (siehe Abb. 29C).
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7 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde nach ausgedehnter Leberteilresektion in einem
in vivo Rattenmodell die Wirkung von Cilostazol, einem Phosphodiesterase-3-Inhibitor, auf
hepatische Metastasen eines kolorektalen Karzinoms untersucht. Dazu wurden das
Tumorwachstum, die Tumorvaskularisierung, Tumorzellproliferation und -apoptose, die
Tumornekrose-Areale sowie die Leukozyteninfiltration im normalen Lebergewebe

untersucht.

Um die Auswirkung eines bestimmten Medikaments auf die Tumorzellproliferation
und das Tumorwachstum zu untersuchen, braucht man ein geeignetes Tumormodell.
Dabei stehen in vitro Modelle, wie z.B. die Verwendung von humanen Tumorzelllinien, in
vivo Modelle, bei denen chemisch oder viral Tumore induziert werden, oder genetisch
veranderte Mause, die zur Entstehung von Tumoren neigen, zur Verfigung (Dong et al.,
2014; Frese und Tuveson, 2007; Kendall et al., 2006). Der Vorteil von in vivo Studien ist,
dass man pathophysiologische Zusammenhange, das komplexe Zusammenspiel
einzelner Organsysteme und deren lokale und systemische Rickkopplungsmechanismen
ganzheitlich analysieren kann (Frese und Tuveson, 2007; Menger und Lehr, 1993).
Dagegen verringern in vitro Modelle die Anzahl bendtigter Tierversuche und dienen der
Aufklarung einzelner zellularer Mechanismen oder Zell-Zell-Interaktionen. Es werden
dabei isolierte Zellen, Zellverb&nde, Gewebe oder einzelne Organe betrachtet (Fukuoka
et al., 2013; Hashimoto et al., 1994; Mollenhauer et al., 2012; Van de Bovenkamp et al.,
2007). Da bei der vorliegenden Arbeit die kombinierten Einflisse von Cilostazol und einer

Leberteilresektion untersucht werden sollten, wurde ein in vivo Modell gewahlt.

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Das Modell der Tumorimplantation

Es gibt verschiedene Modelle Lebermetastasen zu induzieren und zu untersuchen.
Darunter finden sich Lebermetastasenmodelle, bei denen es nach 6 bis 8 Wochen zu
einer spontanen Metastasierung eines priméaren Kolontumors kommt. Hierbei werden die
Tumorzellen in die Kolonwand injiziert. Des Weiteren kdnnen die Tumorzellen in die Milz

injiziert werden, um so einen kinstlichen Primartumor zu induzieren, der Uber den
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Milzvenenabfluss in die Leber metastasiert. Auch die Injektion der Tumorzellen in die
Vena Porta fuhrt zu einem Einschwemmen der Zellen in das Leberparenchym. Diese
Modelle eignen sich ideal, um hamatogene Tumorzellverschleppung und deren
Einwanderung in andere Organe zu untersuchen (Chambers et al., 2000; Garvie und
Grant, 1971; Kollmar et al.,, 2004; Martins et al., 2008; Zhong et al.,, 2010). Die
portalvendse Injektion der Tumorzellen fihrt jedoch zu einer unphysiologisch hohen
Tumorlast. Diese verursacht eine unkontrollierte Aussaat bzw. Metastasierung der
Tumorzellen in das Lebergewebe (Kollmar et al.,, 2004). Bei der Analyse des
Tumorwachstums mittels Ultraschall und der damit verbundenen Tumorangiogenese
bedarf es jedoch eines lokalisierten und reproduzierbaren Tumorvolumens. Diese
Bedingungen werden von dem Tumorimplantationsmodell, welches in dieser Arbeit
verwendet und hinreichend von Kollmar et al. beschrieben wurde, erfillt (Kollmar et al.,
2004; Sperling et al., 2012). Dabei werden die Tumorzellen subkapsuldar in den
Leberlappen injiziert. Dadurch entwickelt sich lokalisiert eine singuléare Tumormetastase,
deren Grofl3e mit Hilfe des Ultraschalls untersucht werden kann. Die in der vorliegenden
Studie benutzten WAG-Ratten wurden aufgrund ihres syngenen Hintergrunds gegenuber
den CC531-Tumorzellen verwendet.

