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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Gastrointestinale Tumorerkrankungen, insbesondere das kolorektale Karzinom, gehéren zu
den am hdufigsten vorkommenden Tumorentitdten in Deutschland. Im Verlauf dieser
Erkrankungen kommt es héaufig zu metastatischen Absiedlungen in die Leber. Die
Leberresektion stellt den Goldstandard in der Behandlung maligner und benigner
Lebertumoren dar. Dabei reprasentiert die Resektion einen moglichen kurativen Ansatz in der
Behandlung von Lebertumoren. Der menschliche Organismus toleriert Leberresektionen bis
75% des  Ausgangslebergewichts. Der limitierende Faktor ist hierbei die
Regenerationsfahigkeit des verbliebenen Restlebergewebes. Das maogliche
Resektionsvolumen kann durch die mangelnde Regenerationskapazitdt und das damit
verbundene potentielle Risiko des postoperativen Leberversagens stark eingeschrankt werden.
Dies gilt insbesondere bei gleichzeitig bestehenden Lebererkrankungen wie beispielsweise

der Leberzirrhose, infektidsen oder toxischen Hepatitiden oder der Fettleber.

Bisher gibt es zahlreiche klinische Ansétze, welche die Verbesserung der Leberregeneration
nach ausgedehnter Resektion zum Ziel haben. In der Literatur werden interventionelle wie
auch medikamenttse Therapieverfahren erwéhnt. Ziel dieser Therapieverfahren ist die
Préakonditionierung des Lebergewebes. Zu den interventionellen Verfahren gehoren
beispielsweise die interventionelle portalventse Embolisation. Hierbei wird eine Atrophie der
tumortragenden Lebersegmente und die perfusionsinduzierte Hypertrophie des spateren
Restlebergewebes induziert. Ein weiteres Verfahren ist das Pringle Mandéver, dabei handelt es
sich um eine Okklusion des Ligamentum hepatoduodenale durch eine Gefatklemme oder ein
Tourniquet. Das Mandéver kann einmalig oder intermittierend vor der Resektion durchgeftihrt
werden und wird als ischamische Prakonditionierung bezeichnet, um so protektive Einflisse
auf molekularer, mikrozirkulatorischer und hepatozellularer Ebene zu bewirken. Bisher
konnte sich jedoch noch keine medikamentdse Behandlung und somit eine medikamentdse
Prékonditionierung im klinischen Alltag etablieren. Vielversprechend zeigen sich Studien mit
Phosphodiesterase-11I-Inhibitoren, welche die Regenerationsféahigkeit der Leber nach
ausgedehnter Resektion verbessern sollen. Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um
die Wirkung von Cilostazol (PDE-III-Inhibitor) auf den hepato-arteriellen Blutfluss, die
Regenerationsrate und die Auswirkung auf den hepatozelluldaren Schaden nach ausgedehnter

Resektion zu untersuchen.
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Zu diesem Zweck wurden 32 Sprague-Dawley Ratten mit Cilostazol (5mg/kg/KG p.o. pro
Tag) uber 5 Tage vorbehandelt, weitere 32 Tiere wurden als Kontrollgruppe mit der
entsprechenden Tragersubstanz vorbehandelt. Nach 5 Tagen erhielten die Tiere eine 70%
Leberresektion. Weitere 10 Tiere dienten als Sham-Kontrollgruppe und wurden entweder mit
Cilostazol oder der Tragersubstanz prakonditioniert. Sie erhielten somit keine Leberresektion.
Die Cilostazol-Behandlung wurde in jeder Gruppe bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
fortgefiihrt. Mittels Ultraschall-Flow-Messung wurden unmittelbar vor dem Eingriff und
direkt im Anschluss der Resektion der portal-vendse und der hepato-arterielle Blutfluss
gemessen. Ebenso wurde die hepatische Mikrozirkulation analysiert. Diese Messungen
wiederholten sich entsprechend der Gruppe an Tag 0, 1, 3 und 6, sowie in der Sham-Kontrolle
nach 5 Tagen Prékonditionierung ohne Resektion.

Das Lebergewebe wurde hinsichtlich der Morphologie, Funktion und Regeneration mittels

Histologie, Immunhistochemie, Western Blot und Gallesekretion untersucht.

Die Behandlung mit Cilostazol konnte den gesamten Blutfluss der Leber sowie die
Mikrozirkulation, sowohl vor, als auch nach erfolgter Resektion, steigern. Gleichzeitig zeigte
sich eine Erhoéhung der VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) Expression im
Lebergewebe. Ferner konnte eine erhohte hepatozelluldre Proliferationsrate (Proliferating Cell
Nuclear Antigen positive Zellen) beobachtet werden. Uberdies konnte die hepatozellulare
Desintegritat (Senkung der intrazellularen Vakuolisierung) verringert werden. Cilostazol war
folglich in der Lage, die Leberregeneration des verbliebenen Restlebergewebes zu verbessern.
Es zeigte sich eine vermehrte Zunahme des Lebergewebes in den mit Cilostazol behandelten

Tieren.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eine Vorbehandlung mit dem Phosphodiesterase-
I11-Inhibitor Cilostazol, die hepatische Perfusion steigert und die Leberregeneration nach
ausgedehnter Hepatektomie verbessert. Somit ist davon auszugehen, dass Cilostazol ein
potentes Medikament zur Verringerung des Risikos eines Leberversagens nach ausgedehnter

Resektion oder ,,small-for-size“-Transplantation darstellt.
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2 SUMMARY

The influence of cilostazol on the hepatic perfusion and liver regeneration
after 70% liver resection

Gastrointestinal tumor diseases, particularly colorectal carcinoma, are among the most
common tumor entities in Germany. In the course of the disease there are often metastases in
the liver. Liver resection has been the gold standard in the treatment of malignant and benign
liver tumors. Liver resection represents a possible curative approach in the treatment of liver
tumors. The human organism tolerates liver resection of up to 75% of the initial liver weight.
However, the limiting factor is the regenerative capacity of the remnant liver tissue. The
possible resection volume can be severely limited by the lack of regeneration capacity and the
associated potential risk of postoperative liver failure. This is especially true when liver
diseases such as liver cirrhosis, infectious or toxic hepatitis, or fatty liver exist at the same

time.

So far, there are numerous clinical approaches which are all intended to improve liver
regeneration after extensive resection. In literature, interventional and conservative
approaches are mentioned. The aim of this treatment method is, the preconditioning of the
liver tissue to the upcoming resection. One interventional method is for example the portal-
venous embolization. That induces an atrophy of the primary tumor liver segments and a
hypertrophy of the other liver segments. Another procedure is the Pringle manoeuvre,
therefore an atraumatic haemostat is used to clamp the hepatoduodenal ligament. The
manoeuvre is labelled as an ischemic preconditioning, to induce protective factors in
hepatocellular, molecular and microcirculatory levels. So far, no medicinal treatment has
established itself for a medical preconditioning of the liver in daily clinical practice. Studies
with phosphodiesterase 111 inhibitors, which are intended to improve the regenerative capacity
of the liver after extensive resection, have shown themselves to be promising. Therefore, the
present study was conducted in order to study the effect of cilostazol on the hepato-arterial

blood flow, regeneration rate and effect on hepatocellular damage after extended resection.

For this purpose, 32 Sprague-Dawley rats were pretreated with cilostazol (5mg/kg/BW p.o.
per day) for 5 days, while a control group of another 32 animals were pretreated with the
corresponding carrier. After 5 days, the animals received a 70% liver resection. Another 10

animals served as a sham-control-group, those were pretreated with cilostazol or glucose
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solution. These received consequently no resection. The cilostazol treatment was continued in
each group until the end of the observation period. By means of ultrasonic flow measurement
the portal-venous and the hepato-arterial blood flow were measured immediately prior to the
surgery and immediately after the resection. Similarly, the hepatic microcirculation was
analysed. These measurements were repeated according to the group on day 0, 1, 3 and 6, as

well as in the sham-control-group after 5 days pretreatment without resection.

The liver tissue was examined in terms of morphology, function, and regeneration by means

of histology, immunohistochemistry, Western blot and biliary secretion.

The treatment with cilostazol was able to increase total liver blood flow as well as
microcirculation both before and after resection. At the same time, an increase in VEGF
expression showed in the liver tissue. Furthermore, an increased hepatocellular proliferation
rate (PCNA positive cells) could be observed. Moreover, the hepatocellular disintegrity
(reduction of intracellular vacuolisation) could be reduced. Cilostazol was therefore capable
of improving the liver regeneration of the remaining residual liver tissue. Furthermore the

cilostazol treated animals showed an increase in liver volume.

The present study showed that the phosphodiesterase-111 inhibitor cilostazol is able to increase
the hepatic perfusion and improve the liver regeneration after an extensive hepatectomy. Thus
it can be assumed that cilostazol is a potent medication to reduce the risk of liver failure after

extensive resection or a "small-for-size" transplant.
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3 EINLEITUNG

3.1 Leberresektion

Maligne Tumorerkrankungen stellen in Deutschland, neben Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems, die zweithdufigste Todesursache dar. Fur das Jahr 2013 ergaben die
Statistiken des deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ), dass 28,8% der mannlichen
bzw. 22,4 % der weiblichen Bevolkerung an einer Krebserkrankung versterben (siehe Abb.
1).

Frauen Manner

B Kreislaufsystem B Kreislaufsystem
B Krebs B Krebs
Andere Andere

Abbildung 1: Die haufigsten Todesursachengruppen in Deutschland 2012.
Die Abbildung zeigt die h&ufigsten Todesursachen von Frauen und Ménnern, die Unterteilung setzt sich aus Herz-

Kreislauferkrankungen, Krebserkrankungen und andere Ursachen zusammen. [Abb. modifiziert nach Krebsatlas, Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ); http://www.dkfz.de/de/krebsatlas/gesamt/mort_2.html].

Die Hauptproblematik stellt nicht nur der Primédrtumor dar, sondern die im Verlauf der
Erkrankung entstehende Metastasierung in andere Organe (Liu et al., 2015). Die Leber ist
dabei das Organ, das am haufigsten von einer Metastasierung betroffen ist, insbesondere bei
Tumoren des Gastrointestinaltraktes. Eine besondere Rolle spielt hier das kolorektale
Karzinom. Bei dieser Tumorentitat treten bei 40% bis 80% der Patienten Lebermetastasen auf
(Manfredi et al., 2006; Adam et al., 2015).

Die Behandlungsmdglichkeiten von Lebermetastasen sind vielseitig. Zu den interventionellen
Verfahren gehoren beispielsweise die transarterielle Chemotherapie, die Chemoembolisation
und die selektive interne Radiotherapie (SIRT). Das Prinzip der Verfahren beruht auf der
mehr oder weniger selektiven lokalen Einbringung eines Chemotherapeutikums oder eines
Betastrahlers in die Leber bzw. in einen oder mehrere Tumore (Helmberger, 2010). Ziel

dieser Techniken ist, durch die lokale Applikation eines Chemotherapeutikums oder
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Betastrahlers eine Dosiseskalation und dadurch eine zytotoxische Wirkverstarkung im
Zielgebiet zu erreichen (Helmberger, 2010). Zu den weiteren Behandlungsmaoglichkeiten
gehoren thermoablative und radioablative Verfahren. Ziel dieser Methoden ist die
Tumorreduktion durch Hitze, Kalte oder ionisierende Strahlung (Helmberger, 2010). Die
minimal-invasiven interventionellen Verfahren haben sich in den letzten 15 bis 20 Jahren zu
einem wichtigen Bestandteil kurativer und palliativer Behandlungsmdglichkeiten entwickelt
(Helmberger, 2010). Die Leberresektion stellt nach wie vor jedoch den Goldstandard in der
Behandlung von Lebermetastasen dar. Die chirurgische Therapie bleibt weiterhin eine
Madglichkeit eines kurativen Therapieansatzes (Clavien et al., 2007; Kandil et al., 2015;
Matias et al., 2015). In Anbetracht der chirurgischen Therapie hat sich die Moglichkeit der
Resektabilitdit von Lebermetastasen erweitert. Die Beurteilung der allgemeinen
Operationsfahigkeit des Patienten ist obligat. Des Weiteren gehdren neben der technischen
und funktionellen Machbarkeit der Resektion auch der onkologische Nutzen und die Prognose
des einzelnen Individuums dazu (Nordlinger et al., 1996; Adam et al., 1997; Fong et al., 1999;
Konopke, Saeger, 2003; Loss et al., 2010).

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass Resektionen von bis zu 70% des urspriinglichen
Lebergewichts realisierbar sind. Solche ausgedehnten Resektionen laufen ohne nennenswerte
Komplikationen ab. Das verbliebene Restlebergewebe erholt sich in der Regel gut (Panis et
al., 1997). Die meisten Erkenntnisse der Leberregeneration stammen aus Studien an Ratten
mit einem 70% Hepatektomie-Modell. Dieses Modell charakterisiert im Wesentlichen die
physiologische Antwort auf eine ausgedehnte Resektion und zeichnet sich durch eine
konstante Uberlebensrate (100%) sowie eine komplette Regeneration aus (Alison, 1986;
Michalopoulos, 1990; Panis et al., 1997). Ausgedehntere Leberresektionen bis 90% des
Lebergewichts zeigen bereits bei gesunder Leber hohe Mortalitatsraten. Die Uberlebensrate
bei 85% Hepatektomie betrdgt gerade mal 20%, bei 90% Hepatektomie sinkt die
Uberlebensrate auf nahezu 0% (Panis et al., 1997; Court et al., 2004).

Mittlerweile belegen zahlreiche Studien, dass die Mortalitatsrate einer Leberresektion bei
einer nicht-zirrhotischen Patientenpopulation beim Mensch bei unter 5% liegt (Song et al.,
2005). Die Herausforderung wird auch in Zukunft die Selektion eines geeigneten
Patientenklientels sein. (Nordlinger et al., 1996)

Der Nutzen der chirurgischen Resektion von Lebermetastasen konnte in retrospektiven
Studien nachgewiesen werden. So zeigten sich 5-Jahresliberlebensraten von 25-30% nach
kompletter Tumorresektion (Nordlinger, Wind, 1994; Nordlinger et al., 2003; Konopke et al.,
2013).
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Unter Berucksichtigung der funktionellen hepatischen Reserven sind Resektionen von bis zu
75% des Gesamtlebervolumens durchfuhrbar (Lee, Hwang, 2005). Allerdings ist hier zu
beachten, dass dies vor allem fur Patienten gilt, deren Leber keine parenchymale

Vorschadigung aufweist.

