KLINISCHE INSELZELLTRANSPLANTATION AM
TRANSPLANTATIONSZENTRUM GIEREN

Analyse der 15-Jahresdaten unter besonderer
Beriicksichtigung von Einflussfaktoren

auf das Transplantatiiberleben

ISABEL FELICITAS MARTIN

INAUGURALDISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitdt GieBen

| VB LAUFERSWEILERVERLAG






Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2010

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2010

© 2010 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Klinische Inselzelltransplantation am Transplantationszentrum Giel3en

Analyse der 15-Jahresdaten unter besonderer Beriicksichtigung von

Einflussfaktoren auf das Transplantattiberleben

INAUGURALDISSERTATION

zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von

Isabel Felicitas Martin
aus Lich

Gielen 2009




Aus dem Medizinischen Zentrum fir Innere Medizin
Medizinische Klinik und Poliklinik 11l
Innere Medizin, Endokrinologie und Diabetologie
Direktor: Prof. Dr. med. Reinhard G. Bretzel
des Universitatsklinikums Giel3en und Marburg GmbH
Standort Giel3en

Gutachter: Prof. Dr. med. R. G. Bretzel
Gutachter: Prof. Dr. med. W. Padberg

Tag der Disputation: 04.02.2010




Meinen Eltern in Dankbarkeit gewidmet.




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INhaItSVErzeiChNis ... 4
AbKUrzungsverzeiChnis ... ssmss s s s nes 8
8 T =11 11> 1 01 ' 9
1.1 Die Geschichte des Diabetes Mellitus .........occueeriiiiiiiiiiiiii e, 9
1.2 Definition: Diabetes mellitus .........coovveeeeieeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 10
1.3 Diabetes-Klassifikation ... 13
1.3.1 Diabetes Mellitus TYP 1 ... 13
LI 2 1 PP 15
1.3.3 Diabetes Mellitus TYP 2 ... 16
1.4 EPIdemiolOgie.....ccooiiiiiiiieieeeeeeee e 18
1.5  Nicht-kurative Therapieprinzipien bei Diabetes mellitus Typ 1................... 19
1.6  Ersatz des biologischen Inselzellapparates bei Diabetes mellitus Typ 1.... 20
1.7  Die Geschichte der Transplantation ... 20
1.8  Pankreasorgantransplantation als Therapie-Option fir den Diabetes mellitus
LI/ < 0 22
1.9 Inselzelltransplantation als Therapie-Option flir den Diabetes mellitus Typ 1
................................................................................................................... 24
1.9.1 Kategorien der Inselzelltransplantation..................eueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenns 26
1.9.2 Immunsuppression: GieBen ProtoKoll..........oooiiiieeeee, 27
1.9.3 Grenzen und Herausforderungen der klinischen Inseltransplantation .... 27
1.9.3.1 Spenderorgan-Procurement ... 28
1.9.3.2  INSElISOIAtION ... 28
1.9.3.3 Weitere Einflisse auf das Inselzelltransplantat ...............cccccccoennie 30
1.9.3.4 Bedeutung des HLA-Systems in der klinischen
Inselzelltransplantation ... 31
1.9.3.5 Probleme durch opportunistische Infektionen am Beispiel des
humanen Cytomegalievirus (HCMV) ..., 32
1.9.4 Aktueller Stand der klinischen Inselzelltransplantation ..................cc....... 35
1.9.5 Voraussetzungen flr eine Inselzelltransplantation...................euveeieiinnnns 38
1.10 Ziele der vorliegenden Arbeit ...........eueiiiiiiiiiie e 38
2 Studienkollektiv und Methoden ... a1
2.1 Einschluss- und Drop-Out-Kriterien...........oooiiiiiiiiieeeeee e 41
2.1.1 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im HLA- und CMV-Kollektiv
................................................................................................................ 42
2.1.2 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im IAK-Kollektiv............... 44
2.1.3 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im Langzeit-Kollektiv....... 44
2.2 Herkunft der SpenderinSeln.........c..uueiiiiiii i 45
2.3  Allokation der SpenderinSeln..............ecoiiiii i 46
2.4 Allokation der EMpfanger ... 46
2.5 Methode der Inselisolation ... 47
2.5.2 Inselreinheit (Purifikation) ...........cooviiiiiiiiiiieee 48
2.5.3 INSeIVIabilIt&L .....coveeeeeieiieieeeeeeeeeeeeeeee e 48
2.5.4 Inselaquivalenzzahl (IEQ) .......coueiiiiiiiiiiiiiieee e 48

4/165




Inhaltsverzeichnis

2.5.5 Inselzellvolumen .......coooiiiiiiiiiiieeee 48
2.6 Methode der Inseltransplantation ... 49
2.7  Parameter der Transplantatfunktion..........ccccoooi 50

2.7.1 InSelZellfuNKLON ...ccceeieieeeeeeeeeeeeeeeee e 50

2.7.2 Insulinunabh@ngigKeit ..........cooviiiiiiiiiiiiii 50

2.7.3 Transplantatverlust ....... ... 50
2.8  Untersuchungen im Einjahresverlauf...........cccoo 50

2.8.1 HLA-UNErsUChUNG ... e 50

2.8.1.1 Untersuchtes KOIEKLIV ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeveeeeeeeeees 50
2.8.1.2 Immunsuppressives Protokoll............cceeiiiiiiii 51
2.8.1.3 Inhalte der HLA-UNtersuChuNg ..............uuveeeimeimiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiianees 53
2.8.1.4 Methodik der HLA-BesStimmung..........c.ceeeieeiiiiniiiieieeeee e 53
2.8.1.5 Methodik der Auto-Antikdrper-Bestimmung:.............evvveeiiiiiiiiiinnnnns 53
2.8.2 CMV-UNIErsuChUNG .......uuiiiiiiiiieee e 54
2.8.2.1 Untersuchtes KOIEKLIV ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiveaaeeeeeeees 54
2.8.2.2 Immunsuppressives Protokoll............ccueeiiiiiiiii 54
2.8.2.3 Inhalte der CMV-Untersuchung ........ccccoeerreeeiiiiiiiiiieeee e 54
2.8.2.4 CMV-Nachweis und antivirale Therapie ..........cccccouiiieeeiiiiiiiiiiiieeen. 54
2.8.2.5 Methodik der HCMV-Bestimmung ..........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 55
2.8.3 Untersuchung der Geschlechtsverteilung ..., 56
2.8.3.1 Untersuchtes KOIEKLIV ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeaeeees 56
2.8.3.2 Immunsuppressives Protokoll............cceeeeiiiiii 56
2.8.3.3 Inhalte der Untersuchungen hinsichtlich der Geschlechtsverteilung 56
2.8.4 TAK-UNErSUCNUNG ... e 57
2.8.4.1 Untersuchtes KOIEKLIV ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeveeeeeeeees 57
2.8.4.2 Immunsuppressives Protokoll...........cccueeiiiiiiii 57
2.8.4.3 Inhalte der IAK-Untersuchung ... 57
2.9  Untersuchungen im Langzeitverlauf..........cccoooiiii 58

2.9.1 Untersuchtes KOIEKLIV .......cceeevviiiiieiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58

2.9.2 Immunsuppressives ProtoKoll............oooviiiiiiiiiiiee 58

2.9.3 Inhalte der Untersuchungen im Langzeitverlauf...........c..ccooniiiiinnnnn. 60

2.9.3.1 Methodik: Messung kardialer Surrogatparameter.............c.cccuuueeee. 61

2.9.3.2 Methodik: Messung der Knochendichte..........cooooiiiiiieiiiiiiiiiiiieeee, 62

2.9.3.3 Methodik: Darstellung der Lebermorphologie................euvveeviiinnnnnes 62

2.10 Statistische Methoden............cooooriiiiii e 62

3 ErgebnisSSe.... s 64

3.1 Ergebnisse im GesamtKOIEKLIV ... 64

3.1.1 Demographische Daten: Gesamtkollektiv...........cccouveeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeen. 64
3.1.2 Transplantatiberleben und Insulinunabhangigkeit im Gesamtkollektiv

NACN 12 MONATEN ... 65

3.2 Demographische Daten der Subgruppen ........ccueeeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e 66

3.2.1 Demographische Daten: HLA-Kollektiv (Empfanger):.....cccccovviiiiinnnnnnn. 66

3.2.2 Demographische Daten: HLA-Kollektiv (Spender):.....cccccoviiiiiiiieennnenn. 67

3.2.3 Demographische Daten: CMV-Kollektiv (Empfanger):.......cccccvvveeeeen.n. 67

3.2.4 Demographische Daten: CMV-Kollektiv (Spender):.......cccoooviiiiieeennenn. 68

3.2.5 CMV-Serostatus von Organspendern und Transplantat-Empfangern .... 69

3.2.6 Demographische Daten: |AK-KOIEKLiV.........cooriiiiiiiiieeeeee 69

5/165




Inhaltsverzeichnis

3.2.7 Demographische Daten: Subgruppen SIK und IAK (Empfanger): .......... 69
3.2.8 Demographische Daten: Subgruppen SIK und IAK (Spender) ............... 70
3.2.9 Demographische Daten: Langzeitverlauf (Empfanger) ........ccccceveeeeeeeen. 70
3.2.10 Demographische Daten: Langzeitverlauf (Spender) ..........ccccuveeeeeennn. 71
3.3  Ergebnisse im Einjahresverlauf...........cco 72
3.3.1 Ergebnisse der HLA-Untersuchungen ..., 72
3.3.1.1  Zusammenhang zwischen HLA-Kompatibilitat und
TransplantatfunKktion ... 73
3.3.1.2 Einfluss des HLA-Matchings auf eine CMV- (Re-)Aktivierung ......... 75
3.3.1.3 Einfluss der HLA-Kompatibilitat auf das (Wieder-) Auftreten
diabetesassoziierter Auto-Antikérper (GAD, ICA, IA-2) ................... 76
3.3.1.4 Zusammenhang zwischen dem Auftreten inselassoziierter
Autoantikdrper und der Inseltransplantatfunktion ..o, 80
3.3.2 Ergebnisse der CMV-Untersuchungen ..o 82
3.3.2.1 Einfluss des CMV-Sero-Status von Spender und Empfanger auf eine
CMV-Infektion des EMpPfangers..........ccooiiiiiiiiieeeeeen 83
3.3.2.2 Einfluss einer CMV-Infektion bzw. —reaktivierung nach
Transplantation auf die Transplantatfunktion.............cccccccoiiiiee. 84
3.3.3 Ergebnisse der Untersuchungen hinsichtlich der Geschlechtsverteilung
von Spenderorgan und Transplantatempfanger ..., 87
3.3.3.1 Einfluss der Geschlechtsverteilung von Spenderorgan und
Transplantatempfénger auf die Transplantatfunktion ...................... 87
3.3.4 Ergebnisse im |AK-KOIEKLIV.........ccoeuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 88
3.3.4.1 Cyclosporinspiegel und Transplantatfunktion: gruppenspezifische
Unterschiede zwischen SIK und IAK ..., 88
3.3.4.2 Cyclosporinspiegel und Transplantatfunktion: IAK-Kollektiv............ 90
3.3.4.3 Einfluss der additiven Inselzelltransplantation auf eine
vorausgegangene Nierentransplantation bei IAK-Patienten............ 91
3.4  Ergebnisse im Langzeitverlauf ............cooo e 95
3.4.1 Transplantatiberleben und Insulinunabhangigkeit ..., 95
3.4.2 SubGruppenaNalySEN ........ceeiiiiiiiiiiieie e 97
3.4.2.1 Patientencharakteristika in den Gruppen mit vs. ohne erhaltene
TransplantatfunKktion ... 97
3.4.2.2 Daten zur Stoffwechselfunktion zu den Zeitpunkten to, t1 und t5...... 97
3.4.2.3 Daten zur Stoffwechselfunktion in den Subgruppen............c.c......... 98
3.4.2.4 Hypoglykamiehaufigkeit und Sekundarkomplikationen zu to, t1 und t».
...................................................................................................... 100
3.4.2.5 Vergleich der Gruppen ohne vs. mit erhaltener Transplantatfunktion..
...................................................................................................... 101
3.4.2.6 Knochendichte im Langzeitverlauf...............cccouuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 103
3.4.2.7 Lebermorphologie im Langzeitverlauf..........c.ccccoiiiinie. 106
DiSKUSSION ....ceee s 107
4.1 BINIEIUNG oo 107
4.2  Diskussion der Ergebnisse im Einjahresverlauf ..........cccccoiii 109

4.2.1 Transplantatfunktion und Insulinunabhangigkeit im Gesamtkollektiv.... 109
4.2.2 Zusammenhang zwischen HLA-Kompatibilitdt und Transplantatfunktion ...
.............................................................................................................. 111

6/165




4.2.3 Einfluss des HLA-Matchings auf eine CMV-(Re)-Aktivierung ............... 112
4.2.4 HLA-Kompatibilitat und Auftreten diabetesassoziierter Auto-Antikérper113

4.2.5 Auto-Antikdrper und Inseltransplantatfunktion ..o, 115
4.2.6 Einfluss des CMV-Sero-Status auf CMV-Infektion und Rolle der HLA-
KompPatiDilitat ... 116
4.2.7 Einfluss der Geschlechts von Spenderorgan und Transplantatempfanger
auf die Transplantatfunktion ... 120
4.2.8 Einfluss des Cyclosporinspiegels auf die Transplantatfunktion ............ 120
4.2.9 Einfluss der additiven Inselzelltransplantation bei IAK-Patienten.......... 122
4.3  Diskussion der Daten im Langzeitverlauf ...........ccccooeiiiiiiiiiis 124
4.3.1 Stoffwechselparameter, Hypoglykamierate und diabetesassoziierte
Sekundéarkomplikationen im Gruppenvergleich ...........cccccceeiiiiiiiinnnen. 124
4.3.2 Einfluss der Inselzelltransplantation auf Knochenstoffwechsel und
Lebermorphologie. .. ... 126
4.4  AbschlieBende Beurteilung ..o 129
4.5  Ausblick und Herausforderungen flr die Zukunft ... 130
5  ZusammenfasSSUNQ......cccccccummmmmmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnssnnnnns 134
6 SUMMANY ....oeeeceeeeeeeeeeeeneeeeeneeennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 138
T Literatur...... e 141
8 TabellenverzeiChnis ... e 157
9  AbbildungsverzeiChnis ... s 160
10 Publikationen, Poster und VOrtrage .........cccoovvmmmmmmiinniniisssemmnns s esssssssssnnnns 161
11 Eidesstattliche ErkIArung .........cccooemmmiiiiiniiinssesssssnsssssssssssssss s ssssssssssssssens 163
P 0 T= 1 1= T L1 o 164
13 Lebenslauf ... ———————————————— 165

7/165




Abklrzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

AWMF

BMI
CMV
DSO
HLA
IAK
IAL
ICA
ICT

IDDM
IEQ
IPTR
ITA
ITR
ITx
LADA
MHC
NIDDM
PAK
PCR
PTA
SIK
SPK
Tab.
WHO

Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften

Body Mass Index

Cytomegalievirus

Deutsche Stiftung Organtransplantation

Human Leukocyte Antigene

Insel- nach Nierentransplantation

Insel- nach Lebertransplantation

Inselzellantikdrper

intensivierte konventionelle Insulintherapie nach Basis-
Bolus-Prinzip

insulinabhangiger Diabetes mellitus

Inseldquivalent

Internationales Pankreas-Transplantations-Register
Alleinige Inselzelltransplantation

Internationales Inseltransplantationsregister
Inselzelltransplantation

Latenter autoimmuner Diabetes im Erwachsenenalter
major histocompatibility complex
nicht-insulinabh@ngiger Diabetes mellitus
Pankreas- nach Nierentransplantation
Polymerase-Kettenreaktion

Alleinige Pankreastransplantation

Simultane Insel- und Nierentransplantation
Simultane Pankreas-Nieren-Transplantation
Tabelle

World Health Organisation

8/165




Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Geschichte des Diabetes mellitus

Die Zuckerkrankheit gehdrt zu den altesten uns bekannten Krankheiten. Die ersten
Uberlieferten Hinweise, wie man den UbermaBigen Harnfluss behandeln solle,
stammen aus dem Jahre 1550 vor Christus. Im Jahre 150 nach Christus schildert der
Arzt Aretaios aus Kappadokien den unertraglichen Durst, die groBen Urinmengen
und den Brand in den Eingeweiden, von denen seine Patienten berichteten. Um zu
verdeutlichen, wie schnell die Krankheit den Kérper durchflieBt, gab er ihr den
Namen "Diabetes", was so viel bedeutet wie "ausschreiten, durchgehen". Seine
Prognose war dister: "Langsam ist die Entwicklung der Krankheit, lange britet sie.
Ist der Zustand gereift, so hat der Leidende nicht mehr lange zu leben, denn rasch ist
der Verfall, schnell der Tod." (DEICHGRABER, 1971). Viele von Aretaios'
Arztkollegen versuchten sich in den darauffolgenden Jahrhunderten an der Therapie
des Diabetes, doch der Erfolg blieb aus. Leicht war es dagegen die Diagnose zu
stellen, denn dazu mussten sie lediglich den Urin des Kranken kosten. Erst im 18.
Jahrhundert, nachdem der Chemiker Matthew Dobson der Ursache des sifBen
Geschmacks auf den Grund gegangen war, indem er den Urin von Diabetikern
verdampft und Zucker als Rlckstand erhalten hatte, erhielt die Krankheit von John
Rollo den Namenszusatz "mellitus” - "honigstB". Im 19. Jahrhundert Gberschlugen
sich dann die neuesten Ergebnisse beziiglich der Entstehung des Diabetes. Der
Pathologe Rudolf Virchow vermutete 1854, "dass das Pankreas flr die Leber
gewisse Stoffe prapariere und nicht bloB nach auBen, sondern auch nach innen in
das Blut sezerniere”. Paul Langerhans, ein Doktorand Virchows, beschrieb in seiner
Dissertation 1869 "eigenartige Zellhaufen" in der Bauchspeicheldriise - ohne jedoch
etwas Uber ihre Funktion zu wissen. Mehr als 20 Jahre spéater erhielten die
Langerhansschen Inseln schlieBlich ihren Namen, nachdem der Pathologe Gustave
Languesse den Zusammenhang zwischen Pankreas und Kohlenhydratstoffwechsel
bemerkte. Einen weiteren Meilenstein der Diabetesforschung stellten die
tierexperimentellen Versuche am Hund der beiden Pharmakologen Mering und
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Einleitung

Minkowski im Jahre 1889 dar, die erstmals einen Zusammenhang zwischen
Pankreasfunktion und Diabetes mellitus herstellen konnten. Sie fanden heraus, dass
der Hund nach totaler Pankreatektomie die gleichen Symptome aufwies wie ein
Diabeteskranker und sich diese nach autologer subkutaner Reimplantation des
Pankreasgewebes wieder besserten, allerdings konnten sie damals den daflr
verantwortlichen Stoff nicht identifizieren. Die erste Pankreasfragmenttransplantation
bei einem 15jahrigen Jungen durch Williams und Harsant mit Pankreasgewebe eines
Schafes im Jahre 1893 flihrte zwar zum Rlickgang der Glukosurie, doch verstarb der
Junge kurze Zeit spéater. Auch ein alkoholisches Extrakt aus Kélberpankreas zeigte
beim Menschen nicht den gewtinschten Erfolg. Bis 1920 betrug die durchschnittliche
Uberlebenszeit eines Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 etwa 2 bis 3 Jahre bis
zum Tod im ketoazidotischen Koma. Erst die Entdeckung des Insulins durch die
Kanadier Banting und Best 1921 (bzw. durch Constantin Paulesco (1869-1931),
dessen Publikationen beziglich der Entdeckung des Anti-Diabetes-Hormon erst
Jahre spater richtig interpretiert wurden), brachte den wahren Durchbruch in der
Therapie des Diabetes und ermdglicht seither das Uberleben von Typ1-Diabetikern.

1.2 Definition: Diabetes mellitus

Die  Bezeichnung ,Diabetes mellitus® beschreibt  Veranderungen im
Blutglucosestoffwechsel unterschiedlicher Genese. Mit der Nahrung zugeflihrte
Kohlenhydrate kbnnen aufgrund eines absoluten oder relativen Insulinmangels nicht
oder nicht adaquat verwertet werden, wodurch die Homdostase des
Glucosehaushaltes nicht gewahrleistet werden kann.
1998 erarbeitete die Amerikanische Diabetes-Gesellschaft folgende Diagnose-
Kriterien, nach denen ein Diabetes mellitus vorliegt, wenn eines der Kriterien erflllt
ist:

e Nuchternblutzucker = 7 mmol/l (126 mg/dl)

e Pathologischer Glucosetoleranzest (Blutzucker = 11,2 mmol/l (200 mg/dl) zwei

Stunden nach der Gabe von 75 g Glucose)
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Einleitung

e Blutzucker = 11,2 mmol/l (200 mg/dl) in Verbindung mit einem der klassischen

Symptome eines manifesten Diabetes mellitus, wie Polyurie, Polydipsie,

generalisierter Pruritus, Abgeschlagenheit, Infektanfalligkeit und ggf. starker

ungewollter Gewichtsverlust.

(Quelle: The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 1997)

Die angegebenen Referenzwerte beziehen sich auf die Blutzuckerbestimmung im

Blutplasma, fir andere Materialien wie Kapillarblut, venéses Blut oder Vollblut gelten

andere Grenzwerte. Zur Diagnosestellung herangezogene Werte bedurfen der

Erfassung mittels einer qualitatskontrollierten Labormethode.

Vor allem beim unbehandelten Diabetes mellitus Typ 1 sind die Beschwerden stark

ausgepragt; andere Diabetes mellitus Typen (s.u.)

kénnen dagegen lange Zeit

symptomlos bleiben und erst durch Sekundarkomplikationen auf sich aufmerksam

machen.

Tab. 1: Differentialdiagnostische Kriterien fir Diabetes mellitus Typ 1 und 2 bei

Diagnosestellung

Diabetes mellitus Typ 1

Diabetes mellitus Typ 2

Manifestationsalter

meist Kinder, Jugendliche
und junge Erwachsene

meist mittleres und
héheres
Erwachsenenalter

Auftreten/Beginn

akut bis subakut

meist schleichend

Symptome

h&ufig Polyurie,

haufig keine Beschwerden

Polydipsie,

Gewichtsverlust,

Muidigkeit
Korpergewicht meist normalgewichtig meist Gbergewichtig
Ketoseneigung ausgepragt fehlend oder nur gering

Insulinsekretion

vermindert bis fehlend

subnormal bis hoch,
qualitativimmer gestoért

Insulinresistenz

keine (oder nur gering)

oft ausgepragt

Familidare Haufung

gering

typisch

Kondordanz bei
eineiigen Zwillingen

30 bis 50 %

Uber 50 %

Erbgang

multifaktoriell (polygen)

multifaktoriell (sehr
wahrscheinlich polygen,
genetische Heterogenie
maoglich)
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Einleitung

HLA-Assoziation

vorhanden

nicht vorhanden

Diabetesassoziierte ca. 90-95% bei fehlen
Antikorper Manifestation
(GAD, ICA, IA-2, I1AA)
Stoffwechsel labil stabil

Ansprechen auf beta-
zytotrope Antidiabetika

meist fehlend

zunachst meist gut

Insulintherapie

erforderlich

meist erst sekundéar bei
Sistieren bzw. Regredienz
der Insulinsekretion

(Quelle: AWMF-Leitlinien Diabetes, 2005, modifiziert)

Nach den aktuellen Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen

Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) sollte ein regelméaBiges Screening auf

Diabetes mellitus anhand geeigneter

folgender Risikofaktoren erfolgen:

Untersuchungsverfahren bei

Vorliegen

o Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 bei erstgradig Verwandten

« Ubergewicht und kdrperliche Inaktivitat

» arterieller Hypertonie (Blutdruck > 140/90 mmHg)

» Dyslipoproteindmie mit HDL-Cholesterin < 35 mg/dl (0,9 mmol/l) und / oder
Triglyzeride > 250 mg/dl (2,85 mmol/l)
» nach Gestationsdiabetes oder nach Geburt eines Kindes mit Geburtsgewicht >

4000 g

« friherer Nachweis einer gestérten Glukosetoleranz (IGT) oder einer abnormen
NUchternglukose (IFG)
o makrovaskulare Erkrankungen

e Albuminurie
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1.3 Diabetes-Klassifikation

Bis 1998 unterschied man hinsichtlich der Notwendigkeit einer Diabetestherapie in
NIDDM (nicht-insulinabhangiger Diabetes mellitus) und IDDM (insulinabhangiger
Diabetes mellitus) (WHO 1980). Aufgrund der darin liegenden Unscharfe ist diese
Terminologie inzwischen veraltet. Heute sprechen wir von Diabetes mellitus Typ 1,
Typ 2, Typ 3 und Typ 4 sowie diversen Subtypen.

