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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Generierung modifizierter Pseudoinseln zur Verbesserung der Revaskularisierung
nach Transplantation

Diabetes mellitus zahlt weltweit zu einer der schwerwiegendsten Stoffwechselerkrankungen.
Neben Akutkomplikationen, wie hypoglykédmischer Schock oder diabetisches Koma, haben
die Patienten oftmals Probleme durch periphere (Begleit-) Erkrankungen, wie z.B. Bluthoch-
druck oder Schadigungen an GefaBBen, Augen, Nieren und dem Nervensystem. Aus diesem
Grund richtet sich der Fokus der Diabetes-Therapie auf neue Strategien zum Ersatz der nicht
mehr funktionierenden B-Zellmasse. Die sogenannte Inseltransplantation hat sich dabei als
sehr erfolgversprechende Therapie herausgestellt. Hierbei werden Langerhans-Inseln aus
Spenderpankreata isoliert und dem Patienten Uber die Pfortader implantiert. Diese Therapie
ist allerdings diversen Einschrankungen unterworfen, hauptsachlich aufgrund der geringen An-
zahl der zur Verfligung stehenden Spenderorgane und der unzureichenden Revaskularisierung
der Transplantate. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob die
Generierung sogenannter modifizierter Pseudoinseln (ModPl) sich vorteilhaft auf den Erfolg

der Inseltransplantation auswirkt.

Hierfir wurden Langerhans-Inseln sowie Knochenmarkszellen aus Syrischen Gold-
hamstern isoliert. Nach Digestion der Inseln zu Einzelzellen wurden diese fir 6 Tage mit
Knochenmarkszellen als Hangender Tropfen co-kultiviert. In den so entstandenen ModP!| wur-
de nach Transplantation die Revaskularisierung untersucht und mit der von Langerhans-Inseln
und Pseudoinseln (Pl) verglichen. Des Weiteren wurde in vitro ihre Fahigkeit zur Produktion
von Insulin und anderen Insel-spezifischen Hormonen mit und ohne Stimulation Gberprift. In
einem weiteren Versuchsansatz wurde zusatzlich ihre Fahigkeit zur Wiederherstellung des nor-
moglykamischen Zustandes im diabetischen Tiermodell untersucht und ebenfalls mit dem der
Langerhans-Inseln, Pl sowie Inseln unter Co-Transplantation mit Knochenmarkszellen (KMZ)

verglichen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass ModP| besser revaskularisieren,
als Langerhans-Inseln und PI. Dies verdeutlichte sich anhand einer Uber den gesamten Ver-
suchsverlauf signifikant erhohten funktionellen Kapillardichte sowie einer signifikant vergro-

Berten revaskularisierten Flache ab Tag 3. Ebenso zeigten ModPI signifikant vergréBerte Ge-
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faBdurchmesser sowie einen erhéhten Volumenfluss ab Tag 3. Die durchflusszytometrische
Untersuchung der im ModPI-Verband enthaltenen Knochenmarkszellen ergab zudem, dass
innerhalb des Knochenmarks viele Zellen mit endothelialem und Stammzell- bzw. Progeni-
torzellcharakter enthalten waren. Die Immunhistochemie zeigte, dass die ModP| anndhernd
gleich viele Insulin-positive Zellen wie Praparate der Insel- und PI-Gruppe enthalten. Auch der
intrazellulare Gehalt von Glukagon und Somatostatin war bei den ModPI, Inseln und Pl nahezu
identisch. In vitro zeigten die ModPI, wie auch die PI, einen im Vergleich zu den Inseln etwas
geringeren Insulingehalt. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die Stimulierung der
modifizierten Pseudoinseln im Rahmen des Glukosestimulationstests ergab, dass die ModPI
erst nach Stimulierung mit hohen Glukosekonzentrationen eine adédquate sekretorische Ant-

wort zeigten.

Auch in der anschlieBend durchgefihrten in vivo Studie konnten die ModPl ihren thera-
peutischen Nutzen unter Beweis stellen. Hier waren sie im Vergleich zu allen anderen Versuchs-
gruppen am schnellsten dazu in der Lage den Blutzucker zu normalisieren. Das Ausmal3 des
wiederhergestellten normoglykéamischen Zustands war in der Gruppe der ModPl am starksten
ausgepragt. Entsprechend zeigten die Tiere der ModPI-Gruppe eine addquate Gewichtszu-
nahme. Immunhistochemisch zeigten bei den ModPI 82% aller Transplantate intrazellulares In-
sulin. Dieser Wert war hoher, als die 79% der reinen Inseln. Die CD31-Farbung zeigte Uberdies,
dass unter die Nierenkapsel transplantierte ModPI| die meisten MikrogefaBBe enthielten. Dies

bestatigte eine verbesserte Revaskularisierung im diabetischen Empfangergewebe.

Aufgrund der im Rahmen dieser Studie erhaltenen Ergebnisse kénnte die hier propa-
gierte und praktizierte Generierung in vitro modifizierter Pseudoinseln durch die Kombination
von Inselzellen und Knochenmarkszellen eine ideale Mdglichkeit zur Anreicherung des trans-
plantierfahigen Gewebes bieten. Hierbei beruht der therapeutisch relevante Effekt der modi-
fizierten Pseudoinseln in der verbesserten Revaskularisierung der Transplantate im Empfanger

unter gleichzeitiger Einsparung von B-Zellen bei erhaltener sekretorischer Kapazitat.
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2. Summary

2.1 Modified pseudoislets enhance revascularization after transplantation

Diabetes mellitus is one of the most serious metabolic disorders. In addition to acute compli-
cations, such as hypoglycemic shock or diabetic coma, patients often suffer from concomitant
diseases, such as hypertension and damage to blood vessels, eyes, kidneys and the nervous
system. For this reason diabetes therapy focuses on new strategies for the replacement of the
nonfunctional B-cell mass, including islet (cell) transplantation. Therefore, pancreatic islets are
isolated from donor pancreata and transplanted via the portal vein. However, this therapy is

limited because of various restrictions, mainly due to lack of donor organs and an insufficient

revascularization of the grafts. In the present study we investigated whether the generation of
modified pseudoislets (ModPl), which include bone marrow cells, has an advantageous effect

on the success of islet transplantation.

For this reason, pancreatic islets and bone marrow cells were isolated from Syrian gol-
den hamsters. After digestion of the islets into single cells, these were co-cultured with bone
marrow cells for 6 days in hanging drops. Revascularization of these ModPI| was analyzed by
intravital microscopy and compared with that of pancreatic islets and pseudoislets (Pl). Fur-
thermore insulin production and endocrine pancreatic hormone expression was tested in vitro
with and without stimulation. Finally, restoration of normoglycemia was analyzed after ModPlI
transplantation in a diabetic animal model and compared with that of pancreatic islets, Pl and

islets that were co-transplanted with the equivalent amount of bone marrow cells.

ModPI showed an accelerate and improved vascularization compared to pancreatic
islets and PI. This became obvious by a significantly increased functional capillary density and
a significantly enlarged revascularized tissue area. Likewise ModP| showed increased vessel
diameters and an increased volumetric blood flow. Flow cytometric analysis of the bone mar-
row cells of the ModPI showed a considerable number of cells with endothelial, stem cell and
progenitor cell characteristics. Immunohistochemistry showed that ModPI contained the same
number of insulin-positive cells as observed in islets and Pl. Moreover, the intracellular con-
tent of the two other endocrine pancreatic hormones glucagon and somatostatin was almost
identical in ModP!, islets and Pl. Comparing the insulin protein production, ModPI showed

slightly, but not significantly lower insulin levels than islets, but similar levels compared to PI.

3
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The stimulation of the ModP!I in the glucose stimulation test revealed an increased secretory

response only after high glucose stimulation.

In a second in vivo study, the ModPl showed an effective therapeutic benefit. They
were able to normalize blood glucose after transplantation faster than islets and islets with co-
transplanted BMCs, whereas Pl could not revert glycemic derailments at all. In addition, blood
glucose levels were lowest after ModPI transplantation. Accordingly, the animals of the ModPI
group showed the best weight gain during the experimental period. Histologically, 82% of
all investigated transplants of the ModPI group showed positive staining for insulin, which
was even higher than that of the islet group with 79%. CD31 stainings confirmed that ModPls
developed the most microvessels, indicating the improved revascularization in the diabetic

recipient tissue.

Based on the results of the present study, the generation of modified pseudoislets
by combination of islet cells and bone marrow cells may represent an ideal tool to enrich
the transplantable tissue. The therapeutic benefit of the modified pseudoislets includes the
enhanced revascularization of the grafts and a reduced mass of islet tissue for maintaining an

adequate secretory capacity.
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3. Einleitung

3.1 Die Entdeckung der Langerhans-Inseln und des Insulins

Die Symptomatik des Diabetes mellitus wurde bereits um ca. 1500 v. Chr. in dem altédgyptischen
Papyrus Ebers als eine mit einem vermehrten Harnfluss zusammenhéngende Erkrankung be-
schrieben und aufgrund der damit einhergehenden Glukosurie als ,,HonigstBer Durchfluss”
bezeichnet. Genauere Ursachen der Erkrankung waren zu diesem Zeitpunkt allerdings noch
unbekannt und es dauerte bis zum Jahr 1869 bis Paul Langerhans jr. bei Untersuchungen des
Kaninchenpankreas im Rahmen seiner Doktorarbeit zum ersten Mal einen ,Kérnchenbaum”
beschrieb. Hiermit waren die sich verzweigenden abfiihrenden Pankreasgange mit den um-
liegenden Langerhans-Inseln gemeint. Die Aufklérung der genaueren Funktion seiner Ent-
deckung sowie weitere Forschungserfolge auf diesem Gebiet erlebte Langerhans allerdings

nicht mehr, da er 1881 im Alter von nur 40 Jahren an Tuberkulose verstarb.

Oscar Minkowski wies 1892 nach, dass der Diabetes mellitus bei pankreatektomierten
Hunden durch subkutane Transplantation von Pankreasgewebe therapiert werden kann (Huis-
mans, 2005). Der franzdsische Forscher Edouard Laguesse stellte 1893 die Theorie auf, dass die
Langerhans'schen Inseln ein Sekret produzieren, das den Blutglukosespiegel reguliert (Pliska
et al., 2005). Im Jahr 1909 gab Jean de Meyer diesem hypothetischen Pankreashormon den
Namen ,Insulin”. Erst im Jahr 1921 gelang es dem kanadischen Chirurgen Frederick Grant
Banting und seinem Schiiler Charles Herbert Best aus Bauchspeicheldriisen von Hunden und
Kalbern einen Insulin-haltigen Extrakt zu isolieren, dessen intravendse Applikation bei einem
pankreatektomierten Hund zur Blutzuckersenkung fihrte. Fir ihre Ergebnisse wurden sie im

Jahr 1923 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet.

Wahrend John Jacob Abel bereits 1926 die chemische Reindarstellung des Insulin-
molekils gelang (Anderson, 2009), erfolgte die synthetische Gewinnung von Rinderinsulin
erstmalig im Jahr 1963 (Meienhofer et al., 1963). Die ersten diabetischen Patienten wurden
allerdings bereits seit 1923 mit Insulinpraparaten behandelt (Mehnert und Schulz, 1999). 1965
gelang es zum ersten Mal, funktionsfahige Inseln durch Kollagenase-Digestion des Pankreas
aus dem Meerschweinchen zu isolieren (Moskalewski, 1965). Lacy und Kostianovsky injizierten
im Jahr 1967 erstmalig die Kollagenasel6sung direkt Gber den Ausfiihrungsgang des Pankre-

as, was bewirkte, dass sich die Inseln durch gezielte Zerstorung der Stitzstrukturen wesentlich
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leichter isolieren lieBen (Lacy und Kostianovsky, 1967). Horaguchi und Merrell Gbernahmen
diese Methode und etablierten sie als Standardmethode zur Isolierung von Langerhans-Inseln,

die bis heute noch angewendet wird (Horaguchi und Merrell, 1981).

3.2 Das Pankreas
3.2.1 Aufbau und anatomische Lage

Das Pankreas ist eine quer im Oberbauch liegende ca. 15-20cm lange Drise, bestehend aus
exo-und endokrinen Anteilen. Das keilférmige Organ, welches sich in unregelmafBige Lapp-
chen untergliedert, liegt sekundar retroperitoneal zwischen Magen, Milz, Leber und den gro-
Ben BauchgefaBen (Aorta und untere Hohlvene) und steht in enger Beziehung zum Duode-
num. Die einzelnen Pankreasabschnitte (Kopf, Korper und Schwanz) werden vollstéandig von
dem Ausfihrungsgang (Ductus pancreaticus) durchzogen, welcher gemeinsam mit dem von
Leber und Gallenblase kommenden Hauptgallengang (Ductus choledochus) in den Zwélffin-
gerdarm (Duodenum pars descendens) mindet (Abb. 1A). Dieser gemeinsame Ausfihrungs-
gang endet in einer warzenférmigen Schleimhautfalte im Duodenum, der sogenannten Papilla
duodeni major. Ausgehend vom Ductus pancreaticus flieBen die zahlreichen verzweigten Zu-
flisse in die einzelnen Pankreaslappchen hinein. In manchen Fallen ist sogar ein zusatzlicher
Pankreasgang vorhanden, der Ductus pancreaticus accessorius (Abb. 1B), welcher dann Uber

die Papilla duodeni minor in das Duodenum mindet.

[V AR

Abb. 1: A: Schematische Darstellung der anatomischen Lage des Pankreas, C: Caput (Kopf), CO: Corpus
(Kérper), CA: Cauda (Schwanz). B: Anatomie des Pankreas und seiner Ausfiihrungsgange. Quelle: Henry Gray,
Anatomy of the Human Body (1918) auf http://www.bartleby.com. PM: Papilla duodeni major, DC: Ductus cho-
ledochus, DA: Ductus pancreaticus accessorius, DD: Duodenum pars decendens, DP: Ductus pancreaticus.
Quelle: Henry Gray's anatomy of the human body, 1918, www.bartelby.com/107/indexillus.html
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3.2.2 Exokrines Pankreas

Ca. 98-99% des Pankreasgewebes sind dem exokrinen Drisenanteil zugehorig und sind so-
mit fir die Bildung von Verdauungsenzymen verantwortlich. Durch das Hormon Pankreozymin
(Cholecystokinin) werden die Azinuszellen zur Abgabe von Zymogengranula in das Bicarbo-
nat-haltige, alkalische Verdauungssekret angeregt (Harper und Raper, 1949). Das Peptidhor-
mon Sekretin regt das Pankreas zur Produktion des Bicarbonat-haltigen Verdauungssekrets an
und hemmt somit die Magensaureproduktion (Bayliss und Starling, 1902). Taglich produziert
die Bauchspeicheldrise zwischen 1-1,5 | dieses alkalischen Verdauungssekrets (pH 8,3), wel-
ches die wichtigsten Eiweif3-, Kohlehydrat-, und Fett-spaltenden Enzyme enthélt (Beck, 1973).
Bis auf Amylase und Lipase liegen diese Enzyme in der Drise als inaktive Proenzyme vor und
werden zum Schutz vor einer Autodigestion des Pankreas erst im Didnndarm durch Trypsin

aktiviert (Steinberg und Tenner, 1994).

3.2.3 Endokrines Pankreas

Vom endokrinen Drisenanteil des Pankreas, dem sogenannten Inselapparat, werden Hor-
mone direkt ins Blut abgegeben. Die als Langerhans'sche Inseln bezeichneten Zellverban-
de sind Uber die komplette Bauchspeicheldrise verteilt. Die Anzahl der Inseln ist dabei im
Schwanzbereich im Vergleich zu Kopf und Kérper des Pankreas signifikant erhoht (Gustafsson
und Islam, 2007; Wittingen und Frey, 1974). Die Inseln setzen sich zum groBten Teil aus vier
verschiedenen endokrinen Zelltypen zusammen, den a-, B-, 8- und PP-Zellen. Bisher wurde
davon ausgegangen, dass ein adultes menschliches Pankreas etwa 1 Mio. Inseln enthélt. Neu-
ere Studien, in welchen Pankreata morphometrisch untersucht wurden, sprechen aber eher fur
eine Gesamtanzahl von 3,6 bis 14,8 Mio. dieser endokrinen Miniorgane (Korsgren et al., 2005;
Srinivasan et al., 2006). Trotz dieser auBBerordentlich gro3 anmutenden Anzahl macht der ge-
samte Inselapparat nur ein Gewicht von 1-2g aus, was einem Anteil von 0,8-3,8% des Gesamt-

gewebes der Bauchspeicheldrise entspricht (Hedeskov, 1980; Shapiro und Shaw, 2007).

3.3 Die Langerhans-Insel

3.3.1 Zelltypen und deren Funktion

Die GroBe der Inseln kann von wenigen hundert Zellen und einem Durchmesser von 40pm bis

zu Aggregaten von rund 5000 Zellen mit einem Durchmesser von 300-400um variieren (Bon-
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ner-Weir, 1991). Durchschnittlich bestehen sie aus etwa 1000-2000 endokrinen Zellen (Hellman
et al., 1964) und besitzen einen Durchmesser von 157um (Shapiro und Shaw, 2007). Die stark
kapillarisierten und innervierten Langerhans-Inseln sind in histologischen Praparaten leicht
vom umliegenden Gewebe abgrenzbar. Neben den endokrinen Zellen setzen sich die Inseln
zudem aus Fibroblasten sowie endothelialen und neuronalen Zellen zusammen (Bonner-Weir,
1991). Die stark ausgepragte Mikrovaskularisierung der Inseln weist einen direkten arteriellen
Blutfluss auf, welcher bei einem Anstieg des Blutglukosespiegels die unmittelbare Sekretion
der Pankreashormone ins Blut ermdglicht. Durch ihr fenestriertes Endothel laufen in den Insel-
kapillaren zwischen 10-20% des pankreatischen Gesamtblutflusses ab. Unter den vier essenzi-
ellen endokrinen Zelltypen (a-, B-, 8- und PP-Zellen) haben die Insulin-produzierenden B-Zellen
mit ca. 65-80% den grof3ten Anteil an der Insel, gefolgt von den Glukagon-sezernierenden
a-Zellen mit rund 15-20%. Die Somatostatin-produzierenden 3-Zellen tragen mit 3-10% einen
relativ geringen Anteil am Aufbau der Insel, wéhrend die Polypeptid-produzierenden PP-Zel-
len mit nur noch 1-2% die kleinste Population innerhalb einer Insel darstellen (Ashcroft und

Gribble, 1999).

Diese vier endokrinen Zelltypen beeinflussen sich gegenseitig Uber parakrine Sekre-
tionseffekte in ihrer Hormonproduktion sowie -sekretion. Die Langerhans-Inseln regulieren
durch die Ausschittung von Insulin und Glukagon und deren aufeinander abgestimmtes Ge-
genspiel den Blutzuckerspiegel, wobei diese selbst der Regulation durch andere Hormone so-
wie nervalen und metabolischem Reizen unterliegen. Vor wenigen Jahren konnte eine weitere
kleine Population endokriner Zellen innerhalb der Insel nachgewiesen werden: die Ghrelin-

produzierenden e-Zellen (Wierup und Sundler, 2005).

3.3.2 Struktureller Aufbau

Der strukturelle Aufbau der Langerhans-Inseln ist speziesspezifisch. Die dreidimensionale In-
selstruktur und das Verhaltnis der einzelnen endokrinen Zelltypen zueinander sind beim Nager
und Menschen unterschiedlich ausgepragt. Humane Inseln werden erst seit kurzem genauer
hinsichtlich ihrer zellularen Komposition untersucht, wohingegen schon relativ frih die Archi-
tektur von Nager-Inseln beschrieben wurde (Cirulli et al., 1994). Im Jahr 2005 konnte zum ers-
ten Mal gezeigt werden, dass die Insulin-produzierenden B-Zellen humaner Inseln tber die ge-

samte Insel verteilt sind, wohingegen sie bei Nagern fast ausschlieBlich im Zentrum der Inseln



lokalisiert sind (Abb. 2B) (Brissova et al., 2005). Der relative Anteil an B-Zellen ist in humanen
Inseln mit 55% sehr viel geringer, als in Nager-Inseln mit rund 77%. Umgekehrt ist der Anteil
an a-Zellen in humanen Inseln wesentlich hdher als in Nager-Inseln (rund 35% im Vergleich zu
18%) (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006). Inseln von Ratte und Maus weisen eine sehr
homogene und konstante B-Zell-Verteilung auf (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006),
im Gegensatz zu humanen und caninen Inseln, in denen die B-Zellzahl von Insel zu Insel sehr
unterschiedlich ausfallen kann (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006). Abgesehen von den
Unterschieden zwischen den verschiedenen Spezies hangt die strukturelle Heterogenitat der
Inseln von weiteren Faktoren ab. Beispielsweise sind Inseln im splenischen Teil des Pankreas
reich an Glukagon-positiven Zellen und arm an PP-produzierenden Zellen. Bei Glukosestimu-
lation setzen diese mehr Insulin frei, als Inseln im duodenalen Teil des Pankreas (Trimble et al.,
1982). Nicht alle B-Zellen innerhalb einer Insel zeigen dabei eine gleichgeschaltete Glukose-in-
duzierte Insulinsekretion. Bei Erhohung der Glukosekonzentration werden deshalb mehr und

mehr B-Zellen rekrutiert, die ihrerseits mit der Insulinsekretion beginnen (Schuit et al., 1988).

Abb. 2: A: Murine Insel mit klar strukturierter Anordnung der einzelnen endokrinen Zelltypen, B: Humane
Insel mit unstrukturierter Anordnung der einzelnen endokrinen Zelltypen (rot: Insulin-positive Zellen, grin:

Glukagon-positive Zellen, blau: Somatostatin-positive Zellen). Quelle: Brissova et al., 2005.

3.4 Insulinbildung und Insulinspeicherung

Die 104 AS lange mRNA des Praproinsulin-Gens, welches auf dem kurzen Arm von Chromosom
11 sitzt, wird durch ihre Signalsequenz an das raue ER (RER) innerhalb der B-Zelle transportiert.
Hier entsteht durch proteolytische Abspaltung der Signalsequenz und Ausbildung dreier Di-
sulfidbriicken das Proinsulin (Abb. 3) (Steiner et al., 1985). Die aus 21 AS zusammengesetzte

A-Kette ist hierbei mit der 30 AS langen B-Kette tUber zwei Disulfidbriicken an Cysteinresten
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miteinander verbunden. Eine dritte raumstabilisierende Disulfidbriicke findet sich zuséatzlich
innerhalb der A-Kette. Vom Golgi-Apparat werden Proinsulinmolekile in sekretorische Gra-
nula verpackt und dort bis zum Gebrauch in Form von Hexameren als Insulin-Zink-Komplex
gespeichert. Erst beim Ansteigen des Blutglukosespiegels schneiden spezifische Peptidasen
die 31 AS lange C-Peptid-Sequenz, welche die A- und B-Kette des Proinsulins miteinander
verbindet, aus diesem heraus und es entsteht das aktive Insulin, welches nun zusammmen mit
C-Peptid und Zink ausgeschittet wird. Hierbei wird die Verknipfung zwischen B-Kette und
C-Peptid am basischen AS-Paar Arg31-Arg32 durch die Endoprotease PC2 geschnitten und
die Verknipfung zwischen A-Kette und C-Peptid am AS-Paar Lysé64-Argé5 wird durch die En-
doprotease PC3 aufgespalten (Abb. 3).

A-Kette

Signal-
sequenz

Abb. 3: Schematische Darstellung der Bildung eines Insulinmolekdls (blau) durch Abspaltung der Signalse-
quenz vom Praproinsulinmolekdl (braun) und anschlieBende Abspaltung des C-Peptids vom Proinsulinmole-

kal (gran).

3.4.1 Molekulare und physiologische Insulinwirkung

Beim Uberschreiten einer Blutglukosekonzentration von 6mmol werden Glukosemolekiile in
den Intrazellularraum der B-Zelle geschleust, wo es zu einem spannungsabhéngigen vermehr-
ten Einstrom von Kalziumionen kommt. Dies ist der entscheidende Reiz fir die Verschmelzung
insulinhaltiger Vesikel mit der Zellmembran und der Sekretion von Insulin aus der B-Zelle in
den Blutkreislauf (Hedeskov et al., 1980). Zielzellen des Insulins sind dabei grundsatzlich alle
Kérperzellen. Die Hauptwirkungsorte stellen jedoch die Insulinrezeptoren auf der Zellober-

flache von Hepatozyten, Skelett- und Herzmuskelfasern, Adipozyten sowie Fibroblasten dar.
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Der Blutglukosespiegel wird durch die vermehrte Glukoseaufnahme in die Leberzellen Gber
den insulinunabhangigen GLUT2-Transporter und im Muskel- und Fettgewebe Uber den in-
sulinabhangigen GLUT4-Transporter gesenkt (Bell et al., 1990). Insulin induziert zudem in den
Leber- und Muskelzellen die Glukosespeicherung durch die Glykogensynthese. Des Weiteren
erfolgt eine Hemmung der Glukoneogenese in den Leberzellen (Brealey und Singer, 2009). In
Hepatozyten und Adipozyten wird unter Insulineinfluss die Bildung von Triglyceriden stimu-
liert. Zusatzlich wird durch Insulin die Speicherung von Aminosauren in den Muskeln gefordert.
Bei einem Abfallen des Blutzuckerspiegels unter einen Wert von 80-85mg/dl wird zunachst die
Insulinsynthese gestoppt. Bei fortschreitender Hypoglykdmie wird ab Serumblutglukosewer-
ten von 65-70mg/d| die Glukagon-Produktion erhoht. Auch Epinephrin, Kortisol und Somato-
tropin werden nun vermehrt produziert und in das Blut abgegeben (Cryer, 2008). Beim Typ 1
Diabetes ist dieser Gegenregulationsmechanismus oftmals gestort, was dann zur Ausbildung

von Hypoglykdmien fihren kann.

3.5 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus (DM) bezeichnet eine Stoffwechselerkrankung, die durch eine chroni-
sche Hyperglykémie charakterisiert ist und auf einem relativen oder absoluten Insulinmangel
beruht. Dieser Mangel wird entweder durch eine Insulinsekretionsstorung ausgeldst, wie im
Fall des Diabetes mellitus Typ 1 (DM Typ 1), oder durch eine Insulinsekretionsstérung in Kom-
bination mit einer (erworbenen) Insulinresistenz der peripheren Gewebe, wie beim Diabetes
mellitus Typ 2 (DM Typ 2) (Kerner et al., 2004). Die WHO definiert den DM als manifest bei
mehrmals gemessenen Nichternblutzuckerwerten tber 126mg/dl oder bei einem Maximal-
wert von > 200mg/dl und/oder einem Wert von > 140mg/d| zwei Stunden nach Belastung im

Verlauf eines oralen Glukosetoleranztests (WHO, 2006).

Seit 1998 werden die beiden klinisch am haufigsten vorkommenden Diabetesformen
als DM Typ 1 (vormals insulinabhangiger DM = IDDM) und DM Typ 2 (vormals nichtinsulinab-
hangiger DM = NIDDM) bezeichnet (Alberti und Zimmet, 1998). Der DM Typ 1 ist durch eine
vollstandige Destruktion der B-Zellen und somit durch einen absoluten Insulinmangel definiert.
Der DM Typ 2 ist zum einen durch einen relativen Insulinmangel infolge einer Insulinresistenz
und/oder durch einen Insulinsekretionsdefekt charakterisiert (Melchionda et al., 2002; WHO,

2006). Die klassischen Symptome des DM Typ 1 sind Hyperglykamie, Polydipsie, Polyurie, Ge-
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wichtsverlust und Ketoazidose (Kerner et al., 2004). Neben den Akutkomplikationen, wie z.B.
hypoglykéamischer Schock oder diabetisches Koma, spielen auch diabetische Folgeerkrankun-
gen eine wesentliche Rolle fur die Prognose der Patienten. Trotz regelméafBiger Insulininjektio-
nen kann es zu (chronischen) Hyperglykdmien kommen, welche ursachlich fir die Entstehung
mikrovaskularer Komplikationen wie z.B. Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie sowie
makrovaskularer Komplikationen wie z.B die Arteriosklerose der (Koronar-) Arterien sind (Hel-
ler et al., 2004). Aufgrund dieser Diabetes-begleitenden Komplikationen haben Diabetiker im
Vergleich mit gesunden Menschen eine durchschnittlich um 8 Jahre kirzere Lebenserwartung

(Franco et al., 2007).

3.5.1 Diabetes mellitus Typ 1

Nur etwa 5-10% aller Diabetes-Patienten leiden unter einem DM Typ 1, welcher vorwiegend
in jingeren Lebensjahren auftritt. Dies bedeutet dass bis zum 20. Lebensjahr rund 40% der
Patienten und bis zur Vollendung des 25. Lebensjahrs sogar 90% aller Patienten bereits an ei-
nem DM Typ 1 erkrankt sind (Hurter et al., 2005; Freiberg, 2004). Der DM Typ 1 teilt sich in zwei
Subtypen auf: den immunologisch vermittelten Typ 1A, welcher auf einer Entziindungsreakti-
on des Pankreas basiert (Wild et al., 2004) und den idiopathisch vermittelten Typ 1B, bei wel-
chem keine atiopathogenetischen Ursachen zugrunde liegen. Bei diesem Subtyp lassen sich
deshalb auch keine Marker eines Autoimmunprozesses nachweisen (WHO, 2006). Die Zahl der
Betroffenen mit einem DM Typ 1 belduft sich in Deutschland derzeit auf ca. 400.000-800.000
Erkrankte. Bei weltweit Gber 246 Mio. an Diabetes Erkrankten kann davon ausgegangen wer-

den, dass zwischen 12,3 und 24,6 Mio. an einem DM Typ 1 leiden (IDF, 2006).

Die im Rahmen der Insulitis, einer Entzindung der Bauchspeicheldrise, verlaufende
Zerstorung der B-Zellen beruht auf einem komplexen Prozess. Hierbei infiltrieren Makropha-
gen die Zelle und schitten cytokinabhangig Stickstoffmonoxid (NO) aus, was die Bildung
freier Radikale beglnstigt (Mandrup-Poulsen, 1996). Bei der T-Zell-vermittelten autoimmunen
Destruktion der Insulin-produzierenden Zellen leiten B-zellspezifische CD4*-Lymphozyten den
Zerstorungsprozess ein (Bendelac et al., 1987). Die Lyse der B-Zellen erfolgt nach dem Anla-
gern der Lymphozyten an die Zellwand (Lampeter et al., 1995), wobei sich die Inselinfiltration
dabei lediglich auf die B-Zellen beschrankt und die a- und 8-Zellen verschont. Durch diese in-

itiale Attacke der Immunzellen wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, in deren Verlauf tber
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Prasentation des B-Zell-Antigens spezifische autoaggressive Zellen aktiviert werden, wodurch
die Sezernierung spezifischer Zytokine initiiert wird (Ohashi et al., 1991). Die freigesetzten Zy-
tokine setzen wiederum eine Signalkaskade in Gang, die zur Apoptose der B-Zellen fihrt.
Nach Aktivierung setzt sich dieser selbst aufrechterhaltende Prozess der B-Zellzerstérung so
lange fort, bis keine B-Zellen mehr vorhanden sind (Yoon und Jun, 2001). Die Manifestation
eines Autoimmundiabetes hat multifaktorielle Ursachen, wie z.B. eine genetische Pradispo-
sition oder Umweltreize wie Infektionen (Burgess und Forrest, 2009), Chemikalien (Penfornis
und Kury-Paulin, 2006) oder Nahrungsmittelbestandteile (Virtanen und Knip, 2003). Dartber
hinaus kann die Ausbildung eines DM Typ 1 auch durch die starke Analogie zwischen viralen
bzw. bakteriellen Proteinen mit kdrpereigenen Proteinen begunstigt werden (Wucherpfennig,
2001). Aber auch zu hohe Hygienestandards konnen durch den Mangel an ,nutzlichen” bzw.
harmlosen Bakterien wie Enterokokken oder Bifidobakterien und einer damit verbundenen

mangelnden Immunabwehr zur Ausbildung des DM Typ 1 fihren (Wen et al., 2008).

3.5.1.1 Manifestation und Marker

Der DM Typ 1 wird erst bei einem Verlust von 80-90% der B-Zellmasse klinisch manifest (Eisen-
barth et al., 1986). Im Blut von DM Typ 1 Patienten lassen sich Diabetes-spezifische Antikdrper
nachweisen, wie z.B ICA (islet cell specific antigen), IAA (Insulinautoantikorper), 1A2-AK (Tyro-
sin-Phosphatase Antikorper), GADA (Glutamat-Decarboxylase Antikorper) oder das 38kDa-
Antigen (Ziegler et al., 1999; Atkinson und McLaren, 1990; Roep et al., 1991). In 80% der Patien-
ten ist mindestens einer der Autoantikdrper zum Zeitpunkt der Manifestation der Erkrankung
nachweisbar (Zimmet et al., 1994). Etwa ein Zehntel der als DM Typ 2 diagnostizierten Patien-
ten leidet in Wirklichkeit unter einem autoimmun verursachten Insulinmangeldiabetes (Giani
et al., 2004). Dieses als LADA (late onset diabetes in adults) bezeichnete Syndrom ist ebenfalls

gekennzeichnet durch eine Autoantikorperreaktion gegen die pankreatischen B-Zellen.

3.5.2 Diabetes mellitus Typ 2

Der DM Typ 2 manifestiert sich in der Regel nicht vor dem 30. Lebensjahr, betrifft haufig adipo-
se Menschen und stellt mit ca. 90-95% aller diagnostizierten Erkrankungen die haufigste Form
des Diabetes mellitus dar (DeFronzo, 1992). Trotz der Tatsache, dass es ab dem 50. Lebensjahr

zu einer sprunghaften Zunahme an DM Typ 2-Erkrankungen kommt, sind immer mehr jingere

13



Einleitung

Patienten betroffen. Die Manifestation des DM Typ 2 vollzieht sich schleichend und wird h&u-
fig erst bei Behandlung diabetesbegleitender Erkrankungen, wie z.B. einer Retinopathie oder
eines Herzinfarkts, diagnostiziert. Beim DM Typ 2 besteht eine deutliche phanotypische Vari-
abilitat mit unterschiedlich stark ausgepragten Stérungen der Insulinwirkung (Insulinresistenz)
(Rett et al., 1994; Zhang et al., 1996) sowie der Insulinsekretion (Martin et al., 1992, Zimmet
et al., 2001). Die durch die genetische Pradisposition ausgeloste Resistenz wird durch einen
Rezeptordefekt an der Zellmembran verursacht (Abdul-Ghani und DeFronzo, 2010). Bei dem
Versuch durch Produktion groBBer Insulinmengen den Mangel zu kompensieren, induziert die
Bauchspeicheldrise an den Insulin-abhangigen Organen (Leber, Skelettmuskulatur und Fett-
gewebe) eine sekundére Hyperinsulindmie. Nach Jahren kommt es zu einer Erschépfung der
Insulinproduktion im Pankreas und einem Abfall der Sekretionskinetik. Die produzierte Insu-
linmenge reicht dann nicht mehr aus, um den Blutzuckerspiegel zu kontrollieren und der DM

Typ 2 wird manifest.

3.5.2.1 Epidemiologie

Der Anteil der Diabetiker innerhalb der deutschen Bevolkerung steigt dabei stetig an. Be-
rechnungen fir den Zeitraum 1998 bis 2004 ergaben im Bundesland Hessen einen Wert von
7,9% an Diabetes-Erkrankten (Hauner et al., 2007). Im Jahr 2006 lag nach Angaben der WHO
in Deutschland die Zahl der an Diabetes erkrankten Menschen bereits bei 8 Mio., was etwa
9,7% entspricht. Im Jahr 2010 soll die Zahl der Betroffenen auf schatzungsweise zehn Mio.
steigen. Die International Diabetes Federation (IDF) berechnete, dass 2006 weltweit 5,9% der
erwachsenen Bevdlkerung an einem DM erkrankt waren, was 246 Mio. Menschen entspricht.
Chronische Erkrankungen wie der DM nehmen besonders in Entwicklungslandern stark zu.
Laut IDF sterben jahrlich 3,8 Mio. Menschen an Diabetes mellitus und seinen Folgeerkrankun-

gen (IDF, 20006).