3.2 Leberregeneration

Die Leber ist ein einzigartiges Organ, welches die Fahigkeit zur Regeneration besitzt. Der
Regenerationsprozess wird durch Replikation und Hyperplasie der verschiedenen
intrahepatischen Zellen eingeleitet. Im menschlichen Organismus beginnt die Replikation der
Hepatozyten im Allgemeinen innerhalb der ersten 24 Stunden nach stattgehabter
Leberresektion. Die Initiation und Synchronisation der Replikation der verschiedenen
hepatischen Zellen héngt zum einen vom Ausmall der Resektion, zum anderen von der
Vorschadigung des verbliebenen Restlebergewebes ab (Clavien et al., 2007). Der
Hauptzelltyp der Leber, der die meisten Funktionen der Leber Gbernimmt, ist die
Parenchymzelle, auch Hepatozyt genannt. Dieser nimmt ca. 80% des Lebergewebes ein. Die
Replikation der Hepatozyten kann Uber die Detektion des ,Proliferating Cell Nuclear
Antigen®“ (PCNA) nachgewiesen werden. PCNA ist ein wichtiges Protein der DNA-
Polymerase und spielt eine zentrale Rolle in der Initilerung der Zellproliferation. Die
Expression von PCNA ist ein Zeichen fiir den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus. Unter
normalen Bedingungen kann nur bei wenigen Hepatozyten PCNA mittels Antikdrper
nachgewiesen werden. Die Anzahl steigt jedoch betrachtlich 24 Stunden und 48 Stunden nach
ausgepragter Leberresektion an (Akcan et al., 2006). In der Leber eines Erwachsenen kann
man die Zellteilung der Hepatozyten nur in wenigen Féllen beobachten, da sich die meisten
dieser Zellen in der GO-Phase befinden (Michalopoulos, DeFrances, 1997). Nach
Teilhepatektomie treten etwa 95% der Hepatozyten, die sich normalerweise in der GO-Phase
des Zellzyklus befinden, in die S-Phase ein. In Rattenlebern beobachtet man einen deutlichen
Anstieg der DNA-Synthese 12 Stunden nach Teilhepatektomie. Der Peak wird nach 24
Stunden erreicht. In Cholangiozyten und Kupffer-Zellen findet dieser Prozess 48 Stunden, in
Endothelzellen 96 Stunden nach Leberteilresektion statt (Taub, 2004). Yamanaka et al. und
Nagasue et al. konnten zeigen, dass eine nahezu vollstandige Regeneration der Leber ohne
parenchymale Vorschadigung in zwei bis drei Monaten nach Resektion erreicht ist, sowie
nach drei bis sechs Monaten bei Lebern mit parenchymaler VVorschadigung wie beispielsweise

einer Zirrhose (Nagasue et al., 1987; Yamanaka et al., 1993).
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Molekularbiologisch spielen Zytokine wie TNF-a und Interleukin-6, welche von den Kupffer-
Zellen nach Resektion ausgeschiittet werden, und Mitosefaktoren wie Epidermal Growth
Factor (EGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Transforming Growth Factor-o (TGF-
a), eine wesentliche Rolle bei der Regeneration. Diese Faktoren bewirken im Zusammenspiel
einen Ubergang der Hepatozyten und anderer Zellen in die S-Phase (Clavien et al., 2007).
Zugrunde liegende Erkrankungen des Leberparenchyms wie beispielsweise virale
Hepatitiden, Steatosis hepatis, das hepatozellulédre Karzinom oder die Zirrhose, reduzieren die
funktionelle und regenerative Kapazitat des verbliebenen Restlebergewebes (Hammond et al.,
2011). Bei Patienten mit einer Zirrhose, jedoch keiner funktionellen Beeintrachtigung oder
portalen Hypertension, kdnnen sichere Resektionen nur bis zu einem Volumen von 50% des
Lebergewichts durchgefiihrt werden. Bei Patienten, welche in den Child-Pugh-Kriterien in
Kategorie B oder C eingestuft werden, kdnnen sogar noch geringere Resektionsvolumina zu
einem postoperativen Leberversagen fiihren (Poon, Fan, 2005; Clavien et al., 2007; Forner et
al., 2010).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Resektionen bis 75% des Gesamtlebervolumens
bei gesunden Patienten durchfuhrbar sind. Jegliche Ausweitung der Resektion, auch beim
gesunden Individuum, erhoht das Risiko, dass das verbliebene Lebervolumen seine
metabolischen und entgiftenden Aufgaben sowie seine Synthesefunktionen nicht mehr
aufrechterhalten kann (Clavien et al., 2007).

3.3 Blutversorgung der Leber — , hepatic arterial buffer response*

Die Leber beansprucht 25% des Herzzeitvolumens, obwohl sie nur etwa 2,5% des
Korpergewichts ausmacht. Somit gehoren die Leberparenchymzellen zu den mit am besten
durchbluteten Zellen des Koérpers. Die Leber ist ein Organ, welches sowohl mit vendsem als
auch arteriellem Blut versorgt wird. Die Blutversorgungen des vendsen Niederdrucksystems
und des arteriellen Hochdrucksystems vereinigen sich auf der Ebene der Lebersinusoide.
Etwa bis zu einem Drittel des durchflieBenden Blutvolumens entfallen davon auf die Arteria
hepatica propria. Die restlichen zwei Drittel Gbernimmt die Vena portae. Das mit Sauerstoff
angereicherte Blut aus der Leberarterie vermischt sich in den Lebersinusoiden mit dem
weniger sauerstoffreichen aber nédhrstoffhaltigen Blut der Pfortader. Eine wichtige Rolle in
der Mikrozirkulation spielt der Leberazinus. Er bildet sozusagen die funktionelle Einheit der
Mikrozirkulation. Der Azinus reprasentiert eine Gruppe von Parenchymzellen die um die
terminalen Aste der Arteriolen und portalen Venolen gruppiert sind. Der portale Blutfluss
wird nicht durch die Leber selbst kontrolliert. Er setzt sich aus dem Ruickfluss der unpaaren
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Bauchorgane zusammen (Granger, Senchenkova, 2010). Neben der klassischen arteriellen
Autoregulation, wie beispielsweise der myogenen Vasokonstriktion der Leberarterie bei
steigendem intravasalem Druck, existiert in der Leber ein weiterer Regulationsmechanismus,
die sogenannte ,,hepatic arterial buffer response” (HABR). Diese ist wahrscheinlich eine der
wichtigsten intrinsischen Regulationsmechanismen des hepatischen Blutflusses. Die HABR
beschreibt die semireziproke Beziehung zwischen der Durchblutung der Pfortader und der
Leberarterie. Kommt es zu einem Abfall oder einem Anstieg der Pfortaderdurchblutung, wird
durch einen Abfall bzw. einen Anstieg des Gefalwiderstandes der A. hepatica der
leberarterielle Blutfluss kompensatorisch gesteigert bzw. vermindert. Eine veranderte
Durchblutung der Leberarterie wird jedoch nicht durch eine Anderung des GefaRwiderstands
der V. portae ausgeglichen. Das Ziel der HABR ist die Aufrechterhaltung der
Lebergesamtdurchblutung, um zum einen eine adaquate Sauerstoffversorgung und zum
anderen die metabolische und exkretorische Funktionalitat der Leber zu gewahrleisten (Eipel
et al., 2012). Die metabolische Stoffwechselsituation der Leber scheint keinen Einfluss auf
die HABR zu haben (Lautt, 1983; Bredfeldt et al., 1985). Als mdglicher Mediator der HABR
wurde in zahlreichen Studien das Nukleosid Adenosin vorgeschlagen (Lautt, Legare, 1985;
Lautt et al.,, 1985). Andere potentielle Regulationsmechanismen wie die neurale oder
myogene Kontrolle zur Regulation der HABR, konnten widerlegt werden (Mathie et al.,
1980; Alexander et al., 1989). Das Adenosin im Mall-Raum sorgt fur die Kommunikation
zwischen Leberarterie und Pfortader. Zwischen der Sinuswand und den Hepatozyten befindet
sich der Disse-Raum. Uber diesen Raum findet der Stoffaustausch zwischen den Leberzellen
und dem Blut statt. Im Bereich der Portalkanéle geht der Disse-Raum in den Mall-Raum Uber,
der sich als Spalt zwischen den periportalen Leberzellplatten und dem Inhalt der portalen
Trakte und Kanale auftut (Denk, 2000). Im Bereich der Endaste der Arteria hepatica und der
Vena portae wird kontinuierlich Adenosin in den Mall-Raum freigesetzt, welches
konzentrationsabhéngig den Tonus der Arteria hepatica reduziert. Kommt es zu einer
verminderten portalvenésen Durchblutung, akkumuliert Adenosin. Dies flhrt zur
Vasodilatation der Leberarterie. Ein gesteigerter portalvendser Blutfluss fihrt hingegen zu
einem verstarkten ,,Auswaschen“ von Adenosin und so zur arteriellen Vasokonstriktion
(Vollmar, Menger, 2009; Eipel et al., 2012). Es wurden zwar zahlreiche Belege fir die
Bedeutung von Adenosin fir die HABR dargelegt, jedoch ist der genaue Signalweg der
Adenosinsynthese, sowie der Ort und der Zelltyp bis dato ungeklart (Eipel et al., 2012). Des
Weiteren ist Adenosin nicht der alleinige Akteur der HABR. Dies konnte in zahlreichen
Studien mit Adenosinantagonisten gezeigt werden. Die HABR konnte durch diese nicht
vollstdndig aufgehoben werden (Mathie, Alexander, 1990; Browse et al., 2003).
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Andere vasoaktive Stoffe wie Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenstoffmonoxid (CO) und
Schwefelwasserstoff (H,S) spielen wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bei der Regulation der
HABR (Cantre et al., 2008; Hoetzel et al., 2008).

3.4 ,Small-for-size“-Syndrom

Das ,,small-for-size“-Syndrom (SFSS) ist eine relative hepatische Insuffizienz, die zu der
klinischen Konstellation mit den Symptomen Cholestase, Koagulopathie, Aszites, erhohte
Aminotransferasen und Enzephalopathie fuhren kann (Fondevila et al., 2010). Wie der Name
bereits impliziert, handelt es sich beim SFSS um ein relativ zu kleines Transplantat fur die
entsprechende KorpergroRe des Empfangers oder eine relativ zu kleine Restleber fur den
Patienten. Das Spenderorgan oder die Restleber ist, vereinfacht gesagt, den Anforderungen
des Empfangers oder des Patienten nicht gewachsen. Dies kann in einem Organversagen
minden. Der portale Blutfluss spielt hier die zentrale Rolle im Pathomechanismus des SFSS.
Die Spenderleber oder Restleber hat im Vergleich zum urspringlichen Organ einen
wesentlich Kkleineren GeféaRquerschnitt. Der portale Blutfluss bleibt jedoch weitestgehend
konstant. Der erhdhte Blutfluss flihrt zu einem erhéhten portalen Druck und somit zu einem
erhéhten Scherstress in den Sinusoiden. Dieser Scherstress wird als Ausloser fir die
Schédigung der Sinusendothelzellen gesehen. Dies fuhrt unweigerlich zur hepatozelluléren
Schédigung und Apoptose (Troisi, de Hemptinne, 2003; Troisi et al., 2005; Demetris et al.,
2006; Xu et al., 2006). Die portale Hyperperfusion und die damit einhergehende Reduktion
der arteriellen Durchblutung und die daraus resultierende Ischamie wird folglich als die

Hauptursache fur das SFSS angesehen (Troisi et al., 2005).

3.5 Prakonditionierung des Lebergewebes

Der limitierende Faktor der Leberresektion stellt das verbliebene Restlebergewebe bzw.
dessen Funktion nach Resektion dar. Daher ist es wichtig, eine adaquate Funktionalitat des
verbliebenen Leberparenchyms zu garantieren (Garcea, Maddern, 2009). Dies spielt im
Speziellen bei Patienten mit einer vorbestenenden Lebererkrankung wie etwa einer Zirrhose,
Steatosis oder beispielsweise einer alkoholischen bzw. nichtalkoholischen Steatohepatitis eine
wichtige Rolle (Vauthey et al., 2006; Gomez et al., 2007; Nordlinger et al., 2008).

Strategien, um das Lebervolumen vor einer Teilresektion zu beeinflussen, sind beispielsweise
die Pfortaderastembolisation oder -ligatur (Rous, Larimore, 1920). Eine selektive Okklusion

eines Pfortaderasts verursacht eine Atrophie des ipsilateralen Leberlappens und eine
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Hypertrophie des kontralateralen Leberlappens. Die induzierte Atrophie des okkludierten
Leberanteils wird durch eine gesteigerte apoptotische Aktivitat verursacht, wohingegen die
Hypertrophie des nicht okkludierten Lappens durch eine gesteigerte Zellproliferation
induziert wird (Harada et al., 1997).

Die Pfortaderembolisation (PVE, ,,portal vein embolization*) kann perkutan oder Uber eine
ileokolische Vene nach Minilaparotomie erfolgen. Der zu erwartende Parenchymzuwachs
betragt ca. 10-30%, gelegentlich sogar bis zu 50%. Eine operative Ligatur der Pfortaderéste
erzielt im Vergleich zur Embolisation vermutlich einen geringeren Parenchymzuwachs, da
hierbei nur der Blutzustrom zum Leberhilus unterbunden, aber nicht das nachgeschaltete
intrahepatische Pfortaderstromgebiet verlegt wird. Kollateralen kdnnen diese Leberabschnitte
weiter perfundieren. Ein weiterer Nachteil der Pfortaderligatur ist die Narbenbildung im
Leberhilus, welche die Préaparation bei der nachfolgenden Leberresektion erschweren kann
(Broering et al., 2002; Lang, 2007). Nach welchem Zeitraum die Hypertrophie abgeschlossen
ist, ist weiterhin Gegenstand von Diskussionen. Die meisten Autoren empfehlen die
Durchfiihrung der Resektion 3-4 Wochen nach erfolgter PVE (Azoulay et al., 2000;
Bechstein, Golling, 2005).