7.1.2 Das Modell der Leberteilresektion

Bei einem mittleren Gewicht von 220-260g bieten WAG-Ratten neben ihrem
genetischen Hintergrund gute Bedingungen fiir die mikrochirurgische Préaparation der
Leberlappen und die anschlieBende Resektion. Fir die chirurgische Praparation wurden
mikrochirurgische Instrumente zu Hilfe genommen, um die Leberteilresektion mdglichst

gewebeschonend durchzufiihren.

Das Modell der Leberteilresektion bei der Ratte wurde schon 1931 von Higgins
und Anderson beschrieben (Higgins und Anderson, 1931). Es ist allgemein akzeptiert und
sicher durchfiihrbar. Entsprechend der Erstbeschreibung werden dabei der ML und der
LLL reseziert. In der vorliegenden Arbeit fihrten wir eine Modifikation mit Resektion der
Leberlappen ML, SRL, IRL und CP durch (Martins et al., 2008). So war es mdglich die
Tumorzellen in die Unterseite des LLL zu implantieren und anschlieBend eine
Ultraschalluntersuchung des Tumors durchzufihren. Zuséatzlich dienten die tumorfreien
Leberlappen AC und PC als Kontrolllappen der Tumorimplantation. Dadurch konnte der

Einfluss von Cilostazol auf das normale Lebergewebe untersucht werden. Der Eingriff ist
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schnell durchfihrbar und eignet sich hervorragend, um die Leberregeneration zu
untersuchen (Higgins und Anderson, 1931; Mitchell und Willenbring, 2008). Die
einsetzende Leberregeneration stimuliert dabei gleichzeitig auch das Wachstum von
Mikrometastasen, die sich im verbliebenen Lebergewebe befinden (Koh et al., 2010;
Martins et al., 2008; Paschos und Bird, 2010). In Ratten und Mausen dauert die Phase
der Leberregeneration 7-10 Tage und endet normalerweise mit der Wiederherstellung des
urspriinglichen Lebervolumens (Fausto und Riehle, 2005; Fausto et al., 2006; Taub, 2004;
Wemyss-Holden et al., 2002).

7.1.3 Untersuchungstechniken

Die Laser Doppler Flowmetrie (LDF) ist eine Mdoglichkeit der nicht invasiven
Blutflussmessung. Bei der hier verwendeten Methode lassen sich wiederholbare
Messungen des Blutflusses von GefaRen und der Mikrozirkulation des Lebergewebes
durchfuhren ohne dabei Leberparenchym zu traumatisieren. Die Eindringtiefe des dabei
verwendeten Laserlichts ist auf etwa 2mm beschrankt (Fredriksson et al., 2009; Gush et
al., 1984; Oberg, 1990). Das heil3t, dass mittels LDF nur die oberflachliche Perfusion der
Gefal3e gemessen werden kann. Zusétzlich kann es trotz der einfachen Bedienung zu
Artefakten bei der Messung des Blutflusses kommen. Bewegungen des Gewebes durch
z.B. die Atmung oder chirurgische Manipulation und Anderungen des arteriolaren
GefalRwiderstands durch z.B. einen erhthten vaskuldren Wandtonus kdnnen zu einem
falschen LDF-Signal fliihren (Ahn et al., 1986; Colantuoni et al., 1994). Dabei ist zu
beachten, dass mit der LDF keine Flussbestimmung in ml/g Gewebe durchgefiihrt werden
kann, sondern die Durchblutung lediglich in arbitraren Perfusionseinheiten bestimmt wird.
Diese errechnen sich aus der Geschwindigkeit der gemessen Teilchen (hier Erythrozyten)
und der intravasalen Konzentration der Erythrozyten. Demzufolge kann es bei einer
Anderung des Hamatokrits oder bei Odemen zu einer Anderung des mittels LDF
ermittelten Wertes kommen, ohne dass die Perfusion tatsachlich verandert ist (Lehmann,
2000; Wang et al., 1992).