3.5.3 Weitere Diabetesformen

Alle tUbrigen Formen des DM, die sich nicht den Gruppen des DM Typ 1 und Typ 2 zuordnen
lassen, werden in der Gruppe der ,anderen spezifischen Diabetesformen” (neuerdings als
DM Typ 3 bezeichnet) zusammengefasst. Zur Klasse der genetischen Defekte der B-Zelle kann

auch der sogenannte "Maturity onset diabetes of the young” (MODY) gezéhlt werden, wel-
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cher sich bereits in der Kindheit oder Jugend manifestiert und sich in 6 verschiedene Unter-
formen unterteilen lasst. Die Erkrankung bei den MODY-Formen beruht auf Mutationen von
Genen des Glukosestoffwechsels (Weir et al., 2001). Wahrend der Schwangerschaft kann es
unter Umsténden zur Ausbildung eines sogenannten Gestationsdiabetes kommen, der etwa
bei 5% aller schwangeren Frauen auftritt und unmittelbar nach der Geburt des Kindes wieder

verschwindet (WHQO, 2006).

3.6 Tiermodelle des insulinabhédngigen Diabetes

Schon seit langem werden Tiermodelle zur Erforschung des Insulin-abhdngigen DM genutzt.
Zu Beginn der Diabetes-Forschung wurde in Hunden durch Pankreatektomie ein hyperglyk-
admischer Zustand herbeigefihrt. In der jingeren Vergangenheit konnten durch selektive In-
zucht Tierstamme herangezlichtet werden, die als adédquate Modelle des DM Typ 1 und Typ
2 sowie den damit verbundenen Phanotypen der Adipositas und der Insulinresistenz gelten
(Rees und Alcolado, 2005). Zu den wichtigsten diabetischen Tiermodellen, die einen sponta-
nen DM Typ 1 entwickeln, zdhlen zum einen die NOD-Maus (Non-obese diabetic) (Kikutani
und Makino, 1992) und die Wistar-BB-Ratte (Bio breeding) (Rees und Alcolado, 2005). Als gan-
gige Tiermodelle des DM Typ 2 gelten die NZO-Maus (New Zealand obese), die ob/ob-Maus
(Punktmutation im obese-Gen) sowie die db/db-Maus (Punktmutation im diabetic-gene) (Pel-

leymounter, 1995)

Es sind derzeit einige Tiermodelle beschrieben, die sich zur Untersuchung eines indu-
zierten Diabetes mellitus eignen. Neben der Behandlung mit Alloxan und Doxycyclin (Clau-
dino et al., 2007; Nir et al., 2007) ist die Applikation von Streptozotocin die am haufigsten
beschriebene Methode zur Induktion eines Diabetes. Hierbei werden bevorzugt Nagetiere
verwendet, welche das Agens einmalig als hohere Dosis oder mehrmalig als niedrige Dosis,

injiziert bekommen.

Bei dem Breitbandspektrum-Antibiotikum Streptozotocin handelt es sich um ein N-
methyl-N-nitrosourea D-glucosamin Derivat, welches 1959 erstmals aus dem Bakterium Strep-
tomyces achromogenes isoliert wurde (Vavra et al., 1959). Schnell entdeckte man, dass es auf
die Insulin-produzierenden B-Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln selektiv toxisch wirkt und
hat es sich schon sehr frih zur Herstellung von Tiermodellen des DM Typ 1 zunutze gemacht

(Mansford und Opie, 1968). Unter dem Handelsnamen Zanosar® wird es bei der Krebsthera-

15



Einleitung

pie eingesetzt. Aufgrund seiner carcinogenen, cytotoxischen und teratogenen Eigenschaften
(Weisberger et al., 1974) ist eine therapeutische Anwendung von Streptozotocin heutzutage
allerdings lediglich auf die Behandlung von nicht operablen Insulinomen beschrénkt (Brent-
jens und Saltz, 2001). Versuchstiere mit einer Streptozotocin-Behandlung entwickeln einen Di-
abetes, basierend auf einer Autoimmunreaktion gegentiber den B-Zellen des Pankreas dhnlich
wie bei einer Insulitis (McEvoy et al., 1984). Die Tiere sind durch eine schwere Hyperglykamie
bei einer Insulindefizienz in Pankreas und Plasma charakterisiert (Like et al., 1978), womit die-

ses Modell Parallelen zum DM Typ 1 beim Menschen bietet (Ziegler et al., 1984).

3.7 Therapie

3.7.1 Basistherapie und Anwendung oraler Antidiabetika

Bei Patienten mit einem leichten DM Typ 2 kann man die Hyperglykamie mit einer Ernahrungs-
umstellung einschlieBlich einer Gewichtsreduktion und sportlicher Aktivitat revertieren. Durch
Sport wird die Skelettmuskulatur dazu angeregt, wieder mehr Glukose aufzunehmen und zu
verstoffwechseln. In fortgeschritteneren Stadien, in denen die Basistherapie alleine nicht mehr
ausreicht, Hyperglykdmien zu verhindern, kommen orale Antidiabetika zum Einsatz. Es gibt
zahlreiche orale Antidiabetika, die auf unterschiedliche Weise Einfluss auf die Blutzuckerregu-
lation nehmen. Die Biguanide, wozu beispielsweise Metformin z&hlt, vermindern die Gluko-
seabgabe aus der Leber mit gleichzeitig gesteigerter Glukoseaufnahme durch das Gewebe,

insbesondere der Skelettmuskulatur (Harborne et al., 2005).

Andere, wie z.B. die Sulfonylharnstoffe Glibenclamid und Tolbutamid, rufen durch De-
polarisation der B-Zellmembran eine erhohte Insulinausschittung hervor. lhre weiteren Wirk-
mechanismen konnen eine kinstlich verlangerte Insulinausschittung und eine langsamer an-
steigende Glukosekonzentration im Blut sein (Chen et al., 2005). a-Glukosidasehemmer wie
Acarbose wirken kompetetiv hemmend auf die a-Glukosidasen im Darm und verzogern so
die Glukoseaufnahme in das Blut (Cheng und Fantus, 2005). Mit der Darreichung von GLP-1
Analoga wie Exenatid wird die gezielte Steigerung der Insulinsyntheserate und eine Steige-
rung der B-Zellmasse beabsichtigt. Desweiteren werden B-Zellapoptose und Glukagonsekre-
tion des Pankreas vermindert (Robles und Singh-Franco, 2009). Zu guter Letzt seien noch die
Dipeptidyl-Peptidase-4-Hemmer (DPP-4-Hemmer) erwahnt, welche durch Unterdriickung der
DPP-4 den Effekt der kérpereigenen Inkretine GLP1- und GIP verstérken. Sildagliptin und Vil-
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dagliptin sind zwei in der Diabetestherapie haufig verwendete Praparate aus der Klasse dieser

DPP-4-Hemmer (Haidinger et al., 2010).

3.7.2 Insulintherapie

Bei vielen Patienten die unter einem DM Typ 2 leiden muss Insulin im Rahmen einer Insulin-
therapie substituiert werden. Bei der konventionellen Insulintherapie (CT) werden zu festge-
legten Zeiten bestimmte Mengen von Mischinsulin injiziert. Unter Umstanden wird jedoch der
Insulinbedarf bei unzureichender Eigensekretion nur unvollstandig gedeckt. Darlber hinaus
wird vom Patienten eine enorme Selbstdisziplin aufgrund des eingeschrankten Ernahrungs-
plans abverlangt. Bei DM Typ 1 Patienten kommt die sogenannte intensivierte konventionelle
Insulintherapie (ICT) zum Einsatz. Bei dieser Zwei-Spritzen-Therapie wird durch 1- bis 3-malige
tagliche Insulininjektionen eine Grundversorgung des Organismus mit Insulin gewéahrleistet (=
Basis). Zusatzlich erfolgen zu jeder Mahlzeit einzelne Insulininjektionen (= Bolus), wodurch die
Insulinsekretion einer gesunden Bauchspeicheldriise nachgeahmt wird (Jaeckel und Lehner,
2009). Die ICT ermoglicht dem Patienten im Gegensatz zur konventionellen Insulintherapie

eine unabhangigere Lebensgestaltung.

Nachteilig sind hingegen die manchmal ungentigende nachtliche Versorgung mit In-
sulin sowie potentielle hypoglykédmische Episoden durch Dosierungsfehler des Insulins oder
durch Diatfehler. Zur Vermeidung glykamischer Entgleisungen kommt bei immer mehr Typ 1
Patienten eine Insulinpumpe zum Einsatz, mit welcher die basale Insulinrate genauer gesteu-
ert werden kann. Die Uber einen Katheter mit dem Kérper verbundene Pumpe gibt in regel-
maBigen Abstanden von wenigen Minuten schnell wirkendes Insulin ab, sodass ein konstanter

Basis-Insulinspiegel aufrechterhalten wird.

3.7.3 Pankreastransplantation

Nur bei schwerstgradig erkrankten DM Typ 1 Patienten mit unvermeidbaren Entgleisungen des
Blutzuckerhaushalts wird das funktionslos gewordene Insulin-produzierende Gewebe durch
Transplantation eines kompletten vaskularisierten Pankreas ersetzt. Die Erneuerung des Ins-
elapparats durch eine Pankreastransplantation oder die Transplantation isolierter Inseln stellt
auch heute noch die einzige Therapiemdoglichkeit dar, durch welche ein Insulin-unabhangiger

und konstant normoglykamischer Status des Patienten erreicht werden kann (Sutherland et
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al., 1993). Seit der ersten Pankreastransplantation im Jahr 1966 (Kelly et al., 1967) wurden bis
zum Jahr 2004 bereits mehr als 23.000 Pankreastransplantationen weltweit durchgefihrt (IPTR,
2004; Gruessner und Sutherland, 2005). Hierbei handelte es sich bei der tberwiegenden Zahl
der Falle um eine simultane Pankreas-Nierentransplantation (simultaneous pancreas kidney,
SPK) bei Patienten die zusatzlich unter einer schwerwiegenden Nephropathie litten. Weite-
re Transplantations-Vorgehensweisen bestehen in einer Pankreastransplantation nach bereits
erfolgter Nierentransplantation (pancreas after kidney, PAK) oder einer alleinigen Pankreas-
transplantation (pancreas transplantation alone, PTA). Die anféanglich schweren (postoperati-
ven) Komplikationen konnten im Lauf der letzten Jahre durch Verbesserung der chirurgischen
Techniken sowie des perioperativen Managements und der Weiterentwicklung immunsup-
primierender Strategien gesenkt werden. Die im Anschluss an eine Transplantation folgende
lebenslange immunsupprimierende Induktionstherapie besteht aus einer Kombination ver-

schiedenster Immunsuppressiva und Steroiden.

Doppeltransplantationen zeigen hierbei glinstigere Erfolgsaussichten, was sich an
dem Ein-Jahres-Uberleben der Spenderorgane von etwa 80-90% widerspiegelt. Im Vergleich
dazu zeigt die alleinige Verpflanzung des Pankreas lediglich eine Ein-Jahres-Uberlebensrate
von 50-60% (Jaeckel und Lehner, 2009). Entscheidende Grinde fur die Durchfihrung einer
PTA, trotz der damit verbundenen Risiken, sind ein besonders labiler, nicht beherrschbarer
Stoffwechselverlauf sowie der Verlust der Wahrnehmung wiederholt auftretender schwerster
Hypoglykdmien. Ungeachtet aller Erfolge, die auf dem Gebiet der Pankreastransplantation
errungen werden konnten, ist diese allerdings immer noch verknlpft mit einer perioperativen
Sterblichkeit und einer signifikanten Morbiditat (Gruessner et al., 1997; Manske, 1999; Ven-

strom et al., 2003).

3.7.4 Inseltransplantation

Zwischen Januar 1990 und Mai 2005 wurden weltweit insgesamt 577 vom ITR (Islet Transplant
Registry) registrierte Inseltransplantationen durchgefihrt (Lehmann et al., 2005). Im Zeitraum
zwischen 1999 und 2005 betrug das Patienteniberleben rund 97%. Funktionelle Inseltrans-
plantate wurden in 82% der Félle nachgewiesen, wahrend Insulinfreiheit nur in 43% der Falle
zu beobachten war. Im Jahr 2000 gelang der Durchbruch auf dem Feld der klinischen Insel-

transplantation, nachdem die erfolgreiche Transplantation in sieben DM Typ 1 Patienten zu
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einer 1-Jahres-Insulinunabhangigkeit fihrte (Shapiro et al., 2000). Der neueinsetzende Erfolg
beruhte dabei auf verschiedenen Veranderungen, wie der Verwendung einer Kombination ver-
schiedener Immunsuppressiva, der Verklrzung der kalten Ischamiezeit sowie dem Vermeiden
der vorangehenden Kultivierung der Inseln. Zusatzlich Uberstieg die Transplantatzahl erstmals
einen Wert von 9.000 Inselaquivalenten (IEQ) pro Kilogramm Koérpergewicht des Empfangers.
In einer darauffolgenden Transplantationsserie konnte bei insgesamt 11 von 12 Patienten eine
Insulinunabhangigkeit erzielt werden. Bei neun der behandelten Empfanger hielt diese auch

20 Monate nach Transplantation noch an (Ryan et al., 2001).

Seit Einflhrung der im sogenannten Edmonton-Protokoll festgelegten Neuerungen
erreichte die Rate der Ein-Jahres-Insulinunabhéngigkeit einen Wert zwischen 50-80% (Bretzel
et al., 2007). Wie die Pankreastransplantation kann die Inseltransplantation entweder allein,
oder in Kombination mit der Transplantation anderer Organe (in der Regel der Niere) erfolgen.
Hierbei sind die Transplantat-Uberlebensraten bei gleichzeitiger Nieren-Insel-Transplantation
(simultaneous islet kidney, SIK) im Vergleich zur Insel- nach Nierentransplantation (islet after
kidney, IAK) erhoht. Trotz allem scheint die IAK gegenlber einer alleinigen Inseltransplanta-
tion (islet transplantation alone, ITA) Uberlegen zu sein, trotz dhnlicher Werte fur Insulinun-
abhangigkeit, funktioneller Inselmasse sowie Dauer des Transplantatiberlebens (Deng et al.,

2009).

3.7.4.1 Vor-und Nachteile der Inseltransplantation

Durch die Implantation isolierter Langerhans-Inseln wird das Problem der Immunsuppression
relativ minimiert und zudem werden nur die zerstorten Zellen ersetzt, da das Pankreas des Pa-
tienten in der Regel noch in der Lage ist, bis auf Insulin alle Hormone und Verdauungssekrete
zu produzieren. Aufgrund dessen entféllt auch eine mit einer Transplantation des komplet-
ten Pankreas einhergehende Transplantatpankreatitis, die nahezu bei allen Patienten auftritt
(Liong et al., 2010). Die Inseln kénnen in einem minimal-invasiven Eingriff mittels percutaner
Katheterisierung der Portalvene unter Lokalan&sthesie implantiert werden, was im Gegensatz
zu einer konventionellen Organtransplantation unter Vollnarkose viel schonender fir den Or-
ganismus ist. Mit Hilfe der transplantierten Inseln wird eine verminderte exogene Insulinzufuhr
erzielt, wodurch der Patient unter Umstanden sogar Insulinfreiheit erreicht. Probleme, die sich

bei dieser Therapieform stellen, sind allerdings der Verlust gréBerer Inselmassen durch die
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Isolierungsprozedur und die unzureichende bzw. verzogerte Revaskularisierung im Empfan-
gergewebe. Darlber hinaus werden fur eine erfolgreiche Transplantation bei einem Patien-
ten die Inseln aus 2-3 Spenderpankreata bendtigt (Shapiro et al., 2000). Ein weiteres Problem
stellt die Menge der zur Verfigung stehenden Spenderorgane dar. Jahrlich kommt es allein in
Deutschland zu 5000-6000 Neuerkrankungen mit DM Typ 1, 2000-3000 allein in der Altersgrup-
pe der 15-20-jahrigen (Scherbaum und Kiess, 2004). Somit ware es unmaoglich, den gesamten
Gewebebedarf aus humanen Spenderpankreata zu decken. Aus diesem Grund wird nach al-

ternativen Methoden zur Steigerung der Zahl Insulin-produzierender Zellen gesucht.

3.8 Alternative Therapieanséitze

Die Therapieform der Inseltransplantation hat eine Basis fir die Anwendung vieler unterschied-
licher alternativer Therapieansétze geschaffen. Durch den Einsatz verschiedenster Strategien
kénnten Inselzellen in Zukunft fir die klinische Anwendung vollkommen unbegrenzt verfigbar
sein. Hierzu zahlen unter anderem die Verwendung xenogener Inseln aus gro3en Saugetieren,
oder die in vitro Differenzierung von (embryonalen) Stammzellen zu Insulin-produzierenden
Zellen. Aber auch die Generierung sogenannter Pseudoinseln hat in den letzten Jahren gro-

Bes Interesse geweckt.

3.8.1 Zellen aus fetalem Gewebe

Die Zelltherapie mit Stammzellen wird beim DM bislang noch nicht klinisch eingesetzt. Vor ei-
nigen Jahren gelang es mehreren Forschungsgruppen weltweit Insulin-produzierende Zellen
aus murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) zu generieren, auch wenn der prozentuale
Anteil an Hormon-produzierenden Zellen noch sehr gering war. Ebenso fihrten Versuche mit
humanen ES-Zellen nach einiger Zeit zu positiven Ergebnissen (Lumelsky et al., 2001; Zhang et
al., 2006). Im Tierversuch waren diese Hormon-produzierenden Zellen den endokrinen Zellen
der Langerhans-Inseln sowohl morphologisch, als auch auf physiologischer Ebene sehr dhnlich
und konnten den Blutzucker im diabetischen Tiermodell regulieren. Trotz der vielversprechen-
den Erfolge, die bislang mit embryonalen Stammzellen erzielt wurden, ist deren routinema-
Biger Einsatz zur Therapie aufgrund ethischer Gesichtspunkte sehr umstritten. Aus diesem

Grund wird auch weiterhin nach Alternativen zur B-Zell-Ersatz-Therapie gesucht.
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3.8.2 Xenotransplantation von Schweineinseln

In einer aktuellen Studie wurde diabetischen Ratten porcine ES-Zellen in das Pankreas so-
wie unter die Nierenkapsel transplantiert. Diese embryonalen Zellen haben die Zellen des
Rattenorganismus dahingehend prakonditioniert, dass bei einer anschlieBenden Transplan-
tation adulter porciner Langerhans-Inseln diese nicht mehr als fremd erkannt wurden, womit
eine Immunsuppression nicht notwendig war (Rogers et al., 2010). In bereits durchgefihrten
Studien an Primaten konnte durch Transplantation von Schweineinseln fir einen Zeitraum von
etwa 6 Monaten Insulinunabhangigkeit erreicht werden (Dufrane et al., 2006). In diesem Fall
wurde durch Mikroverkapselung der Inseln deren AbstoBung unterdriickt. Eine weitere Ar-
beitsgruppe hat bereits porcine Inseln in diabetische Patienten implantiert. Hier wurde die
immunologische Reaktion auf das Fremdgewebe durch Co-Transplantation porciner Sertoli-
Zellen, welche normalerweise im Hodengewebe vorkommen und die unreifen Spermatozoen

vor dem korpereigenen Immunsystem schitzen, verhindert (Valdes-Gonzalez et al., 2005).

Ein Vorteil der Transplantation von tierischem Gewebe liegt darin, dass speziell fur
die Inselisolierung gezlichtete Schweine zum Zeitpunkt der Spende vital sind im Gegensatz
zu humanen Spendern, bei denen es sich meist um Hirntod-Patienten handelt (Hunter, 2009).
Die lange Phase zwischen Hirntod des humanen Spenders und Transplantation der Inseln hat
negative metabolische Auswirkungen auf das zu transplantierende Gewebe (Cooper et al.,
1989). Wesentliche Nachteile, die eine Xenotransplantation mit sich bringt, sind nach wie vor
die nicht beherrschbare hyperakute AbstoBung sowie mogliche Gefahren, die sich durch por-
cine endogene Retroviren (PERVs) fir den Menschen ergeben kénnten. Die Gefahren, die von
einer potentiellen Infektion mit PERVs ausgehen kénnen, werden allerdings noch kontrovers
diskutiert (Dinsmore et al., 2000; Specke et al., 2001; van der Laan et al., 2000). Der Durchbruch
auf diesem Gebiet wurde noch nicht geschafft, sodass diese Therapie noch nicht angewandt

wird.

3.8.3 Herstellung von Pseudoinseln

Die bereits erwahnte Knappheit an Spenderorganen hat gro3es Interesse an der Erforschung
alternativer Therapieansatze geweckt, welche die komplette Organtransplantation ersetzen
sollen. Aus diesem Grund wurden bereits schon vor ca. 20 Jahren die ersten Versuche mit

Pseudoinseln (Pl) durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um in vitro generierte Zellcluster, beste-
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hend aus separierten und in vitro reaggregierten Inselzellen. Der Vorteil dieses neuen Inselty-
pus im Vergleich zur normalen Langerhans-Insel besteht in der selbst definierbaren Groée und
der damit verbundenen gesteigerten Uberlebensrate durch eine schnellere und verbesserte
Revaskularisierung nach Transplantation (Cavallari et al., 2007; Lehmann et al., 2007). Uber-
dies konnte der Einsatz von Pl bei diabetischen Patienten eine betrachtliche Dezimierung des
fur die Wiederehrstellung einer Normoglykdamie notwendigen Gewebes bedeuten. Durch die
verbesserte Revaskularisierung wiirde der Transplantatverlust durch Apoptose und Nekrose
minimiert. Schon im Jahr 1982 war es der Arbeitsgruppe um Tze et al. gelungen, Pseudoinseln
aus Einzelzellsuspensionen von Ratten-Inseln herzustellen. Auf Glukosestimulation reagierten
diese mit Insulinsekretion und waren zudem in vivo in der Lage den Blutzuckerspiegel diabeti-
scher Tiere zu regulieren (Tze und Tai, 1982). Halban et al. lieBen Einzelzellen von Ratten-Inseln
wahrend einer 6-tagigen Suspensionskultur in vitro reaggregieren und konnten zeigen, dass
sowohl die zelluldre Komposition der entstandenen Aggregate, als auch deren Organisation,

den Langerhans-Inseln dhnelte (Halban et al., 1987).

An der Universitat in Memphis wurden humane Spender-Pankreata bis zur Entstehung
einer epithelioiden Einzelzellsuspension verdaut, welche Insulin-positive Zellen enthielt. Bei
Behandlung dieser Zellsuspension mit EDTA kam es zur Ausbildung inselartiger Aggregate,
bei welchen die Insulin-positiven Zellen, im Gegensatz zu den humanen Inseln hauptsachlich
in der Peripherie zu finden waren (Kuo et al., 1992). Hauge-Evans und Kollegen stellten aus
Miné-Monolayer-Zellen Pseudoinseln her durch eine Ca2*-abhangige Inkubation auf Gela-
tineboden. Das hormonale Sekretionsverhalten dieser neuentstandenen Pl nach Stimulierung
durch diverse Nahrstoffe war demjenigen der Langerhans-Inseln sehr dhnlich (Hauge-Evans
et al., 1999). In einer aktuellen Studie zur Generierung von Pl wurden frisch isolierte Langer-
hans-Inseln mittels enzymatischer Trypsin-Digestion zu Einzelzellen zerlegt und als Hangen-
de Tropfen-Kulturen in Kulturmedien mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen inkubiert
(Cavallari et al., 2007). All diese Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz von PI fir die routinema-
Bige Anwendung bei diabetischen Patienten prinzipiell mdglich ist und diese zudem in ihrer
Funktionalitat beztglich der Insulinproduktion den normalen Langerhans-Inseln sehr dhnlich

sind.
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3.9 Ziel der Arbeit

Durch den Mangel an potentiellen Spenderorganen nimmt die Transplantation inselar-
tiger Aggregate aus in vitro differenzierten Stammzellen als regenerative Therapie bei
Diabetes-Patienten immer mehr an Attraktivitdt zu. Hierbei erdffnen sich viele Vorteile
durch die nahezu unlimitiert verfligbare Quelle transplantierbaren Gewebes. Die Nach-
teile der Verwendung von Stammzellen liegen, wie bereits erwahnt, in der geringen Zahl
an neuentstandenen Insulin-positiven Zellen und zum anderen besteht auch hier im-
mer noch ein Problem in der ungentigenden Revaskularisierung im Empfangergewebe.
Darlber hinaus mussten neben der in vitro Generierung Hormon-produzierender Zellen, fir
den Nachbau einer vollstandig funktionstichtigen Insel zuséatzlich die ebenso wesentlich am
Inselaufbau beteiligten nichtendokrinen Zellen wie Endothelzellen und Fibroblasten ersetzt
werden. All diese Uberlegungen fiihrten zu der Hypothese, dass die in vitro Generierung eines
Inseltypus, welcher je zur Hélfte aus Inselzellen und Knochenmarkszellen besteht einen Aus-
weg aus der Zellknappheit darstellt und des Weiteren neben der Differenzierung der im Kno-
chenmark residierenden Stammzellen zudem eine Quelle der anderen essentiellen Zelltypen

liefert um eine optimale Funktionalitadt der neuentstanden Inseln zu gewahrleisten.

In der vorliegenden Arbeit wurden modifizierte Pl (ModPl), als mdglicher therapeuti-
scher Ansatz zur Bekdmpfung des DM erforscht. Die durch Co-Kultivierung von Inselzellen und
Knochenmarkszellen entstandenen ModPI haben, neben ihrer regulierbaren GréBe und der
damit verbundenen schnelleren Vaskularisierung, den Vorteil, dass sie eine gesteigerte Anzahl
an Zellen mit endothelialem Charakter, aber auch Zellen mit Stammzellcharakter enthalten.
Dieser vermehrte Anteil an Vorlauferzellen soll sich priméar auf ihre Revaskularisierung und
des Weiteren auf ihr Langzeit-Uberleben im Empfanger auswirken. Hierzu wurde zunéchst die
Revaskularisierung der ModPl im Rickenhautkammermodell untersucht und mit Inseln und
Pseudoinseln verglichen. Dariber hinaus wurde sowohl in vitro, als auch in vivo die Fahigkeit
der ModP!I zur Insulinproduktion und —sekretion Uberprift. In der zweiten in vivo-Studie wurde
dartiber hinaus untersucht, ob die ModPI in der Lage sind, den Blutzucker diabetischer Tiere
zu normalisieren. Die hier vorliegende Studie sollte klaren, in wie weit die in vitro Generierung
von ModPI einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur Behandlung des DM Typ 1

und 2 darstellt.
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4. Material
4.1 Antikérper

4.1.1 Primar

CD31 rat anti mouse

CD34 rat anti mouse/FITC
CD73 rat anti mouse

CD105 rat anti mouse

CD117 rat anti human, mouse
CD133 rat anti mouse/Biotin
CD202b goat anti mouse
CD309 rat anti mouse

CXCR-4 rat anti mouse

eNOS pc rabbit anti human, mouse, rat

GAPDH rabbit anti human (FL-335)

Glucagon, monoclonal mouse
to Glucagon

Insulin guinea pig anti human,
mouse, rat

Insulin rabbit anti human, mouse, rat
Sca-1 rat anti mouse

Somatostatin, pAb

VEGFR-2, rat anti mouse

vWE, monoclonal mouse anti human

land

4.1.2 Sekundar

Donkey anti guinea pig POD
Donkey anti rabbit HRP
Goat anti guinea pig Cy3
Goat anti rabbit Cy3

Goat anti rabbit FITC

Goat anti rabbit POD

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen

Santa Cruz

Santa Cruz

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

R&D, Wiesbaden-Nordenstedt, Deutschland
Biolegend, Uithoorn, Niederlande
eBioscience

BD Pharmingen

Santa Cruz

Abcam, Cambridge, UK

Abcam

Santa Cruz
BD-Pharmingen

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutsch-
land

BD-Pharmingen
Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-

Dianova, Hamburg, Deutschland

GE healthcare, Freiburg, Deutschland
Abcam

Dianova

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK

Dianova
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Goat anti rat Biotin-SP
Goat anti rat Cy3
Goat antirat FITC
Goat anti rat POX
Rabbit anti goat Cy3

4.2 Arbeitsmaterialien
AccuChek Compact (Blutzucker-
Messgerat und Teststreifen)
Kryoboxen

Deckglaser (11,8 mm)

DVD-Rohlinge (DVD-R)
Einbettkassetten

Einfrierhilfe

Filterpapier (25um, Whatman)
Fotofilm (6,5 x 9 cm)

Kanulen fur Pankreas (Brauntlen)
Kompressen (5x5cm und 10x10cm)

Muttern fur RHK

Pasteurpipetten

Pflaster (1,25 und 2,5 cm)

Pipetten (5, 10 und 25 ml)

Pipettenspitzen (10, 100 und 1000ul)

Schrauben fur RHK
Sprengringe (Form DIN 472)

Videoprinterpapier K65MM

Wattestabchen

Material

Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Invitrogen

Dianova

Jackson ImmunoResearch

QuickPharma, Berlin, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Vogelgesang Labortechnik, Blieskastel,
Deutschland

Sony, Berlin , Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Nalgene Labware, Hereford, UK

Schleicher & Schull, Dassel, Deutschland
AGFA Healthcare GmbH, KéIn, Deutschland
BBraun, Melsungen, Deutschland
P.Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Hinkel-Elektronik, Pirmasens-Winzeln,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

NOBA Verbandmittel Danz GmbH & Co.
KG, Wetter/Ruhr, Deutschland

VWR International
Sarstedt
Hinkel-Elektronik

online-schr@uben.de, e. K. Wuppertal,
Deutschland

Asmuth GmbH, Minden, Deutschland
PHartmann AG

4.3 Chemikalien, L6sungen, Membranen, Filter

ACD-A

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
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Aqua dest.
R-Mercaptoethanol

Cell Strainer 40pm / 100pm
Cytofix/CytopermTM
DAB-Tabletten Set

DMSO
ECL-Detektionslosung
Ethanol 99,9 %
Ethidiumbromid

FACS Lysing Solution
FACS Clean

FACS Rinse

Fetales Kélberserum

Folin Reagenz
Formalin/Formaldehyd 4 %
Goatserum normal
HepatoQuick
HEPES-Puffer

Isopropanol (2-Propanol)
Kaisers Glyceringelatine
Lympholyte

Mayers Hamalaun
Methanol
Molekulargewichtsstandard
NaCl (0,9%)

Nicotinamid

PBS (10x)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-L-Lysin
Proteinaseinhibitorcocktail
Rat Insulin ELISA Kit
Spritzenfilter (22um und 45pm)
Tween 20

Material

BBraun

Roth

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD biosciences

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich

GE healthcare

Sigma-Aldrich

Bohringer, Ingelheim, Deutschland
BD biosciences

BD biosciences

BD biosciences

Gibco BRL, Mlnchen, Deutschland
Sigma-Aldrich

Roth

Dako

Roche

Gibco

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck

Biozol, Eching, Deutschland

Merck

Roth

GE healthcare

BBraun

Sigma-Aldrich

PAN, Aidenbach, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Matritech, Freiburg, Deutschland
Roth

Roth
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TEMED
Tissue Tek®

Wasserstoffperoxid

WST-Reagenz

4.4 Enzyme und Wachstumsfaktoren

Accutase Cell Syntacher
b-FGF human

BSA-Standard Stocksolution
Kollagenase Typ V

FBS (Gold) Fetal Bovine Serum
Trypsin/EDTA

4.5 Farbstoffe

Annexin-V-FITC
Bisbenzimid
Dithizone
FITC-Dextran
Neutralrot

Rhodamin-6-G
Trypanblau (0,4%)

4.6 Kulturmedien und Antibiotika

DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640
4.7 Laborgeréte

Biofuge fresco

ELISA-Reader

Serva

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,

Deutschland

Otto Fischar GmbH und Co . KG,
Saarbricken, Deutschland

Roche

PAA, Pasching, Osterreich
Provitro, Berlin, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland
SERVA, Amstetten, Osterreich
PAA

PAA

BD biosciences
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

PAA

Sigma-Aldrich
PAA

Kendro, Hanau, Deutschland

ASYS HITECH DigiScan, Deelux

27



Material

Labortechnik, Godenstorf, Deutschland

GelDoc™XR Biorad, Minchen, Deutschland
Inkubator (37°C) Galaxy B, RS Biotech, Irvine, Schottland
Inkubator (29°C) SalvisLab Biocenter BC 150, Fa. Rengli,

Wohlen, Schweiz

Lichtmikroskop Leica DMIL, Solms, Deutschland

Scanner (EPSON GT 9000) Epson Deutschland, Meerbusch, Deutschland

4.8 Narkotika und Schmerzmittel

Isofluran Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim,
Deutschland
Narcoren® (Pentobarbital-Natrium) Merial, Hallbergmoos, Deutschland

Rimady|® sterile injectable solution Pfizer Animal Health, NY, USA

(Carprofen)

4.9 Puffer

Lammli-Puffer
Perm/Wash-Buffer

Triton X-100 (Waschpuffer)
Tris-Puffer

4.10 Reaktions-und Messgefal3e
15mI/50ml Reaktionsgefalle
Eppendorf-Reaktionsgefal3e (1,5 ml)
FACS Rohrchen

KryogefaBe

Loch-Platten
(96 well)

Petrischalen (5 und 10cm)

Sigma
BD biosciences
Serva

Roth

Greiner, Nurtingen, Deutschland
Roth

BD biosciences

Nunc, Roskilde, Danemark

Roth

Greiner
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5. Methoden

5.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fir die tierexperimentellen Studien wurden Syrische Goldhamster (LVG-Hamster: Crl:LVG
(SYR), straincode: 049) beiderlei Geschlechts verwendet. Die Spendertiere hatten ein Gewicht
Uber 100g und die Empféngertiere im Fall der in vivo Mikrozirkulationsstudie ein Gewicht zwi-
schen 60-80g und im Fall der in vivo Diabetes-Studie ein Gewicht zwischen 120-170g. Die
Tiere wurden von der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und
anschlieBend in der Tierhaltung des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Univer-

sitat des Saarlandes in Homburg/Saar gezlichtet.

Die Tiere wurden unter standardméfBigen Bedingungen, d.h. einem 12h Tag/Nacht-
Rhythmus bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-65% und einer RT von 22-24°C gehalten.
Die Versuchstiere wurden, je nach Bedarf, jedoch mindestens einmal pro Woche umgesetzt
und bekamen Uber die gesamte Zeit Standardlaborfutter (Altromin, Lage, Deutschland) und
Trinkwasser ad libitum. Alle Experimente wurden zuvor von der staatlichen Ethikkommission
flr Tierexperimente genehmigt. Die Haltung und Behandlung der Tiere erfolgte gemal den
Richtlinien der NIH publication No. 85-23, in der revidierten Fassung von 1985. Die genaue
Einhaltung der Tierschutzverordnung wurde zudem regelmaBig von der, an der Universitatskli-

nik ansassigen, Tierschutzbeauftragten Frau Dr. med. vet. Monika Frings Uberwacht.