Tab. 2: Ubersicht der Diabetestypen

Typ Ursache

1 Absoluter Insulinmangel durch autoimmunologische
Zerstérung des Inselzellapparates

2 Insulinresistenz, relativer Insulinmangel

3 Genetische Defekte der Betazelle (z.B. MODY-Formen)

Genetische Defekte der Insulinsekretion / -wirkung

Erkrankung oder Zerstérung des Pankreas (z.B.
Pankreatitis, zyst. Fibrose)

D | Endokrinopathien (z.B. Akromegalie, Cushing-Syndrom)

O\l >

E | Medikamentds / chemisch induziert (z.B.
Glukokortikoide, Alpha-Interferon)

F | Infektionen

G| Seltene Formen eines autoimmunvermittelten Diabetes

H|Andere genetische Syndrome, die mit Diabetes

assoziiert sind
4 Gestationsdiabetes

1.3.1 Diabetes mellitus Typ 1

Beim Diabetes mellitus Typ 1 handelt es sich um einen Autoimmunprozess, der zu
einer zundchst protrahierten, letzlich  unwiderruflichen  Zerstérung der
insulinproduzierenden Beta-Zellen des Pankreas (EISENBARTH, 1986) flhrt. Der
Erkrankungsbeginn liegt meist bereits im Kindes- oder Jugendalter (BRETZEL, 1988;
FEDERLIN, 1985; ZIEGLER et al., 1990), als erstes klinisches Zeichen kommt es
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haufig zur Ketoazidose, wodurch die fehlende Betazellreserve sichtbar wird
(KOMULAINEN et al., 1996).

Es kommt zur Infiltration der Langerhansschen Inselzelle mit mononuklearen Zellen
im Sinne einer Insulitis (FOULIS et al., 1986) und zur Inflammationsreaktion mit
konsekutiver Zellzerstérung (CAMPBELL und HARRISON, 1990; JANSEN, 1977).
Bei der fir die Inselzelldestruktion pathogenetisch bedeutsamen zellularen Immunitat
spielen autoreaktive T-Zellen eine wesentliche Rolle, da sie gegen Epitope
kérpereigener Antigene der Inselzellen, wie z.B. Insulin und Glutamatdecarboxylase
gerichtet sind (ROEP, 1996). Normalerweise werden die autoreaktiven T-
Lymphozyten von T-Suppressorzellen unterdriickt. Bei gestdrter Suppressorfunktion
kénnte eine unkontrollierte Expansion autoreaktiver T-Zellen eine unspezifische
Entzindungsreaktion, unter anderem gegen die kérpereigenen pankreatischen Beta-
Zellen gerichtet, auslésen und damit die Beta-Zelle zerstéren (RABINOVITCH und
SKYLER, 1998). Der Antigenprasentation, die durch antigenprasentierende Zellen,
z.B. Makrophagen, zusammen mit MHC (major histocompatibility complex) —
Molekilen der Klasse Il vermittelt wird, kommt hierbei eine entscheidende
pathogenetische Bedeutung zu. Gestlitzt wird die These der gestorten
Antigenprasentation dadurch, dass fir bestimmte Nucleotidsequenzen der MHC-
Klasse-Il kodierenden Gene eine erhdhte Diathese fur Autoimmunerkrankungen
gezeigt werden konnte (TODD et al., 1990). Anhand einer Uberexpression von MHC-
I-Molekulen lasst sich die Entziindung der Inselzellen detektieren.

Risikofaktoren zur Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1 sind: erstgradige
Verwandtschaft mit einem Diabetiker (ACHENBACH et al., 2005; MILLWARD und
PYKE, 1986), Nachweis der HLA-Antigene HLA-DR3 und HLA-DR4 (ZIEGLER et al.,
1989) sowie des Antikdrpers |1A-2beta (ACHENBACH et al, 2008) sowie bestimmte
Erndhrungs- und Umweltfaktoren (ZIEGLER et al, 2003; KARJALAINEN et al., 1992;
DAHLQUIST et al., 1991).

Bei etwa 90-95% der Typ-1-Diabetiker lasst sich eine gestdérte humorale Immunitat
anhand des Auftretens diabetesassoziierter  Antikérper  (Insulinrezeptor-
autoantikdérper, Insulinautoantikérper (lAA), Inselzellantikbrper (ICA) mit ihren
Subgruppen  Glutamatdecarboxylase-spezifische  Antikérper (GAD-65) und

Tyrosinphosphatase-spezifische Antikdérper (IA2)) nachweisen, die inzwischen als
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wichtige Diagnosekriterien fir das Autoimmungeschehen etabliert sind (LESLIE et
al., 1999, ROLL und ZIEGLER, 1997).

Des Weiteren existiert eine Unterscheidung des Diabetes mellitus Typ 1 in Typ 1a
und Typ 1b. Typ 1a bezeichnet eine autoimmunologisch bedingte Destruktion der
Beta-Zellen, Typ 1b ist gekennzeichnet durch eine idiopathische Zerstérung
insulinproduzierender Zellen. Beide Formen sind gleichermaBen durch einen
absoluten Insulinmangel gekennzeichnet. Diese Unterscheidung ist jedoch nur
theoretischer Natur, kénnte doch dem Typ 1b letztlich auch eine autoimmun
getriggerte Zerstérung zugrunde liegen, wobei im Screening zu diesem Zeitpunkt
kein Nachweis von entsprechenden Antikdrpern gefihrt werden kann.

Nachdem in 2002 die Visualisierung von Beta-Zell-infiltrierenden Lymphozyten
mittels Magnetresonanztomographie im Maus-Modell gelungen ist (MOORE et al,
2002) bleibt zu hoffen, dass hierdurch kinftig eine frihere Diagnostik mdglich sein

wird, quasi im pradiabetischen Stadium.

1.3.2 LADA

Eine Sonderform des Diabetes mellitus Typ 1 ist der latente autoimmune Diabetes im
Erwachsenenalter (LADA), der mit einem langsamen Verlust der Betazellfunktion
verbunden ist. Ein rasches Versagen der Therapie mit oralen Antidiabetika sowie das
Auftreten diabetesassoziierter Antikdrper sind typisch (ZIEGLER et al., 1998).
Studiendaten lassen annehmen, dass bis zu 15% der vermeintlichen Typ-2-
Diabetiker als LADA entlarvt wirden, wirde man bei samtlichen Patienten die
inselassoziierten Antikérper bestimmen ( TIBERTI et al, 2008).

Dass beim latenten autoimmunen Diabetes im Erwachsenenalter genetische
Merkmale sowohl des Diabetes mellitus Typ 1 als auch des Typ 2 zu finden sind,
kann eine Erklarung daflir sein, dass sich auch phanotypisch ein Mischbild der
beiden Erkrankungen findet (CERVIN et al., 2008).
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1.3.3 Diabetes mellitus Typ 2

Das pathophysiologische Korrelat des Diabetes mellitus Typ 2, der sich meist im
mittleren  Erwachsenenalter manifestiert, ist zum einen eine periphere
Insulinresistenz als Folge einer Uberernahrung mit konsekutiver Hyperinsulindmie
der insulinabhangigen Organe wie Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe und
reicht vom Vorwiegen der Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis zu einem
Vorwiegen des Sekretionsdefizits der Betazelle mit Insulinresistenz, zum anderen
finden sich genetische Defekte der Insulinwirkung und der Insulinsekretion in
Verbindung mit erworbenen Umweltfaktoren. Bei unzureichender Therapie des
Diabetes mellitus Typ 2 kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer Erschépfung
der pankreatischen Beta-Zelle, was nachfolgend die Eskalation der Therapie bis hin
zur exogenen Insulinsubstitution erforderlich macht (UKPDS, 1994).

Als pathophysiologische Faktoren der Insulinresistenz werden u.a. ein vererbbarer
Defekt der Insulin-Rezeptorfunktion (SHIMADA et al, 1990) sowie unterschiedliche
Genmutationen (MOLLER et al, 1996) diskutiert. In den letzten Jahren ist
zunehmend die Rolle des Fettgewebes als aktives endokrines Organ erkannt
worden. Substanzen aus Fettzellen wie Resistin und TNF-alpha werden neben den
beim Ubergewicht chronisch erhdhten freien Fettsduren und dem lokalen
Glukokortikoidmetabolismus als Ausléser sowohl der Insulinresistenz als auch einer
Insulinsekretionsstérung diskutiert (OHMURA et al, 2007; MOJIMINIYI et al, 2007;
CAVAGHAN et al, 2000), wogegen hohe Adinopectin-Spiegel mit einem niedrigen
Diabetes-Risiko vergesellschaftet sind (SPRANGER et al, 2003).

Nachfolgende Abbildung stellt die Rolle der Inflammation bei der Entwicklung der
peripheren Insulinresistenz  vereinfacht dar. Adipdéses Gewebe wird von
Makrophagen infiltriert und UObernimmt zum Teil die Produktion von

inflammatorischen Zytokinen.
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Macrophage — Adipocyte

FABPs:ap2,mal

}

Nuclear hormone receptors:
LXR, PPARs

}

Cytokines: TNF-aq, IL-6

Inflammatory

response
P Metabolic

response

Abbildung 1: Rolle der Inflammation bei Entwicklung peripherer Insulinresistenz

Zunehmend wird der gestdrten Betazellsekretion die wesentliche Rolle bei der
Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 beigemessen (FUKUDA-AKITA et al., 2008).
Die gestOrte Betazellfunktion wiederum ist mit dem Auftreten bestimmter genetischer
Merkmale, z.B. dem Pro21Ala-Polymorphismus im PPARy2-Gen und
Polymorphismen im TCF7L2-Gen sowie Gen-Umweltinteraktionen assoziiert
(SANGHERA et al., 2008; PASCOE et al., 2007; HANSEN et al., 2005; STUMVOLL
et al., 2002; O'RAHILLY et al, 2000)

Haufig tritt der Diabetes mellitus Typ 2 im Rahmen eines metabolischen Syndroms
auf, dessen Entwicklung in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat
(ELABBASSI et al., 2005).

Die umgangssprachliche noch verwendete, jedoch inzwischen veraltete Bezeichnung
LAltersdiabetes* fir den Diabetes mellitus Typ 2 lasst erkennen, dass in der
Vergangenheit mehrheitlich Personen im Erwachsenenalter von dieser Form
betroffen waren. In den letzten Jahren wird Diabetes mellitus Typ 2 jedoch immer
haufiger bei Kindern und Jugendlichen diagnostiziert als Folge der Uberernhrung
und des damit verbundenen metabolischen Syndroms (CALI et al, 2008;
MORRISON et al., 2008; DE FERRANTI et al, 2007).
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1.4 Epidemiologie

Weltweit nimmt die H&ufigkeit der an Diabetes mellitus erkrankten Patienten
kontinuierlich zu.

Laut WHO und Deutscher Diabetesgesellschaft gibt es zurzeit weltweit mehr als 194
Millionen Menschen mit Diabetes mellitus, das sind 5,1 Prozent der erwachsenen
Bevdlkerung. Zwei Drittel davon leben in Entwicklungslandern. Die aktuellen
Schatzungen fir Deutschland belaufen sich auf ca. 6,4 Millionen Menschen mit
behandeltem Diabetes mellitus, das sind etwa 7,6 Prozent der deutschen
Bevdlkerung (HAUNER et al., 2007). Im Vergleich zu den Daten aus 1988 ist es
damit zu einem Anstieg der Erkrankungsrate um 54 Prozent gekommen (HAUNER et
al., 2003)

Vor allem die Zahl der Typ-2-Diabetiker nimmt drastisch zu, zum einen durch den
massiven Anstieg der Ubergewichtigen Menschen, zum anderen durch die hdhere
Lebenserwartung und die friihere Diagnosestellung (SCHERBAUM et al., 2005).

Die Deutsche-Diabetes-Union schatzt, dass in Deutschland bis 2010 10 Millionen
Diabetiker diagnostiziert sein werden (Deutscher Gesundheitsbericht. Diabetes 2006.
Kirchheim-Verlag.)

Etwa die Halfte der Patienten nimmt orale Antidiabetika ein, ein Viertel ist
insulinpflichtig. Schatzungsweise leiden 5-8% aller Diabetespatienten in Deutschland
an einem Diabetes mellitus Typ 1. Bei weiteren 5-15%, die aufgrund der Entwicklung
des Diabetes im mittleren und héheren Lebensalter dem Diabetes mellitus Typ 2
zugeordnet werden, ist vermutlich vom Vorliegen eines LADA auszugehen (NAIK et
al., 2003; HAUNER, 1998; JANKA et al., 2002). In einer teils populationsbasierten
internationalen Studie wurden bei 3 bis 50% der als Typ 2 diagnostizierten
erwachsenen Diabetiker Antikdrper gegen Glutamat-Decarboxylase gefunden
(LANDIN-OLSSON, 2002; POZZILLI et al., 2001).

Vergleiche mit anderen europaischen Studien haben gezeigt, dass die Haufigkeit des
Typ 2 Diabetes in der alteren Bevélkerung in Deutschland zu den héchsten in Europa
zahlt (RATHMANN et al., 2003).

Bis 2030 ist mit einem Anstieg der weltweiten Diabetes-Falle auf 366 Millionen zu
rechnen (Pravalenz 4,4%) (WILD et al., 2004).
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1.5 Nicht-kurative Therapieprinzipien bei Diabetes mellitus Typ 1

Beim Diabetes mellitus Typ 1 ist die subkutane Insulintherapie zur Behandlung der
Hyperglykdmie unverzichtbar. Nach Einfihrung der Insulintherapie konnte die akute
Letalitdt des ketoazidotischen Komas auf unter 1% gesenkt werden (BRETZEL,
1986). Heutzutage stellt die intensivierte Insulintherapie (ICT) nach dem Basis-Bolus-
Prinzip in Verbindung mit einer strukturierten Schulung und kontinuierlicher
diabetologischer Begleitung die Methode der Wahl dar. Eine Sonderform der
intensivierten Insulintherapie steht in Form der Insulinpumpentherapie zur Verfligung.
Trotz der differenzierten Therapiemdéglichkeiten bleibt ein wesentliches Problem:
Diabetes-assoziierte Sekundarkomplikationen wie Neuropathie und Mikro- und
Makroangiopathie kénnen selbst durch ein optimiertes Insulinmanagement mit dem
Ziel einer normnahen Blutzuckerregulation nur signifikant verzdgert, jedoch nicht
ganzlich verhindert werden. In der EURODIAB IDDM Complications Study lag die
Pravalenz einer koronaren Herzerkrankung bei Typ 1 Diabetikern bei 9% fir Manner
und 10% fir Frauen (KOIVISTO et al.,, 1996). 30-40% der Patienten mit Typ 1
Diabetes mellitus leiden an einer Mikroalbuminurie (HARVEY et al, 2001), von denen
wiederum bis zu 80% nach 10-15 Jahren eine Makroalbuminurie (> 300mg/dl/24h)
entwickeln. 49% aller Patienten mit dialysepflichtiger Niereninsuffizienz sind
Diabetiker (SCHWENGER et al., 2003).

In der 1993 verdffentlichen prospektiven Multicenterstudie DCCT konnte gezeigt
werden, dass der HbA1c in der ICT-Gruppe zwar signifikant gesenkt werden konnte,
allerdings kam es zu einem gehauften Auftreten von ernsten Hypoglykamien (DCCT,
1993). Dies ist insbesondere in Hinblick auf die mit der Diabetes-Dauer zunehmende
Entwicklung einer Hypoglykamiewahrnehmungsstérung bedeutsam (MEYER et al.,
1998), erschwert durch eine haufig damit korrelierende autonome Neuropathie.
Durch den Einsatz von seit 1996 verfligbaren Insulinanaloga konnte die
postprandiale Synchronisation von Glucoseausschittung und Insulinanflutung zwar
deutlich verbessert werden (BOLLI 2006; SKRHA et al., 2002), allerdings stellen
schwere Hypoglykdmien weiterhin eine gefirchtete Komplikation der Insulintherapie
dar (CHASE et al, 2001). Zudem zeigte die DCCT, dass manifeste
Spatkomplikationen des Diabetes mellitus Typ 1 nicht reversibel waren.
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1.6 Ersatz des biologischen Inselzellapparates bei Diabetes mellitus Typ 1

Es steht auBer Frage, dass eine normoglykdmische Stoffwechsellage mit einem
HbA1c unter 6,0% ohne gleichzeitig erhdhtes Risiko vermehrter hypoglykdmischer
Entgleisungen gegenwartig nur durch den biologischen Ersatz des Inselzellapparates
moglich ist, wie Teilergebnisse der ACCORD-Studie (Action to Control Cardiovascular
Risk in Diabetes) - allerdings bei Patienten mit Typ-2-Diabetes - bestatigt haben. In
der Gruppe mit intensiver antiglykdmischer Therapie (Ziel-HbA1c unter 6,0%) wurde
eine Zunahme der Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe verzeichnet (ACCORD-
Study-Group, GERSTEIN et al, 2008).

Eine artefizielle Nachahmung der als kontinuierliche Glukosemessfuhler,
Insulinproduzenten sowie Insulinsezernierer fungierenden pankreatischen Beta-
Zellen ist bislang trotz intensiver Forschungsbemihungen nicht méglich.

Der Ersatz des Inselzellapparates kann entweder durch Transplantation eines
kompletten Pankreas bzw. Pankreassegmentes mit exokrinen und endokrinen Zellen
(SUTHERLAND, 1993) oder aber durch Transplantation isolierter endokriner
Zellverbande (FEDERLIN et al, 1992; MOREL, 1991), die aus einem oder mehreren

Spenderpankreata gewonnen werden, erreicht werden.

1.7 Die Geschichte der Transplantation

Die altesten uns bekannten Berichte lber Transplantationen entstammen dem Reich
der Sagen und Legenden, als Beispiele seien der griechische Minotaurus mit dem
Kopf eines Ochsen oder der agyptische Gott Horus als Mensch mit einem Falkenkopf
genannt. Cosmas und Damian, die Schutzpatronen der Arzte und Chirurgen,
ersetzten laut der Legende einem glaubigen Christen sein krebszerstértes Bein
durch Transplantation des Unterschenkels eines schwarzhautigen Athiopiers.

Im 18. Jahrhundert begannen Naturwissenschaftler — insbesondere Physiker,
Zoologen und Chemiker — und gelegentlich auch Arzte und Ménche mit
Tierexperimenten zur Transplantation. Einer der Pioniere war der franzdsische

Physiologe Henri-Louis Duhamel, der den Sporn eines Hahnes vom FuB auf den
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Kopf transplantierte — sowohl auf das gleiche Tier als auch auf Artgenossen. Die
transplantierten Sporne erreichten auf dem Kopf Uberdimensionale GréBen.

Erste Erfolge am Menschen stellten sich im 19. Jahrhundert durch die Entwicklung
kiinstlicher Blutersatzlésungen (LOCKE und RINGER, 1890/1895) sowie durch
Fortschritte in der Anasthesie und Aseptik ein.

Der Wiener Chirurg Emerich Ullmann transplantierte 1902 eine Niere vom Schwein in
die Ellenbeuge einer uramischen Patientin. Technische Probleme flhrten zum
Scheitern des Experimentes.

Alexis Carrel, der in Lyon, Chicago sowie am Rockefeller-Institut in New York
arbeitete, entwickelte neue Operationstechniken wie die en-bloc-Transplantation,
wusch die Nieren vor der Transplantation mit der neuen Locke-Lésung und flhrte
nach der Transplantation histologische Untersuchungen durch. Mehr und mehr
kristallierte sich heraus, dass nur autologe Transplantate mehrere Jahre Uberleben
konnten.

J.B. Murphy aus New York konnte bereits zwischen 1912 und 1914 die Rolle der
Lymphozyten an der AbstoBung von transplantiertem Fremdgewebe zeigen. Er fand
heraus, dass es Mdglichkeiten gab, das lymphatische Gewebe z.B. durch
Réntgenstrahlung zu schwéachen. Erst in den 40er Jahren wurden diese Arbeiten
wieder aufgegriffen und weiter entwickelt. Der Genetiker George Snell aus Maine
fuhrte 1948 den Terminus der Histokompatibilitdtsgene bei Mausen ein. Jean
Dausset erhielt 1980 den Nobelpreis fir die Entdeckung des analogen Komplexes
beim Menschen 1952.

Auf der Basis dieser Ergebnisse stellten sich Anfang der 60er Jahre erste Erfolge bei
der Transplantation von Gewebe auf nicht verwandte Empfanger ein durch die
Verwendung von Ganzkérperbestrahlung und Milzbestrahlung sowie durch
postoperative Kortisongabe zur Prophylaxe einer Nebenniereninsuffizienz.

Die durch die Bestrahlung auftretende Knochenmarkaplasie verhinderte allerdings
langerfristige Erfolge, so dass zusatzlich 6-Mercaptopurin verabreicht wurde. Roy
Calne machte 1960 die ersten Versuche mit Azathioprin, welches wesentlich besser
zu handhaben war. 1962 Uberlebte erstmals ein Patient 21 Monate lediglich mit
medikamentdser Immunsuppression. STARZL et al. gelang 1967 eine weitere

Verbesserung der immunsuppressiven Therapie durch den klinischen Einsatz von
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Anti-Lymphozytenglobulin. Als relativ unspezifische, polyklonale Antikérper gegen
lymphozytare Antigene, welche aus Pferden oder Kaninchen durch Injektion
humaner Lymphozyten gewonnen werden, reagieren sie unmitteloar nach
intravendser Applikation mit allen Lymphozyten. Innerhalb von Minuten werden so
vor allem die reifen T-Zellen aus der Zirkulation entfernt, wodurch sich besonders
akute AbstoBungsreaktionen wirksam bekampfen lassen (PADBERG et al., 1987).
Einen weiteren Durchbruch erfuhr die Transplantation durch die Entdeckung von
Cyclosporin. 1970 wurden in Norwegen Bodenproben entnommen und die isolierten
Mikroorganismen isoliert mit dem Ziel, neue Antibiotika zu entdecken. Der Stamm
Tolypocladium inflatum Gams produzierte verschiedene zyklische Polypeptide, wobei
der Metabolit Cyclosporin A zwar nur schwache antimykotische Eigenschaften
zeigte, allerdings eine selektive, gegentber anderen Zellen ca. 300mal starkere
Inhibition von Lymphozytenkulturen (J.F. BOREL und H. STAHELIN, 1976). Durch
die Wirkung auf T-Helferzellen, die fehlende myelotoxische Wirkung, die Wirkung
sowohl auf zellulare als auch humorale Immunabwehr sowie die Mdglichkeit der
Blutspiegelbestimmung  konnten  endlich  deutliche  Verbesserungen  der
Transplantationsergebnisse erreicht werden.

1.8 Pankreasorgantransplantation als Therapie-Option fiir den Diabetes mellitus
Typ1

In den 1960er Jahren fanden an der University of Minnesota in Minneapolis durch
Lillehei und seinen Nachfolger Sutherland die wesentlichen Entwicklungen der
Pankreastransplantation statt. Nachdem Lillehei die Duodenum-Pankreas-
Transplantation entwickelt hatte, transplantierte er zusammen mit Kelly die erste
vaskularisierte Bauchspeicheldriise bei einer 28-jahrigen Diabetikerin (KELLY et al,
1967). Zuvor wurde eine Bestrahlung des Organs vorgenommen, um die exokrine
Funktion zu eliminieren. Das Organ funktionierte Gber 2 Monate.

Wie dem aktuellen Jahresbericht des Internationalen Pankreas-Transplantations-
Registers (IPTR) der Universitat von Minnesota zu entnehmen ist, sind bis 2004
weltweit 23043 Pankreastransplantationen durchgefiihrt worden, etwa 75 Prozent
davon in den Vereinigten Staaten von Amerika (GRUESSNER et al., 2005).
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Schatzungsweise erhdht sich die Zahl um etwa 10%, die nicht dem Register
gemeldet wurden.

Bei der Pankreastransplantation werden folgende Kategorien unterschieden:

1. Simultane Pankreas-Nieren-Transplantation (SPK)

2. Pankreas-nach-Nierentransplantation (PAK)

3. Alleinige Pankreastransplantation (PTA)

Die simultane Pankreas-Nieren-Transplantation findet am haufigsten Anwendung, da
das funktionierende Pankreastransplantat die Stoffwechselleistungen verbessert und
damit diabetische Folgerkrankungen wie Neuropathie, Retinopathie, Angiopathie und
Nephropathie positiv beeinflusst (BIESENBACH et al., 2005). Dies fuhrt letztendlich
auch zu einer verbesserten Uberlebensrate der transplantierten Niere sowie einer
signifikanten Reduktion der Mortalitat (DIETERLE et al., 2006; OJO et al., 2001;
REDDY et al., 2003).