Im Jahr 2005 wurde von Wirtzfeld et al. erstmals das Verfahren der
Volumenmessung von Prostatatumoren mittels des hochauflésenden
Ultraschallsystems am Mausmodell beschrieben (Wirtzfeld et al., 2005). Seither findet
diese Untersuchungsmethode eine breite Anwendung in Tiermodellen zur Analyse des

Tumorwachstums in der Prostata, der Leber, der Haut, der Blase und der Brust (Galie et
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al., 2004; Rooks et al., 2001; Saar et al., 2012; Sperling et al., 2012; Turnbull et al., 1996).
Dabei handelt es sich um eine verhaltnismafig kostenginstige Methode mit geringer
Morbiditat und Mortalitdt. Da bei jeder Ultraschalluntersuchung eine Narkose fir das
Versuchstier bendtigt wird, sollte die Anzahl der repetitiven Untersuchungen limitiert
werden. Insgesamt stellt der hochauflésende Ultraschall eine valide und zuverlassige
Methode dar, das Tumorvolumen zu messen, vor allem ab einem Tumordurchmesser von
ca. 2,0mm (Wang et al., 2011; Wirtzfeld et al., 2006). Dadurch kann das Tumorwachstum
im Verlauf longitudinal abgebildet und die Anzahl an benétigten Versuchstieren verringert
werden (Wang et al., 2011).

Eine immunhistochemische PCNA-Farbung dient der Analyse der zellularen
Proliferation. Fir Untersuchungen der Zellproliferation gibt es nicht den alleinigen
,Goldstandard“. Dennoch ist die in dieser Studie verwendete PCNA-Farbung eine
akkurate Methode, um die Zellproliferation zu quantifizieren (Assy und Minuk, 1997,
Kubben et al., 1994). Als eine zuséatzliche Methode zur Bestimmung der Zellproliferation
wurde in HE-gefarbten Schnitten von Tumorgewebe die Anzahl der Mitose-Figuren
ausgezahlt. Ebenso gibt es verschiedene Mdglichkeiten die Apoptose der Zellen zu
bestimmen. Zum einen kann die Zellapoptose rein morphologisch mittels Lichtmikroskopie
bestimmt werden. Zum anderen gibt es verschiedene immunhistochemische Verfahren,
bei denen zum Beispiel entweder DNA-Fragmente (TUNEL) oder spezielle Proteine
(Caspasen) gefarbt werden. Dabei stellt die Caspase-3-Farbung ein anerkanntes
Verfahren zur Bestimmung der Apoptose von Zellen dar (Stadelmann und Lassmann,
2000).

7.2 Diskussion der Ergebnisse

Vorherige Studien konnten zeigen, dass Phosphodiesterase-3-Inhibitoren in der
Lage sind, die Leberregeneration zu stimulieren (Akcan et al., 2006; Dold et al., 2011).
Die vorliegende Studie hatte zum Ziel zu untersuchen, ob Cilostazol, ein
Phosphodiesterase-3-Inhibitor, das metastatische Tumorwachstum in der verbliebenen
Leber ebenfalls steigert. Es konnte gezeigt werden, dass Cilostazol das Tumorwachstum
von kolorektalen Metastasen nicht stimuliert, weder in der normalen Leber noch nach
Leberteilresektion. Insbesondere erhdhte Cilostazol nicht die Proliferation der Tumorzellen
im Tumorgewebe an Tag 14 nach Tumorimplantation. Interessanterweise war Cilostazol

in der Lage die Vaskularisierung der singuldren Tumormetastasen und die
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Leukozytenextravasation im normalen Lebergewebe, also die Leukozytenanzahl zwischen

den portalen Blutgefafien, zu verringern.