5.2 Das Riickenhautkammermodell

Die Mikrozirkulation ist netzwerkartig in die Gewebe eingebettet und tragt so zur Aufrecht-
erhaltung des physiologischen Gleichgewichts als Voraussetzung fiir das Uberleben von Ein-
zelzellen und Zellverbanden bei (Messmer und Krombach, 1998). Bereits in den 70ern wurden
mikrozirkulatorische Akutversuche an leicht zuganglichen Geweben durchgefihrt. Die Unter-
suchungen wurden jedoch durch physiologische Veranderungen, ausgel6st durch mechani-
sches Trauma sowie Exposition der Gewebe gegenlber Raumluft, erschwert. 1980 beschrie-
ben Endrich und Kollegen das Modell der Riickenhautkammer beim Syrischen Goldhamster.
Dieses chronische Modell erlaubte erstmals die moglichst artefaktfreie Untersuchung der Dy-
namik der Mikrozirkulation (Endrich et al., 1980). Nach leichter Modifikation war dieses Modell

spater auch an Mausen anwendbar (Lehr et al., 1993). Die Rickenhautkammer ermdglichte die
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repetitive intravitalmikroskopische Untersuchung der in der Kammerpréaparation enthaltenen
Gewebe, des Subcutangewebes und des Rickenhautmuskels Gber ganze 4 Wochen (Messmer
und Krombach, 1998). Dies war mit den bisher verwendeten Akutmodellen, die meist auf einen
Untersuchungszeitraum von nur wenigen Stunden beschrankt waren, nicht moglich (Fraser
und Henderson, 1980; Klar et al., 1990; Schmidt et al., 1995). Darlber hinaus konnte zum ers-
ten Mal bei transplantierten Fremdgeweben bzw. Einzelzellen die Dynamik von Angiogenese

und Vaskularisierung Uber langere Zeitraume verfolgt werden (Menger et al., 1989 und 2002,

Vajkoczy et al., 1995 und 1999).

5.2.1 Préparation der Riickenhautkammer

Die Ruckenhautkammer des Syrischen Goldhamsters dient als tierexperimentelles Modell zur
Langzeit-Untersuchung der Revaskularisierung transplantierter Gewebe. Die sich aus einem
Doppelrahmen zusammensetzende Kammer besteht aus Titan. Aus diesem Grund hat sie ein
geringes Gewicht (komplette Kammer 4,5g) und zeichnet sich zudem durch eine gute Gewebs-
vertraglichkeit aus. Nach vollstandiger dorsaler Enthaarung wurde die Rickenhautkammer in
tiefer Narkose (50mg/kg KG Pentobarbital, Narcoren®, 160 mg/ml, Merial, Hallbergmoos, i.p.)

auf dem Ricken der Tiere implantiert.

Hierzu wurde in Bauchlage unter Gegenlichtkontrolle zunéchst die Riickenhautfalte des
Versuchstieres angehoben und mit Haltefaden fixiert (Abb. 4B). Im Anschluss daran wurde die
Rickseite des Doppelrahmens kranial des Insertionsgebietes des Retractormuskels und kaudal
der entlangder Schulterbasisverlaufenden Versorgungsgefél3eimplantiert (Abb.4C). Im Bereich
des Beobachtungsfensters der Kammer (@ = 11mm) wurden zuvor die dem Fenster zugewandte
Kutis, Subkutis mit Hautmuskel sowie die beiden Schichten des M. retractor entfernt (Abb. 4D),

sodass der gegenuberliegende quergestreifte Hautmuskel und die Subkutis freilagen (Abb. 4E).

AnschlieBend wurde die Vorderseite des Doppelrahmens implantiert, wobei das mittels
Sprengring (DIN 472, online-schr@uben.de, e. K., Wuppertal, Deutschland) im Titanrahmen
fixierte Deckglas (@ =11,8mm, Vogelgesang Labortechnik, Blieskastel, Deutschland) des Be-
obachtungsfensters durch Adhasion auf die Hautmuskelpraparation aufgebracht wurde (Abb.
4F). SchlieBlich wurden die beiden Rahmen der Rickenhautkammer an ihren Rdndern mit 5.0

Seide-Faden an der Hautfalte fixiert. Der gesamte Eingriff dauerte ca. 20-25 min. Die Kammer
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Abb. 4: A: Rickenhautkammer bestehend aus 2 Titanrahmen, einem Deckglas (@ = 11,8mm) sowie einem
Sprengring. B: Unter Gegenlichtkontrolle wurde die Rickenhautfalte angehoben und mit Faden fixiert, so-
dass die grof3en GefélBBe der Rickenhaut genau aufeinander lagen. C: Die Kammerrlckseite wurde kranial
des Insertionsgebietes des Retractormuskels und kaudal der entlang der Schulterbasis verlaufenden Versor-
gungsgefalBe implantiert. D: Im Bereich des Beobachtungsfensters der Kammer wurden Kutis, Subkutis mit
Hautmuskel sowie die beiden Schichten des M. retractor entfernt, MaBBstab = 1cm. E: VergroBerte Ansicht
aus Abb. D; der quergestreifte Hautmuskel sowie die Subkutis lagen nun frei, MaBstab = Tmm. F: Bei Imp-
lantation der Vorderseite des Kammerdoppelrahmens wurde das fixierte Deckglas durch Adhé&sion auf die
Hautmuskelpraparation aufgebracht und die beiden Rahmen der Rickenhautkammer an ihren Randern an
der Hautfalte fixiert, MaBstab = 1cm.
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war fUr die Versuchstiere nur wenig belastend, die weiterhin einen normalen Schlaf-Wach-
rhythmus und ein regelhaftes Putz- und Fressverhalten aufwiesen. Die Tiere konnten sich
nach der Kammerpraparation fir 48h von dem Eingriff erholen. AnschlieBend erfolgte die
syngene Transplantation von isolierten Langerhans-Inseln, Pseudoinseln bzw. modifizierten
Pseudoinseln in die Kammer, die Uber einen Zeitraum von 14 Tagen in regelmaBigen Abstan-

den intravitalmikroskopisch untersucht wurden.

5.3 Zellkultur

Alle im folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem Arbeitsplatz
der Sicherheitsstufe S1 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit auto-kla-
vierten Materialien bzw. Geréten und sterilfiltrierten Lésungen (Porendurchmesser der Filter
0,22 ym). Die Zellen wurden in einem CO,-Begasungsbrutschrank im offenen System bei 29°C
bzw. 37°C mit 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Die regelméafBige
phasenkontrastmikroskopische Untersuchung der Zellkulturen erfolgte am Invert-Mikroskop
mit 50-, 100-, 200- und 320-facher Vergrof3erung. Die Photodokumentation wurde mittels einer
PC-gesteuerten Videokamera (Inteq 000610) mit angeschlossener Bildverarbeitungssoftware

(Axiovision) durchgefihrt.

5.3.1 Isolierung der Zellen

5.3.1.1 Isolierung von Langerhans-Inseln

Zur Isolierung pankreatischer Inseln wurde eine modifizierte Methode der stationéren Diges-
tion des Pankreas nach duktaler Injektion einer Kollagenase-Losung angewandt (Gotoh et
al., 1987). Hierbei wurde beim Spendertier nach intraperitonealer Injektion von Pentobarbital
(50mg/kg KG, Narcoren®, 160mg/ml, Merial, Hallbergmoos) eine mediane Laparotomie durch-
gefiihrt. Nach Auslagerung des Darms wurde das Duodenum durch mehrere Klemmen so fi-
xiert, dass der Ductus colchedochus gut eingesehen werden konnte. Dieser wurde mit einem
5.0 Seidenfaden unterhalb des Leberhilus ligiert. Der Pankreasgang wurde dann unmittelbar
vor Einmindung in das Duodenallumen geschlitzt, sodass retrograd ein Katheter (Venenver-
weilkanile, BD Neoﬂon®, 0,6 x 19mm (26 GA), REF 391349, BD, Heidelberg, Deutschland) in
das Lumen vorgeschoben und durch eine weitere Ligatur fixiert werden konnte. AnschlieBend

erfolgte die Totung des Spendertieres durch Inzision der intraabdominellen Aorta, um spatere
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Abb. 5: A: Nach medianer Laparotomie liegen der Diinndarm (D), der Magen (M) und das Pankreas (P) frei. B:
Nach Auslagerung des Darms wird der Ductus colchedochus unterhalb des Leberhilus ligiert (L1). C: Unmit-
telbar vor dem Ubergang ins Duodenum wird eine zweite Ligatur (L2) vorgelegt. Der Pankreasgang (PG) wird
vor der Einmindung in das Duodenallumen geschlitzt, sodass retrograd ein Katheter (K) in das Lumen vor-
geschoben und durch die Ligatur fixiert werden kann. D und E: Nach Injektion der 5ml Kollagenase-Lésung
(0,8mg/ml Kollagenase Typ V) Uber den Ductus pancreaticus kann das aufgedehnte Pankreas exzidiert und in
eine Petrischale Uberfihrt werden, die mit weiteren 5 ml der Kollagenase-Lésung gefillt ist, Maf3stab = Tem.

F: Frisch isolierte mit Neutralrot angefarbte Langerhans-Inseln, MaBstab = Tmm.

interstitielle Blutungen wahrend des Kollagenase-Verdaus moglichst gering zu halten. Danach

wurden Uber den befestigten Katheter 5ml Kollagenase-Losung (0,8mg/ml Kollagenase Typ V
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von SERVA gel6st in Dulbecco's 1 x PBS und versetzt mit 120ul Neutralrot-Losung zum anfar-
ben der Inseln) in den Ductus pancreaticus injiziert und damit das Pankreas aufgedehnt. Die-
ses konnte nun vorsichtig exzidiert und in eine Petrischale Uberfihrt werden, die mit weiteren

5ml der Kollagenase-Losung gefillt war.

Nach ca. 25-35 min Inkubation des Gewebes bei 37°C, lief3 sich das Gewebe mit einer
glasernen Pasteurpipette manuell zerkleinern und die entstandene Gewebesuspension konn-
te in ein 50ml-Zentrifugenrohrchen Gberfihrt werden. Das zerkleinerte Gewebe wurde nun mit
weiteren 30ml eisgekihlter PBS-Losung versetzt und das Rohrchen auf Eis gestellt. Auf diese
Weise wurde die Kollagenase inaktiviert und die weitere Verdauung der Langerhans-Inseln
vermieden. Es folgten nun mehrere Waschschritte mit eiskaltem PBS, bis die Lésung klar war.
Die einzelnen, mit Neutralrot angefarbten Inseln konnten schlieBlich aus dem verbleibenden
Medium pipettiert und in eine Petrischale mit Nahrmedium DMEM + 10% FCS + 100U/ml Pe-
nicillin, und 100mg/ml Streptomycin (in Zukunft als Pen/Strep bezeichnet) transferiert werden.

Pro Tier konnten auf diese Weise zwischen 400-500 Inseln gewonnen werden.

5.3.1.2 Isolierung der Knochenmarkszellen

Fir die Isolierung der Knochenmarkszellen wurden Insel-Spendertiere verwendet. Nach vo-
rangegangener Totung der Tiere durch Inzision der abdominellen Aorta wurden beidseitig
die Tibiae und Femora entfernt und vollstandig von Geweberesten befreit. Diese wurden bis
zur weiteren Aufbereitung in Isolierungspuffer (PBS, ACD-A 1%, HEPES-Puffer 20mmolar) auf
Eis inkubiert (Abb. 6A). Die Zellaufbereitung fand unter der Sterilbank statt. Bei der Knochen-
marksaufbereitung wurden die Epiphysen der Knochen (jeweils 2 x Femur und Tibia) mit einer
sterilen Schere abgetrennt (Abb. 6B) und die Knochenmarkshohle mit einer Spritze punktiert
und durchgesplilt (Abb. 6C).

Die so entstandene Zellsuspension (Abb. 6D) wurde mit Tml DMEM (ohne FCS) + 1%
ACD-A auf- und abpipettiert und mit dem Nylon Cell Strainer (100 pm) filtriert. Dieser wurde
dann mit 9mlI DMEM + 1% ACD-A durchgespult um moglichst alle Knochenmarkszellen in das
Rohrchen zu Uberflhren. Nach Bestimmen der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer
wurde die gewlnschte Zellzahl in 10ml des Kulturmediums (DMEM + 20% FCS) aufgenommen

und bis zur weiteren Verarbeitung bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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Abb. 6: A: Femur- (F) und Tibiaknochen (T) werden fur die Zellaufbereitung in einer Petrischale mit frischem
Isolierungspuffer aufgenommen, MaB3stab = 1cm. B: An den Knochen werden beidseitig mit einer sterilen
Schere die Epiphysen abgetrennt. C: Die Knochemarkshohlen werden mit einer Kanlle punktiert und das
Knochenmark wird mit Isolierungspuffer ausgespllt. D: Nach Filtration der Zellsuspension wird diese zur wei-
teren Kultivierung in DMEM aufgenommen. MafBstab = 50pum.

5.3.2 Passagieren der Knochenmarkszellen

Das erstmalige Passagieren der Knochenmarkzellen erfolgte nach Ausbildung eines konflu-
enten Monolayers bei einer Zelldichte von mindestens 60%, was nach einem Zeitraum von
etwa 1 Woche der Fall war. Je nach Zelldichte wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:3
bis 1:4 gesplittet. Zur Kultivierung der Hamster-Knochenmarkszellen wurde das Kulturmedi-
um entfernt und die Zellen in der Petrischale mit PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen,
Zelltrimmer und Reste verbrauchten Mediums zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 3ml Trypsin/EDTA-L6sung (Trypsin/EDTA (1x) 0,05%/ 0,02% in DPBS) bedeckt und fir ca.
12min bei 37°C inkubiert. Mit einer 1000ul-Eppendorfpipette konnten die Zellen vom Kultur-
schalenboden geldst und in ein Réhrchen mit 10ml PBS + 10% FCS Uberfihrt werden. Durch

einmaliges Waschen der Zellen fir 5 min bei 2000rpm (630 x g) und RT wurde gleichzeitig die
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Enzymwirkung gestoppt. Das so entstandene Zellpellet wurde durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren in Einzelzellen zerlegt und in neue Kulturschalen ausgeséat bzw. fir die Zellzah-

lung verwendet.

5.3.3 Kryokonservierung der Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen enzymatisch vom Boden der Kulturschale abgeldst.
Nach einer 5-minttigen Zentrifugation bei 2000rpm (630 x g) wurde der Uberstand dekantiert,
das Zellpellet mit 900ul FCS Uberschichtet und resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nun
in ein Kryoréhrchen (5-8 x 10° Zellen pro Réhrchen) mit 900ul Einfriermedium (DMEM + 20%
FCS + 20% DMSO) Uberfihrt und vorsichtig auf Eis gemischt. Bei der Handhabung mit kon-
zentriertem DMSO musste genau darauf geachtet werden, dass die Zellen auf Eis standen,
da dieses bei RT eine fur die Zellen zytotoxische Wirkung hat. Die Zellen wurden zunachst
in einer Isopropanol-beflllten und vorgekihlten Einfrierhilfe (Freezing Container, Nalgene®
Labware, Roskilde, Déanemark) G. N. im Gefrierschrank auf -80°C heruntergekihlt, um Schaden
durch Kristallisationsprozesse beim Schockgefrieren zu vermeiden. Nach ca. 24h wurden die
Kryoréhrchen zur Langzeitaufbewahrung in Flussigstickstoff (-196°C) umgelagert. Die Proto-

kollierung der Zellen erfolgte in einem dafiir vorgesehenen Heft.

5.3.4 Auftauen der Zellen

Die Kryorohrchen wurden aus dem flissigen Stickstoff direkt auf Eis gegeben und vollstandig
aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen in 10ml vorgewarmtes Kulturmedium langsam
aufgenommen und 5 min bei 1100 rpm (190 x g) sedimentiert. Der Uberstand wurde dekantiert,
das Zellpellet in dem entsprechenden Kulturmedium resuspendiert und in Kulturschalen aus-

gesat. Am folgenden Tag wurde das Nahrmedium erneuert.

5.3.5 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zur Zellzahl- und Vitélitdtsbestimmung der abgeldsten bzw. vereinzelten und mit PBS (+10%
FCS) gewaschenen Zellen wurde ein Hamocytometer mit einer Einteilung nach Neubauer so-
wie Trypanblau verwendet. Mit Hilfe der Neubauer-Zédhlkammer konnte die Gesamtzellzahl
ermittelt und gleichzeitig die Zellen auf ihre Vitalitat Gberprift werden, wobei nur nichtgefarb-

te Zellen gezahlt wurden. Jeweils 10ul der Zellsuspension und 10ul der 0,4%igen Trypanblau-
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Losung wurden mit 80ul PBS gemischt und ein 20ul Aliquot dieses Zell-Farbstoffgemischs in
einer Neubauer-Kammer ausgezahlt. Fur jede Bestimmung wurden die Zellzahlen von 4 Grof3-
quadraten, bestehend aus jeweils 16 Kleinquadraten, summiert und anschlieBend der Mittel-
wert gebildet. Aus der berechneten Zellzahl und dem Verdiinnungsverhaltnis wurde dann die

Zellzahl pro ml Suspension wie folgt ermittelt:

MW der Zellzahl aus 4 GroBquadraten
Zellzahl/ml = x Verdlnnungsfaktor
x Kammerkonstante (10%)

5.3.6 Vitalitatstests

5.3.6.1 Neutralrot-Test

Vor der Transplantation in die Rickenhautkammer wurden die verschiedenen Inseltypen mit-
tels des Neutralrot-Tests auf ihre Vitalitat Gberprift. Neutralrot ist ein nichttoxischer leicht kat-
ionischer Farbstoff, der durch ionische Diffusion in die Lysosomen vitaler Zellen gelangt, wo er
an anionische Bestandteile der lysosomalen Matrix bindet. In beschadigten, bzw. toten Zellen
sind sowohl Zellmembran als auch lysosomale Membran zerstort. Dies bewirkt eine verminder-
te oder gar ganzlich ausbleibende Aufnahme von Neutralrot in die Zelle. In unserem Experi-
ment konnte so aufgrund der Menge des gebundenen Farbstoffs Aufschluss Uber die Anzahl

vitaler, beschadigter und toter Zellen innerhalb des Inselverbands gezogen werden.

5.3.6.2 Trypanblau Test

Zur Bestimmung der Zahl und Lebensfahigkeit von Einzelzellen wurde der Trypanblau-Test an-
gewandt. Durch die defekten Zellmembranen toter Zellen dringen die Anionen dieses sauren
Farbstoffs in das Zytosol ein, wo sie an Zellproteine binden und die Zellen blau anfarben. Die
intakten Zellmembranen vitaler Zellen sind fir Trypanblau impermeabel, weshalb die Zellen
unter dem Mikroskop leuchtend hell erscheinen. Je nach Zelldichte wurde ein Aliquot von 10-
50ul der Zellsuspension mit 0,4% (w/v) Trypanblau/PBS 9:1 verdinnt. Nach ca. 2 min. wurden
die Zellen in einer Neubauer-Zéhlkammer unter dem Durchlichtmikroskop ausgezahlt. Der
prozentuale Anteil der lebenden Zellen in einem Ansatz liel3 sich nach folgender Gleichung

errechnen:
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Anzahl geférbte Zellen x 100
Anzahl geférbte + ungefarbte Zellen

Anzahl lebender Zellen (%) =

5.3.7 Pseudoinseln (Pl) und modifizierte Pseudoinseln (ModPlI)
5.3.7.1 in vitro Generierung von Pl und ModPI

Fir die in vitro-Generierung der Pl sowie der ModPl wurden verschiedene Methoden aus-
getestet, wobei sich die Kultivierung der Zellen im ,,Héangenden Tropfen” als die am besten
geeignete Methode erwies. Hierfir wurden frisch isolierte Langerhans-Inseln durch eine 10-
12minltige enzymatische Digestion mit Trypsin/EDTA (2,5g/1) bei 37°C und einer anschlie-

Benden manuellen Zerkleinerung mittels einer Eppendorf-Pipette in Einzelzellen aufgespal-

Wml%lmlzﬂllan Vereinzelte Inselzellen  Knochenmarkszellen
O OO0 _ ©
29 80 %0 °.:.
0025, 0050 ©9 0
O% @) O %%

&)
l nach 6 Tagen Kultur \ /
oD

Pseudoinsel Modifizierte Pseudoinsel
PN {ModPl)

Abb. 7: A: Mittels Trypsin-Digestion zu einer Einzelzellsuspension zerlegte Langerhans-Inseln, MaBstab
50um, B: Die Einzelzellen werden fur 6 Tage bei 29°C und 5% CO, als ,Héngender Tropfen”- Kultur inkubiert.
C: Einzelzellen im Hangenden Tropfen, MaBstab = 1cm. D: Durch Reaggregation von Inselzellen entstande-
ne Pseudoinseln. E: Durch Reaggregation von Inselzellen mit Knochenmarkszellen entstandene modifizierte
Pseudoinseln. D und E: beide Neutralrot gefarbt, Mal3stab = 200um.
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ten (Abb. 7A). Die Vitalitat der Einzelzellen wurde mit dem Trypanblau-Test bestimmt. Nach
5-minutiger Zentrifugation bei 1600rpm (400 x g) wurden die Zellen erneut in DMEM (+
10% FCS, + Pen/Strep) resuspendiert. Die Zellzahl wurde auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt.
Die Zellsuspension wurde nun als 20ul Tropfen in den Petrischalendeckel aufgebracht und
anschlieBend invertiert als “Hangender Tropfen” (Abb. 7C) fir mindestens 5 Tage bei 29°C im
Brutschrank kultiviert, um die Reaggregation der Einzelzellen zu PI (Abb. 7D) zu ermoglichen
(Cavallari et al., 2007). Fur die Generierung von ModPl wurden frische Knochenmarkszellen der
Passagen O bis maximal 1 verwendet, was bedeutete, dass diese maximal eine Woche alt waren.
Die aus Femur-und Tibiaknochen von Spenderhamsternisolierten Knochenmarkszellen wurden
hierbei zu gleichen Teilen mit Inselzellen gemischt (Abb. 7B). Diese beiden co-kultivierten
Zellpopulationen wurden nun ebenso fir mindestens 5 Tage bei 29°C als Hangender Tropfen

mit einem Volumen von 20pl bis zur Entstehung der ModPI (Abb. 7E) kultiviert.

5.3.7.2 Transplantation von Inseln, Pl und ModPI in die RHK

Die Kammerpraparationen waren nach spatestens 48h frei von den durch die chirurgi-
sche Praparation induzierten, inflammatorischen Verdnderungen (Messmer et al., 1984)
und somit bereit fir die Transplantation. Zur syngenen Transplantation der Langerhans-In-
seln wurden die mit Pentobarbital narkotisierten Empfangertiere auf einer Plexiglas-Bih-
ne durch Fixierung der Rickenhautkammer in Seitenlage immobilisiert. Nach Losen des
Sprengrings wurde das Deckglas des Beobachtungsfensters kurzzeitig entfernt und jeweils

7-8 Langerhans-Inseln, Pseudoinseln oder modifizierte Pseudoinseln aus dem N&hrme-

Abb. 8: A: Syrischer Goldhamster nach Implantation der Rickenhautkammer, Maf3stab = 1cm, B: Neutralrot

angefarbte Langerhans-Inseln am Tag O direkt nach Transplantation auf die quergestreifte Muskulatur in der

Ruckenhautkammer des Empfangertieres, MaB3stab = Tmm.
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dium auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Kammerpréparation platziert. AnschlieBend
wurde die Kammer mit einem frischen Deckglaschen und dem Sprengring wieder luftblasen-

frei verschlossen.

5.4 Durchflusszytometrische Analyse der Knochenmarkszellen
5.4.1 Prinzip der FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie ist ein auf Immunfluoreszenz basierendes Messverfahren zur Bestim-
mung von GroBe und Granularitét von Zellen sowie deren Expression von Zelloberflachenmo-
lekilen (Herzenberg et al., 2002). Grundlage ist die spezifische Antigen-Antikérper-Reaktion,
welche im Verlauf einer immunhistochemischen Farbung bestimmter Zellen mit fluoreszenz-
markierten Antikorpern ablauft. Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht in der hydro-
dynamischen Fokussierung, wobei die zu untersuchenden Fluoreszenz-markierten Zellen in
einem Flussigkeitsstrom nacheinander durch eine Messkammer (flow cell) wandern, in welcher

sie von einem Laser angestrahlt werden.

Neben der Fluoreszenzintensitat, welche sich anhand der emittierten Photonen des
Fluoreszenzlichts bemessen lasst, werden durch die charakteristische Lichtbeugung bzw.
-streuung zusatzlich Informationen Uber die ZellgréBe und Binnenstruktur (Granularitat des
Zytoplasmas und KerngroéBe) gewonnen. Zur Analyse von Zelloberflachenantigenen wurden in
der vorliegenden Arbeit Cy3- (Carbocyanin3) und FITC-(Fluoresceinisothiocyanat) konjugierte
monoklonale Antikorper, mit einem Absorptionsmaximum von 488nm bzw. 550nm und einem
Emissionsmaximum von 520nm bzw. 570nm, verwendet. Der zur FACS-Analyse benutzte Zyto-
meter (FACSCaliburTM, BD Biosciences, SanJose, Kalifornien, USA) arbeitet mit einem dualen
Laser-System bestehend aus einem Argonlaser mit einer Wellenlange von 488nm und einem
Rot-Diodenlaser mit einer Wellenlange von 635nm. Die durch Filtersysteme und Photomultip-
lier verstarkten Signale werden anschlieBend mit Hilfe der Cell Quest 3.3 Software hinsichtlich

der ZellgréBe (forward scatter = FSC) und Granularitat (sideward scatter = SSC) analysiert.

5.4.2 Immunfédrbung und FACS-Analyse der Knochenmarkszellen

In der aktuellen Studie wurden vier Tage alte Knochenmarkszellen (= PO) durchflusszytomet-
risch untersucht. Fur die FACS-Farbung wurden die Knochenmarkszellen mit Accutase (Accu-

tase ® solution, A 6964, SigmaAldrich Biochemie GmbH, Hamburg, Deutschland) aus den Pe-
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trischalen abgeldst. Pro Farbeansatz wurden je 5 x 10° Zellen entnommen und 2 x mit je 500pl
PBS gewaschen. Nach 2-miniitiger Zentrifugation bei 2000rpm (630 x g) wurde der Uberstand
verworfen und das entstandene Zellpellet in 100ul PBS aufgenommen. Die Zellen wurden nun
fir 30 min bei RT mit 1ug des Primarantikorpers inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut 2 x
mit je 500pl PBS gewaschen und fir weitere 20 min mit den entsprechenden Fluoreszenz-mar-

kierten Sekundarantikorpern bei RT inkubiert. Nach erneutem 2-maligem Waschen mit PBS

Marker Zelltypus bzw. Gewebe Referenz

CD31 Vaskulares Endothel, Leukozyten,
(PECAM) Precursorzellen

Delisser et al., 1997

CD73 Endothelzellen, HSCs Kalsi et al., 2002

CD117

(c-Kit) Knochenmark, HSCs, Progenitorzellen Zhang et al., 2006

::CI;I(?I:.A) HSCs, endotheliale und epitheliale Zellen Lietal., 2010

CD309 Stammzellen, Progenitorzellen, ruhende

(VEGFR-2) HSCs EPCs Eichmann et al., 1997

Unreife HSCs, Lymphozyten, aktivierte Spangrude und Scollay,

Sca-1 B- und T-Zellen 1990

Tab. 1: Auflistung der in der FACS-Analyse untersuchten Oberflachenantigene
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wurden die Zellen fir die Messung in 300ul PBS aufgenommen. Fir jeden Oberflachenmarker
wurde die durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach Messung von 2.000 bis maximal
20.000 Ereignissen gestoppt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die Expression der
Endothelzell-, Progenitorzell- und Stammzell- Oberflachenantigene CD31 (PECAM-1), CD34
(Mucosialin), CD73 (ECTO-5 nucleotidase), CD105 (Endoglin), CD117 (c-Kit), CD133 (PROM-1),
CD184 (CXCR-4), CD202b (TIE-2), CD309 (VEGFR-2) sowie eNOS (endotheliale NO Synthase),
Sca-1 (Stem cell antigen-1, Ly-6) und vWF (von Willebrand Faktor, Faktor VIII) untersucht. Als
Negativkontrollen wurden Cy3- und FITC- konjugierte Isotypkontrollen benutzt. Der im Er-
gebnisteil dargestellte Prozentsatz von positiven Zellen entspricht der Differenz, zwischen den

Prozentsatzen der mit spezifischem Antikorper geférbten Zellen und den IgG-Kontrollen.

5.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (IVM)

Vor jeder intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden den Versuchstieren Fluoreszenz-
marker zur Kontrastierung des GefaBsystems (FITC-Dextran 150.000) und der Leukozyten
(Rhodamin 6G) unter Kurznarkose (50 mg/kg KG Pentobarbital i.p.) intravends durch retrobul-
bare Injektion appliziert. Zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie, die etwa 20 Minuten pro Tier
beanspruchte, wurden die Hamster auf einer Plexiglas-Bihne fixiert. Die mikroskopischen Un-
tersuchungen erfolgten am Tag der Transplantation (Tag 0) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14
nach Transplantation. Nach Beendigung der letzten mikroskopischen Untersuchung wurden
die Versuchstiere durch eine Uberdosis des Anasthetikums (200mg/kg KG Pentobarbital) ge-
totet und die Rickenhautkammer-Préparationen fir histologische und immunhistochemische

Untersuchungen exzidiert.

Dieser chronische Versuch erfolgte Uber einen Zeitraum von insgesamt 14 Tagen. Samt-
liche Praparationen und Untersuchungen wurden in tiefer Narkose durchgefihrt. Zwischen
den einzelnen Untersuchungszeitpunkten hatten die Tiere ausreichend Zeit, um sich von der
Belastung durch die Narkose zu erholen. Die Implantation der Riickenhautkammer stellte hier
nur eine geringe zusatzliche Belastung flr die Versuchstiere dar, was sich an einem normalen
Schlaf-Wach-Rhythmus und einem regelhaften Putz- und Fressverhalten zeigte. Wéhrend des
gesamten Versuchszeitraums wurde makroskopisch das Aussehen der Rickenhautkammern
und der darin befindlichen Transplantate téglich qualitativ beurteilt und dokumentiert. Wies

eine Kammer vor Ablauf des Versuchszeitraums Entziindungszeichen auf, wurde das Versuchs-
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tier vorzeitig aus dem Versuch genommen und durch eine Uberdosis des Anasthetikums ein-

geschlafert.

5.5.1 Physikalische Grundlagen

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie bedient sich der Eigenschaft fluoreszierender Sub-
stanzen, bei Anregung durch Licht definierter Wellenldnge (), Lichtquanten zu emittieren.
Bei der Absorption des auftreffenden Lichts kollidieren einfallende Photonen mit Elektronen
des bestrahlten Stoffes und Ubertragen ihre kinetische Energie auf dessen Elektronen. Dieser
geht durch die zugefihrte Energie in einen energetisch héheren Zustand Uber. Die zugefihrte
Lichtenergie wird anschlieBend in andere Energieformen umgewandelt und zwischengespei-
chert. Eine chemische Verbindung strebt im Normalfall ihren stabilsten und auch gleichzeitig

energiedrmsten Zustand an. Aus diesem Grund ist eine angeregte Substanz bestrebt, diesen

I
| I |
\\-.,___ J_I_h_r_,,/
Filterblock
o [ ] 5 |
= [ji(thmmatiscrt:r
& He trahlungsteiler
= {6y \
= =
1=
I/;. C t\hl
I
Praparat

Abb. 9: Schematischer Aufbau eines Auflicht-Fluoreszenzmikroskops

nicht als Licht zurlickgestrahlt, sondern in einer anderen Energieform (z.B. Warme) abgegeben,
weshalb die emittierten Lichtquanten energiedrmer als die einfallenden Quanten sind. Das
Spektrum der emittierten Wellenlangen ist nicht abhangig von der Anregungswellenlange,

sondern von Fluoreszenz-Eigenschaften des angeregten Molekdils. Dieser Unterschied zwi-
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schen den Wellenlangen erlaubt mit Hilfe von speziellen Filtern die Anregung von Fluorochro-
men, welche das absorbierte kurzwellige Licht als langwelligers, schwacheres Licht emittieren.
Zur Durchfihrung der Fluoreszenzmikroskopie in Epi-llluminationstechnik bedarf es einer spe-
ziellen Filteranordnung innerhalb des Mikroskops. Der sogenannte Anregungsfilter isoliert aus
dem gesamten Wellenlangenspektrum der Lichtquelle denjenigen Wellenlangenbereich, der

zur Anregung des entsprechenden Fluorochroms erforderlich ist (Abb.9).

Ein nachgeschalteter dichromatischer Teilerspiegel reflektiert das Anregungslicht auf
das zu mikroskopierende Objekt. Gleichzeitig muss er fir das emittierte Fluoreszenzlicht mog-
lichst vollstdndig durchléssig sein. Da dieser, auch als Reflexions-Kurzpassfilter bezeichnete
Spiegel, bestimmte Bereiche eines Spektrums vollstandig reflektieren und andere durchlassen
kann, ist es moglich, Anregungs- und Emissionslicht exakt voneinander zu trennen. Als letztes
wird mittels eines Sperrfilters aus dem verbleibenden Wellenldngenspektrum nur dasjenige

herausgefiltert, das fir den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifisch ist.

5.5.2 Ausstattung

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde mittels eines modifizierten Zeiss-Axiotech-Mi-
kroskops (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer 100W HBO-Quecksilberdampflampe in
Auflichttechnik durchgefihrt. In den Strahlengang des Mikroskops wurden zwei verschiedene
Filtersysteme (Blaufilter: 450-490 nm Erregungs- />520 nm Emissionswellenlange; Grinfilter:
530-560 nm Erregungs- />580 nm Emissionswellenlange) und drei verschiedene Objektive ein-
gebracht, die die Quantifizierung mikrozirkulatorischer Parameter nach Injektion von FITC-Dex-
tran und Rhodamin 6G erlaubten. Fiir Ubersichtsaufnahmen wurde ein ‘5 Objektiv (Zeiss Plan-
Neofluar '5/0.15, Zeiss, Oberkochen, Deutschland), fir die Parameter der Revaskularisierung
ein "10 Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar “10/0.30, Zeiss) und fur die mikrohdgmodynamischen Para-
meter ein 20 Objektiv (Leitz EF-L20/0.32, Leitz, Wetzlar, Deutschland) verwendet.

Die intravitalmikroskopischen Bilder wurden von einer hochempfindlichen CCD (char-
ge-coupled device) Videokamera (FK 6990; Lichtempfindlichkeit 10-2 lux; Prospective Measu-
rements, San Diego, California, USA) aufgenommen, Gber einen Bildschirm (33 cm Bildschirm-
diagonale; PVM-1444 QM, Sony, Munchen, Deutschland) an ein DVD-Rekorder System mit
einer Aufzeichnungsrate von 50 Bildern pro Sekunde (DVD-R121, Samsung, Schwalbach im

Taunus, Deutschland) weitergeleitet. Je nach verwendetem Objektiv konnte so eine 216-fa-
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che, 432-fache bzw. 864-fache GesamtvergréBerung auf dem Bildschirm der Aufnahmeeinheit
erzielt werden. Diese Art der Aufnahmetechnik erlaubte eine spatere computergestitzte (Ca-
plmage, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) off-line Auswertung der Mikrozirkulation durch
Bild-zu-Bild-Analyse und trug somit zur Minimierung der Lichtexpositionszeit bei (Langer et

al., 2002).

5.5.3 Untersuchung der Mikrozirkulation mittels IVM

Als direkte Methode zur Untersuchung der Mikrozirkulation wurde die Intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie benutzt, mit Hilfe derer unter Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe
verschiedene Parameter der Mikrozirkulation untersucht werden kénnen. Die intravitalmikro-
skopische Analyse der Mikrozirkulation erfolgte durch die Kontrastierung einzelner Blutbe-
standteile mit 2 verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen. Dazu wurden die narkotisierten Ver-
suchstiere auf einer Plexiglasbihne fixiert und Fluoreszein-Isothiocyanat markiertes Dextran
(FITC-Dextran 5 %, 0,25ml, MG 150000, Exzitationsmaximum 490nm; Sigma Chemical, St.
Louis, Missouri, USA) zur Kontrastverstarkung (Menger et al., 1992) und Rhodamin-6G (0,1-
0,2umol/kg KG i.v.; MG 479; Exzitationsmaximum 530nm Merck, Darmstadt, Deutschland) zur

in vivo Kontrastierung von Leukozyten retrobulbar appliziert (Vollmar et al., 1997).

