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1. EINLEITUNG UND ZIELE DER ARBEIT

Diabetes mellitus

Als herausfordernstes Gesundheitsproblem des 21. Jahrhunderts bezeichnen die
International Diabetes Foundation und die WHO den dramatischen Anstieg des
Diabetes mellitus weltweit. Mit dem Begriff Diabetes mellitus werden verschiedene
Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels zusammengefasst, die durch erhohte
Blutzuckerwerte gekennzeichnet sind. Die beiden wichtigsten Formen sind der
Diabetes mellitus Typ 1, an dem 5 bis 10 Prozent der Menschen mit Diabetes in
Deutschland leiden, und der Typ-2-Diabetes, dem ca. 90 Prozent der Menschen mit

Diabetes zuzuordnen sind.

1.1 HISTORIE
»HonigsuRer Durchfluss”

Diabetes war bereits in der Antike bekannt. Der Name Diabetes fur die durch Harnflut
und unersattlichen Durst gekennzeichnete Zuckerkrankheit wurde von dem
griechisch-romischen Arzt Aretaios von Kappedonien (ca. 80-130 n.Chr.) gepragt,
abgeleitet vom griechischen Wort fur hindurchflief3en: Diabainein, sowie mellitus aus
dem Lateinischen fir honigst. Die Bezeichnung wurde vom deutschen Internisten
Johann Peter Frank (1745-1821) in die Bezeichnung der Zuckerkrankheit zur
Abgrenzung von der Wasserharnruhr, Diabetes insipidus, eingefuhrt. Diesem gelang
1790 auch erstmals die EinflUhrung des so genannten Hefegarungstestes zur
quantitativen Harnzuckerbestimmung, ein erstes quantitatives Verfahren, das den

Arzten die bis dato Ubliche ,Urinverkostung® ersparen sollte.



1.2 ATIOLOGISCHE KLASSIFIZIERUNG DES DIABETES MELLITUS

Die von der American Diabetes Association (ADA) 1997 vorgeschlagene und von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ubernommene Einteilung des Diabetes mellitus

folgt im wesentlichen pathogenetischen Gesichtspunkten (siehe Tabelle 1):

Diabetes mellitus Typ 1 Kennzeichen: Betazelldestruktion, die in
der Regel zu absoluten Insulinmangel
fuhrt:

= Autoimmun (Typ 1 A), meist in
jugendlichem Alter, dazu zahlen
auch Betroffene mit einem
Erkrankungsalter tber 30 Jahren,
friher  als LADA (Latent
autoimmune diabetes mellitus of

the adult) bezeichnet

= Idiopathisch (Typ 1 B), ohne
erkennbare Ursache mit
wahrscheinlich genetisch-

ethnischer Komponente

Typ 2-Diabetes Kennzeichen: Insulinresistenz~ mit
relativem Insulinmangel, im
Langzeitverlauf evil. ausgepragter

Insulinmangel mit oder ohne Resistenz

Andere Diabetesformen =  Genetische Defekte der

Betazellfunktionen

= Genetische Defekte der

Insulinwirkung

= Erkrankungen des exokrinen

Pankreas

» Endokrinopathien




latrogener Diabetes mellitus

Infektionen (intrauterine

Rotelninfektioen u.a.)

Seltene immunmediierte
Diabetesformen (Stiff-man-
Syndrom, Anti-Insulinrezeptor-

Antikorper u.a.)

Seltene genetische Stérungen
(Friedreich-Ataxie, Wolfram-

Syndrom u.a.)

Gestationsdiabetes

Tabelle 1:  Einteilung und Athiologie des Diabetes mellitus




1.3 EPIDEMIOLOGIE DES DIABETES MELLITUS

1.3.1 Pravalenz und Inzidenz des Diabetes mellitus in Deutschland

Weltweit ist eine lawinenartige Zunahme der Diabeteserkrankungen zu verzeichnen.
Wahrend in einigen Landern hinreichend exakte Angaben zur Haufigkeit des
Diabetes mellitus und der assoziierten Erkrankungen vorliegen, ist die Datenlage aus
epidemiologischer Sicht fur die meisten Lander in Europa, so auch in Deutschland,
lickenhaft. In der aktuellsten Erhebung wurde die Zahl von Menschen mit bekanntem
Diabetes in einer grofen Versicherten-Stichprobe der AOK Hessen fur den Zeitraum
1998 bis 2001 erfasst. Dabei wurden alle Abrechnungsunterlagen und
Diagnosenennungen von mehr als 300 000 Versicherten vollstandig ausgewertet.
Rechnet man die dabei gewonnenen Ergebnisse auf die deutsche Bevolkerung hoch,
dann waren im Jahr 2001 knapp 7 Prozent aller Deutschen wegen einer
Zuckerkrankheit in Behandlung. Dies entspricht einer Zahl von ca. 5,7 Millionen
Menschen mit bekanntem Diabetes in Deutschland. [1]. Erganzt man die gesicherten
Zahlen um die vermutete Dunkelziffer durften bereits jetzt ca. 10 Prozent der
Deutschen an einem Diabetes mellitus leiden, das entsprache einer Gesamtzahl von

8 Millionen Diabetikern in Deutschland.

Die Internationale Diabetesfoderation (IDF) bestimmte fur das Jahr 2003 fur
Deutschland eine Gesamtpravalenz (bekannt und unbekannt) des Diabetes mellitus
von 10,2% innerhalb der Altersgruppe zwischen 20 und 79 Jahren, Deutschland
nimmt damit im weltweiten Ranking mit 6,4 Millionen an Diabetes mellitus Erkrankter

den sechsten Platz ein.

Neuesten Prognosen zufolge wird sich die Zahl der Diabetiker in Deutschland bis
2010 nahezu verdoppeln, vor allem bedingt durch den steilen Anstieg der Zahl Typ 2
Diabetiker.

1.3.1.2 Epidemiologische Daten zum Diabetes mellitus Typ 1

10% aller Diabetiker weltweit leiden an Diabetes mellitus Typ 1, dies entspricht fur
die USA einer Gesamtzahl von 1,4 Millionen Diabetiker, weltweit sind es 10-20
Millionen Typ-1 Diabetiker. Bei etwa 40% der an Diabetes mellitus Typ 1 Erkrankter

kommt es vor dem 20-ten Lebensjahr zu der Erstmanifestation der Erkrankung, somit



ist der Diabetes mellitus Typ 1 die wohl wichtigste chronische Erkrankung des
Kindesalters.

In den USA, wo ca. 30 000 Neuerkrankungen pro Jahr diagnostiziert werden,
erkrankt eines von 300 Kindern und einer von 100 Erwachsenen wahrend seines
Lebens an Diabetes mellitus Typ 1 [2]. Der naturliche Verlauf der Erkrankung
umfasst nach neuesten Definitionen der WHO vier Stadien: die pra-klinische R-Zell
Autoimmunitat mit progredienter Insulin-Sekretionsinsuffizienz, die klinische
Erstmanifestation des Diabetes (in 20-40% der unter 20-Jahrigen als diabetische
Ketoazidose [3], das Stadium der vorlibergehenden Remission und ausgepragter
Diabetes assoziiert mit akuten und chronischen Komplikationen. Fur jedes dieser
Stadien ergeben sich unterschiedliche epidemiologische Daten.

Charakteristisch fur die weltweite Inzidenz und Pravalenz des Diabetes mellitus Typ
1 ist die ausgesprochene geographische Variabilitdt: die hochsten Inzidenzen und
Pravalenzen findet man in Skandinavien und auf Sardinien, die niedrigsten in

Albanien, Rumanien und in orientalischen Populationen [4].

1.3.1.2.1 Pravalenz des Diabetes mellitus Typ 1

Angaben zur Pravalenz des Typ 1 Diabetes Uber alle Altersgruppen hinweg gibt es
fur Deutschland nicht. Ausgehend von Pravalenzschatzungen sind hochgerechnet flr
Deutschland derzeit 11000 bis 12000 Kinder unter 15 Jahren bzw. 22 000 bis 24 000
Kinder und Jugendliche unter 20 Jahren an einem Typ 1 Diabetes erkrankt [1], im
Alter unter 40 Jahren ist von mindestens 100 000 Personen mit einem Typ 1

Diabetes auszugehen.

1.3.1.2.2 Inzidenz des Diabetes mellitus Typ 1

Auch fur die Inzidenz des Typ 1 Diabetes Uber alle Altersgruppen hinweg gibt es fur
Deutschland keine vollstandigen Daten. Aktuelle Inzidenzdaten fir Deutschland
sprechen jedoch in der Altersgruppe unter 15 bzw. 20 Jahren von bis 2000 bzw.
3000 jahrlichen Neuerkrankungen an einem Typ 1 Diabetes. Die Mehrzahl der Typ 1
Diabetespatienten erkrankt jedoch nach dem 20. Lebensjahr. Die Schatzung der
kumulativen Inzidenzen ergibt, dass etwa 1 von 500 bzw. 300 Neugeborenen bis

zum Alter von 15 bzw. 20 Jahren an einem Typ 1 Diabetes erkranki.



Nach den Diabetesregistern im Rheinland, in Baden-Wurttemberg und in Sachsen
steigt die Inzidenzrate seit den 90-er Jahren jahrlich um ca. 3 bis 4 Prozent. Auch

weltweit hat die Inzidenz des Typ 1 Diabetes kontinuierlich zugenommen [5].

14 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE DES TYP 1 DIABETES

14.1 Definition

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist durch eine selektive und nach dem heutigen
Kenntnisstand irreversible Destruktion der Insulin produzierenden Betazellen des

Pankreas charakterisiert.

1.4.2 Pathogenese

Betazellspezifische autoaggressive T-Lymphozyten fUhren auf der einen Seite zu
einer selektiven Rarefizierung der Betazellen, wobei sich keine Destruktion der
Somatostatin- bzw. Glucagon-produzierenden Zellen zeigt, und auf der anderen
Seite zu einer Rundzellinfiltration der Langerhans-Inseln, der so genannten

Insulitis [6].

Die zugrunde liegende Ursache des Diabetes mellitus Typ 1 ist bisher noch nicht
hinreichend geklart. In der Diskussion sind unter anderem eine pathologische
Reaktion auf Infektionen mit pankreotropen Viren sowie allergische Reaktionen auf
Bestandteile aus Nahrungsmitteln oder toxische Substanzen. Eine entscheidende
Rolle im Rahmen der Genese dieser Prozesse spielen dabei die genetische

Disposition sowie eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen.

1.4.2.1 Genetische Disposition

Bei mehr als 90 Prozent der kaukasischen Typ 1-Diabetiker zeigen sich die HLA
Merkmale DR3 und/oder DR4. Der Diabetes mellitus Typ 1 tritt in etwa 90% der Falle
spontan auf. In 5-10% sind jedoch erstgradig Verwandte mit Diabetes bekannt, wobei
sich eine Abhangigkeit des Risikos von der HLA-(Teil)-ldentitat mit der oder dem

Betroffen zeigte. Das Risiko (Angaben in %) eines zunachst gesunden Verwandten



an Diabetes zu erkranken, ist abhangig vom Verwandtschaftsgrad (siehe Tabelle 3,
nach [7], [8].

Kinder diabetischer Mutter oder Vater 2-7%
Kinder, wenn Mutter und Vater o

) . ca. 30%
diabetisch
Geschwister eines diabetischen Kindes (@) 5-7%
(a), wenn HLA-DR3/Dr4 identisch (b) (b) >20%
E_meuge ZW|II|n.ge, von denen zunachst 30-50%
einer betroffen ist

Tabelle 2: Risiko eines gesunden Verwandten an Diabetes Mellitus Typl zu

erkranken

1422 Rolle der T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten nehmen bei der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 eine
tragende Rolle ein. Bei Manifestation liegen im Blut vermehrt autoreaktive T-
Lymphozyten vor, die spezifisch gegen Betazellantigene gerichtet sind. Es wurden
hierbei autoreaktive T-Zellen gegen Glutamatdecarboxylase, Insulin, Tyrosinkinase
1A-2, sowie gegen weitere Antigene im peripheren Blut nachgewiesen [9], [10]. Die
Bedeutung, die diesen autoreaktiven T-Zellen im Rahmen der Beta-Zelldestruktion

zukommt, ist jedoch bei weitem noch nicht hinreichend geklart.

Alle bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass der
Diabetes mellitus Typ 1 durch eine zytotoxische T-Helfer-1 (Th1)-dominierte
Immunreaktion hervorgerufen wird. Die Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass
lange vor der Diabetes-Manifestation eine Th2-gewichtete, sogenannte benigne
Insulitis mit inselspezifischen Autoantikdrpern vorliegt, wobei es durch einen bisher
unbekannten Trigger zur Entstehung einer Th1-Reaktion kommt, die eine Destruktion

der Betazellen bewirkt und die Auslosung des Diabetes bewirkt (siehe Abbildung 1).
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1.4.3 Spatkomplikationen des Diabetes mellitus

Ausgehend von deren Morphologie wird bei der Beschreibung von diabetischen
Folgeschaden von makroangiopathischen und mikroaangiopatischen Folgeschaden
gesprochen. Erstere manifestieren sich auch bei Diabetikern Uberwiegend als
koronare  Herzkrankheit, periphere  arterielle  Verschlusskrankheit  und
zerebrovaskulare Insuffizienz, letztere als diabetische Retinopathie, Nephropathie
und Neuropathie. Diabetes mellitus fiihrt sowohl zu einem erhéhten Risiko als auch
zu einem beschleunigten und schwereren Verlauf dieser Erkrankungen. Tabelle 2
zeigt das relative Risiko der Erkrankung an den genannten Krankheiten fur Diabetiker
im Vergleich zu Nicht-Diabetikern bzw. zur Normalbevoélkerung. Es ist darin
ersichtlich, dass das Risiko flr Diabetiker wesentlich hoher liegt als flr Nicht-

Diabetiker.

Komplikation Risikoerh6hung (RR)

Manner: 3,7 3,5-3,9
Herzinfarkt

Frauen: 5,9 5,5-6,4

Tod durch Herz-Kreislauf-Krankheit Diagnose vor dem 30. Lebensjahr: 9,1




Diagnose nach dem 30. Lebensjahr: 2,3
Apoplex 2 bis 4
Erblindung 3,8-7,1 52
Terminale Niereninsuffizienz bei Mannern 12,7
Amputation unterer Extremitaten 22,2

Tabelle 3  Relatives Risiko (RR, Risikoerh6hung) fiir ausgewahlte Spéatschaden
und Begleiterkrankungen bei Diabetesbetroffenen im Vergleich zu Nicht
Diabetesbetroffenen bzw. zur Normalbevdlkerung. Quelle: DDG (2004), Leitlinie

Epidemiologie und Verlauf des Diabetes mellitus in Deutschland

1.4.4 Therapiestrategien

Die Bestrebungen der Therapie bei Diabetes mellitus dienen der bestmoglichen
Einstellung des Blutzucker-Stoffwechsels und dadurch der weitgehenden
Vermeidung von diabetischen Komplikationen und Spatschaden. Grofliangelegte,
internationale klinische Studien haben hierzu gezeigt, dass eine gute glykamische
Einstellung zu einem deutlichen Ruckgang der Inzidenz und Pravalenz diabetischer
Folgekrankheiten fuhrt. Der Diabetes Control and Complications Trial [11] zeigte fur
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, dass sich durch eine intensivierte
Insulintherapie die HbA1c-Werte verbessern und sich die Spatfolgen wie diabetische
Nephropathie, Neuropathie und Retinopathie verhindern lassen. Gleichsam zeigte
die United Kingdom Prospective Diabetes Study [12], dass eine enge
Blutzuckereinstellung bei  Patienten mit  Typ-2-Diabetes  mikrovaskulare

Komplikationen wie Retinopathie und Nephropathie minimieren kann [12].



1.4.4.1 Medikamentdse Therapie
1441.1 Therapie mit oralen Antidiabetika (OAD)

Ungefahr 40% der an Diabetes erkrankten Patienten konnen mittels oraler
antidiabetischer Medikamente therapiert werden, wichtige Vertreter sind Biguanide,

Sulfonylharnstoffe und Glitazone.

1.44.1.2 Therapie mit Insulin

Insulin wurde 1921 durch Frederic Banting und Charles Best in Canada isoliert [13]
und revolutionierte die Therapie des Diabetes und die Moglichkeiten der Pravention
diabetischer Folgeschaden. Nach den Daten der AOK Hessen werden derzeit ca.

1,35 Millionen Menschen mit Diabetes in Deutschland mit Insulin behandelt [14].

FUr Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 ist die Substitutionstherapie mit Insulin
oder Insulinanaloga in den allermeisten Fallen lebensnotwendig und die einzig
modgliche Therapie. Fur Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ist zwar die exogene
Zufuhr von Insulin meistens nicht lebensnotwendig, jedoch bei mindestens einem

Drittel der Typ 2 Diabetiker wird Insulin benotigt, um den Blutzucker einzustellen.
1.4.4.1.2.1 Formen der Insulintherapie

Bei der Therapie mit Insulin werden mehrere Therapieformen unterschieden:

= die additive Substitution von langwirksamem, so genannten Basalinsulin bei

oral unzureichend eingestellten Typ 2 Diabetikern.

= die vollstandige Insulinsubstitution, hier werden unterschieden die
Insulinapplikation nach einem festen Zeitschema (konventionelle Therapie,
CT) und nach einem flexiblen Schema in Abhangigkeit von der

Nahrungsaufnahme (intensivierte CT, ICT).

= die Insulinpumpentherapie, hierbei Ubernimmt eine Pumpe die konstante
Applikation einer basalen Insulindosis, das prandiale Insulin muss individuell

appliziert werden.