Die Allokation erfolgt HLA-kompatibel sowie in Abhangigkeit der Wartezeit. Die
frihpostoperativen Ergebnisse der Pankreastransplantation werden im Wesentlichen
bestimmt von der Qualitdt der Spenderorgane (Ischamiezeit, Alter und Dauer der
Intensivtherapie des Spenders, Organpraservierung), typischen Risikofaktoren und
vorbestehenden Problemen des Empfangers (z. B. zerebrale Arteriosklerose,
koronare Herzerkrankung etc.) sowie der gewebsschonenden chirurgischen Technik
bei der Spenderoperation und der Transplantation (SUTHERLAND et al., 2004;
HERING et al., 2002).

Die Daten des IPTR zugrunde legend Uberleben im ersten Jahr nach Transplantation
in der Gruppe SPK 85 bis 87 Prozent der Pankreastransplantate bei Insulinfreiheit
des Transplantatempfangers. In den Gruppen PAK und PTA finden sich &hnliche
Ergebnisse flr das Ein-Jahres-Transplantatiberleben: 78 bis 85 Prozent bzw. 76
Prozent. Drei Jahre nach Transplantation sind in allen Kategorien noch etwa 62
Prozent der Patienten insulinfrei (IPTR, 2004).
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Tab. 3: 1-Jahres Patientenliberleben und Transplantatfunktion

SPK PAK PTA

USA andere |USA andere |USA andere
Haufigkeit
(2000-2004) [%] 71 91 21 4 8 5
Patiententiberleben
(2000-2004) [%] 95 94 95 96 98 99
Uberlebensraten der
Nieren (2000-2004) [%] 89 92

Uberlebensraten des
Pankreas (2000-2004)
(%] 85 87 78 85 76 76

(Quelle: IPTR-Daten, 2004)

1.9 Inselzelltransplantation als Therapie-Option flir den Diabetes mellitus Typ 1

Im Jahre 1972, nachdem es gelungen war, insulinproduzierende Langerhanssche
Inselzellen zu isolieren, fanden durch W.F. Ballinger und P.E. Lacy sowie gleichzeitig
durch den Ulmer Forscher Konrad Federlin die ersten erfolgreichen experimentellen
Inseltransplantationen bei diabetischen Ratten statt.

Mit der ersten allogenen intraportalen Transplantation Langerhansscher Inselzellen
im Jahr 1992 am GieBener Transplantationszentrum wurde die Kklinische
Inselzelltransplantation als kuratives Therapieprinzip des Diabetes mellitus Typ 1
erstmals in Deutschland etabliert (BRETZEL et al., 1995).

Hierbei wird lediglich der endokrine Anteil des Pankreas (dieser entspricht etwa 1%
der Gesamtorganmasse (CARROLL, 1992)) in einem aufwandigen Verfahren isoliert,
gereinigt und nach CT- oder ultraschallgesteuerter perkutan-transhepatischer
Punktion unter Lokalanasthesie sowie allenfalls leichter Sedierung in die Vena portae
infundiert (s.u.).

Der Erfolg der Inselzelltransplantation wird anhand der C-Peptid-Spiegel und der
Reduktion des Insulinbedarfs gemessen. Zahlreiche Studien belegen, dass das C-
Peptid den besten Marker fir die Beta-Zell-Funktion darstellt (ADA, 2001). Nach
Alejandro et al. (1997) kann bereits ein niedrig-stabiler C-Peptid-Wert den

Glucosestoffwechsel maBgeblich verbessern.
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Ein Vorteil der Inseltransplantation gegenlber der Transplantation einer kompletten
Bauchspeicheldrise  wird in der Tatsache gesehen, dass Post-
Transplantationskomplikationen vor allem durch den exokrinen Anteil des Pankreas
vermittelt werden (BRETZEL et al., 1986). Der operative Aufwand sowie das Risiko
von Operationskomplikationen sind bei der Pankreastransplantation zudem
betrachtlich héher als bei der Inselzelltransplantation. Intraabdominelle Blutungen,
Anastomoseninsuffizienzen, Pankreasfisteln und —pseudozysten, Infektionen und
GefaBthrombosen, ggf. mit der Folge einer Re-Laparotomie, sind nur einige mégliche
Komplikationen (SOLLINGER et al., 1998). Nennenswert ist zudem die Entwicklung
einer Transplantationspankreatitis nach Transplantation eines kompletten Organs,
die in vorUbergehender und milder Form bei nahezu allen Patienten auftritt
(LABRUZZO et al., 2006). Bei rund zehn bis 15 Prozent der Betroffenen kommt es
jedoch zu schwereren, langer anhaltenden oder wiederholten Entziindungen, die
zum Teil auch zum Funktionsverlust fihren kénnen.

Im Gegensatz zur Pankreastransplantation stellt die Implantation von Inselzellen in
die Portalvene einen weitaus kleineren und komplikationsarmeren Eingriff dar.
Blutungskomplikationen oder z.B. Pfortaderthrombosen nach portalvenéser Punktion
und Infusion der Inselmasse sind selten (BUCHER et al., 2004). Weitere Optionen
bei der Transplantation pankreatischer Inselzellen bestehen in der Mdglichkeit, die
Immunogenitat und Antigenitat der Inselzellen vor der Transplantation in vitro zu
verandern, eine Verkapselung der Inselzellen durchzufihren, die Zellen an
immunologisch gunstige Orte zu transplantieren sowie in der Mdglichkeit zur
Kryopreservation (INOUE et al., 2000).

Zudem ist die Zukunft verheiBungsvoll: Sollten Strategien wie die
Xenotransplantation oder die Stammzelltherapie mit der Méglichkeit der
Differenzierung von Vorlauferzellen in insulinproduzierende Betazellen Einzug in den
klinischen Alltag halten, wirde dies einen unendlichen Pool an Spenderzellen

bedeuten.
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1.9.1 Kategorien der Inselzelltransplantation

Man unterscheidet grundsétzlich drei Kategorien der Inseltransplantation:

1.

SIK (= Simultaneous Islet-Kidney-Transplantation): Simultan bis wenige Tage
nach erfolgter Nierentransplantation erhélt der Organempfanger die isolierten
Inselzellen des Spenders, von dem auch die Niere stammt. Fir diese
Kategorie kommen terminal niereninsuffiziente Typ-1-Diabetiker in Frage. Bei
Bedarf kann der Organempfanger ggf. auch Inselzellen von mehreren
Spenderorganen erhalten.

. IAK (= Islet after Kidney Transplantation): Ehemals dialysepflichtige Typ-1-

Diabetiker, die bereits eine Spenderniere erhalten haben und eine
ausreichende Kreatinin-Clearance aufweisen (>45ml/min), erhalten friihestens
6 Monate nach etablierter Nierentransplantation isolierte Inselzellen eines
oder mehrerer Spenderpankreata.

ITA (= Islet Transplantation Alone): Eine alleinige Inseltransplantation wird bei
Typ-1-Diabetikern durchgefthrt, die an haufigen schweren Hypoglykdmien bei
gleichzeitiger Hypoglykdmiewahrnehmungsstérung leiden (BRENDEL et al.,
2001; SHAPIRO et al, 2000). Hierbei stellen vorbestehende typische
diabetesassoziierte Folgeschaden wie Retinopathie, Nephropathie oder
Neuropathie keine zwingenden Voraussetzungen flr die Transplantation dar.

In Einzelfallen sind die Patienten nicht einer der o.g. Kategorien zuzuordnen. So

wurden am Transplantationszentrum in GieBen Inselzellen in einen Patienten

transplantiert, der vorher ein Lebertransplantat (IAL) erhalten hatte.
Die Allokation der Spenderorgane erfolgt Uber EUROTRANSPLANT (Leiden,
Niederlande), mit den Mitgliedsstaaten Benelux, Deutschland, Osterreich und

Slowenien in Zusammenarbeit mit der Deutschen Stiftung Organtransplantation
(DSO).
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1.9.2 Immunsuppression: GieBen Protokoll

Tab. 4: GieBen-Protokoll (Ursprungs-Protokoll)
¢ Inselpraparation: Endotoxinfreie Reagenzien

e Pra Transplantationem: Immunsupression mit ATG/ALG 5mg/kgKG,
-3d bis +10d
e Peri Transplantationem: Parenterale Ernahrung, Infektprophylaxe
(Gammaglobuline; Acyclovir; Vancomycin/Zienam)
e Post Transplantationem: Immunsupression:
Prednisolon
Cyclosporin A (300-400ng/ml als Zielwert)
Azathioprin (75-100mg) oder
Mycophenolat-Mofetil (2x1g/d)
Diabetestherapie:
Insulin intravends
Adjuvanstherapie:
Nikotinamid (2x1g/d)
Verapamil (3x80mg/d)
Pentoxifyllin (2x400mg/d)
Antioxidantien: B-Carotene 2x150001U/d,
Vitamin C 1000mg/d, Vitamin E 4001U/d
(HERING et al., 1994; WEIMAR et al., 1999)

1.9.3 Grenzen und Herausforderungen der klinischen Inseltransplantation

Bisher konnte die Kklinische Inseltransplantation den Erwartungen aus den
tierexperimentellen Untersuchungen nur teilweise gerecht werden.
Neben dem primaren Mangel an Spenderorganen gibt es eine ganze Reihe

mdglicher Ursachen, die hier nur auszugsweise besprochen werden sollen:
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1.9.3.1 Spenderorgan-Procurement

Schlechte Entnahmequalitdt mit zu langer sekundarer warmer und/oder kalter
Ischamiezeit des Spenderorgans sowie Probleme bei Lagerung und Transport,
Dauer der Intensivzeit sowie Dauer des Hirntodes bis zur Organentnahme
beeinflussen die Organqualitat (LAKEY et al. 1994, 2002; MURUVE et al, 2001) und
fihren zur Aktivierung inflammatorischer Prozesse (PRATSCHKE et al, 1999).
Todesursache, BMI und Alter des Spenders (BRANDHORST H. et al., 1995;
BRANDHORST D. et al., 1994) sowie Vorerkankungen des Spenders haben einen
limitierenden Effekt auf die Inselzell-Ausbeute im Rahmen des konsekutiven
Isolationsprozesses (MAHLER et al., 1999).

All diese Merkmale kénnen einen entscheidenden Einfluss auf die Gite des Organs
sowie die Gesamtausbeute der isolierten Zellen haben.

1.9.3.2 Inselisolation

Die  Spenderinseln  werden durch einen kontrollierten  enzymatischen
Digestionsprozess mittels Kollagenase aus dem gesamten Pankreas herausgeldst.
Die Methode des Erstbeschreibers Moskalewski, die 1965 zunachst im Tierversuch
etabliert wurde, wurde in den vergangenen Jahrzehnten schon mehrfach modifiziert.
Heutzutage gilt die weitestgehend automatisierte, kontinuierliche Digestions-
/Filtrationsmethode nach Ricordi und Lacy als Standard. Nach retrograder Injektion
einer Kollagenasel6sung via kanulliertem Ductus pancreaticus und temperatur- und
flussgesteuerter Rezirkulation erfolgen eine enzymatische und mechanische
Dissoziation des Pankreas. Die Gewebesuspension wird anschlieBend mittels
Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Die Langerhansschen Inseln besitzen in der
Regel eine geringere Dichte als das exokrine Pankreasgewebe und steigen daher im
Dichtegradienten hoch (Purifikation) (RICORDI et al. und LACY et al., 1988/89).
Durch kontinuierliche Verfeinerung der Isolationstechnik konnten sowohl die
Inselausbeute pro Organ als auch die Gesamtanzahl transplantierbarer Zellen
gesteigert und in der Folge die Transplantationsergebnisse deutlich verbessert
werden. Nach  Etablierung der neuen Methode konnte  erstmalig
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Insulinunabhangigkeit erreicht werden (BRETZEL et al, 1993, 1999). Innerhalb der
letzten zehn Jahre wurde die Isolationsmethode am Transplantationszentrum in
GieBen fortwahrend modifiziert und optimiert (BRANDHORST et al, 1999, 2003,
2005, 2006).

Die Herausforderung bei der Inselzellisolation liegt unter anderem darin, das Organ
soweit zu verdauen, dass die Inseln herausgeldést werden, ohne dabei die
Inselarchitektur zu zerstdren. Essentiell fir eine erfolgreiche Inselisolierung ist die
mechanische Auflockerung des Pankreasgewebes entlang der Lappchengrenzen bei
der Kollagenaseinfusion via Ductus pancreaticus. Eine z.B. durch Entziindungen
fibrotisch umgebaute Pankreasstruktur kann groBe Probleme bei der Distension
bereiten (JAHR, 2006).

FUr die Transplantatfunktion entscheidend sind sowohl Anzahl der isolierten Zellen
als auch deren Reinheit und Viabilitat. Letztere wiederum wird nicht zuletzt von
Scherkraften der Dichtegradzentrifugation sowie durch die verwendeten, z.T.
verunreinigten Chemikalien beinflusst (LONDON et al., 1992). So kann eine
Zytokinaktivierung durch Induktion einer gesteigerten Apoptosereaktion das
Graftiberleben entscheidend verschlechtern (ECKHARD et al., 1996).

Um eine fir die Transplantation ausreichende Inselzellmasse zu erhalten, werden
durchschnittlich mehr als zwei Spenderorgane benétigt, in Einzelfallen wurden sogar
bis acht Pankreata verwendet (BRENDEL et al., 2001). Um Insulinunabhangigkeit zu
erreichen, wurden in der Vegangenheit meist zwischen 8000 (BERTUZZI et al.,
2001) bis 11000 (SHAPIRO et al., 2000) Inseldquivalente pro Kilogramm

Kdrpergewicht transplantiert.
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1.9.3.3 Weitere Einfliisse auf das Inselzelltransplantat

Peri- und posttransplantationem gibt es eine Reihe weiterer Einflisse, die das

Inseltransplantat bis hin zum kompletten Funktionsverlust schadigen kénnen, wie

zum Beispiel die verwendete Immunsuppression oder das Auftreten rekurrenter

Autoantikérper. Morbiditat und Mortalitat der Empfanger kénnen dadurch maBgeblich

beeinflusst werden.

Die nachfolgende Tabelle fasst mdgliche Ursachen der limitierten Erfolge bei der

klinischen Inselzelltransplantation zusammen:

Tab. 5: Ursachen limitierter Erfolge der klinischen Inseltransplantation

Probleme im Organ-Procurement

Geringe Inselausbeute durch mangelhafte Distension/Digestion und/oder
Inselverlust im Reinigungsprozess

Unzureichende Viabilitat, Funktionalitdt und/ oder Reinheit der transplantierten
Inseln

Aktivierung der Gerinnungskaskade wéahrend der Infusion in die Vena portae
Hypoxie der Inselzellen vor der Revaskularisation in der Leber
TransplantatabstoBung durch zu hohe Immunogenitat

Ineffektivitat der Immunsuppression

Toxizitat der Immunsuppression

Toxizitat durch Hyperglykdmie

Rekurrenz des Autoimmunprozesses im Inseltransplantat

Infektanfalligkeit durch den herabgesetzten Immunstatus

Frihe Inflammation und Apoptose

Erhdhte Inzidenz von Malignomen im Langzeitverlauf

(KORSGREN et al., 2008 ; BERNEY et al., 2001; BOTTINO et al., 1998; BENNET et
al., 1999; EL-OUAGHLIDI et al., 1999)
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1.9.3.4 Bedeutung des HLA-Systems in der klinischen Inselzelltransplantation

Die Begriffe ,Allo- und Autoimmunitat® sind wichtige Schlagworte innerhalb der
Transplantationsmedizin. Vermittelt werden diese Uber den
Haupthistokompatibilititskomplex, eine Gruppe von Genen, denen flr die
Herstellung von Proteinen, die Immunerkennung und die immunologische
Individualitat eine auBerordentlich wichtige Bedeutung zukommt. Die Gene sind auf
Chromosom 6 lokalisiert.

Die Genprodukte, sogenannte MHC (major histocompatibility complex) — Molekile
(auch als human-leucozyte-antigen-Molekile (HLA-Molekile) bezeichnet), sind in die
Zelloberflachen unserer Kérperzellen integriert. Man unterscheidet MHC-I- und MHC-
[I-Molekdle.

Abbildung 2: Anordnung der HLA-Gene auf Chromosom 6

HLA-I-Moleklle werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie préasentieren
intrazellulare  fremde  Proteinfragmente, z.B. von Viren oder Bakterien.
HLA-II-Molekule sind auf Zellen beschrankt, die an einer bestimmten Immunantwort
teilnehmen, sogenannten Antigen-prasentierenden Zellen.

Die koérpereigenen T-Lymphozyten erkennen fremdes HLA entweder direkt oder sie
erkennen fremde Proteinfragmente, die von kérpereigenen HLA-Molekilen
prasentiert werden. Die direkte Erkennung fremder HLA-Molekdle ist der wesentliche
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Faktor flr die Abwehr gegen fremdes Gewebe. Die inzwischen gut untersuchten
Pathomechanismen der in-vivo-Funktion der HLA-Molekile, die fir die
Antigenprasentation flur die T-Zelle verantwortlich sind und auf diesem Wege die
Immunantwort ebenso bei Gesunden wie auch bei Transplantatempfangern einleiten,
fihren hierbei zu einem besseren Verstandnis. (DYER et al., 1997).

Seit eine prazise Typisierung der HLA-Klasse-llI-Allele auf DNA-Sequenzebene
mdglich ist, konnte eine deutliche Verbeserung der Transplantationsergebnisse
durch eine verfeinerte Allokation erreicht werden (BEIN, 1994).

Doch trotz groBer Fortschritte hinsichtlich der Entwicklung neuer immunsuppressiver
Protokolle, der Allokation, der Transplantationskoordination sowie des
Transplantationsvorgangs an sich fihren Allo- und Autoimmunitat in vielen Bereichen
noch immer zu einer starken Einschrankung der Organverfligbarkeit.

So ist bei Nierentransplantationen bekannt, dass die Langzeit-Transplantat-Funktion
eine hohe Korrelation zu einem Null-HLA-A-, -B-, -DR-Mismatch aufweist. (WEISS-
SALZ et al., 2004; BRESNAHAN et al., 2002).

In der klinischen Inseltransplantation wurde bisher in der Regel ohne Riicksicht auf
die HLA-Kompatibilitat transplantiert. Unklar ist jedoch, ob der Grad der HLA-
Ubereinstimmung nicht doch einen Einfluss auf das Transplantatversagen hat.

Es ist zu postulieren, dass eine hohe Ubereinstimmung insbesondere auf HLA DR3
und DR4 bei den Transplantatempféangern zu einer hohen Rekurrenz des
Autoimmunprozesses und damit ggf. zur autoimmunvermittelten Zerstérung des
Inseltransplantates flihren kénnte (JAEGER et al., 1997).

Die Berticksichtigung der HLA-Kompatibilitat wiirde die Organverflgbarkeit allerdings

wohl erheblich einschranken.

1.9.3.5 Probleme durch opportunistische Infektionen am Beispiel des humanen
Cytomegalievirus (HCMV)

CMV ist ein ubiquitédres doppelstrangiges DNA-Virus. Es gehért der Familie der
Herpesviridae an. Serologischen Kriterien zufolge sind ca. 60-70% der adulten
Bevolkerung asymptomatische Trager des HCMV (BABEL et al., 2000).
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Beim immunkompetenten Erwachsenen fiihrt CMV nur &uBerst selten zu einer
klinischen  Manifestation, wogegen beim transplantierten und  damit
immunsupprimierten  Patienten die  CMV-Infektion zu symptomatischen
Organerkrankungen, in schweren Fallen sogar bis zum Tode fihren kann.

Abbildung 3: Typisches histologisches Bild einer Cytomegalievirusinfektion mit
sogenannten ,Eulenaugenzellen®

Die klinische Manifestation einer Infektion mit HCMV zeigt meist unabhangig vom
transplantierten Organ ein ahnliches Bild. Das Virus kann fast jedes Organ befallen.
Unspezifische Infektionszeichen sind Fieber, Anorexie, Myalgie und Arthralgie sowie
Veranderungen im Blutbild. Oft gelingt der Nachweis von atypischen Lymphozyten.
Eine weitere Folge der CMV-Infektion ist eine virusassoziierte Immunsuppression.
Diese zeigt sich in mykotischen und bakteriellen Superinfektionen und kann sogar
zur Reaktivierung anderer latenter Viren fuhren (BABEL et al, 2000), wodurch das
Beschwerdebild zusatzlich verstarkt wird.

Drei Formen der CMV-Infektion kénnen unterschieden werden: primare Infektion,
Reaktivierung und Superinfektion.

Die Inzidenz der CMV-Infektion post transplantationem variiert zwischen 23% und
85%; nur ca. die Halfte der infizierten Patienten weisen klinische Manifestationen auf.

Diese Daten sind abhangig vom serologischen Spender- und Empfanger-CMV-
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Status, der CMV-Prophylaxe, der Sensitivitdt und Spezifitdt der verwendeten
Testgerate und —systeme und weiteren unspezifischen Faktoren.
CMV-Reaktivierungen sind haufig mit Immunreaktionen verbunden, die zu einer
starken Zytokinfreisetzung fihren. Es wurde beobachtet, dass bei hoher TNF-Alpha-
Freisetzung die Inzidenz von CMV-Reaktivierungen deutlich erhdht war (REINKE et
al., 1999). Nach Gabe eines monoklonalen Antikérpers (Muromonab CD3 (=OKT3)),
der die vollstandige Elimination der CD3-positiven Zellen aus dem Blut zur Folge hat
und eine konsekutive massive Zytokinfreisetzung bewirkt, lasst sich anhand der
einige Tage spater ansteigenden CMV-Viruslast die so induzierte Reaktivierung
nachweisen (DOCKE et al., 1994).

Immunmodulierende virale Infektionen wie CMV und begleitende inflammatorische
Prozesse kdnnen zu einer Destruktion der Beta-Zellen fihren und werden daher als
mogliche Ausléser eines Diabetes mellitus Typ 1 diskutiert (RABINOVITCH et al.,
1998).

Neuere Studien zur Pankreastransplantation lassen vermuten, dass eine CMV-
Infektion post transplantationem keinen signifikanten Einfluss auf das
Transplantatiberleben zu haben scheint (MALAISE et al., 2005), bei der
Nierentransplantation hingegen findet sich ein erhdhtes Risiko flr eine akute und
chronische TransplantatabstoBung in Zusammenhang mit einer CMV-Infektion
(HELANTERA et al., 2006; SAGEDAL et al., 2004, SOLA et al., 2003).

Die Rolle von CMV-Infektionen im Rahmen der klinischen Inselzelltransplantation ist
bislang unklar.
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1.9.4 Aktueller Stand der klinischen Inselzelltransplantation

Den Daten des weltweiten Inseltransplantationsregisters (ITR, International Islet
Transplant Registry), welches in GieBen geflihrt wird, kann man entnehmen, dass
zwischen Januar 1990 und Dezember 2005 1049 allogene Transplantationen
pankreatischer Inselzellen gemeldet wurden. Zwei Drittel der Transplantationen
wurden an folgenden elf Zentren durchgefihrt:

Tab. 6: Zentren mit mehr als 20 Inselzelltransplantationen

Zentrum Tx-Zeitraum Anzahl Tx
Edmonton 1991 — 2005 99
GieBen 1992 — 2005 93
Mailand 1991 — 2005 79
Brussel (freie Universitat) | 1994 — 2005 74
Minneapolis 1991 - 2005 66
Miami 1991 — 2005 55
Genf 1994 — 2005 39
GRAGIL (Genf) 1999 — 2005 34
Nordic Network (Uppsala) | 2001 — 2005 32
Philadelphia 2001 — 2005 30
Brussel (Louvain) 2000 — 2005 24

(Quelle: Daten des Inseltransplantationsregisters, 2006, Gie3en)

Nach den Daten des ITR findet sich ein Ein-Jahres-Transplantations-Uberleben von
82% und eine Ein-Jahres-Insulinunabhangigkeitsrate von 43%. Das durchschnittliche
Patienten-Uberleben liegt bei 97%; 96% bei sowohl IAK- als auch SIK-Patienten
sowie 100% bei ITA-Patienten.

Nach Verdéffentlichung des Edmonton Reports (SHAPIRO et al., 2000), der eine Ein-
Jahres-Insulinunabhangigkeitsrate von etwa 80% versprach, rlckte die klinische
Inselzelltransplantation als echte Alternative zur Pankreastransplantation bzw. zur
intensivierten Insulintherapie mehr und mehr in den Fokus fuhrender

Diabeteszentren weltweit. In der Folge war ein deutlicher Anstieg an Aktivitaten
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klinischer Inselzelltransplantationszentren zu verzeichnen. Allein zwischen 1999 und
2005 wurden 652 Patienten an 47 Zentren weltweit transplantiert (ITR, 2006).