Eine weitere Technik zur Prakonditionierung des Lebergewebes ist die ischamische
Prékonditionierung (IP). Diese wurde zunéchst tierexperimentell an der Niere und
anschlieBend am Herzen durchgefuhrt. Zager et al. sowie Cave und Zucchi et al. konnten in
ihren Studien zeigen, dass ein kurzes initiales Ischdmie-Reperfusions-Intervall vor einer
langeren Ischamiezeit das funktionelle Outcome deutlich verbessert (Zager et al., 1984; Cave,
Garlick, 2000). Bei der Leber wurde die ischdmische Prakonditionierung erstmals 1993 in
einem Modell an Ratten von Lloris-Carsi et al. beschrieben (Lloris-Carsi et al., 1993). Hier
konnte eine Verbesserung des Uberlebens sowie eine verbesserte Leberfunktion nach
Resektion nachgewiesen werden. Das zugrunde liegende Prinzip der ischamischen
Prékonditionierung ist, dass die Leberzellen durch das kurzzeitige Clamping einem
voriibergehenden Stress ausgesetzt werden. Hierdurch wird ein multifaktorieller
pathophysiologischer Prozess ausgeldst, welcher zu einer intrahepatischen Verminderung von
ATP fuhrt und somit oxidativen Stress hervorruft. Zudem werden inflammatorische
Mediatoren freigesetzt (Zhu et al., 2015). Dieser Pathomechanismus soll das Lebergewebe
triggern, um den darauffolgenden ischamischen Schaden so gering wie mdglich zu halten
(Belghiti et al., 1999; Clavien et al., 2003; Petrowsky et al., 2006). Peralta et al. konnte in
seiner Studie zeigen, dass durch die IP eine Enzymaktivierung der NO-Synthase erfolgt und

dies in einer gesteigerten NO Produktion resultiert. NO bindet und inaktiviert Caspasen. Diese
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Inhibition schiitzt die Leberzellen vor der Apoptose (Peralta et al., 1997; Cursio et al., 1999;
Mannick et al., 1999; Natori et al., 1999).

In der Literatur werden, wenn auch nur vereinzelt, Verfahren zur medikamentdsen
Prékonditionierung des Lebergewebes vor Resektion beschrieben. So berichtet beispielsweise
Balzan et al. in einem Modell mit Schweinen (ber den protektiven Effekt einer
Préakonditionierung mit Sevofluran in Hinblick auf das Ischdmie-Reperfusionssyndrom
(Balzan et al., 2014). Zhang et al. erreichten durch eine Prakonditionierung mit Helium in
einem Maus Modell die Phosphorylierung von Akt (Proteinkinase B), einem wichtigen
Enzym im Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg, welches zellulére Prozesse wie Wachstum,
Zellproliferation, Zellzyklus und Stoffwechsel reguliert (Zhang et al., 2014).

Sildenafil, Glutamin und N-Acetylzystein sind nur einige von zahlreichen Stoffen, die das
Outcome nach ausgedehnter Operation an der Leber verbessern sollen (Savvanis et al., 2014;
Uysal et al., 2014; Xu et al., 2014).

Tian et al. konnten in ihrer Studie an Mausen zeigen, dass Pentoxifyllin, ein Arzneistoff aus
der Gruppe der Xanthin-Derivate, die Synthese von TNF-a in Kupffer-Zellen inhibiert. Eine
Unterbrechung des TNF-a Signalwegs konnte den Reperfusionsschaden bei 30%
Leberlebendtransplantationen in Mausen minimieren. So konnte beispielsweise durch eine
Inhibierung der TNF-a Synthese durch Pentoxifyllin der Serumspiegel des Enzyms Aspartat-
Aminotransferase (ASAT), welcher ein Parameter flr eine Leberschadigung darstellt, deutlich
gesenkt werden. Der endotheliale Zellschaden konnte somit reduziert und die Uberlebensrate
signifikant gesteigert werden (Tian et al., 2006). Prakonditionierung mit Pentoxifyllin
verbesserte die Leberregeneration und senkte somit die Mortalitatsrate. Es verbesserte die
Mikrozirkulation in der transplantierten Leber und forderte die Synthese von anti-
inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 (Cressman et al., 1996; Tian et al., 2006).
Cardiotrophin-1, ein Mitglied der Interleukin-6 (IL-6) Familie, wurde urspringlich am Herzen
entdeckt und schitzt dort Herzmuskelzellen, insbesondere vor ischdmischen Insulten. Daruber
hinaus schitzt es unreife Kardiomyozyten vor dem Untergang und sorgt fur deren
Proliferation. Bustos et al. konnten zeigen, dass Cardiotrophin-1 auch in der sich
regenerierenden Rattenleber aufgrund seiner antiapoptotischen Wirkeigenschaften eine
wichtige Rolle spielt. Die Behandlung mit Cardiotrophin-1 konnte Ratten vor dem
fulminanten Leberversagen nach ausgedehnter Hepatektomie bewahren (Bustos et al., 2003).
Wie oben gezeigt, gibt es bis dato zwar zahlreiche medikamenttse Ansatze einer
medikamentésen Préakonditionierung, es konnte jedoch noch keine medikamenttse
Behandlung etabliert werden, welche in der Klinik signifikant die Regenerationsfahigkeit der

Leber verbessern kann.
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3.6 Cilostazol

Cilostazol ist ein selektiver Phosphodiesterase-111 (PDE-3) Inhibitor mit partieller Wirkung
auf die Phosphodiesterase-V (PDE-5) (siehe Abb. 2). Die PDE-3 erhéht den Abbau des
cyclischen 3°-5°-Adenosinmonophosphats (CAMP). Die vasodilatatorische Wirkung sowie die
verschiedenen antithrombotischen Effekte, wie beispielsweise die Hemmung der
Thrombozytenaggregation, lasst sich durch das intrazellulare Vorkommen von PDE-3 in
Thrombozyten und glatten Gefamuskelzellen erklaren (Schror, 2002). Cilostazol erhoht die
intrazellulare Konzentration von cAMP und hemmt so wirksam die Aggregation der
Thrombozyten. Interessanterweise verhindert Cilostazol auch eine durch Scherstress
induzierte Thrombozytenaggregation, welche durch Aspirin nicht verhindert wird. Eine
verlangerte Blutungszeit besteht bei der Einnahme von Cilostazol im Gegensatz zu den
herkdmmlichen Aggregationshemmern jedoch nicht. Dies konnte in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden (Elam et al., 1998; Tamai et al., 1999). Die aggregationshemmende
Wirkung von Cilostazol wird durch die Hemmung des Adenosin-Reuptakes noch verstarkt.
Adenosin  alleine hat keine groBe Wirkung auf die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation. Dass Adenosin jedoch eine wichtige Rolle in der Hemmung der
Plattchenaggregation spielt, konnten zahlreiche Studien, in denen exogenes Adenosin
zugefiihrt wurde, zeigen. Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei der Thrombozytenaggregation
durch Cilostazol in Abwesenheit von Adenosin. Kombiniert man jedoch Cilostazol und
Adenosin, zeigt sich eine vollstandige Inhibition der Thrombozytenaggreagtion. Der
Mechanismus, wie Cilostazol die Wiederaufnahme von Adenosin hemmt, ist weiterhin nicht
vollstandig geklart (Liu et al., 2000; Sun et al., 2002). Ein weiterer Effekt des PDE-3-
Hemmers ist seine antithrombotische Wirkung. Kohda et al. konnten in einem Modell mit
Schweinen nachweisen, dass Cilostazol die Plattchenaggregation nach Schéadigung des
Endotheliums der Arteria carotis communis signifikant inhibiert (Kohda et al., 1999). Die
antithrombotische Wirkung konnte ebenfalls in zahlreichen Studien nach Implantation von
Koronarstents oder zur Behandlung der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK)

nachgewiesen werden (Schomig et al., 1996; Dawson et al., 1998).
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Cilostazol.

6-[4-(1-Cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-dihydro-2(1H)-chinolinon. [Abb. aus (Seo et al., 2015)].

In einem Schlaganfallmodell mit Mé&usen, bei denen eine intraluminale Okklusion der Arteria
cerebri media durchgefiihrt wurde, erzielte die Gabe von Cilostazol eine Reduzierung des
Infarktvolumens. Weiterhin  konnte eine signifikante Verbesserung des klinisch-
neurologischen Outcomes im Sinne einer schnelleren Erholung von neurologischen Defiziten
in der mit Cilostazol behandelten Gruppe gezeigt werden. AuBerdem konnte eine
Stimulierung der Neurogenese durch Cilostazol nachgewiesen werden (Tanaka et al., 2010).
Cilostazol reduziert signifikant das Wiederauftreten eines Schlaganfalls bei stattgehabtem
ischamischem Ereignis (Gotoh et al., 2000; Shinohara et al., 2010; Shi et al., 2014). Ferner
besitzt Cilostazol eine antiinflammatorische Wirkung (Park et al., 2010).

Cilostazol scheint also in vielfaltige physiologische Ablaufe einzugreifen. Fir die vorliegende
Studie von Bedeutung, ist die mdgliche Verbesserung der Leberregeneration durch PDE-3-
Hemmer. Akcan et al. konnten in einem Leberresektionsmodell an Ratten zeigen, dass die
Gabe von Amrinon, einem anderen Phosphodiesterase-Il1-Inhibitor, sowohl die funktionelle
als auch die morphologische Regeneration der Leber nach ausgedehnter Resektion verbessert
(Akcan et al., 2006).
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4 FRAGESTELLUNG

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung von Cilostazol, einem Phosphodiesterase-111-
Inhibitor im Rahmen einer 70% Leberresektion in Sprague-Dawley Ratten untersucht. Dabei

waren folgende Fragen von Interesse:

» Kann durch die medikamenttse Therapie der hepato-arterielle Blutfluss nach 70%
Hepatektomie verbessert werden?

» Besteht ein Unterschied bezuglich der Mikrozirkulation im verbliebenen

Restlebergewebe?

» Ist eine gesteigerte Regenerationsrate unter Cilostazolgabe festzustellen?

» Wird die exkretorische Leberleistung durch die Behandlung beeinflusst?

» Kann durch Cilostazol eine Verringerung des hepatozellularen Schadens nach

ausgedehnter Leberresektion erreicht werden?
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an weiblichen Sprague-Dawley Ratten mit einem Kdrpergewicht von
2539 * 2,99 durchgefihrt. Die Tiere stammten aus dem Institut der Experimentellen Chirurgie
des Universitatsklinikums des Saarlandes. Dort befanden sie sich wéhrend des gesamten
Versuchsvorhabens unter klimatisierten Bedingungen (Lufttemperatur 22°C, relative
Luftfeuchtigkeit 55%) in einem 12h Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Tiere hatten bis 24h vor
dem Versuch freien Zugang zu standardisiertem Laborfutter und bis unmittelbar vor
Versuchsbeginn freien Zugang zu Trinkwasser ad libitum.

Die Experimente und die Tierhaltung entsprachen den Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes. Eine Genehmigung flr das Vorhaben lag von den zustandigen Behdrden

und der Ethikkommission vor.

5.2 Cilostazol

Der Wirkstoff Cilostazol ist ein Phosphodiesterase-111-Hemmer der unter dem Handelsnamen
Pletal® (UCB Pharma, Anderlecht (Briissel) Belgien) bei Claudicatio intermittens, d.h. eine
pPAVK ohne Ruheschmerz oder Anzeichen von peripheren Gewebsnekrosen (pAVK
Fontaine-Stadium 1) zugelassen ist. Der Wirkstoff wird in Tablettenform (50mg; 100mg)
angeboten. Studien zeigten, dass Cilostazol eine wesentliche Rolle in der Verbesserung der
Gehstrecke bei pAVK spielt. Die maximale Gehstrecke verbesserte sich im Mittel um 21%.
Gleichzeitig zeigte sich eine Verbesserung der Lebensqualitat und der klinischen Verfassung
der Patienten (Strandness et al., 2002).

5.3 Experimentelles Protokoll und VVersuchsmodell

Die Versuchstiere (n=74) wurden randomisiert in zwei Gruppen eingeteilt. 32 Tiere erhielten
zweimal taglich tber funf Tage hinweg in einer 1ml Spritze in NaCl-Glucose aufgeltstes
Cilostazol per os (5mg/kg/KG). Die Kontrollgruppe erhielt entsprechend ein Placebo in Form
einer NaCl-Glucose-Losung. Nach erfolgter Resektion wurde die Medikamentengabe bzw.
Placebogabe bis zum Ende des Versuches in den jeweiligen Gruppen fortgefiihrt.

Weitere 10 Tiere dienten als Sham-Kontrollgruppe und erhielten keine Resektion. Jeweils 5

erhielten Cilostazol, die anderen 5 Tiere die Tragersubstanz (siehe Tab. 1).
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Nach 5-tdgiger Prakonditionierung erhielten die Tiere anschlieBend in einer kurzen
Inhalationsnarkose mit Isofluran eine 70% Leberresektion nach Higgins und Anderson. Vor
und nach Resektion wurden verschiedene Messungen hinsichtlich des hepatischen
Blutflusses, der Mikrozirkulation, sowie des Galleflusses durchgefiihrt. Nach 24h, 72h und
144h wurden die Messungen in den jeweiligen Gruppen erneut durchgefihrt. AnschlieRend
wurden die Tiere getotet und das Lebergewebe fur histologische Untersuchungen entnommen.
Die Behandlung mit Cilostazol oder Placebo wurde auch nach erfolgter Resektion bis zum
Ende des Versuches fortgefiihrt. Zusétzlich wurden zehn Tiere wiederum randomisiert in zwei
Gruppen eingeteilt und mit Cilostazol oder Placebo funf Tage prakonditioniert, um den
Einfluss von Cilostazol auf den hepatischen Blutfluss unter physiologischen Bedingungen zu
untersuchen. Diese Tiere erhielten keine Leberresektion (siehe Abb. 3).