Hauptziel der Insulintherapie beim Typ-1 Diabetiker aber auch beim Typ-2 Diabetiker,

ist die Wiederherstellung einer die physiologische Situation am besten nachahmende
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Stoffwechseleinstellung. Der Preis flr eine bessere Blutzuckerkontrolle besteht
jedoch in der deutlichen Zunahme schwerer Hypoglykamien [11], eine Zunahme, die

mitunter zu einem limitierenden Faktor einer optimalen Therapie werden kann.

1.4.4.2 Transplantationstherapie: Pankreas- oder Inselzelltransplantation

Trotz neuer Insuline zur Blutzuckerkontrolle ist eine Normalisierung des
Blutzuckerstoffwechsels nur bei wenigen Patienten mit Diabetes mellitus zu
erreichen, in den meisten Fallen geht diese gute Einstellung mit einem stark erhdhten
Risiko  schwerer  Hypoglykdmien einher. Mikro- und  makrovaskulare
Folgekomplikationen  stellen somit weiterhin  groRe Langzeitrisiken  flr
Diabetespatienten dar. Etwa 5-35% aller Patienten auf der Warteliste zu einer
Nierentransplantation sind heutzutage Diabetiker. Ein effizienter Ersatz der Beta-

Zellfunktion des Pankreas ware deshalb wiinschenswert.

Bereits seit Jahren wird an der Entwicklung eines kunstlichen Pankreas gearbeitet, in
welchem eine Langzeitblutzuckermessung eine Insulinpumpe steuert. Es gibt hierzu
bereits implantierbare, intravaskulare Blutzuckermessgerate und subkutan
implantierbare Insulinpumpen. Die therapeutische Insulinapplikation erfolgt jedoch in
der Regel weiterhin nach dem Basis-Bolus-Prinzip, da die Algorithmen zur
Verwendung im direkt gekoppelten Kreislauf (,closed loop®) noch keine ausreichende
Blutzuckerkontrolle insbesondere bei schnell wechselnden Blutzuckerspiegeln

erlauben.

Eine sehr elegante und dem physiologischen Regelkreis am ehesten entsprechende
Ldsung ist die Transplantation von Pankreasorganen oder von pankreatischen Inseln

bei Menschen mit insulinabhangigem Diabetes mellitus.

14421 Pankreastransplantation

Knapp 30 Jahre vor der Entdeckung des Insulins wurden bereits die ersten Versuche
zur Pankreastransplantation durchgefuhrt. Minkowsky berichtete 1892, dass die
subkutane Transplantation von autologem Pankreasgewebe die tddlichen Folgen
einer Pankreasentfernung verhindern konnte [15]. Ein Jahr spater transplantierten

Watson u. Williams Stucke eines frisch geschlachteten Schafspankreas unter die
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Haut eines 15-jahrigen Jungen mit diabetischer Ketoazidose. Trotz einer temporaren
Verbesserung des klinischen Zustands starb der Junge 3 Tage spater, da das
xenogene Material ohne Immunsuppression versagte [16]. 1966 fuhrten Kelly und
Lilehei an der University of Minnesota die erste vaskularisierte
Pankreasallotransplantation durch [17]. Auch wenn die initialen Versuche nur kurze
Uberlebenszeiten zur Folge hatten, fUhrten verbesserte Operationstechniken und
Fortschritte der immun-suppressiven Therapie zu einer deutlichen Reduktion der

postoperativen Morbiditat und Mortalitat.

Bis Juni 2003 wurden Uber 19 600 Pankreastransplantationen (USA 14.300, Rest
5300) an das International Pancreas Transplant Registry (IPTR,
http://www.iptr.umn.edu) gemeldet. Davon bekamen 78% der Patienten eine
gleichzeitige Pankreas- und Nierentransplantation (simultaneous pancreas and
kidney transplantation, SPK), 4% eine Pankreas- nach Nierentransplantation
(pankreas after kidney, PAK) und 6% eine ausschlieBliche Pankreastransplantation
(pancreas transplantation alone, PTA). Das 1 Jahres-Patiententberleben
(Transplantationszeitraum 1999-5/2003) lag bei 98,4% fur PTA und 95% fur SPK-
und PAK-Patienten). Die hohere Mortalitat in der letzteren Gruppe ist auf eine
erhdohte kardiovaskuldare Mortalitdt zurdckzufihren. Dies liegt sicher an den
fortgeschrittenen diabetischen Sekundarkomplikationen. Die 1-Jahres-
Uberlebensrate des transplantierten Pankreas lag bei 84% fiir Patienten mit SPK und
bei 78% fur Patienten mit PAK, PTA (Transplantationszeitraum 1999-5/2003 [18].
Dies verdeutlicht die besseren Ergebnisse der Transplantatfunktion und die
geringere Abstollungsrate bei gleichzeitiger Nieren- und Pankreastransplantation. In
einzelnen grolen Zentren werden 1-Jahres-Transplantatliberlebensraten bei SPK
von bis zu 93% berichtet [19].

Im Jahr 2003 wurden in Deutschland 191 Pankreastransplantationen an 24 Kliniken
durchgefuihrt, davon 170 in Kombination mit einer Niere [20]. Untersucht man den
Zeitraum nach Einflhrung der neuen Immunsuppressiva, liegen deutsche Zentren

hinsichtlich Patienten und Transplantatiberleben auf internationalem Niveau [21].
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1.4.4.2.2 Inselzelltransplantation

Bei der Inselzelltransplantation werden Inseln aus kadaverischen Pankreata
enzymatisch isoliert und perkutan unter radiologischer Kontrolle in die Pfortader des

Empfangers injiziert.

Jede der ca. 106 Inseln im menschlichen Pankreas ist ein 80-300 pm grolRes
Gewebe aus mehreren Hundert endokrin aktiven a- (Glukagon), B- (Insulin), ©-
(Soma-tostatin) und y-Zellen (pankreatisches Polypeptid). Bereits 1967 gelang es
Lacey et al., durch Organdistension, Kollagenaseverdau und Zentrifugation in

Sucrosegradienten Langerhanssche Inseln von exokrinem Gewebe zu trennen [22].

Eine ahnliche Methode wird heutzutage auch zur Aufreinigung von Inseln aus
menschlichem Gewebe verwendet. Nach kontrollierter Perfusion mittels neuartiger,
endotoxinfreier Kollagenaseldésung definierter Aktivitat, folgt eine weitere
mechanische Dissoziation. Das verdaute, zerkleinerte Gewebe wird mittels
Dichtezentrifugation in einem Cobe-Blutzellapheresesystem in exokrines Gewebe
und Inseln getrennt und anschlieBend nach perkutaner Punktion der Pfortader

intraportal appliziert [23].

Obwohl die Transplantation isolierter Inseln nach perkutaner Pfortaderpunktion
gegenuber der Pankreastransplantation deutlich weniger invasiv ist, war die
Umsetzung dieses Therapiekonzepts in den klinischen Alltag deutlich schwieriger als
die Ganzorgantransplantation. 1973 gelang es erstmals einen chemisch induzierten
Diabetes in Nagetiermodellen durch Transplantation isolierter Inseln dauerhaft zu
heilen [24]. Die erste klinische Transplantation eines Inselallografts bei einem
Patienten nach Nierentransplantation wurde 1974 durchgefihrt [25]. Keiner der
Patienten wurde jedoch insulinunabhangig. Von dem ersten Patienten, welcher nach
allogener Inseltransplantation nach einem Jahr noch insulinunabhangig war, wurde
1979 aus der Schweiz berichtet [26].

Generell war der Erfolg der Inselzelltransplantation jedoch zunachst gering. Von
1974 bis 2000 wurden 450 Versuche an das International Islet Transplant Registry in
Gielten gemeldet [27]. Die Insulinunabhangigkeit nach einem Jahr war dabei kleiner
als 10%. Demgegenuber betrug die Insulinunabhangigkeit bei Patienten, welche
nach Pankreasresektion ein autologes zumeist nicht weiter aufgereinigtes
Pankreashomogenat erhielten, nach einem Jahr 70% [27]. Die Misserfolge wurden

durch eine zu niedrige Inselzellmasse, eine schlechte Inselqualitat, unzureichende
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Immunprotektion und die Verwendung toxischer und  diabetogener

Immunsuppressiva erklart.

Das Edmonton-Protokoll

Erst durch die Ergebnisse der in Edmonton durchgefihrten Studie zur
Inselzelltransplantation wurde dieses Verfahren wieder interessant. 7 von 7 Patienten
waren nach einem Jahr insulinunabhangig [28] und eine Folgestudie des gleichen
Zentrums zeigte eine 1-Jahres-Insulinunabhangigkeit von 80% (n=50; [29]). Alle
Patienten waren Diabetes mellitus Typ 1 - Patienten mit intakter Nierenfunktion. Die
Mehrzahl hatte eine Hypoglykamiewahrnehmungsstérung. Der Erfolg beruhte jedoch

im Wesentlichen auf den folgenden Kriterien:

1. Es wurde eine grol’e Anzahl an Inseln gegeben (>9000 Inseln/kg Empfanger-
gewicht). Um diese Zahl zu erreichen mussten bis zu 3 Spenderorgane auf einen

Empfanger GUbertragen werden.

2. Es wurde eine steroid- und Cyclosporin-A-freie Immunsuppression mit niedrigen
Tacrolimusspiegeln in Kombination mit Rapamycin nach Induktionstherapie mit
einem monoklonalen anti-IL-2-Rezeptor-Antikorper verwendet. Diese Therapie

sollte eine moglichst geringe Toxizitat gegenuber Beta-Zellen aufweisen.

3. Die Empfanger waren schlanke Typ-1-Diabetiker mit niedrigem Insulinbedarf vor

der Transplantation.

Da es sich bei der Transplantation sowohl des Pankreas als auch von
pankreatischen Inseln in der Regel um Gewebe von allogenen Spendern handelt,
bedeutet die Transplantation, dass eine lebenslange Insulintherapie durch eine
lebenslange Immunsuppression eingetauscht wird, weshalb die Indikation zur

Transplantation derzeit sehr eng ist.

Im Wesentlichen werden deshalb heute Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 1
mit einer Wahrnehmungsstorung fur Hypoglykdmien (97%) oder Patienten, welche
mit einer intensivierten Insulintherapie keine ausreichende Stoffwechselkontrolle
mehr erreichen (3%) mit einer alleinigen Inselzell- oder Pankreastransplantation
(PTA, ITA) versorgt. Derzeit ist noch fraglich, ob Patienten mit fortschreitenden

diabetischen Folgekomplikationen (z. B. Proteinurie) trotz maximaler, intensivierter
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Therapie des Glukosestoffwechsels ebenfalls Kandidaten fur eine -

Zellersatztherapie durch Transplantation darstellen.

Bei diabetischen Patienten, welche aufgrund einer Nephropathie eine Nieren-
transplantation erhalten sollen, besteht hingegen bereits die Notwendigkeit zu einer
langandauernden Immunsuppression, so dass hier eine Pankreas- oder Inselzell-

transplantation leichter zu rechtfertigen ist.

1.4.4.2.3 Grenzen und Perspektiven der humanen Inselzelltransplantation

Obwohl normalerweise 20% der Inselmasse fur eine effiziente Glukoseregulation
ausreicht, zeigt sich nach Transplantation von Inseln von bis zu 3 Spendern noch
eine pathologische Glukosetoleranz nach Belastung. Dieser hohe Bedarf an Inseln
beschrankt die Prozedur bisher auf schlanke Patienten mit einem Diabetes mellitus
Typ 1. Ein wichtiger Ansatzpunkt also, um dieses Verfahren in Zukunft einer breiteren
Patientenzahl zuganglich zu machen, ist zum einen die Verbesserung der
Isolationsausbeute, zum anderen die Einschrankung der Inselzellverluste im Rahmen

der Isolation und Transplantation [30].

Es ist zur Zeit davon auszugehen, dass neben den Verlusten bei der Isolation, die im
Einzelnen schwer quantifizierbar sind, eine gro3e Anzahl an Inseln (~70%) bereits in
den ersten Stunden bis Tagen nach Transplantation zugrunde geht. Hierflir sind
immunologische und nicht-immunologische Faktoren ursachlich [31], [32], [33], [34],
[35], [36], [37], im Rahmen der nicht-immunologischen gilt als wichtigster Faktor die
mangelhafte posttransplantationale Revaskularisierung transplantierter pankrea-

tischer Inseln [38].

1.5 DAS GEFARSYSTEM PANKREATISCHER INSELN

151 Die Morphologie des Gefalisystems endogener Inseln

Die Morphologie pankreatischer Inseln ist sehr komplex mit vier verschiedenen
endokrinen Zelltypen, die um ein sinusoidales Netzwerk fenestrierter Kapillaren
organisiert sind [39]. Untersuchungen mittels Elektronenmikroskop konnten zeigen,

dass die Grolie pankreatischer Inseln ihre Blutversorgung beeinflusst:
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Kleine Inseln (<100 pM) sind zusammen mit exokrinen Zellen in ein Kapillar-
Netzwerk eingeschlossen. Im Gegensatz dazu werden grof3e Inseln von 1-3
Arteriolen, die von intralobularen Arterien abzweigen, versorgt [40]. GrolRe Inseln
muanden in Venolen, die in Form eines Netzwerkes die Oberflache der Inseln
bedecken [39]. Neben der Venen bilden effluente Gefalte ein insular-acinares
portales System, bestehend aus kleinen Gefalien, die die Insel-Kapillaren mit den
Kapillaren im exokrinen Parenchym verbinden [41]. Dieses portale System versorgt
exokrine Acini mit hohen Konzentrationen an Insulin, was diesem Gewebe als
trophischer Wachstumsstimulus dient [42], [43]. In Abbildung 2 ist eine schematische

Darstellung des Gefallsystems endogener pankreatischer Inseln gezeigt.

> [ GrofR3e Inseln

(>100 pm)

Intralobulare

Pankreatische Portalveng

Arterie
—_

Acini

/ Kleine

L Inseln

T\ <100 pm

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Gefal3systems endokriner

pankreatischer Inseln (modifiziert nach [44]).

Arterielle Blutgefale, die die Inseln erreichen, treffen auf ein dichtes Netzwerk
sinusoidaler Kapillaren, die morphologische Ahnlichkeit mit renalen Glomeruli
aufweisen. Diese Kapillaren dienen nicht nur der Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung der endokrinen Zellen, sondern sorgen zusatzlich flr
Signalibermittlung aus anderen Koérperzellen mittels endothelialer Rezeptoren [45]

sowie zur Abgabe sezernierter Hormone. Es ist davon auszugehen, dass der
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arterielle Blutfluss zunachst zu den Betazellen, dann zu Alpha- und Deltazellen

gelangt [46].

Im Rahmen der Isolation pankreatischer Inseln kommt es zu einer Abtrennung des
GefalRsystems [47]. Der Wiederherstellung der vaskularen Architektur und Funktion
kommt bei der Erreichung einer intakten Transplantat-Funktion eine entscheidende

Rolle zu.

1.5.2 Die Blutperfusion endogener pankreatischer Inseln

Neue Studien ermdglichten anhand der ,Microspharen-Technik® quantitative
Bestimmungen der endogenen pankreatischen Blutperfusion, dabei ergab sich flr
alle pankreatischen Inseln eine Perfusion von 5-15% des gesamten Pankreas, wobei
pankreatische Inseln weniger als 1% des pankreatischen Volumens umfassen [48],
[49], [50], [51]. Fruheren Studienergebnissen zufolge wurde angenommen, dass die
Perfusion der pankreatischen Inselzellen einer autonomen Regulation gemaly der
Bedulrfnisse der endokrinen Zellen folgt [52]. Um eine angemessene Perfusion im
Rahmen einer Steigerung der Insulinsekretion zu gewahrleisten, erfolgt die
Regulation der Inselzell-Perfusion anhand von nervésen, endokrinen und
metabolischen Signalen, wobei den cholinergen Signalen eine SchllUsselrolle in der

Regulation zuzukommen scheint [53].

Da die Inselzell-Isolation eine Denervierung der Zellen mit sich bringt [54], [55], [56],
hat dies auch Veranderungen in der Regulation des Blutflusses zufolge. Die etwa 10
Minuten nach Glukosestimulation in nativen Inselzellen beobachtete, wahrscheinlich
Adenosin-vermittelte Steigerung der Blutflussrate in den Inselkapillaren fehlt in
transplantierten und folglich denervierten Pankreata [57]. Eine Regulation der
Inselzell-Perfusion erfolgt zudem Uber gastrointestinale Hormone, in der Hauptsache
Incretine, sowie Uber endotheliale Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO),
Angiotensin, Endotheline und Natriuretisches Peptid [52]. Eine intakte NO-Produktion
scheint dabei fur die Regulation der Inselzell-Perfusion von besonderer Bedeutung
zu sein [58], [99], [60], zudem reagiert das insulare GefalRsystem empfindlicher
gegenuber vasokonstriktorische Stimuli wie Endotheline und Angiotensin Il als
exokrine BlutgefalRe [57], [61].

17



1.5.3 Das BlutgefaRsystem transplantierter pankreatischer Inselzellen

Fur die Funktionserhaltung transplantierter Inselzellen ist die Integration der
transplantierten Zellen in das Implantationsorgan von entscheidender Wichtigkeit.
Dabei handelt es sich jedoch um einen komplexen Prozess, der neben der
Revaskularisierung und Reinnervation auch das Einwachsen in das umliegende
Gewebe sowie die Reorganisation der endokrinen Zellen umfasst [62], [48], [63]. Im
Rahmen dieser Entwicklung muss jedoch die angeborene Fahigkeit bestimmter
Implantationsorgane zur Stimulation der Gefal3neubildung, vendsen Drainage bzw.
der Reinnervation berucksichtigt werden. Das Verstandnis hinsichtlich des Ablaufs

dieser ineinander greifenden Prozesse ist bei weitem noch nicht vollstandig.