Die initial vielversprechende Modifikation des zunachst in GieBen entwickelten
immunsuppressiven Protokolls durch die Arbeitsgruppe in Edmonton war der
Verzicht auf Steroide unter Beachtung einer Mindest-Anzahl an transplantierten
Inseldquivalenten (mind. 11.000 pro Kilogramm Kérpergewicht, dies entspricht einer
etwa doppelt so hohen Zahl isolierter Inseln als bisher Ublich ), einer konsequenten
Verhinderung der sekundaren warmen Ischamiezeit sowie die Einhaltung der kalten
Ischamiezeit unter 8 Stunden. Zudem sieht das Protokoll die Vermeidung tierischer
Pufferlésungen wahrend der Isolation vor. Die Transplantation pankreatischer
Inselzellen  erfolgte  ausschlieBlich  bei  Typ-1-Diabetikern mit  schweren
Hypoglykdmien und schwer kontrollierbarer Glucosehomdéostase, allerdings ohne
dialysepflichtige diabetische Nephropathie. Die strikte Empfangerauswahl sieht
zudem einen konsequenten Ausschluss von Patienten mit Ubergewicht oder
Insulinresistenz vor. Die isolierten Inselzellen wurden ohne Kultivierung frisch
transplantiert. Das immunsuppressive Protokoll beinhaltete die Induktionstherapie mit
einem monoklonalen Interleukin-2-Rezeptor-Antikdrper (Daclizumab) sowie die
dauerhafte Therapie mit niedrig dosiertem Tacrolimus und Sirolimus (SHAPIRO et
al., 2000), wie in der nachfolgenden Tabelle gezeigt.

Tab. 7: Edmonton-Protokoll

e Pro Empfanger Transplantation von zwei bis vier Spenderorganen (Median: 2)
e >11.000 Inselaquivalente pro Kilogramm Kérpergewicht des Empfangers
e Frisch isolierte Inselzellen, sequentiell transplantiert
e Steroid-freies Immunsuppressives Protokoll:
- Daclizumab zur Induktion (5x)
- Tacrolimus 3-8ng/ml

- Sirolimus 15-20ng/ml

Als Reaktion auf die Erfolge des Edmonton-Protokolls wurde durch das Immune
Tolerance Network der NIH eine internationale Multicenter-Studie an insgesamt 9
Zentren in Nordamerika und Europa (Boston, Edmonton, Genf, GieBen, Mailand,
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Miami, Minneapolis, Seattle und St- Louis) ins Leben gerufen. Insgesamt 36
Patienten wurden nach dem Edmonton-Protokoll, teilweise mit leichten
Modifikationen bezlglich der Empfangerauswahl und der Isolationstechnik,
transplantiert. Die Ein-Jahres-Transplantatiberlebensrate betrug 72%, 44% der
Patienten wurden innerhalb eines Jahres insulinunabhangig. Bei 28% der Patienten
kam es innerhalb eines Jahres zu einem vollstdndigen Transplantatverlust. Zwei
Jahre nach Transplantation waren jedoch nur noch 5 Patienten insulinunabhangig
(SHAPIRO et al., 2006).

Aus dem |ITR st bekannt, dass gegenwartig die langste dokumentierte
Insulinunabhangigkeit eines Typ-1-Diabetikers nach allogener intraportaler
Inselzelltransplantation Uber neun Jahre anhalt, am Transplantationszentrum in
GieBBen konnte in einem Fall eine Insulinunabhangigkeit von sieben Jahren erreicht
werden (eigene Beobachtung). Diese Uberaus erfolgreichen Verlaufe sind derzeit
jedoch noch Einzelféllen vorbehalten.

Die aktuellen Daten des ITR zeigen gegenwartig folgende Ein-Jahres-Daten:
Uberlebensrate von Inseltransplantaten weltweit 82%, Insulinunabhangigkeitsrate
42% und Patientenlberlebensrate 98%. Diese Daten zeigen eine deutliche
Verbesserung der Erfolgsraten der klinischen Inselzelltransplantation innerhalb der
letzten Jahre. Im Langzeitverlauf ist jedoch ein protrahierter Funktionsverlust zu
verzeichnen.

Mehr und mehr zeichnet sich ab, dass die absolute Insulinunabhangigkeit zwar
weiterhin als das oberste Ziel der Inseltransplantation gilt, jedoch scheint auch eine
partielle Graftfunktion, gemessen an persistierender C-Peptidsekretion, von
Bedeutung zu sein, insbesondere in Hinblick auf eine stabile Glucosehomd&ostase
und die Vermeidung schwerer Hypoglykdmien (ALEJANDRO et al., 1997; RYAN et
al., 2005; PILEGGI et al., 2006).

Nach Johnson et al. (2004) fUhren allein diese Aspekte zu einer deutlichen
Verbesserung der Lebensqualitdt der transplantierten Patienten, insbesondere
aufgrund fehlender oder zumindest deutlich reduzierter schwerer Hypoglykamien.
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1.9.5 Voraussetzungen flr eine Inselzelltransplantation

Da Diabetes in der heutigen Zeit eine im Regelfall gut zu behandelnde Erkrankung
ist, stellt sich aufgrund oben angefihrter Risiken der Klinischen
Inselzelltransplantation fir den Patienten die Indikation zur Transplantation
gegenwartig fast ausschlieBlich  bei  Typ-1-Diabetikern mit  schweren
diabetesassoziierten Sekundarkomplikationen, insbesondere bei Patienten mit
dialysepflichtiger Niereninsuffizienz, die ohnehin auf ein Nierentransplantat warten
oder bereits eine Niere erhalten haben und fir das Nierentransplantat
immunsuppressiv behandelt werden missen.

Eine zweite Gruppe, die deutlich von der durch die Inselzelltransplantation
angestrebte Normoglykdmie profitieren kdénnte, umfasst Patienten mit haufigen
schweren Hypoglyk&dmien bei nachgewiesener massiver
Hypoglykdmiewahrnehmungs- und -gegenregulationsstérung. Hier ist nach
sorgfaltiger Nutzen-Risiko-Abwagung eine Immunsuppression lediglich aufgrund der

Inseltransplantation durchaus zu vertreten.

1.10 Ziele der vorliegenden Arbeit

Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Analysen von Einflussfaktoren fir Patienten-
und Transplantatiberleben sowie von Effekten der Transplantatfunktion auf
Stoffwechsel- und Organparameter im Gesamtkollektiv der zwischen 1992 und 2005
am GieBener Transplantationszentrum inseltransplantierten Patienten.

In der Literatur werden zahlreiche Faktoren diskutiert, die mdglicherweise einen
Einfluss auf das Transplantatiberleben bzw. den Verlust des Inselgrafts und damit
die Rate der Insulinunabhangigkeit haben. So ist unter anderem die Rolle der HLA-
Kompatibilitat fir das primare Transplantatiberleben bei der Kklinischen
Inselzelltransplantation gleichermaBen unklar wie auch die Bedeutung der Persistenz
und Reokkurrenz diabetesassoziierter Autoantikbrper. Da das Auftreten von Diabetes
mellitus Typ 1 mit dem Vorhandensein bestimmter HLA-Antigene assoziiert ist
(ZIEGLER et al., 1990), liegt die Vermutung nahe, dass persistierende oder
neuaufgetretene diabetesassoziierte Auto-Antikérper (GAD, ICA, IA-2) in gewisser
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Weise von dem Grad der HLA-Kompatibilitdt beeinflusst werden. Es ist daher zu
priufen, welchen Einfluss Persistenz bzw. Neuauftreten von Auto-Antikérpern nach
der Transplantation Langerhansscher Inselzellen auf das endokrine Transplantat
haben.

Die Reaktivierung von Cytomegalievirus (CMV) stellt eine hdufige Komplikation bei
Organtransplantationen dar und ist mit einem erhéhten Risiko von Peri- und
Posttransplantationsmorbiditdt und —mortalitdt assoziiert (RUBIN, 1990). Die
Reaktivierung latenter CMV-Infektionen wird durch verschiedene Faktoren beglnstigt
(z.B. Gabe T-Zell-depletierender Antikdrper, Verwendung zytotoxischer Substanzen,
inflammatorische Prozesse etc.) (FISHMAN et al., 1998).

Zur Bedeutung einer CMV-(Re)Aktivierung auf das Inselgraft ist bisher wenig
bekannt.

Eine Inselzelltransplantation nach bereits erfolgter Nierentransplantation (IAK) bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und terminaler Niereninsuffizienz soll nicht nur
den Glukose-Stoffwechsel verbessern und die Hypoglykdmierate senken, sondern
die Progression diabetesbedingter Sekundarkomplikationen hemmen, insbesondere
in Hinblick auf eine Diabetes-induzierte Glomerulosklerose der Transplantatniere mit
chronischem  Transplantatverlust. Studien an Patienten nach alleiniger
Nierentransplantation zeigen, dass ein Post-Transplantationsdiabetes als
unabhéngiger Risikofaktor die kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitat erhdht
(FERNANDEZ-FRESNEDO et al., 2003). Demgegeniber stehen
nephrologischerseits Beflirchtungen, die nachfolgende additive Inseltransplantation
kénne die Funktion der Transplantatniere beeintrachtigen. Bislang existieren keine

publizierten Daten, die Uber diese Zusammenhange Aufschluss geben.

Folgende Sachverhalte sollen geprift werden:
e Welche Rolle spielt die HLA-Kompatibilitat fir
a) die Inselzelltransplantatfunktion
b) das Auftreten einer CMV-Infektion
c) die (Re-) Okkurrenz inselzellassoziierter Autoimmunitat?
e Welche Rolle spielt eine post transplantationem auftretende CMV-Infektion fir
die Inselzelltransplantatfunktion?
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Welchse Rolle spielt das Geschlecht von Transplantatempféanger und
Organspender fiir die Inselzelltransplantatfunktion?
Welche Rolle spielt die immunsuppressive Therapie?
Welchen Einfluss hat die additive Inselzelltransplantation auf die
Nierenfunktion im IAK-Kollektiv?
Effekte der Inselzelltransplantation auf

a) metabolische Parameter, insbesondere Glucosehomdostase

b) Diabetesbedingte Sekundarkomplikationen, insbesondere Pro — bzw.

Regression

c) Hypoglykdmierate

d) Knochenstoffwechsel

e) Lebermorphologie
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2 Studienkollektiv und Methoden

2.1Einschluss- und Drop-Out-Kriterien

Tab. 7: Ein- und Ausschlusskriterien fiir eine Transplantation pankreatischer
Inselzellen bei Typ-1-Diabetikern

Einschlusskriterien (eines oder mehrere der Kriterien erfillt Tx-Indikation):

o Terminale Niereninsuffizienz und Listung zur Nierentransplantation (SIK)

o Vorangegangene Nierentransplantation (IAK), mindestens 6 Monate stabile
Funktion etabliert

o Simultane oder vorangeganene andere Organtransplantation (z.B. simultane
Insel-Herz-Tx), mindestens 6 Monate stabile Funktion etabliert

. Rezidivierende schwere Hypoglykdmien aufgrund von Wahrnehmungs-
/Gegenregulationsstérungen (ITA)

Ausschlusskritierien (eines oder mehrere der Kriterien erfullt Tx-
Kontraindikation):

o Alter < 18 oder > 65 Jahre

o Diabetesdauer weniger als 10 Jahre

o Diabetesmanifestation nach dem 35.Lebensjahr

o C-Peptid-Restsekretion (>0,5ng/ml nach iv. Glukagon- oder Arginingabe)

o Body-Mass-Index > 28

J Ausgepréagte Insulinresistenz (Insulinbedarf > 0,91E/kg Kérpergewicht)
J Kreatininclearance < 45ml/min (auBer bei SIK)

o Portale Hypertension

o Floride Infektionen (insbesondere Hepatitiden)

J Florides Ulcus ventriculi oder duodeni

o Psychotische Erkrankung

o Non-Compliance

o Medikamenten- oder Dorgenabusus

o Malignom (auBer bei kurativer Therapie und Rezidivfreiheit fir > 5 Jahre)

J unbehandelte koronare Herzerkrankung mit relevanter kardialer Insuffizienz
J unbehandelte diabetische proliferative Retinopathie
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Bis 2005 erhielten am Inselzelltransplantationszentrum in GieBen 91 Patienten eine
allogene intraportale Inselzelltransplantation (53 SIK, 25 IAK, 12 ITA und 1 IAL). In
die HLA-Untersuchung konnten 47 Patienten eingeschlossen werden, in die CMV-
und Geschlechterverteilung-Untersuchung 57 Patienten und in die IAK-Untersuchung
19 Patienten. An der Nachsorgeuntersuchung nahmen 32 Patienten teil, wovon 25
Patienten in die vorliegenden Untersuchungen eingeschlossen wurden.

Der Einfachheit halber wird das CMV-und Geschlechterverteilungs-Kollektiv im
Folgenden als CMV-Kollektiv bezeichnet, da das Patientengut identisch ist.

In die vorliegenden Subgruppen-Untersuchungen nicht eingeschlossen wurden
Patienten, die eine alleinige Inseltransplantation (ITA) oder eine Insel-nach-Leber-
Transplantation (IAL) erhalten hatten sowie Patienten, die einen frihen
Transplantatverlust (definiert als C-Peptid < 0,5ng/ml innerhalb der ersten 2 Wochen
nach Transplantation, s.a. Abb. 5) erlitten hatten.

Hinsichtlich der Nachsorgeuntersuchung wurden Patienten nicht bertcksichtigt, die
das Transplantationszentrum vor oder wahrend des Untersuchungszeitraumes
gewechselt hatten, z.B. aufgrund einer erneuten Listung zur Inselzell- oder
Pankreastransplantation.

Weitere Drop-Out-Kriterien im Langzeit-Kollektiv waren Tod, schwere Erkrankungen,
die eine Teilnahme am Untersuchungsprogramm unmdglich machten und
persodnliche bzw. familiare Griinde von Seiten der Patienten.

2.1.1 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im HLA- und CMV-Kollektiv

Eingeschlossen wurden Patienten, die in der Zeit vom 26.11.1992 bis zum
09.10.2000 am Zentrum fir Innere Medizin der Justus-Liebig-Universitat entweder
eine simultane Insel-Nieren-Transplantation oder eine Insel-nach-Nieren-
Transplantation erhielten und deren Nachbeobachtungszeit ab dem Zeitpunkt der

Inseltransplantation mindestens 12 Monate betrug.
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HLA Kollektiv

friher ITx Verlust; 2

IAL; 1
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Tx nach 10/2000; 4
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Tx nach 10/2000; 12

SK

Tx nach 10/2000; 15

O SIKK

Tx nach 10/2000
oITA

Tx nach 10/2000
o IAK

Tx nach 10/2000
O >1 Organ erhalten

OIAL

W friher ITx Verlust

Abbildung 4: DropOut Kriterien HLA Kollektiv

CMV Kollektiv

friher [Tx Verlust; 2
IAL; 1
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Tx nach 10/2000; 4
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Tx nach 10/2000; 15

O SK
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Abbildung 5: DropOut Kriterien CMV Kollektiv
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2.1.2 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im IAK-Kollektiv

Eingeschlossen wurden lediglich Patienten, die in der Zeit vom 26.11.1992 bis zum
09.10.2000 am Zentrum far Innere Medizin der Justus-Liebig-Universitat eine Insel-
nach-Nieren-Transplantation erhalten haben und deren Nachbeobachtungszeit ab

dem Zeitpunkt der Inseltransplantation mindestens 12 Monate betrug.

IAK Kollektiv

IAL: 1 friher ITx Verlust; 2

IAK O SK
Tx nach 10/2000; 4

oITA
TA Tx nach 10/2000

Tx nach 10/2000; 12 O IAK
Tx nach 10/2000

OIAL
SIKK;53 | friher ITx Verlust

Abbildung 6: DropOut Kriterien IAK Kollektiv

2.1.3 Spezielle Einschluss- und Drop-Out-Kriterien im Langzeit-Kollektiv

Eingeschlossen wurden am Transplantationszentrum in GieBen
inselzelltransplantierte Patienten, die im Zeitraum vom 01.06.2004 bis 31.05.2005 an
einer Nachsorgeuntersuchung teilnahmen und deren Nachbeobachtungszeit ab dem

Zeitpunkt der Inseltransplantation mindestens 12 Monate betrug.
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Langzeit-Kollektiv

friher [Tx Verlust; 4

SIK/IAK Tx nach @ Verstorben

05/2004; 5

W pers. Griinde der Pat/
Verstorben; 22 schwere Erkrankung
O Wechsel Tx Zentrum

ITA; 12 OITA

B SIK/IAK Tx nach 05/2004

Wechsel Tx Zentrum;
10

@ friher Verlust

pers. Griinde der Pat/
schwere Erkrankung;
15

Abbildung 7: DropOut Kriterien Langzeitkollektiv

2.2 Herkunft der Spenderinseln

Transplantiert wurden ausschlieBlich humane Spender-Inseln  von hirntoten
Multiorganspendern, die ihre Zustimmung zur Organentnahme entweder bereits zu
Lebzeiten dokumentiert hatten, z.B. in Form eines Organspende-Ausweises,
und/oder bei denen die Zustimmung durch die Angehdrigen vorlag.

Fir Organentnahme und Organprocurement gelten die Kriterien von
EUROTRANSPLANT (Leiden, Niederlande). Aufgrund des aktuell besseren
Outcomes der Pankreastransplantation werden die zur Organtransplantation
freigegebenen Spenderpankreata zunachst den Pankreastransplantationszentren
angeboten. Wird das Organ zur kompletten Transplantation abgelehnt, wird es fiir die
Inselzelltransplantation angeboten. Pankreata von Spendern mit einem Alter Uber 55
Jahren oder einem BMI Uber 30kg/m? werden direkt fir die Inseltransplantation
angeboten.
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2.3 Allokation der Spenderinseln

Folgende Faktoren haben sich in der von EUROTRANSPLANT durchgefiihrten
Auswahl der zur Inselzellisolierung in Frage kommenden Spender-Pankreata als
besonders beachtenswert herauskristallisiert:

e Alter des Spenders

e Todesursache

e Korpergewicht des Spenders

e Plasma-Glukose-Spiegel

e Kalte Ischamiezeit

¢ Intensivzeit

e Reanimationsdauer

(MAHLER et al., 1999, ZENG et al., 1994)

Zudem wurden nur Organe von verstorbenen Spendern verwendet, in deren
Krankengeschichte keine Glucoseintoleranz, kein manifester Diabetes und kein
chronischer Alkoholmissbrauch bekannt war (Eurotransplant, 2004).

2.4 Allokation der Empfanger

Die Auswahl des in Frage kommenden Empfangers zur Transplantation des
vorliegenden Spenderorgans erfolgte in den Kategorien Insel-nach-Niere (IAK) und
Inseltransplantation alleine (ITA) einzig ABO-kompatibel, die HLA-Typisierung wurde
in diesen Fallen als Kriterium fir das Spender-Empféanger-Matching nicht
berucksichtigt.

In der Kategorie Simultane-Insel-Nieren-Transplantation mussten zusatzlich die
Allokationskriterien fir die Nierentransplantationen beachtet werden. Auch hier ist in
erster Linie die Blutgruppenkompatibilitdt die notwendige Voraussetzung zur
Transplantation. Zudem ist in  Hinblick auf einen  gréBtmdglichen
Transplantationserfolg beziiglich der Niere eine weitgehende Ubereinstimmung der
HLA-Merkmale anzustreben (OPELZ et al, 1994 und 2007).
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Ein weiterer Dringlichkeitsfaktor bei der Organallokation ist prinzipiell die Wartezeit.
Diese beginnt bei der Inseltransplantation mit der Aufnahme auf die Warteliste, bei
der Nierentransplantation mit dem ersten Tag der Nierenersatztherapie.

In den meisten Fallen fand bei der Allokation zur Inseltransplantation zudem die

Inseldquivalenzzahl pro Kilogramm Kérpergewicht des Empféngers Beachtung.

2.5 Methode der Inselisolation

Das Prinzip der Inselzellisolation wurde bereits in der Einleitung beschrieben. Die
Isolation der zur Transplantation verwendeten Inselzellen erfolgte nach Distension
mit aufgereinigter Kollagenase (Liberase, Roche) und dynamischer Digestion gefolgt
von einer kontinuierlichen, hyperosmolaren Dichtegradientenzentrifugation in einem
semiautomatischen System. Im Anschluss daran erfolgte die Quantifizierung,
Reinheitsbestimmung und Qualitatskontrolle (Morphologie, Viabilitat,
glukosestimulierte Insulinsekretion). Die anschlieBende dreitdgige Kultivierung der
gewonnenen Inseln in einem Zellkulturansatz diente der Regenerierung der
Inselzellen. Die nachfolgende Tabelle fasst die wichtigsten Verfahrensschritte

Zzusammen:

Tab. 8: Ubersicht der Verfahrensschritte zur Inselzell-Isolation und Inselzell-
Kultivierung

- Pankreasduktdistension (hochgereinigte Kollagenase (Liberase, Roche))
- Enzymatische Digestion (hochgereinigte Kollagenase (Liberase, Roche),
Endotoxin-freie Substanzen)
- Semi-automatische  Gradientenzentrifugation auf kontinuierlichem
Dichtegradienten
- Ausreichende funktionale Inselmasse (Qualitatskontrolle)
* Volumenbestimmung/Reinheit (Purifikation)
* Viabilitat
* Insulinsekretion auf Glukosestimulationsreiz
« Sterilitat
- Kultivierung (37°C, 3 Tage)
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2.5.2 Inselreinheit (Purifikation)

Die Bestimmung des Reinheitsgrades der mittels Dichtegradientenzentrifugation
gewonnenen Inselfraktion erfolgte mittels Invertmikroskop bei 40facher VergrdBerung
und visueller Beurteilung der relativen Haufigkeit von Inselgewebe und Nicht-
Inselgewebe. Nach Zugabe von Hanks-Lésung und Zentrieren der Gewebe erfolgte
die Schéatzung des relativen Anteils von Inselgewebe am Gesamtgewebe. Ein Anteil
von z.B. 90 Prozent Inselgewebe der Gesamtmasse wurde als 90 Prozent rein
bezeichnet.

2.5.3 Inselviabilitat

Die Viabilitédt von Inselzellen vor bzw. nach Dichtegradientenzentrifugation wurde in
Anlehnung an die Methoden von JONES et al. (1985) und LONDON et al. (1990)

gepruft. Hierbei wird anhand einer fluoreszenzmikroskopischen Analyse der
prozentuale Anteil lebender Inselzellen an der gesamten Inselpopulation visuell

bestimmt.

2.5.4 Inseldquivalenzzahl (IEQ)

Die Inselaquivalenzzahl ist ein standardisierter Parameter zur Quantifizierung der
Inselzellen. Als Inseldquivalent wird eine idealisierte Standardinselzelle mit einem
Durchmesser von 150um bezeichnet. Zur Bestimmung des Inselaquivalents (IEQ)
werden die Inselzahl und das Inselvolumen verwendet. Das absolute

Inselzellvolumen des humanen Pankreas betragt etwa 1 ml.

2.5.5 Inselzellvolumen

Zur Bestimmung des Inselvolumens der isolierten Inselzellen wird vereinfacht eine
Kugelform angenommen. Mit unten angegebener Formel wird aus dem
lichtmikroskopisch bestimmten Durchmesser (2r) das Inselvolumen errechnet:

Inselvolumen = 4/3 1T 3.
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2.6 Methode der Inseltransplantation

In allen Fallen wurde die Inselgewebemenge (1-2ml) unter Regionalanasthesie,
standiger Kontrolle des portalvenésen Druckes sowie kontinuierlicher
Roéntgendberwachung tber 15-20 Minuten in das Portalvenensystem des wachen
Empféangers infundiert. Zuvor erfolgten die CT- oder ultraschallgesteuerte perkutan-
transhepatische Punktion sowie die portalvendse oder intraportale Katheteranlage.
Nach Beendigung der Infusion wurde der Stichkanal unter langsamem Zurtickziehen

des Katheters schrittweise mit Gelfoam verschlossen.

Ziel der oben beschriebenen Prozedur ist es, die Inseln entlang der natirlichen
Flussrichtung der Portalvene in die Leber einzuschwemmen. Die Leber hat sich, vor
allem hinsichtlich ihrer metabolischen Eigenschaften, bisher als (berlegen
gegenlber anderen Implantationsorten erwiesen. Unter optimalen Bedingungen
siedeln sich die portalvends eingeschwemmten Inseln in den Lebersinusoiden ab

und wandern in das periportale Gewebe ein.

Abbildung 8: Prinzip der Inselzelltransplantation
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2.7 Parameter der Transplantatfunktion

2.7.1 Inselzellfunktion

Ein  funktionierendes Inselzelltransplantat lag im untersuchten Kollektiv
definitionsgemaB dann vor, wenn in drei aufeinander folgenden Messungen ein C-

Peptid > 0,5 ng/ml gemessen wurde.

2.7.2 Insulinunabhéanqigkeit

Insulinunabhéangigkeit lag im untersuchten Kollektiv definitionsgeman dann vor, wenn
der Transplantatempfanger an mehr als sieben aufeinanderfolgenden Tagen nach

Transplantation keiner exogenen Insulinsubstitution bedurfte.