Gruppen Cilostazol NaCl-Glucose Ldsung

| Tag 0 Tag 0

1 Tag 1 Tag 1
11 Tag 3 Tag 3
AV Tag 6 Tag 6
\Y/ Kontrolle Kontrolle

Tabelle 1: Gruppenaufteilung.
Gruppe I-1V: Leberresektion an Tag 0, Explantation des Restlebergewebes an Tag 0, 1, 3 und 6. (Prakonditionierung fir 5

Tage sowie bis zum Versuchsende). Gruppe V: Kontrolle, keine Leberresektion, Explantation der Leber (nach 5-t4giger
Prékonditionierung).
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Tag -5: Beginn Prakonditionierung Tag 0: Messung/Leberresektion bzw. Explantation Tag 1/3/6: Messung/Explantation

Abbildung 3: Versuchsablauf und Gruppeneinteilung im Uberblick.

(+ ,,Messung*“: Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Bestimmung des hepato-arteriellen und portalvendsen Blutflusses sowie der
Mikrozirkulation und der Gallensekretion).

5.3.1 Préoperative Vorbereitung und Anasthesie

Nach funftagiger Prékonditionierung mit Cilostazol oder Placebo (NaCl-Glucose-Lésung)
erfolgte die Durchfiihrung der Versuche.

Zur Narkoseeinleitung wurde das Tier in eine Plexiglas-Box gesetzt. In diese Box wurde ein
Narkose-Sauerstoffgemisch (Isofluran, Baxter International, Deerfield, Illinois, USA)
eingeleitet. Danach wurden die Tiere gewogen. Nach der Rasur der Bauchregion (Electra GH
204; Aesculap, Tuttlingen) wurden die Tiere mit Hilfe von Tape in Riickenlage auf dem OP
Tisch fixiert. Auf dem Operationstisch wurde ein Heizelement (Effenberger, Pfaffing/Attel,
BRD) angebracht um die Korpertemperatur der Versuchstiere wahrend der Operation
konstant bei 36-37°C zu halten. Unmittelbar nach Lagerung der Ratten auf dem
Operationstisch wurde diesen eine Maske Uber die Schnauze gestilpt. Hierlber wurde das
Isofluran-Sauerstoff-Gemisch  zur  Aufrechterhaltung der Narkose zugefihrt. Die
Konzentration des Gasgemisches wurde im Verlauf auf einen Anteil von 1,5% reduziert, um

eine Atemdepression zu verhindern.
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5.3.2 Chirurgische Préparation der 70% Leberresektion

Nach den in Punkt 5.5.1 durchgefuhrten Schritten erfolgte die 70% Leberresektion in
Anlehnung an die Methoden von Higgins und Anderson.

Die Anatomie der Rattenleber unterscheidet sich von der des Menschen. Die Leber der Ratte
wird aus deutlich voneinander abgrenzbaren Leberlappen gebildet. Die beiden groBten
Leberlappen sind der mediane (ML) und der links lateral (LLL) gelegene Leberlappen. Der
ML wird weiter in einen rechten (RM) und einen linken medianen (LM) Leberlappen
unterteilt. Rechts der Vena cava inferior (IVC) befindet sich ein nach unten spitz zulaufender
der IVC anliegender rechter Leberlappen, welcher in einen superioren rechten (SRL) und
einen inferioren rechten (IRL) Leberlappen unterteilt wird. Der kaudale Leberlappen (CL)
teilt sich in drei weitere kleine Leberlappen: Lobus caudatus anterior (AC), Lobus caudatus
posterior (PC) und kaudaler Fortsatz (CP). AC und PC liegen links der IVC an den Magen
angrenzend (Martins et al., 2008). Eine weitere Besonderheit ist, dass die Ratte keine
Gallenblase besitzt. Die Gallengénge aus den Leberlappen vereinigen sich direkt zum Ductus
choledochus (siehe Abb. 4).

Fur die Durchfiihrung einer konventionellen 70% Leberresektion an der Ratte werden hierzu

der ML und der LLL reseziert. Dies entspricht etwa 70% des Gesamtlebervolumens.

Abbildung 4: Anatomie der Rattenleber.

Die Zeichnung zeigt den Leberhilus einer Ratte mit dem portalen Gef&Rsystem, dem arteriellen Gef&Rsystem und dem
bilidren Drainagesystem. ML: mittlerer Leberlappen; LM: linker mittlerer Leberlappen; RM: rechter mittlerer Leberlappen;
LLL: linker lateraler Leberlappen; 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)).
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Zunédchst wurde ein Schmerzreiz an der Hinterpfote gesetzt, um die Narkosetiefe zu
kontrollieren. Bei ausreichender Narkosetiefe erfolgte nun eine mediane Langslaparotomie.
Hierzu wurde der Hautschnitt durchgefihrt und die Haut bis zum Xyphoid in stumpfer
Préparation mit der Schere unterminiert. Die Linea alba wurde dargestellt und das Abdomen
entlang selbiger mit einem kleinen Schnitt erd6ffnet. Die Wundrander wurden mit einem
Spatel zur besseren Ubersicht weggehalten. AnschlieBend wurde die Oberbauchregion
exponiert. Es erfolgte die Mobilisation der Leber. Die Haltebander wurden hierzu vorsichtig
durchtrennt. Die versorgenden Gefélie des linkslateralen und medialen Leberlappens wurden
im ndchsten Schritt dargestellt. Nun erfolgte die Ligatur dieser Leberlappen so nah wie
mdoglich am GefélRabgang mittels Faden (Vicryl 2-0, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt, Deutschland). Nach Dunkelfarbung wurden die entsprechenden Leberlappen mit
einer Schere sodann reseziert. Es erfolgte die Blutstillung mittels Bipolarpinzette. Nach
Kontrolle der Bluttrockenheit wurde das Abdomen zweischichtig mittels fortlaufender Naht
(Vicryl 3-0) verschlossen. Die Narkosezufuhr wurde ausgeschaltet und die Tiere in
Einzelk&fige gebracht. Um eine Auskihlung der Tiere zu verhindern, wurden die Kafige bis
zum vollstandigen Erwachen der Tiere unter einer Warmelampe positioniert.

Die Tiere erhielten nach erfolgter Resektion Wasser und Futter ad libitum. Zur Analgesie
wurde dem Trinkwasser Tramal®-Tropfen-Lésung (50mg/100ml) (Griinenthal GmbH,
Aachen, Deutschland) zugesetzt.

5.3.3 Chirurgische Préparation und Entnahme des Restlebergewebes

Die Tiere wurden entsprechend den zugeh6renden Gruppen am jeweiligen Tag zur Entnahme
des verbliebenen Lebergewebes und Messung der Parameter herangezogen.

Hierzu wurden die Tiere aus dem Ké&fig genommen und zur Narkoseeinleitung wiederum in
eine Plexiglas-Box gesetzt und das Narkose/Sauerstoffgemisch (Isofluran, Baxter) eingeleitet.
Danach wurden die Tiere erneut gewogen. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde
Pentobarbital intraperitoneal appliziert (50mg/kg/KG i.p., Narcoren; Braun, Melsungen,
Deutschland). Anschliefend wurden die Tiere am Bauch rasiert und auf dem Ruicken liegend
auf einer Warmeplatte gelagert, um die Korpertemperatur wahrend des Versuches konstant
auf 36-37 °C zu halten. Die Schnittfuhrung erfolgte entlang des alten OP-Zugangs, wobei der
Schnitt zur besseren Ubersicht nach cranial und caudal erweitert wurde. Durch einen medialen
Schnitt entlang der Linea alba wurde das Abdomen er6ffnet. Nun wurden die Arteria hepatica
propria, die Vena portae hepatis und der Ductus choledochus vorsichtig aus dem Ligamentum
hepatoduodenale prapariert und freigelegt. Um den Gallefluss analysieren zu kdnnen, wurde
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der Ductus choledochus punktiert und ein Katheter (PE-30, 0.28mm i.d.; Portex, Hythe, UK)
eingefuhrt. Die Galleflussigkeit wurde (ber zehn Minuten in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal gesammelt. Mittels perivaskularer Messsonden (0.5V; Transonic Systems,
Ithaca, NY, USA) wurde der Pfortaderfluss und Leberarterienfluss gemessen. Die Perfusion
des Leberparenchyms wurde ebenfalls mit Hilfe eines Laser-Doppler-Flussmessers
untersucht.

Am Ende des Experiments wurde das Restlebergewebe vollstdndig explantiert und
unmittelbar das Leberfeuchtgewicht ermittelt. Danach wurde das Lebergewebe mit einem
Skalpell geteilt. Fur die histologischen Untersuchungen wurde es in 4%iger Formalin-Ldsung
gelagert. Das verbliebene Lebergewebe wurde zun&chst in Flissigstickstoff schockgefroren
und danach bis zur weiteren Auswertung bei -80°C gelagert.

5.4  Untersuchungstechniken

5.4.1 Ultraschall-Flussmessungen

Der hepatische Blutfluss wurde mittels Ultraschall-Messsonden in ml/min gemessen und in
ml/g LG/min umgerechnet. Hierzu wurde eine Sonde (0.5V; Transonic Systems, Ithaca, NY,
USA) um die Arteria hepatica propria angebracht und gleichzeitig eine weitere Sonde (1.5R;
Transonic Systems) um die Vena portae hepatis. So war es mdglich die beiden Blutfliisse
simultan zu messen. Die beiden Sonden wurden an einen Flussmesser (T206 Animal
Research Flowmeter, Transonic Systems) angeschlossen und der Blutfluss tber finf Minuten

aufgezeichnet.

5.4.2 Laser-Doppler-Flussmessung

Die Perfusion des verbliebenen Leberparenchyms wurde mit einem Laser-Doppler
Flussmesser (PeriFlux System 500 model, Perimed Inc., United Kingdom) untersucht. Um
eine moglichst genaue und reproduzierbare Messung der Mikrozirkulation zu erhalten,
wurden vor dem Aufsetzen der Messelektrode die Ligamente der Leber durchtrennt um so
Messfehler durch Atembewegungen des Diaphragmas zu vermeiden. Die fiberoptische
Elektrode wurde dann an der dicksten Oberflache des rechten lateralen Leberlappens platziert

und Uber den gesamten Zeitraum der Messung nicht bewegt.
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5.4.3 Gallensekretion

Zur Feststellung der exkretorischen Leberleistung wurde der Ductus choledochus mit einem
Katheter (PE-30, 0.28mm i.d.; Portex, Hythe, United Kingdom) Kkanuliert und die
Gallenflussigkeit in einem Eppendorf-Reaktionsgefal (ber zehn Minuten gesammelt.
Waéhrend dieser zehn Minuten wurde keine andere Untersuchung parallel durchgefiihrt, um
durch mechanische Manipulation eine Beeinflussung des Gallenflusses zu verhindern.

5.4.4 Lebergewicht

Zu Beginn der Experimente wurde das Korpergewicht jedes Tieres ermittelt. Durch die
Auswertung der Sham-Gruppe konnte gezeigt werden, dass unter normalen Bedingungen das
Lebergewicht etwa 3% des Gesamtkorpergewichts der Ratte entspricht. Je nach
Gruppenzugehdrigkeit wurde das verbliebene Restlebergewebe nach 1h, 24h, 72h und 144h
explantiert und unmittelbar das Leberfeuchtgewicht erfasst. Um nun eine Aussage Uber die
Regenerationsrate der Leber anhand der Gewichtszunahme treffen zu kdnnen, wurde das
relative Lebergewicht bestimmt. Das relative Lebergewicht ist somit ein Hinweis auf die
Regenerationsrate. Diese wird in Prozent angegeben und mit folgender Formel ermittelt
(Kollmar et al., 2010):

Regenerationsrate = [Restlebergewebe zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt — (geschéatztes
Gesamtlebergewicht — reseziertes Lebergewicht) / Gesamtlebergewicht] * 100.

Am Ende des Experiments wurde das verbliebene Lebergewebe explantiert und sofort im
Anschluss das Leberfeuchtgewicht ermittelt. Die Tiere wurden vor dem Versuch ebenfalls

gewogen, um so die Leber-Kdrpergewicht-Ratio bestimmen zu kdnnen.

5.5 Histomorphologie

Das nach Versuchsende gewonnene Lebergewebe wurde in 4% phosphatgepuffertem

Formalin fiir etwa zwei bis drei Tage bei 4°C fixiert und anschlielend in Paraffin eingebettet.

5.5.1 Leberhistologie (Hdmatoxylin-Eosin)

Aus dem gewonnenen Gewebe wurden 5um Schnitte gefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) fir histologische Untersuchungen am Lichtmikroskop gefarbt.
Die HE-geférbten Préparate wurden semiquantitativ und verblindet ausgewertet. Hierbei

wurde die zytoplasmatische Vakuolisierung von Hepatozyten beurteilt (siehe Abb. 5).
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Hierfur kamen pro Leberschnitt 20 High Power Fields (HPF) zur Auswertung, wobei die

Vakuolisierung in verschiedene Grade von 0-4 eingestuft wurden:

» Grad 0 = keine (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

» Grad 1 = gering (<10% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

» Grad 2 = leicht (10%-25% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

» Grad 3 = malig (25%-50% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

» Grad 4 = stark (>50% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

Abbildung 5: HE-geférbter Schnitt von Lebergewebe.