Seit mehr als einem Jahrzehnt ist bekannt, dass die nach einer partiellen
Hepatektomie oder einer Embolisierung der Pfortader einsetzende Leberregeneration das
Tumorwachstum verbliebener Lebermetastasen anregt (Bird et al., 2006; de Jong et al.,
1996; Elias et al., 1999; Harun et al.,, 2007; Michalopoulos, 2007). Auch in der
vorliegenden Studie konnte eine solche Tumorstimulation aufgrund einer
Leberteilresektion beobachtet werden. Die Tumorvolumina der Tiere, die leberreseziert
wurden, waren sowohl 7 Tage als auch 14 Tage nach Tumorimplantation durchschnittlich
groRer, als die der Tiere, die nicht leberreseziert wurden. Damit im Einklang zeigen die
Daten der vorliegenden Studie einen nur geringfligigen Unterschied in den
Proliferationsraten (Anteil PCNA-positiver Zellen und Anzahl der Mitose-Figuren an Tag
14) der Tumorzellen bedingt durch die Leberresektion an Tag 14. Die Leberteilresektion
fuhrte aber bei den Cilostazol-behandelten Tieren zu einer gesteigerten Apoptose (Anteil
cleaved Caspase-3-positiver Zellen an Tag 14) der Tumorzellen. Allerdings wirkte sich
diese gesteigerte Apoptose nicht signifikant auf das Tumorvolumen der kolorektalen
Lebermetastasen aus.

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass Cilostazol als pleiotrope Substanz
verschiedenste Effekte im Organismus bewirkt. Seit etlichen Jahren ist bekannt, dass
Cilostazol gefalRerweiternd auf das Endothel wirkt (Nakamura et al., 2001).
Dementsprechend erhéht der Phosphodiesterase-3-Inhibitor den Blutfluss zu den
Extremitaten und wird deshalb im klinischen Alltag bei der Therapie der Claudicatio
intermittens eingesetzt (Tsung-Ming et al., 2001; Weintraub, 2006). Diese bekannte
Verbesserung der Mikroperfusion durch Cilostazol konnten wir ebenfalls im normalen
Lebergewebe feststellen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Cilostazol a) die
Aktivierung von Thrombozyten, die Aggregation von Thrombozyten und die Entstehung
einer Thrombose reduziert, b) die Triglyzeride senkt und das high density lipoprotein
(HDL) Cholesterin erhoht, und c) das Wachstum von vascular smooth muscle cells
(VSMCs) inhibiert und so die Restenoseraten nach koronarer Stentimplantation senkt
(Friedland et al., 2012; Geng et al., 2012; Weintraub, 2006).

Obwohl Cilostazol die Proliferation von VSMCs und von Epithelzellen der Niere
hemmt, konnte gezeigt werden, dass Cilostazol die hepatozellulare Proliferation wahrend