2.7.3 Transplantatverlust

Ein Verlust des transplantierten Inselzellapparates lag im untersuchten Kollektiv
definitionsgemaB dann vor, wenn in drei aufeinanderfolgenden Messungen ein C-

Peptid Wert < 0,5 ng/ml gemessen wurde.

2.8 Untersuchungen im Einjahresverlauf

2.8.1 HLA-Untersuchung

2.8.1.1 Untersuchtes Kollektiv

Um die Fragestellungen zur Bedeutung der HLA-Kompatibilitat hinreichend
analysieren zu koénnen, wurden Empfanger ausgeschlossen, die mehr als ein
Spenderorgan erhielten. Es wurden somit lediglich Patienten mit einem Spender-
Empfanger-Verhéltnis 1:1 berlcksichtigt.

Die Einschlusskriterien erflllten 47 Patienten, wovon 32 Patienten eine simultane
Insel-Nieren-Transplantation und 15 eine Insel-nach-Nieren-Transplantation
erhielten.
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2.8.1.2 Immunsuppressives Protokoll

Alle Empfanger erhielten Prednisolon und Cyclosporin A sowie entweder Azathioprin
(in 26 Fallen, davon 15 IAK, 11 SIK) oder Mycophenolat mofetil (in 21 Fallen, nur
SIK) als Teil der dauerhaften immunsuppressiven Therapie zusammen mit T-Zell-
depletierenden Antikérpern (ALG/ATG) zur Induktionstherapie innerhalb der ersten 7-
10 Tage.

Zudem sieht das GieBen-Protokoll die erganzende Medikation mit Vitaminen (E, C),
Nicotinamid, N-Acetylcystein sowie Pentoxifyllin vor.

Die nachfolgenden Tabellen differenzierte

zeigen eine Darstellung  der

immunsuppressiven Protokolle in den Jahren 1992 bis 2000.

Tab. 9: Inmunsuppressive Induktionstherapie 1992 - 2000

Medikament Dosis Zeitraum Anmerkung
bzgl. Tx
ATGi.v. 5mg / kg KG /d Tag -3 bis +10
Cyclosporin A 3mg/kgKG/d Tag -3 bis +10 Bei SIK ab Krea-
e Clearance>20ml/min
Azathioprin p.o. 100mg / d Alle IAK
SIK bis 1996
MMF i.v. 3g/d Tag 0 bis 10 SIK ab 1996
Nach ATG-Gabe
Urbason i.v. 100mg/d Tag -3 bis -1 Nur IAK
Urbason i.v. 19 intraop. wahrend Nur SIK
NTx
Urbason i.v. 250mg /d Tag -3 bis -1 Nur SIK
Prednisolon i.v. 35mg/d Tag 0 bis +10
Immunglobulin G 10g/d Pra Tx, Tag
1.V 1,2,4,6,8,10
Pentoxifyllin i.v. 400mg / d Tag -1 bis +11
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Tab. 10: Inmunsuppressive Erhaltungstherapie 1992 — 2000

Medikament Dosis Zeitraum Anmerkung
bzgl. Tx
Cyclosporin A nach Spiegel (Ziel: Ab Tag 11 Bei SIK ab Krea-
p-o. 100-150ng/ml) Clearance>20ml/min
Azathioprin p.o. 100mg /d Alle IAK
SIK bis 1996
MMF p.o. 29 / d nach Spiegel Ab Tag 11 SIK ab 1996
(Ziel: >2ug/ml)
Prednisolon p.o. Allmé&hliche Ab Tag 11 Nach 3 Mon.
Dosisreduktion bis Versuch 10mg jeden
10mg / d 2.Tag
Pentoxifyllin p.o. 1200mg / d Ab Tag 11
Tab. 11: Supplementtherapie 1992 - 2000
Medikament Dosis Zeitpunkt
Nicotinamid 3g/d
p.o.
Vitamin C 1g/d Tag 1-3
i.v.
Vitamin C 1g/d Tag 4-10
p.o.
Verapamil 240mg/d
p.o.
Vitamin E 400mg/d
p.o.
ACC i.v./p.o. 9ml/d i.v. bzw. Tag 1-10
600mg / d p.o.
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2.8.1.3 Inhalte der HLA-Untersuchung

Objekt der Untersuchung war der Endpunkt Transplantat-Funktion (C-Peptid =
0,5ng/ml) nach 12 Monaten in Abhangigkeit der HLA-Kompatibilitdt (Anzahl an
Nichtlbereinstimmungen (HLA-Mismatches) fir HLA-A, HLA-B und HLA-DR). Die
maximale Anzahl an HLA-Mismatches (HLA-MM) betragt in diesem Zusammenhang
6, die sich aus jeweils zwei moéglichen Mismatches fur HLA-A, HLA-B und HLA-DR
zusammensetzt. Es wurden sowohl die Gesamtanzahl der Mismatches als auch die
Mismatches der einzelnen Loci (HLA-A, HLA-B, HLA-DR) betrachtet. Zudem erfolgte
eine Korrelation von HLA-Kompatibilitdt und CMV- (Re-) Aktivierung

Zu der Anzahl der Mismatches wurde im zweiten Schritt das Neuauftreten bzw. die
Persistenz folgender Autoantikbrper in Beziehung gesetzt: GAD-65-Antikérper,
Inselzellantikdrper (ICA) und IA-2-Antikérper. Auch hier wurde als primarer Endpunkt
die Transplantatfunktion nach 12 Monaten gewahlt.

2.8.1.4 Methodik der HLA-Bestimmung

Die Molekularbiologische Bestimmung der HLA-Merkmale von Spender und
Empfanger erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die HLA-
Zielsequenzen wurden mittels Sequenz-spezifischer Primer (PCR-SSP) amplifiziert
und in der Gel-Elektrophorese detektiert. Zur Bestimmung der HLA-Klasse-II-
Merkmale wurde eine Sequenzierung engeschlossen.

2.8.1.5 Methodik der Auto-Antikérper-Bestimmunag:

Antikérper gegen GAD 65 wurden (entsprechend des Protokolls von Petersen et al.)
in einem Radioligandenassay, ausgehend von rekombinanter, in vitro exprimierter
und (35S)-Methionin-markierter GAD 65 gemessen. IA-2 Antikbrper wurden in einem
ELISA-Format der Firma Boehringer Mannheim bestimmt, wahrend ICA mittels
indirekter Immunfluoreszenz auf humanem Pankreas der Blutgruppe 0

nachgewiesen wurden.
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2.8.2 CMV-Untersuchung

2.8.2.1 Untersuchtes Kollektiv

Die Einschlusskriterien zur Untersuchung des CMV-abhangigen
Inseltransplantatiberlebens sowie des Einflusses eines Hoch-Risiko-Matches
bezlglich der Spender-/Empfanger-Konstellation (CMV IgG positiver Spender / CMV
IgG negativer Empfénger) erfullten 57 Patienten, wovon 19 eine Insel-nach-Nieren-

Transplantation erhielten und 38 eine Simultane-Insel-Nieren-Transplantation.

2.8.2.2 Immunsuppressives Protokoll

Die Immunsuppression basierte wie im HLA-Kollektiv auf einer Kombination von
Cyclosporin A und entweder Azathioprin (in 30 Féllen, davon 19 IAK, 11 SIK) oder
Mycophenolat mofetil (MMF) (ab 1996; in 27 Fallen, nur SIK) zusammen mit T-Zell-
depletierenden Antikérpern (ALG/ATG) zur Induktionstherapie innerhalb der ersten 7-
10 Tage. Nach dem GieBen-Protokoll wurde den Patienten wie im HLA-Kollektiv
zudem Prednisolon, Vitamin E und C sowie Nicotinamid, N-Acetylcystein und
Pentoxifyllin verabreicht.

2.8.2.3 Inhalte der CMV-Untersuchung

Objekt der Untersuchung war der Endpunkt Transplantat-Funktion (C-Peptid =
0,5ng/ml) nach 12 Monaten in Abhangigkeit des Nachweis einer CMV-DNAemie
unter Beriicksichtigung des CMV-Serostatus von Spender und Empfanger.

Die Transplantatfunktion wurde zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4 Wochen sowie 2, 3,

4,5, 6,9, 12 Monate nach Transplantation anhand des basalen C-Peptids bestimmt.

2.8.2.4 CMV-Nachweis und antivirale Therapie

In der vorliegenden Studie wurden sowohl Spender als auch Empfénger auf das

Vorliegen von Anti-CMV-IgG getestet.
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Zur antiviralen Prophylaxe erhielten samtliche IAK-Patienten Acyclovir in einer Dosis
von 4x200mg/d fur 8 Wochen, die SIK-Patienten erhielten nur im Falle einer Hoch-
Risiko-Konstellation (Spender CMVIgG positiv, Empfanger CMVIgG negativ) anti-
CMV-Hyperimmunglobulin fir 6 Wochen.

Post transplantationem wurde in regelmaBigen Abstanden sowie beim Auftreten
klinischer Anzeichen einer mdglichen CMV-Infektion eine CMV-PCR durchgefiihrt.
Der Nachweis von Virus-DNA mittels Polymerasekettenreaktion wurde als sicheres
Zeichen einer akuten Infektion mit dem Cytomegalievirus gewertet.

Empfanger mit einer im Serum nachgewiesenen aktiven CMV-Replikation wurden mit
Gancyclovir behandelt, zunachst mittels zweimaliger intravendser Gabe von 5mg pro
Kilogramm Kdérpergewicht pro Tag far 10-14 Tage, im weiteren Verlauf mittels oraler
Gabe von 3x1g pro Tag. Es erfolgte eine Dosisanpassung an die Kreatininclearance.

2.8.2.5 Methodik der HCMV-Bestimmung

CMV 1gG, CMV IgM und CMV-NAT wurden mittels folgender Testverfahren
bestimmt:

e CMV IgG: Liaison CMV IgG der Firma Sorin (kommerziell erhaltlich)

e CMV IgM: Liaison CMV IgM der Firma Sorin (kommerziell erhéltlich)

e CMV NAT: ,In-House"-entwickelte Methode der Abteilung flir Medizinische
Virologie, Universitatsklinikum GieBen, unter Verwendung von zwei
Zielsequenzen: mie (major immediate early antigen), gB
(Membranglykoprotein). Die Methode wurde durch u. a. durch Teilnahme an

Ringversuchen evaluiert.
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2.8.3 Untersuchung der Geschlechtsverteilung

2.8.3.1 Untersuchtes Kollektiv

Das untersuchte Kollektiv entspricht dem CMV-Kollektiv.

2.8.3.2 Immunsuppressives Protokoll

Das in diesem Kollektiv verwendete immunsuppressive Protokoll entspricht dem des

im CMV-Kollektiv verwendeten Protokolls.

2.8.3.3 Inhalte der Untersuchungen hinsichtlich der Geschlechtsverteilung

Objekt der Untersuchung war der Endpunkt Transplantat-Funktion (C-Peptid =
0,5ng/ml) nach 12 Monaten in Abhangigkeit der Geschlechtsverteilung zwischen
Organspender und Transplantatempféanger. Es wurden folgende Subgruppen
gebildet: Organspender zu Transplantatempfanger (1) weiblich/weiblich (w/w), (2)
mannlich/ménnlich (m/m), (3) weiblich/m&nnlich (w/m), (4) mannlich/weiblich (m/w),
(5) weiblich und mannlich/weiblich (wm/w) sowie (6) weiblich und mannlich/mannlich.
Hierbei wurden also auch Patienten mit einem Spender-Empfanger-Verhaltnis > 1:1
bertcksichtigt. Falle mit = zwei Organspendern, die das gleiche Geschlecht hatten,
wurden wie Falle behandelt, die nur ein Spenderorgan erhielten, es erfolgte daher

die Einteilung in eine der Subgruppen 1-4.
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2.8.4 1AK-Untersuchung

2.8.4.1 Untersuchtes Kollektiv

Insgesamt wurden 19 |AK-Patienten mit einem Beobachtungszeitraum von = 12
Monaten nach Insel-Transplantation untersucht.

2.8.4.2 Immunsuppressives Protokoll

Das immunsuppressive Protokoll beinhaltete in diesem Kollektiv Cyclosporin A,
Azathioprin, Prednison und die Induktion mit ATG, wie oben beschrieben.
Mycophenolat mofetil kam in dieser Kohorte nicht zum Einsatz, allerdings die oben
beschriebene Supplement-Therapie nach dem GieBen-Protokoll.

2.8.4.3 Inhalte der IAK-Untersuchung

Untersucht wurde die Ein-dahres-Funktionsrate der Transplantatnieren in
Abhangigkeit von folgenden Parametern: HbA1c, C-Peptid, Insulinbedarf und
Cyclosporin-A-Spiegel. Die Parameter wurden nach 0,1,2,3,4 Wochen sowie
2,3,6,9,12 Monaten bestimmt. Die Funktion der Transplantatniere wurde anhand von

Nierenretentionsparametern (Kreatinin und Harnstoff) beurteilt.
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2.9 Untersuchungen im Langzeitverlauf

2.9.1 Untersuchtes Kollektiv

An der Nachsorgeuntersuchung (follow-up) nach allogener intraportaler
Inselzelltransplantation am Transplantationszentrum in GieBen nahmen insgesamt
32 Patienten teil, von denen 25 Patienten die Einschlusskriterien erflllten. 7
Patienten erhielten eine Insel-nach-Nieren-Transplantation (IAK), 18 Patienten eine
simultane Insel-Nieren-Transplantation (SIK).

Als primarer Endpunkt wurde die erhaltene Inseltransplantatfunktion definiert.

Ein funktionierendes Inselgraft wurde definiert als C-Peptid = 0,5ng/ml, die
AbstoBung wurde definiert als C-Peptid dreimal in Folge < 0,5ng/ml.

2.9.2 Immunsuppressives Protokoll

Das immunsuppressive Protokoll fir diese Population beinhaltete in 8 Fallen die
Kombination Cyclosporin A, Prednisolon und Azathioprin (7 IAK, 1 SIK), in 15 Fallen
Cyclosporin A, Prednisolon und Mycophenolat mofetil (15 SIK) und in 2 Fallen
Prednisolon, Mycophenolat mofetil, low-dose-Tacrolimus und Sirolimus (2 SIK)
sowie in allen Fallen die Induktionstherapie mit T-Zell-depletierenden Antikdrpern flr
7-10 Tage sowie die Supplementtherapie nach dem GieBen-Protokoll mit Vitamin C
und E, Nicotinamid und Pentoxifyllin wie oben beschrieben. Nachfolgende Tabelle
beschreibt das modifizierte immunsuppressive Protokoll, das in Anlehnung an das
Edmonton-Protokoll bei 2 SIK-Patienten des Langzeit-Kollektivs angewandt wurde.
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Tab. 11: Inmunsuppressive Induktionstherapie SIK ab 2001

Medikament Dosis Zeitraum Anmerkung
bzgl. Tx
ATGi.v. Img / kg KG /d Tag 0 Unmittelbar vor NTx
ATG i.v. 3mg / kg KG /d Tag 1-4
Prednisolon i.v. 100mg Tag 0 bis 1 Vor ATG-Gabe
Urbason i.v. 19 Intraoperativ (NTx)
Prednisolon p.o. 25mg Tag 2 bis 7
Immunglobulin G 10g/d Pra Tx, Tag
I-v- 1’2’4,6,8
Pentoxifyllin i.v. 400mg / d Tag -1 bis +11
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Tab. 12: Immunsuppressive Erhaltungstherapie SIK ab 2001

Medikament Dosis Zeitraum Anmerkung
bzgl. Tx
Tacrolimus p.o. | 0,05mg/kg KG/d pré Tx
Tacrolimus p.o. | 0,03mg/kg KG/d Ab Tag 0 nierenangepasst
bzw. nach Spiegel
(Ziel: 6-8ng/ml)
Sirolimus p.o. 0,2mg/ kg KG /d préa Tx
Sirolimus p.o. 0,1mg/ kg KG /d Ab Tag 0 Zielspiegel nach 3
bzw. nach Spiegel Monaten: 7-10ng/ml
(Ziel: 12-15ng/ml)
MMF i.v. 3g/d Tag 0-2 Nach ATG
MMF p.o. 3g/d Ab Tag 3
Prednisolon p.o. Allmahliche Ab Tag 8 10mg ab Woche 4,
Dosisreduktion 2,5mg ab Woche 10,
Steroidstop ab
Woche 12
Pentoxifyllin p.o. 1200mg /d Ab Tag 11

2.9.3 Inhalte der Untersuchungen im Langzeitverlauf

Es sollte geprift werden, inwieweit die Implantation insulinproduzierender
Langerhansscher Inselzellen die metabolische Situation des Empfangerorganismus
verbessern kann und ob es zu einer Beeinflussung der Progression
diabetesbedingter Sekundarkomplikationen kommt.

Folgende Parameter wurden erfasst und zu den Zeitpunkten ty (vor Transplantation),
t1 (ein Jahr nach Transplantation) und t, (variabler Zeitpunkt im Langzeitverlauf,
Zeitpunkt des Nachsorgeprogramms) verglichen:
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erhaltene bzw. verlorene Transplantatfunktion

HbA1C [%]

Insulinbedarf [IE pro Kilogramm Koérpergewicht des Empfangers]

Anzahl schwerer Hypoglyk&mien pro Jahr [n]

Kardiale Funktion (Ejektionsfraktion [%], Hinterwanddicke [mm], Septumdicke

[mm])

Diabetische periphere Neuropathie

Biothesiometrie [um]).

(Nervenleitgeschwindigkeit [m/s] und

*HbA1C *HbA1C *HbA1C

s[nsulinbed. | <Insulinbed. *|nsulinbed.

*Hypoglyk. *Hypoglyk. *Hypoglyk.

Kardiale Fkt |-Kardiale Fkt | Kardiale Fkt

‘Neuropathie |<Tx Fkt *Neuropathie
*Knochendichte
*Lebermorphe
*Tx Fkt

tg t, ty Zeitpunkte

Abbildung 9: Untersuchte Parameter im Langzeitverlauf

Die Erfassung der Parameter Knochendichte und Lebermorphologie nach allogener
intraportaler Inselzelltransplantation erfolgte lediglich zum Zeitpunkt der Follow-Up-
Untersuchung (t12) und soll der Vollstandigkeit halber rein deskriptiv dargestellt

werden.

2.9.3.1 Methodik: Messunqg kardialer Surrogatparameter

Die Messung der Ejektionsfraktion sowie Septum- und Hinterwanddicke des Herzens

erfolgte mittels  konventioneller =~ Echokardiographie  und Farbdoppler-

Echokardiographie.
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2.9.3.2 Methodik: Messung der Knochendichte

Die Bestimmung der Knochendichte wurde mittels Dual Energy X-Ray
Absorptiometry (DEXA) durchgefihrt. Das DEXA-Verfahren ermdéglicht eine
quantitative Messung des Knochenmineralgehaltes von einzelnen Kérperregionen.

Der Nachweis von osteoporotischen Frakturen wurde mittels konventioneller

Roéntgenverfahren geflhrt.

2.9.3.3 Methodik: Darstellung der Lebermorpholoqgie

In allen Fallen wurde eine konventionelle Sonographie der Leber sowie die
dopplersonographische Messung des portalvendsen FluBprofils durchgefihrt, bei
sonographischen Auffalligkeiten erfolgte im Anschluss die Darstellung der Leber
mittels Magnetresonanztomographie.

2.10 Statistische Methoden

Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse im Ein-Jahresverlauf erfolgt tabellarisch
mit der Darstellung des arithmetischen Mittelwertes. Als alternative Lage- und
StreuungsmaBe sind der Median (50%-Quartil), die Standardabweichung und der
Bereich, d.h. das Intervall des 0% und 100% Quartils, angegeben. Kategoriale
Parameter werden in Kontingenztafeln dargestellt.

Die Fragestellung, ob Unterschiede zwischen definierten Gruppen in Abhangigkeit
von metrischen Parametern bestehen, wurde mit dem nichtparametrischen Kruskal-
Wallis-Test flr unabhangige Stichproben analysiert. Dieser wurde auch flr die
Untersuchung der HLA-Kompatibilitdt verwandt. Als multipler Anschlusstest flr
paarweise Vergleiche bei mehr als zwei Gruppen wurde der Dunn-Test verwandt.
(SACHS, 1997). Fur Fragestellungen, die Veranderungen im zeitlichen Verlauf
untersuchen wurden mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-Test flr verbundene
Stichproben untersucht (DUFNER, JENSEN, SCHUMACHER, 1992).
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Kategoriale Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest auf
Zusammenhdnge untersucht. Waren die Vorraussetzungen des Chi-Quadrat-
Unabhéangigkeitstest nicht gegeben, so wurde der exakte Test nach Fisher verwand.
Fir die Anwendung des Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest durften héchstens 20%
der Zellen der Kontingenztafel fir die erwarteten Haufigkeiten einen Wert kleiner als

funf aufweisen.

Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse im Langzeitverlauf erfolgt tabellarisch mit
der Darstellung des arithmetischen Mittelwertes flr HbA1c und C-Peptid, fir die
dbrigen Daten wird der Median angegeben. Als alternative Lage- und
StreuungsmaBe sind der Bereich und ggf. die Standardabweichung angegeben.
Kategoriale Parameter werden in Kontingenztafeln dargestellt.

Die statistischen Analysen erfolgten mittels nichtparametrischen T-Tests unter einem

Signifikanzniveau von < 0,05.

Die Darstellung der Ergebnisse der deskriptiven und analytischen Statistik erfolgt
unter Angabe der Irrtumswahrscheinlichkeit p. Die Irrtumswahrscheinlichkeit der
statistischen Aussage wurde wie folgt bewertet:

p > 0,05 nicht signifikant

p < 0,05 signifikant.

Die Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS fir Windows Version 15.0 und
BIAS fiir Windows Version 7.0.3.
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3 Ergebnisse

3.1

Ergebnisse im Gesamtkollektiv

3.1.1

Demographische Daten: Gesamtkollektiv

Ergebnisse

Nachfolgende Tabellen zeigen die demographischen Daten der Empfanger im
Gesamtkollektiv (n=91).

Tab. 12: Demogra

phische Daten Gesamtkollektiv

Alter BMI Geschlecht | Diabetesdauer Tx-Kategorie
(Jahre) (kg/m?) (Jahre)
41,5+7,8 21,9+27 41w 27,4+73 53SIK 25IAK
[27-62] [17,5-30,3] 50m [10-48] 12ITA 1IAL

Die Daten sind als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich angegeben.

Tab. 13: Demographische Daten Gesamtkollektiv nach Tx-Kategorie

Kategorie Alter BMI Geschlecht | Diabetesdauer

(Jahre) (kg/m?) (Jahre)

SIK 42,4 +8,3 222+28 25w 279+75

n=53 [32-64] [17,5-30,3] 28m [12-48]

IAK 39,4168 22,6 +1,9 w 26,3 +5,7

n=25 [27-53] [19,7-28,2] 18m [11-38]

ITA 38,9 + 4,3 21,8+1,7 ow 26,3 £5,7

n=12 [30-52] [20,3-26,4] 3m [10-39]

IAL 51 22,9 im 2

n=1

Die Daten sind als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich angegeben.
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3.1.2 Transplantatiiberleben und Insulinunabhéngigkeit im Gesamtkollektiv nach
12 Monaten

Nachfolgende Darstellung zeigt das Gesamtkollektiv aller Patienten, die bis 2005 am
Transplantationszentrum GieBen eine allogene intraportale Inselzelltransplantation
erhielten und Uber einen Zeitraum von einem Jahr nachbeobachtet wurden.
Zusatzlich sind die Verteilung innerhalb der Tx-Kategorien sowie die Anzahl der

Patienten mit erhaltener Inseltransplantatfunktion (ITx-Funktion +) nach einem Jahr

dargestellt.
Gesamtkollektiv
91 100
- 90
— 80
- 66 (73%) 70
] 53 60 =
50 N
] 1(77%) c
- 40 <
. 25 30
] 8 (67% -0
[ —(| O) 1 1 10
0
+ - T+ - T - T U
T X X~ x x x
is S5 &5 S5 o
O =4 4 < —
= » = =g E g g

Abbildung 10: Anzahl der Insel-Transplantationen am Tx-Zentrum GieBen nach Tx-
Kategorie und erhaltener ITx-Funktion nach einem Jahr (ITxFunktion+)

In der SIK-Gruppe fand sich zwdlf Monate nach Transplantation eine erhaltene
Transplantatfunktion von 77%, in der IAK-Gruppe von 52% und in der ITA-Gruppe
von 67%. Der IAL-Patient wies ebenfalls eine erhaltene Transplantatfunktion auf.
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Das Patientenliberleben im ersten Jahr nach allogener intraportaler
Inselzelltransplantation lag in den Gruppen SIK, ITA und IAL bei 100%, in der IAK-
Gruppe bei 92%.

Die Raten flr die erreichte Insulinunabhangigkeit innerhalb des ersten Jahres nach
Inseltransplantation zeigten sich wie folgt: SIK 7/53 (13%), IAK 5/25 (20%), ITA 6/12
(50%), 1AL 1/1 (100%).