Von Bedeutung fur die Adaptation in das Implantationsorgan ist zusatzlich die
Tatsache, dass in der Regel eine Transplantation einzelner Inseln bzw.
Inselaggregate erfolgt, jedoch ohne oder nur mit geringen Mengen an assoziiertem
exokrinem Gewebe. Der Einfluss der exokrinen Kontamination auf das
Transplantationsergebnis ist noch nicht eindeutig charakterisiert und ist Objekt
kontroverser Diskussionen. Einerseits ist durchaus denkbar, dass durch Vermeidung
exokriner Kontamination die Zahl transplantierter, immunologisch aktiver Zellen
(Makrophagen, dendritische Zellen) vermindert wird, was dem
Transplantationsergebnis forderlich ware. Andererseits enthalt das exokrine Gewebe
auch dem Transplantatanwachsen nuatzliche Zellgruppen, so z.B. Endothelzellen. So
zeigen einige Studien eine Verschlechterung des Transplantationsergebnisses durch
exokrine Kontamination [64], in anderen hingegen konnte eine angiogenetische

Uberlegenheit frisch transplantierter Inseln gezeigt werden [65].

154 Die Regulation der Vaskularisierung transplantierter

pankreatischer Inselzellen

Die folgenden Ausflhrungen beziehen sich, wenn nicht gesondert angefihrt, auf die
Transplantation eines murinen Inselzellaggregates unter die Nierenkapsel an der

Maus.
1.54.1 Zeitlicher Ablauf der Revaskularisierung

Im Gegensatz zur Transplantation vollstdndiger Organe, im Rahmen derer eine

unmittelbare Gefallanastomose die Erhaltung der Perfusion des transplantierten
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Organs sicherstellt, erfolgt bei der Transplantation pankreatischer Inselzellen keine
direkte Verbindung zum GefalRsystem des Empfangers. In zahlreichen Studien
konnte gezeigt werden, dass 3-5 Tage nach der Transplantation innerhalb des
Transplantates neue Blutgefal’e erkennbar sind und es in der Folge innerhalb von 7-
14 Tagen zu einer Wiederherstellung der Blutversorgung kommt [66], [67], [68], [69],
[70], [71], [72]. Die Transplantationsart (Transplantation einzelner Inselzellen versus
der Transplantation von Inselzellaggregaten) sowie das Implantationsorgan scheinen
geringen Einfluss auf die Zeitspanne der Wiederherstellung des Blutflusses zu haben
[73] nicht jedoch auf die Revaskularisationsqualitat hinsichtlich Blutfluss und

Sauerstoffspannung.

1.5.4.2 Entstehung der BlutgeféalRe innerhalb des Transplantates

Anhand von in vitro Untersuchungen wurde zunachst angenommen, dass es im
Rahmen der Kultivierung isolierter pankreatischer Inselzellen zu einem Verschwinden
sowohl von endothelialen Zellen, als auch von Makrophagen und dendritischen
Zellen und Nervenzellen kommt [74]. Neue Untersuchungsergebnisse weisen jedoch
eher auf eine Dedifferenzierung endothelialer Zellen als auf deren Verschwinden hin
[75], moglicherweise kommt es nach erfolgter Implantation zu einer Wiedererlangung
des ursprunglichen Phanotyps und dadurch zu einer Beteiligung an der Formation
neuer Blutgefalle. Es ist jedoch auch davon auszugehen, dass ein Grofteil der neu
gebildeten Gefalle ihren Ursprung vom Empfanger nimmt [76], was die Bedeutung
der Wahl des Implantationsorgans in den Vordergrund stellt. Studienergebnisse
konnten in der Tat zeigen, dass das Ausmald der Revaskularisation in Abhangigkeit
von dem Implantationsorgan deutliche Unterschiede aufweist, im Vergleich zum
nativen Pankreas jedoch an allen untersuchten Implantationsorten (Leber, Niere,
Milz) wesentlich niedriger ist. Die beste Revaskularisierungsrate, gemessen an der
Inselperfusion, zeigten Inseln, welche unterhalb der Nierenkapsel transplantiert
wurden, die geringste Durchblutung zeigten Inseln, welche in die Milz transplantiert
wurden [77].

1543 Mechanismen der Angiogenese

Angiogenese ist die Bildung neuer Gefalie ausgehend von einem bestehenden

Mikrogefallsystem.
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Die Angiogenese ist ein auferst komplexer Prozess, der regelhaft ablauft und
mehrere unterschiedliche Schritte impliziert. In einem eng regulierten zeitlichen
Rahmen erfolgt durch die Sekretion von angiogenen Faktoren die Teilung von
Endothelzellen und deren Migration in Richtung des chemotaktischen Signals,
welches von den proangiogenen Faktoren ausgeht.

Dieser Schritt ist gefolgt von der Degradation und Neubildung von Basalmembranen,
der Organisation zu tubularen Strukturen, der Anlockung von Pericyten und
Myozyten und schlieBlich der Festigung des neuen Gefalles durch interzellulare und
Zell-Matrix-Bindungen [78], [79].

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), dessen Aufgabe in der
Forderung der Angiogenese liegt, wird an verschiedenen Stellen in fotalen Geweben
[80], aber auch in Inselzellen erwachsener Spender gebildet [81]. VEGF ist an den
verschiedenen Stufen der Angiogenese, also der Aussprossung kapillarer Gefalie
aus bestehenden Gefallen, beteiligt. Der initiale Effekt von VEGF ist die vaskulare
Steigerung der Permeabilitat des Ausgangsgefales (Tag 1-3), wodurch eine
Extravasation von Fibrin und Gerinnungsfaktoren erfolgt. Parallel hierzu entstehen
durch Degradation der Basalmembran des Ausgangsgefafles und Ablésung von
Pericyten weite, pericytenlose Sinusoide, deren endotheliale Auskleidung durch
Ausdehnung und Ausschmalerung der Endothelzellen des Ausgangsgefalies
gewahrleistet wird. In den folgenden 3-7 Tagen kommt es unter Einflu von VEGF zu
einer verstarkten Zellteilung und Proliferation der Endothelzellen. Dadurch entstehen
intraluminale  endotheliale  Bricken innerhalb der oben beschriebenen
Gefalvorlaufer, welche den Blutfluss in mehrere perfundierte Kanalchen unterteilt.
Innerhalb weniger Tage trennen sich diese Kanalchen voneinander und es entstehen
neue Kapillaren. [82], [83], [84]

Die beschriecbenen Stufen der Angiogenese konnten auch im Rahmen der
Revaskularisation transplantierter fotaler Insel-Zell-Clustern (ICC) [85], [80] und nach
Implantation adulter Inselzellen beobachtet werden [66]. Als weiterer Mechanismus
wurde bei der Transplantation von fétalen ICC das Einwachsen von Gewebsbricken
in bestehende Kapillare beschrieben, welche nach einigen Tagen ein Lumen
aufwiesen und perfundiert wurden. Es ist jedoch bis jetzt nicht bekannt, ob dieser

Vorgang auch im Rahmen der Revaskularisierung adulter Inselzellen erfolgt [85].
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1.54.4 Die Morphologie der Kapillaren im Transplantat

Die Blutgefalle, die innerhalb der transplantierten pankreatischen Inselzellen gebildet
werden, weisen morphologische Ahnlichkeiten mit denen endogener Inselzellen auf.

Sie bestehen aus weiten Kapillaren und besitzen ein fenestriertes Endothel [86], [87].

Es ist noch nicht hinreichend geklart, inwieweit die Funktion endothelialer Zellen
innerhalb des Transplantates mit der endogener Inselzellen Ubereinstimmt. Frihere
Untersuchungen zeigten das Vorhandensein des Angiotensin-Converting-Enzymes
sowie der endothelialen NO-Synthase sowohl in endogenen als auch in
transplantierten Inselzellen [88], [89]. Auch in diesem Zusammenhang bleibt die
Bedeutung der Wahl des Implantationsorgans hinsichtlich der Beeinflussung des

Phanotypes Transplantat-Endothels noch offen.

Eine wichtige Rolle spielen Integrine bei der Interaktion zwischen Inseln und
Matrixproteinen [90], [91], hier besonders die Interaktionen zwischen dem insularen
a6p1-Integrin und Matrixproteinen wie Laminin oder Fibronectin sowie dem Rezeptor
fur den thrombozytaren Wachstumsfaktor R-PDGF, Interaktionen, welche die
Insulinsekretion als Antwort auf Insulinsekretagoga modulieren [90]. In vitro Studien
haben hierzu gezeigt, dass es im Rahmen der Isolation und des Collagenase-

Gewebeverdaus zu einer Herunterregulation mehrerer Beta-Integrine kommt [92].

1545 Die Gefalldichte und —architektur transplantierter Inselzellen

Endogene Inselzellen weisen ein dichtes Gefallsystem auf, wobei gezeigt wurde,
dass dabei im Besonderen der endokrine Teil des Pankreas eine hohere Dichte

aufweist als der exokrine Teil der Druse [93], [94].

Werden einzelne Inselzellen transplantiert, so kommt es im Rahmen der
Angiogenese zur Bildung eines Glomerulus-artigen GefalRsystems vergleichbar mit
dem endogener Inselzellen, das zudem im Vergleich mit dem umliegenden Gewebe
eine hohere Dichte an GefalRen aufweist [48]. Untersuchungen, bei denen eine
Transplantation von Inseln als zellulare Aggregate erfolgte, beispielsweise unter die
Nierenkapsel, ergaben, dass die Architektur des GefaRsystems deutliche Ahnlichkeit
mit der nativer Inselzellen besitzt [48]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
GefalRdichte innerhalb des endokrinen Gewebes im Vergleich mit endogenen

Inselzellen in der Tat deutlich niedriger liegt [77], wobei sich dies unabhangig davon
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ergab, ob die Inselzellen unter die Nierenkapsel, in die Milz oder intraportal

transplantiert wurden.

1.5.4.6 Einflussfaktoren der Revaskularisierung tranplantierter Inselzellen

Exokrine Kontamination nach der Inselzellisolation kann den Angiogenese-Prozess
sowie die Adaptation des Transplantates in das Implantationsorgan entscheidend
beeinflussen [95]. Eine Hauptfunktion der Kultivierung isolierter Inselzellen vor der
Transplantation lag in der Entfernung von anderen endokrinen Zellen, sowie
Makrophagen, Dendritischen Zellen, exokrinen Zellen und Endothel. Die Anwendung
des Edmonton-Protokolls [28] ergab jedoch, dass die Transplantation frisch isolierter
Inselzellen flr die folgende Adaptation an das zu implantierende Organ durchaus von
Vorteil sein kann. Als eine mogliche Erklarung fur diese Ergebnisse wurde
angenommen, dass diese Inselzellen, die auch kontaminierende Zellen enthalten,
zudem auch endotheliale Zellen beinhalten, die im Folgenden die Angiogenese
beglnstigen kdnnen. Neue Untersuchungen konnten weiterhin zeigen, dass frisch
isolierte Inselzellen einen hoheren Sauerstoffpartialdruck aufweisen [65].
Langzeitfolgestudien sind notig, die die Bedeutung dieser Wirkungen bei der

Transplantation frisch isolierter Inselzellen naher charakterisieren.

Die Grole der Inseln beeinflusst zudem die Geschwindigkeit der Gefalineubildung
sowie die Adaptation an das Implantationsorgan [96], wobei bei kleineren Inseln die

oben genannten Prozesse eher langsamer verlaufen.

Im Licht der Diskussion hinsichtlich der Revaskularisierung transplantierter
Inselzellen steht zudem auch die Rolle bestehender Hyperglykdmien in der
Initialphase nach der Implantation fir die Angiogenese und das Einwachsen von
Gefalien. Die zunachst angenommene, negative Beeinflussung der GefalRneubildung
durch ein initial hyperglykdmisches Milieu [97], mitunter bedingt durch eine
verzogerte Expression angiogener Faktoren und ihrer Rezeptoren in

Inseltransplantaten [75], konnte nicht konklusiv beantwortet werden [34].

1.5.4.7 Der angiogene Wachstumsfaktor VEGF und seine Rolle bei der

Ausbildung von GefalRen innerhalb der pankreatischen Insel

Der vaskulare Endotheliale Wachstumsfaktor VEGF ist ein homodimeres

Glykoprotein, welches in Abhangigkeit von der Exonspaltung in 4 verschiedenen
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Isoformen vorkommt mit jeweils 121, 189, 165 und 206 Aminosauren. Die weitaus
Haufigste Isoform ist VEGF-A 165, ein heparinbindendes Glycoprotein von 45 kDa
Molekulargewicht. Starkste Induktoren der Expression von VEGF sind Hypoxie,
vermittelt Uber den HIF-1a Signalstransduktionsweg [98], [99], sowie
Wachstumsfaktoren wie der Fibroblastenwachstumsfaktor FGF, der Thrombozyten-
abgeleitete Wachstumsfaktor PDGF, der Keratinozyten-abgeleitete Wachstumsfaktor
KGF, die Tumorwachstumsfaktoren TGF-a und TGF-B, ferner
entzindungsassoziierte Zytokine wie die Interleukine IL-6 und IL-10, als Hinweis fur

die VEGF-abhangige Angiogenese im Rahmen von Inflammationsprozessen.

VEGF vermittelt seine Effekte Uber mehrere Rezeptoren, wobei der VEGF-Rezeptor
1 (VEGF-R1, auch bekannt als flt-1 und VEGF-R2 (auch bekannt als flk-2) hierbei die
wichtigste Rolle einnehmen; hierbei handelt es sich um zwei Rezeptoren der Tyrosin-
Kinasefamilie, welche nahezu ausschlieRlich auf Endothelzellen exprimiert werden.
Wahrend der VEGF-R1 eine sehr starke Bindungsaktivitat bei schwacher
transduktorischer Aktivitat aufweist und somit eher antagonistische Signale vermittelt,
zeigt der VEGF-R2 eine schwachere Bindungsaktivitat bei starker transduktorischer
Wirkung und fahrt dadurch zur Vermittlung agonistischer Signale der Angiogenese
[100].

Die Effekte und die Funktionen des VEGF in Embryogenese und Organogenese sind
mannigfaltig und in vielen Fallen noch nicht vollstandig charakterisiert. Von Interesse
fur die Fragestellung dieser Arbeit sind die Funktionen des VEGF in der
Organogenese des Pankreas sowie seine Rolle in der Ausbildung und
Wiederherstellung von BlutgefaRen innerhalb der nativen und/oder transplantierten

pankreatischen Insel.

VEGF-A hat in der Embryogenese des endokrinen Pankreas eine entscheidende
Rolle bei der Ausbildung des Insel-spezifischen GefaRsystems. [101]. Uber eine
parakrine Sekretion kdénnen dabei Endothelzellen die Ausdifferenzierung von
mesodermalen Zellen zu insulinproduzierenden Zellen induzieren, dabei spielt VEGF

als Informationstrager eine wesentliche Rolle.

Die Beta-Zelle fuhrt anschlielend Uber eine parakrine Sekretion von VEGF-A zur
Anlockung von Endothelzellen aus benachbarten Gefallen, die dann unter Einfluss
des VEGF Uber die Vorstufe primitiver tubularer Strukturen Mikrokapillaren ausbilden
[102].
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Somit ergibt sich fur das Wirkungsmuster des VEGF das Modell einer parakrinen
Schleife.

Auch unter dem Einfluss des VEGF kommt es dann zur Ausbildung der fir das
Gefaldsystem des endokrinen Pankreas spezifischen Merkmale wie Fenestrierung
und implizit gesteigerte Permeabilitat der endothelialen Gefallauskleidung [103],
[104]. Durch starke Fenestrierung des endokrin-spezifischen Gefallsystems kommt
es im Bereich des Kontaktpunktes zwischen Endothelzelle und Inselzelle im Bereich
einer endothelialen Fenestra zu einer Minimierung des Abstandes zwischen den
randstandig lokalisierten Insulingranula innerhalb der 3-Zellen und dem Blutstrom im
benachbarten Blutgefall auf Werte unterhalb 500 nm, was die extrem schnelle
Insulinreaktion nativer pankreatischen Inseln auf einen Glukosereiz erklart und hierfur

essentiell ist.

Durch die unterschiedliche Verteilung der VEGF-Rezeptoren innerhalb des Pankreas
und der pankreatischen Insel kommt es einerseits zu der Ausbildung morphologisch
unterschiedlicher Gefaldstrukturen (deutlich starker fenestriertes, endokrines
Kapillarsystem in den Inseln), sowie zu der Ausbildung eines gerichteten Blutflusses
innerhalb der Insel (Arteriolen bringen das Blut zuerst in den hauptsachlich aus Beta-
Zellen bestehenden Inselkern). Letzteres wird dadurch erreicht, dass der agonistisch
transduzierende VEGF-R2 vor allem von den Endothelzellen im Inselkern exprimiert
wird, wahrend der antagonistische VEGF-R1 in der Peripherie vermehrt exprimiert
wird [105].

Auf Endothelzellen besitzt VEGF eine chemotaktische und mitogene Wirkung, es
fuhrt innerhalb von Endothelzellen Uber die Vorstufe von intrazelluldren Vakuolen zur
Ausbildung von tubularen Strukturen [106], [107]. Zudem ist VEGF als
,Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen bekannt, es reguliert Transduktionswege wie
die Aktivierung der mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK) bzw. der extrazellular
regulierten Kinasen (Erk1/2) und der Stress aktivierten Protein Kinasen SAPK/JK
[108].

Auf transplantierte Inselzellen hat VEGF bekanntermalden auch einen zytoprotektiven
Effekt [106]. Zudem ist bereits gezeigt worden, dass VEGF Antiapoptosegene zu
aktivieren vermag und direkt in den Apoptoseprozess eingreifen kann, so z.B. in die
Hemmung der Caspase-Kaskade der Caspasen 3, 8, 9, sowie der Phosphatidylinsitol

3 Kaskade PI3K [109]. Ferner zeigt VEGF auch einen immunoprotektiven Effekt Gber
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eine Hemmung der Prasentation von MHC Klasse Il Antigenen und Uber eine
Forderung der Expression von Zellschutzproteinen wie beispielsweise der
Hitzeschockproteine (HSP) 59 und 60 [110].