der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie steigert (Akcan et al., 2006; Dold et
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al., 2011; Kim et al., 2011; Mufioz et al., 2009). Dennoch ist bis heute wenig bekannt, ob
Cilostazol zusatzlich Einflisse auf das Tumorwachstum hat. Murata et al. konnten in vitro
demonstrieren, dass Cilostazol die Migration und damit die Motilitit von humanen
Tumorzellen des Kolons inhibiert (Murata et al., 1999). Ausgehend von diesen Daten sind
die Autoren der Meinung, dass Cilostazol gegebenenfalls fiir die Therapie metastatischer
Lasionen geeignet sein kdonnte. Des Weiteren ist Cilostazol in der Lage, sowohl in vivo als
auch in vitro die Proliferation und Aktivierung von Hepatic stellate cells (HSCs) durch eine
verringerte Expression von PDGFR zu hemmen (Saito et al., 2013). Wahrscheinlich ist die
erniedrigte PDGF-vermittelte Proliferation der HSCs durch einen erhdhten intrazellularen
cAMP-Spiegel aufgrund der Cilostazol-Behandlung bedingt (Graves et al., 1993; Mallat et
al., 1998). HSCs, die ca. 10% der in der Ratten-Leber vorhandenen Zellen ausmachen,
spielen eine entscheidende Rolle beim Wachstum von Tumormetastasen. Normalerweise
sind HSCs fiir die Aufnahme und Speicherung von Vitamin A verantwortlich. Durch
Tumorzellen angeregt transdifferenzieren die HSCs jedoch zu Myofibroblasten und
fordern so die Migration und das Wachstum von Mikrometastasen. Zusatzlich versorgen
die HSCs den Tumor mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Vor allem durch HSCs
ausgeschutteter hepatocyte growth factor (HGF) und transforming growth factor beta
(TGF-B) wirken stimulierend auf die Tumorzellen. Auch die Tumorangiogenese wird durch
aktivierte HSCs uber VEGF- und Angiopoetin 1-/2- Sekretion gesteigert (Kang et al.,
2011). Durch eine Hemmung der Aktivierung von HSCs konnte Cilostazol auf diese Weise
moglicherweise dem pro-metastatischen Microenvironment entgegenwirken. Tatsé&chlich
gibt es Uberlegungen andere PDGF-Rezeptor-Inhibitoren genau aus diesem Grund bei
Patienten mit Lebermetastasen einzusetzen (Kang et al.,, 2011). Interessanterweise
konnten lkeda et al. zeigen, dass in leberteilresezierten Ratten, bei denen zuvor mehrere
transitionale hepatische Karzinome mittels Tumorzellinjektion in die Pfortader induziert
wurden, die Behandlung mit Cilostazol zu einem signifikant langerem Uberleben fiihrt
(lkeda et al.,, 1998). Eine weitere Studie belegt, dass Cilostazol die Proliferation von
Synovialzellen, die aus dem Gelenkspalt an Rheuma erkrankter Patienten stammen,
durch G2/M Zellzyklusarrest hemmt und zudem die Apoptose dieser Zellen vermutlich
durch cAMP-abhangige Proteinkinaseaktivierung steigert (Park et al., 2010). Trotz der
Tatsache, dass Cilostazol die hepatozellulare Proliferation nach Leberteilresektion
steigert, zeigt die vorliegende Studie, dass die Inhibition der Phosphodiesterase-3 durch
Cilostazol die proliferative Aktivitat von kolorektalen Tumormetastasen in der Leber nicht
beeinflusst (Akcan et al., 2006; Dold et al., 2011).
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Wahrscheinlich  wirkt Cilostazol spezifisch auf Endothelzellen und die
Vaskularisierung. Mendes et al. berichteten, dass Cilostazol die Expression von VEGF in
einem Modell, bei dem Mausen Polyether-Polyurethan-Schwammchen implantiert
wurden, verringerte (Mendes et al., 2009). Im Einklang mit diesen Daten zeigten Wang et
al. ebenfalls eine Verringerung der VEGF-Expression durch Cilostazol in der Streptocozin-
induzierten diabetischen Entzindung (Wang et al., 2008). Dagegen konnten einige
aktuelle Studien an Versuchstieren, bei denen eine Ischamie der Gliedmalen bzw.
voribergehend des Frontalhirns induziert wurde, zeigen, dass die VEGF-Expression
durch die Behandlung mit Cilostazol verstarkt wird (Biscetti et al., 2012; Chao et al., 2012;
Shin et al., 2010). Die letztgenannten Ergebnisse unterstiitzen die Erkenntnisse der
vorliegenden Studie, die eine erhéhte VEGF-Expression im gesunden Lebergewebe von

Cilostazol-behandelten Tieren nach Leberteilresektion zeigt.