Der Plasma-Marker FITC-Dextran stellt den Erythrozyten-freien Plasmaraum der Ge-
faBe dar, sodass damit durch die Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskopie die Geféal3grenzen erfasst
werden konnten. Am Tag 0 direkt nach Transplantation wurde von den transplantierten Inseln,
Pl und ModPI mit dem ‘5 Objektiv eine Ubersichtsaufnahme gemacht. Fiir die spétere Bestim-
mung von Flache und Durchmesser am Tag 0 wurde darlber hinaus jede Insel einzeln im “10
Objektiv aufgenommen. Durch die vorherige Farbung mit Neutralrot leuchteten die Trans-

plantate im Blaufilter ohne weitere Zugabe von Fluoreszenzfarbstoffen.

5.6 Analyse der mikrozirkulatorischen Parameter

An den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation wurden die Transplantate fir die Bestim-
mung der revaskularisierten Flache und der funktionellen Kapillardichte im “10 Objektiv fir ca.
20-30s aufgenommen. Fir die Bestimmung von Blutzellgeschwindigkeit und GefaBdurchmes-
ser wurden je 2-3 Gesichtsfelder fur ca. 20s mit dem 20 Objektiv aufgenommen. Die anschlie-

Bende quantitative off-line Analyse der Mikrozirkulations-Parameter erfolgte mit Hilfe der
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computergestitzten Auswertungssoftware Caplmage (Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland).

5.6.1. Revaskularisierte Fliche

Zur Messung der TransplantatgroBe und der revaskularisierten Flache der transplantierten In-
seltypen wurden die Stellen an welchen bereits Angiogenese zu erkennen war am Auswer-
tebildschirm durch Umrandung markiert. Bei mehreren Angiogeneseherden wurden deren
Messwerte im Anschluss addiert und so der gesamte Flacheninhalt in mm?2 bestimmt. Die re-
vaskularisierte Flache der Transplantate (in mm?) wurde an den einzelnen Versuchszeitpunkten
als das Verhaltnis (in Prozent) zwischen der jeweils gemessenen mikrovaskularen Netzwerkfla-

che und der TransplantatgréBBe berechnet.

5.6.2 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte beschreibt die Lange der von Erythrozyten perfundierten Ka-
pillaren pro Gewebeflache. Hierflir wurde wiederum zuvor die Flache der Transplantate um-
randet woran sich die Messung der perfundierten Kapillaren durch digitales Nachzeichnen am
bewegten Bild anschloss. Der Quotient aus der Gesamtlange der nachgezeichneten Kapilla-

ren und der Flache des Transplantats ergab die funktionelle Kapillardichte in cm/cm?.

5.6.3 GefaBdurchmesser

Zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten wurden pro Inseltransplantat jeweils 20 Durch-
messer neugebildeter GefaBBe erfasst. Die Auswahl der Gefél3e war randomisiert durch Auf-
legen einer mit einem Achsenkreuz versehenen Folie auf den Auswertebildschirm. Nur die
Kapillaren wurden gemessen, die entweder die vertikale oder die horizontale Linie dieses Ach-
senkreuzes schnitten. Aus diesen 20 Einzeldurchmessern wurde anschlieBend der Mittelwert in
um gebildet. Waren weniger als 20 unterschiedliche Gefal3e zu sehen, wurden alle Durchmes-

ser addiert und durch die entsprechende Anzahl geteilt um den Mittelwert zu erhalten.

5.6.4 Blutzellgeschwindigkeit

Fir die Messung der Blutzellgeschwindigkeit wurden wieder die gleichen GefaB3e ausgewahlt,
an welchen zuvor der Durchmesser erfasst wurde. Die Messung erfolgte mit Hilfe der compu-

terunterstitzten Line-Shift-Diagramm-Methode (Klyscz et al., 1997). Hierbei wurde eine zentral
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im GefaBlumen gelegene Messlinie entlang der Blutflussrichtung definiert. Die Auswahlkri-
terien fir einen bestimmten Gefal3abschnitt waren hierbei Geradlinigkeit und die Abwesen-
heit von GefaBverzweigungen, um eine laminare Stromung gewahrleisten zu kénnen. Die
Videoaufzeichnung wurde fir 10 bis 15 Sekunden in Echtzeit abgespielt, wodurch fir jedes
Halbbild ein Grauwertprofil entlang der Messlinie erstellt und im Bildspeicher aufgezeichnet

werden konnte.

Wahrend der Messung wurde die Zeitdifferenz ermittelt, die ein Erythrozyt im GefaBlu-
men bendtigte, um die zuvor definierte Strecke zurlickzulegen. Daraus erstellte der Computer
dann ein Line-Shift-Diagramm, in dem helle und dunkle schragverlaufende Linien zu erkennen
waren, wenn sich wahrend der Messung Plasmallicken (hell) bzw. Erythrozyten (dunkel) entlang
der Messlinie bewegt hatten. Durch Markierung der Linien wurde so aus deren Steigung die
Blutzellgeschwindigkeit in der GefalBBmitte (Vggc= velocity of red blood cells) in um/s berech-
net. Bei einem Durchgang lieBen sich maximal 9 GefédBBe messen. Pro Insel wurden ein bis 2
Durchgénge gemessen, sodass man am Ende die Einzelwerte von 9 bis maximal 18 GefaB3en

hatte, welche im Anschluss wiederum gemittelt wurden.

5.6.5 Volumenfluss

Fir groBere GefaBBe erfolgt die Berechnung des Blutflusses durch Multiplikation der Blutzell-
geschwindigkeit mit dem GefaBquerschnitt. Da in der vorliegenden Studie allerdings Mikro-
gefaBBe mit parabolem Geschwindigkeitsprofil analysiert wurden, wurde hier der Baker-Way-
land-Faktor (K) (Baker und Wayland, 1974) eingesetzt, der den Unterschied zwischen den
gemessenen Blutzellgeschwindigkeiten im Zentralstrom und der durchschnittlichen Blutzell-
geschwindigkeit ausgleicht. Somit konnte anhand der gemessenen Blutzellgeschwindigkeit
(v) und des GefaBdurchmessers (d) der Volumenfluss individueller MikrogefaBe (VQ) mit Hilfe

folgender Formel berechnen:
VQ = 1T x (d/2)2 x v/K

Entsprechend der in der Studie analysierten Durchmesser von ~5-10pum wurde nach Lipowsky

und Zweifach ein Faktor (K) von 1,3 eingesetzt (Lipowsky und Zweifach, 1978).
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5.6.6 Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Daten wurden zuerst auf Normal-
verteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift. Unterschiede zwischen den Grup-
pen wurden dann mittels Analyse der Varianz (one way ANOVA), gefolgt vom Tukey-Test fur
multiple Vergleiche, kalkuliert. Das Kriterium fir Signifikanz wurde mit p<0.05 angesetzt. Die
Durchfihrung sémtlicher statistischer Berechnungen erfolgte unter Verwendung des Software

Pakets SigmaStat 3.0 (Jandel Corporation, San Rafael, Kalifornien, USA).

5.7 Glukosestimulations-Test und ELISA

5.7.1 Bestimmung der Anzahl an Inseldquivalenten (IEQ)

Vor Beginn des eigentlichen Glukosetoleranz-Tests mussten sogenannte Inseldquivalente
(IEQ) mit Hilfe eines Mikrometermal3stabs unter dem Mikroskop ausgemessen und in eine 48
well Platte gepickt werden. Ein Inselaquivalent entspricht dabei einer durchschnittlich gro3en
Insel von 150um (Ricordi et al., 1990) (Tab. 2). Pro well wurden jeweils 50 IEQs gepickt. Fir die
Versuchsdurchfihrung war die Bestimmung von IEQs notwendig, da die generierten Pl und
Mod Pl sowie die Langerhans-Inseln teilweise GréRenunterschiede zeigten. Die Inselaquiva-

lent-Berechnung geschah dabei wie folgt:

Durchmesser Insel (um) Umrechnungsfaktor

100 - 149 0,66

200 - 249 3,5

300 - 349 10,4

Tab. 2: Umrechnungsfaktoren (nach Ricordi et al., 1990) fur Inseln unterschiedlicher GréBe bzw. unterschied-

lichen Durchmessers
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5.7.2 Durchfiihrung des Glukose-Stimulationstests

Der in vitro Glukosestimulations- oder auch Toleranztest wurde mit Inseln, Pl sowie ModPI
durchgefiihrt und diente der Uberpriifung ihrer Funktionalitat. Fiir den Vergleich von Pl und
ModPI mit normalen Langerhans-Inseln wurden Inseln vom Tag 5 verwendet, da die Pl und
ModPI frihestens 5 Tage nach ihrer Generierung fest genug zum abernten waren. Pro Inselty-
pus wurden 3 parallele Ansatze mit jeweils 50 IEQs durchgefihrt, was bedeutete, dass insge-

samt jeweils 3 x 50 IEQs, also 150 IEQs, verwendet wurden.

Die erhaltenen Werte fur die einzelnen wells wurden im Nachhinein gemittelt und der
Standardfehler (standard error of the means = SEM) berechnet. Zu jedem Inseltypus liefen
zusatzlich parallel 2 wells mit Leerwerten mit, also wells in denen nur das entsprechende Kul-
turmedium enthalten war. Eventuelle unspezifische Signale konnten so anschlieBend von den
eigentlichen Messwerten abgezogen werden. Zusatzlich wurden einzelne wells mit Langer-
hans-Inseln (je 50 IEQs) unterschiedlichen Kultivierungsalters (Tag O, 1, 3 und 5) bestlickt und
ebenfalls gemessen, um so die Insulinsekretion im zeitlichen Verlauf bestimmen zu kénnen.
Vor der Durchfiihrung des eigentlichen Tests wurden alle Inseln in low-glucose Medium prain-

kubiert, um die Insulinsekretion der Proben auf das gleiche Level zu bringen.

5.7.3 Statische Glukosestimulation

Bei der Isolierung humaner Inseln wurden die statischen Stimulationstests mit Glukose zur
Uberpriifung der Inselfunktionalitit bereits standardisiert eingesetzt. Hierbei wird mit einer

speziellen Glukoselosung stimuliert und die Insulinsekretion gemessen.

Ansetzen der Stimulationslésungen:

Molekulargewicht von Glukose: 180,16g/mol

Ausgehend von einem Niedrig-Glukose (low) enthaltenden DMEM-Medium (1,0g/l, PAA, Pa-
sching, Osterreich), was einer 5,56mmolaren Glukose-Konzentration entspricht, wurden die
Stimulationslosungen, d.h. ein Medium mit einer mittleren (mid) 4,59/ = 24,9mM) und ein

Medium mit einer hohen Glukosekonzentration (high) (2,0g/l = 50mM) angesetzt.
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Stammldsungen:

low-glucose: 100m| DMEM (DMEM low Glucose (1,0g/1), with L-Glutamine,
PAA, Pasching, Osterreich) + 1ml Penicillin/Streptomycin (PAA)

mid-glucose: 100mI DMEM (DMEM low Glucose) + 0,35g D-Glukose (Sigma,
Minchen, Deutschland) + 1ml Pen/Strep

high-glucose: 100m| DMEM (DMEM low Glucose, with L-Glutamine, PAA) +
0,8g D-Glukose + 1ml Pen/Strep

Gebrauchslésungen:

low-glucose: 40 ml angesetzte Stammlsg. + 10m| FCS Gold (PAA)
mid-glucose: 40 ml angesetzte Stammlsg. + 10m| FCS Gold
high-glucose: 40 ml angesetzte Stammlsg. + 10ml FCS Gold

Insulinsekretion:

Nach dem Picken der unterschiedlichen Inseltypen in die einzelnen wells wurden diese erst mit
PBS gewaschen und anschlieBend fir 30min bei 37°C in jeweils 300ul low-glucose Medium im
Brutschrank inkubiert. Nach Inkubation wird das in diesem Zeitraum sezernierte Insulin, durch
Austauschen des Mediums durch frisches low-glucose Medium, entfernt. Dieser Vorinkuba-
tionsschritt fihrt zu einer erheblichen Senkung der aus einer Mischung von passiver Insulin-
freisetzung (z.B. durch geschadigte Zellen) und der basalen Insulinsekretion der bei 100mg/dl|

resultierenden Basalrate.

Nun erfolgte die eigentliche Glukosestimulation. Hierfir wurden je 50 IEQs in jeweils
300p! low-glucose Medium fir 60min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach einer Stunde
wurde das Medium abgehoben und in vorbereitete EppendorfgefaBe tberfihrt und bei -20°C
weggefroren. Die IEQs wurden jetzt fir wiederum 1h bei 37°C in Medium mittleren Glukose-
gehalts inkubiert mit anschlieBendem Abheben und Wegfrieren der Uberstiande. Als letztes
wurden die Inselaquivalente in dem High-Glukose Medium inkubiert. Auch hier wurden nach

60min bei 37°C die Uberstiande entfernt und bis zu ihrer Messung bei -20°C weggefroren.

5.7.4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Begriff Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Der ELISA gehort zur

Gruppe der Immunassay-Verfahren. Mit Hilfe des ELISA kénnen Proteine, Viren aber auch nie-
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dermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe (Blutserum,
Milch, Urin, etc.) nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich die Eigenschaft spezifischer
Antikorper zu Nutze, die an den nachzuweisenden Stoff (Antigen) binden. Antikorper oder An-
tigen werden zuvor mit einem Enzym markiert. Die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient
als Nachweis fiir das Vorhandensein des Antigens. Das nachzuweisende Antigen bzw. Substrat
wird wahrend einer enzymatischen Reaktion umgesetzt wobei das resultierende Reaktionspro-
dukt tblicherweise durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz nachgewiesen
werden kann. Die Signalstarke ist im Allgemeinen eine Funktion der Antigenkonzentration,

sodass der ELISA auch fur quantitative Nachweise verwendet werden kann.

5.7.4.1 Das Testprinzip

Mercodia Insulin ELISA ist ein enzymatischer, zweiseitiger Immunoassay mit einer Festphase.
Der Test basiert auf der direkten Sandwichtechnik, in welcher zwei monoklonale Antikérper
gegen ein bestimmtes Antigen im Insulinmolekdl gerichtet sind. Wahrend der Inkubation re-
agiert das Insulin in der Probe mit den Insulin-Antikérpern im Peroxidase-Konjugat und den
Insulin-Antikorpern, welche auf der Mikrotiterplatte gebunden sind. Eine einfache Waschung
entfernt die ungebundenen, enzymatisch gekennzeichneten Antikérper. Das gebundene Kon-
jugat wird durch 3,3’, 5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht. Durch Zugabe von
Saure wird die Reaktion gestoppt. Der dadurch erhaltene kolorimetrische Endpunkt wird nun

spektrophotometrisch abgelesen.

5.8 Proteinbiochemischer Nachweis von Insulin im Western-Blot

5.8.1 Proteinextraktion

Zur Herstellung von Gesamtzell-Extrakten wurden die Knochenmarkszellen mit Hilfe von Accu-
tase vom Petrischalenboden abgeldst. Die Inseln, Pl und ModPI wurden mittels enzymatischen
Verdaus mit Trypsin/EDTA in ihre einzelnen Bestandteile aufgel6st. Nach Neutralisierung mit
Vollmedium wurden die Zellen dreimal mit 4°C kaltem sterilen PBS-Puffer gewaschen. Je nach
GroBe des Zellpellets wurde dieses in unterschiedlichen Volumina Lysispuffer (10mM Tris-(hy-
droxymethyl)-aminomethan (TRIS), pH 7,5; 10mM NaCl; 0,1mM EDTA, 0,5% Triton X 100; 0,02%
NaN; (Roth)) unter dem Zusatz des Proteinaseinhibitor-Cocktails (PIC) (Sigma) sowie PMSF

(Roth) (jeweils im Verhéltnis 1:75 eingesetzt) resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert. Nach
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einer 30-minltigen Zentrifugation (Biofuge fresco, Kendro, Hanau, Deutschland) bei 13000 U/
min (16000 x g) bei 4°C wurden die Uberstinde abpipettiert und Aliquots bei —20°C kryokon-

serviert bzw. auf Eis gelagert und sofort zur Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzt.

5.8.2 Konzentrationsbestimmung und Denaturierung der Proteine

Die kolorimetrische Proteinbestimmung nach Lowry ist eine einfache und zuverlassige Me-
thode zur Bestimmung der Konzentration I6slicher sowie unl&slicher Proteine (Lowry et al.,
1951). Sie beruht auf einer Farbreaktion mit Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz (Folin Reagenz)
und Kupfersulfat, wobei Verbindungen mit mindestens zwei Peptidbindungen in alkalischer
Lésung einen Kupfer-Protein-Komplex ausbilden. Cu?* wird dabei zu Cu* reduziert und rea-
giert mit dem Folin-Reagenz durch Reduktion von Heteropolysduren zu einem tiefblauen bis
violetten Farbkomplex. Die Absorption dieses Farbkomplexes wird mittels eines Photometers

gemessen und ist der Proteinkonzentration proportional.

Die Messlésungen wurden unmittelbar vor der Bestimmung frisch zusammengebracht.
Reagenz A (10g Na,CO5/ 500ml 0,1M NaOH, Roth) wurde in einer 50:1 Verdinnung mit Re-
agenz B (0,5g KNa-Tartrat, 0,25g Cu-Sulfat x 5H,0/50ml A. dest., Merck) gemischt. Zu 250yl
dieser Losung wurden nun 50ul Proteinextrakt (1:10 mit A.dest vorverdiinnt) zugegeben und
sofort fur 15s gemischt (Vortex, Heidolph Reax top, Fisher Scientific). Nach einer 10-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte der Zusatz von 25pl der 1:2 mit A. dest. verdiinnten
Folinldsung (Sigma) und ein unmittelbares Vortexen fir weitere 15s. Der Ansatz wurde 30min
bei Raumtemperatur inkubiert und die Absorption des entstandenen Farbkomplexes photo-
metrisch (GeneQuant pro, GE healthcare, Freiburg, Deutschland) bei einer Wellenlange von
595nm gegen A. dest. gemessen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer BSA-Stan-

dardkurve ermittelt. Zu jedem Proteinextrakt wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt.

Die auf Eis gelagerten Proteinextrakte wurden nach der Konzentrationsbestimmung
mit A. dest. verdiinnt, sodass die Konzentration zwischen 0,5 und 2ug Protein/pl betrug. Die
verdliinnten Extrakte wurden mit 2 x ‘Sample Buffer’ nach Laemmli (4% SDS; 20% Glycerin;
10% BB-Mercaptoethanol; 0,004% Bromphenolblau; 0,125M TRIS-HCI (pH 6,8); Sigma) versetzt
und 5min im kochenden Wasserbad denaturiert. Die denaturierten Extrakte (c = 0,5-2ug/pl)
wurden bei —20°C kryokonserviert oder sofort in der anschlieBenden Western-Blot-Analyse

eingesetzt.

52



Methoden

5.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Grundlegendes Prinzip der elektrophoretischen Trennung von Proteinen ist die Wanderung
geladener Molekdile im elektrischen Feld. Zur Trennung von Proteinen wird nahezu ausschlief3-
lich Polyacrylamid als Trager verwendet wird, das durch radikalische Polymerisation des mono-
meren Acrylamids und des quervernetzenden N, N'-Methylenbisacrylsdureamids (,,Bis") eine

dreidimensionale Matrix ausbildet.

Zusatze Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel
(ml) (5%) (8%) (10%) (12%)

Trenngelpuffer - 2,5 2,5 2,5

Aqua dest. 2,7 4,6 4 3,3

10% APS 0,04 0,1 0,1 0,1

Tab. 3: Zusammensetzung eines Polyacrylamidgels fir die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE).

Die Proteine passieren zuerst das Sammelgel mit groBer Polyacrylamid-Porenweite. Anschlie-
Bend wandern sie in das Trenngel, welches neben einer geringeren Porenweite zudem eine
hohere Salzkonzentration und einen héheren pH-Wert als das Sammelgel aufweist (Tab. 3).
Beim Einwandern der Proben in das Trenngel wandern die Glycin-lonen aufgrund ihrer pH-ab-
héngigen negativen Ladung an der Front und die Proteine werden aufgrund ihrer molekularen
GroBe getrennt. Alle Western-Blot-Analysen wurden als eindimensionale SDS-Polyacryl-Gele-
lektrophorese (SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach Laemmli (Laemmli,

1970) durchgefihrt.

Die SDS-Page erfolgte mit einer generellen Acrylamidkonzentration von 5% im Sam-
melgel und einer, je nach Molekulargewicht des Targetproteins, variierenden Acrylamidkon-
zentration zwischen 8 und 12% im Trenngel (Tab. 3). Die Gele wurden in einer vertikalen Flach-
gelapparatur mit GieB3stand fir Minigele (Mini-Protean Il, BioRad) gegossen. Nach Einfillen

der Trenngellésung wurden nun vorsichtig 200ul Isopropanol (Roth) tberschichtet, um eine
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Hemmung der Polymerisation an der Geloberflache durch Luftsauerstoff zu verhindern und
die Ausbildung einer glatten Trennflache zwischen Trenn- und Sammelgel zu gewahrleisten.
Nach einer einstiindigen Polymerisationszeit wurde nach Entfernung des Alkohols das Sam-
melgel in die Apparatur gegossen. Die Geltaschen, die mit einem sofort ins Sammelgel zen-
triert eingesteckten Teflonkamm (15 Zdhne, 0,75mm, BioRad) ausgeformt wurden, erlaub-
ten ein maximales Beladungsvolumen von 15pl, sodass bei jeder Analyse 5-15ug Protein pro
Geltasche aufgetragen wurden. Wahrend der 45-minitigen Polymerisation wurden 10ul eines
Proteinmolekulargewicht-Standards (Rainbow High Range, GE healthcare) mit 5ul Laemmli 2x
“Sample Buffer” (Sigma) verdinnt und in gleicher Weise wie die Proteinextrakte im kochen-

den Wasserbad denaturiert.

Nach Beladung des Gels wurde die Trennung der Proteine entsprechend ihrer Mole-
kilgroBe in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean3) in einem Tris/Glycinpuffer
(0,125M Tris-Base; 0,96M Glycin; 0,5% SDS, Roth) durchgefihrt. Die erforderliche Niederspan-
nung wurde mit Hilfe eines speziellen Netzgerates fur stabilisierten Gleichstrom (Power Pac
200, BioRad) generiert. Zur Konzentrierung der Proteine im Sammelgel wurde eine anfangliche
Spannung von 100V gewahlt. Nach ca. 15min wurde diese zur Passage durch das Trenngel fur
ca. Th auf 140V erhoht. Die Auftrennung der Proteine wurde beendet, wenn die blaue Lauf-
front der Bromphenolblau-Bande des ‘Sample Buffers’ das untere Gelende erreichte. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele aus der Kammer entnommen und in einem
Transferpufferbad (12mM Tris-Base, 96mM Glycin, Roth) fir das anschlieBende Membranblot-

ting aquilibriert.

5.8.4 Blotting

Ziel dieser Methodik ist es, die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine
synthetische Membran zu transferieren, sodass ein genaues Abbild des Elektrophoresemus-
ters resultiert. Die auf der Membrantextur gebundenen Targetproteine sind dann fir einen

immunchemischen Nachweis mit spezifischen Antikorpern leicht zuganglich.

Der horizontale Proteintransfer erfolgte als Tank-Blotting in einer Mini-Trans-Blot-Kam-
mer (BioRad). Die PVDF-Membran (0,2um PorengréfBe, BioRad) wurde zunachst zum Ausgleich
von Oberflachenladungen fir 20s in Methanol (Roth) gebadet und sofort mit A. dest. abge-

spllt. Danach erfolgte eine 10-miniitige Aquilibrierung in Transferpuffer (25mM TRIS Base,
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192mM Glycin in A. dest). Das Blot-Sandwich wurde wie folgt aufgebaut: Ein mit Transferpuffer
getrankter Schwamm wurde in die Blotkassette eingelegt, darauf ein getranktes Filterpapier
platziert (grade 114, Dicke 25um, Whatman, Schleicher & Schuill, Dassel, Deutschland). An-
schlieBend wurden die dquilibrierte PVDF-Membran und das Gel luftblasenfrei positioniert
und wiederum ein getranktes Filterpapier und ein Schwamm eingelegt. Nach VerschlieBen der
Sandwich-Kassette wurde diese derart in der Blotkammer ausgerichtet, sodass der Stromfluss

einen Proteintransfer vom Gel zur Membran gewéhrleistete.

Um lokale Uberhitzungen zu vermeiden und eine gleichmaBige niedrige Temperatur
zu erhalten, wurde ein Eis-'Spacer’ in die Blotkammer eingestellt, welche zudem auf einem
Magnetrihrer stand, wodurch die Kélte des Eises in der Pufferldsung verteilt wurde. Die Blot-
kammer wurde vollstandig mit Transferpuffer aufgefillt und die Elektroden am Netzgerat fur
stabilisierten Gleichstrom (Power Pac 200, BioRad) angeschlossen. Der Proteintransfer wurde
nach 2h bei einer angelegten konstanten Spannung von 50V (Anfangsstromstarke 800mA fur 2
Gele) beendet. Die proteinbeladene Membran wurde tGber Nacht in TBS-T Puffer (1,5mM Tris-
Base pH 7,5; 1% NaCl; 0,01% Tween 20 in A. dest. (Roth)) bei 4°C zur weiteren Bearbeitung

aufbewahrt.

5.8.5 Detektion

Die Detektion der Targetproteine erfolgt durch eine spezifische Antikorper-Farbung der
membrantransferierten Proteine. Zur Sattigung Uberschissiger Proteinbindestellen wurde
die Membran mit einem Blockierungsreagenz behandelt, um eine unspezifische Bindung der
Nachweisreagenzien zu verhindern. Die Nachweisreaktion erfolgt durch die Bindung eines
spezifischen unkonjugierten Primarantikdrpers am Targetprotein und einem enzymgekoppel-

ten Sekundarantikdrper zur Signalverstarkung.

Die gebundenen Antikorper werden mittels ECL-Reagenz im Rahmen einer Chemi-
lumineszenzreaktion sichtbar gemacht. Durch Exposition eines Rontgenfilms auf der Mem-
bran kann die Position und Expressionsstarke des Targetproteins sichtbar gemacht werden,
indem die Schwarzung des Rontgenfilms durch die proteinkonzentrationsabhéangige emittier-
te Strahlung erfolgt. Die Antikorperfarbungen der Membranen wurden auf einem Horizon-
talrotator (Heidolph Polymax 1040, Fisher Scientific) durchgefihrt. Die Gber Nacht in TBS-T

aufbewahrten Membranen wurden 3 x mit TBS-T gewaschen und zur Blockierung unspezifi-

55



Methoden

scher Bindungsstellen in einer 5%igen Losung aus Milchpulver (Blotting Grade Blocker non-
fat dry milk, BioRad) in TBS-T fir 30min inkubiert. Nach 3 x Waschen mit TBS-T wurden die
entsprechenden Primarantikorper (Insulin, Santa Cruz; GAPDH),) fir 2h bei RT inkubiert. Nach
3 weiteren Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Inkubation mit dem Sekundérantikérper. Die
Membranen wurden fir 90min mit den 1:5000 verdinnten HRP-konjugierten Schaf-anti-Maus-
IgG- bzw. Esel-anti-Kaninchen-IgG-Antikorper (ECL Rabbit IgG, HRP-linked F(ab’)2 fragment
from donkey, GE healthcare) exponiert. Nach 5 x Waschen in TBS-T wurden diese nun der
Chemilumineszenzreaktion unterzogen. Dazu wurden die feuchten Membranen fir 60s mit
einem 1:2 Gemisch der ECL-Reagenz 1 und 2 (3-Aminophthalhydrazid + unbekannter Che-
milumineszenzverstarker mit H,O,) inkubiert. Nach Entfernung des Reagenz wurden die in
Autoklavierfolie eingepackten Membranen zur Exposition eines Rontgenfilms (Hyperfilm ECL,

GE healthcare) in einer Rontgenkassette positioniert.

Die Expositionszeiten waren von der Signalstérke der zu detektierenden Proteine ab-
héngig und wurden zwischen 1 und 20min variiert. Die Signale der belichteten Filme wurden
anschlieBend in Entwicklungs- bzw. Fixierungsbadern (Zahnfilm, Adefo GmbH, Nirnberg) vi-
sualisiert und haltbar gemacht. Zur Kontrolle der Proteinbeladung und des Proteintransfers
wurde der polyklonale GAPDH- Antikorper Klon FL-335 (Santa Cruz) als interner Standard ein-
gesetzt. Das Housekeeping-Protein GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) ist
ein essentielles Enzym der Glykolyse und somit in allen Lebewesen nachweisbar (Ferguson et

al., 2005). Die Antikorperkonzentration betrug fur alle Analysen 1:5000.

5.8.6 Quantitative Auswertung

Die Analyse der Rontgenfilme erfolgte mit dem Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc) und
dem Quantifizierungsprogramm 'Quantity One-Geldoc’ (BioRad). Die quantitative Analyse der
Proteinmuster wurde als Vergleich der relativen Mengenverhaltnisse der einzelnen Fraktionen
durch densitometrische Bestimmung vorgenommen, indem die optische Dichte der Banden
Uber die Flache ihrer Ausdehnung gemessen wurde. Die ermittelten Daten wurden Uber den

internen GAPDH-Standard korrigiert.
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5.9 Histologie

5.9.1 Einbetten isolierter Inseln, Pl und ModPI in HepatoQuick

Mit Hilfe des Reagenz HepatoQuick (Roche, Diagnostica Stago, Mannheim, Deutschland), wel-
ches normalerweise der in-vitro Bestimmung der modifizierten Prothrombinzeit (Quick-Wert)
im Citratplasma dient, konnten auch 8 Tage alte Inseln, Pl und ModPI eingebettet und in 4%
Formaldehyd fixiert werden. Hierftr wurden in den Deckel eines Eppendorf-Reaktionsgefal3es
100ul HepatoQuick, 50ul humanes Citratplasma sowie 10ul CaCl, gegeben und bei RT gelie-
ren lassen. Nach Festwerden des Thromboplastin-Reagenz wurden pro Ansatz jeweils 10-15
Inseln Uberfihrt. Unmittelbar danach wurde eine zweite HepatoQuick-Schicht, wiederum mit
dem Zusatz von Plasma und CaCl,, auf die Inseln gegeben und ebenfalls gelieren gelassen.
Nach etwa 30min konnten die mittlerweile verfestigten Insel-enthaltenden Gelschichten aus
den Eppi-Deckeln gelost und in Gewebe-Kassetten (Einbettkassette mit Deckel, VWR Interna-
tional GmbH, Darmstadt, Deutschland) zur weiteren Inkubation in 4% Paraformaldehyd Uber-

fuhrt werden.

5.9.2 Entnahme der Kammerpréparationen zur Fixierung

Nach Exzision der Rickenhautkammerpraparationen am Tag 14 wurden diese in beschrif-
tete Gewebe-Kassetten (Einbettkassette mit Deckel, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland) Uberfihrt. Diese wurden dann fir 48h in einer Kivette mit 4% Paraformaldehyd
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert und danach fiir 2h in Leitungswas-
ser gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben in einem automatischen Histocycler, auch
Jtissue-processor” genannt (Reichert Jung Histokinette 2000, Leica, Wetzlar, Deutschland),
Uber eine aufsteigende Alkoholreihe weiter entwassert und kamen Uber einen Xylol-Zwischen-
schritt (Xylol, Carl Roth GmbH & Co. KG) in flissigem Paraffin (Granopent ® ,P”, Paraffin in
Plattchen, Carl Roth GmbH & Co. KG) zu liegen.

Dann wurden die Kammerpraparationen mit Hilfe eines Histo-Embedders (Leica) wei-
ter zu Paraffinbldcken verarbeitet, um dann mit einem manuellen Mikrotom (Leica SM2000R,
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) zu 5um dicken Schnitten verarbei-
tet zu werden. Von den Riickenhautkammerpraparationen wurden sogenannte Serienschnitte
angefertigt, wobei die Objekttrager von 1 bis 60 durchnumeriert wurden. Pro Objekttréager

(Objekttrager, ca. 76x26mm, geputzt/gebrauchsfertig, Menzel-Glaser GmbH & Co. KG, Braun-
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schweig, Deutschland) wurden jeweils 2 bis 4 Schnitte aufgebracht, wo sie Uber Nacht bei
60°C im Trockenschrank gelagert wurden, um eine optimale Adhéasion zwischen Préparat und

Objekttrager zu gewahrleisten.

5.9.3 HE-Farbung (Hédmatoxylin-Eosin)

Die Hématoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) stellt eine Routine-Farbemethode fir morpho-
logische Gewebeuntersuchungen dar. Mit ihr Iasst sich eine gute Darstellung verschiedens-
ter Gewebestrukturen erreichen, wobei Zellkerne blau-violett und Zytoplasma rosa ange-
farbt werden. Die HE-Farbung erfolgte nach einem Standardprotokoll unter weitgehendem
Lichtauschluss. Von den hergestellten Serienschnitten wurde fur eine leichtere anschlieBende

Detektion der Transplantate jeder sechste Schnitt HE gefarbt.

Hierflir wurden die Praparate Uber Xylol und eine absteigende Alkoholreihe wieder
entparaffiniert, bewéassert (Xylol 2 x 3min, 100% Ethanol 2 x 3min, 95% Ethanol 2 x 3min, 2min
H,0) und anschlieBend fiir 5s mit Hdmatoxylin (Harris Hematoxylin Solution, Sigma, Steinheim)
gefarbt. Dann wurden die Schnitte fir 2min unter flieBendem Wasser geblaut und fir 10s mit
Eosin geféarbt. Es folgte wieder eine ansteigende Alkoholreihe (95% Ethanol 2 x 30s, 100%
Ethanol 2 x 30s) und Xylol (2 x 30s). Um ein Dauerpraparat zu erhalten, wurden die Schnitte
zuletzt mit Kaisers™ Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland) Uberschichtet und mit

einem Deckglas eingedeckt.

5.9.4 Immunbhistologie

5.9.4.1 Immunféarbung auf Insulin, Glukagon und Somatostatin

An Schnitten der Rickenhautkammerpréaparate sowie der eingebetteten isolierten Inseln, Pl
und ModPI konnte die Insulinproduktion mittels eines primaren polyklonalen Meerschwein-
chen anti-Insulin Antikérpers (1:100, guinea pig polyclonal to Insulin, ab7842, Abcam, Cam-
bridge, UK) Uberprift werden. Die Insulin-Farbung wurde mit Hilfe der indirekten Immuno-
peroxidasetechnik durchgefihrt. Hierflr wurden die Préparate wieder Uber Xylol und eine
absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und bewassert. Danach wurden die Schnitte zunachst
zur Permeabilisierung fir 10min in 0,2% Triton-X 100 Waschpuffer inkubiert. Im Anschluss da-

ran erfolgte eine 10-minltige Inkubation mit dreiprozentigem H,O, in Methanol (Merck) zur

Blockierung endogener Peroxidasen. Die Entstehung unspezifischer Bindungen wurde durch
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Inkubation mit einprozentigem Ziegen-Normalserum in Waschpuffer geblockt. Die Préparate
wurden nun G.N. bei RT mit dem priméren Insulin-Antikorper inkubiert, danach mit Waschpuf-
fer gewaschen und schlieBlich mit dem sekundéren Peroxidase-konjugierten Esel-anti-Meer-
schweinchen-Antikérper (1:500, Peroxidase AffiniPure donkey anti-guinea pig IgG, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, Pennsylvania, USA) fur 30-45min bei RT in-
kubiert und anschlieBend durch die enzymatische Reaktion des Chromogens 3,3" Diamino-
benzidin (DAB) (SIGMAFAST™ 3,3'-Diaminobenzidine tablets Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland) visualisiert.