155 Die Funktion des Gefallsystems transplantierter Inselzellen
1551 Die Blutperfusion

Endogene pankreatische Inselzellen besitzen eine Blutperfusion, die die des

exokrinen Parenchyms um das 5-10 fache ubersteigt.

Aktuelle Untersuchungen mittels Laser-Doppler-Technik zeigten in transplantierten
Inselzellen einen Blutfluss, der 25-50% niedriger liegt als im Transplantationsorgan
(Niere, Milz, Leber) [111], [112].

1.55.2 Sauerstoffspannung und Stoffwechsel

Eine der Hauptaufgaben des neu entwickelten Gefallsystems innerhalb
transplantierter pankreatischer Inselzellen ist die ausreichende Sauerstoffversorgung
fur die metabolischen Bedurfnisse des Inselzelltransplantates. Initial nach der
Transplantation ist die Sauerstoffversorgung innerhalb des Transplantates in der
Regel unzureichend, sie erreicht selbst nach 9 Monaten post transplantationem nicht

das Niveau der nativen Insel [112].

1.5.6 Mallnahmen zur Verbesserung der Funktion des Gefal3systems im

Transplantat

Innerhalb der letzten Jahre wurde vermehrt versucht, die Adaptation der
pankreatischen Inselzellen und damit die funktionelle Kapazitat des Transplantates
besonders auch im Hinblick auf die Revaskularisierung zu verbessern. Dies wurde
anhand mehrerer Angiogenese-fordernder Faktoren und ihrer Rolle hinsichtlich des
Wachstums, Uberlebens und der Differenzierung sowohl an adulten als auch an
fotalen transplantierten Inselzellen untersucht. Erste Ergebnisse ergaben, dass
kultivierte und transplantierte Inselzellen VEGF produzieren, was somit die
Bedeutung dieses Faktors fur die Initiierung des GefalRneubildungsprozesses

hervorheben kann.
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Darauf basierend wurde in verschiedenen Ansatzen versucht, Gber eine Erhdhung
der VEGF-Konzentration am Transplantationsort das Transplantationsergebnis zu
verbessern. Die Ansatze fur diese Konzentrationserhdhung sind mannigfaltig,
angefangen von der pratransplantationalen Behandlung des Transplantationsortes
mit rekombinantem VEGF [38], Uber den Einschluss von Inseln in VEGF-reiche
Kapseln aus verschiedenen Biomaterialien [113], [114], bis hin zur Transplantation
von Inseln, die Uber eine Transfektion mit VEGF-Genmaterial vermehrt VEGF
produzierten [115], [116].

In nahezu allen diesen Arbeiten wurde ein dem Transplantationsergebnis forderlicher
Effekt des VEGF gezeigt, die molekularen Mechanismen dieses Effektes sind jedoch

in den meisten Fallen nicht ausreichend erforscht.
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1.6 ZIELE DER ARBEIT

Die Transplantation pankreatischer Inseln ist zurzeit der einzige kurative Ansatz zur
Behandlung des Diabetes mellitus. Sie allein ermdglicht die Wiederherstellung einer
nahezu physiologischen Blutzuckerregulation. Der Erfolg der Inselzelltransplantation
hangt jedoch von der Verpflanzung einer sehr hohen Anzahl von Inseln ab, da
lediglich ca. 30-50% der transplantierten Inseln im Empfangerorganismus langfristig
anwachsen. Eine rasche Revaskularisation der transplantierten Inseln, ein Prozess,
der bekanntermal3en innerhalb der ersten 10-14 Tage post transplantationem erfolgt,

ist ein entscheidender Faktor fur ein adaquates Anwachsen.

Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass die Durchblutung der transplantierten
Inseln und die Sauerstoffspannung innerhalb der Inseln auch nach Beendigung des
Revaskularisationsprozesses unterhalb des Niveaus nativer Inseln bleiben. Ferner
wurde gezeigt, dass Wachstumsfaktoren wie der vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor VEGF eine sehr wichtige Rolle in der Foérderung der
Revaskularisation transplantierter Inseln und, implizit, in der Verbesserung ihres
Uberlebens und ihrer Funktion spielt und somit ein prominentes Werkzeug zur
Reduktion der initial zur Heilung des Diabetes bendtigten Inselzahl darstellt. Die

exakten Mechanismen hierfiur sind bis heute nur unzureichend bekannt.

In dieser Arbeit wollten wir zeigen, dass durch eine topische Applikation von VEGF
am Transplantationsort pankreatischer Inseln eine verbesserte Adaptation der Inseln
im Implantationsorgan und, implizit, eine hohere Uberlebensrate und eine
verbesserten Funktion letzterer erreicht werden kann — als Voraussetzungen fir eine

erhebliche Reduktion der fur eine erfolgreiche Transplantation bendtigter Inseln.
Die Ziele dieser Arbeit sind hiernach:

i) die Quantifizierung des Effektes einer glukoseabhangigen, topischen
VEGF Applikation auf die Angiogenese und den Blutfluss innerhalb des

Transplantates

i) zu zeigen, dass endotheliale Zellen des Spenders im Transplantat auch im
diabetischen Empfanger persistieren und Ziel der parakrinen VEGF-

Sekretion durch die Beta-Zellen sein konnen

iii) zu zeigen, dass durch eine verbesserte Perfusion der Inseln deren

Uberleben und primares Anwachsen verbessert wird und hierduch ein
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besseres funktionelles Ergebnis mit einer wesentlich geringeren Anzahl

transplantierter Inseln erreicht werden kann

iv) die Bestatigung bzw. Untermauerung der Hypothese, wonach einer der
wichtigsten Mechanismen, durch den VEGF die Implantation und das
Uberleben der transplantierten Inseln verbessert, die VEGF-vermittelte
Forderung der Angiogenese und die hiermit verbundene verbesserte
Durchblutung transplantierter Inseln darstellt.

In der Folge kann eine Aussage uUber den gunstigsten Zeitpunkt der VEGF-
Applikation innerhalb der Implantationsphase und die notwendige Konzentration des
VEGF formuliert werden als mogliche Hinweise flir eine zukinftige Anwendung

ahnlicher Versuchsansatze in der klinischen Inselzelltransplantation.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. VERSUCHSTIERE

Alle Versuche wurden an mannlichen Mausen im Alter von 8-10 Wochen
durchgefuhrt, die aus der Eigenzucht des Tierlabors der Medizinischen Kilinik Il
Gielten stammten. Die Tiere aus allen Versuchsgruppen wurden bei 23°C und ca.
50% relativer Luftfeuchte in einem 12:12 Licht : Dunkelrhythmus einzeln in
Makrolonkafigen (Tecnoplast, Padova, lItalien) auf Holzgranulateinstreu (Altromin,
Lage/Lippe, BRD) gehalten und erhielten Standard-Pelletdiat (Altromin Haltungsfutter
1324, Lage/Lippe, BRD) und Wasser ad libitum.

Es wurden folgende Mausestamme verwendet:
- C57BI/6J -Inzuchtmause aus Eigenzucht
- RIP-VEGF Mause mit genotypischem C57BI/6J Hintergrund

- Tie2LacZ Mause mit genotypischem C57BI/6J Hintergrund

211 C57BI/6J Mause

Dieser Mausstamm stammt urspringlich aus der Zucht der Firma Harlan-
Winkelmann (Borchen, BRD) und wurde im Tierlabor der Medizinischen Kilinik IlI

Giessen nach den Zuchtregeln der Inzucht-Zliichtung weitergeztichtet.

2.1.2 RIP-VEGF-A Mause

Um die Effekte einer gesteigerten Konzentration des vaskularen Wachstumsfaktors
VEGF am Transplantationsort zu untersuchen, wurden Langerhanssche Inseln von
RIP-VEGF-A Mausen im Transplantationsmodell verwendet. Diese Mause wurden
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. G. Breier, Max-Planck-Institut

fur physiologische und klinische Forschung, Bad Nauheim.

Die RIP-VEGF-A-Linie ist eine transgene Mauslinie mit C57BI/6J Hintergrund, bei der
die Expression von vaskularem Wachstumsfaktor A (VEGF-A), gesteuert durch den
Ratten-Insulinpromoter (rat insulin promoter, RIP), an die pankreatischen Beta-Zellen
gekoppelt wurde. Dabei wurde ein vollstandiger Strang humaner VEGF-A cDNA
zwischen dem Ratten-Insulingen Il Promoter (RIP) und dem SV40 small T-Antigen
und Polyadenylierungssignal-Gen eingebaut. RIP-VEGF-A Mause sind lebensfahig,
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in Grofle und Gewicht von Wildtyp-C57Bl/6J Mausen nicht zu unterscheiden,
normoglykamisch und fruchtbar.

Im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen, zeigten immunhistochemische
Untersuchungen von Pankreata von RIP-VEGF-A Mausen eine starke VEGF-A

Expression in den meisten Inselzellen.

Pankreatische  Beta-Zellen von RIP-VEGF-A zeigen  bereits  unter
Normalbedingungen eine etwa 1,5 bis 2-fach erhdhte VEGF-A Sekretion im
Vergleich zu Inseln von Wildtyp-Mausen, unter hyperglykdmischen Bedingungen
steigt diese bis auf das Dreifache an (Daten aus Parallelversuchen unserer

Arbeitsgruppe).

2.1.2.1 Charakterisierung der RIP-VEGF-A Mause

Die Genotypisierung der RIP-VEGF-A Mause erfolgte mithilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), als Gewebe wurden Schwanzproben verwendet, welche in der

2.-3. Lebenswoche enthommen wurden.

Nach Extraktion genomischer DNA mithilfe eines DNA-Extraktionskits (DNeasy
Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden 10 uyg des DNA-Proteins mithilfe
einer Restriktionsendonuklease (EcoRI, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
verdaut. Fur die anschlieRende Polymerasekettenreaktion wurden spezifische Primer
(MWG Biotech, Martinsried, Deutschland) fur die humane VEGF-A cDNA verwendet
(forward: 5-TCCGGACTCGACCTCTCGGAC, reverse 5-CCCCACATCTATACACACCTCC).

Die PCR-Produkte wurden auf 6% Poly-acrylamid-Gelen aufgetragen und analysiert.

2.1.3 TIE2-LacZ Mause

Diese Mauslinie ist eine transgene Mauslinie mit C57BI/6J Hintergrund, bei der die
Expression von Beta-Galaktosidase, kodiert durch das LacZ Gen, an die
transkriptionelle Regulation des Endothelzell-spezifischen Tie2 Promoters gekoppelt
wurde. LacZ positive Endothelzellen kénnen histochemisch durch Nachweis der

Beta-Galaktosidase identifiziert werden.
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2.2. VERSUCHSSERIEN

221 Vorversuchsgruppen

Im Vorfeld der Transplantationsexperimente mit Inseln, die eine verstarkte VEGF-
Sekretion aufweisen, wurden drei Vorversuche vorgenommen: zum einen ein
Versuch zur Demonstration der Persistenz von Spender-Endothelzellen in den
transplantierten Inseln im diabetischen Empfanger (VG-1), zum anderen ein Versuch
zur Definierung einer minimalen zu transplantierenden Inselzahl (minimale
Inselmasse, MIM, Versuchsgruppe VG-2) und schlieBlich ein Experiment zur
Quantifizierung der Insulin- und der VEGF-Sekretionsantwort auf einen definierten

Glukosereiz.

2.21.1 Gruppe VG-1 Persistenz von Spender-Endothelzellen im Insel-

Transplantat

Da in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe [117] gezeigt worden war, dass
Endothelzellen des Spenders im Insel-Transplantat post transplantationem fur mehr
als 21 Tage persistieren und darUber hinaus aktiv an der Revaskularisierung des
Transplantates beteiligt sind und dass dieser Prozess durch vaskulare
Wachstumsfaktoren geférdert werden kann, galt es nun im Vorfeld die Frage zu
beantworten, ob diese Persistenz auch im diabetischen Empfanger existiert und
gegebenenfalls, wie lange Spender-Endothelzellen im Transplantat nachweisbar

sind.

Zu diesem Zweck wurden insgesamt 14 Transplantationen in diabetischen Tieren
vorgenommen, wobei je 300 Inseln aus Tie2LacZ positiven Mausen (8-10 Wochen
alt) in diabetische Empfanger (Wildtyp C57BI/6J, mannlich, 8-10 Wochen alt) unter
die Nierenkapsel transplantiert wurden. An den Tagen 5, 10, 15, 20, 30 und 35
wurden jeweils zwei Tiere getotet, die transplantattragende Niere wurde entnommen,
es wurden histologische Schnitte erstellt und das Vorhandensein von LacZ-positiven

Endothelzellen im Transplantat wurde mithilfe histochemischer Methoden Uberprift.
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2.2.1.2 Gruppe VG-2: Etablierung eines Minimalen Inselmasse-Modells

Es wurden 20 Transplantationen mit Inseln von Wildtyp-C57BI/6J Mausen in
diabetische Wildtyp-C57BI/6J Mause vorgenommen. Als minimale Inselmasse wurde
diejenige Inselzahl definiert, bei deren Transplantation nur noch héchstens 1/3 (33%)
der diabetischen Empfanger posttransplantational eine normoglykamische
Stoffwechsellage erreichten (NuUchternblutzucker <200 mg/dl) und diese Uber mehr
als 5 aufeinander folgende Tage beibehielten. Diese Inselzahl wurde in diesen
Versuchen bei 150 Inseln festgelegt, bei Empfangertieren mit einem Korpergewicht
zwischen 25-30 g und einem pratransplantationalen Nuchternblutzucker zwischen
250 und 350 mg/dl.

2.2.1.3 Gruppe VG-3: Bestimmung der Serum VEGF- und Insulinspiegel

nach Applikation von Glukose

Zur Bestimmung der Insulin- und der VEGF-Sekretionsantwort auf einen definierten
Glukosereiz, wurde ein intraperitonealer Glukosetoleranztest an insgesamt 12
Mausen durchgefuhrt (6 Wildtyp-C57BIl/6 Mause und 6 RIP-VEGF-A-Mause). Die
Tiere wurden Uber Nacht nuchtern gesetzt (12 h). Eine Bolusinjektion Glukose (3
g/kg Korpergewicht) wurde durch intraperitoneale Injektion mittels einer 25G Kandle
(B. Braun, Melsungen, BRD) appliziert. Fur die Blutentnahme wurden die Mause im
Anschluss in ein zylindrisches Glasgefaly uberfuhrt, diese wurde unter eine
Rotlichtlampe (Philips, Eindhoven, Niederlande) gestellt. Blutproben wurden aus der
Schwanzspitze zu den Zeitpunkten 0, 10, 20 und 40 Minuten nach der
Glukoseapplikation ~ entnommen. Der Blutzucker wurde mithilfe eines
Blutzuckermessgerates vom Typ Glucometer Elite (Bayer, Leverkusen, BRD)

gemessen, Insulin und VEGF im ELISA-Verfahren.
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2.2.2 Hauptversuchsgruppen

In den Hauptversuchen wurden je 150 Inseln von RIP-VEGF Mausen
beziehungsweise Wildtyp-Mausen diabetischen Wildtyp-C57Bl/6J Mausen unter die
Nierenkapsel transplantiert. Es wurden insgesamt 20 Transplantationen

vorgenommen.

Ab dem ersten Tag nach der Transplantation wurde bei allen transplantierten Tieren
die Messung des Nuchternblutzuckers fortgesetzt, die Werte wurden taglich bis zum

Toten der Tiere protokolliert.

Ein Teil der Tiere (n=6, jeweils 3 Mause aus jeder Transplantationsgruppe) wurde am
Tag 7 durch =zervikale Dislokation nach Sedierung getétet, und die
transplantattragende Niere wurde entnommen. Darin wurde mittels ELISA der

Gesamtgehalt an VEGF (human und murin) bestimmt (Gruppe HG-1).

An weiteren 12 Tieren (jeweils 6 RPI-VEGF-A- und 6 Wildtyp-Inseln-Empfanger)
wurde am Tag 12 die Durchblutung des Transplantates im Laser-Dopplerverfahren
gemessen. AnschlieRend wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet und
die transplantattragende Niere wurde entnommen und fur histochemische und

immunhistochemische Untersuchungen verwendet (Gruppen HG-2).

SchlieRlich wurden zwei der diabetischen Empfangermause nach der Transplantation
von RIP-VEGF-A Inseln und der darauf folgenden Wiederherstellung der
Normoglykamie fur einen Zeitraum von 6 Monaten gehalten, dabei wurde der
Blutzucker einmal wochentlich protokolliert. Am Ende dieses Zeitraumes wurde der
Blutfluss im Transplantat gemessen und die Nieren flr histologische Untersuchungen

entnommen (Gruppe HG-3).

2.3. INDUKTION DES EXPERIMENTELLEN DIABETES MELLITUS TYP 1

231 Induktion des Diabetes mellitus

Als Modell fur einen experimentellen Diabetes mellitus Typ 1 wurde das bekannte
Modell der Streptozotocin-induzierten Destruktion der pankreatischen Beta-Zellen

angewendet.  Streptozotocin  blockiert die  Glucose-Transportkanale  der
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pankreatischen Beta-Zellen, so dass diese in dosisabhangiger Zahl irreparabel

zerstort werden.

Streptozotocin (Boeringer, Ingelheim, BRD) wurde in Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, Sigma, Steinheim, BRD) in einer Endkonzentration von 1 mg/ml vollstandig
gelést. Die Mause wurden gewogen und die Streptozotocinlésung wurde
entsprechend einer Dosierung von 180 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert.
Wahrend der ersten postinduktionalen Stunden wurden die Tiere engmaschig
beobachtet. Um eine durch die Entleerung der Insulingranula aus den destruierten
Beta-Zellen bedingte Hypoglykamie zu vermeiden, wurde den Tieren fur die ersten

24h nach Induktion 10% glucosehaltiges Trinkwasser angeboten.