Das Gewebe stammt von einem Cilostazol behandelten Tier, welchem an Tag 3 des Versuchs das verbliebene
Restlebergewebe entnommen wurde. Portalfeld (#) und Vakuolisierung (Pfeil). VergréRerung 200-fach.
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5.6 Immunhistochemie

5.6.1 Caspase-3

Zur Auswertung der Apoptoserate im Lebergewebe wurden 5um Schnitte von in Paraffin
eingebettetem Lebergewebe angefertigt. Zundchst wurden die Schnitte entparaffiniert und mit
3% H,0, fir zehn Minuten inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren. Die
Préparate wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer 30 Minuten mit PBS (1ml)
und Normalserum (30ul) inkubiert. Danach wurden die Schnitte bei 4°C Uber Nacht im
Kihlschrank mit polyklonalen ,,Rabbit Anti Cleaved Caspase-3“ Antikorpern (75ul,
Verdinnung 1:100, Cell signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) inkubiert.
Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem Sekundéarantikorper ,,goat-anti-rabbit™ (100pl,
Verdlinnung 1:100) fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Als
Chromogen wurde 3,3 Diaminobenzidin (DakoCytomation) verwendet. Schliellich wurden

die Schnitte mit Hdmalaun nach Meyer gegengefarbt (siehe Abb. 6).

Abbildung 6: Cleaved-Caspase 3-gefarbter Schnitt von Lebergewebe.

Das Gewebe stammt von einem Cilostazol behandelten Tier, welchem an Tag 6 des Versuchs das verbliebene
Restlebergewebe entnommen wurde. Portalfeld (#) und Caspase-3 positive Zelle (Pfeil). Vergroerung 200-fach.
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5.6.2 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Zur Auswertung der Regenerationsrate im Leberparenchym wurde PCNA als Indikator fir
Zellproliferation herangezogen. Erneut wurden 5um dicke Schnitte angefertigt. Der Ablauf
der Farbung und Inkubation ist mit dem der Caspase-3 Immunhistochemie vergleichbar. Es
wurde jedoch der monoklonale ,rat anti-pan PCNA“ Antikorper verwendet (75pl,
Verdunnung 1:50; DakoCytomation, Hamburg, Deutschland). Als Sekundéarantikorper diente
,»goat-anti-mouse* Ig (100ul, Verdiinnung 1:100; DakoCytomation, Hamburg, Deutschland).
Die Auswertung der immunhistochemischen Préparate erfolgte ebenfalls semiquantitativ und
verblindet. Es wurden wiederum 20 High Power Fields (HPF) ausgewertet, wobei die positiv
markierten Zellen pro HPF gezahlt wurden.

Samtliche histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden an einem
Lichtmikroskop (Olympus BX60, Olympus Optical, Company Ltd., Japan) mit einer 40-
fachen VergroRerung durchgefihrt. An das Mikroskop war eine Kamera (Zeiss Axio Cam,
Zeiss, Jena, Deutschland) angeschlossen, die eine Darstellung der Bilder in Echtzeit auf

einem Computermonitor ermdglichte.

5.7 Vascular Endothelial Growth Factor und Transforming Growth Factor-3

Die SYBR Green Real-Time PCR diente zum Nachweis der Genexpression von Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und Transforming Growth Factor-p (TGF-B). Es erfolgte
hierzu die Extraktion von Total-RNA durch die Trizol-Extraktion aus dem in flissigem
Stickstoff gefrorenen Lebergewebe nach den Methoden des Herstellers (In vitro gen life
technologies, Heidelberg, Deutschland). Die Reinheit und Konzentration wurde durch
spektrophotometrische Messungen festgestellt. Sodann wurde 1ug der Total-RNA durch das
reverse Transkriptase iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) durch Inkubation fiir 30min bei 42°C und fir weitere 5min bei 85°C in cDNA
transkribiert. Nun wurde cDNA entsprechend 400ng Total-RNA zur Durchfiihrung einer real-
time PCR verwendet (MJ Mini, Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, California, USA).
Jede Reaktion wurde zweifach mit je 10uL cDNA und 12,5uL iQ SYBR green Supermix
(Bio-Rad Laboratories ~ GmbH), 0,5uL Primer  (10uM, VEGFsnse  5°-
CCAAAGCCAGCACATAGGAG-3’, VEGFantisense 5’ -TTTCTCCGCTCTGAACAAGG-3’;
TGF-Bsense 5’GGAATACAGGGCTTTCGC TTCA-3’, TGF-Bantisense 5’-
TCGGTTCATGTCATGGATG GTG-3’; B-Actingnse 5’-TGTGTGGATTGGTGGCTCTA-3’,
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B-Actinguisense 5’-AGTCCGCCTAG AAGCATTTG -3°, Sigma-Aldrich) in einem
Gesamtvolumen von 25uL durchgefihrt.

Die Proben wurden durch folgendes Zyklusprofil vervielfaltigt: 95°C fur 3min zur initialen
DNA Préa-Denaturierung, 40 Zyklen der Denaturierung bei 95°C fur 30s gefolgt von 45s bei
58°C und anschlieBenden weiteren 30s bei 72°C. Die Qualitit der PCR Produkte wurde durch
die ,Melting curve analysis“ Kkontrolliert. Die Effizienz und die optimale
Inkubationstemperatur der Primer wurde durch Reihenverdinnung der cDNA und
Temperaturunterschiede in der PCR gewdhrleistet. Um die Unterschiede in der RNA Qualitat
zu berichtigen und die Reinheit der Reagenzien sicher zu stellen, wurde B-Actin als
Haushaltsgen (housekeeping gene) sowie eine ,,no template Probe® als Negativkontrolle
verwendet. Der B-Actin Spiegel wurde zur Normalisierung der Zielgen mRNA Werte in die
entsprechenden cDNA Proben verwendet. Die relative Quantifizierung von VEGF und TGF-3
wurde durch die Comparative2™*“" Methode, bei der AACt = Ctyege-Cty actinOFAACt = Ctrge.
s-Clpactin entspricht, kalkuliert. (CFX Manager Software, Version 2.1, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Hercules, California, USA).

5.8 Western Blot

Zur Proteinextraktion und Western Blot Analyse von VEGF wurde das Lebergewebe von Tag
1 und Tag 6 nach Leberresektion sowie das Lebergewebe der Sham-Gruppe mittels
Lysepuffer (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02%
NaNs, 0,2 mM PMSF und Protease Inhibitor Cocktail (1:75 v/v; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)) homogenisiert und fur 30min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde es fur
30min bei 16.000xg zentrifugiert. Die Proteinkonzentrationen wurden durch die
Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry Assay (Lowry et al., 2015)) ermittelt. Die
Proteinextrakte (30ug Protein pro Bande) wurden diskontinuierlich auf ein
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel aufgebracht. Polyvinylidenfluorid Membrane dienten
als Tragermembran (BioRad Laboratories GmbH). Nach der Blockade der nicht-spezifischen
Bindungsstellen wurden die Membranen zunéchst fiir 4h bei Raumtemperatur und dann Gber
Nacht bei 4°C mit dem ,,primary rabbit anti-rat anti-VEGF* Antikorper inkubiert (A20, 1:50,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland). AnschlieRend erfolgte die Inkubation
mit dem horseradish peroxidase conjugated donkey anti-rabbit 1gG secondary Antikdrper
(1,5h, 1:5.000, GE Healthcare Amersham, Freiburg, Deutschland). Die Proteinexpression
wurde durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht (ECL, GE Healthcare Amersham). Die

Signale wurden densitometrisch gemessen (Quantityone, Geldoc, BioRad, Miinchen,
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Deutschland) und zu B-Aktin-Signalen (1:250, anti-B-Aktin, Santa Cruz Biotechnology)

genormt um ungleich verteilte Ladungen auszugleichen.

5.9 Datenerfassung und Statistik

Die erhobenen Daten wurden zundchst handschriftlich in  Vordrucke eingetragen.
AnschlieBend wurden sie in Excel-Tabellen (Microsoft Office Excel 2007 Ink, Microsoft
Corporation, USA) Ubertragen und zusammengefasst.

Aus den ermittelten Parametern wurden die Mittelwerte (MW), die Standardabweichungen
(SD) und die Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM, Standard error of the mean)
erhoben. Nach Untersuchung der Varianzgleichheit und Normalverteilung der Werte wurden
die Unterschiede in den Gruppen mittels ANOVA (one-way analysis of variance)
durchgefuhrt. Hierauf folgte ein geeigneter post-hoc Test, der die Korrektur des alpha-Fehlers
nach Bonferroni beinhaltete, um Mehrfachvergleiche zu kompensieren. Falls die
Untersuchung der Varianzgleichheit und Normalverteilung der Werte nicht ausreichte, wurde
zur statistischen Einordnung der Daten Kruskal-Wallis one-way ANOVA herangezogen,
gefolgt von Mehrfachvergleichen versus Kontrollgruppe (Dunn’s method). Unterschiede
wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant betrachtet. Fur die
statistische Auswertung und graphische Darstellung wurden die Programme SigmaStat und
SigmaPlot (SPSS Inc., Chicago, Illinoid, USA) verwendet.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Makro-und Mikroperfusion der Leber

6.1.1 Portalvendser Blutfluss

Der portalvendse Blutfluss wurde an Tag 0, 1, 3 und 6 gemessen. Der portalvenose Blutfluss
zeigte sich unmittelbar nach 70% Leberresektion im Vergleich zur Kontrolle in beiden
Gruppen erhoht. Die Hepatektomie induzierte einen sofortigen Anstieg des portalvendsen
Blutflusses von etwa 50-60 % in Relation zum Lebergewebe, unabhangig davon ob eine
Behandlung mit Cilostazol erfolgte oder nicht. Diese zu erwartende Hyperperfusion des
verbliebenen Leberparenchyms zeigte sich bis 24h nach erfolgter Resektion.
Interessanterweise zeigte sich unter Kontrollbedingungen ohne Resektion, dass die
Behandlung mit Cilostazol im Vergleich zum Placebo eine signifikante Erhohung der
portalventsen Perfusion mit sich brachte. Dieses Resultat konnte erneut an Tag 6 des
Versuches erreicht werden. Hier war eine Zunahme von 23% des Blutflusses feststellbar. Im
dazwischen liegenden Zeitraum war zwar im Trend eine vermehrte portalvenose
Durchblutung im Vergleich zu den Placebo behandelten Tieren erkennbar, jedoch ohne
statistische Signifikanz (siehe Abb. 7)

6.1.2 Hepatoarterieller Blutfluss

Simultan zum portalvendsen Blutfluss wurde der arterielle Blutfluss des Restlebergewebes
gemessen. Es konnte ebenfalls eine deutliche Zunahme des arteriellen Blutflusses bei
Cilostazol behandelten Tieren ohne Resektion festgestellt werden. Diese Steigerung war
erneut an Tag 6 unter Cilostazol-Behandlung erkennbar. Unmittelbar nach Resektion sowie an
Tag 1 und Tag 3 fand sich ein Abfall des arteriellen Blutflusses im Vergleich zur Cilostazol
Kontrolle ohne Resektion. Die Resektion loste eine Senkung des arteriellen Flusses aus,
sodass kein signifikanter Unterschied zwischen Cilostazol und Placebo zu den
Beobachtungszeiten Tag 0, Tag 1 und Tag 3 messbar war. Obwohl die Resektion einen Abfall
des arteriellen Blutflusses auch in der Cilostazol-behandelten Gruppe bewirkte, war der
arterielle Blutfluss gleichwohl hoher im Vergleich zu den nicht behandelten Kontrollen. Eine

statistische Signifikanz konnte an Tag 6 erreicht werden (siehe Abb. 8).
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Abbildung 7: Portalvendser Blutfluss.

Portalvendser Blutfluss in ml/min pro Gramm Lebergewicht der nicht-resezierten Tiere (Kontrolle), sowie der Tiere 30min
(Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die Tiere erhielten taglich Cilostazol (schwarze
Balken) oder NaCl-Glucose-Losung (weiRe Balken). Mittelwert + SEM, #p<0.05 vs. Kontrolle, *p<0.05 vs. nicht-behandelte
Kontrollen.
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Abbildung 8: Hepatoarterieller Blutfluss.

Hepatoarterieller Blutfluss in ml/min pro Gramm Lebergewicht der nicht-resezierten Tiere (Kontrolle), sowie der Tiere 30min
(Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die Tiere erhielten tdglich Cilostazol
(schwarze Balken) oder NaCl-Glucose-L8sung (weiRe Balken). Mittelwert + SEM, #p<0.05 vs. Kontrolle, *p<0.05 vs. nicht-
behandelte Kontrollen.
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Die Auswertung des gesamten hepatischen Blutflusses ergab sowohl eine signifikant erhéhte
Leberperfusion in den mit Cilostazol behandelten Tieren ohne Leberresektion als auch an

Tag 0 und Tag 6 nach erfolgter Leberresektion (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Gesamtleber Blutfluss.

Gesamtleber Blutfluss in ml/min pro g Lebergewicht der nicht-resezierten Tiere (Kontrolle), sowie der Tiere 30min (Tag 0),
24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die Tiere erhielten taglich Cilostazol (schwarze Balken)
oder NaCl-Glucose-Lésung (weiRe Balken). Mittelwert + SEM, #p<0.05 vs. Kontrolle, *p<0.05 vs. nicht-behandelte
Kontrollen.

6.1.3 Mikrozirkulation

Die Analyse der hepatischen Mikrozirkulation mittels Laser-Doppler-Flussmessung ergab
eine Verbesserung der Mikroperfusion durch die Cilostazol-Behandlung. Eine Steigerung
zeigte sich sowohl unter Kontrollbedingungen ohne Resektion als auch unmittelbar nach
Resektion sowie an Tag 3 und Tag 6 nach 70% Leberresektion. Bei den Placebo behandelten
Tieren war ein signifikanter Abfall der Mikrozirkulation an Tag 3 nach Resektion feststellbar

(siehe Abb. 10).
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Abbildung 10: Hepatische Mikrozirkulation.
Hepatische Mikrozirkulation gemessen mittels Laser-Doppler-Flussmetrie in aU der nicht-resezierten Tieren (Kontrolle)
sowie der Tiere 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die Tiere erhielten

taglich Cilostazol (schwarze Balken) oder NaCl-Glucose Lésung (weiBe Balken). Mittelwert + SEM, #p<0.05 vs. Kontrolle,
*p<0.05 vs. nicht-behandelte Kontrollen.