100
90
80 18 O insulinunabhangig
70 & nicht insulinunabhangig
— 60
e
N 50 7
< 40
73
30
20 46 5
10 20 6
0 2 —f—
Gesamt SIK IAK ITA IAL

Abbildung 11: Insuliunabhangigkeitsrate ein Jahr nach Inselzelltransplantation

3.2 Demographische Daten der Subgruppen

3.2.1 Demographische Daten: HLA-Kollektiv (Empfanger):

Das mittlere Alter bei Transplantation betrug 40 Jahre 7,6 [27 bis 64 Jahre].

Im Mittel wogen die Patienten bei Transplantation 67 + 9,9 Kilogramm [48,2 bis
91,8kg], der durchschnittliche BMI betrug 22,7 + 2,4 Kilogramm pro Quadramter
Korperoberflache [17,5 bis 30,3 kg/gm].
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Im Schnitt litten die transplantierten Patienten bis zum Zeitpunkt der
Inseltransplantation seit etwa 28 + 6,8 Jahren an Diabetes mellitus Typ1 [15-48
Jahre]. (Darstellung der Daten als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.)

Im Ubrigen wies die Population die gleichen Merkmale auf wie die Patienten des
CMV-Kollektivs. Die Empfanger-Allokation erfolgte einzig ABO-kompatibel.

Von den 47 Patienten waren 25 (53%) weiblich, in der IAK-Gruppe fanden sich 6
Frauen (40%), in der SIK-Gruppe 19 (59%).

3.2.2 Demographische Daten: HLA-Kollektiv (Spender):

Die demographischen Daten der Organspender dieser Population sind in Tab. 4
beschrieben:

Tab. 14: Demographische Spenderdaten HLA-Kollektiv

Alter BMI Geschlecht Kiz Inselmasse | Viabilitat
(Jahre) (kg/m2) (h) (IEQ/kgKG) (%)
40,9+85 | 26,2+3,4 21w 7+1,7 5773 +2307 |87,3+7,6
[24-54] [19,7-33,1] 26m [4,0-13,1] [1388-12833] | [73-99]

Die Daten sind als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich angegeben.

3.2.3 Demographische Daten: CMV-Kollektiv (Empfanger):

Das mittlere Alter der Empfanger bei Transplantation betrug 40 + 7,5 Jahre [27 bis 64
Jahre].

Im Mittel wogen die Patienten bei Transplantation 68,6 + 9,9 kg [48,2 bis 91,8kg], der
durchschnittliche BMI betrug 22,7 + 2,3 kg/gm [17,5 bis 30,3 kg/gm].

Im Schnitt litten die transplantierten Patienten bis zum Zeitpunkt der
Inseltransplantation seit 28 + 7,1 Jahren an Diabetes mellitus Typ1 [11-48 Jahre].
Insgesamt wurden 26 Frauen und 31 Manner inselzelltransplantiert.

Der Frauen-Anteil in der IAK-Gruppe betragt 6 (32%), in der SIK-Gruppe 20 (53%).
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3.2.4 Demographische Daten: CMV-Kollektiv (Spender):

In acht Fallen erhielten die Patienten Inselzellen von 2 Spenderorganen und jeweils

in einem Fall von drei bzw. vier Spenderpankreata (n=10 Inseltransplantate aus

mehreren Spenderorganen).

Das durchschnittliche Alter der Organspender betrug 41,5 + 8,4 Jahre [24 bis 56].
Das Spendergewicht lag im Mittel bei 79,6kg + 11,7 [48 bis 110], der mittlere BMI bei
26,1 £ 9,0 kg/gm [19,7 bis 37,5].

In 29 Faéllen wurden Pankreata von weiblichen Organspendern verwendet, in 41

Fallen von mannlichen Spendern.

Folgende firr die Transplantation wichtigen Spenderdaten wurden zusétzlich erfasst:

Tab. 15: Ubersicht zusitzlich erfasster Spenderdaten

Kalte Ischamiezeit (Stunden): 7,04 £ 1,7 [2,45 - 13,1]

Absolutzahl isolierter Inselzellen: 156661 + 109608 Zellen [36700 - 695200]
Inselaquivalenzzahl (IEQ): 448232 + 241846 [114400 - 1511200]

Reinheit der isolierten Zellen (%): 78,48+ 13,7 [50 - 98]

Viabilitat der isolierten Zellen (%): 87,46 + 7,2 [66-99]

Inselaquivalenzzahl pro Gramm Pankreasgewebe:

6711 + 4689 [1230 - 26628]

Inselaquivalenzzahl pro Kilogramm Kérpergewicht des Empfangers:

6503+ 3340 [1388-19525]

(Darstellung der Daten als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich)

Die

demographischen Daten des Kollektivs zur Untersuchung des

Geschlechtsfaktors entsprechen denen des CMV-Kollektivs.
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3.2.5 CMV-Serostatus von Organspendern und Transplantat-Empfangern

Die Spender/Empfanger-Konstellation hinsichtlich des CMV-lgG-Serostatus vor

Transplantation ist in nachfolgender Tabelle dargestellt.

Tab. 16: CMV IgG Serostatus der Spender und Empfanger

Spender CMV - Spender CMV +
Empfanger CMV - n=10 n=12
Empfanger CMV + n=13 n=22

3.2.6 Demographische Daten: IAK-Kollektiv

Bei 19 Patienten erfolgte die allogene intraportale Inselzelltransplantation Monate bis
Jahre nach stattgehabter Nierentransplantation (Islet-after-Kidney-Subgruppe), 38
Patienten erhielten zeitgleich sowohl ein Inselzell- als auch Nierentransplantat

(Simultanous-Islet-Kidney-Subgruppe).

3.2.7 Demographische Daten: Subgruppen SIK und IAK (Empfanger):

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick lber die demographischen Daten der
Gruppen SIK und IAK:
Tab. 17: Demographische Daten SIK und IAK (Empfanger)

Variable Alter BMI Geschlecht | Diabetesdauer
(Jahre) (kg/m?) (Jahre)
SIK 40,5+7,9 226+25 20w 28,2+7,7
n=38 [32-64] [17,5-30,3] 18m [13-48]
IAK 39,2+6,7 22,8+1,9 6w 26,9+5,9
n=19 [27-54] | [19,7-28,2] 13m [11-38]

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.
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3.2.8 Demographische Daten: Subgruppen SIK und IAK (Spender)

Tab. 18: Demographische Daten SIK und IAK (Spender)

Alter BMI Geschlecht KizZ Inselmasse | Viabilitat
(Jahre) (kg/m2) (h) (IEQ/kgKG) (%)
SIK | 40,1+8,3 26,1+2,7 16w 7,1+1.5 5436+2415 | 87,548,2
[24-56] [19,7-33,1] 26m [4,0-10,2] [1388- [73-99]
12833]
IAK 42+8,8 26,31+4,2 12w 7+2.3 8639+3937 | 87,5+4,9
[26-54] [21,2-37,5] 15m [2,5-13,1] [5165- [78-96]
15637]

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.

Im untersuchten |AK-Kollektiv erhielten die Transplantatempfanger in 14 Fallen
pankreatische Inselzellen von einem Spender, in 3 Fallen von 2 Spendern und in
jeweils einem Fall war die Empfanger-/Spender-Konstellation 1:3 und 1:4.

3.2.9 Demographische Daten: Langzeitverlauf (Empféanger)

In nachfolgender Tabelle werden die gemittelten Werte fir Alter, Body-Mass-Index

(BMI), Diabetesdauer und Nachsorgezeit aufgefihrt.

Tab. 19: Demographische Empfangerdaten im Langzeitkollektiv zum Zeitpunkt
der Transplantation

Alter BMI Diabetesdauer Nachsorgezeit
(Jahre) (kg/m?) (Jahre) (Jahre)
42,5+7.8 21,8124 3045,6 5,743,5
[34-63] [16,4-26,5] [21-39] [1-11]

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.
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Tab. 20: Demographische Empfangerdaten im Langzeitkollektiv zum Zeitpunkt
der Transplantation, Subgruppen IAK/SIK

Alter BMI Diabetesdauer | Nachsorgezeit
(Jahre) (kg/m2) (Jahre) (Jahre)
SIK 42,942 4 22,1+2,5 29,615,5 5+3,1
[34-63] [17,7-26,5] [21-38] [1-10]
IAK 41,6 +7,2 21,1+2.3 31,616,3 7,243,5
[35-54] [16,4-22,4] [21-39] [2,6-11]

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.

3.2.10 Demographische Daten: Langzeitverlauf (Spender)

Die demographischen Daten der

nachfolgender Tabelle beschrieben:

Organspender

dieser

Population sind in

Tab. 21: Demographische Spenderdaten im Langzeitkollektiv zum Zeitpunkt der
Transplantation

Alter BMI Geschlecht KlZ Inselmasse | Viabilitat
(Jahre) (kg/m2) (h) (IEQ/kgKG) (%)
38,8+11,0 | 25,9+2,1 20w 7,523 758814378 89+7.,9
[18-54] [22,0-29,4] 17m [4,75-15,0] | [2568-15637] | [74-99]

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.

In 14 Fallen war das Verhaltnis transplantierter Pankreata zu Empfanger 1:1.

In 7 Fallen betrug das Verhaltnis 2:1. In jeweils einem Fall wurden Inselzellen von 3

bzw. 6 Pankreata transplantiert.

Das Verhaltnis weiblich zu mannlich betrug 11:14.
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3.3 Ergebnisse im Einjahresverlauf

3.3.1 Ergebnisse der HLA-Untersuchungen

Die demographischen Daten der Empfanger in den Gruppen mit (Tx-Fkit+) versus
ohne erhaltene Transplantatfunktion (Tx-Fkt-) sind nachfolgend aufgeftihrt:

Tab. 22: Demographische Empfangerdaten des HLA-Kollektivs

Tx-Fkt Alter Geschlecht BMI Diabetesdauer
nach 12 (Jahre) (kg/m2) (Jahre)
Monaten
Tx-Fkt+ 40,3+7,6 17w 22,5+2.6 28,5+7,3

n=34 [32-64] 17m [17,5-30,3] [15-48]

(72,3%)

Tx-Fkt- 38,6+7,9 7w 23,2+1,2 26,215,0

n=13 [27-57] 6m [20,8-28,2] [20-34]
(27,7%)
P ns ns ns ns

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.

Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der

demographischen Daten.

In 34 von 47 (72,3%) Fallen konnte eine Ein-dahres-Funktionsrate der
transplantierten pankreatischen Inselzellen erreicht werden, wahrend in 13 von 47
Fallen (27,7%) ein Funktionsverlust des Inselzelltransplantates dokumentiert wurde.

In allen Féllen wurde innerhalo des ersten Jahres nach allogener

Inselzelltransplantation  eine  erhaltene Funktion des Nierentransplantates

beobachtet.
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3.3.1.1 Zusammenhang zwischen HLA-Kompatibilitdt und Transplantatfunktion

Zunachst werden die Absolutzahlen der gefundenen HLA-Mismatches (HLA-MM)
graphisch dargestellt. Die Maximal-Zahl der Mismatches betragt 6, die sich aus
jeweils zwei Mismatches fur HLA-A, HLA-B und HLA-DR zusammensetzen.

20 18
. W Patienten (n) ‘ 15
215
[
Q
T
a 10
< 6 /
[
g 5 ]
< 0 0

0 |

0 1 2 3 4 5 6
Anzahl Mismatches

Abbildung 12: Verteilung der HLA Mismatches

Die Ergebnisse dokumentieren eine hohe Rate an HLA-Inkompatibilitat, etwa 85%
der Spender-Empfanger-Konstellationen weisen 4 oder mehr HLA-Mismatches auf.
In knapp einem Drittel der Falle finden sich = 5 HLA-MM. Aufgrund der Allokation, die
einzig ABO-kompatibel erfolgte, war diese hohe Rate an HLA-Mismatches durchaus

ZU erwarten.

Im zweiten Schritt wird die Anzahl der Mismatches zu der Inseltransplantatfunktion

nach 12 Monaten in Beziehung gesetzt.
Die Anzahl der HLA-Mismatches in den Gruppen mit vs. ohne erhaltene

Transplantatfunktion sind in Tab. 23 dargestellt.
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Tab. 23: HLA-Mismatches in den Gruppen mit vs. ohne erhaltene
Transplantatfunktion

HLA-Mismatches Tx-Fkt+ (n=34) | Tx-Fkt- (n=13)
6 4 (11,8%) 3 (23,1%) ns
5 15 (44,1%) 3 (23,1%) ns
4 11 (32,3%) 4 (30,7%) ns
3 4 (11,8%) 2 (15,4%) ns
2 0 1 (7,6%) ns

Die Unterschiede sind nicht signifikant. Das Vorliegen von nur einem oder keinem
HLA-Mismatch wurde in keiner der Subgruppen beobachtet.

Wahrend sich in der Gruppe mit erhaltener Ein-Jahres-Transplantatfunktion 88,3%
der Patienten eine Inkompatibilitatsrate von 4 oder mehr HLA-MM fanden, waren es
in der Gruppe ohne erhaltene Transplantatfunktion nach 12 Monaten 77%.

Die Unterschiede sind nicht signifikant.

Nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht Uiber die Anzahl der HLA-Mismatches fiir
die einzelnen HLA-Loci (HLA-A, HLA-B, HLA-DR). Hinsichtlich der einzelnen HLA-
Loci betragt die maximale Anzahl der Mismatches 2.

Tab. 24: Anzahl der Mismatches flir die einzelnen HLA-Loci (HLA-A, HLA-B,
HLA-DR)

Loci A A MM B_B MM DR_DR_MM
Anzahl MM
0 2 0 0
28 18 20
2 17 29 27
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Nachfolgende Abbildung zeigt die Korrelation zu den Gruppen mit vs. ohne erhaltene
Transplantatfunktion nach 12 Monaten. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse
wurde das arithmetische Mittel der Anzahl der HLA-Mismatches gewahlt.
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Abbildung 13: HLA Mismatch vs. Transplantatfunktion nach 12 Monaten

Die beiden Gruppen erhaltene Inseltransplantatfunktion nach 12 Monaten vs.
Inseltransplantatfunktionsverlust nach 12 Monaten wiesen keine signifikanten

Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Mismatches auf den einzelnen HLA-Loci
auf.

3.3.1.2 Einfluss des HLA-Matchings auf eine CMV- (Re-)Aktivierung

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen der HLA-Kompatibilitdt und dem
Auftreten bzw. der Reaktivierung einer CMV-Infektion untersucht. Als diagnostischer
Hinweis fir eine stattgehabte CMV-Infektion wurde ein positiver CMV-DNA-Nachweis
zugrunde gelegt, wie unter 2.8.2.4 ausgefihrt.
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Tab. 25: Beziehung zwischen HLA Mismatches und Auftreten einer CMV-
Infektion

MM 6 5 4 3 2 1 0
CMVDNA 4 9 6 3 1 0 0 p=0,84
- (n=23)
% 17,4 39,1 26,1 13 4.3 0 0
CMVDNA 3 9 8 3 1 0 0
+ (n=24)
% 12,5 37,5 33,3 12,5 4,2 0 0

Zwischen den Gruppen mit 2, 3, 4, 5 oder 6 HLA-Mismatches fanden sich keine
signifikanten Unterschiede bezlglich des Auftretens einer CMV-Infektion.

3.3.1.3 Einfluss der HLA-Kompatibilitit auf das (Wieder-) Auftreten
diabetesassoziierter Auto-Antikdrper (GAD, ICA, IA-2)

Um in der vorliegenden Studie auch die Frage nach der Betazell-Autoimmunitat zu
bericksichtigen, insbesondere inwieweit die persistierende Autoimmunitéat einerseits
durch die HLA-Kompatibilitat beeinflusst wird und sie andererseits das Uberleben
des Inselzelltransplantates im Sinne einer ,disease recurrence” gefédhrden kann,
wurde zunachst die Anzahl der HLA-Mismatches mit dem Neuauftreten bzw. der
Persistenz diabetesassoziierter Auto-Antikérper korreliert und im zweiten Schritt die

Autoimmunitat in Beziehung zum Transplantatlberleben gesetzt.

In den nachfolgenden Tabellen sind zun&chst die Absolutzahlen der detektierten
Autoantikdrper in Korrelation zu der Anzahl der HLA-Missmachtes dargestellt. Als

,neu“ werden die erst nach der Transplantation pankreatischer Inselzellen
aufgetretenen Antikérper beschrieben, als ,pers“ die schon vor der Transplantation

vorhandenen und nach der Transplantation weiterhin nachweisbaren Autoantikérper.
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Tab. 26: Nachweis von GAD Antikérpern in Abhangigkeit des HLA-Gradings

MM 6 5 4 3 2

GAD-AK 0 2 1 2 0 p=0,35
neu

GAD-AK 1 8 4 4 0 p=0,24
pers

Tab. 27: Nachweis von ICA Antikérpern in Abhéngigkeit des HLA-Gradings

MM 6 5 4 3 2
ICA-AK 0 1 1 2 0 p=0,22
neu
ICA-AK 0 4 2 3 0 p=0,20
pers

Tab. 28: Nachweis von IA2 Antikérpern in Abhangigkeit des HLA-Gradings

MM 6 5 4 3 2

1A2-AK 0 1 1 1 0 p=0,80
neu

1A2-AK 1 1 1 1 0 p=0,88
pers

Im untersuchten Kollektiv zeigten Neuauftreten oder Persistenz  von
diabetesassoziierten Autoantikérpern keine Korrelation zu der Absolut-Anzahl der
HLA-Mismatches. Es féllt auf, dass GAD-65-Antikérper fast doppelt so héaufig
vorkamen als Inselzellantikérper, zudem ist sowohl bei den Inselzellantikdrpern als
auch bei den GAD-65-Antikérpern haufiger eine Persistenz als ein Neuauftreten von

Autoantikérpern zu beobachten.

Die Untersuchung wurde zudem dezidiert fur die einzelnen HLA-Loci durchgefuhrt.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen dargestellt.
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Tab. 29: GAD Antikorper in Abhangigkeit des HLA-A-Locus

A_A_MM 2 1 0

GAD-AK 2 3 0 p=0,88
neu

GAD-AK 6 10 1 p=0,92
pers

Tab. 30: GAD Antikorper in Abhangigkeit des HLA-B-Locus

B_B_MM 2 1

GAD-AK 3 2 p=0,64
neu

GAD-AK 12 5 p=0,27
pers

Tab. 31: GAD Antikorper in Abhangigkeit des HLA-DR-Locus

DR_DR_MM 2 1

GAD-AK 0 5 p=0,01
neu

GAD-AK 6 11 p=0,03
pers

Tab. 32: ICA Antikorper in Abhangigkeit des HLA-A-Locus

A_A_MM 2 1 0
ICA-AK 1 3 0 p=0,77
neu
ICA-AK 3 6 0 p=0,74
pers
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Tab. 33: ICA Antikoérper in Abhangigkeit des HLA-B-Locus

B_B_MM 2 1

ICA-AK 1 3 p=0,15
neu

ICA-AK 4 5 p=0,21
pers

Tab. 34: ICA Antikoérper in Abhangigkeit des HLA-DR-Locus

DR_DR_MM 2 1
ICA-AK 1 3 p=0,3
neu
ICA-AK 3 6 p=0,14
pers

Tab. 35: 1A2 Antikorper in Abhangigkeit des HLA-A-Locus

A_A_MM 2 1 0
IA2-AK 0 3 0 p=0,34
neu
1A2-AK 1 3 0 p=0,77
pers

Tab. 36: 1A2 Antikorper in Abhangigkeit des HLA-B-Locus

B_B_MM 2 1
IA2-AK 2 1 p=0,68
neu
1A2-AK 3 1 p=0,5
pers
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Tab. 37: 1A2 Antikorper in Abhangigkeit des HLA-DR-Locus

DR _DR_MM 2 1
1A2-AK 1 2 p=0,57
neu
1A2-AK 2 2 p=0,75
pers

Persistenz und Neuauftreten von GAD-65-Antikérpern korrelierten positiv mit einem
niedrigen DR-DR-Mismatch. Die Gruppe mit nur einem DR-DR-Mismatch zwischen
Spender und Empfanger zeigte eine signifikant hbéhere Rate an sowohl
persistierenden (p=0,03) als auch neu aufgetretenen GAD-65-Antikérpern (p=0,01)
als die Gruppe mit 2 DR-DR-Mismatches. Zudem fallt auf, dass das Vorhandensein
von GAD-65-Antikdrpern mit der Expression von HLA-DR-3- oder —DR-4-Antigen
assoziiert war, und zwar in 10 von 12 Fallen (83%) vor Transplantation und in 13 von
17 Fallen (76,5%) nach Transplantation.

Demgegenlber konnte keine Koinzidenz von Persistenz bzw. Neuauftreten von |A-2-
oder Inselzellantikérpern und dem Grad der HLA-Kompatibilitat detektiert werden.

3.3.1.4 Zusammenhang zwischen dem Auftreten inselassoziierter Autoantikdrper
und der Inseltransplantatfunktion

Nachfolgende Tabelle zeigt die Transplantatfunktion nach 12 Monaten in
Abhangigkeit von persistierenden oder neu aufgetretenen Autoantikérpern. Auch hier
wurden GAD-65-, I1A-2- sowie Inselzellantikbrper untersucht.
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Tab. 38: Autoantikérper in Abhangigkeit der Tx-Funktion 12 Monate nach
Inselzelltransplantation

Tx-Fkt12- Tx-Fkt12+
n=13 n=34
GAD-AK neu + 2 3 ns
(15,4%) (8,8%)
GAD-AK neu - 11 31
(84,6%) (91,2%)
GAD-AK pers + 3 9 ns
(23,1%) (26,5%)
GAD-AK pers - 10 25
(76,9%) (73,5%)
ICA-AK neu + 1 3 ns
(7,7%) (8,8%)
ICA-AK neu - 12 31
(92,3%) (91,2%)
ICA-AK pers + 1 5 ns
(7,7%) (14,7%)
ICA-AK pers - 12 29
(92,3%) (85,3%)
1A2-AK neu + 0 1 ns
(0%) (2,9%)
I1A2-AK neu - 13 33
(100%) (97,1%)
1A2-AK pers + 1 1 ns
(7,7%) (2,9%)
1A2-AK pers - 12 33
(92,3%) (97,1%)

Aus den vorliegenden Daten ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange
zwischen der Persistenz bzw. dem Neuauftreten diabetesassoziierter Autoantikdrper
und der Transplantatfunktion.
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3.3.2 Ergebnisse der CMV-Untersuchungen

Die beiden untersuchten Gruppen (Patienten mit oder ohne CMV-Reaktivierung nach
Transplantation pankreatischer Inselzellen) unterschieden sich nicht signifikant
bezlglich Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI), Diabetesdauer und gewissen
Spender-Charakteristika (kalte Ischamiezeit des Spenderorgans (KIZ-SO), Anzahl

transplantierter Inselzellaquivalenzen (IEQ/ Kilogramm Koérpergewicht).

Tab. 39: Demographische Empfangerdaten und Organcharakteristika

Variable Alter Geschlecht BMI Diab- KlZ Inselmasse
(Jahre) (w/m) (kg/m2) Dauer (h) (IEQ/kgKG)
(Jahre)
CMV - | 38,0%7,3 12w 23,312,4 | 28,4+7.,4 7,120 667613514
n=27 [27-64] 15m [19,7-30,3] | [11-48] [2,5-13,1] [1388-
19525]
CMV + | 41,617,3 14w 22,1121 27,216,9 7,015 634813228
n=30 [32-57] 16m [17,5-25,6] | [13-41] | [4,0-10,25] [2004-
15637]
p ns ns ns ns ns ns

Darstellung als Mittelwert, Standardabweichung und Bereich.

Bei allen Patienten, die nach der Transplantation an einer Reaktivierung des CMV-

Virus oder einer litten,
Neuauftretens der Virus-DNA im Schnitt bei Tag 72 +£56,8.

Innerhalb eines Jahres nach Transplantation wurde bei 30 von 57 Patienten (53%)

neuaufgetretenen CMV-Infektion lag der Tag des

eine CMV-DNAemie nachgewiesen. Zwischen den beiden Gruppen |AK und SIK

fanden sich signifikante Unterschiede:

Tab. 40: Nachweis der CMV-Replikation in den Subgruppen IAK und SIK

CMV-DNAemie IAK SIK
Pos. 7/19 (37%) 23/38 (60%)
Neg. 12/19 (63%) 15/38 (40%)

p = 0,046
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Bei positivem CMV-DNA-Nachweis konnte in allen Féllen durch oben beschriebene

antivirale Therapie eine Elimination der Virdmie erreicht werden.