2.3.2 Festellen der diabetischen Stoffwechsellage, Blutzucker-

protokollierung

Am nachstfolgenden Tag nach der Induktionsbehandlung, eine Stunde nach
Beendigung der Aktivitatsphase der Tiere, wurde mit dem Messen des Blutzuckers
begonnen. Der Blutzucker wurde mithilfe eines Blutzuckermessgerates vom Typ
Glucometer Elite (Bayer, Leverkusen, BRD) gemessen, dieser wurde im Vorfeld
mittels eines photometrischen Glucosemessgerates (Beckmann Coulter, Krefeld,
BRD) geeicht.

2.3.3 Definition des Diabetes mellitus

Ein Diabetes mellitus wurde festgestellt, wenn die Blutzuckermessung an drei darauf
folgenden Tagen Werte >200 mg/dl ergab. Tiere, die 48h nach Induktion keine
diabetische Stoffwechsellage aufwiesen, wurden von weiteren Versuchen
ausgeschlossen, auf eine Reinduktion wurde bewusst verzichtet, um die

pratransplantationellen Bedingungen interindividuell konstant zu halten.

2.4. ISOLATION VON PANKREATISCHEN INSELN AUS DER MAUS

Fur die Isolation von pankreatischen Langerhans'schen Inseln aus der Maus wurde

eine abgewandelte Form der Collagenase-Digestionsmethode von Gotoh und
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Kollegen [118] angewendet, diese wurde eigens fur die Versuche in dieser Arbeit

entwickelt.
Am Vorabend der Isolationsdurchfuhrung wurden die Spendertiere nichtern gesetzt.

Die Collagenaselosung wurde hergestellt durch Aufldsen von Collagenase P (Serva
Electrophoresis, Heidelberg, BRD) in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma,
Steinheim, BRD) in einer Endkonzentration von 2,5 mg/ml. Bis zur Anwendung wurde

die Collagenase-L6sung auf Eis gelagert.

241 Narkose fiur die Inselzellisolation

Am Folgetag, unmittelbar vor der Isolation, wurden die Spendermause gewogen und
eine Mischung aus Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, BRD) und
Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, Bayer, Leverkusen, BRD) wurde den Tieren
intraperitoneal injiziert, entsprechend einer Dosis von 10 mg/kg Koérpergewicht

Xylazin und 60 mg/kg Kérpergewicht Ketaminhydrochlorid.

2.4.2 In-vitro-Distension und Entnahme des Pankreas

Nach Uberpriifung einer ausreichenden Narkosetiefe durch einen definierten
Schmerzreiz, wurde die Haut im Bereich des Abdomens mithilfe eines elektrischen
Rasiergerates (Wahl KennelPro, Sterling IL, USA) rasiert und das Tier auf dem
Operationstisch gelagert und mittels Pflasterstreifen (Leukoplast®, Beiersdorf,
Hamburg, BRD) fixiert. Mittels einer Dissektionsschere (Hammacher, Solingen, BRD)
wurde anschlieBend das Abdomen bis auf Zwerchfellhdhe erdffnet und die
Abdominalorgane wurden demonstriert. Der Processus xyphoideus des Sternums
wurde disseziert und die Leber wurde in eine feuchte Kompresse eingeschlagen
(Hartmann, Heidenheim, BRD) und nach kranial umgeklappt, so dass Gallenblase
und Ductus choledochus identifiziert werden konnten. Mithilfe eines
Stereomikroskops (Wild M3B, Heerbrugg, Schweiz) wurde der Ductus choledochus
aufgesucht und der kraniale Anteil wurde durch eine Ligatur verschlossen. Nun
wurde der Ductus von proximal nach distal mit einem Polyethylen-Katheter von 0,3
mm Durchmesser (RCT, Heidelberg, BRD) kanduliert, an dessen freiem Ende wurde
im Vorfeld eine 27G Kanlle befestigt (B. Braun, Melsungen, BRD). Zur Fixierung des

Katheters wurde Uber letzteren und Ductus coledochus eine weitere Ligatur
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vorgenommen. In eine 5 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen, BRD) wurden 4 ml
Collagenase-L6sung aufgezogen und die Spritze wurde an die Kantle am Ende des
Katheters befestigt. Nun wurde die Maus durch einen kleinen Schnitt in die
abdominale Aorta kaudal des Austrittes der Aa. renales getotet. Um eine
weitgehende Blutleere des Pankreas zu erreichen, wurde eine Zeitspanne von ca. 2-
3 Minuten abgewartet. Im Anschluss daran wurden 3 ml der eiskalten Collagenase-
Losung durch den Katheter unter Sichtkontrolle langsam in das Pankreas injiziert,
wodurch im Falle einer gelungenen Katheterisierung des Ductus choledochus eine
Distension des Pankreas erreicht wurde, sichtbar an der deutlichen

VolumenvergroRerung des Organs.

Nun wurde mithilfe einer kleinen Praparierschere und einer feinen chirurgischen
Pinzette (beide von Hammacher, Solingen, BRD) das Pankreas aus dem Abdomen
herausgeldst und in ein 10 ml Falcon-Réhrchen (BD, Heidelberg, BRD) transferiert,
die in der Spritze verbliebene Collagenase-Lésung wurde dazugegeben. Nun wurde
das Rohrchen mit dem distendierten Pankreasgewebe in einem Wasserbad (Julabo,
Seelbach, BRD) bei 37°C unter leichtem Schatteln inkubiert. Nach etwa 12 Minuten
war die Digestion abgeschlossen, sichtbar an einer vollstandigen Aufldsung des
Pankreasgewebes zu einem milchig-opaken Homogenat. Um die
Collagenasewirkung zu unterbrechen, wurde nun das Rohrchen auf Eis gelegt und 6
ml eiskaltes RPMI1640 Zellkulturmedium (Sigma, Steinheim, BRD) supplementiert
mit 10% foetalem Kéalberserum (FCS, PAA, Wien, Osterreich) wurden dazugegeben.
AnschlieBend wurde das Roéhrchen bei 1200 Umdrehungen/Minute fir 3 Minuten

zentrifugiert (Megafuge, Heraeus, Langenselbold, BRD).

Nach erfolgter Zentrifugation wurde unter einer Sterilbank der Uberstand verworfen
und das Pellet in 8 ml HBSS resuspendiert und erneut einer Zentrifugation bei 1200
U/min fur 3 Minuten zugefuhrt. Dieser Schritt wurde insgesamt drei Mal wiederholt.
Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pelett in 8 ml RPMI1640 Zellkulturmedium,
supplementiert mit 10% FCS resuspendiert und mithilfe einer 10 ml Pipette (BD,
Heidelberg, BRD) durch ein 100 um Zellsieb (BD, Palo Alto, USA) filtriert. Das in dem
Zellsieb verbliebene Gewebe wurde nun in 8 ml RPMI1640 10%FCS suspendiert und
in eine Petrischale (Greiner, Nurtingen, BRD) transferiert. Anschlielend wurde unter
einem inversen Mikroskop (Leitz, Wetzlar, BRD) mit einer 100 pl Pipette (Eppendorf,
Hamburg, BRD) die vorhandenen Inseln aus der Petrischale manuell gepickt und in

eine neue Petrischale mit 7 ml RPMI 10%FCS, supplementiert mit Streptomycin,
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Penicillin (beide von Sigma, Steinheim, BRD) und Gentamycin (Brahms,
Hennigsdorf, BRD), Uberfihrt. Aus einem Mauspankreas wurden in diesem

Verfahren ca. 100-150 Inseln isoliert.

2.5 KULTIVIERUNG DER INSELZELLEN

Alle isolierten pankreatischen Inseln wurden in Petrischalen in 7 ml RPMI1640
Zellkulturmedium mit 10% FCS, supplementiert mit Penicillin, Streptomycin und
Gentamycin in einem Zellkulturschrank (Heraeus-Kendro, Langenselbold, BRD) unter
Schutzatmosphare bei 37°C, 70% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, fur 24 Stunden bis

zur Transplantation inkubiert.

2.6. TRANSPLANTATION VON PANKREATISCHEN INSELN

Als Transplantationsmodell wurde das bekannte Modell der Transplantation von
pankreatischen Inseln unter die Nierenkapsel angewendet. Die
Transplantationstechnik hierfir wurde eigens fur diese Versuche entwickelt, um die
Mdglichkeit der Messung der Durchblutung an der Transplantatoberflache mithilfe

einer Lasersonde zu ermadglichen.

Als Empfangermause wurden ausschlieBlich mannliche Wildtyp C57Bl/6J Mause im
Alter von 10-12 Wochen verwendet, bei denen im Vorfeld ein Diabetes mellitus

induziert worden war.

2.6.1 Einschlusskriterien fur diabetische Tiere

Um ein vergleichbares Transplantationsergebnis zu erzielen, wurden

Einschlusskriterien fur die zu transplantierenden, diabetischen Tiere aufgestellt:
= Ndchternblutzucker nicht héher als 350 mg/dl.
= Gewichtsverlust nach Diabetesinduktion nicht starker als 20%.
= Korpergewicht nicht unter 20 g und nicht tUber 35 g.

» Diabetesdauer nicht langer als 10 Tage.
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= Klinisch guter Allgemein- und Ernahrungszustand, erkennbar an der
optischen Beschaffenheit des Fells, der Futteraufnahme, der Aktivitat und

dem sozialen Verhalten (Aggressivitat) der Tiere.

Am Vorabend der Transplantation wurden die Tiere, falls noch nicht erfolgt, in
Einzelkafige gesetzt, das Futter wurde fur maximal 12 h vor Operationsbeginn

entzogen.

Am Tag der Transplantation (Tag 0) wurden die Tiere gewogen und die Dosis der

Narkosemittel sowie die Anzahl der zu transplantierenden Inseln wurden berechnet.

2.6.2 Narkose der Tiere wahrend der Transplantation

Es erfolgte eine intraperitoneale Injektionsnarkose mit Avertin®, einer Mischung von
Tribromoethanol (Sigma, Steinheim, BRD) und Tert-Amyl-Glykol (Riedel de Haen,
Steinheim, BRD) in einer Dosierung entsprechend 15 mg/kg Korpergewicht
Tribromoethanol. Damit wurde eine stabile Narkose fur einen Zeitraum von etwa 30
Minuten erreicht. Bei Bedarf wurde in einigen seltenen Fallen eine Resedierung mit

Avertin vorgenommen.

2.6.3 Vorbereitung der Inseln, Bestimmung der Inselzahl

Am Vormittag des Transplantationstages wurden die Inseln aus dem Kulturschrank
entnommen und mittels Sichtprufung unter dem Invertmikroskop auf Viabilitat
Uberprift. Je nach Versuch wurde eine bestimmte Anzahl von Inseln in eine kleinere
Petrischale Uberfuhrt, in 2-3 ml raumluftstabilen DMEM Zellkulturmedium
supplementiert mit 10% FCS, Penicillin, Streptomycin, Gentamycin und Ciprofloxacin
(Bayer, Leverkusen, BRD) resuspendiert und bis zur Transplantation bei

Raumtemperatur unter der Sterilbank gehalten.

2.6.4 Vorbereitung der Tiere, Transplantation

Nach Induktion der Narkose und Uberpriifung der Tiefe letzterer durch einen
standardisierten Schmerzreiz, wurde das Fell der Tiere im Bereich der linken Flanke
rasiert (Rasiergerat Wahl® KennelPro, Sterling IL, USA) und mit Ethanol desinfiziert.

Anschliellend wurde die Maus in Rechtsseitenlage auf den Operationstisch auf eine
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elektrische Warmeplatte (35°C) gelegt, die Beleuchtung des Operationstisches
erfolgte durch zwei Kaltlichtquellen (Schott, Mainz, BRD).

In ein steriles Tuch wurde ein 2 cm grol3es Loch eingeschnitten, dieses wurde Uber
die linke Flanke des Tieres gelegt. Mit einer sterilisierten Hautschere wurde nun ein
Hautschnitt von ca. 1,5 cm im Bereich der linken Flanke gelegt und das
Operationsfeld wurde durch zwei Hauthaken (Hammacher, Solingen, BRD) links und
rechts freigehalten, so dass das Peritoneum und die durchschimmernde linke Niere
demonstriert werden konnten. Nun wurde mit einer kleinen Muskelschere
(Hammacher, Solingen, BRD) ein 1 cm langer Schnitt im Peritoneum Uber der linken
Niere vorgenommen und durch leichten Druck auf das Abdomen die linke Niere nach
Aulden luxiert. AnschlielRend wurde das Operationsfeld mit einer feuchten Kompresse

bedeckt, um eine Austrocknung weitgehend zu vermeiden.

Ein etwa 10 cm langer Katheterschlauch von 0,5 mm Durchmesser (RCT,
Heidelberg, BRD) wurde durch Hitzeeinwirkung an einem Ende auf einen
Durchmesser von etwa 0,3 mm verjingt. An dem anderen Ende wurde eine 26G
Kanule befestigt (B. Braun, Melsungen, BRD). Das Katheter-Kanule-System wurde
nun an eine 100 pl Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) befestigt. Unter
mikroskopischer Sichtkontrolle wurden nun die im Vorfeld vorbereiteten Inseln aus
der Petrischale in den Katheterschlauch aufgezogen, wobei darauf geachtet wurde,
dass das Volumen 10 pl nicht Uberschreitet. Das schmale Katheterende wurde
anschlieBend mit einer spitzen Sondennadel (Hammacher, Solingen, BRD)
verschlossen, durch senkrechtes Halten des Katheters erfolgte eine Sedimentation

der Inseln in dem verjliingten Ende, diese konnte visuell Uberprift werden.

Nun wurde das abgedeckte Operationsfeld aufgedeckt, die Maus wurde unter ein
Stereomiskroskop gelegt und mit einem Mikroskalpell (Feather® Nr. 11, Osaka,
Japan) wurde ein 1 mm Schnitt in die Nierenkapsel parallel zur Querachse etwa in
Hohe des Nierenpols auf der dorsalen Seite des Organs vorgenommen und mithilfe
eines 0,3 mm Katheters wurde ein 4 mm langer Tunnel unterhalb der Nierenkapsel,
von distal nach proximal gelegt. AnschlieRend wurde der Verschluss des Katheters,
in welchem die Inseln aufgezogen worden waren entfernt, und das schmale Ende
wurde in den vorbereiteten, subkapsularen Tunnel eingeflihrt. Durch vorsichtiges
Dricken auf den Kolben der Mikroliterspritze wurden nun unter langsamem

Herausziehen des Katheters die Inseln unter die Nierenkapsel injiziert, sichtbar an
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der Ausbildung einer 1 mm im Durchmesser messenden wei3en Vorwdlbung. Nach
komplettem Herausziehen des Katheters wurde mit einem Wattetupfer ein eventuell
vorhandener Blutfluss im Bereich des Kapselschnittes gestillt und die Niere wurde

vorsichtig zurtck in den Abdomenraum repositioniert.

AnschlieRend erfolgte die Naht des Peritoneums mit resorbierbarem Faden (Vicryl 7-
0, Ethicon, Norderstedt, BRD). Die Haut wurde mittels St. Michel-Hautklammern
(Hammacher, Solingen, BRD) verschlossen und die Wunde mit Spruhpflaster
(Leukospray®, Beiersdorf, Hamburg, BRD) versiegelt. Zur Infektionsprophylaxe
wurde den Mausen eine intraperitoneale Injektion mit Ciprofloxacin (Ciprobay®,
Bayer, Leverkusen, BRD) in einer Dosierung von 5 mg/kg Koérpergewicht appliziert,
im Anschluss wurde die Maus zuruck in ihren Kafig verlegt. Um eine postoperative
Unterklhlung zu vermeiden, wurden die Kafige bis zum Aufwachen der Tiere unter

eine Infrarotlampe gestellt (Philips, Eindhoven, Niederlande).

2.7. MESSUNG DER DURCHBLUTUNG VON INSELZELL-TRANSPLANTATEN

Zur Evaluation eines funktionellen Parameters der Revaskularisierung wurde am Tag
12 post transplantationem die Durchblutung der Transplantate gemessen. Hierzu
wurde ein Laser-Doppler Gerat vom Typ Periflux 5000 (Perimed, Stockholm,
Schweden) mit einer Messsonde mit einem aufleren Durchmesser von 0,45 mm

verwendet.

2.7.1 Prinzip der LASER-Doppler Perfusionsmessung

Das Prinzip dieses Perfusionsmessgerates besteht darin, dass in das Gewebe von
einer Sendeeinheit abgegebene Laser-Photonen durch sich bewegende Erythrozyten
reflektiet werden und dabei in Abhangigkeit von der Menge und
Bewegungsgeschwindigkeit der Erythrozyten ihre Wellenlange spezifisch verandern
(Doppler-Effekt). Eine Empfangereinheit empfangt die reflektierten Laser-Strahlen
und analysiert deren Wellenlange (Abbildung 3). Daraus koénnen durch einen
mathematischen Algorithmus RUckschllisse auf die Durchblutung des Gewebes

gezogen werden. Dabei kdnnen aus technischen Grinden keine Absolutwerte (in
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mi/s) errechnet werden, man hat sich auf eine international akzeptierte, arbitrare

Maleinheit geeinigt (tissue perfusion units, TPU).

Abbildung 3: Prinzip der Laser-Doppler-Perfusionsmessung

2.7.2 Aufbau der MeRReinrichtung

Die Perfusionsmessung erfolgte mithilfe eines computergestitzen Laser-Doppler
MeRsystem der Firma Perimed, Schweden bestehend aus einer Mef3sonde (Sende-
und Empfangseinheit) mit einem aufleren Durchmesser von 0,45 mm, einer LASER-
Einheit (Periflux 5000) mit integriertem Mikroprozessor zur Wellenlangenanalyse und
einem auf das Betriebssystem Microsoft-Windows ® (Microsoft, Unterschleil3heim,

BRD) basierenden Rechner.