6.2 Organfunktion

6.2.1 Gallesekretion

Die exkretorische Leberfunktion wurde mit Hilfe des Galleflusses untersucht. Hierbei wurde
fur zehn Minuten die Gallenflissigkeit aufgefangen. Es konnte eine signifikante Erh6hung
des Gallenflusses sowohl in der Placebo als auch in der Cilostazol Gruppe an Tag 1 nach
Resektion im Vergleich zur Kontrolle ohne Resektion festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Der Gallenfluss normalisierte sich im Verlauf des Beobachtungszeitraums bis Tag 6
wieder. Es konnten zu keinem Beobachtungszeitpunkt signifikante Unterschiede bezliglich
des Gallenflusses zwischen den Gruppen nach erfolgter Leberresektion beobachtet werden.
Eine Beeintrachtigung der exkretorischen Leberfunktion durch die Verabreichung von

Cilostazol konnte ebenfalls nicht beobachtet werden (siehe Tabelle 2).
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Kontrolle Tag 0
Cilostazol 2,2%0,1 20x0,1 2,7+0,7* 25%0,2 2,2%0,2
NaCl-Glucose 20+0,2 16+0,3 2,8+0,4* 2,3+0,3 1,9+0,3

Tabelle 2: Gallenfluss.

Gallenfluss in nicht-resezierten Tieren (Kontrolle) sowie resezierte Tiere 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) sowie
144h (Tag 6) nach erfolgter 70% Leberresektion. Angaben in pl/g Leberfeuchtgewicht/min. Die Tiere erhielten t&glich
Cilostazol oder NaCl-Glucose-L&sung (Kontrolle). Mittelwert £ SEM, *p<0.05 vs. nicht-behandelte Kontrollen.

6.3 Lebergewicht

Am Ende des jeweiligen Beobachtungszeitraums wurde das Restlebergewebe entnommen und
das Feuchtgewicht unmittelbar im Anschluss ermittelt (siehe Tab. 3 und 4). Dabei wurde das
Lebergewicht in Relation zum Kdérpergewicht berechnet. Eine signifikante Zunahme des
Lebergewichtes konnte an Tag 3 und Tag 6 festgestellt werden. Es konnte an Tag 6 unter
Cilostazol-Behandlung eine 12% Zunahme des Lebergewichts im Vergleich zur Placebo
Behandlung beobachtet werden. Das Ausgangslebergewicht war zum Ende des

Beobachtungszeitraums noch nicht erreicht (siehe Abb. 11).

Cilostazol 4,1+0,2 45+0,2 48+0,1 4,7+0,2
NaCl-Glucose JEEXEIW 42+0,2 45+0,2 45+0,2

Tabelle 3: Reseziertes Lebergewicht.

Reseziertes Lebergewicht als Feuchtgewicht in den resezierten Tieren 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) sowie nach
144h (Tag 6) nach erfolgter 70% Leberresektion. Angaben in g Leberfeuchtgewicht. Die Tiere erhielten taglich Cilostazol
oder NaCl-Glucose-L&sung (Kontrolle).

Kontrolle Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 6
Cilostazol 76+04 2,3+0,1 3,8+0,3 55%£0,3 56+0,3
NaCl-Glucose 72+0,3 2,6 0,2 34+0,2 51+£0,3 52+0,2

Tabelle 4: Explantiertes Lebergewebe.
Explantiertes Lebergewebe am Ende des Versuchs in nicht-resezierten Tieren (Kontrolle) sowie resezierten Tieren 30min

(Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) sowie 144h (Tag 6) nach erfolgter 70% Leberresektion. Angaben in g Leberfeuchtgewicht.
Die Tiere erhielten taglich Cilostazol oder NaCl-Glucose-L&sung (Kontrolle).
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Abbildung 11: Leberregenerationsrate.

Leberregenerationsrate der Tiere 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die
Tiere erhielten taglich Cilostazol (schwarze Balken) oder NaCl-Glucose-L&ésung (weile Balken). Mittelwert + SEM, *p<0.05
vs. nicht-behandelte Kontrollen.

6.4 Leberhistologie Hdmatoxylin-Eosin (H&E)

Um den hepatozellularen Schaden durch die Leberresektion zu quantifizieren, wurde eine
verblindete semiquantitative Analyse der intrazytoplasmatischen Vakuolisierung der
Hepatozyten anhand von HE gefarbten Leberschnitten durchgefihrt.

In der Kontrollgruppe ohne Leberresektion konnte gezeigt werden, dass die
Préakonditionierung mit Cilostazol im Vergleich zur Placebo behandelten Kontrolle die
hepatozelluldre Integritat nicht beeinflusst.

Bei den resezierten Tieren zeigte sich jedoch, dass durch Cilostazol-Behandlung eine
signifikante Reduktion der Vakuolisierung an Tag 3 und Tag 6 im Vergleich zum Placebo
erreicht werden konnte. Cilostazol konnte jedoch nicht die friih eintretende Vakuolisierung

unmittelbar nach Resektion reduzieren (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12: Semiquantitative Analyse der hepatozelluldrenVakuolisierung.

Hepatozellulare Vakuolisierung der nicht-resezierten Tieren (Kontrolle) sowie der Tiere 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h
(Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70% Leberresektion. Die Tiere erhielten téglich Cilostazol (schwarze Balken) oder NaCl-
Glucose-Losung (weille Balken). Die Vakuolisierung wurde in die Grade 0-4 eingeteilt; Grad 0 = keine (0% der Hepatozyten
weisen das Merkmal auf), Grad 1 = gering (<10% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf), Grad 2 = leicht (10%-25% der

Hepatozyten), Grad 3 = méaRig (25%-50% der Hepatozyten), Grad 4 = stark (>50% der Hepatozyten). Mittelwert + SEM,
#p<0.05 vs. Kontrolle, *p<0.05 vs. nicht-behandelte Kontrollen.

6.5 Immunhistochemie

6.5.1 Caspase-3

Die Auswertung der Anzahl der Caspase-3 positiven Zellen, welche ein Hinweis auf den
apoptotischen Zelluntergang ist, lag in allen Gruppen unter 1%. Dies anderte sich im

gesamten Beobachtungszeitraum, auch nach Resektion, nicht.

6.5.2 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und Leberregeneration

Die mitotische Aktivitat im Lebergewebe wurde durch eine immunhistochemische Férbung
der PCNA-Expression bestimmt. Hier zeigte sich vor allem an Tag 1 und Tag 3 nach
Resektion eine deutliche Zunahme der PCNA-positiven Zellen pro HPF in beiden

Versuchsgruppen. Die Cilostazol-Behandlung flihrte zu diesen beiden Zeitpunkten zu einer
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signifikanten  Steigerung der Proliferationsrate im Vergleich zur Placebogruppe.
Bemerkenswerterweise zeigte sich unter Kontrollbedingungen ohne Resektion eine
gesteigerte PCNA-AKtivitat (siehe Abb. 13).

Die Leberregenerationsrate zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Cilostazol
behandelten Tieren und den Placebo behandelten Tieren an Tag 1 nach Leberresektion. Es
konnte jedoch eine signifikant hthere Regenerationsrate in den Cilostazol behandelten Tieren

an Tag 3 und Tag 6 festgestellt werden.
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Abbildung 13: Hepatozellulére Proliferation (PCNA Immunhistochemie).

Die Bilder A und B zeigen repréasentative lichtmikroskopische Fotografien PCNA-positiver Zellen (Pfeile) von
Lebergewebeschnitten an Tag 1 nach Leberresektion aus dem Restlebergewebe eines nicht-behandelten Tieres (A) sowie eines
Cilostazol behandelten Tieres (B), Vergroferung 200-fach. (C) zeigt die quantitative Analyse PCNA-positiver Zellen der nicht-
resezierten Tieren (Kontrolle) sowie der Tiere 30min (Tag 0), 24h (Tag 1), 72h (Tag 3) und 144h (Tag 6) nach 70%
Leberresektion. Die Tiere erhielten t&glich Cilostazol (schwarze Balken) oder NaCl-Glucose-Lésung (weile Balken).
Mittelwert + SEM, “p<0.05 vs. Kontrolle, Mittelwert = SEM, *p<0.05 vs. nicht-behandelte Kontrollen.
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6.6 Transforming Growth Factor-p und Vascular Endothelial Growth Factor Expression

Die Auswertung der PCR bezlglich der TGF-B-Genexpression ergab keine signifikanten
Unterschiede nach Leberresektion zwischen den Cilostazol behandelten Tieren und den
Placebo behandelten Tieren an Tag 1 und Tag 6. Die Genexpression von VEGF zeigte leicht
hohere Werte im verbliebenen Restlebergewebe an Tag 1 nach Resektion in den Cilostazol
behandelten Tieren (4,16+0,66 vs. 3,544+0,89). An Tag 6 nach Leberresektion zeigte sich
sogar ein 3-facher Anstieg der VEGF Genexpression in der Cilostazol Gruppe im Vergleich
zur Placebo Gruppe (6,17+2,32 vs. 1,93+0,49). Aufgrund der weiten Streuung der Daten
konnte hier jedoch keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.

Die Auswertung der VEGF-Proteinexpression im Western Blot ergab statistisch signifikant
héhere Werte in den Cilostazol behandelten Tieren an Tag 1 und 6 nach Leberresektion im
Vergleich zur Placebo Gruppe (siehe Abb.14).
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Abbildung 14: Vergleich der VEGF-Expression in Cilostazol-behandelten Tieren und Kontrolltieren.
Western Blot Analyse der VEGF-Expression an Tag 1 (A) sowie an Tag 6 (B,C) nach 70% Leberresektion. Die Tiere

erhielten taglich Cilostazol (schwarze Balken) oder NaCl-Glucose Ldsung (weile Balken). Mittelwert £ SEM, *p<0.05 vs.
nicht-behandelte Kontrollen.
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7 DISKUSSION

Die vorliegende Studie diente der detaillierten Untersuchung der hepatischen Perfusion und
Regeneration unter dem Einfluss von Cilostazol, einem Phosphodiesterase-111-Hemmer. Als
Modell diente die 70% Leberresektion nach Higgins und Anderson. Ziel der Studie war es
darzulegen, in wie weit eine Behandlung mit Cilostazol die hepatische Perfusion sowie die
Regeneration nach ausgedehnter Resektion verbessert. Die Experimente wurden an
spontanatmenden, anésthesierten und laparotomierten Ratten durchgefuhrt.

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Diskussion des Modells

Die Leberresektion, insbesondere die 70% Leberresektion, ist ein gangiges Verfahren,
welches in Tiermodellen angewendet wird, um die Leberregeneration zu untersuchen (Fausto,
2000). Die 70% Hepatektomie nach Higgins und Anderson ist eine seit Jahrzehnten etablierte
Technik und weiterhin ,,State of the Art* (Higgins, 1931). Die Methode verlduft in der Regel
komplikationslos und kann innerhalb von etwa 20 Minuten unter einer Kkurzen
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefuhrt werden. Insbesondere die 70% Leberresektion
ist ein etabliertes VVerfahren, um den Stimulus der Leberregeneration untersuchen zu kdnnen
(Court et al., 2004). Bedeutsam ist, dass die Entfernung des zu resezierenden Gewebes nicht
mit einer massiven Nekrose am verbliebenen Gewebe einhergeht, denn die multilobulare
Anatomie der Rattenleber erlaubt eine einfache und saubere Resektion des Gewebes. Somit
wird die Regeneration gleich zu Beginn nicht durch Vorgange wie Makrophagen- und
Leukozytenmigration infolge von Nekrose oder entziindlichen Prozessen beeinflusst. Die
Hepatektomie initiiert unmittelbar die Regeneration ohne Komplikationen durch entzlindliche
Prozesse. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Resektion in relativ kurzer Zeit durchgefihrt
werden kann, somit kénnen die Regenerationsprozesse prazise zeitlich eingeordnet werden
(Michalopoulos, DeFrances, 1997; Michalopoulos, 2007, 2010). Nachteil des Modells ist
jedoch, dass die menschliche Leber einen anderen anatomischen Aufbau als die der Ratte
besitzt. Gerade das zuvor erwéhnte Fehlen von nekrotischen oder entzlindlichen Prozessen
durch die Resektion in diesem Modell, sollte bei der Ubertragung auf den Menschen

beriicksichtigt werden (Michalopoulos, 2010).

37



Diskussion

Ausgedehntere Resektionsmodelle sind zwar mdglich, dabei zeigt sich jedoch dass die
Mortalitatsrate stark erhoht ist und so eine ausfiihrliche Analyse der Regeneration nur
begrenzt moglich ist (Panis et al., 1997).

7.1.2 Auswahl und Applikation des Phosphodiesterase-111-Inhibitors

Das in der Studie verwendete Medikament Pletal® beinhaltet den Wirkstoff Cilostazol, 6-[4-
(1-Cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-dihydro-2(1H)-chinolinon.

Cilostazol ist ein selektiver Phosphodiesterase-IlI-Inhibitor, der vor allem zur
symptomatischen Behandlung von arteriellen Durchblutungsstérungen (pAVK) eingesetzt
wird. Ausschlaggebend fur die Verwendung eines PDE-IlI-Inhibitors waren die Haufigkeit
seiner Verwendung in experimentellen und klinischen Studien, sowie die mdgliche
Bedeutung in zukinftigen Experimenten aufgrund der speziellen Eigenschaften des
Wirkstoffes (Ikegami et al., 2001; Akcan et al., 2006; Kume et al., 2006). In zahlreichen
Studien wurden die chemischen und physiologischen Eigenschaften von Cilostazol auf die
unterschiedlichsten Organe bereits vorbeschrieben. Weitere Vorteile von Cilostazol sind die
bereits vorhandene Kklinische Zulassung des Wirkstoffs sowie die Mdglichkeit einer einfachen
oralen Applikation.