3.3.2.1 Einfluss des CMV-Sero-Status von Spender und Empfianger auf eine CMV-
Infektion des Empfangers

Die nachfolgende Tabelle zeigt den Zusammenhang des Auftretens einer CMV-

Infektion ~ wahrend des ersten Jahres nach allogener intraportaler

Inselzelltransplantation mit der Spender-/Empfénger-Konstellation hinsichtlich des

vor Transplantation bestehenden CMV-Serostatus:

Tab. 41: CMV-Infektion in Abhdngigkeit der Spender-/Empfanger-Konstellation

Variable Spender - Spender - Spender + Spender +
Empfanger - | Empfanger + | Empfanger- | Empfanger +
N (%) n (%) n (%) n (%)
CMV-DNA - 10 (37) 6 (22,2) 2(7,4) 9 (33,3)
CMV-DNA + 0 (0) 7 (23,3) 10 (33,3) 13 (43,3)
Signifikanz p<0,001 ns p<0,001 ns

(0=CMV-IgG negativ vor Transplantation, 1=CMV-IgG positiv vor Transplantation)

Die Inzidenz fir das Auftreten einer CMV-(Re)Aktivierung war in der Gruppe mit
Hoch-Risiko-Match CMV-IgG
signifikant héher als in den anderen Gruppen. In der Gruppe ,Spender CMV-IgG

,opender CMV-IgG positiv/Empfanger negativ®

negativ/Empfanger CMV-IgG negativ* war im gesamten Verlauf keine CMV-Infektion

Zzu beobachten.
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3.3.2.2 Einfluss einer CMV-Infektion bzw. —reaktivierung nach Transplantation auf
die Transplantatfunktion

Von diesen Ergebnissen ausgehend gilt es nun zu prifen, inwieweit eine CMV-
Infektion einen Einfluss auf die Transplantatfunktion per se hat.

Die Gesamt-Ein-dJahres-Funktionsrate der Inselzelliransplantate (C-Peptid >
0,5ng/ml) lag bei 39 von 57 (68,4%).

Im Gruppenvergleich 1AK vs. SIK ergaben sich signifikante Unterschiede bezliglich
der Transplantatfunktion: In der IAK-Gruppe fanden sich in 9 von 19 (47,4%) Fallen
eine erhaltene Transplantatfunktion nach 12 Monaten, wahrend in der SIK-Gruppe
bei 30 von 38 Inselzelltransplantaten (78,9%) eine stabile Funktion nachweisbar war
(p=0,017).

Kaplan-Meier-Kurve: Transplantatfunktion
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve: Transplantatfunktion gesamt,
Transplantatfunktion in den Subgruppen IAK und SIK

84/165




Ergebnisse

In der Gruppe mit nachweisbarer CMV-Infektion (CMVDNA+) zeigten 23 von 30
(76,7%) Patienten eine erhaltene Transplantatfunktion, 7 (23,3%) erlitten einen
Transplantatverlust.

Die CMV-negative Gruppe (CMVDNA-) zeigte nach einem Jahr 16 von 27 (59,3)
erhaltene Grafts, 11 (40,7%) Inselzelltransplantate wurden abgestoBen

(Unterschiede nicht signifikant).

Tab. 42: Tx-Funktion in den Subgruppen CMVDNA+ / CMVDNA-

Variable Erhaltene Tx-Funktion Tx-Verlust
CMVDNA+ (n=30) 23/30 (76,7%) 7/30 (23,3%) p=0,28
CMVDNA- (n=27) 16/27 (59,3%) 11/27 (40,7%)

Die Gruppe mit CMV-Reaktivierung beinhaltete 7 IAK-Patienten und 23 SIK-
Patienten, wobei 2 (28,6%) der IAK-Patienten und 5 (21,7%) der SIK-Patienten einen
Transplantatverlust nach 12 Monaten erfahren haben.

Die Werte fur Nlchtern-C-Peptid und HbA1c zeigten innerhalb des Jahresverlaufes
keinen signifikanten Unterschied in den Gruppen mit oder ohne CMV-
(Re)Aktivierung, wobei in der Gruppe mit CMV-Reaktivierung im zweiten Halbjahr
tendenziell niedrigere C-Peptid-Werte zu beobachten waren.

C-Peptid Verlauf 0-12 Monate
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Abbildung 15: C-Peptid Verlauf 0-12 Monate nach Transplantation
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Abbildung 16: HbA1c-Verlauf 0-12 Monate nach Transplantation

Ebenso lieB sich keine signifikante Anderung der Kreatininwerte zu den Zeitpunkten

0 und 12 Monate nach Transplantation nachweisen.
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Abbildung 17: Kreatininwerte 0 und 12 Monate
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3.3.3 Ergebnisse der Untersuchungen hinsichtlich der Geschlechtsverteilung von

Spenderorgan und Transplantatempfanger

3.3.3.1 Einfluss der Geschlechtsverteilung von Spenderorgan und

Transplantatempfanger auf die Transplantatfunktion

Wie bereits oben erwahnt, erfolgte zur Beurteilung eines Einflusses des Geschlechts
von Spenderorgan und Transplantatempféanger auf die Tx-Funktion nach einem Jahr
die Bildung von sechs Subgruppen.

Dabei fanden sich folgende Ergebnisse:

Tab. 43: Tx-Funktion in Abhédngigkeit des Geschlechtsmatchings zwischen
Organspender und Transplantatempfanger

Variable Spender | Spender | Spender | Spender | Spender | Spender
w m w m w/m w/m
Empf. Empf. Empf. Empf. Empf. Empf.
w m m w w m
(n=15) (n=23) (n=5) (n=11) (n=0) (n=3)
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%)
Tx-Fkt. + 10 (66,7) | 16 (69,6) 3 (60) 8 (72,7) 0 3 (100)
Tx-Fkt. - 5 (33,3) 7 (30,4) 2 (40) 3(27,3) 0 0
Signifikanz ns ns ns ns ns p>0,0001

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Transplantatfunktion nach einem Jahr
zwischen den Subgruppen zeigte sich lediglich in der Gruppe mit = zwei sowohl
mannlichen als auch weiblichen Organspendern. Aufgrund der kleinen

GruppengrdBe ist dieses Ergebnis jedoch nicht valide.
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3.3.4 Ergebnisse im IAK-Kollektiv

3.3.4.1 Cyclosporinspiegel und Transplantatfunktion: gruppenspezifische
Unterschiede zwischen SIK und IAK

In der SIK-Gruppe war eine deutlich bessere Ein-Jahres-Uberlebensrate im Vergleich
zur 1AK-Gruppe (78,9% vs. 47,4%, p=0,017) zu beobachten. Die beiden Gruppen
waren jedoch bezlglich der demographischen Daten vergleichbar (s.0.); zudem
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Auftretens einer CMV-
Infektion im Ein-Jahres-Verlauf (s.0.), so dass diese Parameter fir diesen

signifikanten Unterschied keine wesentliche Rolle zu spielen scheinen.

Nachfolgende Abbildung zeigt den Verlauf der CsA-Spiegel (dargestellt als Mittelwert
und Fehlerindikator) in den Gruppen SIK und IAK zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4
Wochen sowie 2, 3, 4, 5, 6, 9 und 12 Monate. In nachfolgender Abbildung sind
Mittelwert, Standardabweichung und Sifnifikanz angegeben.

CsA-Spiegel der Gruppen SIK und IAK im Einjahresverlauf
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Abbildung 18: CsA-Spiegel [ng/ml] der Gruppen SIK und IAK im Einjahresverlauf
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Tab. 44: CsA-Spiegel [ng/ml] der Gruppen SIK und IAK im Einjahresverlauf

SIK (n=38) IAK (n=19) p

CsA_0 112,6 £ 111 1457 £ 72,5 0,012
CsA_1Woche 190,1 +73,4 153,9+79,7 0,192
CsA 2Wochen 305 +£76,9 189 + 92,4 <0,01
CsA_3Wochen 344,9 + 53,2 217,9 + 99,1 <0,01
CsA_4Wochen 326,4 + 63,2 2222 +122 <0,01
CsA_2Monate 285,7 + 64,9 238,8 + 87,8 0,08

CsA_3Monate 272,6 + 65,9 214,4 + 90,4 0,023
CsA_4Monate 288,6 + 67,7 280,1 + 109,1 0,826
CsA 5Monate 255,2+71,6 199,0 £ 103,4 0,041
CsA_6Monate 273,2 + 61 203,3 +90,7 <0,01
CsA_9Monate 267,8 + 109,1 2146 + 87,1 0,076
CsA_12Monate 265 + 86,8 196,4 £+ 79,4 0,017

Nahezu zu allen Zeitpunkten fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen SIK und IAK bezuglich der Cyclosporin-A-Spiegel. Zum Zeitpunkt 0 fand
sich ein deutlich héherer CsA-Spiegel in der IAK-Gruppe, was sich jedoch dadurch
erklart, dass die IAK-Gruppe bereits vor der Inselzelltransplantation fliir einen
langeren Zeitraum Cyclosporin A erhalten hatte, und zwar aufgrund der bereits
Monate bis Jahre zuvor erfolgten Nierentransplantation. Die SIK-Gruppe erhielt
dagegen die Niere erst wenige Tage vor der rasch folgenden Inseltransplantation
und konnte daher noch keinen suffizienten CsA-Spiegel aufbauen.

Zu fast allen Gbrigen Zeitpunkten fanden sich signifikant héhere CsA-Spiegel in der
SIK-Gruppe.

Im néachsten Schritt erfolgte der Vergleich der Gruppen mit vs. ohne erhaltener
Inselgraftfunktion nach einem Jahr, wiederum nach Gruppen SIK und IAK
differenziert. Hierbei konnten keine paarweisen Signifikanzen erhoben werden, es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziglich der CsA-Spiegel in den
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Gruppen IAK mit vs. ohne erhaltene Transplantatfunktion und SIK mit vs. ohne

erhaltene Transplantatfunktion.

3.3.4.2 Cyclosporinspiegel und Transplantatfunktion: IAK-Kollektiv

Betrachtet man das gesamte IAK-Kollektiv bezlglich Transplantatfunktion und CsA-
Spiegel, so findet man in der Gruppe mit erhaltener Transplantatfunktion einen
mittleren CsA-Spiegel von 258,4 + 92,1 ng/ml vs. 206,5 + 68,6 ng/ml in der Gruppe

ohne erhaltene Transplantatfunktion (p=0,054).

CsA Spiegel bei IAK Patienten ohne vs. mit erhaltener
Transplantatfunktion nach 12 Monaten

A
\!\ —
—

\ .
N\

\§/

(Mittelwert)

CsA Spiegel [ng/ml]

50 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

—4&— CsA Spiegel Fkt=0 —m— CsA Spiegel Fkt=1

Abbildung 19: CsA-Spiegel bei IAK Patienten ohne vs. mit erhaltener TxFunktion
nach 12 Monaten

90/165




Ergebnisse

3.3.4.3 Einfluss der additiven Inselzelltransplantation auf eine vorausgegangene
Nierentransplantation bei IAK-Patienten

Anhand der erhobenen Daten soll geprift werden, ob es Anlass zur Sorge gibt, eine
additive Inselzelltransplantation kénne dem vorausgegangenen Nierentransplantat
schaden. Hierfir wurden samtliche |IAK-Patienten hinsichtlich der Nieren- und
Inseltransplantatfunktion untersucht.

Ein Jahr nach allogener intraportaler Inselzelltransplantation zeigten 19 von 19
(100%) der zuvor nierentransplantierten Patienten eine stabile Nieren-Funktion. Fir
die Inseltransplantate lag die Ein-dahres-Funktionsrate bei 9 von 19 (47,4%). Frei
von der exogenen Insulingabe wurden innerhalb dieses ersten Jahres 4 von 19
(21,1%) Patienten.

Flr die untersuchten Stoffwechselparameter sowie die Nierenretentionswerte fanden

sich vor vs. 12 Monate nach Transplantation folgende Ergebnisse:

Tab. 45: Vergleich metabolischer Parameter zum Zeitpunkt 0 und 12 Monate
nach Transplantation

t = 0 Monate t = 12 Monate p
Parameter
HbA1c 8,4+1,0 78+ 14 ns
(%) [6,6-9,7] [5,4-10,6]
C-Peptid 0 1,2+£0,9 < 0,0001
(ng/ml) [0,0-2,7]
Insulinbedarf 1,4+0,8 0,4+0,3 < 0,0001
(IE/kgKG/dies) [0,9-2,4] [0-0,8]
Kreatinin 1,6 £0,6 1,8+0,7 ns
(mg/dl) [0,8-3.,4] [1,0-3,8]
Harnstoff 73 +29,8 89 + 35,7 ns
(mg/dl) [30-155] [37-174]
Kreatinin-Clearance 53,9 £19,3 61,8 +29,3 ns
(ml/min) [8-85] [18-104]
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HbA1c und C-Peptid 0-12 Monate nach Transplantation
(Mittelwert)
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Abbildung 20: HbA1c und C-Peptid 0-12 Monate nach Transplantation
Insulinbedarf 0-12 Monate nach Transplantation (Mittelwert)
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Abbildung 21: Insulinbedarf 0-12 Monate nach Transplantation

Die Parameter der Gruppen mit vs. ohne erhaltene Transplantatfunktion nach 12

Monaten sind in nachfolgender Tabelle fir die Zeitpunkte 0 und 12 Monate nach

Transplantation dargestellt:
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Tab. 46: Vergleich metabolischer Parameter zum Zeitpunkt 0 und 12 Monate in
den Gruppen ohne vs. mit erhaltener Transplantatfunktion

Tx-Fkt12M - p Tx-Fkt12M + p
Zeitpunkt(Monate) Ovs.12 0vs.12
HbA1c 8,2 [6,6-9,7] vs. ns 8,5[7,3-9,6] vs. ns
(%) 8,5[7,2-10,6] 7,4 [5,4-9,8]
C-Peptid 0 vs. ns 0 vs. <0,001
(ng/ml) 0,1[0-0,2] 1,6 [0,9-2,7]
Insulinbedarf 1,7 [0,6-2,7] vs. 0,002 1,2 [0,4-3,0] vs. 0,004
(IE/kgKG/dies) 0,65 [0,46-0,83] 0,24 [0-0,62]
Kreatinin 1,4 [0,8-1,9] vs. ns 1,8 [1,3-3,4] vs. ns
(mg/dl) 1,4 [1-1,6] 2,1[1,3-3,8]
Harnstoff 57,5 [30-78] vs. ns 90,3 [60-155] vs. ns
(mg/dl) 78,4 [37-97] 98,4 [563-174]
Kreatinin- 61,8 [45-85] vs. ns 46 [8-64] vs. ns
Clearance 83 [62-104] 53,4 [18-83]
(ml/min)

Im untersuchten Kollektiv zeigte sich eine sehr stabile Transplantatnierenfunktion.
Die Nierenretentionsparameter (Kreatinin, Harnstoff, Kreatinin-Clearance) waren 12
Monate nach der Transplantation pankreatischer Inselzellen im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Transplantation nicht signifikant verschieden.

In der Gruppe mit erhaltener Transplantatfunktion konnte eine deutliche
Verbesserung des HbA1c-Wertes um mehr als 1% beobachtet werden. Auffallend
war zudem der signifikant reduzierte Insulinbedarf, Gberraschenderweise sowohl in

der Gruppe mit als auch ohne erhaltene Graftfunktion.
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In nachfolgender Tabelle sind die gleichen Parameter nun in den Gruppen ohne
versus mit erhaltener Transplantatfunktion zum Zeitpunkt 12 Monate dargestellt.

Tab. 47: Vergleich metabolischer Parametern zum Zeitpunkt 12 Monate in den
Gruppen ohne vs. mit erhaltener Transplantatfunktion

Tx-Fkt12M - Tx-Fkt12M + p
HbA1c .8,5[7,2-10,6 7,4 [5,4-9,8] ns
(%)
C-Peptid 0,1[0-0,2] 1,6 [0,9-2,7] <0,001
(ng/ml)
Insulinbedarf 0,65 [0,46-0,83] 0,24 [0-0,62] ns
(IE/kgKG/dies)
Kreatinin 1,4 [1-1,6] 2,1[1,3-3,8] ns
(mg/dl)
Harnstoff 78,4 [37-97] 98,4 [563-174] ns
(mg/dl)
Kreatinin- 83 [62-104] 53,4 [18-83] ns
Clearance
(ml/min)

Die HbA1c-Werte in den Gruppen ohne versus mit erhaltener Transplantatfunktion
zeigten ein Jahr nach Transplantation eine deutliche Divergenz, ohne dass sich
hieraus eine Signifikanz ergab.

In der Gruppe mit erhaltener Funktion fand sich ein niedrigerer Insulinbedarf,
wahrend die Gruppe ohne erhaltene Funktion einen glnstigeren Verlauf der

Nierenfunktionsparameter erkennen lieB3.
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3.4 Ergebnisse im Langzeitverlauf

3.41 Transplantatiiberleben und Insulinunabhangigkeit

Ein Jahr nach Transplantation der Langerhansschen Inselzellen in die
Empfangerleber zeigten 19 von 25 Patienten (76%) ein funktionierendes Inselgraft,
wahrend 6 Patienten (24%) ihre Inseltransplantatfunktion verloren haben. Zum
Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung fand sich bei 7 von 25 Patienten (28%) eine
erhaltene Transplantatfunktion, 18 Inselzellempféanger (72%) hatten eine AbstoBung
der transplantierten Inselzellen erfahren. Die Nierenfunktion war in allen Fallen stabil.
Die mittlere Dauer vom Zeitpunkt der Transplantation bis zum Zeitpunkt der
Nachsorgeuntersuchung betrug im genannten Kollektiv 5,7 Jahre, wobei der kiirzeste
Nachbeobachtungszeitraum ein Jahr und der langste elf Jahre betrug.

Die nachfolgende Abbildung gibt eine Ubersicht {iber die Transplantatfunktion in den
Gruppen |AK und SIK zu den Zeitpunkten to (vor Transplantation), t1 (1 Jahr nach

Transplantation) und t2 (variabler Zeitpunkt im Langzeitverlauf).
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Gesamtpopulation
n=25 Patienten
| |
IAK SIK
n=7 n=18
| |
TxFkt t4 TxFkt t4 TxFkt t4 TxFkt t1
- + + -
n=2 n=95 n=14 n=4
TxFkt to TxFkt to TxFkt to TxFkt to
- + + -
n=4 n=1 n=6 n=8

Abbildung 22: Transplantatfunktion IAK/SIK zu t0 (vor Transplantation), t1 (1 Jahr
nach Transplantation) und t2 (variabler Zeitpunkt im Langzeitverlauf)

In insgesamt vier Fallen (16%) konnte innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation Insulinunabhangigkeit erreicht werden. Zum Zeitpunkt der Follow-up-
Untersuchung war lediglich ein Patient (4%) im untersuchten Kollektiv unabhéngig
von der exogenen Insulingabe. In diesem speziellen Fall wahrte die
Insulinunabhé@ngigkeit bereits vier Jahre, die Nachbeobachtungszeit nach
Inselzelltransplantation war hier 4,5 Jahre.

Eine stabile Transplantatnierenfunktion im Langzeitkollektiv zeigte sich zum
Zeitpunkt t1 in 100% der Félle, zum Zeitpunkt t» in 92% der Félle.

96/165




Ergebnisse

3.4.2 Subgruppenanalysen

3.4.2.1 Patientencharakteristika in den Gruppen mit vs. ohne erhaltene
Transplantatfunktion

Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik fur die Gruppen mit erhaltener
Transplantatfunktion nach 12 Monaten (TxFkt ti+) versus ohne erhaltene
Transplantatfunktion nach 12 Monaten (TxFkt ti-) sowie flir die Gruppen mit
erhaltener Transplantatfunktion zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung (TxFkt
to+) versus ohne erhaltene Transplantatfunktion zum  Zeitpunkt der
Nachsorgeuntersuchung (TxFkt to-) sind in Tabelle 48 aufgeflihrt. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.

Tab. 48: Deskriptive Statistik zu t; und t; in Abhangigkeit der TxFkt
n=25 Alter Geschlecht BMI Diab Nachsorge p
[Jahre] Dauer [Jahre]
méannl. weibl. [Jahre]
TxFkt t+ | 4217 11 8 22125 | 3016 6+3 ns
n=19
TxFkt ti- | 45+10 3 3 2212 2815 4+3,3 ns
n=6
TxFkt to+ | 40+8 3 4 20+2,8 | 3047 4425 ns
n=7
TxFktt- | 4318 11 7 2212 3045 6+3 ns
n=18

Darstellung der Werte als Mittelwerte und Standardabweichung.

Die Merkmale der einzelnen Gruppen waren nicht signifikant verschieden.

3.4.2.2 Daten zur Stoffwechselfunktion zu den Zeitpunkten to, t1 und t»

Die metabolischen Daten wurden zu den Zeitpunkiten t, (Zeitpunkt der
Transplantation), t; (1 Jahr nach Transplantation) und t, (Zeitpunkt der
Nachsorgeuntersuchung) erfasst und miteinander verglichen. In nachfolgender
Tabelle sind Mittelwert und Bereich ([]) far HbA1c, basales C-Peptid sowie
Insulinbedarf pro Kilogramm Koérpergewicht (IE/kgKG) dargestellt. Die Signifikanzen
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beziehen sich sowohl auf den Vergleich der Zeitpunkte ty, und t4, t; und t> als auch tg

und to.

Tab. 49: Metabolische Daten zu tp, t; und t,

Zeit HbA1c C-Peptid Insulinbedarf / kg KG

[%] [ng/ml] [IE]

t0 78+1,8 0,0 0,8+0,3

[4,8-13] [0,2—1,5]

t1 7,116 1,2+£1,3 0,4+0,3

[4,0-10] [0-4,8] [0,0-1,0]

t2 6,9 1,1 0,5+0,8 0,5+0,2

[4,8- 9] [0-5,5] [0,0-0,8]

p to vs. t4 0,18 < 0,001 < 0,001
ptivs. b 0,67 0,11 0,39
ptovs. b 0,045 0,039 0,001

Far C-Peptid als Marker fir die Funktion der transplantierten pankreatischen
Inselzellen sowie fir den exogenen Insulinbedarf fanden sich nach 12 Monaten und
zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung im Vergleich zum Zeitpunkt ty signifikante
Unterschiede. Zum einen konnte also ein Erfolg beziiglich der Transplantation per se
dokumentiert werden, zum Zweiten konnte auch ein deutlich reduzierter Bedarf an
exogenem Insulin bis hin zur vollstdndigen Insulinunabhangigkeit erreicht werden. Im
Vergleich der Zeitpunkte ty und to fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
Betrachtet man die HbA1c-Werte zu den verschiedenen Zeitpunkten, so lieB sich
auch hier trotz zum Zeitpunkt t» niedrigem C-Peptid eine kontinuierliche

Verbesserung des HbA1c-Wertes im Zeitverlauf dokumentieren.

3.4.2.3 Daten zur Stoffwechselfunktion in den Subgruppen

Im zweiten Schritt wurden die metabolischen Daten fiir die Gruppen mit versus ohne
erhaltene Transplantatfunktion nach 1 Jahr (TxFkt t;) und zum Zeitpunkt der Follow-
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Up-Untersuchung (TxFkt to) erfasst. Die Ergebnisse, die wiederum als Mittelwert und

Bereich angegeben sind, sind in den nachfolgenden beiden Tabellen dargestellt.

Tab. 50: Metabolische Daten der Gruppen mit (+) vs. ohne (-) erhaltene
Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t1

TxFkt t, HbA1c C-Peptid Insulinbedarf / kg KG
[%] [ng/mi] [IE]
+ 6,7 +1,7 1,6+1,2 0,37 £0,3
[4,1-10] [0,5-4,8] [0-0,7]
- 8,2+0,9 0,0 £0,1 0,56 +0,2
[7,0-9,3] [0,0-0,2] [0,2-1]
P 0,05 0,01 0,043

Tab. 51: Metabolische Daten der Gruppen mit (+) vs. ohne (-) erhaltene
Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t2

TxFkt t, HbA1c C-Peptid Insulinbedarf / kg KG
[%] [ng/ml] [IE]
+ 6,8+1,0 20+1,9 0,2+0,2
[4,8-8,7] [0,5-5,5] [0,0-0,8]
- 7,011 00,1 0,59 £ 0,1
[6,3-8,8] [0,0-0,3] [0,5-0,8]
P 0,63 <0,001 <0,001

Ein Jahr nach Inselzelltransplantation zeigten sich signifikante Unterschiede flr
HbA1c, C-Peptid und exogenen Insulinbedarf pro Kilogramm Kérpergewicht des
Empfangers in den Gruppen ohne versus mit funktionierendem Inselgraft. Zum
Zeitpunkt Follow-Up (t2) zeigten beide Gruppen ein im Vergleich zum Zeitpunkt to
reduziertes HbA1c, wobei sich der Wert zwischen den Gruppen nicht signifikant

unterscheidet. In der Gruppe mit funktionierendem Graft fand sich auch zum

Zeitpunkt t2 ein signifikant reduzierter Insulinbedarf.
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3.4.2.4 Hypoglyk@dmiehaufigkeit und Sekunddrkomplikationen zu to, t1 und t»

Des Weiteren sollten Zusammenhange zwischen der Inselzelltransplantation und der
Anzahl schwerer Hypoglykdmien pro Jahr sowie der Progression diabetischer
Folgekomplikationen, insbesondere der Makroangiopathie und der diabetischen
Polyneuropathie untersucht werden. Als Surrogatparameter der kardialen Funktion
wurden die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) sowie die Hinterwand- und
Septumdicke des Herzens verwendet, als Marker flr die diabetische Polyneuropathie
die Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) des Nervus medianus sowie die Biothesiometrie
(BT) von Os metatarsale | (OMT ). Die Untersuchungen hinsichtlich der Neuropathie
konnten aufgrund fehlender Daten lediglich zu den Zeitpunkten to und to erhoben
werden.