Generell ist eine erhthte Expression von VEGF mit einer gesteigerten
Vaskularisierung assoziiert. Entsprechend gibt es mehrere Publikationen, die zeigen, dass
eine Cilostazol-induzierte Erh6hung der VEGF-Expression mit einer vermehrten
Vaskularisierung einhergeht (Biscetti et al., 2012; Chao et al., 2012; Shin et al., 2010).
Uberraschenderweise deuten die Daten der vorliegenden Studie daraufhin, dass es nach
Cilostazolbehandlung trotz einer Steigerung der VEGF-Expression zu einer Verringerung
der Tumorgefalidichte (Dichte an PECAM-1-positiven Zellen) kommt. Tatsachlich konnten
andere Arbeitsgruppen ebenfalls zeigen, dass die VEGF-Expression nicht zwangslaufig
mit dem Ausmal} der Vaskularisierung eines Tumors korreliert (Rajesh et al., 2004,
Wechsel et al., 2000). Die Tatsache, dass eine erhdohte VEGF-Expression mit einer
verringerten  Vaskularisierung einhergeht, hat vermutlich andere Ursachen.
Moglicherweise steigert Cilostazol die intrazellulare VEGF-Produktion, inhibiert aber
gleichzeitig dessen Freisetzung, wie es fur Pentoxifyllin, einem nicht selektiven
Phosphodiesterase-Inhibitor, beschrieben ist (Amirkhosravi et al., 1998). Dadurch wirde
Cilostazol die VEGF-induzierten Effekte auf die Vaskularisierung hemmen. Es ist jedoch
wahrscheinlicher, dass Cilostazol die Sensitivitdt der Endothelzellen gegeniber VEGF
herabsetzt. Netherton et al. konnten belegen, dass Cilostamide, ebenfalls ein selektiver
Phosphodiesterase-3-Inhibitor, in der Lage ist, die VEGF-induzierte Migration von
humanen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene und von humanen Endothelzellen der
Aorta fast komplett zu unterdriicken (Netherton und Maurice, 2005). Da der Einwanderung
von Endothelzellen eine bedeutende Rolle bei der Vaskularisierung zukommt, ist

anzunehmen, dass Cilostazol die Tumorvaskularisierung trotz erhéhter VEGF-Expression
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wohl durch die Hemmung der VEGF-induzierten Migration von Endothelzellen verringert.
Diese Ansicht wird weiterhin bestarkt durch die Tatsache, dass Cilostazol die cAMP-
Spiegel anhebt und eine Erhéhung von cAMP die VEGF- und basic fibroblast growth
factor (bFGF)-induzierte Proliferation inhibiert (D’Angelo et al., 1997).