Cilostazol besitzt vielfaltige Wirkungen auf den Organismus. Cilostazol wirkt beispielsweise
antithrombogen. Des Weiteren besitzt es vasodilatative Eigenschaften. Darliber hinaus
werden dem Wirkstoff proangiogene und antioxidative Effekte zugesagt. Ferner werden
antifibrogene und antisteatogene Wirkungen beschrieben. Cilostazol erhéht den Blutfluss zu
den Extremitdten. Ebenso wird der Substanz eine Verbesserung der Serumlipide zugesagt,
indem es die Triglyceride senkt und den HDL-Cholesterinspiegel anhebt. Es inhibiert das
Wachstum von glatten Muskelzellen (SMC). Seine antithrombotische Wirkung entfaltet es
uber die Hemmung der Phosphodiesterase. Folglich wird der Abbau von cyclischem
Adenosinmonophosphat verhindert (cCAMP), das wiederum Thromboxan A2 inaktiviert.
Seinen vasodilatatorischen Effekt erreicht es iber einen Anstieg von Stickstoffmonoxid (NO).
Ein weiterer Vorteil von Cilostazol, gerade im Hinblick auf die Untersuchung der
Leberregeneration ist, dass es zum grofiten Teil (iber die Niere metabolisiert wird und somit
zu keiner Beeintrachtigung der Leberfunktion fuhrt (Schror, 2002; Weintraub, 2006).
Cilostazol inhibiert zudem sowohl die primére als auch die sekundére
Thrombozytenaggregation (Kimura et al., 1985; |Ikeda et al, 1987). Die
thrombozytenaggregationshemmenden Eigenschaften besitzt Cilostazol aufgrund der
Fahigkeit den intrazellularen cAMP Spiegel anzuheben (Okuda et al., 1992). Trotz dieser
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Eigenschaften konnte nachgewiesen werden, dass Cilostazol weder die Blutungszeit
verlangert noch das Risiko einer spontanen Blutung anhebt (Elam et al., 1998; Tamai et al.,
1999).

Joe et al. konnten in ihrer Studie an M&usen nachweisen, dass Cilostazol den Ischdmie-
Reperfusionsschaden an der Leber senken kann (Joe et al., 2015). In einer weiteren Studie
konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibierung der PDE-3 eine Verringerung der
endothelialen Entziindungsprozesse bewirkt und somit den Ischdmie-Reperfusionsschaden an
der Leber reduziert (von Heesen et al., 2015). Cilostazol senkt weiter den cholestatischen
Leberschaden bei Verschluss des Ductus choledochus durch signifikante Reduktion des
portalen Druckes sowie die entziindlichen und fibrotischen Prozesse in der Leber (Abdel
Kawy, 2015). Shimizu et al. konnte ebenfalls antifibrotische Eigenschaften durch die
Verabreichung von Cilostazol nachweisen (Shimizu et al., 1999). Ferner konnte durch
Préakonditionierung mit Milrinon, ebenfalls einem Phosphodiesterease-I111-Hemmer, gezeigt
werden, dass die Mikrozirkulation verbessert und der hepatozellulare Schaden reduziert
werden konnte (Ikegami et al., 2001; Kume et al., 2006).

Aufgrund der bis dato vorliegenden Studienergebnisse sollte nun im vorliegenden Modell
durch die Verabreichung von Cilostazol der ,arterial buffer response® entgegengewirkt
werden und so der hepato-arterielle Blutfluss nach Resektion gesteigert werden. Zudem sollte
durch Cilostazol die Regenerationsrate der Leber und der hepatozellulare Schaden nach
ausgedehnter Resektion verringert werden.

Die verabreichte Dosis war 5mg/kg/KG. Diese wurde jeweils morgens und abends per os
gegeben, um den Plasmaspiegel bei einer Halbwertszeit von 10h ann&hernd konstant zu
halten. Die Dosierung wurde gewahlt um einen ausreichenden Wirkspiegel bei der Ratte zu
erzielen (Schror, 2002).

7.1.3 Untersuchungsmethoden

7.1.3.1  Makrohamodynamikanalyse mittels Ultraschall-Fluss-Messung

Mittels perivaskuldren Ultraschallflussmesssonden kann eine exakte Echtzeitmessung des
Blutflusses der Arteria hepatica und der Vena portae durchgefuhrt werden. Prinzip dieser
Methode ist die Ermittlung der Dopplerverschiebung des Streulichts der bewegten Teilchen,
hier der Blutbestandteile, welche mit Laserlicht beleuchtet werden. Das Resultat wird in
ml/min pro Gramm Lebergewicht ermittelt. Vorteil dieser Methodik ist die einfache
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Handhabung und die beliebige Reproduzierbarkeit der Messung. Artefakte kdnnen durch
Bewegung oder nicht korrekten Kontakt zum messenden Blutgefal? entstehen. Eine Ruptur
des Gefales durch Anlegen der Messsonde ist bei korrekter Handhabung nahezu

ausgeschlossen.

7.1.3.2  Perfusionsanalyse des Leberparenchyms mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF)

Mit der Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) kann sowohl eine invasive als auch eine nicht-
invasive Flussmessung eines Gewebes durchgefuhrt werden. In dieser Studie wird die nicht-
invasive Methode verwendet. Bei der LDF wird monochromatisches Laserlicht auf das
Lebergewebe abgegeben. Das Prinzip basiert auf der Ermittlung der Dopplerverschiebung des
Streulichtes eines bewegten Objektes, welches mit Laserlicht beleuchtet wird, in diesem Fall
der Erythrozyten. Das Resultat kann in ein akustisches oder visuelles Signal umgewandelt
werden, um die Anderung der Mikrozirkulation darzustellen. In der vorliegenden Studie
wurde zur Darstellung der Mikrozirkulation die relative Einheit aU (arbitrary Unit)
verwendet. Vorteil der LDF ist die beliebige Wiederholbarkeit der Messung, ohne dass das zu
untersuchende Gewebe Schaden nimmt. Zu bertcksichtigen ist allerdings, dass es durch
Bewegung, beispielsweise durch Atemverschiebungen des Gewebes, zu Artefakten in der
Messung kommen kann. Ein weiterer Nachteil ist die Limitierung der Eindringtiefe des
Lasers in das Gewebe. Sie betrdgt in etwa 2mm. So kénnen ausschlieBlich die oberflachlich

verlaufenden GeféaRRe zur Messung der Mikrozirkulation herangezogen werden.

7.1.3.3  Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

Zur ersten Einschédtzung des Leberschadens nach 70% Hepatektomie wurden aus dem nach
Versuchsende asservierten Restlebergewebe HE-Schnitte hergestellt und histologisch
untersucht. In dieser Farbung wird in semiquantitativer Auswertung die zytoplasmatische
Vakuolisierung der Hepatozyten untersucht. Die Vakuolisierung ist ein Indikator der
hepatozelluldren Integritdt und somit kein Apoptosenachweis, sondern ein Zeichen von
Zellstress (Kollmar et al., 2007; von Heesen et al., 2011).

In der Literatur finden sich lange Diskussionen dber den besten Nachweis der
hepatozelluldren Apoptose. So gibt es beispielsweise biochemische Verfahren zum Nachweis
wichtiger Enzyme der Apoptose (Caspasen) oder zum Nachweis von DNA-Strangbriichen
(TUNEL-Assays) (Kohli et al., 1999). Die einfache, rein morphologische Beurteilung am HE-
gefarbten Lebergewebe stellt jedoch weiterhin den Goldstandard dar. Dieses Verfahren kann
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dann durchaus durch weitere biochemische Verfahren untermauert werden (Gujral et al.,
2001).

7.1.3.4  Proliferating Cell Nuclear Antigen und Caspase-3

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden Féarbungen mit Antikdrpern gegen
Caspase-3 und PCNA angefertigt. Die Auswertung dieser Schnitte erfolgte ebenfalls
semiquantitativ. PCNA ist ein Protein, welches wahrend der DNA Replikation die DNA als
Ring umgibt, es wird deshalb auch als Ringklemmenprotein bezeichnet (Paunesku et al.,
2001). PCNA wird von Zellen in der G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus exprimiert. Da
das Protein jedoch in der GO-Phase der Zelle nicht produziert wird, kann somit die
Proliferation einer Zellpopulation gemessen werden (Kurki et al., 1986). Der Peak der PCNA-
Expression findet in der spaten G1-Phase sowie in der S-Phase statt (Scholzen, Gerdes, 2000).
Als alleiniger Nachweis der Zellproliferation ist PCNA jedoch nicht geeignet. Dennoch ist es
eine gute Methodik, um diese zu quantifizieren (Assy, Minuk, 1997).

Caspasen sind Cysteinproteasen, welche Peptidbindungen schneiden. Caspase-3 ist ein
Marker fir den apoptotischen Zelltod. In der Literatur finden sich zahlreiche Kontroversen
uber die Methodik fur den Nachweis von Apoptosen. Einige Autoren bezeichnen die
immunhistochemische Farbung mittels Caspase-3 sogar als die Methode der Wahl zum
Nachweis von Apoptose (Kohli et al., 1999; Shalini et al., 2015). Dahingegen beschreibt
beispielsweise Gujral et al. eine rein morphologische Betrachtung des Zellkerns als Methode
der Wahl zur Festlegung von apoptotischen VVorgangen (Gujral et al., 2001). So kann die
alleinige Methode des TUNEL-Assays zur Detektion von apoptotischen Zellvorgangen nicht
verwendet werden, da nekrotische Zellen ebenfalls TUNEL-positiv sind. Deshalb muss
zusatzlich die Morphologie der Zelle mit in Betracht gezogen werden (Gujral et al., 2001).
Des Weiteren konnte Gujral et al. in einem Reperfusionsmodell der Leber nach kalter oder
warmer Ischamie zeigen, dass die Aktivitat der Caspasen-Enzyme und hier insbesondere
Caspase-3 nicht signifikant erhoht ist (Gujral et al., 2001).

Fur samtliche semiquantitative Auswertungen der histologischen Praparate wurde folgender
Score verwendet: Grad 0, 0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf; Grad 1 <10% der
Hepatozyten weisen das Merkmal auf; Grad 2 10% - 25% der Hepatozyten weisen das
Merkmal auf; Grad 3 25% - 50% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf; Grad 4 >50% der
Hepatozyten weisen das Merkmal auf (Kollmar et al., 2007). Vorteil dieses Scores ist die
einfache Anwendung und die hdufige Verwendung in der Literatur.
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7.1.3.5 Western Blot

Zum Nachweis von VEGF und TGF-$ wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Hierbei
wurde die VEGF und TGF-p Genexpression untersucht. Lee et al. konnten in ihrer Studie
zeigen, dass die Behandlung mit Cilostazol eine durch Diabetes mellitus Typ I hervorgerufene
Nephropathie in ihrem klinischen Verlauf abmildern kann, indem es den oxidativen Stress
reduziert. Der Pathomechanismus I&sst sich durch die Inhibition der TGF-f3 Expression durch
Cilostazol erkléaren (Lee et al., 2010). Da TGF-p die frihe Proliferationsphase nach
Hepatektomie reduziert, kann angenommen werden, dass Cilostazol durch die Inhibition der
TGF-B Expression die Regenerationsrate verbessert (Russell et al., 1988). Bedauerlicherweise
konnte dies in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Eine Inhibition von der
TGF-pB Produktion konnte in den Cilostazol behandelten Tieren nicht festgestellt werden.
Allerdings konnte durch die Western Blot Analyse zum ersten Mal eine vermehrte VEGF
Produktion durch Cilostazol nachgewiesen werden. Cilostazol steigert die Phosphorylierung
der Proteinkinase 2 (CK 2) (Kim et al., 2004). Feng et al. zeigte in einer Studie, dass CK 2 ein
Regulator der Angiogenese ist (Feng et al., 2012).

7.2 Diskussion der Ergebnisse

7.2.1 Makro- und Mikroperfusion der Leber

7.2.1.1 Portalvendser Blutfluss

In zahlreichen Studien beziglich der Leberresektion und Lebertransplantation wurde ein
Anstieg des portalventsen Blutflusses nach Resektion oder Transplantation beschrieben (Man
et al., 2001; Man et al., 2003; Eipel et al., 2005; Fondevila et al., 2010). Auch in der
vorliegenden Studie fand sich sowohl direkt nach Resektion als auch nach 24h eine deutliche
portalvendse Hyperperfusion sowohl in der behandelten als auch in der nicht-behandelten-
Gruppe. Es konnte nun gezeigt werden, dass auch in den nicht resezierten Tieren nach einer 5-
tagigen Behandlung mit Cilostazol ein signifikanter Anstieg des portalvendsen Blutflusses zu
verzeichnen ist. Halverscheid et al. konnten durch Hemmung der Phosphodiesterase-V
ebenfalls einen Anstieg der portalvendsen Blutzufuhr verzeichnen (Halverscheid et al., 2009).
Hierbei ist anzunehmen, dass Cilostazol durch die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS) die Stickstoffmonoxid-Produktion Gber cAMP-, Proteinkinase A- sowie PI3K/Akt-
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abhangige Mechanismen anregt. Dies bewirkt Uber das Endothel eine Vasodilatation
(Hashimoto et al., 2006). Zudem fihrt es zu einer Steigerung des Herzzeitvolumens sowie der

viszeralen Perfusion.

7.2.1.2  Hepato-arterieller Blutfluss

Die Auswertung des hepatischen arteriellen Blutflusses zeigte, wie schon beim vendsen
Blutfluss, einen signifikanten Anstieg bei den nicht resezierten Tieren nach
Préakonditionierung mit Cilostazol. Dies ist ebenso mit einer erhdhten NO-Synthese durch
Cilostazol zu erkléaren. Die 70% Leberresektion fuhrte im Vergleich zu den nicht resezierten
Tieren zwar zu einem Abfall des arteriellen Zuflusses, dennoch zeigte sich der arterielle
Blutfluss in den Cilostazol behandelten Tieren im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren
héher. Eine statistische Signifikanz konnte hier an Tag 6 des Beobachtungszeitraums erreicht
werden. Durch den oben beschriebenen Anstieg des portalvendsen Blutflusses wére eigentlich
im Sinne der HABR ein Abfall des arteriellen Blutflusses zu erwarten gewesen. Dies spielt
besonders nach ausgedehnten Resektionen oder ,,small-for-size*“ Transplantationen eine
wesentliche Rolle (,,small-for-size*“-Syndrom). Der erhohte portalvendse Blutfluss flhrt zu
einer kritischen Reduktion der arteriellen Perfusion. Dieser kompensatorische Mechanismus
basiert auf dem ,,Washout” von Adenosin im Mall-Raum (Lautt, 1985). Es konnte gezeigt
werden, dass die HABR sowohl nach Transplantation eines ganzen Organs als auch
unmittelbar nach Reperfusion von Leberteiltransplantationen intakt ist (Henderson et al.,
1992; Marcos et al., 2000). Insbesondere der Abfall der arteriellen Blutzufuhr nach
ausgedehnter Hepatektomie oder ,,small-for-size® Transplantation kann zu einem akuten
Leberversagen fiihren. Weiter konnte Kelly et al. zeigen, dass insbesondere das ,,small-for-
size“-Syndrom mit einer abnormen HABR verbunden ist. Ferner zeigte sich in derselben
Studie, dass trotz des Rickgangs des portalvendsen Blutflusses auf Normwerte, die
Vasokonstriktion der Arteria hepatica weiter anhielt (Kelly et al., 2009).