Um eine senkrechte Platzierung der Sonde auf dem zu messenden Gewebe zu
gewahrleisten, wurde ein Mikromanipulator vom Typ MM33 (Marzhauser, Wetzlar,
BRD) verwendet.

Fiur die Fixierung der Niere wahrend der etwa 20 minutigen Messung wurde eine
Halterung gebaut, bestehend aus einem U-férmig gebogenen Edelstahl-Rohr mit
einem Durchmesser von 5 mm, welches mit einem dinnen Latexfilm Uberzogen
wurde. Das Ende des Rohres wurde mittels einer Schraubklemme an eine senkrecht
in einer Bodenplatte fixierten Saule befestigt. An beiden Enden des Rohres wurden
Polyethylenschlauche (RCT, Heidelberg, BRD) fixiert und 37°C warmes Wasser
wurde aus einem Wasserbad (Julabo, Norderstedt, BRD) durch das Rohr gepumpt,
so dass dessen Oberflache eine gleich bleibende Temperatur von 37°C erreichte.
Unmittelbar vor der Messung wurde ein inertes Gel (Lubrikano, Ort, BRD) auf das
Rohr verteilt.
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Um eine gleich bleibende Temperatur der Maus wahrend der Messung zu erreichen,

wurde eine elektrisch betriebene Warmeplatte verwendet (Julabo, Norderstedt, BRD)

Wahrend der gesamten Messung wurden mithilfe einer Schwanzmanschette
(Perimed, Stockholm, Schweden) Blutdruck und Puls des Tieres gemessen, anhand
dieser Parameter (Puls 120/min, Blutdruck 100/70 mmHg) wurde die Tiefe der

Narkose angepasst.

2.7.3 Durchfiihrung der Messung

Am Vorabend der Messung wurden die Tiere, falls noch nicht erfolgt, in Einzelkafige

gesetzt, das Futter wurde flir maximal 12 h abgesetzt.

Am Tag der Messung wurden die Tiere gewogen und die Dosis der Narkosemittel

berechnet.

2.73.1 Narkose der Tiere

Es erfolgte zunachst eine intraperitoneale Injektionsnarkose mit Avertin®, einer
Mischung von Tribromoethanol (Sigma, Steinhausen, BRD) und Tert-Amyl-Glykol
(Riedel de Haen, Steinhausen, BRD) in einer Dosierung entsprechend 150 mg/kg
Koérpergewicht Tribromoethanol. Die Erhaltungsnarkose erfolgte inhalativ mit
Isofluran (Forene®, Ort, Land).

2.7.3.2 Vorbereitung der Tiere fur die Messung

Nach Induktion der Narkose und Uberpriifung der Tiefe letzterer durch einen
standardisierten Schmerzreiz, wurde das Fell der Tiere im Bereich der linken Flanke
rasiert (Rasiergerat Wahl®, Louisville, USA) und mit Ethanol desinfiziert.
AnschlieRend wurde die Maus in Rechtsseitenlage auf den Operationstisch auf eine
elektrische Warmeplatte (35°C) gelegt, die Beleuchtung des Operationstisches
erfolgte durch zwei Kaltlichtquellen (Schott, Wiesbaden, BRD).

Mit einer sterilen Pinzette wurden nun die Hautklammern er6ffnet, das Operationsfeld
wurde durch zwei Hauthaken (Hammacher, Solingen, BRD) links und rechts
freigehalten, so dass das Peritoneum und die Peritonealnaht der vorangegangenen

Transplantation visualisiert wurden. Nun wurde mit einer kleinen Muskelschere
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(Aeskulap, Solingen, BRD) die Naht ertffnet und durch leichten Druck auf das
Abdomen die linke Niere mit dem Insel-Transplantat nach Auf3en luxiert. Das
Transplantat war in den meisten Fallen als stecknadelkopfgrol3er, weilRer Fleck mit

freiem Auge erkennbar.
2.7.3.3 Messung der Transplantatdurchblutung

Nun wurde die Niere vorsichtig in der oben beschriebenen Halterung befestigt. Nach
einer 4-5 minutigen Pause bis zum Erreichen des standardisierten Blutdrucks und
Pulses wurde die Messsonde senkrecht auf das Gewebe platziert. Es wurden drei
Messungen zu je 5 Minuten an dem Transplantat und drei an der umliegenden
Nierenrinde vorgenommen, das Auswertungsprogramm errechnet vollautomatisch

den Mittelwert der jeweiligen drei Messungen zu einem einzigen Messwert.

Nach Beendung der Messung wurde die Messsonde entfernt und die Niere aus der
Halterung befreit. Eine Ligatur wurde 3 mm vom Nierenpol entfernt um die
Nierengefalde gelegt und die NierengefalRe wurden mithilfe einer kleinen Schere
(Aesculap, Solingen, BRD) abgeschnitten. Die Niere wurde sofort der
Formaldehydfixation (4% Formaldehyd, Riedel-de-Haen, Steinheim, BRD) und
anschlielfenden Paraffineinbettung fur die histologische Analyse zugefuhrt oder fur

die Proteinanalyse in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Das Peritoneum der Maus wurde mit resorbierbarem Faden zugenaht und die Haut
mit Hautklammern verschlossen. Bis zum Aufwachen verblieben die Tiere auf der
Warmeplatte, zur Infektionsprophylaxe wurde eine intraperitoneale Injektion mit
Ciprofloxacin (Ciprobay®, bayer, Leverkusen) in einer Dosierung von 5mg/kg

Korpergewicht appliziert.

2.8 HISTOLOGISCHE UND IMMUNHISTOCHEMISCHE VERFAHREN

2.8.1 Fixierung und Sektionierung der Transplantate

Die Nieren fur die histologische und/oder die immunhistochemische Analyse wurden
nach Entnahme in Formaldehyd-Lésung (4%) fixiert, in Paraffin eingebettet und
anschlieRend vom apikalen zum kaudalen Pol quer zur Langsachse in einer

Schichtdicke von 7 um sektioniert (Jung Mikrotom).
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2.8.2 Farbung der Schnitte

Paraffinschnitte (7 um) auf Objekttragern, die im Vorfeld mit Poly-L-Lysin (Merck,
Darmstadt, BRD) beschichtet wurden, wurden in einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert. Um die Schnitte zu fixieren und Antigene besser fiur die
Antikérperbindung zuganglich zu machen, wurden sie in Citrat-Puffer in der

Mikrowelle bei 600 Watt zweimal fir 10 min behandelt.

2.8.2.1 BS-1 Farbung und Messung der vaskularen Dichte

Anschiel3end wurden die Schnitte flr eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) in einer
feuchten Kammer mit normalem Ziegenserum inkubiert (NGS, Dakopatts AS
Glostrup, Danemark), welches im Vorfeld im Verhaltnis 1:20 in Tris-buffered Saline
(TBS) mit 0,1%igem Bovinen Serum Albumin (BSA, Sigma, Steinheim, Deutschland)
gelost wurde. Nach einer Vorbehandlung mit Neuraminidase X (Sigma, Steinheim,
BRD) wurden die Schnitte mit biotinyliertem bandeira simplicifolia Lectin (BS-1,
Sigma, Steinheim, BRD) bei 4°C Uber Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert.
Danach wurden die Schnitte drei Mal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS)
gewaschen und fur 30 Minuten mit StreptAB Complex (Dako, Glostrupp, Danemark)
bei RT inkubiert, anschlieend wurden Fuchsin und 1mM Levamisol (beides von

Sigma, Steinheim, BRD) dazugegeben.

Die Messung der vaskularen Dichte erfolgte durch Auszahlen der GefalRquerschnitte
in 10 Feldern durch einen fur diesen Versuch verblindeten Untersucher mithilfe eines
computergestitzten Licht-Mikroskopsystems (Motic GmbH, Wetzlar, BRD) bei einer
450-fachen Vergroflerung.

2.8.2.2 Insulinfarbung

Die fixierten Schnitte wurden dreimal mit PBS gespult. Nun wurde endogene
Peroxidase durch eine  10-mindtige  Inkubation mit einer  3%igen
Wasserstoffperoxidlosung neutralisiert. Es folgte die Inkubation mit dem
Primarantikdrper (polyklonaler Meerschweinchen anti-Mausinsulin-Antikorper) in
einer Verdunnung von 1:200 Uber eine Stunde bei Raumtemperatur, als
Sekundarantikérper wurde ein polyklonaler Ziege anti-Meerschweinchen-Antikérper

verwendet, in einer Verdinnung von 1:20 und einer Inkubationszeit von 30 Minuten
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(alle Antikoérper von Dako AS, Glostrupp, Danemark). In diesem Verfahren farbt sich
das Zytosol insulinsezernierender Zellen braun an. Zur besseren Kontrastierung
wurde als zellnukleare Gegenfarbung eine Standard Hamatoxylin-Eosin Farbung
durchgefuhrt.

2.9 PROTEINEXTRAKTION UND MESSUNG DES INSULIN- UND VEGF-GEHALTES IM
ELISA-VERFAHREN

2.9.1 Proteinextraktion aus den transplantattragenden Nierenproben

Die Aufbereitung der Gewebeproben wurde mittels des Nuclear Extract Kit® (Active

Motif, Rixensart, Belgien) durchgefuhrt.

29.1.1 Herstellung des Lysispuffers:

Entsprechend des bendtigten Volumens Puffer erfolgte die Lysis-Pufferherstellung

anhand folgender Konzentrationen:
. 10% (v/v) 10 mM Dithiotreitol (DTT)
. 1% (v/v) Protease-Inhibitor-Cocktail

. 89% (v/v) Lysispuffer AM1

Die bei -80°C gelagerten Nierenproben wurden zunachst auf Eis mechanisch
(Homogenisator, Turrax Ultra Blender T25, Janke & Kunkel Labortechnik, Staufen,
BRD) in Lysispuffer mit einer Gewebekonzentration von 333 mg/ml fur 45 Sekunden
zerkleinert. Zur Gewebelyse wurden die Proben im Anschluss daran fur 30 min auf
Eis inkubiert.

Die Proben wurden daraufhin in vorgekuhlte Falcon-Réhrchen (15 ml, Greiner,
Frankfurt, BRD) Uuberfihrt und bei 4000 x g fur 20 min zentrifugiert. Nach
Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues vorgekihltes Falcon-Réhrchen wurde der
Zentrifugationsschritt wiederholt, das Pellet wurde zuvor verworfen. Zur weiteren
Klarung des Lysates wurden die Proben mittels eines QIAshredder-Homogenization-
Cups (QIAGEN, Hilden, BRD) fur 2 min bei 4°C und 10 000 rpm zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde aliquotiert und die portionierten Zell-Lysate bei -80°C fiir den

weiteren Gebrauch gelagert.

2.9.2 VEGF-und Insulin-Bestimmung im Gewebelysat mittels ELISA

Die Bestimmung der VEGF-Konzentration im Gewebelysat erfolgte mittels Quantikine
Human VEGF Immunoassay bzw. Quantikine Mouse VEGF Immunoassay (beide
R&D Systems, Abingdon, UK).

Die Bestimmung der Insulin-Konzentration erfolgte mittels ALPCO Mouse Insulin
ELISA (Alpco, Windham, USA).

29.2.1 Testprinzip

Dieser Test nutzt die quantitative Sandwich-Immunoassay-Technik. Hierfur befindet
sich ein monoklonaler VEGF- oder Insulin-Antikdrper bereits immobilisiert auf einer
96-well Platte. Entsprechende Standards fur VEGF bzw. Insulin sowie die Proben
werden in die jeweiligen wells pipettiert. Das in den Proben bzw. in den Standards
vorhandene zu messende Protein bindet an den immobilisierten monoklonalen
Antikorper. Alle ungebundenen Substanzen werden in einem folgenden Waschschritt
entfernt. In nachsten Schritt wird ein Enzym-gebundener polyklonaler VEGF- bzw.
Insulin-Antikorper in die entsprechenden wells pipettiert. Nach einem erneuten
Waschschritt zur Entfernung des ungebundenen Antikorper-Enzym-Reagenzes
erfolgt die Substrat-Zugabe. Die Farbentwicklung erfolgt proportional zur Menge des
in den jeweiligen Proben vorhandenen Proteins, das im Initial-Schritt gebunden
worden war. Die Farbentwicklung wird gestoppt und die optische Dichte im ELISA-
Reader photometrisch gemessen. Die Standardreihe ermdglicht die Berechnung der

Konzentrationen in den untersuchten Proben.

2.9.2.2 Test-Ablauf des quantitativen ELISAS:

Die Messung der VEGF- bzw. Insulinkonzentration in den Proben erfolgte gemal}

den Angaben des ELISA-Kit-Herstellers. Die Schritte im Einzelnen:
= Vorbereitung der Reagenzien und Standards.

* |n jedes well werden 50 pl Assay-Diluent pipettiert.
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= Danach werden 200 ul Standard bzw. Probe in jedes well pipettiert, jeder

Ansatz jeweils im Duplikat.

= Die Well-Platte wird mit Folie verschlossen und fiir 2 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

= Mit jeweils 400 pl Waschpuffer/well erfolgen 3 Waschschritte
(Autowascher, SLT, TECAN, Salzburg, Osterreich). Nach dem dritten
Waschschritt wird die Platte auf Zellstoff vorsichtig ausgeklopft.

= Nun werden die VEGF- bzw. Insulin-Conjugate pro well zugegeben. Die
Platte wird mit entsprechender Folie verschlossen und flir 2 h bei

Raumtemperatur inkubiert.

= Nach einem Waschschritt werden 200 pl Substratidbsung pro well

zugegeben, danach 50 ul Stopp-Losung.

= |nnerhalb von 30 min wird nun die optische Dichte mittels eines
Mikroplatten-Readers (TECAN, Rainbow, Salzburg, Osterreich) bei einer
Wellenlange von 450 nm bestimmt. Die Auswertung und Berechnung der
Protein-Konzentrationen anhand der Standard-Reihe erfolgt anhand des
zugehdrigen Auswertungsprogramms (Magellan, TECAN, Salzburg,

Osterreich).

2.10 STATISTISCHE AUSWERTUNG

2.10.1 Allgemeine Angaben

Die Eingabe der Rohdaten in tabellarischer Form erfolgte mithilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms MS Excel® fur Windows®, die Erstellung der Arbeit
mithilfe des Textbearbeitungsprogramms MS Word ® fur Windows® (Microsoft
GmbH, Unterschleissheim, BRD).

Bei allen angewandten statistischen Verfahren wurde ein Signifikanzniveau von

P<0,05 angenommen. Die Signifikanzniveaus wurden kenntlich gemacht durch

* = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001.
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Alle statistischen Tests wurden mithilfe des Computerprogramms Sigma Stat® fur
Windows  durchgefihrt, alle graphischen Darstellungen mithilfe  des

Graphikprogramms Sigma Plot® fur Windows (SPSS Corporation, Chicago IL, USA).

2.10.2. Varianzanalysen

Die Ergebnisse einer Varianzanalyse sind nur dann verlasslich, wenn die Werte zum
einen normalverteilt sind und zum anderen gleiche Varianzen besitzen. Diese
Priufung erfolgt von Sigma Stat® durch einen Test auf Normalverteilung (nach
Kolmogorov-Smirnov) und den Levene-Median-Test auf gleiche Varianzen. War eine
dieser Bedingungen nicht erfullt, so wurde die Rangordnung der Werte bestimmt und

die Varianzanalyse mit diesen Rangwerten durchgefuhrt [119].

Alle Varianzanalysen wurden durch ANOVA erstellt, die Varianzanalyse der

Interaktionen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen erfolgte nach Tukey.

Die statistische Auswertung der Daten aus den BlutfluBmessungen erfolgte teilweise
mithilfe des in dem Laser-Doppler-Messprogramm Perisoft® flir Windows integrierten

Statistikprogramms (Perimed AB, Stockholm, Schweden).
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3. ERGEBNISSE

3.1 VORVERSUCHSGRUPPEN

3.1.1 Versuchsgruppe VG-1: Persistenz von Spender-Endothelzellen im

Insel-Transplantat

In der Vorversuchsgruppe 1 (VG-1) wurden Inseln aus Tie2LacZ-positiven Mausen
transplantiert, an deren endothelzell-spezifischem Tie2-Rezeptor eine R-
Galaktosidase angekoppelt ist. Dadurch konnen diese Zellen in einer

immunhistochemischen Reaktion dargestellt werden.

Es wurden insgesamt 8 Transplantationen in diabetischen Tieren vorgenommen,
wobei jeweils 300 Inseln aus Tie2LacZ positiven Mausen (8-10 Wochen alt) in
diabetische Empfanger (Wildtyp C57BI/6J, mannlich, 8-10 Wochen alt) unter die
Nierenkapsel transplantiert wurden. An den Tagen 5, 10, 20 und 35 wurden jeweils
zwei Tiere getotet, die transplantattragende Niere wurde entnommen, es wurden
histologische Schnitte erstellt und das Vorhandensein von LacZ-positiven

Endothelzellen im Transplantat wurde Uberpruft.