Der Fortschritt der Farbung wurde unter dem Mikroskop verfolgt und die Reaktion
wurde nach 15-60s durch Waschen mit PBS gestoppt. Zur Kernfarbung wurden die Schnit-
te schlieBlich noch mit Hdmalaun nach Mayer gegengefarbt und unter dem Lichtmikroskop
(BX60; Olympus, Hamburg, Deutschland) untersucht. An Praparaten eingebetteter isolierter
Inseln, Pl und ModPI wurde zusétzlich auch die Produktion von Glukagon und Somatostatin
Uberprift. Zu diesem Zweck wurden die histologischen Schnitte entweder mit einem mono-
klonalen Maus-anti-Glukagon-Antikorper (1:100, Mouse monoclonal (K79bB10) to Glucagon,
ab10988, Abcam) oder einem polyklonalen Kaninchen-anti-Somatostatin-Antikérper (1:100,
rabbit polyclonal antibody to Somatostatin, SZ 1114, Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach,
Deutschland) U.N. bei RT inkubiert.

Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe von Peroxidase-konjugierten Sekundar-Antikor-
pern, zum einen einem Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper (1:500, Peroxidase-conjugated Affini-
Pure goat anti-rabbit IgG (H+L), 111-035-144, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und
zum anderen einem Ziege anti-Maus Antikorper (1:500, Peroxidase-conjugated AffiniPure goat

anti-mouse 1gG, 115-035-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.).

Auch hier folgte die Enzymreaktion mit 3,3" Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) als Chromogen und die Schnitte wurden wiederum mit Hdmalaun gegengefarbt. Als
Negativ-Kontrollen wurden Schnitte von jedem Inseltyp einem geeigneten IgG-Isotyp-Anti-
korper (Sigma-Aldrich) als primarem Antikorper unter den gleichen Bedingungen ausgesetzt,
um die Spezifitdt der Antikdrperbindung zu bestimmen. Alle Kontrollfarbungen wurden als

negativ bewertet.
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5.10 In vivo Analyse der Funktionalitit von ModPI

5.10.1 Studiendesign

Um die Funktionalitdt der ModPl in vivo zu Uberprifen wurden diese unter die Nierenkapsel
Streptozotocin-diabetischer Hamster transplantiert und mit Inseln, Pl sowie Inseln, die simul-
tan mit KMZ transplantiert wurden, verglichen. Als Kontrollen dienten Streptozotocin-diabeti-

sche Tiere ohne anschlieBende Transplantation.

5.10.2 Wirkmechanismus des Streptozototcins (STZ)

Die nattrlich vorkommende Chemikalie Streptozotocin (STZ) ist ein Antibiotikum, welches in
den spaten 60er Jahren erstmals aus dem Bakterium Streptomyces achromogenes isoliert wur-
de. Seine Struktur ist die eines Nitrosamid-Methyl-Nitroso-Harnstoffes, der an die C2-Position
einer D-Glukose gebunden ist (Herr et al., 1967). STZ besitzt sowohl antibiotische, als auch
karzinogene Eigenschaften (Bolzan und Bianchi, 2002) und hat in der Diabetes-Forschung
einen besonderen Stellenwert eingenommen durch seine Eigenschaft glukoseabhédngige

B-Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln selektiv zu zerstéren, ohne die anderen Zellen zu

A
CH,OH 5 CH,OH

C—O OH ¢—C  OH

I/ H I l/ H \l
HO\C—C/ | HO\C—C/I /NO

H OH H HNCONCH3

Abb. 10: Strukturformeln von Glukose (A) und Streptozotocin (B)

beeintrachtigen. Die Substanz wird hierbei aufgrund ihrer Glukosestruktur (Abb. 10B) durch
den GLUT2-Transporter (Schnedl et al., 1994) ins Zellinnere der B-Zelle transportiert, wo dann
die Aufspaltung in den Glukoseanteil und den Methylnitrosoharnstoff erfolgt. Dieser bewirkt
durch den Einbau von Alkylgruppen Strangbriiche in der DNA (Elsner et al., 2000) und zerstort

somit nach und nach die B-Zellen, was die Manifestation eines sogenannten Streptozotocin-
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Diabetes auslost. Neben der Zellschadigung und der damit einhergehenden Insulinknappheit

wird auch die Insulinsekretion der Zellen selbst durch die Alkylierung gehemmt.

5.10.2.1 Diabetes-Induktion mittels STZ

Zur Nachahmung eines Diabetes Typ 1-dhnlichen Krankheitsverlaufs wurden in unserer Studie
Syrische Goldhamster mit einem Gewicht zwischen 120 bis 170g mit einer einmaligen i.p. Injek-
tion Streptozotocin (60mg/kg KG, Streptozotocin, Fluka, 85882, BioChemika, >98.0% (HPLC),
Sigma-Aldrich) und der darauf folgenden selektiven Zerstérung der insulinproduzierenden
B-Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln diabetisch gemacht. Eine Woche nach erfolgreicher
Diabetes-Induktion wurde den Tieren Inseln, Pl, ModPI (je 1000 IEQ pro Tier) oder Inseln zu-
sammen mit KMZ (je 500 IEQ + 1x10° KMZ pro Tier) unter die rechte Nierenkapsel trans-
plantiert. Als diabetisch wurden dabei Blutzuckerwerte von mindestens 200mg/dl angesehen.
Uber den Verlauf von drei Wochen wurden in regelmaBigen Abstanden der Blutzucker und das
Gewicht der Tiere Uberprift. Zur Blutzuckermessung wurde ein handelstbliches Blutzucker-
messgerat (AccuChek Compact Plus, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) mit Trom-
melsystem verwendet. Am Tag 21 erfolgte nach der letzten Messung die Exzision von Pankreas
und rechter Niere. Diese wurden fur histologische Untersuchungen in Gewebekassetten in 4%

Formalin fixiert.

5.10.3 Versuchsaufbau

Fir die Studie wurden wiederum Syrische Goldhamster beiderlei Geschlechts verwendet. Die-
se hatten ein Kérpergewicht zwischen 120g bis 170g. Folgende Versuchsgruppen wurden un-

tersucht:
1) Inseln (1000 IEQ, n=4)

2) Inseln + KMZ (500 IEQ + 1 x 106 KMZ, n=4)
3) Pseudoinseln (1000 IEQ, n=4)
4) Modifizierte PI (1000 IEQ, n=4)

5) Diabetische Kontrollen (ohne Tx, n=4)

Die Anzahl der Tiere betrug in allen Gruppen n = 4. Eine Woche nach Diabetes-Induktion
erfolgte die Transplantation unter die rechte Nierenkapsel (Abb.11B). Auch im Fall der diabe-

tischen Kontrolltiere zéhlte dieser Tag als Tag 0, ab welchem die Messungen begannen. Am
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Tag der Transplantation (Tag 0) wurden Blutzucker und Gewicht unmittelbar vor der Operation
bestimmt. Die weiteren Messungen von Blutzucker und Gewicht erfolgten an den Tagen 1, 3,
5,7,10, 14, 18 und 21 nach Transplantation. Am Tag 21 wurden nach der letzten Messung die

rechte Niere und das Pankreas fir histologische Untersuchungen entnommen.

5.10.4 Transplantation der verschiedenen Inseltypen

Die Transplantation der Inselpréparate erfolgte unter Isofluran-Inhalationsnarkose (Forene®,
1-Chlor-2,2,2-trifluorethyl-difluor-methylether; Zul.-Nr. 2594.00.00; Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden), mit deren Hilfe sich die optimale Narkosetiefe wahrend der Operation sicher
steuern lie3. Operiert wurde unter semisterilen Bedingungen in 6-16facher VergréBerung. Di-
rekt nach Narkoseeinleitung wurde das Abdomen der Tiere enthaart und desinfiziert. Im An-
schluss an die mediane Laparotomie wurde der Darm seitlich ausgelagert, sodass die rechte
Niere frei lag. Um hierbei ein Austrocknen der Darmschlingen zu vermeiden wurden diese in

feuchte, mit 0,9% NaCl getrankte Kompressen gehillt. Die anschlieBende Auslagerung der

Abb. 11: A: Ausgelagerte rechte Niere beim Syrischen Goldhamster, B: Eine 25ul Hamilton-Spritze wurde
vorsichtig unter die hauchdiinne Nierenkapsel geschoben, ohne diese zu verletzen; A und B: Maf3stab =
0,5cm C: Die Neutralrot-angefarbten transplantierten Inseln sammeln sich in einer durch die Flissigkeit ge-
bildeten Tasche und schimmern unter der Nierenkapsel durch, MaBstab = 0,25cm D: VergroBerte Ansicht der
transplantierten Inseln aus Abb. C. Schwarze Pfeile weisen auf einzelne Inseln; MaBstab = Tmm.
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rechten Niere vor die Abdominalhéhle erfolgte unter Verwendung von mit NaCl getrénkten
Wattestabchen und Kompressen (Abb. 11A). Zwischenzeitlich wurden die in ein frisches Ep-
pendorfgefal3 Uberflihrten Inseldquivalente mit einer Hamilton-Spritze ((84855) 802RN 25ul
SYR (22s/2"/2), 800er Serie, pst2-Nadel, Hamilton Company Europe, Bonaduz, Schweiz) auf-
gesogen. Bei der grof3en Anzahl von 1000 IEQs war es notwendig die Inseln in 2 Portionen
aufzusplitten, da mit der Spritze jeweils in einem Volumen von 25ul aufgesogen werden konn-
ten. Mit einer Mikropinzette wurde die Niere am Fettgewebe unterhalb des unteren Nieren-
pols angepackt, sodass die Kanulle der Hamilton-Spritze dort angesetzt und unter Spannung
mit leichtem Druck unter die Nierenkapsel in Richtung oberer Nierenpol geschoben werden
konnte (Abb. 11B). Bei Erreichen des oberen Nierenpols wurde die Nadelspitze wieder ein
kleines Stlick herausgezogen, damit sich die Inseln wahrend Abdriickens des Spritzenstem-
pels in der sich bildenden Tasche unter der Nierenkapsel sammeln konnten (Abb. 11C und D).
Beim Herausziehen der Nadel wurde mit einem feuchten Wattestébchen ein leichter Druck auf
die Einstichstelle ausgelibt, um einen Rickfluss der Inseltransplantate zu verhindern. Um alle

Inselaquivalente zu transplantieren waren pro Tier bzw. Niere 2 Einstiche notwendig.

5.10.5 Postoperative Nachsorge der Transplantat-Empfanger

Nach der Transplantation erhielten die Tiere zur Schmerztherapie eine einmalige subkutane
Injektion von 4,4mg/kg Korpergewicht Rimadyl (Rimadyl ® sterile injectable solution, Carpro-
fen, Pfizer Animal Health, Div. of Pfizer Inc., New York, USA). AnschlieBend wurden die Tiere fur
mindestens 2h unter einer Rotlicht-Lampe gehalten und zunachst stindlich, spater taglich vi-
sitiert. Hierbei wurden Fress- und Trinkverhalten, Bewegung und Reaktionsfahigkeit beurteilt.
Zu den angegebenen Blutzuckermesszeitpunkten wurden darlber hinaus Gewichtszu- und
abnahmen beurteilt und in einem Bewertungsbogen protokolliert. Die Gewichtsbestimmung
erfolgte mit einer Laborwaage (Sartorius Waage GE412, Sartorius AG, Gottingen, Deutsch-

land, Genauigkeit von 0,01g).

5.10.6 Blutentnahme und Blutzuckermessung

An den angegebenen Messzeitpunkten wurden die Tiere durch eine Isofluran-Inhalationsnarko-
se betaubt, um einen unndtigen Stress, wie er durch eine intraperitoneale Pentobarbital-Injek-

tion hervorgerufen wiirde, zu vermeiden. Den Tieren wurde durch Punktion einer der dorsalen
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metatarsalen Venen an einer der hinteren Extremitaten (Abb. 12) ein Tropfen Blutabgenommen.
Dieser wurde unmittelbar danach auf einen frischen Teststreifen aufgebracht und mit einem

handelstblichen Blutzuckermessgerat (AccuChek Compact) der Blutzuckerspiegel gemessen.

) Abb. 12: Anordnung der
Arteria saphena

Blutgeféle in der hinteren
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5.10.7 Statistik

Wie bei der Mikrozirkulations-Analyse wurden auch hier alle Daten als Mittelwerte = SEM dar-
gestellt. Es erfolgte wiederum zuerst die Uberpriifung auf Normalverteilung mit dem Kolmo-
gorov-Smirnov-Test. AnschlieBend kamen eine One-way-ANOVA sowie ein entsprechender
post-hoc Test zur Anwendung. Als signifikant wurden Ergebnisse mit einem p-Wert < 0.05
festgelegt. Alle statistischen Berechnungen erfolgten auch hier mit dem SigmaStat 3.0 Soft-

ware Paket (Jandel Corporation).

5.10.8 Organentnahmen
5.10.8.1 Nephrektomie

Bei allen Tieren wurde nach Ablauf der 3-wdchigen Beobachtungsperiode eine Entnahme
der rechten die Transplantate enthaltenden Niere durchgefihrt, unabhéngig von der Tatsa-
che, ob bei den Tieren die Wiederherstellung einer Normoglykdmie erzielt wurde oder nicht.
Auch bei den diabetischen Kontrollen wurde so verfahren, um die Gewebe der verschiedenen
Gruppen miteinander histologisch vergleichen zu kénnen. Hierflr wurden die Tiere zun&chst
narkotisiert und das Abdomen entlang der , Linea alba” wie bei der Vorbereitung fir die Inseli-

solierung (Kap. 5.3.1) von kaudal nach kranial er6ffnet. Laterale Entlastungsschnitte erleichter-
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ten die anschlieBende Auslagerung der Organe. Nach Durchtrennen der Bauchaorta konnte
die Niere aus dem entbluteten Tier entnommen und fur die Inselwiederfindung (Kap. 6.4.3.3.1)

vorbereitet werden.

5.10.8.2 Pankreatektomie

Um eine Beurteilung der verbliebenen eingewachsenen, urspriinglich transplantierten Insel-
masse durchflihren zu kénnen, wurden die Zielorgane nach Versuchsablauf reseziert. Zur Ab-
schatzung der Regeneration bzw. Degeneration des empfangereigenen Inselapparates wurde
dem Empfangertier zugleich auch das Pankreas entnommen. Hierzu wurde an den bereits
vor der Nierenentnahme entbluteten Tieren das Pankreas wie folgt entnommen: vom Magen
und Milz ausgehend wurde das Organ zligig mit einer Mikroschere entlang des Duodenums
abprépariert, unverziglich in eine beschrifteten Einbettkassette Gberfihrt und fir 48h in einer

Kivette mit frischem 4%igem Formalin fixiert.

5.10.9 Histologie

Nach 48-stiindiger Inkubation in 4% Formaldehyd wurden die am Tag 21 entnommenen Nie-
ren und Pankreata fir 2h in Leitungswasser gewaschen. Darauf folgte die Entwasserung im
automatischen Histocycler, Gber eine aufsteigende Alkoholreihe und einen Xylolschritt mit an-
schlieBender Inkubation in flissigem Paraffin. Vor der Einbettung in Paraffin wurden die Nie-
ren gedrittelt und konnten nun mit Hilfe des Histo-Embedders zu Paraffinblocken verarbeitet
werden. Sowohl die Nieren als auch die Pankreata wurden mit dem Mikrotom zu 5um dicken
Schnitten verarbeitet. Pro Objekttrager wurden im Fall der Nieren jeweils 3 bis 6 Schnitte und
bei den Pankreata 2 bis 4 Schnitte verbracht. Diese wurden tber Nacht bei 60°C im Trocken-
schrank gelagert, um eine optimale Adhasion zwischen Préparat und Objekttrager zu gewahr-
leisten. Von den Nieren wurden Serienschnitte angefertigt, wobei die Objekttrager von 1 bis

60 durchnumeriert wurden.

5.10.9.1 HE-Farbung der Nierenschnitte

Von den zuvor hergestellten Serienschnitten wurde nun jeder 6. Schnitt angefarbt. Auch hier

wurden die Praparate Uber Xylol und eine absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und be-

wassert und anschlieBend mit Hdmatoxylin fir 5s geférbt. Danach wurden sie fir 2min unter
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flieBendem Wasser geblaut und danach fir 10s mit Eosin gefarbt. Es folgte wieder eine auf-
steigende Alkoholreihe und Xylol fir jeweils 2 x 30s. AbschlieBend wurden die Schnitte noch

mit Kaisers® Glyceringelatine eingedeckt.

5.10.9.2 Immunfarbung der Nierenschnitte auf Insulin und CD31

Wurden in den HE-gefarbten Schnitten Inseltransplantate gesichtet, so konnte an vorausge-
henden und an Folgeschnitten eine immunhistochemische Farbung auf Insulin durchgefihrt
werden. Fiir die Uberpriifung der Insulinproduktion wurde wieder der polyklonale priméare
Meerschweinchen-anti-Insulin-Antikorper (1:100, Guinea pig polyclonal to Insulin, ab7842, Ab-
cam) verwendet. Die Insulin-Férbung erfolgte erneut mit Hilfe der indirekten Immunoperoxi-
dasetechnik. Nach der G.N.-Inkubation der Praparate mit dem primaren Insulin-Antikérper ge-
folgt von einem kurzen Waschschritt, wurden sie mit dem sekundéren Peroxidase-konjugierten
Esel-anti-Meerschweinchen-Antikdrper (1:500, Peroxidase AffiniPure donkey anti- guinea pig
IgG, Jackson ImmunoResearch Laboratories) fir 30-45min bei RT inkubiert und durch anschlie-
Bende enzymatische Reaktion des Chromogens DAB (SIGMAFAST™ 3,3"-Diaminobenzidine
tablets Sigma-Aldrich Chemie GmbH) sichtbar gemacht.

Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden die Schnitte mit Kaisers™ Glyceringelatine ein-
gedeckt. Bei der immunhistochemischen Farbung gegen CD31 handelte es sich um eine
Fluoreszenzfarbung. Zur Anféarbung CD31-positiver Zellen bzw. Kapillaren innerhalb der un-
ter die Nierenkapsel transplantierten Préaparate wurde der polyklonale Ratte-anti-Maus CD31
Primarantikorper (1:100, polyclonal rat anti mouse to CD31, DIA 310, Dianova, Deutschland)

verwendet.

Auch hier wurden die Objekttrager nach einer Gber Nacht Inkubation bei 4°C, gefolgt
von einem Waschschritt, mit dem entsprechenden Fluoreszenz-markierten Sekundarantikor-
per (goat anti rat Cy3, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) fir 45min bei 37°C inkubiert. Es
folgte eine Kernfarbung mit Bisbenzimid (Hoechst 33258, B-1155, Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:5000. Auch die Fluoreszenz-markierten Praparate
wurden im Anschluss fur die dauerhafte Aufbewahrung mit Kaisers® Glyceringelatine beschich-
tet und mit einem Deckglas versiegelt. Die anschlieBende Aufbewahrung der Objekttréger im

Kihlschrank trug zudem zu einer langer anhaltenden Fluoreszenzaktivitat der Proben bei.

66



Methoden

5.11 Generierung von ModPI aus murinen GFP-KMZ und Inselzellen

Zur Uberpriifung auf in vitro Differenzierung der innerhalb des ModPI-Verbands residierenden
Knochenmarkszellen zu Insulin-produzierenden Zellen wurden nun ein weiteres Mal ModP!I
generiert. Diesmal allerdings wurden Knochenmarkszellen aus den Femora und Tibiae von
GFP-Mausen (green fluorescent protein) (C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)10sb/J, Jackson Laborato-
ries, Jackson, Missouri, USA) isoliert. GFP-transfizierte Tiere exprimieren dabei das grin fluo-
reszierende Protein in jeder Korperzelle, bis auf Haare und Erythrozyten, was unter Anregung
des Gewebes mit blauem oder UV-Licht als griine Fluoreszenz sichtbar wird. Zusatzlich wurden
Inselzellen aus dem Pankreas von C57BL/6 Mausen (C57BL/6NCrl, Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) isoliert und zu gleichen Teilen mit den GFP-KMZ in der bereits beschrie-
benen ,Hangenden Tropfen”-Kultur co-kultiviert. Nachdem die Einzelzellen nach der etwa
6-tagigen Kultivierung zu Aggregaten zusammen gewachsen waren wurden sie wie bereits fur
die ModPI beschrieben abgeschwemmt, gepickt und fur die Fixierung in Formalin vorbereitet.
Nach Einbetten in Paraffin wurden wiederum Serienschnitte angefertigt von welchen jeder 6.
Schnitt HE-geféarbt wurde. An Folgeschnitten positiver HE-Schnitte wurde nun eine immunhis-

tologische Doppelfarbung gegen Insulin und GFP durchgefiihrt.

5.11.1 Doppelfiarbung der GFP-ModPI gegen Insulin und GFP

Schnitte von eingebetteten ModPl, welche zur Halfte aus GFP-positiven Knochenmarkszellen
und zur Hélfte aus Inselzellen aus der Maus bestehen wurden immunhistochemisch gegen
Insulin und GFP gefarbt. Hierbei wurde zum einen der priméare polyklonale Kaninchen anti-
Insulin Antikorper (1:100, polyclonal rabbit anti insulin, Klon H-86, sc-9168, SantaCruz) und der
primére Ziege anti-GFP Antikorper (1:100. anti-GFP (goat) antibody, 600-101-215, Rockland Im-
munochemicals for research, Gilbertsville, Pennsylvania, USA) verwendet. Mit Hilfe der sekun-
daren Cy3-gelabelten anti-Kaninchen (Dianova) und FITC-gelabelten anti-Ziege Antikorpern
(Dianova) erfolgte die Visualisierung. Die Zellkerne wurden mit Bisbenzimid angeférbt. Die
immunhistologischen Praparate wurden nun am Fluoreszenzmikroskop Uberprift (Keyence,
Biozero BZ8000, Isenburg, Deutschland). Zellen die sowohl griin (GFP) als auch rot leuchteten

(Insulin) wurden als differenzierte Knochenmarkszellen angehsehen.
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6. Ergebnisse

6.1 Ergebnisse der Intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

6.1.1 TransplantatgréBen und Durchmesser am Tag O

Die Auswertung der Mikrozirkulationsstudie vom Tag 0 ergab, dass sowohl die Gruppen der
Inseln und PI, als auch die Gruppe der ModPI direkt nach Transplantation in die Ricken-
hautkammer vergleichbare TransplantatgroBen von 0,081 =+ 0,007mm?, 0,077+ 0,010mm?
und 0,094 + 0,007mm? zeigten (Abb. 13), ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen. Entsprechend wiesen sie vergleichbare Transplantatdurchmesser von 315 =+
14pm, 333 = 15pum und 304 + 20um (Abb. 14) auf, ebenfalls ohne signifikante Unterschiede.
AnschlieBende Unterschiede im Revaskularisierungsverhalten der Transplantate aufgrund

von GréBenunterschieden (Kampf et al., 2006) konnten damit ausgeschlossen werden.
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Abb. 13: Fliche in mm” der drei unterschiedlichen transplantierten Inseltypen am Tag 0, direkt nach
Transplantation in die Rickenhautkammer. Inseln (schwarzer Balken), Pl (grauer Balken) und ModPI (weif3er
Balken) wiesen direkt nach Transplantation nahezu identische TransplantatgroBen auf, ohne signifikante
Unterschiede. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Dielnsel-TransplantateallerdreierGruppenwarendazuinderLage,nachTransplantationindie RU-
ckenhautkammer, zurevaskularisieren. Dieser Revaskularisationsprozessverliefin allen Versuchs-
gruppenvergleichbarschnell, dabeiallenInseltypen ab Tag 3 erste Anzeichen von Angiogenese

durch Aussprossen sogenannter “sprouts” beobachtet werden konnte und die Insel-, PI- bzw.
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Abb. 14: Durchmesser in pm der drei unterschiedlichen transplantierten Inseltypen am Tag O, direkt nach
Transplantation in die Rickenhautkammer. Inseln (schwarzer Balken), Pl (grauer Balken) und ModPI (weif3er
Balken) wiesen direkt nach Transplantation nahezu identische Durchmesser auf, ohne signifikante Unterschie-
de. Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt.

ModPI-Transplantate am Tag 14 wieder vollstandig revaskularisiert waren. Tatséachlich konnte,
in Ubereinstimmung mit vorrangehenden Studien, gezeigt werden, dass die hier angewandte
enzymatische Aufspaltung pankreatischer Inseln zu Einzelzellen, gefolgt von einer Reaggrega-
tion dieser Zellen zu Pseudoinseln, ihre Fahigkeit zur Ausbildung einer intakten insel-spezifi-

schen Mikrovaskulation nicht beeinflusste (Beger et al., 1998).

6.1.2 Revaskularisierte Fliche und funktionelle Kapillardichte

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt (Tag 3, Tag 6, Tag 10 und Tag 14 nach Transplantation)
wurde den Tieren retrobulbéar ein Gemisch von 0,1ml FITC-Dextran und 0,1m| Rhodamin 6G
injiziert woran unmittelbar die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der in die Rickenhautkam-
mer transplantierten Inseln erfolgte. Der zu beobachtende Revaskularisierungsprozess der In-
sel-Transplantate war durch die Ausbildung kapillarer Knospen und Sprossen ab Tag 3 nach
Transplantation charakterisiert, welche von Kapillaren und postkapillaren Venolen des querge-
streiften Empfanger-Muskelgewebes der Kammerpraparation stammten. Durch Inoskulation

dieser neugebildeten Kapillaren mit den GefaBBen des Empfangergewebes kam es zwischen
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Abb. 15: A-F: Intravitalmikroskopische Aufnahmen einer transplantierten Pl in der Rickenhautkammer des

Syrischen Goldhamsters Gber den Verlauf des 14-tdgigen Beobachtungszeitraums; A: Neutralrot angeféarbte
Pl direkt nach Transplantation in die Rickenhautkammer im Rhodamin-Filter, B: die gleiche PI direkt nach
Transplantation im FITC-Filter, C: nach retrobulbarer Injektion von FITC-Dextran und Rhodamin 6G konnte
die einsetzende Angiogenese mit der beginnenden Sprossbildung ab Tag 3 (C) und der voranschreitenden
Revaskularisierung der Transplantate an den Tagen 6 (D) und 10 (E), bis zur Vollendung des GefaBnetzwerks
am Tag 14 (F) beobachtet werden. Visualisierung durch Blaulicht Epi-lllumination mit Kontrast-Steigerung
durch 5% FITC-gelabeltes Dextran 150,000 i.p. MaBstab = 50pum.

den Tagen 6 und 10 zu einer voranschreitenden Angiogenese innerhalb der Transplantate bis

letztendlich am Tag 14 nach Transplantation die Vollendung des Glomerulum-artigen GefaB3-
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netzwerkes beobachtet werden konnte (Abb. 15 C-F). Dieser Prozess war Uber den gesamten

Versuchsverlauf hinweg vergleichbar in den Gruppen der Inseln und Pseudoinseln, mit 92,3

+ 9,3 bzw. 127,0 = 4,2cm/cm? am Tag 3; 230,5 + 18,2 bzw. 270,5 = 22 5cm/cm? am Tag 6;

330,7 + 31,9 bzw. 355,2 + 14,2cm/cm? am Tag 10 und einer endgiiltigen funktionellen Kapil-

lardichte von 386 = 32cm/cm?bzw. 370 + 31cm/cm? am Tag 14, ohne (iber den gesamten Be-

Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?)

Revaskularisierte Flache bzgl. Flache Tag 0 (%)
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Abb. 16: Funktionelle Kapillardichte in cm/cm? (A) und revaskularisierte Flache in % (B) transplantierter Inseln

(schwarze Kreise), Pseudoinseln (dunkelgraue Kreise) und modifizierter Pseudoinseln (weil3e Kreise) Gber den

Zeitraum von 14 Tagen. Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt. *p < 0,05 vs. Inseln, #p < 0,05 vs.

Pseudoinseln.
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obachtungszeitraum signifikante Unterschiede zu zeigen (Abb. 16A). Dagegen waren die
Messwerte der funktionellen Kapillardichte bei den ModPl wahrend des gesamten Beobach-
tungszeitraums im Vergleich mit den anderen beiden Gruppen signifikant erhoht (Tag 3: 186,5
+ 9,7cm/cm?; Tag 6: 370,3 + 14,1cm/cm?; Tag 10: 423,4 = 16,7cm/cm? und Tag 14: 481,6 +

17,7cm/cm?).

Auch bei Analyse der Revaskularisierten Flache zeigte die Gruppe der ModPI im Ver-
gleich zu den anderen beiden Versuchsgruppen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
signifikant héhere Messwerte mit 157,8 + 14,5% am Tag 3, 245,0 + 16,8% am Tag 6, 301,6
15,4% am Tag 10 sowie 322,2 = 18,7% am Tag 14. Im Gegensatz dazu wiesen die Gruppen der
Inseln und Pl wesentlich geringere Werte von 95,3 + 21,8 bzw. 93,7 + 16,2% am Tag 3, 160,6 +
12, 1 bzw. 145,1 £ 14,0% am Tag 6, 210,4 = 11,5 bzw. 193,8 = 20,0% am Tag 10 und 243,5 £ 17,6
bzw. 204, 4 + 22,8% am Tag 14 auf. Die nur geringen Unterschiede zwischen den Messwerten
von Insel- und PI-Gruppe waren auch hier wiederum nicht signifikant (Abb. 16B). Die Flache
der Revaskularisierung der transplantierten Inseln war am Ende des Beobachtungszeitraums

groBer als die initiale Inselflache. Genauer gesagt war die relative GréBe der neuentstande-

Abb.  17: |Intravitalmikroskopische  Auf-
nahmen neugebildeter Blutgefdle von In-
seln (A), Pseudoinseln (B) und modifizierten
Pseudoinseln (C) am Tag 6 nach Transplantati-
on in die Rickenhautkammer beim Syrischen
Goldhamster. Visualisierung mit Blaulicht Epi-
lllumination und Kontraststeigerung mittels 5%
FITC-gelabeltem Dextran 150,000 i.p., MaBstab
= 50pm.
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nen mikrovaskuldren Netzwerke am Tag 14 verglichen mit der initialen Transplantatflache von
Tag 0 (Abb. 13) bei den Inseln um den Faktor 2,4 + 0,2; bei den Pl um den Faktor 2,0 = 0,2
und bei den ModPI sogar um den Faktor 3,2 + 0,2 angestiegen (Abb. 16B), was in etwa den
Ergebnissen einer vorangehenden Mikrozirkulationsstudie mit Langerhans-Inseln entsprach
(Schramm et al., 2002). Wie schon anhand der Ergebnisse fir die funktionelle Kapillardich-
te und die revaskularisierte Flache ersichtlich, waren die Unterschiede der Revaskularisierung
zwischen den einzelnen Gruppen ab Tag 6 besonders auffallig und waren auf intravitalmikro-
skopischen Aufnahmen anhand einer gréBeren revaskularisierten Flache und eines deutlich

dichteren GefaBnetzwerks mit bloBem Auge zu erkennen (Abb. 17).

6.1.3 Anwachsraten (takerate)

Bei der Beurteilung der Revaskularisierungsparameter ergaben sich fir die Transplantate der
verschiedenen Gruppen vergleichbare Anwachsraten. Fir die Inseln ergab sich ein Wert von
74%; 48 von insgesamt 65 transplantierten Inseln waren angewachsen. Die Pl zeigten eine An-
wachsrate von 82%, wobei 50 der 61 transplantierten Pl angewachsen waren. Bei den ModPI
waren insgesamt 52 von 63 transplantierten Inseln angewachsen, was einer minimal hoheren

Anwachsrate von 83% entsprach. Die Ergebnisse fir die Anwachsraten der unterschiedlichen
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Abb. 18: Anwachsraten der Transplantate in Prozent (%). Inseln (schwarzer Balken), Pseudoinseln (grauer Bal-
ken) und modifizierte Pseudoinseln (weiBer Balken) wiesen mit rund 80 Prozent vergleichbare Anwachsraten

ohne signifikante Unterschiede auf. Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt.
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Gruppen fielen demnach sehr dhnlich aus und zeigten auch keine signifikanten Unterschiede

(Abb. 18).

6.1.4 Mikrohamodynamische Parameter
6.1.4.1. GefaBdurchmesser

Die Analyse mikrohamodynamischer Parameter zeigte, dass die Durchmesser neugebildeter
GefaBe in den ModPl im Vergleich zu den Inseln und Pl Gber den gesamten Untersuchungs-

zeitraum signifikant gréBer waren (Tab. 4) (Abb. 19).

Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Pl 7,1£0,2" 72+0,2 7,2+0,1 7,2+0,1

Tab. 4: Durchmesser (um) neugebildeter MikrogeféBe innerhalb der revaskularisierten Inseln, Pseudoinseln
und modifizierten Pseudoinseln am Tag 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation in die Riickenhautkammer beim
Syrischen Goldhamster. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Inseln, p < 0,05 vs.

Pseudoinseln.
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Abb. 19: Entwicklung der GefaBdurchmesser der unterschiedlichen Gruppen tber den gesamten Verlauf
des 14-tdgigen Beobachtungszeitraums. Die modifizierten Pl (weif3e Kreise) wiesen an allen Tagen signifikant
erhohte GeféBdurchmesser auf, verglichen mit den Inseln (schwarze Kreise) und den Pseudoinseln (graue
Kreise). Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Inseln, #p < 0,05 vs. Pseudoinseln.
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6.1.4.2 Blutzellgeschwindigkeit

Neben den signifikant vergroBerten GefaBdurchmessern wiesen die ModPI eine signifikant
erhohte Geschwindigkeit der roten Blutkorperchen (Vgge) von nahezu 140um/s am Tag 3 nach
Transplantation auf, verglichen mit den normalen Inseln (92um/s) (Tab. 4 und Abb. 20). Hierbei

war die Blutzellgeschwindigkeitinnerhalb der Gefa3e der Pl derjenigen der ModPl vergleichbar,

Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Inseln 92,4 +5,9 134,0 £ 15,7 155,0 + 20,7 1320+ 17,8
PI 140,0 = 21,5 155,0 = 22,1 140,0 = 16,2 1470+ 17,5
ModPI 136,0 £ 159"  159,0 15,2 138,0 = 20,0 1330+ 17,2

Tab. 5: FlieBgeschwindigkeit (Velocity) der roten Blutkdrperchen (um/s) innerhalb der neugebildeten Blutge-
faBe von Inseln, Pl und ModPl am Tag 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer beim
Syrischen Goldhamster. Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Inseln.

zeigte allerdings zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied gegeniber den Inseln.
Am Tag 14 waren die Werte der Blutzellgeschwindigkeit aller Gruppen nahezu identisch (Abb.
20).
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Abb. 20: Blutzellgeschwindigkeit der unterschiedlichen Gruppen im Verlauf des 14 tdgigen Beobachtungs-
zeitraums. Pseudoinseln (graue Kreise) und ModPI (wei3e Kreise) zeigten schon zu Beginn vergleichbare
Werte, im Gegensatz zu den normalen Langerhans-Inseln (schwarze Kreise), bei welchen die Geschwindigkeit
erst im Lauf der Zeit zunahm. Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Inseln.
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6.1.4.3 Volumenfluss

Dementsprechend waren die Werte flr den aus GefaBdurchmesser und Blutzellgeschwindig-
keit ermittelten Volumenfluss sowohl bei den PI, als auch bei den ModPl am Tag 3 gegentber

den Langerhans-Inseln signifikant hoher (Tab. 5 und Abb. 21).

Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Pl 43+07" 49+08 4,4+ 06 4,6+06

Tab. 6: Der Volumenfluss (pl/s) innerhalb der neugebildeten BlutgefaBe von Inseln, Pseudoinseln und modi-
fizierten Pseudoinseln am Tag 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation in die Riickenhautkammer beim Syrischen
Goldhamster. Alle Werte werden als Mittelwert + SEM angegeben, *p < 0,05 vs. Inseln.

Volumenfluss (pl/s)
a

1 T T T T
Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14

Abb. 21: Der Volumenfluss war bei den modifizierten Pseudoinseln (weif3e Kreise) sowie den Pseudoinseln
(graue Kreise) am Tag 3 gegenlber den Langerhans-Inseln (schwarze Kreise) signifikant héher. Auch an den
Folgetagen war der Volumenfluss in der Gruppe der ModPl am héchsten. Alle Werte sind als Mittelwert +
SEM dargestellt, *p < 0,05 vs. Inseln.

Auch an den Folgetagen erreichten die ModPI die hochsten Werte fir den Volumenfluss, wo-

hingegen die Werte bei den Pl Uber den gesamten Verlauf, abgesehen von kleineren Schwan-

kungen, unveréndert blieben. Den gréBten Zuwachs zwischen Tag 3 und 10 erreichten die
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Langerhans-Inseln mit rund 120%, gefolgt von einer leichten Abnahme zwischen den Tagen 10
und 14. All diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Verbindung von Knochenmarkszellen
und Inselzellen zu sogenannten ModPI nicht nur eine verbesserte Revaskularisierung nach
Transplantation bewirkt, sondern darlber hinaus auch fir eine verbesserte Blutzirkulation in-

nerhalb der Transplantate sorgt.

6.2 Ergebnisse der in vitro Versuche
6.2.1 FACS-Analyse

Die Untersuchung der Knochenmarkszellen auf Stammzell- bzw. Progenitorzellmarker, als auch
auf Marker fur Zellen mit endothelialem Charakter, erbrachte folgende Ergebnisse:

Die Antikorperfarbungen auf bestimmte Oberflachenantigene der Knochenmarkszellen un-
terschiedlicher Kultivierungspassagen erfolgten mindestens als Zweifachbestimmung. Hierbei
zeigten sowohl frisch isolierte Zellen, als auch Zellen hoherer Passagen (P11 und P22) keine Re-
aktion auf spezifische Antikérperfarbungen gegen die Oberflachenmarker CD31, CD34 und
CD45 (nicht gezeigt).

Die Farbung gegen CD73 erbrachte bei den frisch isolierten Zellen schwach positive Si-
gnale zwischen 4-8% aller Zellen, wohingegen die Zellen héherer Passagen komplett negativ
waren. Bei CD105 war das Verhéltnis umgekehrt; hier waren frisch isolierte Zellen negativ und
Zellen hoherer Passagen mit bis zu 6% schwach positiv (Abb. 22). Die Antikorperfarbung ge-
gen das fur HSCs spezifische Oberflachenantigen CD117 (c-Kit) fiel bei frischen KMZ mit 1-3%

schwach positiv aus und bei den hoheren Passagen wiederum negativ (nicht gezeigt).

Der fur HSCs, ESCs sowie Stamm- und Progenitorzellen im Allgemeinen spezifische
Oberflachenmarker CD133 zeigte eine Farbung von 14-75% aller Zellen. Im Gegensatz dazu
waren auch hier Zellen aus héheren Passagen durchweg negativ fir CD133 (Abb. 22). Die
Farbungen gegen CD184 (CXCR-4) zeigte einen deutlichen Abfall positiver Zellen zwischen
der Passage 0 mit rund 30% aller Zellen auf einen Wert von nur noch rund 14% bei Passa-
ge 11. Auch die Endothelzell-spezifischen Oberflachenantigene vVWF und eNOS nahmen mit
weiterer Kultivierung der Zellen stark ab. Bei vVWF fiel der Ausgangswert von 18% auf rund
8% aller Zellen bei Passage 11 ab. Die Messwerte fiir e-NOS fielen von einem anfénglichen

Wert von nahezu 70% (68%) aller Zellen auf nur noch 4% in der Passage 11 ab (Abb. 22).
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Tie-2, ein Marker fir endotheliale Progenitorzellen und reife Endothelzellen zeigte anfanglich
eine schwach positive Expression auf frischen KMZ, wohingegen er auf Zellen der Passage 11

und hoher fast nicht mehr beobachtet werden konnte (Abb. 22).
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Abb. 22: Dot-Blot-Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analyse von KMZ der Passage 0 und 11 auf die
Endothelzell-, Stammzell- und endothelialen Vorlauferzell-Marker CD73, CD105, CD133, CD184 (CXCR-4),
CD202b (Tie-2), Sca-1, eNOS und vWEF. Die Schranke fir ein positives Signal der Zellen wurde fir jeden Marker
individuell anhand der entsprechenden IgG-Kontrolle gewéhlt. x-Achse = FSC, y-Achse = FL1 bzw. FL2.

Zu guter Letzt wurde die Expression der Kombination von Sca-1 mit VEGFR-2 untersucht und
zeigte bei frischen Zellen ein sehr schwaches Signal von unter 0,5%, wohingegen bei &lteren
KMZ ein leicht positives Signal zwischen 0,5-1,0% aller Zellen zu beobachten war (nicht ge-
zeigt). Betrachtete man jedoch nur die Sca-1 Expression fur sich alleine, so zeigte sich deut-
lich, dass frisch isolierte Zellen mit 1-5% eine wesentlich schwachere Expression des Oberfla-

chenantigens aufwiesen, als Zellen der hdheren Passagen mit Werten zwischen 18-41% aller

gemessenen Zellen. VEFR-2 alleine betrachtet zeigte dagegen weder bei frischen noch alteren
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Zellen ein positives Signal (nicht gezeigt). Die Zahl von nahezu einem Prozent bei den héheren
Passagen an Zellen, die sowohl positiv auf Sca-1 als auch auf VGFR-2 reagierten, zeigt, dass
hier eine relativ groBe Anzahl pro-angiogener Zellen vorhanden ist (Pdss et al., 2010). Bei ei-
ner Zahl von 1 x 10° Knochenmarkszellen hatten zwischen 5.000-10.000 Zellen pro-angiogene
Kapazitat und somit die Mdglichkeit zu der Neubildung von BlutgeféBen beizutragen. Geht
man nun davon aus, dass eine mittelgroBe Insel aus etwa 1000-2000 Zellen besteht, so sind im
Fall der ModPI innerhalb jedes Inseldquivalentes 5-10 der potentiellen pro-angiogenen Zellen

(PAC) enthalten.

6.2.2 Immunhistochemie

6.2.2.1 Insulin in RHK-Préaparaten

Histologische Schnitte von Rickenhautkammerpréparationen der Insel-, PI- und ModPI-Grup-
pe wurden einer immunhistochemischen anti-Insulin-Farbung unterzogen. Hierflr wurden die-
se mit einem polyklonalen Meerschweinchen-anti-Insulin - Primarantikorper (guinea pig anti

insulin, 1:100, Abcam, Cambridge, UK) gefarbt, gefolgt von einer Inkubation mit einem Per-

Abb. 23: Aufnahmen immunhistologischer
Farbungen der Rickenhautkammerpraparatio-
nen einer Insel (A), einer Pl (B) und einer ModPI
(C) am Tag 14 nach Transplantation. Die braun
gefarbten Insulin-positiven Zellen setzen sich
deutlich vom ungefarbten umliegenden Ge-
webe ab. Zellkerne sind blau-violett angefarbt.
MalBstab = 25um.
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oxidase-konjugierten Ziege-anti-Meerschweinchen Sekundarantikérper (1:500, goat anti-gui-
nea pig IgG Jackson, Missouri, USA). Die Visualisierung erfolgte durch anschlieBende Inkuba-

tion mit DAB, welches an die Peroxidase des Sekundarantikorpers ankoppelte.

Der immunhistochemische Nachweis von Insulin in den Rickenhautkammerprapa-
rationen von Tag 14 nach Transplantation zeigte, dass die revaskularisierten Inseln, Pl und
ModPI Uber eine vergleichbare Anzahl von insulinproduzierenden Zellen verfiigen (Abb. 23A-
C). Wie stark die Insulinproduktion der einzelnen B-Zellen innerhalb der verschiedenen In-

seltypen allerdings ausfiel konnte anhand der Immunhistochemie nicht bestimmt werden.

6.2.2.2 Pankreatische Hormone in eingebetteten Praparaten

Isolierte, nicht-transplantierte Inseln, Pl und ModPl wurden immunhistochemisch mit einem
polyklonalen mouse anti-Glukagon Antikérper gefarbt (1:100; Biomol) und durch nachfolgen-
de Inkubation mit einem sekundaren Peroxidase-konjugierten goat anti-mouse IgG (1:500,
Jackson) markiert. Zusatzlich wurden Proben jeder Gruppe sowohl mit einem priméaren guinea
pig anti-Insulin Antikorper, als auch mit einem primaren rabbit anti-Somatostatin Antikorper
gefarbt. Die anschlieBende Visualisierung der Proteine erfolgte mittels Peroxidase-gelabelter
Sekundar-Antikorper (donkey anti-guinea pig 1gG, bzw. goat anti-rabbit IgG) durch die Reak-
tion des POD mit 3,3'-diaminobenzidine (DAB). Inseln aller drei Gruppen produzierten sowohl
Glukagon und Insulin als auch Somatostatin ohne substantielle Unterschiede zwischen den
Gruppen. Wie bereits in einer Studie von Cavallari et al. aus dem Jahr 2007 konnte anhand
der immunhistologisch gefarbten Praparate gezeigt werden, dass die zellulare Komposition
und die Architektur von Inseln und Pseudoinseln nahezu identisch war (Cavallari et al., 2007).
Dartber hinaus wiesen die ModPI eine den Inseln und Pl sehr dhnliche Verteilung der Hormon-

produzierenden Zellen auf. (Abb. 24A-I).

Die periphere Anordnung der Glukagon-positiven Zellen in den Langerhans-Inseln war
hierbei typisch fir Nager-Inseln (Brissova et al., 2004) (Abb. 24A), wohingegen die Glukagon-
positiven Zellen in den Pseudoinseln und den modifizierten Pseudoinseln Uber das gesamte
Zellaggregat verstreut lagen (Abb. 24B und C). Insulin-positiven Zellen waren ebenfalls in allen
drei Gruppen Uber die gesamte Insel verstreut (Abb. 24D-F). Proben aller drei Gruppen ent-

hielten Uberdies wenige vereinzelt gelegene Somatostatin-positive Zellen (Abb. 24G-I).
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Abb. 24: Immunbhistologische Bilder isolierter, nicht-transplantierter Inseln (A, D, G), PI (B, E, H) und ModPI (C,
F, 1) gefarbt mit einem polyklonalen mouse anti-Glukagon Antikérper (A-C). Dartber hinaus wurden Proben
jeder Gruppe sowohl mit einem primaren guinea pig anti-Insulin Antikérper (D-F) und einem priméren rabbit
anti-Somatostatin Antikorper gefarbt (G-I). Pankreashormon-positive Zellen erscheinen hell- bis dunkelbraun,
Zellkerne sind blau bis violett. Schwarze Pfeilspitzen weisen auf vereinzelte Somatostatin-positive Zellen. (G-
). MaBstab = 50pm.

6.2.3 Ergebnisse der Western-Blot Analyse

6.2.3.1 Insulingehalt der Inseln, Pl und ModPI

Um eine quantitative Aussage Uber den intrazellularen Insulingehalt pankreatischer Inseln, PI
und ModPI (alle am Tag 5 fixiert) machen zu kénnen, wurden pro Gruppe jeweils drei un-
abhangig voneinander isolierte Proben im Western-Blot aufgetragen (Abb. 25). Hierfir wur-
den pro Ansatz 5ug Protein-Lysat in einer diskontinuierlichen SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western-Blot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die erhaltenen Banden wurden in der

Kammer der GelDoc-Station (GelDoc™XR, BioRad, Miinchen, Deutschland) digital photogra-
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Abb. 25: Western-Blot Analyse
GAPDH — - e o D von Inseln am Tag 5 (Banden1-
(37kDa) 3), PI (Banden 4-6) und ModPI
. u (Banden 7-9). Alle Zelltypen ex-
Insulin M primierten das Insulinprotein
(12kDa) .

(12kDa) sowie das Haushalts-

Protein GAPDH (37kDa).

Inseln Pl ModPI

fiert und mit Hilfe der Auswertesoftware Quantity-One 1-D Analysis Software ausgewertet.
Die gemessenen Werte wurden anschlieBend gemittelt und graphisch als Mittelwert + SEM
dargestellt (Abb. 26). Bei Betrachtung der reinen Messwerte fir das Insulin-Protein wurden
die hochsten Werte in der Gruppe der Langerhans-Inseln mit 14,3 + 3,3 (OD * mm?) erzielt,
was, verglichen mit den Werten der Pl mit 6,2 + 2,5 (OD * mm?) und den ModPI mit 7,5 + 1,3
(OD * mm?) in etwa der doppelten mittleren Insulin-Menge entsprach (Abb. 25 und 26). Die

zwischen den Gruppen gemessenen Unterschiede waren allerdings nicht signifikant (Abb. 26).
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Abb. 26: Intrazellulérer Insulingehalt ermittelt mit Hilfe der Western-Blot Analyse. Der Vergleich von Inseln Tag

5 (schwarzer Balken) mit Pl (grauer Balken) und ModPI (weiBer Balken) ergab fir die Langerhans-Inseln etwa

doppelt so hohe Werte fir intrazelluléres Insulin-Protein. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
Nach Abgleich der gemessenen Werte mit denen der GAPDH-Protein Banden anderten sich

die zuvor erhaltenen Proportionen der intrazelluléren Insulinlevel zwischen den einzelnen Grup-

pen leicht ab. Die Inseln erreichten nun einen Wert von 20,1 + 6,6 (OD * mm?). Der Insulingehalt

82



Ergebnisse

innerhalb der Pl stieg jetzt auf einen Werte von 14,5 + 3,0 (OD * mmz) an und Uberstieg damit sogar
die Werte der ModPl mit 12,2 = 1,1 (OD * mm?). Aber auch hier war der Unterschied zwischen
den einzelnen Gruppen nicht signifikant (Abb. 27).Die Insel-Gruppe erreichte jetzt nur noch 1,4

bzw. 1,6 mal so hohe Werte wie die PI-, bzw. ModPI-Gruppe fur intrazellulares Insulin.

30

25

20 -

15

10

Intrazellularer Insulingehalt (OD * mm2)

Inseln Pl ModPI

Abb. 27: Daten der Western-Blot Analyse nach Abgleich mit dem Housekeeping-Protein GAPDH: Vergleich
von Inseln Tag 5 (schwarzer Balken) mit Pl (dunkelgrauer Balken) und ModPI (weiBer Balken) ergab fur die
Langerhans-Inseln 1,4 bzw. 1,6 mal so hohe Werte fir intrazellulares Insulin. Alle Werte sind als Mittelwert +
SEM dargestellt.
Fir die quantitative Bestimmung des intrazellularen Insulingehaltes von Langerhans-Inseln
im Zeitverlauf wurden in einem weiteren Versuch Einzelproben isolierter Langerhans-Inseln
entweder direkt oder nach 1, 3 und 5 Tagen Kultivierung in DMEM-Medium mit 10% FCS in
Lysispuffer fixiert. Nach Vorbereitung der Proben fir die Western-Blot-Analyse wurden diese
nebeneinander auf einem Gel aufgetragen und anschlieBend der Insulingehalt bestimmt, wo-

bei GAPDH wieder als Standard verwendet wurde. Die erhaltenen Insulinbanden wurden auch

in diesem Fall mit den Werten der GAPDH-Banden verrechnet.

6.2.3.2 Insulingehalt der Inseln im Zeitverlauf

Die Gegenuberstellung der Einzelproben der unterschiedlichen Kultivierungsstadien zeigte,
dass die Langerhans-Inseln direkt am Tag der Isolierung den niedrigsten intrazellularen Insu-

lingehalt von 14,0 (OD * mm?) hatten (Abb. 28). Mit voranschreitender Kultivierung nahm die
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Insulinmenge zu. Ab Tag 1 nach Isolierung war der intrazellulare Insulingehalt auf einen Wert
von rund 20,0 (OD * mm?) gestiegen. Den héchsten intrazelluldren Insulinlevel zeigten drei
Tage kultivierte Inseln mit einem Wert von nahezu 25,0 (OD * mm?). Ab Tag 3 wirkte sich eine
weitere Kultivierung der Langerhans-Inseln jedoch eher negativ auf das intrazellular akkumu-
lierte Insulin aus. Am Tag 5 war der Wert auf 14,0 (OD * mm?) gefallen, was dem Insulingehalt

der Inseln am Tag der Isolierung entsprach (Abb. 28 und 29).

Abb. 28: Western-Blot Analyse von
GAPDH R E Langerhans-Inseln im Zeitverlauf. Die

(37kDa) Fixierung der Einzel-Proben erfolgte an
den Tagen 0, 1, 3 und 5 nach lIsolierung.

Insulin Die Proben aller Isolierungszeitpunkte
(12kDa) e S .

exprimierten das Insulinprotein (12kDa)

Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 5 sowie das Haushalts-Protein GAPDH
(37kDa).
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Abb. 29: Daten der Western-Blot-Analyse von Einzelproben der Inseln am Tag O (weil3/gesteift), Tag 1
(hellgrau/gestreift), Tag 3 (dunkelgrau/gestreift) und Tag 5 (schwarz) nach Isolierung nach Abgleich mit dem
Housekeeping-Protein GAPDH. Die graphische Darstellung derin der Western-Blot-Analyse erhaltenen Werte
zeigte, dass zwischen den Inseln unterschiedlicher Isolierungszeitpunkte verschiedene Expressionsmuster fir

intrazellulares Insulinzu finden waren.
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6.2.4 Glukosestimulations-Test und ELISA

Zum Vergleich der Insulinsekretion der drei verschiedenen Gruppen wurden wieder Langer-
hans-Inseln verwendet, die 5 Tage kultiviert wurden. Weiterhin untersuchten wir die Insulinse-
kretion in vitro kultivierter Langerhans’ scher Inseln im Zeitverlauf anhand des Vergleichs von
Proben der Tage 0, 1, 3 und 5 nach Isolierung. Der Vergleich von Inseln unterschiedlichen Kulti-
vierungsalters zeigte, dass Inseln am Tag O, also direkt nach Isolierung, auch nach Stimulierung
mit Mittel- und Hoch-Glukose-haltigem Medium (25 und 50mmol/l), nicht in der Lage waren

Insulin zu produzieren (Abb. 30A).

18 4 A

Sezerniertes Insulin (ug/l)
Sezerniertes Insulin (ug/l)

5mmol/l 25mmol/l 50mmol/l Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l

Sezerniertes Insulin (ug/l)
Sezerniertes Insulin (ug/l)

Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l 5mmol/l 25mmol/l 50mmol/l

Abb. 30: Analyse des sezerniertem Insulins nach Inkubation mit Smmol/l Glukose, 25mmol/I Glukose und
50mmol/I Glukose von Inseln am Tag 0 (weiB3-gestreift) (A), Tag 1 (hellgrau-gestreift) (B), Tag 3 (dunkelgrau-
gestreift) (C) und Tag 5 (schwarz) (D) nach Isolierung. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt. *p <
0,05 vs. 5mmol/I Glukose (low-glucose).

Nach einem Tag Kultivierung in DMEM (10% FCS, P/S) hatten sich die Inseln wieder soweit
erholt, dass sie nach der einstiindigen Stimulierung mit 25mmol/l Glukose im Vergleich zur
Basalrate von 3ug/l das nahezu Vierfache an Insulin (11ug/l) sezernierten (Abb. 30B). Wahrend
der nachfolgenden Stimulation mit der hochsten Glukosekonzentration von 50mmol/I, fiel der

Insulingehalt im Uberstand wieder zuriick auf 8ug/l, was allerdings immer noch dem beinahe
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Dreifachen der Basalrate entsprach. Drei Tage alte Inseln (Abb. 30C) zeigten mit fast 13ug/I
Insulin die hochste Basalrate ohne Stimulierung im Niedrig-Glukose Medium (Smmol/l). Die
Konzentration an sezerniertem Insulin stieg bei Stimulation mit 25mmol/I Glukose auf 18ug/I;
fiel jedoch bei starkerer Stimulierung mit Hochglukose auf einen Wert von 8ug/I Insulin (Abb.
300).

Inseln am Tag 5 hatten eine vergleichsweise niedrige Basalrate von nur 6pg/I Insu-
lin, welche jedoch wahrend der Stimulierung mit mittlerer Glukose mit 15ug/I auf das Drei-
fache anstieg und somit gegenlber der basalen Insulinsekretionsrate signifikant erhoht war.
Bei weiterer Stimulation mit 50mmol/l Glukose war eine vergleichbare Insulinkonzentration zu

finden (Abb. 30D).

Zusammenfassend ergab sich also:

- frisch isolierte Inseln lassen sich nicht zur Insulinsekretion anregen.

- die Basalrate von einem Tag alten Inseln stieg nach Mittelglukose-Stimulation um das 3-
fache an, fiel bei hoherer Stimulierung jedoch wieder zurlick auf einen Wert, welcher der
doppelten Basalrate entsprach

- Inseln von Tag 3 hatten die hochste initiale Insulinsekretionsrate von 13 pg/l, die bei Stimu-
lierung in Mittelglukose noch weiter anstieg, in Hochglukose aber wieder unter den Wert

der Basalrate abfiel.

- 5 Tage alte Inseln zeigten mit 6pg/l eine mittelmalige Basalrate der Insulinsekretion, die
bei Stimulierung mit 25mmol/l Glukose auf das Dreifache anstieg und sich auch bei héhe-

rer Stimulation nicht mehr veranderte.

Der Vergleich der Pseudoinseln und modifizierten Pseudoinseln mit Langerhans-Inseln von
Tag 1 und Tag 5 erbrachte folgende Ergebnisse. Die Pl zeigten eine mittlere Basalrate von
7ug/l Insulin, welche jedoch bei Stimulierung mit 25mmol/I Glukose auf einen Wert von 3ug/I
abfiel, beiweiterer Stimulierung mit Hochglukose allerdings erneut auf einen Wert von 7,4pg/!|

anstieg, was gerade der basalen Insulinsekretion entsprach (Abb. 31C).

Die modifizierten Pseudoinseln hatten mit lediglich 3,2pg/l eine relativ geringe basale
Insulinsekretion. Diese anderte sich auch bei Stimulation mit 25 mmol/l Glukose nicht. Bei In-
kubation mit Hochglukose stieg die Insulinsekretion jedoch auf das anndhernd Dreifache der

Basalrate mit einem Wert von 8,2 pg/l an (Abb. 31D) und war somit im Vergleich mit den Wer-
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ten von low- und mid-glucose signifikant erhéht. Beim Vergleich von Pl und ModPI mit Inseln
Tag 5 fiel auf, dass die letzteren die hochsten Werte bei der Glukose-induzierten Insulinsekre-
tion erreichten (Abb. 31B-D). Beim Vergleich von Pl und ModPI mit Inseln von Tag 1 fiel auf,
dass letztere zwar bei der Stimulierung mit Mittelglukose die héchsten Werte fir die Insulinse-
kretion erreichten (Abb. 31A); jedoch zeigten alle drei Gruppen nahezu identische Werte bei

Stimulierung mit Hoch-Glukose (Abb. 31A, C und D).

20 20

18 4 A

Sezerniertes Insulin (ug/l)
Sezerniertes Insulin (ug/l)

Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l

Sezerniertes Insulin (ug/l)
Sezerniertes Insulin (ug/l)

Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l Smmol/l 25mmol/l 50mmol/l

Abb. 31: Analyse des sezerniertem Insulins nach Inkubation mit Smmol/l Glukose, 25mmol/I Glukose und
50mmol/I Glukose von Inseln am Tag 1 (hellgrau-gestreift) (A) und Tag 5 (schwarz) (B) nach Isolierung sowie
Pl (grau) (C) und ModPI (weif3) (D). Alle Werte sind als Mittelwert = SEM dargestellt. *p < 0,05 vs. 5mmol/I
Glukose (low-glucose), #p < 0,05 vs. 25mmol/I Glukose (mid-glucose).
Zusammenfassend ergab sich also:

- die ModP!I lieBen sich erst durch Hochglukose-haltiges Medium zur Insulinsekretion stimu-
lieren.

- Die Pl zeigten eine mittelmaBige basale Insulinsekretion von éug/l, welche bei leichter Sti-
mulierung etwa um die Halfte abfiel, bei hoherer Stimulierung jedoch wiederauf den Wert

der Basalrate zunahm

- Die Insulinsekretionsrate von 1 Tag kultivierten Inseln war bei starker Stimulierung vergleich-
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bar mit Pl und ModPI.
- Inseln von Tag 5 zeigten bei leichter Stimulierung eine etwa 4 mal so hohe Insulinsekretion
und bei hoher Stimulierung noch eine etwa doppelt so hohe Insulinsekretion wie Pl und

ModPI.

6.3 Zusammenfassung der IVM- und in vitro-Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo-Studie wurde mittels intravitaler Flu-
oreszenzmikroskopie das Revaskularisierungsverhalten in vitro generierter modifizierter
Pseudoinseln untersucht und mit dem Langerhans’scher Inseln und Pseudoinseln verglichen.
Dartber hinaus wurde mittels immunhistochemischer und proteinbiochemischer Untersu-
chungsmethoden ihre Hormonproduktion tGberpriift und ebenfalls mit Langerhans-Inseln und
Pseudoinseln verglichen. Die in vivo- und in vitro-Experimente lieferten dabei folgende Ergeb-
nisse:
1) Die Flachen und Durchmesser der transplantierten Inseltypen der drei unterschiedlichen
Gruppen waren am Tag 0 direkt nach Transplantation in die RHK nahezu identisch ohne

signifikante Unterschiede.

2) Bereits ab Tag 3 zeigte sich bei der Analyse der revaskularisierten Flache und funktionel-
len Kapillardichte der modifizierten Pseudoinseln, dass diese, verglichen mit Inseln und

Pseudoinseln, tber den gesamten Zeitverlauf signifikant erhoht waren.

3) Der Vergleich der Anwachsraten zeigte zudem, dass die Transplantate aller drei Gruppen

vergleichbar gut anwuchsen.

4) ModPls wiesen, verglichen mit den beiden anderen Gruppen ebenfalls ab Tag 3 signifikant

vergroBerte GefaBdurchmesser und einen erhéhten Volumenfluss auf.

5) In vivo transplantierte Inseln, Pl und ModPI exprimieren in vergleichbarem Mal3 intrazellula-

res Insulin.

6) In vitro kultivierte Inseln, Pl und ModPI exprimieren Insulin, Glukagon und Somatostatin in

vergleichbaren Mengen.

7) Mit Hilfe der Western-Blot Analyse wurde der intrazellulare Insulingehalt der verschiedenen

Inseltypen sowie Inseln unterschiedlichen Alters quantitativ bestimmt:
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a) Mit zunehmender Kultivierungsdauer stieg der Insulingehalt bis zum Tag 3 nach Isolie-
rung.
b) 5 Tage kultivierte Inseln enthielten das ca. 1,6-fache an Insulin verglichen mit den

modifizierten Pseudoinseln und das 1,4-fache verglichen mit den Pseudoinseln.
8) 3 und 5 Tage kultivierte Inseln sezernierten am meisten Insulin nach Stimulierung

9) Die FACS-Analyse auf Oberflaichenmarker von frisch isolierten sowie kultivierten
Knochenmarkszellen zeigte, dass die Marker CD73, CD133, CD202b und Sca-1 bei frischen
KMZ, nicht aber bei KMZ der Passage 11 erhoht waren. Im Gegensatz dazu waren die Mar-
ker CD105, CD184, eNOS und vWF bei KMZ der Passage 11, nicht aber bei frischen KMZ

erhoht.

6.4. Ergebnisse der Diabetes-Studie
6.4.1 Diabetes-Induktion mit STZ

Die Diabetes-Induktion mit 60mg/kg Kérpergewicht Streptozotocin war bei 2 von 3 Tieren er-
folgreich, sodass diese spatestens nach etwa 3 Tagen Blutzuckerwerte tiber 200mg/d| erreicht
hatten. Am Tag 7 nach Diabetes-Induktion wurden die diabetischen Tiere operiert. Am Tag der
Transplantation (Tag 0) wurden die Tiere vor der Operation gewogen und der Blutzuckerge-
halt mit Hilfe eines Blutzuckermessgerates Uberprift. Der durchschnittliche Blutglukosegehalt
aller untersuchten Tiere am Tag der Transplantation lag bei 279 + 12mg/dl, was einem Wert
von 339% + 15% bezogen auf den Wert vom Tag der Induktion entsprach. Das durchschnittli-
che Kérpergewicht lag bei 127 + 4g, was wiederum einem Wert von 89% + 3% bezlglich des

Wertes vom Tag der Induktion entsprach.

Die durchschnittlichen Blutzuckerspiegel der verschiedenen Versuchsgruppen erreich-
ten vergleichbare Werte ohne signifikante Unterschiede. Die Tiere der diabetischen Kontroll-
Gruppe (DK) hatten dabei einen durchschnittlichen Blutzuckergehalt von 264 + 34mg/d|, die
der Insel-Gruppe einen Wert von 246 + 22mg/dl und die Tiere der Insel + KMZ-Gruppe (IK)
zeigten einen Wert 281 + 27 mg/dl. Die héchsten Werte erreichten die Versuchstiere aus der
Pl-Gruppe mit 298 = 14mg/dl und die Tiere der ModPI-Gruppe mit 305 + 33mg/dl. Auch bei
den Werten fir das Kérpergewicht am Tag 0 ergaben sich zwischen den einzelnen Gruppen

keine signifikanten Unterschiede. Die Tiere der DK-Gruppe hatten am Tag O ein Durchschnitts-
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gewicht von 123,0 + 6,5g. Somit hatten sie innerhalb einer Woche insgesamt 16,7 + 3,2% von
ihrem Ursprungsgewicht verloren. Die Tiere der Insel-Gruppe wogen durchschnittlich 110,0
+ 7,1g, was einem Gewichtsverlust von 11,7 + 5,8% entsprach. In der IK-Gruppe mussten die
Tiere insgesamt 9,1 £ 3,6% ihres initialen Gewichts einbiBen und hatten 7 Tage nach Diabe-
tes-Induktion noch 132 = 11,5g. Die Tiere der Pl- und der ModPI-Gruppe zeigten zwischen
Induktion und Transplantation durchschnittlich die geringsten Verluste an Kérpergewicht mit

8,7 +3,1% (134,0 = 3,7g am Tag 0) bzw. 8,8 + 3,5% (138,0 + 10,8g am Tag 0).

6.4.2 Direkte Auswirkungen des STZ
6.4.2.1 Auswirkungen des STZ auf das Nierengewebe

Als direkte Auswirkung von STZ auf das Gewebe konnte eine starke Vakuolisierung von Nie-

renrinde und Nierenmark beobachtet werden (Abb. 32C und D).

Uberdies waren die im Nierenmark befindlichen Nierenkérperchen, bestehend aus dem
GefaBknauel, dem sogenannten Glomerulus und der Bowman-Kapsel, deutlich angegriffen,
was sich unter anderem durch eine veranderte zelluldre Struktur und Vakuolisierung verdeut-
lichte. Die zellularen Veranderungen umfassten eine Verringerung der Podozytenanzahl (PC)
sowie eine Verdickung der Glomerularbasalmembran (GBM), welche als hauchzarte Schicht
die Vakuolen innerhalb der Glomeruli umgibt. Desweiteren kam es zu einer Hyperplasie der
Mesangialzellen, welche sich zwischen den Gefal3en befinden, und einem damit verbundenen
Zuwachs der mesangialen extrazellularen Matrix (MEM), wodurch das Lumen der Arteriolen

verringert wird.

Dies fuhrt zu einer Reduktion der Filtrationsoberflache, was wiederum eine vermin-
derte Filtrationsrate der Nierenkdrperchen nach sich zieht. Insgesamt kommt es zu einem
augenscheinlichen Volumenzuwachs des Glomerulus innerhalb der Bowman-Kapsel unter
gleichzeitiger ungeordneter erscheinenden Anordnung der Kapillaren (Abb. 32H und J). Diese
strukturelle Verénderung der Nierenkdrperchen hat auf langere Sicht gréBeren EinfluB auf die

Entstehung einer diabetischen Nephropathie.
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Abb. 32: HE-Férbungen einer gesunden Niere (A und B) im Vergleich zu einer diabetischen Niere (C und D),
weile Pfeile weisen auf die vergroBerten Vakuolen; A und C: Maf3stab = 50um, B und D: MaBstab = 25pm, G
= Glomeruli. Schematische Darstellung eines gesunden (E) und eines diabetisch veranderten Nierenkdrper-
chens (F), GBM = Glomerular Basalmembran, EC = Endothelzelle, BC = Bowman-Kapsel, MC = Mesangialzel-
le, PC= Podozyt, MEM = Mesangiale extrazellulare Matrix. HE-Farbungen von Nierenkdrperchen (Glomeruli)
in einer gesunden, unbehandelten Niere (G und I) sowie einer diabetischen Niere (H und J), 4 Wochen nach
STZ-Behandlung; MaBstab = 25pm.
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6.4.2.2 Auswirkungen auf das exo- und endokrine Pankreasgewebe

Zur Uberpriifung, dass STZ die B-Zellen der Inseln selektiv zerstort hatte, wurden von den
eingebetteten Pankreata histologische Schnitte hergestellt und pro Tier 1-2 Pankreasschnitte
mit HE angefarbt. Anhand der HE-geférbten Schnitte konnte man deutlich die durch das STZ
ausgeldste Destruktion innerhalb der Langerhans-Inseln erkennen, wo nur noch wenige Zell-

kerne zu sehen waren. Dariber hinaus war eine starke Vakuolisierung der Langerhans-Inseln

zu beobachten (Abb. 33C).

Abb. 33: HE- (A und C) und immunhistochemische (B und D) Farbungen von Pankreata eines gesunden,
unbehandelten Kontrolltieres (A und B) und eines STZ-behandelten diabetischen Tieres (C und D). Durch
eine einmalige Injektion von 60mg/kg STZ wurde die Inselstruktur bei den diabetischen Tieren fast vollstén-
dig zerstort (C; weilBe Pfeile weisen auf Vakuolen innerhalb der Inseln), wohingegen sie bei unbehandelten
Kontrolltieren intakt blieb (A). Dies wirkte sich auf ihre Fahigkeit der Insulinproduktion aus, was anhand einer
immunhistochemischen anti-Insulin Farbung deutlich gemacht wurde (D). Im Gegensatz dazu zeigte die anti-
Insulin Farbung histologischer Schnitte von Kontrolltieren, dass hier die Inselstruktur noch véllig intakt und die
B-Zellen funktionsfahig waren. Maf3stab = 25um.

Zum Vergleich wurden Schnitte gesunder Pankreata ebenfalls HE-gefarbt, wobei man sehen
konnte, dass hier die physiologische Inselstruktur noch vorhanden war (Abb. 33A). Die immun-

histochemische anti-Insulin-Farbung auf Pankreas-Schnitte diabetischer Tiere zeigte darlber
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hinaus, dass der Anteil Insulin-produzierender Zellen drastisch zuriickgegegangen war und zu-
dem keine eindeutig abgrenzbare Inselstruktur mehr vorhanden war (Abb. 33D). Im Gegensatz
dazu zeigte die immunhistologische Insulinfarbung auf Kontrollschnitten gesunder Tiere, dass
sich die Inseln hauptséchlich aus Insulin-positiven Zellen zusammensetzten und die intrainsu-
|dren Zellen eine eindeutig abgrenzbare Struktur zum exokrinen Pankreasgewebe darstellten

(Abb. 33B).