In der vorliegenden Studie konnte dennoch keine Verkleinerung der Tumore von
Cilostazol-behandelten Tieren durch eine geringere TumorgefalRdichte beobachtet
werden. Cilostazol war 14 Tage nach Tumorimplantation nicht in der Lage, die
Apoptoseraten der Tumorzellen zu erhdhen, weder in der normalen Leber noch nach
Leberteilresektion. Dies konnte darauf beruhen, dass Cilostazol aufgrund der
vasodilatatorischen Effekte die jeweilige Perfusion der Blutgefal3e erhdht (Weintraub,
2006). Zusatzlich ist es mdglich, dass der Tumor nach einer Behandlung mit Cilostazol
weniger Blutversorgung fiir sein Wachstum bendtigt, da Cilostazol die Toleranz
gegenuber Ischamie durch die Hochregulierung der phosphorylierten Casein Kinase 2
(CK2) erhoht (Lee et al.,, 2004; Santos et al., 2012). Dies kdonnte dem Zelltod durch
Hypoxie entgegenwirken. Weiterhin ist Cilostazol in der Lage, die Ausschittung von ATP
unter hypoxischen Bedingungen zu verstarken (Sprague et al., 2011). Im Einklang mit
diesen Daten verhinderte Cilostazol in der vorliegenden Studie nahezu vollstandig die
Entstehung von nekrotischen Arealen innerhalb des Tumorgewebes von sham-operierten
Tieren. Dies konnte den Tumormetastasen ermdglichen, unter Hypoxie trotz einer
erniedrigten Gefalidichte zu Uberleben. Zusétzlich ist Cilostazol wohl in der Lage, das
Ausmald der Tumorhypoxie in wachsenden Tumoren sogar zu vermindern. Dies ware von
groRem Interesse, da Hypoxie innerhalb von Tumoren einen entscheidenden Faktor fiir
eine vermehrte Metastasierung von Primartumoren und ein erhdhtes Tumorwachstum
darstellt (De Bock et al., 2011). Eine bedeutende Rolle kommt dabei den hypoxia-
inducible factors (HIFs) zu, welche vor allem in Tumormetastasen, aber auch in vielen
soliden Tumoren verstarkt exprimiert sind und das Tumorwachstum durch ihre
Veranderung im Metabolismus der Tumorzellen stimulieren (De Bock et al., 2011;
Semenza, 2010).

Partielle Hepatektomie fuhrt im verbliebenen Lebergewebe zu einem Anstieg der
Leukozytenakkumulation (Boermeester et al., 1995). Die in der vorliegenden Studie durch
Cilostazol signifikant verringerte periportale Leukozytenextravasation im normalen
Lebergewebe konnte erklaren, warum die Tumore sich unter Cilostazol nicht verkleinert

haben und warum sich eine verminderte Tumorangiogenese zeigte. Seit mehreren Jahren
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ist bekannt, dass es in soliden Tumoren unterschiedlicher Herkunft, insbesondere bei
Tumoren des Kolons, zu einer dichten Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
Tumor-assoziierten Makrophagen kommt und so das Tumorwachstum und die
Tumorangiogenese beeinflusst wird (Murdoch et al., 2008; Nielsen et al., 1996; Pollard,
2004). Sowohl in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass aktivierte neutrophile
Granulozyten pro-angiogene Signalproteine, v.a. Matrix-Metalloprotease-9 und VEGF,
ausschuitten und so die Tumorangiogenese stimulieren (Galdiero et al., 2013; Jablonska
et al.,, 2010; Mantovani, 2009; Nozawa et al., 2006;). Zudem fuhrt in Mausen eine
Eliminierung der Granulozyten mit Hilfe eines spezifischen anti-granulozytaren
Antikorpers (anti-Grl) zu einer deutlichen Verringerung des Tumorwachstums und der
Tumorangiogenese (Kuang et al., 2011; Pekarek et al., 1995). Eine Verringerung der
Leukozytenextravasation durch Cilostazol wirde so der Entwicklung von neuen Gefal3en
in den kolorektalen Lebermetastasen entgegenwirken. Zuséatzlich fiihrte eine Behandlung
mit  Cilostazol bei Ratten nach Retinaischamie (ber eine  geringere
Leukozytenakkumulation und Leukozyten-Endothel-Interaktion zu neuroprotektiven
Effekten. Diese Abschwachung der inflammatorischen Antwort auf die Ischdmie ergab
sich aus einer Minderexpression von ICAM-1 mRNA durch Cilostazol (lwama et al., 2007).
Es wird vermutet, dass die anti-inflammatorische Wirkung von Phosphodiesterase-3-
Inhibitoren durch die erniedrigte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie
TNF-a, IL-1 und IL-6, bedingt ist (Yamaguchi et al., 2010). In der vorliegenden Studie lasst
die Expression von ICAM-1 im normalen Lebergewebe einen Trend zu einer Verringerung
durch Cilostazol erkennen. Dagegen ist die Expression von ICAM-1 im Tumor nach einer
Behandlung mit Cilostazol leicht, wenn auch nicht signifikant, erhéht. Dass das
Signifikanzniveau in beiden Fallen nicht erreicht wurde, mag an der geringen Fallzahl
(n=3) der gemessenen ICAM-1 Expressionen mittels Western Blot liegen. Tachimori et al.
konnten bei Mausen zeigen, dass eine gesteigerte Expression durch Virustransfektion von
ICAM-1 in kolorektale Tumorzellen (LM-H3) mit einem verringerten Tumorwachstum
einhergeht (Tachimori et al., 2005). Zudem ist die Inzidenz von Lebermetastasen bei
Patienten, die ein ICAM-1-positives kolorektales Karzinom haben, deutlich niedriger, als
bei Patienten, deren Tumore keine ICAM-1 Expression aufweisen. Damit verbunden ist
ein signifikant verringertes krankheitsfreies 5-Jahresiiberleben der Patienten, die an
einem ICAM-1-negativem Tumor leiden (Maeda et al.,, 2002). Urséachlich hierflr ist
wahrscheinlich eine verringerte Fahigkeit der zytotoxischen T-Zellen und der Natirlichen