An jedem der Untersuchungstage konnten im Transplantat Spender-Endothelzellen
identifiziert werden, exemplarisch sind hier histologische Schnitte der
Untersuchungen an den Tagen 20 und 35 dargestellt (Abbildung 4A und 4B). Obwohl
das Tie-2 Molekul spezifisch fur Endothelzellen ist, kann seine Expression lediglich
nachgewiesen werden, wenn die Tie2-Produktion aktiviert ist [120]. Somit ist Tie2

nicht nur ein Marker fur Endothelzellen, sondern auch fur deren Aktivierungszustand.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen zu jedem der untersuchten Zeitpunkte
aktive Endothelzellen, dies nicht nur im Inneren des Transplantates, sondern auch im
Randgebiet der anliegenden Nierenrinde, was zudem ein Indiz fir eine vorhandene

Migration der Endothelzellen posttransplantational darstellt.
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Abbildung 4A, 4B. Darstellung LacZ-markierter Spender-Endothelzellen innerhalb
des Inselzelltransplantates in der diabetischen Empfangermaus am Tag 20
(Abbildung 4A) und 35 (Abbildung 4B)

3.1.2 Gruppe VG-2 Etablierung eines suboptimalen Inselzahl-Modells

In mehreren Vorversuchen wurden insgesamt 20 Transplantationen mit Inseln von
Wildtyp-C57BI/6J Mausen in diabetische Wildtyp-C57Bl/6J Mause vorgenommen. Bei
einer Inselzellzahl von 150 Inseln erreichten 33% der diabetischen Empfanger
(Koérpergewicht  zwischen 25-30 g und einem pratransplantationalen
Nuchternblutzucker zwischen 250 und 350 mg/dl) posttransplantational eine
normoglykamische Stoffwechsellage (Nuchternblutzucker <200 mg/dl). Diese

Inselzahl wurde als suboptimale Inselzellmasse definiert.

3.1.3 Gruppe VG-3: Bestimmung der Sekretionskapazitat fir Insulin und
VEGF

An insgesamt 12 Mausen (6 Wildtyp und 6 RIP-VEGF-A) wurde ein intraperitonealer
Glukose-Toleranztest mit 3 g Glukose pro kg Korpergewicht durchgefihrt.
Unmittelbar vor der Glukose-Applikation (Zeitpunkt ,0“) und nach 10, 20 und 40
Minuten wurde aus der Schwanzvene Blut entnommen und Blutzucker, Serum-
Insulin (Zeitpunkte 0 und 20) sowie Gesamt-Plasma-VEGF (Zeitpunkte 0,10, 20, 40)
bestimmt. Es zeigte sich zu allen Messzeitpunkten ein deutlich héherer VEGF-
Serumspiegel bei den RIP-VEGF-A Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen,
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der Unterschied war am grof3ten zum Zeitpunkt 40 Minuten (31,5 pg/ml vs. 18,5
pg/ml). Statistisch war der Unterschied in den VEGF-Spiegeln zu allen Zeitpunkten
signifikant (Zeitpunkt 0 p<0,007, Zeitpunkt 10 p<0,006, Zeitpunkt 20 p<0,004 und
Zeitpunkt 40 p<0,001). Bei den gemessenen Insulinspiegel gab es zu den beiden
gemessenen Zeitpunkten (0 und 20 Minuten) keine signifikanten Unterschiede.
Tabelle 3 zeigt die Mittelwerte der VEGF bzw Insulinmessungen zu den jeweiligen

Messzeitpunkten, in Abbildung 5 werden diese graphisch dargestellt.

Zeitpunkt | RIP WT P

0 17,7£3,68,1£5,6 <0,007
VEGF |10 18,6+3,2|8,7+5,9 <0,006
[pg/ml] |20 20,7+4,0/8,9+6,3 <0,004

40 32,8+4,119,5+6,4 <0,001
Insulin [0 2,9+0,9 |2,0£0,7 n.s
[ng/ml] |20 9,7¢1,5 |8,7¥0,6 n.s

Tabelle 4: VEGF und Insulinspiegel vor (Zeitpunkt 0) und nach Injektion von 3g
Glukose / kg Kdrpergewicht.

40 1 14 -
_ 351 A 12 A B
S |
> 0 = 10 -
Q £
w25 1 =
2 £ 7]
g 20 S ¢l
g 15 1 7
c _
8 101 = 4
o
5 21
0 0
0 10 20 40 0 10
Zeitpunkt [min] Zeitpunkt [min]

Abbildung 5: VEGF (A) und Insulinspiegel (B) vor (Zeitpunkt 0) und nach Injektion
von 3g Glukose / kg Korpergewicht. Rot dargestellt RIP-VEGF-A Mause, schwarz
Wildtyp-Mause.
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3.2 HAUPTVERSUCHSGRUPPEN - TRANSPLANTATIONSEXPERIMENTE MIT RIP-
VEGF INSELN

In den Hauptversuchsgruppen wurden jeweils 150 Inseln von RIP-VEGF Mausen
beziehungsweise Wildtyp-Mausen diabetischen Wildtyp-C57BI/6J Mausen unter die
Nierenkapsel transplantiert. Es wurden insgesamt 20 Transplantationen
vorgenommen. Abbildung 6 zeigt ein subnephrokapsulares Transplantat. Um
mogliche postoperative Einflisse auf den Blutzuckerspiegel auszuschlie3en, wurde
mit der Messung des Blutzuckerspiegels an Tag 2 post transplantationem begonnen,
die Werte wurden taglich bis zum jeweiligen Versuchsende protokolliert. In der
Abbildung 7 sind die Blutzuckerverlaufe der Tiere beider Hauptversuchsgruppen
(HG-1 und HG-2)<graphisch dargestellt.

Die Nummerierung der Versuchstage beginnt einen Tag vor der Transplantation an
(Tag -1) und geht bis zum Tag 12. Mit Tag ,0“ ist der Transplantationstag

gekennzeichnet.

Abbildung 6: Fotografische Darstellung eines subnephrokapsularen Inselzell-

Transplantates

Die Empfangertiere von RIP-VEGF-A-Inseln weisen ab Tag 2 post transplantationem
normoglykamische Blutzuckerwerte auf, die bis zum Versuchsende an Tag 12
eingehalten werden. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der Transplantation von
Wildtyp-Inseln nach anfanglicher Normoglykdmie, welche am ehesten durch eine
postoperativ. verminderte Nahrungsaufnahme bedingt ist, ein funktionelles

Transplantatversagen.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Blutzuckerverlaufe in den beiden
Hauptversuchsgruppen HG-1 und HG-2. Rot dargestellt die Empfanger von RIP-
VEGF-A Inseln, schwarz die Empfanger von Wildtyp-Insein.

3.2.1 Messung der Durchblutung von Transplantaten

An weiteren 12 Tieren wurde am Tag 12 die Durchblutung des Transplantates im

Laser-Dopplerverfahren gemessen (Gruppe HG-2).

Die Messung der Durchblutung in den Transplantaten ergab dabei eine wesentlich
héhere Durchblutung in den RIP-VEGF-A Transplantaten im Vergleich zu den
Wildtyp-Transplantaten. Als Referenz galt bei jeder Messung die Perfusion an der
benachbarten Nierenoberflache, in Vorarbeiten [73] wurde gezeigt, dass zwischen
dieser und der Durchblutung nativer Inseln im Pankreas eine gute Ubereinstimmung
besteht. So ergab die Perfusionsmessung fir die RIP-VEGF-A Transplantate eine
prozentuale Differenz zu der Nierenoberflache von 9%, die Perfusionsmessung an
Wildtyptransplantaten eine prozentuale Differenz von 36% bei einem
Sigifikanzniveau p<0,001 (***).
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In der Tabelle 5 sind die Perfusionsergebnisse der einzelnen Versuchstiere
dargestellt, sowie die prozentualen Abweichungen von der jeweiligen

Nierenoberflache.

Durchblutung
transpl. [ .

Maus Inseln | Niere |Std. Transplantat | Std. Differenz |Std. Abw.

[PU] [|Abw. [[PU] Abw. [%6] [%6]
HG2-1 |WT 200,09 14,97 [138,18 32,04 -31% 20%
HG2-2 |WT 197,85 (23,07 |111,53 19,13 -44% 15%
HG2-3 |WT 208,70 | 7,47 144,53 21,71 -31% 12%
HG2-4 |WT 199,36 | 23,82 | 125,76 6,62 -37% 10%
HG2-5 |WT 207,98 | 27,89 |152,94 25,25 -26% 19%
HG2-6 |WT 206,56 | 15,43 |127,83 26,06 -38% 16%
HG2-7 |RIP 203,48 |[13,66 |208,13 12,91 2% 12%
HG2-8 |RIP 205,50 | 7,42 182,44 13,61 -11% 9%
HG2-9 |RIP 211,08 | 9,54 181,34 68,81 -14% 35%
HG2-10 |RIP 198,78 10,77 172,87 16,52 -13% 12%
HG2-11 |RIP 202,35|31,98 |177,81 34,79 -12% 27%
HG2-12 |RIP 211,09 |17,45 |200,37 16,91 -5% 15%

Tabelle 5: Durchblutung innerhalb des Transplantates, der Nierenoberflache und die
prozentuale Differenz der Transplantatdurchblutung von der jeweiligen
Nierenoberflachendurchblutung. Angaben in perfusion units [PU] bzw. [%].

3.2.2 Bestimmung des Gesamtgehaltes an VEGF (HG-1)

Bei einem Teil der Tiere (n=6, jeweils 3 Mause aus jeder Transplantationsgruppe)
wurde am Tag 7 post transplantationem mittels ELISA der Gesamtgehalt an VEGF
(human und murin) bestimmt (Abbildung 8). Es zeigte sich dabei ein signifikant
héherer VEGF-Gesamtgehalt in den RIP-VEGF-A Transplantaten als in den Wildtyp-
Transplantaten (91,661£43,79 pg/mg versus 34,97+23,78 pg/mg), Signifikanzniveau
p<0,01 (**).
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Abbildung 8: Gesamtgehalt an VEGF [pg/mg Feuchtmasse]. p<0,01 (**).#

3.2.3 Messung des Gesamtgehaltes an Insulin

Nach der Perfusionsmessung wurden die transplantattragenden Nieren enthommen
und in einem Teil der Organe (n=6, jeweils 3 aus jeder Transplantationsgruppe)
wurde der Gesamtgehalt an Insulin mittels ELISA bestimmt. Die Messung ergab
einen signifikant héheren Gesamt-Insulingehalt in RIP-VEGF-A Transplantaten im
Vergleich zu Wildtyp-Transplantaten, 10521201 ng/ml versus 206+337 ng/ml bei
einem Signifikanzniveau von p<0,01 (**). In der Abbildung 9 werden die jeweiligen

Mittelwerte der Insulinspiegel graphisch dargestellit.
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Abbildung 9: Gesamtgehalt an Insulin der transplantattragenden Nieren am Tag 12,

rot dargestellt bei RIP-VEGF-A Transplantaten, schwarz bei Wildtyp-Transplantaten.
p<0,01 (**).

Als Korrelat zu dem in dieser Arbeit gemessenen Transplantat-Insulingehalt, wurde in
einem Parallelversuch unserer Arbeitsgruppe die Betazellmasse innerhalb der
transplantattragenden Nieren Tag 14 post transplantationem quantifiziert am. Hierzu
wurde anhand von histologischen Schnitten die relative Flache Insulinfarbung-
positiver Zellen errechnet und mit der Schnittdicke multipliziert. Diese Messung ergab
eine signifikant hohere Betazellmasse innerhalb der RIP-VEGF-A Transplantate im
Vergleich zu den WT-Transplantaten (1,82+0,53 mg in RIP-VEGF-A Transplantaten
versus 0,96+0,31 mg in WT-Transplantaten, p=0,02).

3.24 Histologische und immunhistochemische Analyse

Ein Teil der transplantattragenden Nieren wurde histologisch aufgearbeitet und die
Schnitte wurden immunhistochemisch analysiert, dabei wurden mithilfe eines Lectins
(Bandeirea simplicifolia) Endothelzellen innerhalb der Transplantate dargestellt.
Durch Auszahlen von GefalRdurchschnitten wurde im Anschluss die GefaRdichte

innerhalb der Transplantate berechnet (Abbildung 10A+B).
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Abbildung 10: Histologische Schnitte eines Wildtyp-Transplantates (Ab. 10A) bzw.
eines RIP-VEGF-A-Transplantates (Abbildung 10B). Bandeirea simplicifolia Farbung
mit  Hamatoxylin-Eosin-Gegenfarbung, 200-fache  VergréRerung. In  den
Ausschnittskasten die entsprechende Lektinfarbung (400-fache VergroRerung) mit

Darstellung der Endothelien.

Wildtyp-Transplantat RIP-VEGF-A-

Transplantat

Vaskulare Dichte 17 + 8 / mm? 28 + 9/ mm?

Tabelle 6: Vaskulare Dichte innerhalb der Transplantate am Tag 12 post
transplantationem.

Die immunhistochemische Analyse ergab als morphologisches Korrelat zu dem
hoheren VEGF-A-Gehalt eine signifikant hdhere Gefaldichte (Tabelle 8) innerhalb
der RIP-VEGF-A Transplantate im Vergleich zu den Wildtyp-Transplantaten

(17+8/mm? versus 28+9/mm? bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 (*).
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3.25 Langzeit-Blutzuckerprotokollierung

Zwei der diabetischen Empfangermause wurden nach der Transplantation von RIP-
VEGF-A Inseln und der darauf folgenden Wiederherstellung der Normoglykamie fur
einen Zeitraum von 6 Monaten gehalten, dabei wurde der Blutzucker einmal
wochentlich protokolliert. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Transplantation
einer suboptimalen Anzahl von RIP-VEGF-A Inseln die normoglykamische
Stoffwechsellage auch dauerhaft erhalten werden kann (Ergebnisse nicht
dargestellt).
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4. DISKUSSION

Im Gegensatz zum vaskularisierten Pankreastransplantat verlieren isolierte Inseln im
Rahmen der Aufreinigung ihr hochkomplexes Kapillarsystem, eine Zufuhr von
Nahrstoffen und Sauerstoff findet in den ersten Tagen post transplantationem
lediglich  Uber Diffusion statt. Eine rasche Wiederherstellung dieses
Kapillarnetzwerkes ist somit eines der Hauptprobleme, die bewaltigt werden mussen,
um die Zukunft der Inselzelltransplantation als einzige kurative Therapieoption des

Diabetes mellitus Typ 1 zu sichern.

Langzeitstudien haben gezeigt, dass eine gute Blutzuckereinstellung die Entstehung
und Progression von diabetischen Folgeschaden- und krankheiten verhindern kann.
Im Gegensatz zu der konventionellen Insulintherapie des Diabetes mellitus Typ 1
sind die Transplantation von Pankreata oder von pankreatischen Inseln zur Zeit die
einzigen Verfahren, die eine Wiederherstellung einer konstanten Normoglykamie und
eine weitgehende Verhinderung hypoglykamischer Episoden bieten — eine typische
und bei enger Blutzuckereinstellung sehr haufige, unerwiunschte Wirkung taglicher

Insulininjektionen.

Seit Einflhrung des Edmonton-Protokolls in der Inseltransplantation [28] ist es
gelungen, bei weit mehr als 50% der transplantierten Diabetiker eine weitgehende

Insulinunabhangigkeit und eine nahezu regelrechte Glukosetoleranz zu erreichen.

Eine der grofdten Schwierigkeiten, von deren Losung in entscheidendem Malde die
Zukunft dieses Verfahrens abhangt, ist die sehr grolRe Anzahl an Spenderorganen
die bendtigt werden, um eine erfolgreiche Transplantation durchzufuhren. Einer der
Hauptgrinde fur die sehr hohe Anzahl an bendtigten Inseln ist der hohe Prozentsatz
an unmittelbar nach der Transplantation zugrunde gehenden Inselzellen. Die Grinde
fur dieses frihe Absterben der transplantierten Inseln sind immunologischer
(AbstoRungsreaktionen aber auch Schaden durch die immunsuppressive Therapie)
und nichtimmunologischer Natur, hier insbesondere die gestorte Ausbildung von
Gefallen innerhalb der transplantierten Inseln und, implizit, eine gestérte Anbindung
an das nutritive Gefaldsystem des Empfangers. Aus vielen vorangehenden Studien
ist bekannt, dass es bei lediglich 30-40% der transplantierten Inseln zu einem

dauerhaften, primaren Anwachsen im Empfangerorganismus kommt.
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Wahrend der Isolationsprozedur verlieren Inseln ihr hochkomplexes Gefal3system
[87], die avaskular transplantierten Inseln kénnen lediglich Uber Diffusion mit
Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden. Die Initierung der Revaskularisation
erfolgt durch die Sekretion von angiogenen Wachstumsfaktoren durch die Inseln [57,
73], [121], wobei die Umstellung der Expression von angiogenen Faktoren den
Revaskularisationsprozess steuert. Inseln reagieren auf eine lokal verminderte
Sauerstoffzufuhr mit einer Serie von Mechanismen, unter anderem der Steigerung
der VEGF-Expression [122]. Unter hypoxischen Bedingungen Kkultivierte Inseln
zeigen eine Hochregulation der VEGF-Expression [123]. Die in einigen
Vorpublikationen unterstrichene Tatsache, dass die Durchblutung transplantierter
Inseln im Vergleich zu der nativer pankreatischer Inseln stark vermindert ist, zeigt

jedoch, dass die angiogene Kapazitat der transplantierten Insel unzureichend ist.

Zudem weisen einige aktuelle Untersuchungen darauf hin, dass die im Rahmen der
klinischen Inselzelltransplantation angewandten Immunsuppressiva Ciclosporin,
Sirolimus und Tacrolimus eine antiangiogene Wirkung haben [124], [125]. Wenn
auch die molekularen Grundlagen dieser Inhibition noch nicht ausreichend bekannt
sind, so kann deren Anwendung bei Insel-Transplantierten zu einer weiteren

Verschlechterung der Revaskularisation der Inseln flhren.

Eine rasche Wiederherstellung eines adaquaten mikrovaskularen Systems in
transplantierten Inseln ist von entscheidender Bedeutung fur das primare Anwachsen
und fur das Langzeitiberleben und die Langzeitfunktion von Inselzell-Transplantaten
[126].

In dieser Arbeit haben wir Uberprift, ob eine durch gesteigerte VEGF-Konzentration
am Transplantationsort verstarkte Angiogenese zu einer verstarkten Durchblutung
der Transplantate fiihrt und diese verstirkte Perfusion das Uberleben und die
Funktion transplantierter Inseln verbessert — als Schlissel zur Reduktion der fur die

Heilung des Diabetes mellitus Typ 1 bendtigten Inselzahl.