6.4.3 Direkte Auswirkungen des STZ auf den Organismus/Metabolismus

Als direkte Auswirkungen konnten bei allen Versuchstieren zwischen dem Tag der Diabetes-
Induktion und dem Tag der Transplantation, also am Tag O, ein starker Anstieg der Blutzucker-
werte sowie eine stetige Gewichtsabnahme beobachtet werden. Darlber hinaus zeigten alle
Tiere Polydipsie und eine damit verbundene Polyurie. Die Trinkmenge der Hamster betrug
hierbei das 2-5 fache vom Normalwert, welcher etwa 7-15ml/Tag entspricht (Weil3 et al., 2003).
Bei einigen Tieren stellte sich eine Ketonurie ein, welche sich durch den stechenden sti3lichen
Geruch des Urins bemerkbar machte. Die gesteigerte Bildung von Ketonkorpern resultierte
aus der Tatsache, dass es infolge des Insulin-abhangigen Glukosemangels innerhalb der Zel-
len zu einem vermehrten Fettabbau und einem Anstieg freier Fettsduren im Blut kam. Durch
den gestorten Glukosehaushalt wurde weniger Pyruvat gebildet und dadurch weniger Oxala-
cetat, was in der Leber die Bildung von Ketonkorpern aus Acetyl-CoA beglinstigte, wodurch

der pH-Wert im Blut immer weiter abnahm, was zur Ubersiuerung fiihrte.

6.4.4 In vivo- Funktionalitit der ModPI im Vergleich zu Inseln und Pl

Der Vergleich der Blutzuckerwerte sowie der Werte des Korpergewichts diabetischer Tiere mit
transplantierten Tieren zeigte, dass bei allen Gruppen, bis auf die Gruppe der Pseudoinseln,
der Diabetes mellitus im Verlauf der 21-tdgigen Versuchsperiode revertiert werden konnte.

Dies geschah jedoch in unterschiedlichem Ausmal3 und unterschiedlichem Zeitverlauf.

6.4.4.1 Blutzuckeruntersuchungen

Diabetische Kontrolltiere zeigten Uber den Verlauf des 21-tdgigen Beobachtungszeitraums
einen Anstieg des Blutzuckers von anfanglich 264mg/dl um 76 mg/dl auf 342 mg/dl an (Abb.

35A), was einer Steigerung des basalen Serumglukosewertes um 37% (Abb. 34B) entspricht.
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Transplantierte Pseudoinseln konnten den diabetischen Zustand nicht revertieren, nach 21 Ta-
gen war der Blutzucker im Vergleich zum Ausgangswert von 298mg/dl auf 355mg/dl (Abb.
34A) um ganze 19% (Abb. 34B) angestiegen.
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Abb. 34: Blutzuckerwerte in mg/dl (A) und in % (B) Uber den Verlauf des 3-wdchigen Beobachtungszeitraums.
Weil3: ModPI, schwarz: Inseln, blau: Inseln+KMZ, rot: Diabetische Kontrolle, grau: Pseudoinseln. *p<0,05 vs.
Diabetische Kontrolle , #p < 0,05 vs. Pseudoinsel-Gruppe, §p < 0,05 vs. Insel+KMZ-Gruppe, Tp < 0,05 vs.
Insel-Gruppe.

Im Gegensatz dazu konnten Inseln und Inseln, die zusammen mit Knochenmarkszellen co-

transplantiert wurden den Blutzucker um 56% bzw. 40% des Ausgangswertes reduzieren (Abb.
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34B). Die Tiere der Insel-Gruppe erreichten mit einem finalen Blutzuckerwert von 108mg/dl
am Tag 21 wieder Normoglykéamie (Abb. 34A). Tiere, welche zur Halfte Inseln und zur Halfte
KMZ transplantiert bekamen erreichten mit einem finalen Blutzuckerwert von 175mg/dl keine
Normoglykédmie, dafur allerdings eine starke Verbesserung des hyperglykédmischen Zustandes

(Abb 34A).

Die Transplantation von ModPl war am erfolgreichsten. Die ModPI-transplantierten
Tiere zeigten nach 21 Tagen einen um 74% (Abb. 35B) reduzierten Blutzuckerwert nachdem
dieser von anfénglich 305mg/dl auf 78 mg/dl gefallen war, womit auch hier wieder Normogly-

kamie erreicht wurde (Abb. 34A).

6.4.4.2 Kérpergewichtsbestimmungen

Bei den Tieren der diabetischen Kontrollgruppe zeigte sich wahrend der 3-wochigen Beob-
achtungszeit keine Besserung hinsichtlich des enormen initialen Gewichtsverlusts. Die Tiere
nahmen von anfanglich 148g am Tag der Diabetes-Induktion 17% ihres Kérpergewichts auf
ein Gewicht von 123g am Tag 0 ab. Zwischen dem Tag der Transplantation und dem Tag 21
nahmen die Tiere der DK-Gruppe um 2g auf ein Endgewicht von 125g zu, was umgerechnet

einem Wert von nur noch 84% ihres Initialgewichtes entsprach (Abb. 35B).

Auch die transplantierten Pl waren nicht in der Lage den STZ-vermittelten Diabetes-
bedingten Gewichtsverlust der Tiere zu revertieren. Die Tiere der PI-Gruppe nahmen von ur-
springlich 147g auf 134g am Tag 0 rund 9% ihres initialen Kérpergewichts ab. Innerhalb der
21-tagigen Beobachtungsperiode steigerte sich dieser Gewichtsverlust um weitere 14% auf
einen Wert von insgesamt 23% des urspriinglichen Kérpergewichts (Abb. 35B), sodass die
Tiere der PI-Gruppe am Tag 21 lediglich noch ein Gewicht von 113g aufwiesen (Abb. 35A). Im
Gegensatz hierzu konnten Inseln sowie Inseln, welche gelichzeitig mit KMZ co-transplantiert
wurden eine Besserung des Gewichtsverlustes herbeifiihren. Die Tiere der reinen Insel-Grup-
pe nahmen nach einem anfanglichen Gewichtsverlust von 12% des initialen Korpergewichts
aufrund 131g am Tag 21 zu und lagen damit sogar noch 5% Uber ihrem Ausgangsgewicht von
125g (Abb. 35B). Die Tiere der Insel-Gruppe erlangten somit als einzige wieder ihr Ursprungs-

gewicht innerhalb des Versuchsverlaufs.
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Abb. 35: Kdrpergewichtin g (A) und % (B) Uber den Verlauf des 3-wdchigen Beobachtungszeitraums, begin-
nend am Tag der Induktion. Grau: Pseudoinseln, rot: Diabetische Kontrolle, schwarz: Inseln, blau: Inseln+KMZ,
weil3: ModPl. *p<0,05 vs. Diabetische Kontrolle, #p < 0,05 vs. Pseudoinsel-Gruppe.
Die Tiere mit Inseln und KMZ nahmen von anfénglich 145g am Tag der Induktion um 9% auf
einen Wert von 132g am Tag 0 ab. Wahrend des 3-wdchigen Beobachtungszeitraums legten
sie lediglich um 2% ihres Ursprungsgewichts auf 137g am finalen Tag zu und erlangten somit

nur noch 93% ihres Initialgewichts (Abb. 35B). Die ModPI konnten nach den Langerhans-In-

seln den Diabetes-bedingten Gewichtsverlust am zweitbesten regulieren. Hier nahmen die

96



Ergebnisse

Tiere von anfanglich durchschnittlichen 151g um 9% auf einen Wert von 138g ab. 3 Wochen
nach Transplantation hatten die Tiere wieder 5% des verlorenen Gewichts zugenommen und
zeigten am Tag 21 ein finales Kérpergewicht von 145g, was rund 96% ihres Initialgewichts ent-

sprach (Abb. 35B).

6.4.4.3 Histologische Untersuchungen

6.4.4.3.1 HE-Farbung

Nach Fixierung wurden die entnommenen Nieren in Paraffin eingebettet, sodass sie anschlie-
Bend in 5um dinne histologische Schnitte zerteilt werden konnten. Von den angefertigten
Serien-schnitten der Organe wurde nun routineméfig jeder sechste Schnitt Hdmatoxylin-Eo-
sin angefarbt, zur Uberprifung auf im Gewebe befindliche Insel-Strukturen (Abb. 36). Positive
Schnitte wurden nun genauer untersucht indem am Durchlicht-Mikroskop (Olympus) zunachst
Ubersichtsaufnahmen des Organs und schlieBlich Aufnahmen der unter der Nierenkapsel be-

findlichen Insel-Transplantate in 10- (Abb. 36A), 20- (Abb. 36B), und 40-facher VergréBerung

A B

Abb. 36: HE-angefarbter Nierenschnitt mit den enthaltenen Inseltransplantaten 21 Tage nach Transplanta-
tion unter die Nierenkapsel. A: Insel-Transplantate unter der Nierenkapsel im 10er Objektiv. B: vergroBerte
Ansicht aus A; bei 20-facher VergréBerung kann man deutlich die Nierenkapsel mit den darunter liegenden

Transplantaten erkennen. MaBstab = 50pm.

angefertigt wurden. Das endokrine Drisengewebe der Inseltransplantate lie3 sich innerhalb
der HE-angefarbten Histologien deutlich vom Nierengewebe unterscheiden (Abb. 36), wel-
ches im Vergleich zu den Langerhans-Inseln unter dem Lichtmikroskop eher magenta ange-
farbt war, wohingegen die Inseln einen Farbton zwischen hell- und dunkellila annahmen. Auch
anhand der Struktur unterschieden sich die Inseln vom umliegenden Gewebe ab, da sie eine

hohere Zellkerndichte zeigten (Abb. 36).
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6.4.3.3.2 Insulin-Farbung

Ausgehend von Transplantat-enthaltenden HE-Schnitten der Nieren (Abb. 37A, C, E und G)
wurden immunhistochemische anti-Insulinfarbungen auf Folgeschnitte durchgefihrt (Abb.
37B, D, F und H). Die histologischen Untersuchungen der geféarbten Nierenschnitte ergaben,
dass sowohl die Praparate der Insel-Gruppe (Abb. 37A und B), als auch der Insel+KMZ-Gruppe
(Abb. 37C und D) sowie der ModPI-Gruppe (Abb. 37G und H) alle gut angewachsen waren und
demnach auch viele vitale Insulin-positive Zellen enthielten (Abb. 37B, D und H). Im Gegensatz
dazu zeigte sich, dass die Gruppe der Pseudoinseln deutlich weniger Insulin-positive Prépara-

te aufwies (Abb. 37F).

Von allen untersuchten Transplantat-tragenden Schnitten enthielten bei der Insel-
Gruppe insgesamt 31 der 40 untersuchten Schnitten Insulin-positive Inselpréparate, was einer
Zahl von rund 79% entspricht. Bei der Gruppe, welche Inseln in Kombination mit den frisch
isolierten Knochenmarkszellen erhielt, waren sogar insgesamt 36 von 38 Schnitten positiv auf

Insulin, entsprechend 95% aller untersuchten Schnitte.

Das schlechteste Ergebnis wurde mit Praparaten der Pseudoinsel-Gruppe erzielt. Nur
26 von den insgesamt 54 histologischen Schnitten zeigten Insulin-positive Transplantate, was
lediglich einem Anteil von 48% entspricht. Die Gruppe der modifizierten Pseudoinseln enthielt
mit 41 von insgesamt 50 Histoschnitten den zweitgroRten Anteil an positiven Schnitten, ent-

sprechend 82% aller Transplantat-tragenden Histoschnitte.

Auch diese Ergebnisse bestatigten, dass die Pseudoinseln eine erniedrigte Funktion

im Vergleich zu den Transplantaten der anderen Versuchsgruppen haben.
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Abb. 37: Histologische Schnitte von Inseln (A+B), InseIn+KMZ (C+D), Pseudoinseln (E+F) sowie ModPI (G+H)
21 Tage nach Transplantation unter die Nierenkapsel diabetischer Tiere. Anhand der HE-gefarbten Schnitte
(A, C, E und G) wurden Transplantat-tragende Folgeschnitte anti-Insulin (braun) gefarbt (B, D, F und H);
Zellkerne sind blau-violett gefarbt. Die Praparate der PI-Gruppe (F) enthalten deutlich weniger Insulin-positive

Zellen (braun) als die der anderen Gruppen. MafBstab = 50um.
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6.4.3.3.3 CD31-Farbung

Die anti-CD31-Farbungen auf Nierenschnitten ergaben, dass sowohl die Transplanta-
te der Insel-Gruppe als auch der Insel+KMZ-Gruppe sowie der ModPI-Gruppe gut ange-

wachsen waren. Dies war anhand der grof3en Zahl von MikrogefaBen innerhalb der Trans-

plantate ersichtlich (Abb. 38). Die Gruppe der Pseudoinseln zeigte auch hier wiederum

deutlich weniger CD31-positive Endothelzellen, was gleichbedeutend mit weniger Blut-

Abb. 38: Immunfluoreszenz von Transplantat-enthaltenden Nierenschnitten der vier Versuchsgruppen, wel-

che immunhistochemisch gegen CD31 geférbt wurden. A-C: Insel-Gruppe, D-F: Insel+KMZ-Gruppe, G-I:
Pseudoinsel-Gruppe, J-L: ModPI-Gruppe. Jedes Transplantat wurde einmal einzeln im UV- und im Grin-Filter
aufgenommen und anschlieBend wurden die beiden Bilder Ubereinander gelegt. Blau: Zellkerne, rot: CD31-
positive Endothelzellen. B, E, H und K: wei3e Umrandung markiert die Grenzen der Transplantate. MaBstab

= 50pm.
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gefaBen ist (Abb. 38). Fur die Auswertung der histologischen Schnitte wurden fir die Grup-
pen der Inseln, Pl und ModPI die Blutgefal3e innerhalb von je 12 Transplantaten und fir die
Gruppe der Inseln+KMZ innerhalb von 11 Transplantaten ausgezahlt. Die Auswertung ergab,
dass Praparate der Insel-Gruppe durchschnittlich 130 MikrogefiBe pro 0,1mm? enthielten.
Bei der Insel+KMZ-Gruppe waren es 180 GefaBe pro 0,Tmm? Die Gruppe der modifizierten
Pseudoinseln enthielt mit rund 240 Kapillaren pro 0,1 mm? die groBte Anzahl an GefaBen (Abb.
39). Lediglich die Préparate der Pseudoinsel-Gruppe zeigten entsprechend den Ergebnissen
der anderen histologischen Untersuchungen, dass die Transplantate im Durchschnitt wesent-

lich weniger BlutgefiBe aufwiesen. Es waren es lediglich 50 MikrogefaBe pro 0,1mm?zu finden

(Abb. 39).
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Abb. 39: Anzahl der Mikrogeféf3e pro 0,01 mm? Transplantatflache, bestimmt anhand der CD31-Immunfluo-
reszenzfarbung.. Schwarz: Insel-Gruppe, hellblau: Insel+KMZ-Gruppe, wei3: ModPI-Gruppe, grau: PI-Grup-
pe. *p < 0,05 vs. PI.

6.5 Doppelfdarbung gegen Insulin und GFP auf GFP-ModPI

Die immunhistochemische Doppelféarbung gegen Insulin und GFP auf Schnitten eingebetteter
ModPI zur Halfte bestehend aus GFP-Knochenmarkszellen und zur Hélfte aus Inselzellen aus der
Maus zeigten, dass zumindest ein geringer Prozentsatz der GFP-positiven Knochenmarkszellen

im Verband mit den Inselzellen sich zu einem Insulin-produzierenden Zelltypus differenzierte.

101



Dies war innerhalb der Histologien anhand sowohl rot (fir Insulin) als auch grin (fir GFP)

leuchtender Zellen zu erkennen (Abb. 40).

Abb. 40: Immunfluoreszenzfarbung auf GFP-ModPI gegen Insulin und GFP (A-D). Doppelt gefarbte Zellen
leuchten sowohl griin (GFP) als auch rot (Insulin). Blau: Zellkerne, weiBBe Pfeile weisen auf doppelt geféarbte
Zellen. MaBstab = 25um

6.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der in vivo Studie

In der in vivo-Studie wurde die Fahigkeit der ModPI zur Diabetes-Reversion untersucht und
mit der der Langerhans’schen Inseln, Pl sowie einer Gruppe, welche Inseln in Kombination
mit KMZ erhielt, verglichen. Zu diesem Zweck wurden Tiere mit einer einmaligen Injektion von
Streptozotocin diabetisch gemacht und erhielten nach Ablauf einer Woche die verschiedenen
(Insel-) Transplantate. Wéhrend einer dreiw6chigen Versuchsperiode wurde in regelmaBigen
Abstanden der Blutzuckerspiegel und das Kérpergewicht gemessen und mit den Ergebnissen

einer diabetischen Kontrollgruppe verglichen. Diese Studie zeigte folgende Ergebnisse:

1) Durch Streptozotocin wurde ein GrofBteil der B-Zellen selektiv zerstort und ein stabiler dia-

betischer Status in den Versuchstieren hervorgerufen.

a) Die diabetische Stoffwechsellage war anhand erhohter Blutzuckerwerte und enormer

Gewichtsverluste der Versuchstiere erkennbar.
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b) Des Weiteren konnte bei den Tieren eine Ketonurie und eine Polyurie sowie eine Poly-

dipsie beobachtet werden.

c) Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass das endokrine Gewebe strukturell

schwer geschadigt und die Anzahl Insulin-positiver Zellen stark vermindert war.
2) Durch Transplantation wurden folgende Ergebnisse erzielt:

a) Die Gruppe der Pseudoinseln war die einzige Versuchsgruppe, in welcher die Transplan-
tate den Diabetes nicht revertieren konnten. In der Versuchsgruppe der ModPI konnte

der diabetische Status am schnellsten und effektivsten riickgangig gemacht werden.

b) Im Gegensatz zu allen tbrigen Versuchsgruppen nahmen die Tiere der PI-Gruppe als

einzige nicht an Gewicht zu und nahmen statt dessen weiter ab.

c) Erwartungsgemal nahmen die Tiere der DK-Gruppe im weiteren Versuchsverlauf nicht
weiter zu. Verglichen mit der PI-Gruppe konnten sie ihr Gewicht allerdings halten, sodass

es hier zu keiner weiteren Gewichtsabnahme kam.

3) Die Histologie und Immunhistochemie zeigten, dass Praparate der PI-Gruppe weniger In-
sulin-positive Zellen enthielten als die der anderen Gruppen. Nur etwa 50% der Praparate

waren positiv auf Insulin.

4) Die immunhistochemische Fluoreszenzfarbung gegen CD31 zeigte, dass die Gruppe
der Pseudoinseln vergleichsweise wenig GefaBe enthielt. Dies bedeutet eine schlechte-
re Revaskularisierung. Die ModPI zeichneten sich dagegen durch eine tUberdurchschnitt-
lich hohe Anzahl an GeféBen innerhalb der Transplantate aus, welche die der Insel- und

Insel+KMZ-Gruppe sogar Ubertraf.

5) EPCs aus dem Knochenmark differenzierten innerhalb der ModPI zu Insulin-produzierenden

Zellen.
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7. Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Riickenhautkammermodell

Anhand der Kammerpraparation des quergestreiften Unterhautmuskels der Riickenhaut (Mus-
culus cutaneus maximus) des Syrischen Goldhamsters (Mesocricetus auratus) konnen mit Hilfe
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie samtliche Parameter der Mikrozirkulation in termina-
len Arteriolen, nutritiven Kapillaren, postkapillaren Venolen und Sammelvenolen quantitativ
analysiert werden (Endrich et al., 1980). Hierbei weist die Kammerpraparation auch mehrere
Tage nach Implantation der Titanrahmen keine Entziindungsanzeichen, wie z.B. Extravasati-
on von Plasma und korpuskularen Bestandteilen, Leukozyten-Aktivierung, oder Degranulation
von Mastzellen auf (Menger et al., 1990). Die ausgewerteten Daten mikrohdmodynamischer
Parameter von Arteriolen, Kapillaren und Venolen in der Praparation der Rickenhautkammer
des Syrischen Goldhamsters sind dabei vergleichbar mit Daten aus Untersuchungen an an-
deren Tier-Modellen (Burton und Johnson, 1972; Endrich et al. ,1980). Mittels der intravitalen
Mikroskopie lassen sich an Préparationen des Musculus cutaneus maximus sowohl am Hams-
ter, als auch an Maus und Ratte die Entwicklung mikrovaskuldrer Netzwerke quergestreifter

Muskulatur beobachten (Hobbs et al., 1976; Endrich et al., 1980; Lehr et al., 1993).

Der wesentliche Nachteil von Akut-Modellen liegt darin, dass die zu untersuchenden
Organe unter physiologischen Bedingungen in situ, zum einen durch Ubertragung der Atem-
exkursionen, oder aber, wie im Fall des Colons, durch die eigene Peristaltik, standig in Bewe-
gung sind (Kruschewski et al., 2001). Um diese zu minimieren, missen diese Organe ausgela-
gert und nach Maéglichkeit immobilisiert werden, was wiederum das Risiko des Austrocknens
in sich birgt. Die Auslagerung und die damit verbundene Exposition gegenlber Raumluft,
Licht und Temperaturschwankungen ist zudem Ursache fir unphysiologische Veranderungen
im Gewebe (Messmer und Krombach, 1998). Ebenso entsteht durch die Auslagerung und dem
damit verbundenen mechanischen Reiz, der auf das Gewebe ausgetibt wird ein chirurgisches
Trauma, welches Einfluss auf die mikrozirkulatorischen Parameter nimmt. Der mal3gebliche
Vorteil, den das Modell der chronischen Rickenhautkammer gegentber Akut-Modellen bie-
tet, ist die Moglichkeit Gber einen langeren Zeitraum von bis zu mehreren Wochen die Dyna-

mik von Angiogenese und Revaskularisierung an transplantierten Fremdgeweben oder auch
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Einzelzellen zu untersuchen (Menger et al., 1989; Messmer et al., 1984). Zudem hat die Analyse
der Mikrozirkulation von Fremdgeweben in der Riickenhautkammer den entscheidenden Vor-
teil, dass hier das zu untersuchende Gewebe nur fir kurze Zeit ex situ gehalten wird. Darlber
hinaus kann an avaskuldren Transplantaten wie im Fall der Langerhans-Inseln der Prozess der
Neovaskularisierung von Beginn an beobachtet und dokumentiert werden. Der Raum zwi-
schen Deckglas und Rickenhaut ist zudem gro3 genug, um die Entstehung 3-dimensionaler
GefaBnetzwerke der Transplantate zu gewahrleisten. Ein weiterer entscheidender Vorteil des
Rickenhautkammermodells liegt in der Unabhangigkeit von der Atembeweglichkeit der zu

untersuchenden Zellen bzw. Gewebe.

Die Hamsterpraparation hat gegentber dem Modell der Maus bzw. der Ratte den
entscheidenden Vorteil, dass die zu praparierenden Muskelschichten, insbesondere der Re-
tractormuskel, sich leicht voneinander |6sen lassen, da lediglich eine geringe intermuskulare
GeféaBversorgung besteht. Weiterhin ist die Hamsterpraparation im Vergleich zu den Prapara-
tionen bei der Ratte oder der Maus deutlich transluzenter, wodurch zusatzlich die langfristige
Beobachtung von Angiogenese und Revaskularisierung erleichtert wird. Da man bei Unter-
suchungen der Angiogenese im Tiermodell bestrebt ist Allo- und Xenotransplantationen zu
vermeiden, wurden fur die nachfolgenden in vitro Versuche an Inseln, Pseudoinseln und mo-
difizierten Pseudoinseln sowie flr deren spéatere Transplantation in diabetische Empfangertie-
re gezielt das syngene Hamster-Modell ausgewahlt. Da fir die erwadhnten Versuche groBere
Mengen an Langerhans-Inseln bendtigt wurden, hatte sich auch hier die Insel-Isolierung aus
dem Syrischen Goldhamster als optimal erwiesen, da die Ausbeute im Vergleich zur Maus we-
sentlich hoher war. Um die gleiche Anzahl Inseln zu isolieren, hatte man, statt einem Hamster

in der Regel 5 bis 10 Spendermause bendtigt.

Die Nachteile am Hamster als tierexperimentelles Modell liegen nach wie vor in der
ungenigenden Anzahl kommerziell verfigbarer monoklonaler Antikérper und DNA-Sonden
sowie im Fehlen genmanipulierter Tiere (Messmer und Krombach, 1998).

7.1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitalmikroskopische Untersuchung mikrovaskularer Netzwerke verschiedenster Gewe-

be trug innerhalb der letzten drei8ig Jahre entscheidend zur Verbesserung der quantitativen
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Analyse ihrer Angioarchitektur und Mikrohdmodynamik bei. Durch die intravendse Applikation
von Fluoreszenzfarbstoffen wurde letztendlich auch die Beurteilung der Mikrozirkulation nicht
transilluminierbarer Organe ermdglicht. So wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
(IVM) bereits die Mikrohdgmodynamik von Niere, Pankreas, Leber, Milz und Herz quantifiziert
(Sutton et al., 2006, Mithofer et al., 1995; Vanheule et al., 2008; Grayson et al., 2001; Schramm
et al., 2007). Bei den meisten der genannten Studien kamen sogenannte ,Akut-Modelle” zum
Einsatz, wobei die Organe nach nur wenigen Stunden intravitalmikroskopischer Untersuchung
entnommen wurden. Nachteile dieser Akut-Modelle liegen zum einen in der potentiellen Ma-
nipulation der mikrohamodynamischen Parameter sowohl durch die stundenlange Anasthe-
sie, als auch infolge des durch die mikrochirurgische Préparation, die grundsétzlich ein Trauma
induziert (Lindbom et al., 1982; Yamauchi et al., 1999). Beim Rickenhautkammer-Modell des
Syrischen Goldhamsters wird den Tieren nach Implantation der Titanrahmen eine Ruhephase
von 48h eingerdumt, um eine Restitution von chirurgischem Trauma und Narkose zu gewahr-
leisten (Yamauchi et al., 1999). AnschlieBend ist die repetitive mikroskopische Beobachtung
der Mikrozirkulation des gestreiften Unterhautmuskels auch ohne die erneute mikrochirurgi-

sche Traumatisierung moglich (Endrich et al., 1980).

Das Modell der Rickenhautkammer wurde in einer Vielzahl von tierexperimentellen
Studien fur die Implantation von Tumor- und Knochengewebe sowie auch von Langerhans-
Inseln genutzt (Menger et al., 1990; Leunig et al., 1999; Vajkoczy et al., 2000; Kraft et al., 2000).
Dank der IVM war es dadurch erstmals moglich sowohl Veranderungen der Mikrozirkulation des

Empfangergewebes als auch Veranderungen innerhalb der Transplantate zu untersuchen.

7.1.3 Diabetisches Tiermodell

Bereits in Vorversuchen wurde Uberprift, ob sich im Hamster-Modell durch die einmalige in-
traperitoneale Injektion von 60mg Streptozotocin pro kg Korpergewicht ein stabiler, insulin-
abhangiger Diabetes mellitus induzieren lasst. Fir die nachfolgende Transplantations-Studie
spielte die erfolgreiche Diabetes-Induktion eine entscheidende Rolle, da die Demonstration
einer erfolgreich verlaufenden Diabetes-Reversion nach Transplantation von Langerhans-
Inseln bzw. Pl und ModPI nur bei einem stabilen, nicht reversiblen Diabetes mellitus Uberzeu-
gen kann. Wirden die Insel-Transplantate in ein Tier mit instabilem Diabetes mellitus trans-

plantiert, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass eine Diabetes-Reversion gegebenenfalls
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durch Erholung des empféngereigenen Pankreasgewebes bewirkt wird. Um auch wahrend des
laufenden Experiments einen spontanen Rickgang der Hyperglykdamie aufgrund Regenerati-
on des Inselapparats in den diabetischen Tieren ausschlieBen zu kénnen, wurden zusatzlich
zu den transplantierten Empfangertieren nicht-transplantierte diabetische Tiere Gber den ge-
samten 3-wochigen Beobachtungszeitraum in regelmaBigen Abstanden auf Veranderungen
des Blutzuckers und des Korpergewichts untersucht. Die im Kapitel 6.6.4.1.1 und 6.6.4.1.2 dar-
gestellten Ergebnisse der unbehandelten Diabetes-Tiere zeigen eindeutig, dass durch die
einmalige i.p. Injektion von 60mg/kg Streptozotocin ein schwerer Uber die gesamte Versuchs-
periode irreversibler Diabetes mellitus ausgelost werden konnte. Die Diabetes-Erkrankung
wurde hierbei an den deutlich erhdhten Blutzuckerwerten und der Gewichtsabnahme offen-
bar. Diese pathologischen Veranderungen blieben bis zum Versuchsende erhalten. Da eine
spontane Normalisierung des Blutzuckers oder des Korpergewichts nicht beobachtet werden
konnte, konnte eine Regeneration des empfangereigenen endokrinen Gewebes ausgeschlos-

sen werden konnte.

Bereits in der Vergangenheit zeigten andere Arbeitsgruppen in ihren Experimenten
eine erfolgreiche und andauernde Diabetes-Induktion im Tiermodell mit einer einmaligen i.p.
Injektion von 60mg STZ pro kg Kérpergewicht (Gurney und Howarth, 2009). Der Zytotoxische
Wirkmechanismus des Streptozotocins ist dabei strikt auf die Insulin-produzierenden B-Zellen
limitiert. Junod und Mitarbeiter zeigten bereits in den 60er-Jahren, dass die Intensitat des
Streptozotocin-induzierten Diabetes im Nager-Modell Dosis-abhangig ist, wobei intravends
verabreichte Injektionen mit Dosierungen zwischen 25 bis 45mg/kg relativ milde Krankheits-

symptome hervorrufen.

Erst Dosierungen zwischen 55-65mg/kg zeigten einen moderat verlaufenden Diabetes
mellitus mit 3 bis 4-fach erhéhten Normal-Blutzuckerwerten. Die Injektion von 100mg/kg rief
hingegen bereits nach wenigen Stunden einen stark diabetischen Status mit Ketonurie hervor,

wobei die Tiere innerhalb 2-3 Tage nach Verabreichung verstarben (Junod et al., 1969).

Auch in den Vorversuchen fir unsere Studie zeigte sich die spater verwendete Dosis
von 60mg/kg als am besten geeignet, da hier 2 von 3 Tieren einen irreversiblen Diabetes
mellitus entwickelten und gleichzeitig keines der Versuchstiere verstarb. Allerdings setzte be-

reits bei einer geringfligigen Erhéhung der Dosis um 1-2 mg/kg eine allmahliche Mortalitat
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der Tiere ein. Entgegen der Studie von Junod et al. zeigte sich trotz der moderaten Dosierung
von 60mg/kg STZ bei vereinzelten Tieren Anzeichen einer Ketonurie, welche immer mit einer
Polyurie einherging. Grund hierfir kdnnte in der unterschiedlichen Spezies liegen, da in der
Studie von Junod und Mitarbeitern Wistar-Ratten, in der vorliegenden Studie aber Syrische
Goldhamster verwendet wurden (Chang et al., 1977, Modak et al., 2007). Auch das durch-
schnittliche Anfangsgewicht der Tiere mag hierbei eine Rolle gespielt haben, da die Ratten

rund 200g wogen und somit deutlich Gber dem der Hamster mit ca. 140g lagen.

7.1.4 Pseudoinseln und Transplantation

Verglichen mit der Generierung von Pseudoinseln in anderen Studien durch einfache
Reaggregation der einzelnen Inselzellen in nichtadharenten Kulturschalen (Beger et al., 1998;
Hauge-Evans et al., 1999), garantierte die Verwendung der Methode des Hangenden Tropfens
zur Herstellung der Pseudoinseln die Bildung von Aggregaten definierter Zellzahl und GréBe
durch die gezielte Limitierung der Zellanzahl in einem Tropfen (Cavallari et al., 2007; Lehmann et
al., 2008). Je gréBer die Oberflachenspannung innerhalb eines Hangenden Tropfens ist, desto
mehr nimmt dieser aufgrund der Erdanziehung wieder Kugelform an, wodurch sich die Zellen
an einem Punkt akkumulieren und das Aggregieren der Einzelzellen zu einem Zellverband
geférdert wird.

Ein weiterer Grund fir die Wahl des Hangenden Tropfens als beste Methode zur Spharo-
idbildung ist die proliferative Aktivitat von Zellen im Allgemeinen und den Knochenmarkszellen
innerhalb der ModPl im Besonderen. Durch diese Eigenschaft ware die Generierung von na-
hezu kugelférmigen Gebilden bei normaler Kultivierung der Zellen in der Petrischale nicht
moglich gewesen, da aufgrund von Oberflacheninteraktionen der Zellen mit der darunterlie-

genden Schicht die Ausbildung dreidimensionaler Gebilde unterbunden wiirde (Timmins und

Nielsen, 2007).

Eine weitere haufig verwendete Methode zur Sphéaroidbildung ist die Kultivierung der
Zellen auf agarosebeschichteten Platten, was allerdings den Nachteil hat, dass man nicht vor-
raussagen kann, wieviele der Zellen sich in den Zellverband einbauen lassen und sich somit
auch keine verlassliche Prognose Uber die letztendliche Grof3e der neuentstehenden Aggre-

gate machen lasst.
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Kleinere Inseln mit einem Durchmesser unter 150um haben gegenlber groBen Inseln Vor-
teile, da letztere aufgrund nekrotischer und apoptotische Stoffwechselwege sowie durch
Ischdmie und Hypoxie sehr schnell metabolisch erschopft sind. Die Vorteile der Verwen-
dung von Pseudoinseln fir die Insel-Transplantation, ob mit oder ohne die Zugabe von
Knochenmarkszellen, lagen in der bereits erwahnten kontrollierbaren Transplantatgrof3e, was
zu definierten Bedingungen bezlglich morphogener Gradienten und hypoxischer Bedingun-

gen flhrte, speziell im Vergleich mit sehr groBen Langerhans-Inseln (Lehmann et al., 2007).

Bei der Untersuchung der Angiogenese intrahepatisch transplantierter Langerhans-
Inseln groBeren Durchmessers konnte eine Revaskularisierung hauptséchlich in der Peripherie
nicht aber im Zentrum beobachtet werden (Lehmann et al., 2007). Dies bedeutet, dass groBere
Inseln im Vergleich zu kleinen Inseln schlechter, bzw. nur unvollstandig anwachsen. Transplan-
tate mit kleineren Durchmessern haben im Vergleich zu solchen mit gréBerem Durchmesser
bezlglich ihrer Funktionalitat einen enormen Vorteil, da die Sauer- und Nahrstoffversorgung
der Inseln in vitro sowie innerhalb der ersten 3 bis 6 Tage in vivo nur tber Diffusion erfolgt
(Menger et al., 2001; Lehmann et al., 2007). Aus diesem Grund konnen in kleineren Zellag-
gregaten, ob Insel oder Pseudoinsel, alle Zellen ausreichend versorgt werden, wohingegen
bei groBeren Aggregaten bereits nach wenigen Stunden aufgrund der Unterversorgung der

Zellen zentrale Nekrosen auftreten (Cui et al., 2005).

Nicht nur das Anwachsen und die damit verbundene Versorgung der Inseltransplanta-
te sind groBenabhangig, auch fir ihre Leistungsfahigkeit ist offensichtlich die Transplantatgro-
Be relevant. So stieg in einer Studie von Lehmann et al. bei dem Vergleich der sekretorischen
Leistung in vitro generierter Pseudoinseln bestimmter GréBe mit normalen Langerhans-Inseln
die Insulinsekretion nach Glukosestimulation um das 2,5-fache an (Lehmann, 2008). In unserer
Studie besalBen die Transplantate vergleichbare GroBen ohne signifikante Unterschiede, so-

dass Vergleiche der unterschiedlichen Gruppen moglich waren.