In der nun vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die selektive Inhibition
der Phosphodiesterase-111 durch Cilostazol sowohl den portalvendsen als auch den arteriellen
Blutfluss zur Leber ohne Resektion erhoht. Auch nach erfolgter 70% Hepatektomie konnte
durch Cilostazol ein erhohter arterieller Blutfluss zum Restlebergewebe beobachtet werden
trotz des gleichzeitig erhdhten portalvendsen Zuflusses.

Cantre et al. konnten in einer Studie, in der Ratten einer 85% Hepatektomie unterzogen
wurden, zeigen, dass durch Gabe von Molsidomin, einem Stickstoffmonoxid-Donator, dem

Absinken des arteriellen hepatischen Zuflusses entgegengewirkt werden kann (Cantre et al.,
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2008). Sowohl die Steigerung des portalvendsen als auch des arteriellen Zuflusses in der hier
vorliegenden Studie kann durch die vermehrte Expression der Angiogenese-exprimierenden
Gene erklart werden, allen voran die des eNOS kodierenden Gens (Hashimoto et al., 2006;
Fujita et al., 2008). Die Erhohung des hepatischen Blutflusses nach Resektion durch
Cilostazol erklért sich ferner durch die Tatsache, dass Cilostazol die Wiederaufnahme von
Adenosin blockiert und dadurch dessen interstitielle Konzentration steigert (Liu et al., 2000).
Die Erhohung der Adenosin-Konzentration kdnnte somit die vasodilatatorische Kapazitét der
Arteria hepatica erhalten und so dem ,,Washout“ von Adenosin im Mall-Raum durch die

portale Hyperperfusion entgegenwirken (Lautt, 2007).

7.2.1.3  Hepatische mikrovaskulare Perfusion

Im vorliegenden Experiment zeigte sich die Mikroperfusion durch die Cilostazol-Behandlung
in den nicht resezierten Tieren ebenfalls erhoht. Gleichermalen ergab die Behandlung eine
Erh6hung der Mikroperfusion nach Resektion im Vergleich zur Kontrolle. Beide Phanomene
lassen sich durch den gesteigerten hepatischen Gesamtblutfluss erklaren.

In zahlreichen Studien konnte belegt werden, dass die postoperative Rekonvaleszenz nach
ausgedehnter Leberresektion nicht allein eine Frage der GroRe des verbliebenen
Restlebergewebes ist, sondern die Mikrozirkulation ebenfalls eine wichtige Rolle spielt
(Eguchi et al., 2003; Garcia-Valdecasas et al., 2003; Troisi et al., 2003; Glanemann et al.,
2005). Es zeigte sich beispielsweise bei Leberlebendtransplantationen, dass der erhohte
portalventse Blutfluss und die damit einhergehende Steigerung der Mikrozirkulation einen
positiven Effekt auf die hepatozellulare Regeneration hat (Eguchi et al., 2003; Garcia-
Valdecasas et al., 2003). Allerdings wurde in einigen Studien nachgewiesen, dass gerade eine
gesteigerte hepatische Mikroperfusion, insbesondere durch einen gesteigerten portalvendsen
Blutfluss zu einer Schadigung des verbliebenen Restlebergewebes fiihrt. Ahnliche
Beobachtungen konnten auch im Falle einer ,,small-for-size* Transplantation beobachtet
werden (Ku et al.,, 1995). Der genaue Mechanismus, welcher zu einer Schadigung des
Lebergewebes bei einer ,,small-for-size* Transplantation fiihrt, ist noch nicht vollstdndig
geklart. Die Lebersinusoide spielen jedoch eine Schlisselrolle im Funktionserhalt des
Restlebergewebes oder Spenderorgans. Der erhéhte portalvendse Blutfluss kann zu erhdhtem
Scherstress und somit zur Zerstérung der Lebersinusoide fihren. GleichermaRen kann die
reduzierte arterielle Perfusion zu einer Hypoxie flhren, was zu einer Schadigung der
Lebersinusoide flhrt (Schmucker, Curtis, 1974; Rodriguez et al., 1991; Vollmar et al., 1994;
Fujiwara et al., 1995).
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In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe von Cilostazol und
die dadurch hervorgerufene Vasodilatation eine deutliche Reduktion des Scherstresses
erreicht wird. Das ,,small-for-size*-Syndrom konnte folglich in der Behandlungsgruppe nicht
beobachtet werden. Dies wurde auch durch andere Studien belegt. Halverscheid et al. haben
nachgewiesen, dass es durch die Behandlung mit einem PDE-5 Hemmer zu einer Senkung des
portalvendsen und arteriellen Widerstands kommt, wodurch ein Anstieg des portalvendsen,
arteriellen und parenchymalen Blutfluss zu verzeichnen war (Halverscheid et al., 2009).

7.2.2 Hepatische Zellintegritat und apoptotischer Zelltod

In der vorliegenden Studie zeigte die Gabe von Cilostazol in den nicht resezierten Tieren
keinen Unterschied hinsichtlich der Zellintegritat im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der
Kontrollgruppe konnte nach 70% Resektion ein signifikanter Anstieg der hepatozellulédren
Vakuolisierung beobachtet werden. Die erhohte zytoplasmatische Vakuolisierung kann als
Zeichen der zelluldren Desintegritat gewertet werden. Cilostazol konnte einen initialen
Anstieg der Vakuolisierung ebenfalls nicht verhindern. Jedoch konnte im untersuchten
Beobachtungszeitraum an Tag 3 und Tag 6 eine Reduzierung der Desintegritat in der
Cilostazol-behandelten Gruppe gezeigt werden. Ogawa et al. zeigten in einem
Zellkulturmodell, dass durch eine Hypoxie die Permeabilitit der Endothelzellen aus der Aorta
und Arteria pulmonalis des Rindes gegenlber Albumin und niedermolekularen Stoffen
deutlich ansteigt. Diese erhohte Permeabilitét ist mit einem Abfall des intrazellularen cAMP-
Spiegels assoziiert (Ogawa et al., 1992). Demnach kann angenommen werden, dass sich
durch die Hypoxie-bedingte erhohte Permeabilitat, die Zellintegritat der Hepatozyten
verschlechtert und es folglich zu einer vermehrten Vakuolisierung der Leberzellen kommt
(Gao et al., 1991). Durch PDE-3-Inhibitoren wie beispielsweise Cilostazol kommt es zu
einem Anstieg des intrazellularen cAMPs sowohl in Endothelzellen (Sunagawa et al., 2006)
als auch in Hepatozyten (lkegami et al., 2001). Der intrazelluldre Anstieg von CAMP in den
Cilostazol-behandelten Tieren kdnnte somit eine wesentliche Rolle in der Protektion der
Endothelzellen, aber auch in der Verbesserung der hepatischen Mikrozirkulation und der

Erhaltung der hepatozelluléaren Integritédt spielen.

7.2.3 Transforming Growth Factor-p und Vascular Endothelial Growth Factor

Das Zytokin TGF-B ist ein Signalmolekdl, welches urspriinglich in Zellkulturmedien entdeckt

wurde. TGF-B hat die Féhigkeit Prozesse wie Zellproliferation und Zelldifferenzierung zu
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beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-f in Zellkulturen ein potenter
Wachstumsinhibitor von Epithelzellen, aber auch Hepatozyten ist (Russell et al., 1988). In
zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass TGF-B die DNA-Synthese, welche
beispielsweise durch Epidermal Growth Factor oder andere Wachstumsfaktoren stimuliert
wurde, in Rattenzellkulturen signifikant inhibieren kann (Carr et al., 1986; McMahon et al.,
1986; Russell, 1988). Strain et al. konnten dieses Phanomen ebenfalls in humanen fotalen
Hepatozyten nachweisen (Strain et al., 1986). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden,
dass in vivo in der Leber ein hoher Metabolismus von TGF-p stattfindet (Coffey et al., 1987).
Russell et al. zeigten, dass intravends verabreichtes TGF-B in einem Leberresektionsmodell
der Ratte in Abhé&ngigkeit von der injizierten Dosis die frihe Proliferationsphase der
Hepatozyten inhibiert. Die Proliferationsrate wurde dadurch gesenkt, indem weniger
Hepatozyten im verbleibenden Restlebergewebe in die S-Phase bergingen. Weiter konnte
jedoch gezeigt werden, dass auch nach intermittierender Gabe von TGF-B, der Effekt nach
etwa acht Tagen aufgehoben war und das Restlebergewicht dem der Kontrollgruppe entsprach
(Russell et al., 1988). Da Cilostazol inhibitorisch auf die TGF-p Expression wirkt, kann nun
spekuliert werden, dass Uber diesen Mechanismus wiederum die gesteigerte
Leberregeneration zu erklaren ist. Allerdings konnte in der vorliegenden Studie kein
signifikanter Unterschied in der Analyse beziglich der TGF-B Genexpression zwischen den
Cilostazol behandelten Tieren und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Eine Hemmung

der TGF-B Expression durch Cilostazol konnte somit nicht gezeigt werden (Lee et al., 2010).

VEGEF spielt eine wichtige Rolle in der Regeneration der Leber. So ist beispielsweise die
Angiogenese ein wichtiger Prozess wahrend der Leberregeneration. VEGF stellt unter
anderem einen Hauptregulator der physiologischen wie auch pathologischen Angiogenese dar
(Yoshida et al., 2011). In der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal nachgewiesen
werden, dass Cilostazol die Expression von VEGF nach erfolgter Hepatektomie steigert.
Yoshida et al. zeigten in ihrer Studie, dass die Expression von VEGF in der sich
regenerierenden Leber die Stimulation der Lebersinusoidzellen fordert. Diese sind wiederum
fur die Rekonstruktion der Sinusoide nach erfolgter Hepatektomie zustéandig (Yoshida et al.,
2011). Zahlreiche weitere Studien konnten nachweisen, dass Cilostazol die Angiogenese in
vivo induziert. Weiter konnte gezeigt werden, dass dieses Ph&nomen in Abhdangigkeit von
VEGF steht (Chao et al., 2012; Biscetti et al., 2013). Folglich kann die gesteigerte
Leberregeneration durch eine erhdohte VEGF-Expression durch die Cilostazol-Behandlung

durchaus erklart werden.
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7.3 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass Cilostazol eine
Steigerung des hepatischen Blutflusses hervorruft und die Leberregeneration nach 70%
Hepatektomie fordert. Dieser Prozess kann mit der verbesserten hepatischen
Mikrozirkulation, der Protektion der mikrovaskuldren Strukturen und des Parenchyms sowie
durch die in Abhédngigkeit von VEGF gesteigerten Angiogenese erklart werden.

Die vorliegende Arbeit konnte nachweisen, dass der PDE-I1I Inhibitor Cilostazol zukinftig in
der Leberchirurgie eine wichtige Rolle in der Verbesserung des postoperativen Outcomes
nach ausgepragter Leberresektion oder ,,small-for-size* Lebertransplantation spielen konnte.
Cilostazol kann demzufolge dazu beitragen, die Rate postoperativen Leberversagens zu

senken.

Es stellt sich nun die Frage der Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf den
Menschen. Ein Vorteil des in der Studie verwendeten Medikamentes, ist die bereits klinische
Zulassung des PDE-III-Inhibitors Cilostazol.

Zundéchst sollte jedoch die Frage gestellt werden, wann eine Leberresektion beim Menschen
durchgefihrt wird. Die Indikation kann beispielsweise bei einer Leber-Lebendspende gestellt
werden. Der Spender ist in diesem Falle ,,gesund“. Dies bedeutet, es besteht keine maligne
oder infektiose Grunderkrankung wie etwa eine Hepatitis. Die haufigsten Félle in denen
jedoch die Indikation zur Resektion in der Leberchirurgie gestellt wird, ist der erkrankte
Patient. Priméare Lebertumore wie das Hepatozelluldre Karzinom oder das Cholangiozellulére
Karzinom stellen hdufige Grunderkrankungen dar, seltener gutartige Tumore wie
beispielsweise Leberzysten. Der GroRteil der Tumore, die in der Leberchirurgie behandelt
werden, sind Absiedlungen anderer Tumoren, allen voran Metastasen von Colon- oder
Rektumkarzinomen. In der vorliegenden Studie konnte ausfuhrlich die proliferationsfordernde
Komponente von Cilostazol dargestellt werden. Zwangsweise stellt sich nun die Frage, wie
sich die Behandlung mit Cilostazol auf das Tumorwachstum auswirkt. Ikeda et al. konnte in
einem Leberresektionsmodell mit Ratten nachweisen, dass Cilostazol einen antiproliferativen
Effekt auf Lebermetastasen besitzt und somit sicher wéhrend der Leberregeneration nach
einer Hepatektomie eingesetzt werden kann (lkeda et al., 1998). Das mittlere Uberleben zeigte
sich sogar in der Cilostazol behandelten Gruppe erhoht. Ferner konnte Strowitzki et al.
ebenfalls nachweisen, dass Cilostazol das Wachstum kolorektaler Lebermetastasen im
Restlebergewebe nach ausgedehnter Resektion nicht stimuliert (Strowitzki et al., 2014).
Cilostazol scheint somit anwendbar. Zur sicheren klinischen Anwendung beim Menschen

bedarf dies jedoch noch weiterer klinischer Studien.
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