Killerzellen, ICAM-1 vermittelt die Tumorzellen durch Zelllyse anzugreifen (Maeda et al.,
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2002; Tachimori et al., 2005).

7.3 Schlussfolgerung

Die Erkenntnisse, gewonnen durch Versuche an Tieren, sind nur schwer auf den
Menschen Ubertragbar (Seok et al., 2013). Dennoch gibt es eine lange Historie und
zahlreiche Vorteile, wie z.B. Anwendbarkeit, Kosteneffizienz und transgene KO-
Zuchtstamme, die dafur sprechen, die Wirkungsweise von Medikamenten auf z.B. die
Tumorbiologie mit Hilfe von Kleintierversuchen zu untersuchen (Herter-Sprie et al., 2013;
Kislinger und Gramolini, 2010; Miller und Grossniklaus, 2010; Rosenberg et al., 2009).
Das in der vorliegenden Studie verwendete Medikament Cilostazol ist ein
Phosphodiesterase-3-Inhibitor, der schon seit langem fur den klinischen Gebrauch zur
Behandlung von Patienten mit Claudicatio intermittens zugelassen ist. Vorherige Studien
an Ratten zeigten, dass Cilostazol in der Lage ist, die Leberregeneration nach erweiterter
Hepatektomie zu steigern. Deshalb galt es zu Uberprifen, ob Cilostazol dadurch auch
stimulierend auf das Wachstum und die Proliferation von kolorektalen Tumorzellen in der

Leber wirkt, um so den wahren klinischen Nutzen von Cilostazol zu bestimmen.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Cilostazol keinen
stimulierenden Einfluss auf das Tumorwachstum und die Proliferation von Tumorzellen
einer singularen kolorektalen Lebermetastase hat. Zudem machte es keinen Unterschied,
ob die Tiere einer Leberteilresektion zugefiihrt wurden oder nicht. Gleichwohl flihrte die
Behandlung mit Cilostazol erstaunlicherweise zu einer signifikanten Verringerung der
Tumorvaskularisierung vor allem in der Tumorperipherie. Dies war nicht durch die
Inhibition von VEGF vermittelt. Zusatzlich war Cilostazol in der Lage, die
Leukozytenextravasation im normalen Lebergewebe signifikant vermutlich Utber eine
verminderte Expression von ICAM-1 zu verringern. Da Cilostazol keinen Einfluss auf das
Tumorwachstum von Lebermetastasen eines Kolonkarzinoms hatte, stellt der
Phosphodiesterase-3-Inhibitor ein Medikament von potentiell groRem klinischem Nutzen

zur medikamentdsen Steigerung der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie dar.
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