Fur die Transplantation ist die Notwendigkeit der Generierung modifizierter Pl anstatt
einer simultanen Transplantation vereinzelter Inselzellen und Knochenmarkszellen zurtickzu-
fihren auf die Tatsache, dass B-Zellen nur in ihrem gewohnten Milieu, d.h. im Zellverband
innerhalb der Langerhans-Insel, richtig funktionieren konnen. Hierfir bendtigen sie sowohl

die Zell-Zell-Interaktionen mit anderen B-Zellen, als auch mit a-Zellen. Dies zeigt sich, unter
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anderem anhand einer starkeren sekretorischen Antwort pankreatischer Inselzellen innerhalb
eines Zellverbands auf dul3ere Stimuli im Vergleich zur Sekretion von Einzelzellen (Jaques et

al., 2008).

Die Anordnung der Zellen innerhalb einer Insel ist erwiesenermal3en keineswegs rein
zufallig, da der arterielle Blutfluss im Zellverband zuerst die B-Zellen passiert und von dort aus
weiter zu den a-Zellen verlauft, bis er letztendlich die 8-Zellen erreicht (Samols et al., 1988).
Bei den Nager-Inseln verzweigen sich die Kapillaren dabei ausgehend von den im Zentrum
gelegenen B-Zellen weiter zu den in der Inselperipherie gelegenen a- und 3-Zellen, sodass
die B-Zellen auf diese Weise so wenig wie moglich mit anderen Pankreashormonen in Kon-
takt kommen (Bonner-Weir und Orci, 1982; Menger et al., 1994). Sowohl in in vivo-, als auch
in in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass Pl eine sehr dhnliche sekretorische Kapazitat
im Vergleich mit normalen Langerhans-Inseln besitzen (Callewaert et al. 2007; Lehmann et al.
2007), was dafur spricht, dass die Zerlegung zu Einzelzellen und die anschlieBende Reaggre-

gation ihre Fahigkeit zur Hormonproduktion und -regulation nicht beeinflussen.

Bei der Wahl des optimalen Transplantationsortes der Inseln missen verschiedene Pa-
rameter bertcksichtigt werden. In der klinischen Inseltransplantation beispielsweise hat sich
die Leber als bestgeeignetes Transplantationsorgan erwiesen, da hier die Inseln dem Patien-
ten durch einen minimal-invasiven Eingriff Gber die Pfortader injiziert werden konnen. Fur die
Forschung werden, je nachdem welchen Parameter man Uberprifen mochte, verschiedene

Organe bzw. Gewebe fir die Inseltransplantation herangezogen.

So konnte in einer Studie von Mattsson et al. aus dem Jahre 2002 gezeigt werden,
dass der Transplantationsort einen Einfluss auf die Revaskularisierung pankreatischer Nager-
Inseln im Empfangergewebe hat, da unter die Nierenkapsel transplantierte Langerhans-Inseln
ein dichteres GefdlBBnetzwerk aufwiesen, als solche in Milz oder Leber (Mattsson et al., 2002).
Intraportal in die Leber transplantierte Inseln zeigen im Nagermodell eine im Vergleich zu
anderen Transplantationsorten verminderte Uberlebensdauer auf, was auf eine verminderte

Revaskularisierung zurlckzufthren ist (Hiller et al., 1991).

In einer von der Arbeitsgruppe um Stagner und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie
wurde auch das Pankreas selbst als potentieller Transplantationsort fir Spender-Inseln unter-

sucht. Bei der Transplantation isolierter Langerhans-Inseln in Pankreata von Ratten konnte hier
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gezeigt werden, dass nur etwa ein Drittel der Inselmenge notig war, wie fur die Transplantation
unter die Nierenkapsel, um die gleiche Uberlebensrate der Empfingertiere zu erzielen. Um
bei der Transplantation in die Leber ebenfalls diese Uberlebensrate zu erreichen, mussten

sogar finfmal soviele Inseln transplantiert werden (Stagner et al., 2007).

7.1.5 Glukosetoleranztest

Die im Glukosestimulationstest verwendeten unterschiedlichen Glukosekonzentrationen er-
gaben sich im Fall der mittleren Konzentration zum einen aus der Tatsache, dass das normale
Kulturmedium bereits einen Zuckergehalt von 4,5g/l enthalt. Um eine Stimulierung zu erzielen,
mussten die Inseln zuvor in Low-Glukose Medium (1g/l) inkubiert werden. Die mittlere Gluko-
sekonzentration von 4,5g/! (also 450mg/dl) entspricht dabei einer pathologisch verédnderten
Blutglukosekonzentration, wie sie im Fall eines Diabetes mellitus vorkommt. Die héchste Glu-
kosekonzentration von 99/l (also 900mg/dl) entsprache in diesem Fall einer extrem patho-
logisch verénderten Blutglukosekonzentration. Mit Zuckerkonzentrationen bis 9mg/| werden
also typische diabetische Blutglukosekonzentrationen von bis zu 900 mg/dl nachgeahmt, wie
sie unter Umstanden bei unbehandelten Fallen des Diabetes mellitus vorkommen (Carlotti et

al., 2009; Yoshimi et al., 2009).

7.1.6 Aktuelle Probleme der klinischen Inseltransplantation

Auch 10 Jahre nach Einfihrung des Edmonton Protokolls stellen sich der routineméaBigen Insel-
transplantation verschiedene Probleme, welche die Qualitat und Uberlebensrate der isolierten
Inseln erheblich dezimieren. Neben den Faktoren der Ischamie wahrend der Isolierungspro-
zedur und dem darauf folgenden oxidativen Stress spielen mehrere proinflammatorische Zy-
tokine eine entscheidende Rolle bei der post-operativen B-Zell-Apoptose. Hierbei tragen die
Zytokine IL-1B, TNF-a und IFN-y zur Zerstorung transplantierter Inseln wie auch zur Entstehung
eines Diabetes mellitus Typ 1 bei (Mandrup-Poulsen, 1996; Riachy et al., 2002). Von diesen
drei genannten Zytokinen stellt IL-1B den wichtigsten pro-inflammatorischen Vermittler dar,
welcher ursachlich fur die Inseldysfunktion und -zerstérung im Pankreas ist (Mandrup-Poulsen
et al., 1986). Im Nagermodell reicht die Anwesenheit von IL-1p allein bereits aus, eine Apop-
tose der pankreatischen B-Zellen zu induzieren, wohingegen im Mensch erst in Kombination

mit IFN-y eine B-Zell-Apoptose innerhalb der Langerhans-Inseln ausgelost wird (Eizirik und
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Mandrup-Poulsen, 2001). Hierbei wirkt IL-1B hauptsachlich durch die Aktivitatssteigerung der
c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und der Translokation des nuclear factor-kappa B (NF-kB)
(Bonny et al., 2001; Papaccio et al., 2005). Letztendlich kann gesagt werden, dass neben der
Zytokinstimulation Stressbedingungen, wie die Prozedur der Inselisolierung selbst, zu einer
Verringerung der Uberlebensfahigkeit und Funktion der Inseln fiihrt, was wiederum groBe Ver-
luste der Inselmasse direkt nach den letzten Reinigungsschritten nach sich zieht (Paraskevas et
al., 2000). Die durch den Isolierungs-Stress gesteigerte JNK-Aktivitat setzt direkt zu Beginn der

Prozedur ein und halt bis zu 8h nach erfolgter Insel-Isolierung an (Abdelli et al., 2007).

7.2 Diskussion der Ergebnisse
7.2.1 Vaskularisierung von Inseln und Pseudoinseln

Zur Vermeidung eines groBenabhangigen Vaskularisierungsverhaltens der Transplan-
tate (Folkman et al., 1995 Kampf et al., 2006) versuchten wir inselartige Zellaggregate
durchschnittlich gleicher GréBen ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
herzustellen. Zwar reprasentieren die in der Rickenhautkammer gemessenen Transplan-
tatdurchmesser aufgrund von Adhésionskraften zwischen Deckglas und quergestreif-
ter Muskulatur nicht die eigentlichen TransplantatgroBen. Die damit verbundene kon-
zentrische GroBenzunahme der Transplantate war allerdings bei allen Transplantaten zu
beobachten und beeinflusste damit die vergleichende Studie nicht (Menger et al., 1992).

Mit Hilfe der intravitalmikroskopischen Fluoreszenzmikroskopie konnte in der vorliegenden

Abb. 41: A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Kapillarnetzwerkes einer Langerhans-Insel in situ,
MaBstab = 50pm, Quelle: Murakami et al., 1993. B: Intravitalmikroskopische Aufnahme einer Langerhans-Insel

am Tag 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer, MaBstab = 100um.
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Arbeit am Modell der Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters gezeigt werden, dass
sowohl isolierte transplantierte Langerhans-Inseln, als auch Pseudoinseln und modifizierte
Pseudoinseln in einem Zeitraum von 14 Tagen revaskularisiert werden. Sie bilden ein dichtes
Glomerulum-artiges Netzwerk nutritiver Kapillaren, dhnlich dem der Langerhans-Inseln in situ
(Abb. 41), aus (Griffith et al. 1977, Murakami 1992, Brunicardi et al. 1996). In der vorliegenden
Studie propagieren wir die Zerlegung isolierter Langerhans-Inseln zu einer Einzelzell-Kultur,
gefolgt von deren Co-Kultivierung zu gleichen Teilen mit Knochenmarkszellen und der Ent-
stehung modifizierter Pseudoinseln, mit der Absicht die Menge transplantierbaren Insulin-
produzierenden Gewebes, unter Beibehaltung des normalen intrainsularen B-Zell-Milieus, zu
steigern. Wie in den in vivo Experimenten gezeigt, waren die ModP| dazu in der Lage, ein
den Langerhans-Inseln sehr dhnliches, Glomerulum-artiges Gefal3netzwerk aufzubauen und
zeigten darlber hinaus eine verbesserte Vaskularisierung nach Transplantation im Vergleich zu

Inseln und PI.

Die in vivo Experimente enthillten, dass die ModPl in der Lage waren wieder ein kapil-
lares Netzwerk aufzubauen. Zum einen wurde dies durch Angiogenese aus bereits im Empfan-
gergewebe vorliegenden GefaBen (Vajkoczy et al., 1995) und zum anderen durch Vaskulogene-
se mit neuentstandenen BlutgeféBen aus endothelialen Zellen erzielt (Nyquist et al., 2005). Das
neuentstandene GefaBnetzwerk zeigte im Vergleich mit den Inseln und Pseudoinseln Uberdies
eine verbesserte Vaskularisierung, welche durch eine signifikant erhohte Kapillardichte und
eine signifikant vergroBerte revaskularisierte Flache gekennzeichnet war. Das gesteigerte an-
giogene Potential der ModPI kann dabei auf die im Knochenmark enthaltenen Stromazellen,
Precursor- und (endothelialen) Progenitorzellen zurlickgefihrt werden, da diese zur Ausbil-

dung neuer Blutgefal3e beitragen (Wu et al., 2007).

Da frisch isolierten Langerhans-Inseln ein funktionelles GefaBnetzwerk fehlt (Nyqvist
et al., 2005), verlauft die Ausbildung neuer BlutgefédBe nach Transplantation sowohl durch
Einsprossung von BlutgefdBen des Empfangergewebes (Vajkoczy et al., 1995) als auch durch
GefaBbildung aus verbliebenen intrainsulédren Endothelzellen, welche eine enorme angioge-
ne Kapazitat besitzen (Brissova et al., 2004; Nyqvist et al. 2005). Die Zahl dieser Insel-eige-
nen Endothelzellen nimmt mit fortdauernder Kultivierung allerdings stetig ab, nach 7 Tagen
sind nahezu keine dieser Zellen mehr vorhanden (Olsson und Carlsson, 2005). Aus diesem

Grund konnte die Generierung von ModPI diesen Mangel durch Zusatz von KMZ kompen-
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sieren und so zu einer besseren und schnelleren Revaskularisierung im Empfanger beitragen.
Dementsprechend bestatigten die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung
der Knochenmarkszellen, dass an der verbesserten Angiogenese sowohl (endotheliale) Vor-
lauferzellen (Tie-2, CD133, und Sca-1) (Asahara und Kawamoto, 2004) als auch Zellen mit En-
dothelcharakter (CD73, CD202b und CD309) beteiligt waren (Kalsi et al., 2002, Dumont et al.,
1992: Eichmann et al., 1999).

Neben der signifikant verbesserten Vaskularisierung waren in der ModPI-Gruppe zu-
satzlich die GefaBdurchmesser signifikant vergréBert. Durch den Zusatz von KMZ war der An-
teil der Zellen mit endothelialem Charakter in der Gruppe der ModPI wesentlich héher als in
den anderen beiden Gruppen. Dies spricht dafur, dass diese die Ausbildung neuer Blutgefale
verstarkt und beschleunigt haben. Da Inselkapillaren, wie die Blutgefé3e vieler anderer Dri-
sengewebe, ein fenestriertes Endothel besitzen (Simionescu und Simionescu, 1991; Minshall
et al., 2002), konnen die Nahrstoffe aus dem Blut schneller in die Zellen gelangen. Vorteil einer
mit einem groBeren Durchmesser verbundenen gréBeren Oberflache ist die gesteigerte An-
zahl an semipermeablen Spalten, durch welche der Nahrstofftransport stattfinden kann. Dar-
Uber hinaus ergab sich in unseren Versuchen durch die signifikant vergréBerten GefaBdurch-
messer auch ein durchschnittlich héherer Volumenfluf3 fir die ModPI, was wiederum ein Indiz
fir eine schnellere und bessere Versorgung der einzelnen Zellen innerhalb des Inselverbandes

und letztendlich fir das Langzeitiberleben der Transplantate ist.

In der PI-Gruppe missen das Endothel und die MikrogefaBe ebenfalls wieder von neu-
em aufgebaut werden, aber anders als bei den ModPI tragen hier keine aus dem Knochen-
mark stammenden endothelialen Progenitorzellen zum GefaBaufbau bei. Durch ihre lange
Generierungsphase verlieren sie zudem ihre Insel-eigenen Endothelzellen. Diese Tatsache
flhrt zur Neogenese von BlutgefédBen mit kleineren Durchmessern, vergleichbar denen der

Insel-Gruppe.

7.3 Hormonproduktion von Inseln und Pseudoinseln

In der Studie konnte gezeigt werden, dass die ModP| neben der verbesserten Vaskularisierung,
in vergleichbarem Ausmaf wie Pl und Langerhans-Inseln, zur Produktion von Insulin, Glukagon

und Somatostatin fahig sind. Die ModPI zeigten dabei sowohl in Praparaten isolierter, nicht
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transplantierter Inseln als auch in den Préparaten nach Transplantation in die Rickenhautkam-

mer eine vergleichbare Anzahl Insulin-positiver Zellen.

Auch in der Western-Blot Analyse war der intrazellulare Insulingehalt der Pl und ModPI
nahezu identisch. Im Vergleich zu den Langerhans-Inseln bestand ein geringer, jedoch nicht
signifikanter Unterschied im intrazellularen Insulingehalt mit etwa 1,3 bzw. 1,5 mal so hohen
Werten. Dies ist insofern bemerkenswert, da die ModPl im Vergleich zu Inseln oder Pl nur 50%
der Inselzellen enthalten und spricht wiederum dafir, dass zumindest bei einem Teil der im
Zellverband enthaltenen KMZ eine Differenzierung zu einem Insulin-produzierenden Zelltypus
stattfand. Die Differenzierung der Knochenmarkszellen konnte zudem anhand immunhisto-
chemischer Insulin-GFP-Doppelfarbungen auf Schnitten von GFP-ModP| nachgewiesen wer-

den.

Die Untersuchung von Praparaten der unter die Nierenkapsel diabetischer Tiere trans-
plantierten Inseln und ModPI zeigte, dass diese annéhernd die gleiche Anzahl Insulin-positiver
Zellen enthielten. Bei den Pseudoinseln hingegen beinhalteten nur etwa die Halfte der unter-
suchten Transplantate Uberhaupt Insulin-positive Zellen, deren Anzahl zudem auch noch sehr

gering ausfiel.

Um die Auswirkungen des Isolierungstresses auf in vitro kultivierte Langerhans-Inseln
beurteilen zu kdnnen, wurden diese zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag O, 1, 3 und 5 nach
Isolierung) sowohl auf intrazelluléres als auch auf sezerniertes Insulin Gberprift. Fir Langer-
hans-Inseln unterschiedlichen Isolierungs-Alters konnte sowohl anhand der Bestimmung des
intrazellularen Insulins in der Western-Blot Analyse als auch Uber den Vergleich sezernierten
Insulins mittels ELISA, gezeigt werden, dass Inseln am Tag O, unmittelbar nach Isolierung in
ihrem Metabolismus sehr geschwéacht waren. Das zeigte sich im Glukosetoleranztest dadurch,
dass frisch isolierte Inseln selbst nach Exposition hoher Glukosekonzentrationen von 50mmol/I
keine Insulinsekretion aufzeigten. Auch der intrazellulare Insulingehalt im Western-Blot war in
den Inseln von Tag 0 am geringsten. Diese Ergebnisse verdeutlichen nochmal die Beeintrach-
tigung des Zellmetabolismus unmittelbar nach Isolierung. Zwar konnten sich die Inseln zwi-
schen Tag 1 und Tag 3 der Kultivierung temporar erholen, unterlagen aber ab Tag 5 apopto-
tischen und nekrotischen Prozessen, sodass ihre Insulinproduktion irreversibel gehemmt war.

Die in vitro Stimulation der verschiedenen Inseltypen mit unterschiedlichen Glukosekonzent-
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rationen erbrachte in der Gruppe der ModPI erst bei einem Glukosegehalt von 50mmol/l eine
sekretorische Insulinantwort. Beim Ubergang von Mittel- zu Hochglukose erreichten die 5 Tage
kultivierten Langerhans-Inseln ein Plateau ihrer sekretorischen Leistung. Genau unter diesen,
physiologisch gesehen, extremen Bedingungen von umgerechnet 450-900mg/dl begann der
Glukose-abhangige sekretorische Wirkmechanismus der ModPI einzusetzen. Dies ist gerade
bei der Behandlung von Diabetes Typ 1 Patienten mit extrem erhohten Blutzuckerwerten von
klinischer Relevanz. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist aber auch hier wiederum
die Tatsache, dass die ModPl im Gegensatz zu den Pl und den einen Tag alten Inseln nur aus
der Halfte der Inselzellen bestehen und unter Stimulierung dennoch die gleiche sekretorische
Leistung aufweisen. Zum Vergleich der sekretorischen Funktionalitdt mussten Pl und ModPI
auch in diesem Fall zusatzlich wieder mit Inseln am Tag 5 verglichen werden. Fir die Klinische
Inseltransplantation ist allerdings eher der Vergleich mit 1 Tag alten Langerhans-Inseln von Re-
levanz, da Inseln direkt nach Isolierung ohne langere Kultivierungsphase transplantiert werden

(Shapiro et al., 2000).

In den in vitro Versuchen zeigte sich, dass die sekretorische Funktion der ModPI und
Pseudoinseln schlechter war, als die der Inseln nach 5 Tagen Kultivierung, jedoch vergleich-
bar mit der sekretorischen Kapazitat der Inseln von Tag 1. Ein Grund hierfir ist die Tatsache,
dass die Pl und ModPI zu diesem Zeitpunkt (Tag 5-6 nach Zerlegung) zwar schon vollstéandig
reaggregiert waren; die Zeit bis zur vollstandigen Reaggregation der Zellen reichte allerdings
nicht aus die sekretorische Kapazitat der Zellen vollends ausreifen zu lassen (Callewaert et al.,
2007). Die primaren interzellularen Aktivitaten beschrankten sich dabei in den ersten Tagen
ausschlieBlich auf das Aggregieren der Einzelzellen zu einem Inselverband und auf die Ausbil-

dung eines neuen Kapillarnetzwerks.

Diese vorlbergehende Beeintrachtigung wird anhand der immunhistochemischen
Analyse eingebetteter Inseln, Pl und ModPI nicht deutlich. Hier erscheint es fast so, als ent-
hielten die Praparate aller dreier Gruppen nahezu die gleiche Anzahl an Insulin-positiven Zel-
len. Die Ergebnisse von Western-Blot und ELISA jedoch zeigen ganz eindeutig, dass hier die
Insulinsekretion der Pl und ModPI eher mit der Insulinsekretion der Inseln vom Tag 1, als mit
der der 5 Tage kultivierten Inseln, vergleichbar war. Bei langerer Kultivierung der Pl und ModPI

ware deren sekretorische Kapazitat vermutlich angestiegen, da die sekretorische Funktionali-
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tatisolierter Inseln innerhalb von 3 Tagen ebenfalls erheblich zunimmt, wie in Abb. 30 deutlich
zu sehen. Auch die Ergebnisse der in vivo Diabetes-Studie sprechen dafur, dass die ModPI
nach einem langeren Zeitraum an sekretorischer Funktionalitat dazugewonnen hatten, da die-
se nach 10 Tagen in situ ihre volle Funktionalitdt erlangten und im Bezug auf die Reversion
der Hyperglykamie sogar die Insel-Gruppe tbertrafen. Der Effekt dieser Leistungssteigerung
der ModPlI in situ ist verknlpft mit ihrer vergleichsweise verbesserten Revaskularisierung im
Empfénger. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass eine solch starke sekretorische Leistung

demnach in vitro gar nicht zu erreichen ware.

7.2.4 Funktion modifizierter Pseudoinseln bei Diabetes mellitus

Die schnelle Reversion des hyperglykamischen Status durch transplantierte ModPI ist durch
deren verbesserte Revaskularisierung im Empfangergewebe zu erklaren, was bereits bei der
Transplantation in die Rickenhautkammer anhand der signifikant gesteigerten funktionellen
GeféaBdichte und der signifikant vergroBerten Transplantatflache bewiesen wurde. Aufgrund
ihrer gesteigerten Angiogenese als Ergebnis eines erhdhten Endothelzellanteils aus dem Kno-
chenmark erzielten die ModPI signifikant vergroBerte GefaBdurchmesser sowie einen gestei-
gerten Volumenfluss innerhalb der neuentstandenen Kapillarnetzwerke. Aus diesem Grund
konnten die ModPI-Transplantate nach anféanglicher Nahrstoffversorgung Uber Diffusionsvor-
gange durch die beschleunigte primare Sprossbildung neuentstehender BlutgefaBe schneller

wieder Uber Néhrstoffe aus dem Blut versorgt werden.

Durch diese schnellere Revaskularisierung war das (Langzeit-) Uberleben einer gestei-
gerten Anzahl von Transplantaten innerhalb der ModPI-Gruppe gewahrleistet. Aufgrund der
mit der effizienteren Revaskularisierung einhergehenden verbesserten Versorgung der Trans-
plantate, gerade in der Anfangszeit, verlief die Wiederherstellung der Normoglykdmie bei
den Tieren der ModPI -Gruppe sogar noch schneller und effizienter als bei den Tieren der
Insel- und der Insel+KMZ-Gruppe. Entscheidend war dabei wohl nicht die prozentuale Anzahl
endokriner Inselzellen die transplantiert wurde, denn sonst missten die normalen Langerhans-
Inseln mit einem Gehalt von 100% Inselzellen die ModPls mit einem Anteil von 50% Inselzellen
in ihrer Effektivitat bei der Diabetes-Reversion Ubertreffen. Der Grund hierfur ist durch die
Tatsache zu erklaren, dass von Ublicherweise 100% transplantierten Inseln, durch apoptotische

und nekrotische Prozesse aufgrund mangelnder Revaskularisierung und einer damit verbun-
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denen Unterversorgung der Transplantate, letztendlich im Durchschnitt nur etwa 15% tatsach-
lich anwachsen (Korsgren et al., 2008). Dieser Umstand macht bei vielen Diabetes-Patienten
oft eine mehrmalige Wiederholung der Inseltransplantation notwendig (Korsgren et al., 2008).
Die immunhistochemische CD31-Farbung von Transplantaten unter der Nierenkapsel hat zu-
dem gezeigt, dass die Zahl an Endothelzellen und somit zwangslaufig die Anzahl funktioneller
GeféaBe in der ModPI-Gruppe im Vergleich zu den Langerhans-Inseln fast verdoppelt war. Zwar
zeigten Praparate der IK-Gruppe ebenfalls eine gesteigerte Anzahl CD31-positiver Endothel-
zellen, doch lagen diese zu einem groBen Anteil auBerhalb, bzw. zwischen den einzelnen In-
sel-Transplantaten und trugen somit nicht zur intrainsularen Revaskularisierung bei. Allerdings
kann davon ausgegangen werden, dass durch die vermehrte Anzahl der aus dem Knochen-
mark stammenden Endothelzellen zwischen den einzelnen Inseltransplantaten eine verstarkte
GefaBbildung unmittelbar neben den Transplantaten stattfand, wodurch eine Verbesserung
der Inselversorgung herbeigefihrt wurde. Diese Schlussfolgerung Iasst sich durch die immun-
histochemische Insulin-Farbung der Insel+KMZ-Transplantate, wo tber 90% der untersuchten
Praparate Insulin-positiv waren, ziehen. Trotz des positiven Effekts der aus dem Knochenmark
stammenden Endothelzellen bei der Co-Transplantation mit Inseln, konnten diese die Wirkung
der im ModPI-Verband enthaltenen Endothelzellen und der damit verbundenen verbesserten

Ausbildung eines neuen GefaBnetzwerks nicht Ubertreffen.

In der Diabetes-Studie zeigte sich, dass einzig transplantierte Pseudoinseln keine
Reversion der Hyperglykamie bewirken konnten. Das Korpergewicht nahm bei den Tieren
der PI-Gruppe von Tag 0 an ab und fiel bis zum Tag 21 prozentual noch unter das Gewicht
der Tiere der diabetischen Kontrollgruppe. Das Versagen der Pl kdnnte unterschiedliche
Ursachen haben. Wahrend die Pseudoinseln in der Mikrozirkulationsstudie eine den normalen
Langerhans-Inseln vergleichbare Revaskularisierung zeigten, waren sie im Rahmen der
Diabetes-Studie nur in begrenztem Ausmal3 zur Revaskularisierung beféhigt, was sich deutlich
bei der Auswertung der CD31-gefarbten Endothelzellen der histologischen Nierenschnitte
zeigte. Da die Pl nach Transplantation in die Riickenhautkammer als Einzel-Transplantate sehr
wohl adédquat revaskularisierten ist die Beeintrachtigung der Revaskularisierung der Pl nach
Transplantation unter die Nierenkapsel wohl durch die Cluster-Transplantation bedingt. Hier
wurden Pl, welche im Zentrum eines solchen Clusters lagen nur ungentigend mit N&hrstoffen

versorgt und starben nach kurzer Zeit ab, da hier, im Gegensatz zu den Transplantaten der
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anderen Gruppen, eine schnelle Vaskularisierung der Pseudoinsel-Transplantate durch

neuentstandene Mikrogefal3e fehlte.

Normale Langerhans-Inseln besitzen nach Isolierung kein vollstandig funktionsfahiges
GefaBnetzwerk (Nyqvist et al., 2005). Jedoch enthalten sie noch die nach dem Isolierungs-
prozess Ubrig gebliebenen inseleigenen Endothelzellen (Linn et al., 2003), welche jedoch in
Kultur spatestens nach einer Woche vollstandig verschwinden (Olsson und Carlsson, 2005).
Neben den inseleigenen Endothelzellen spielen zirkulierende endotheliale Progenitorzellen
(EPCs) aus dem Knochenmark spielen zuséatzlich eine entscheidende Rolle bei der Neovasku-
larisierung isolierter Inseln. In einer Studie von Kang und Mitarbeitern konnte gezeigt werden,
dass die Zahl zirkulierender EPCs in, durch STZ-Injektion diabetisch gemachten Empfanger-
Mausen, im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant reduziert war. Auch nach Ischamie in den
Hintergliedmalen zeigte sich entgegen aller Erwartungen, weiterhin eine supprimierte EPC-
Mobilisierung in den Versuchstieren. Der Rickgang der basalen Rate zirkulierender EPCs ist im
diabetischen Modell dabei zumindest teilweise zurlickzufliihren auf den verheerenden Verlust

endothelialer Progenitorzellen durch erhdhte endotheliale Schaden (Kang et al., 2009).

Da die Langerhans-Inseln in unserer Studie frisch isoliert und direkt transplantiert wur-
den, reichte die Anzahlendothelialer Zellen innerhalb der Inseln aus, um eine Revaskularisierung
der Langerhans-Inseln durch Vaskulogenese inseleigener Zellen und deren Inoskulation mit
Empfangerkapillaren, zu gewéhrleisten. Bei den Pseudoinseln allerdings, welche tber einen
langen Zeitraum von 5-6 Tagen in der Hangenden Tropfen-Kultur reaggregieren, sind nach
Ablauf der Zeit fast, bzw. gar keine Endothelzellen mehr vorhanden. Die Ausbildung eines
intrainsularen Kapillarnetzwerks nach Transplantation wére hier somit nur noch durch Einspros-
sung von GefaBBen des Empfangergewebes moglich, wobei die Zahl der EPCs im diabetischen

Empféngerwie bereits erwéhnt dezimiert, bzw. verringert ist (Nyquist et al., 2005).

Innerhalb der ModPI tragen die aus dem Knochenmark-Stroma stammenden EPCs zur
Generierung eines neuen Kapillarnetzwerks bei und flihren zu deren schnelleren und bes-
seren Revaskularisierung im Empféangergewebe. Immunhistochemisch wurde gezeigt, dass
die Zahl der BlutgeféBe innerhalb der Insel-Transplantate um das 2,6-fache gegentber den
Pseudoinseln erhoht war. Bei der IK- und der ModPI-Gruppe war die Anzahl der GefaB3e
ebenfalls um den Faktor 3,6 bzw. 4,8 gegentber der PI-Gruppe erhéht. Neben den aus dem
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Knochenmark stammenden EPCs tragen zudem Progenitor- bzw. Stammzellen zuséatzlich zur
verbesserten Funktionalitat der in vitro generierten ModPI bei. In geringem Mal3 adaptieren
diese im Zellverband die Eigenschaften der benachbarten endokrinen Inselzellen, speziell der
Insulin-produzierenden B-Zellen (Soria et al., 2001), wie bereits anhand der Préparate der GFP-

ModPI gezeigt.

Die Revaskularisierung der Pl in der Riickenhautkammer war zwar vergleichbar mit der-
jenigen der Langerhans-Inseln; ihre sekretorische Kapazitat im Glukosetoleranztest war jedoch
schlechter, als die der Inseln. Zusammen mit proinflammatorischen Prozessen im diabetischen
und dazu noch durch die Transplantation traumatisierten Gewebe und einer Diabetes-beding-
ten Insulinresistenz im Empfangergewebe, fiihrte dies letztendlich dazu, dass bei den Tieren
der PI-Gruppe keine Reversion des DM beobachtet werden konnte. Die renalen Veranderun-
gen bei einem STZ-induzierten Diabetes beruhen dabei hauptsachlich auf den Auswirkungen
des diabetischen Status in den Versuchstieren und nicht auf der zytotoxischen Wirkung des
STZ selbst (Churchill et al., 1993). Aus diesem Grund konnten die Transplantate der Insel-,
IK- und ModPI-Gruppe nach Einsetzen der Revaskularisierung innerhalb kirzester Zeit den
Diabetes mellitus revertieren ohne Gefahr zu laufen, durch den STZ-induzierten Zerstérungs-

mechanismus abgebaut zu werden.

Bei den Pl-Transplantaten flhrte deren ungentigende Revaskularisierung dazu, dass
diese nicht in der Lage waren den diabetischen Status innerhalb kirzester Zeit riickgangig
zu machen. Neben der ungentigenden Versorgung infolge mangelnder Revaskularisierung
wurden sie im weiteren Verlauf Opfer der Diabetes-bedingten metabolischen Veranderun-
gen, was dartberhinaus dazu fihrte, dass ein GroBteil der Pseudoinseln abstarb und folglich
auch in den histologischen anti-Insulin Farbungen der Nierenschnitte der PI-Gruppe eine ver-

gleichsweise viel geringere Zahl Insulin-positiver Praparate zu sehen war.

Die Frage ist nun, warum die Tiere der Pseudoinsel-Gruppe im Vergleich mit den Tie-
ren der diabetischen Kontrollgruppe, trotz der tber den Beobachtungszeitraum vergleich-
baren Blutzuckerwerte, immer weiter an Gewicht verloren, wdhrend das Gewicht der Tiere
der diabetischen Kontrollgruppe nahezu unverandert blieb. Ein Teil der Gewichtsabnahme
bei den Tieren der PI-Gruppe lasst sich durch den wahrend der Transplantation auftretenden

operativen Stress erklaren (Paquin, 1955 ; Hoover-Plow und Clifford, 1978). Im Gegensatz dazu
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waren die Tiere der DK-Gruppe diesem Stress nicht ausgesetzt und zeigten somit, trotz dem
mit der PI-Gruppe vergleichbaren diabetischen Status, auch keine Stress-induzierte posto-
perative Gewichtsabnahme. Die durch Anasthesie, Gewebeschadigung und postoperative
Schmerzen verursachten Stress-Reaktionen 16sen zumindest voriibergehend eine Anderung
der normalen Physiologie im Empféngerorganismus aus, wobei die Sekretion von Glukokorti-
koiden aus der Nebennierenrinde stimuliert wird, was unter anderem eine erhdhte Glukoneo-

genese in der Leber verursacht (Goldkuhl et al., 2010).

Auch ist mittlerweile allgemein bekannt, dass sich nach Verletzungen oder operativen
Eingriffen eine Insulinresistenz entwickeln kann (Black et al., 1982). Anhand der immunhisto-
chemischen Untersuchungen ist davon auszugehen, dass zumindest etwa die Halfte der PI-
Transplantate revaskularisierten und in der Lage waren Insulin zu sezernieren. Allerdings reich-
te die sekretorische Leistung dieser PI, trotz deren teilweise vorhandener Revaskularisierung
nicht aus, die durch eine Stress-induzierte Glukoneogenese verstarkte Hyperglykdmie unter
gleichzeitiger gesteigerter Insulinresistenz des Empfangergewebes zu revertieren. Die fehlen-
de Gewichtszunahme sowohl in der diabetischen Kontrollgruppe als auch der PI-Gruppe ist
wohl durch die progrediente Hyperglykdmie verursacht, da die Tiere der ModPI-, Insel- und

IK-Gruppe trotz identischem Trauma eine Gewichtszunahme zeigten.

7.4 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie machen deutlich, dass die Generierung und Anwen-
dung modifizierter Pseudoinseln eine vielversprechende Strategie zur Steigerung der Erfolgs-
raten der Inseltransplantation zur Behandlung des Diabetes mellitus darstellen kénnten. In
weiterfihrenden Studien muss noch die Frage geklart werden, in welchem Ausmal3 die in
den modifizierten Pseudoinseln enthaltenen Knochenmarkszellen zur Insulinproduktion bei-

tragen.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass die Verwendung von ModP! ein interes-
santer Ansatz fur die klinische Inseltransplantation sein konnte. Durch ihr verbessertes An-
wachsverhalten und durch ihre Fahigkeit zur Insulinproduktion kénnten sie durch die mit ihrer
Generierung erzielten Einsparung an B-Zellmasse wesentlich dazu beitragen, die Knappheit

an Spenderorganen zu Uberbricken. Zukinftige Studien sollten daher die immunologische
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Reaktion des Empfanger-Organismus nach ModPI-Transplantation untersuchen. Des Weiteren
sollten Forschungsansatze entwickelt werden, die eine Massenproduktion von ModPl erm&g-

lichen, da diese fur die Klinische Transplantation notwendig ware.

Der Einsatz von ModPI hatte zudem den Vorteil, dass fir deren Generierung empfan-
gereigenes Knochenmark entnommen und daraus die Knochenmarkszellen isoliert werden
kénnten (Biermann, 1952). Dies wirde die immunologische AbstoBung gegebenenfalls verrin-

gern.
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