Wir transplantierten Inseln, die unter der Kontrolle des Ratten-Insulinpromoter RIP
[127] glukoseabhangig vermehrt VEGF produzieren, unter die Nierenkapsel von
Empfangermausen, bei denen im Vorfeld durch Streptozotozin ein experimenteller,
primar insulinabhangiger Diabetes mellitus induziert wurde. Zur Uberpriifung der

verstarkten Expression von VEGF-A, bestimmten wir den Gesamtgehalt an VEGF-A
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in den einzelnen Transplantaten am Tag 7 nach der Transplantation, wobei RIP-
VEGF-A Transplantate einen wesentlich héheren VEGF-A-Gehalt aufwiesen
(Abbildung 8).

In den Transplantationsexperimenten konnten wir zeigen, dass:

i) eine topisch in den transplantierten Inseln erhohte Expression des
vaskularen = Wachstumsfaktors VEGF-A zu einer verbesserten

morphologischen und funktionellen Revaskularisation fuhrt.

i) diese verbesserte Durchblutung mit einer hoéheren Uberlebensrate
transplantierter Inseln assoziiert war, wodurch die Anzahl der fir eine
erfolgreiche Transplantation und glykdmischen Kontrolle im diabetischen

Empfanger benotigten Inseln verringert werden konnte.

Als erstes zeigten wir, dass bei der Transplantation von Inseln mit einer erhdhten
VEGF-A Sekretion im Rahmen eines Minimalen-Inselzahl-Experimentes die Anzahl
der fUr eine erfolgreiche Transplantation bendtigten pankreatischen Inseln um die
Halfte reduziert ist im Vergleich zu der Transplantation von Wildtyp-Inseln (Abbildung
7). Als eine mogliche plausible Erklarung dieses verbesserten Uberlebens
transplantierter Inseln fanden wir eine verbesserte Revaskularisation in den

transplantierten RIP-VEGF-A Inseln im Vergleich zu den Wildtyp-Inseln.

Diese verbesserte Wiederherstellung von Gefallen in den transplantierten Inseln
konnte sowohl funktionell, anhand einer wesentlich hdheren Durchblutung von RIP-
VEGF-A Transplantaten (Tab. 5), als auch — als Korrelat hierzu — morphologisch,
anhand einer signifikant Verstarkten endothelialen Anfarbung histologischer Schnitte
von RIP-VEGF-A Transplantaten (Tab. 6, Abbildung 10A und 10B) gezeigt werden.

Als Korrelat fur die bessere glykadmische Kontrolle einerseits und fur die hohere
Uberlebensrate / Inselzellmasse andererseits wiesen 7 Tage nach der
Transplantation alle RIP-VEGF-A Transplantate einen wesentlich hdheren

Insulingehalt auf als die Wildtyp-Inseltransplantate (Abbildung 9).

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass eine erhohte VEGF-A-
Konzentration am Transplantationsort die vaskulare Dichte und die Durchblutung der

Transplantate steigert, dadurch das primare Anwachsen des Transplantates fordert
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und eine Glykamiekontrolle in transplantierte, STZ-induzierte diabetische Mause mit

einer suboptimalen Inselzahl ermaoglicht.

Betrachtet man jedoch erneut die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass
es bei den Empfangertieren, welchen RIP-VEGF-A Inseln transplantiert wurden
unmittelbar in den ersten 1-3 Tagen nach der Transplantation zu einem Sinken des
Blutzuckerspiegels und einer verbesserten glykamischen Kontrolle kommt, eine
geraume Zeit bevor es zu der Ausbildung neuer Gefalle kommen konnte. Daraus
ergibt sich, dass der gunstige Effekt der erhdohten VEGF Konzentration am
Transplantationsort nicht allein Uber eine verstarkte Angiogenese vermittelt wird,
sondern dass auch weitere, bereits unmittelbar post transplantationem eingreifende
Eigenschaften des VEGF eine groRe Rolle spielen. So konnten Stagner et al 2004
zeigen [110], dass VEGF auch uber andere Mechanismen als die bereits 1992
gezeigte verstarkte Angiogenese [38] das Transplantationsergebnis wesentlich
verbessern vermag, so Uber eine Hemmung der Expression von INF-y, einer
Hemmung der Transduktionskaskaden von Apoptose und Nekrose und uber eine
Forderung der Expression von Zellschutzproteinen. In diesem Zusammenhang ist
denkbar, dass VEGF Uber die Hemmung der Expression von INF-y indirekt auch die
Induktion und Prasentation von MHC | und Il Antigenen auf Inselzellen hemmen
konnte [128]. Weil Immunabstollung und (inadaquate) Revaskularisation jedoch in
etwa derselben Zeitspanne stattfinden, haben wir aus Grinden der klaren
Abgrenzbarkeit dieser beiden Effekte in der vorliegenden Arbeit ein isogenes

Transplantationsmodell verwendet.

Die zytoprotektiven Effekte des VEGF sind auch aus anderen Ansatzen bekannt, so
z.B. im Rahmen der Nierenangiogenese [129]. VEGF vermittelt zudem
antiapoptotische Signale auf Endothelzellen [109], diese Eigenschaft spielt sicherlich
auch bei dem Uberleben von Spender-Endothelzellen im Rahmen der

Inseltransplantation eine Rolle.

So kann von einer bivalenten Rolle von VEGF-A im Rahmen der Inseltransplantation
gesprochen werden, einerseits als zytoprotektives Agens wahrend der
Uberbriickungsphase bis zur Revaskularisierung und andererseits als potenter
Induktor der Angiogenese. Der vaskulare Endotheliale-Wachstumsfaktor VEGF spielt
auch eine wesentliche Rolle in der Organogenese des endokrinen Pankreas und in

der Aufrechterhaltung dessen physiologischer Funktion [101], er ist ein starker

62



Induktor der Neoangiogenese und steuert die Ausbildung und Wiederherstellung der
spezifischen GefalRsysteme endokriner Drisen [102], [130], [131]. Die Beta-Zelle
fuhrt Uber eine parakrine Sekretion von VEGF-A zur Anlockung von Endothelzellen
aus benachbarten Gefallen, die dann unter Einfluss des VEGF Uber die Vorstufe
primitiver tubularer Strukturen Mikrokapillaren ausbilden [102]. Auch unter dem
Einfluss des VEGF kommt es dann zur Ausbildung der fir das Gefaldsystem des
endokrinen Pankreas spezifischen Merkmale wie Fenestrierung und implizit
gesteigerte Permeabilitdt der endothelialen GefalRauskleidung [103], [104]. Das
ermdglicht einen Abstand zwischen randstandigen Insulingranula innerhalb der Beta-
Zellen und Blutstrom im benachbarten BlutgefalR von <500 nm, was die extrem

schnelle Insulinreaktion nativer pankreatischen Inseln auf einen Glukosereiz erklart.

Aus der Vielzahl an bekannten, vaskularen und endothelialen Wachstumsfaktoren
erscheint VEGF-A am besten geeignet, in der Inselzelltransplantation zur

Verbesserung des Transplantationsergebnisses Anwendung zu finden.

Der Ansatz, die Wiederherstellung eines adaquaten mikrovaskularen Systems durch
Erhdhung der Konzentration an proangiogenen Wachstumsfaktoren am
Transplantationsort erscheint vor dem Hintergrund der vorangegangenen
Ausflhrungen ein geeigneter Mechanismus zu sein, die Zahl der
posttransplantational Uberlebenden Inseln zu erhdhen, die Funktion der
Uberlebenden Inseln zu verbessern und die Anzahl an Spenderorganen, die notig
sind fur eine Heilung des Diabetes, zu reduzieren. Zumal aus Vorarbeiten bekannt
ist, dass die Expression von VEGF in transplantierten Inseln vermindert und die
seiner Rezeptoren verspatet ist, wobei diese Verminderung im hyperglykamisches
Milieu verstarkt ist [81], [132], [133], [134].

Dieser Ansatz einer verbesserten Transplantat-Revaskularisierung Uber ein erhdhtes
Angebot an vaskularen Wachstumsfaktoren am Transplantationsort wurde bereits in
verschiedenen Versuchen verwirklicht. So zeigten Stagner und Mitarbeiter 1992 ein
verbessertes Transplantationsergebnis nach Vorbehandlung des Implantationsortes
durch topische VEGF-Applikation [38]. Auch flhrte in einem anderen Ansatz die
Transfektion pankreatischer Inseln mit humaner VEGF cDNA ebenfalls zu einer
verstarkten Ausbildung von GefalRen innerhalb der Transplantate und zu einem
hoheren Insulingehalt derselben [135]. Sigrist et al [113] zeigten in einem

Versuchsaufbau, in welchem Inseln in den Peritonealraum transplantiert wurden,
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nachdem sie in Kollagen in Gegenwart von VEGF immobilisiert und anschlief3end in
Mikrokapseln eingeschlossen wurden, dass die lokale Freisetzung von VEGF
innerhalb der Transplantate das Uberleben letzterer signifikant verbesserte und zu
einer verbesserten und verlangerten physiologischen Glykamiekontrolle im STZ-

induziertem Diabetes mellitus der Maus fluhrte.

Ferner werden auch in anderen therapeutischen Konzepten die proangiogenen
Eigenschaften von VEGF verwendet, so z.B. in der Therapie von arteriellen
Verschlusskrankheiten (koronare Herzkrankheit, periphere arterielle
Verschlusskrankheit) mittels Plasmid- oder adenoviralem Vektor eingebaute VEGF-
Genteile [136], [137], so dass es nahe liegt, die gleiche Strategie der lokoregionaren

Freisetzung von angiogenen Molekulen in Inseltransplantaten zu verfolgen.

Ein weiterer, im Zusammenhang der Rolle des Empfangers und des Spenders in der
Ausbildung neuer Blutfgefalle innerhalb des Transplantates noch zu diskutierender
Punkt ist derjenige des Uberlebens von Spender-Endothelzellen innerhalb des
Transplantates, welche dann fur die Ausbildung neuer Kapillaren nach der
Transplantation rekrutiert werden konnen. In der Uberwiegenden Mehrzahl der bis
jetzt veroffentlichten Studien wurde postuliert, dass Inseln im Rahmen des
enzymatischen Collagenase-Isolationsverfahrens ihr Gefallsystem und die
inselgebundenen Endothelzellen verlieren und es somit keine Persistenz von
Spenderendothelzellen in dem Transplantat geben kann [48], [138], [139]. Im
Gegensatz dazu konnte in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
inseleigene Endothelzellen bis Uber den 21. Tag posttransplantational persisitieren
und daruber hinaus aktiv an der Ausbildung neuer Gefalle innerhalb des

Transplantates beteiligt sind [117].

Um diese Ergebnisse auch im Modell der Inseltransplantation bei STZ-induziertem
primar insulinabhangigem Diabetes mellitus zu bestatigen, transplantierten wir im
Vorfeld Inseln aus Mausen, an deren endothelzellspezifischen Tie2-Gen das Gen fur
Beta-Galaktosidase gebunden wurde, in diabetische Empfanger. Wir konnten in
diesem Ansatz zeigen, dass spendereigene, inselzellgebundene Endothelzellen nach
der Transplantation Uber den 35. Tag hinaus im Transplantat in einem aktiven

Zustand persistieren und in einem frihen Stadium der Revaskularisation, durch den
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VEGF-Reiz angelockt, Gefalvorlaufer innerhalb der Insel ausbilden kdnnen.
Unterstitzend hierzu kommt auch die Tatsache, dass VEGF antiapoptotische Signale

auf endotheliale Zellen austben kann [109].

Als wichtige Neuheit konnte in der vorliegenden Arbeit unserem gegenwartigen
Wissensstand folgend zum ersten Mal gezeigt werden, dass die erhdhte topische
Konzentration an VEGF am Transplantationsort morphologisch (GefalRdichte) und
funktionell (Durchblutung) zu einer verstarkten Revaskularisierung fuhrt und dass
dieser Effekt positiv mit einer verbesserten glykdmischen Kontrolle und einer
erhdhten Transplantat-Uberlebensrate (Betazellmasse post transplantationem)
korreliert. Neu ist zudem die glukoseabhangige topische VEGF-Sekretion, welche vor
dem Hintergrund des direkt posttransplantationell vorherrschenden

hyperglykamischen Milieus das Gesamtkonzept sicherlich unterstitzt.

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Untersuchungsergebnisse lassen somit
den Schluss zu, das VEGF als ein prominentes Werkzeug zur Reduktion der Anzahl
der bendtigten Spenderinseln im Rahmen einer Heilung des Diabetes mellitus Typ 1
fungieren kann und sicherlich das Potential besitzt, mittelfristig in der klinischen

Inselzelltransplantation Anwendung zu finden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Transplantation pankreatischer Inseln ist neben der Pankreastransplantation der
einzige kurative Ansatz bei dem Diabetes melltus Typ 1. Der Erfolg der
Inselzelltransplantation wird durch die sehr hohe Anzahl an pankreatischen Inseln
begrenzt, die fur die Heilung des Diabetes transplantiert werden mussen, da nur
~30% der transplantierten Inseln dauerhaft in dem Implantationsorgan anwachsen.
Die rasche Revaskularisierung der Inseltransplantate ist ein entscheidender Faktor
fur ein adaquates Anwachsen, dieser Prozess erfolgt innerhalb der ersten 10-14
Tage post transplantationem. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die
Durchblutung und die Sauerstoffspannung innerhalb der Inseltransplantate erheblich
unter der nativer Inseln liegt. Der vaskulare Wachstumsfaktor VEGF spielt eine
entscheidende Rolle in der Foérderung der Revaskularisierung transplantierter
pankreatischer Inseln, er verbessert die Funktion und das Uberleben der
Transplantate. Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass eine topische Applikation
von VEGF am Transplantationsort die Revaskularisation der transplantierten Inseln
steigert, dadurch deren Funktion und Uberleben verbessert und die Zahl der fiir eine
erfolgreiche Transplantation bendtigter Inseln erheblich reduziert.

Als Ansatz fur eine topische VEGF-Applikation transplantierten wir murine
pankreatische Inseln, die unter der Kontrolle des Ratten-Insulinpromoters (RIP)
glukoseabhangig VEGF-A synthetisieren konnen, unter die Nierenkapsel von STZ-
induzierten, diabetischen Empfangermausen. Der Nuchtern-Glukosespiegel wurde
als Indikator fir Uberleben und Funktion der Transplantate gemessen. Am Tag 12
post transplantationem wurde die Durchblutung der Transplantate mithilfe eines
Laser-Dopplers gemessen. Der VEGF- und Insulingehalt der Transplantate wurde
anschliefend im ELISA-Verfahren quantifiziert.

Mehr als 80% der Empfanger von RIP-VEGF-A Inseln und nur ~20% der Empfanger
von Wildtyp-Inseln erreichten post transplantationem eine dauerhafte Euglykamie.
RIP-VEGF Transplantate wiesen einen signifikant hoheren Insulingehalt und eine
hohere GefalRdichte auf als Wildtyp-Inseltransplantate. Die hohere Gefaldichte
korrelierte mit einer signifikant hoheren Durchblutung der RIP-VEGF Transplantate.
In einem nach unserem Wissen neuen Ansatz einer glukoseabhangigen topischen
VEGF-Sekretion gelang es uns zu zeigen, dass die exogene Applikation von VEGF
am Transplantationsort Uber eine verbesserte funktionelle und morphologische
Revaskularisierung die Funktion und das Uberleben der Transplantate wesentlich
verbessert und die Anzahl der fur eine erfolgreiche Transplantation bendtigter Inseln
erheblich reduziert —Voraussetzung fur die Etablierung der Inselzelltransplantation
als Therapieverfahren bei dem Diabetes mellitus Typ 1.
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7. ABSTRACT

The transplantation of pancreatic islets and the pancreas whole organ transplantation
are the only curative therapeutic approaches for Insulin Dependant Diabetes Mellitus.
The success of pancreatic islets transplantation depends on the implantation of a
large quantity of islets, because only ~30% become stably engrafted. Rapid
revascularisation of the islet grafts is a crucial factor for adequate engraftment, and is
known to be finalised within 10-14 days after transplantation. Recent studies have
shown that the islet graft blood perfusion and oxygen tension remain decreased in
compare with native pancreatic islets.

Growth factors like VEGF play an important role in promoting the revascularization of
transplanted islets and improving their survival and function, the exact mechanisms
for this being largely not understood until now.

The aim of this study was to prove that the topical application of VEGF at the
transplantation site improves islet revascularisation and is linked to functionally
increased graft perfusion, thus improving the function and the survival rate of
transplanted islets.

As a model for elevated VEGF-A expression we used the RIP-VEGF-A transgenic
mice in which VEGF-A expression, driven by the Rat Insulin Promoter (RIP), is
targeted to pancreatic beta-cells. Grafts, consisting of a marginal islet number of 150
C57BI/6 or C57BI/6-RIP-VEGF-A islets, were implanted syngeneically under the left
kidney capsule of streptozotocine-induced diabetic recipients. Fasting blood glucose
served as indicator for graft survival and function. At posttransplantational day 12
graft-bearing kidneys were exposed and graft blood perfusion was measured by
means of a laser Doppler. Graft VEGF and insulin content were quantified by ELISA,
graft vascularization by immunohistochemistry.

More than 80% of the RIP-VEGF-A-islets recipients became euglycemic after
transplantation whereas only ~20% of the control islets recipients were cured. RIP-
VEGF-A grafts showed, in contrast to controls, significantly increased graft insulin
content and a greater degree of microvasculature. The higher degree of vasculature
correlated with a significantly increased graft blood perfusion.

Through a novel approach of glucose-controlled VEGF release at the transplantation
site, we have shown that VEGF improves the revascularisation of islets grafts from
morphological and functional point of view thus improving their engraftment and
reducing considerably the number of islet needed to cure diabetes.
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