Analog zu den metabolischen Daten wurden diese zunachst im Gesamtkollektiv zu
den Zeitpunkten tp, t1 und t> erhoben und im zweiten Schritt in den beiden Gruppen
mit versus ohne erhaltene Transplantatfunktion verglichen.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen als Median und Bereich dargestellt.

Tab. 52: Surrogatparameter der kardialen Funktion

Variable EF Hinterwand Septumdicke

[%] [mm] [mm]

to 63 [60-75] 13[ 7-16] 13 [9-16]

t; 70 [55-80] 12 [11-21] 13 [10-20]

to 70 [55-83] 12[10-19] 13 [9-21]

p to vs. t4 0,12 0,38 0,89

ptivs.t 0,23 0,17 0,97

ptovs. t 0,11 0,829 0,88

(Werte als Median [min-max])
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Tab. 53: Haufigkeit schwerer Hypoglykdmien
Variable Hypoglykamiehaufigkeit
[n]

to 4 [0-50]

t4 0[0- 2]

t 1 [0-16]

p to vs. t 0,003

ptivs. b 0,007

ptovs. tz 0,584

(Werte als Median [min-max])

Tab. 54: Kennzahlen der diabetischen peripheren Neuropathie

Variable NLG BT

[m/s] [um]

to 46 [38-59] 2,15 [0,3-6,8]

t4

to 47 [29-58] 1,9 [0-4,9]

ptovs.ty | - | e

ptivs.ta | e |

p to vs. o 0,683 0,522

(Werte als Median [min-max])

Ergebnisse

3.4.2.5 Vergleich der Gruppen ohne vs. mit erhaltener Transplantatfunktion

Zeitpunkt tq:

Tab. 55: Kardiale Surrogatparameter der Subgruppen mit (+) vs. ohne (-)
erhaltene Transplantatfunktion zum Zeitpunkt ti

Variable LVEF Hinterwand Septumdicke
[%] [mm] [mm]
TxFkt t1+ 70[55-80] 12[11-15] 16[12-20]
TxFkt t;- 70[61-73] 13[11-21] 13[10-16]
p 0,97 0,21 0,12

(Werte als Median [min-max])

101/165




Ergebnisse

Tab. 56: Hypoglykamiehaufigkeit der Subgruppen mit (+) vs. ohne (-) erhaltene
Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t1

Variable Hypoglykamiehaufigkeit
[n]
TxFkt t1+ 0[0-0]
TxFkt t4- 0[0-2]
p 0,35

(Werte als Median [min-max])

Zeitpunkt to:

Tab. 57: Kardiale Surrogatparameter der Subgruppen mit (+) vs. ohne (-)

erhaltene Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t2

Variable LVEF Hinterwand Septumdicke
[%] [mm] (mm)
TxFkt to+ 68[65-82] 12[11-15] 13[9-21]
TxFkt to- 71[55-83] 11[10-19] 12[10-14]
p 0,94 (n.s.) 0,59 (n.s.) 0,34 (n.s.)

(Werte als Median [min-max])

Tab. 58: Hypoglykamiehaufigkeit der Subgruppen mit (+) vs. ohne (-) erhaltene
Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t2

Variable Hypoglykamiehaufigkeit
[n]
TxFkt to+ 0[0-30]
TxFkt to- 1[0-32]
p 0,63 (n.s.)

(Werte als Median [min-max])
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Tab. 59: Kennzahlen der diabetischen peripheren Neuropathie der Subgruppen
mit (+) vs. ohne (-) erhaltene Transplantatfunktion zum Zeitpunkt t2

Variable NLG BT
[m/s] [um]
TxFkt to+ | 48,5[28,6-49,1] 1,8[0-4,9]
TxFkt t- | 46,4[34,7-57,8] 2,6[0-4,2]
p 0,56 (n.s.) 0,84 (n.s.)

(Werte als Median [min-max])

Weder

verschiedenen Zeitpunkten signifikante Unterschiede beziglich der linksventrikularen

im Gesamtkollektiv noch im Gruppenvergleich fanden sich zu den
Auswurffraktion, der Hinterwanddicke und der Septumdicke des Myokards und
bezliglich der diabetischen peripheren Neuropathie, gemessen anhand der
Nervenleitgeschwindigkeit und Biothesiometrie. Hinsichtlich der Anzahl schwerer
Hypoglykdmien pro Jahr fand sich im Zeitverlauf nach allogener intraportaler

Inselzelltransplantation eine signifikante Reduktion.

3.4.2.6 Knochendichte im Langzeitverlauf

Die Verteilung der T-Werte im Bereich des Schenkelhalses ist in nachfolgender
Abbildung dargestellt.

Knochendichte im Langzeitverlauf

o

(6)]

=
o1

T-Wert
(V)
®

+ Verteilung der T-Werte

Patienten

Abbildung 23: Verteilung der T-Werte innerhalb des Langzeit-Kollektiv
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In 52 Prozent der Falle (13 von 25) war eine manifeste Osteoporose mit einem T-
Wert (Standardabweichung der mittleren Knochendichtewerte eines gesunden 30 —
jahrigen Menschen) unter -2,5 nachweisbar. In 2 Féllen waren im Bereich der

Lendenwirbelsaule osteoporotische Impressionsfrakturen detektierbar.

Ubersicht der Knochendichteverteilung
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Osteoporose Osteopenie Normale Knochendichte
(T-Wert <-2,5) (T-Wert-1,0 ... -2,49) (T-Wert 0 ... -0,99)

Knochendichte

Abbildung 24: Ubersicht der Knochendichteverteilung im Langzeit-Kollektiv

Nachfolgende Tabellen zeigen die T-Werte im Vergleich der einzelnen Subgruppen.

Tab. 60: Knochendichte in den Subgruppen mit vs. ohne erhaltene Tx-Funktion
zum Zeitpunkt t,

Variable T-Wert p
TxFkt to+ -2,48 + 0,76 ns
TxFkt to- -2,26 £ 0,95

In den Subgruppen mit vs. ohne erhaltene Tx-Funktion fanden sich zum Zeitpunkt t,
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Knochenmineralsalzgehaltes. In

beiden Gruppen liegen die Mittelwerte deutlich im osteopenen Bereich.
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Tab. 61: Knochendichte in den Subgruppen SIK vs. IAK zum Zeitpunkt t,

Variable T-Wert p
SIK -2,16 £ 0,91 ns
IAK -2,66 £ 0,81

Ergebnisse

In den Subgruppen SIK und IAK fanden sich zum Zeitpunkt to keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Knochenmineralsalzgehaltes.

Tab. 62: Knochendichte: Vierfeldertafel Subgruppen SIK/IAK

Variable TxFkt to+ TxFkt t,- P
SIK -2,4 +0,81 -2,1+0,97 ns
IAK -29+0,0 -2,6 £0,89 ns

Hinsichtlich der Knochendichte ergaben sich keine paarweisen Signifikanzen in den

einzelnen Subgruppen.
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3.4.2.7 Lebermorphologie im Langzeitverlauf

In 18 von 25 Fallen (72%) fand sich zum Zeitpunkt der Follow-Up-Untersuchung eine
unaufféllige Lebermorphologie. In vier Fallen (16%) zeigte das Leberparenchym eine
geringradige Steatosis hepatis, in einem Fall (4%) eine mittelgradige periportale
Verfettung. Jeweils in einem Fall fanden sich ein Hamangiom sowie eine fokal
nodulare Hyperplasie.

Veranderungen der Lebermorphologie

fokal noduléare
Hyperplasie; 1

Hamangio
mittelgradige
periportal
Verfettung; 1

diskrete
Steatosi
hepatis; 4

Abbildung 25: Lebermorphologiebefunde

Lediglich der Patient mit Nachweis der fokal-nodularen Hyperplasie hatte zum
Zeitpunkt der Bildgebung eine stabile Transplantatfunktion, die Gbrigen Patienten mit
sonographisch nachweisbarer Veranderung der Lebermorphologie hatten einen
Verlust der Inselzelltransplantates erlitten.

Das dopplersonographisch gemessene Portalvenenflussprofil zeigte sich in allen
Fallen unauffallig.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Der biologische Ersatz des zerstérten Inselzellapparates stellt bis zum heutigen Tage
die einzige kurative Behandlung des Diabetes mellitus Typ 1 dar. Zwar kann die
Progression diabetesassoziierter Sekundarkomplikationen wie Polyneuropathie,
Retinopathie und glomerulare Erkrankungen der Niere durch moderne Insulinregimes
wie der intensivierten Insulintherapie nach dem Basis-Bolus-Prinzip oder der
kontinuierlichen Insulinapplikation mittels Insulinpumpe deutlich verzégert werden,
jedoch setzt dies zum einen eine hohe Compliance der betroffenen Patienten voraus,
zum anderen besteht durch das Wissen, lebenslang abhangig von der exogenen
Insulingabe zu sein, eine massive psychische Belastung (KOHLMANN et al., 2008).
Zudem ist die normnahe Blutzuckereinstellung anhand einer optimierten
Insulintherapie limitiert durch das deutlich erhdhte Risiko, schwere Hypoglykdmien zu
erleiden.

Der Ersatz der insulinproduzierenden Langerhans’schen Inselzellen kann einerseits
durch die Transplantation eines kompletten Organs erfolgen, welches zu etwa 99%
aus exokrinen und nur zu 1% aus endokrinen Anteilen besteht, andererseits besteht
die Mdglichkeit der Ubertragung lediglich der Inselzellen.

Weltweit gehdrt das Inselzelltransplantationszentrum GieBen zu den erfahrensten
Zentren.

Obwohl die Ergebnisse der Transplantation pankreatischer Inselzellen bezlglich
Langzeit-Transplantatiberleben und vor allem Erreichen einer Insulinunabhangigkeit
noch nicht an die der Pankreastransplantation heranreichen, so finden sich doch
einige wichtige Vorteile gegenUber der Transplantation eines kompletten
vaskularisierten Organs, die zur stetigen Verfeinerung dieses Verfahrens animieren:
Die eigentliche Transplantations-Prozedur ist komplikationsarm und prinzipiell
ambulant durchflhrbar, Probleme, die sich durch den chirurgischen Eingriff sowie
post transplantationem durch den exokrinen Anteil des Pankreas ergeben, fallen
weg. Zudem ergeben sich verheiBungsvolle Zukunftsperspektiven im Sinne der
Xeno- und Stammzelltransplantation und der Mdéglichkeit zur Abschwéachung der

Immunogenitat und Antigenitat in vitro vor der Transplantation.
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Ein Hauptgrund flr die im Vergleich zur vaskularisierten Pankreastransplantation
noch niedrige Funktionsrate der Inselzelltransplantate ist in erster Linie die begrenzte
Inselausbeute aus einem Spenderpankreas, vor allem durch fragile Prozesse bei der
Entnahme, dem Transport und der Inselzellisolation.

Ein Marker einer frihzeitigen TransplantatabstoBung existiert bislang nicht.

Weitere Herausforderungen liegen in der kontrainsulinaren Wirkung von
Ublicherweise  zur Immunsuppression  verwendeten  Kortikosteroiden und
Calcineurininhibitoren wie Tacrolimus und Cyclosporin. Auch die eigentliche Funktion
der transplantierten Inselzellen kann hierdurch beeintrachtigt werden. Dieser Effekt,
der als Post-transplant Diabetes bezeichnet wird, tritt auch bei anderen
Organtransplantationen auf und erklart sich durch verschiedene Wirkungen wie
Verringerung der Insulinfreisetzung aus den pankreatischen Betazellen, Anstieg der
Insulinresistenz, direkte Medikamenten-Toxizitdt auf die Inselzellen und / oder
Erhdhung der Apoptoserate der Betazellen (PENFORNIS et al., 2006).

Die Nephrotoxizitdat der Wirkstoffe schrankt zudem die Anwendbarkeit der
Inselzelltransplantation bei Patienten mit intakter Nierenfunktion ein.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse im Einjahresverlauf

4 2.1 Transplantatfunktion und Insulinunabhingigkeit im Gesamtkollektiv

Bis Ende 2005 wurden am Transplantationszentrum in GieBen 25 Insel-nach-Nieren-
Transplantationen, 53 simultane Insel-Nieren-Transplantationen, 12 alleinige
Inseltransplantationen, zwei autologe Inseltransplantationen und eine Insel-nach-
Leber-Transplantation durchgefhrt. Damit gehdrt GieBen weltweit zu den
erfahrensten Zentren mit einer der gr6Bten Expertisen.

Tab. 63: Elf Zentren mit 2 20 Inseltransplantationen bis 2005

Zentrum Zeitraum Anzahl der ITX
Edmonton 1991-2005 99
GiefBen 1992-2005 93
Mailand 1991-2005 79
Brissel (Freie Universitat) | 1994-2005 74
Minneapolis 1991-2005 66
Miami 1991-2005 55
Genf 1994-2005 39
GRAGIL/Genf 1999-2005 34
Nordic Network/Uppsala 2001-2005 32
Philadelphia 2001-2005 30
Brussel (Louvain) 2000-2005 24

Quelle: International Islet Transplantat Registry, GieBen

Die Gesamt-Ein-Jahres-Funktionsrate des in den meisten Fallen aus einem
Spenderpankreas gewonnenen transplantierten Inselzellapparates liegt am GieBener
Zentrum bei 73%, wobei die Ein-Jahres-Funktionsrate des Inselgrafts in der IAK-
Gruppe mit etwa 50 Prozent schlechter ist als in den Ubrigen Gruppen.
Méglicherweise ist die bessere Funktionsrate bei SIK-Patienten mit den signifikant
héheren Cyclosporin- A-Spiegeln und einer damit anzunehmenden potenteren
Immunsuppression assoziiert, wie nachfolgend noch differenzierter ausgefthrt wird.

Die Rate an Insulinunabhangigkeit innerhalb des ersten Jahres nach
Inseltransplantation ist in der ITA-Gruppe héher als in den tbrigen Gruppen, wonach
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anzunehmen  ist, dass hier das bereits verwendete  steroidfreie
Immunsuppressionsprotokoll zum Tragen kommt.

Auch wenn bedacht werden muss, dass eine Unabhangigkeit von exogenem Insulin
in der Regel erst nach Absetzen der steroidhaltigen Medikation und damit nach
Jahresfrist zu beobachten ist, sind die aktuell erreichten Raten an
Insulinunabhangigkeit noch nicht zufriedenstellend. Dies bestatigen auch die Daten
anderer europdaischer Zentren, die Ein-dahres-Funktionsraten des Inselgrafts von 50
bis 70% und Insulinunabhangigkeitsraten von etwa 20% angeben (BENHAMOU et
al, 2001).

Noch sind es Einzelfalle, die durch das Erreichen von Insulinunabhangikeit
motivieren, das Prinzip des biologischen Inselzellersatzes weiter zu verfolgen, wie
zum Beispiel die am 26. November 1992 erste in GieBen Insel-nach-Niere-
transplantierte Patientin - einer der ersten inselzelltransplantierten Menschen
weltweit - die an Tag 400 post transplantationem unabhdngig von der Gabe
exogenen Insulins wurde, nachdem sie zuvor 22 Jahre an Diabetes mellitus Typ 1
gelitten hatte. Die Periode der Insulinunabhangigkeit dauerte immerhin 749 Tage an.
Die Patientin hatte ein einzelnes Spenderorgan erhalten, das eine
Inseldquivalenzzahl von 350900 und mit 5,2 Stunden eine relativ kurze kalte
Ischamiezeit aufwies.

Zwischen Spender und Empfanger gab es eine hohe Rate an HLA-Mismatches.

Das Beispiel zeigt, dass es multiple mdgliche Einflussfaktoren gibt, die die
Transplantatfunktion und das Erreichen einer Insulinunabhangigkeit alterieren
vermogen.

Nachfolgend wird ein Teil dieser potentiellen Einflussfaktoren diskutiert.
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4 2.2 Zusammenhang zwischen HLA-Kompatibilitdt und Transplantatfunktion

Der Einfluss eines guten HLA-Gradings auf das Transplantatiberleben von soliden
Organen, insbesondere nach Nieren- und Lebertransplantation, scheint erheblich zu
sein. Nach Opelz et al. ist davon auszugehen, dass ein 7% hdheres
Transplantatnieren-Uberleben erreicht werden kann, wenn die Allokation nach dem
bestmdéglichen HLA-Match erfolgt (OPELZ et al.,, 1995). Vor allem die akute
AbstoBungsreaktion der Transplantatniere soll negativ von einem hohen Grad an
HLA-Mismatches beeinflusst werden.

Allerdings ist es aufgrund des ausgepragten Polymorphismus des HLA-Systems
nahezu unmd@glich, perfekt passende Spenderorgane zu finden. Bisher erfolgte die
Auswahl far die Inselzelltransplantation geeigneter Spenderorgane durch
Eurotransplant lediglich ABO-kompatibel.

Eine Anderung der Allokationskriterien fiir die Inseltransplantation zugunsten eines
optimalen HLA-Gradings wirde einen noch massiveren Mangel an Spenderorganen,
als er bisher ohnehin schon herrscht, und damit eine Explosion der Patientenzahlen
auf den Wartelisten bedeuten.

Es sollte gepriift werden, inwieweit die Ubereinstimmung des HLA-Gradings
zwischen Organ-Spender und Transplantat-Empfanger einen Einfluss auf das
Transplantatiberleben der pankreatischen Inselzellen hat.

Im vorliegenden Kollektiv wurde entsprechend der Allokation eine hohe Rate an
HLA-Mismatches gefunden (in mehr als 85% der Félle wurde eine HLA-
Inkompatibilitdt von mindestens 4 Mismatches detektiert). Die Gesamt-Ein-Jahres-
Uberlebensrate betrug trotz des hohen Grades an HLA-Inkompatibilitat 72,3%, 34
von 47 Transplantatempfangern zeigten nach 12 Monaten ein funktionierendes
Inselzelltransplantat, gemessen am basalen C-Peptid.

Im Vergleich der Gruppen mit 2-6 HLA-Mismatches zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bezlglich des Ein-Jahrestransplantatiiberlebens. Analog dazu lieBen
sich auch bei Betrachtung der einzelnen HLA-Loci keine Korrelationen beziglich der
Transplantatfunktion ableiten.

Hieraus kann geschlossen werden, dass der Grad der HLA-Kompatibilitdt unter

Verwendung der oben beschriebenen immunsuppressiven Protokolle sowie der
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ublichen klinischen Vorgehensweise offenbar keinen direkten Einfluss auf das
Transplantatiberleben im untersuchten Kollektiv hat.

Diesen Ergebnissen zufolge kénnten die bisherigen von Eurotransplant angewandten
Kriterien fir die Allokation von Pankreata fir die Inselzelltransplantation, die sich
lediglich nach der ABO-Kompatibilitdt richten, ohne Berlcksichtigung der HLA-
Ubereinstimmung, beibehalten werden.

Zur Verifizierung der Ergebnisse sind jedoch Studien an grdéBeren Kollektiven
unverzichtbar. Zudem bleibt zu prifen, inwieweit der Grad der HLA-Kompatibilitat
moglicherweise  unspezifische inflammatorische = Reaktionen  sowie die

Revaskularisation beeinflusst.

4.2.3 Einfluss des HLA-Matchings auf eine CMV-(Re)-Aktivierung

Obwohl nach Literaturangaben die Transplantatfunktion solider Organe positiv mit
einem hohen HLA-Match korreliert, wird ein Zusammenhang zwischen einem hohen
Grad an HLA-Kompatibilitdt und dem Auftreten einer CMV-Reaktivierung vermutet,
insbesondere in Hinblick auf den HLA-DR-Locus (MANEZ et al., 1993, POUTEIL-
NOBLE et al.,, 1991). Dies ist mdglicherweise als Folge einer durch HLA-DR-
vermittelten Einschrankung immunologischer, insbesondere antiviraler Mechanismen
zu werten.

Far die hier untersuchten Empfénger pankreatischer Inselzellen konnte keine
Korrelation zwischen einem guten HLA-Grading und dem Auftreten einer CMV-
Replikation nachgewiesen werden. Allerdings ist hier zu bedenken, dass aufgrund
der Allokationskriterien in der untersuchten Population natlrlicherweise ein hoher
Grad an HLA-Mismatches vorkommt und daher die Fallzahlen mit niedrigen
Mismatches sehr gering ausfallen. Das Vorliegen von nur einem oder keinem HLA-
Mismatch wurde nicht beobachtet.

Wirde jedoch der Umkehrschluss bedeuten, dass ein hoher Grad an HLA-
Inkompatibilitdt zu einem selteneren Auftreten einer CMV-Infektion flhrt, so kénnen
wir auch dies anhand der vorliegenden Daten nicht bestatigen. In allen HLA-MM-
Gruppen kam eine CMV-Infektion etwa gleich haufig vor, es konnten keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden, so dass auch diesem Aspekt bei der

Auswahl der Allokationskriterien keine weitere Beachtung zukommen muss.
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424 HLA-Kompatibilitit und Auftreten diabetesassoziierter Auto-Antikdrper

Seit mehr als 20 Jahren ist bekannt, dass das Auftreten von Diabetes mellitus Typ 1
mit dem Vorhandensein bestimmter HLA-Antigene assoziiert ist. Autoimmunitat und
HLA-System scheinen daher in einem engen Zusammenhang zu stehen. Hier stellt
sich die Frage, inwieweit sich der Grad der HLA-Kompatibilitdt auf eine (wieder-)
auftretende Autoimmunitat post transplantationem auswirkt, das heif3t, ob Patienten
mit einem hohen Grad an Ubereinstimmung im HLA-System zwischen Spender und
Empfanger ein héheres Risiko des (Wieder-)Auftretens von Autoantikbrpern haben.

Die anhand des hier untersuchten Kollektivs erhobenen Daten lieBen keine
Korrelation von persistierenden oder neuaufgetretenen diabetesassoziierten
Autoantikdrpern zu der Absolut-Anzahl der HLA-Mismatches erkennen.

Allerdings korrelierten Persistenz und Neuauftreten von GAD-65-Antikdrpern positiv
mit einem niedrigen DR-DR-Mismatch. Die Gruppe mit nur einem DR-DR-Mismatch
zwischen Spender und Empfanger zeigte eine signifikant héhere Rate an sowohl
persistierenden (p=0,03) als auch neu nachweisbaren GAD-65-Antikérpern (p=0,01)
als die Gruppe mit 2 DR-DR-Mismatches.

Das Vorhandensein der HLA-Antigene HLA-DR3 und HLA-DR4 ist eindeutig mit der
Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 1 assoziiert. In der hiesigen Population fiel
interessanterweise auf, dass das Vorhandensein von GAD-65-Antikérpern mit der
Expression von HLA-DR-3- oder —DR-4-Antigen korrelierte. Diese Beobachtung legt
die Vermutung nahe, dass die post transplantationem rekurrente Autoimmunitat
durch MHC-Klasse-II-Antigene vermittelt wird. Zudem lasst sie den Umkehrschluss
zu, dass die Rekurrenz von Autoantikdrpern durch eine héhere Anzahl an DR-DR-
Mismatches mdoglicherweise vermieden werden kdnnte.

Wie bereits in den Neunziger Jahren durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt (JAEGER
et al., 1996 und 2000), kann es mehr als 25 Jahre nach Krankheitsbeginn eines
Autoimmun-Diabetes zum Wiederauftreten bzw. zur Persistenz von Autoantikdrpern,
insbesondere GAD-65-Antikérpern, kommen. Anhand der Daten aus der klinischen

Inseltransplantation konnte zudem nachgewiesen werden, dass sich die humoralen
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Autoimmunph&nomene kaum durch immunsuppressive Intervention beeinflussen
lassen.

Dies konnte auch im untersuchten Kollektiv beobachtet werden. Es scheint ein
LAutoimmunes Gedachtnis“ zu existieren, welches sogar in Anwesenheit einer
suffizienten Immunsuppression aktiv bleiben bzw. werden kann.

Zudem féllt in diesem Zusammenhang auf, dass GAD-65-Antikérper haufiger
auftreten bzw. vor allem haufiger persistieren als |A-2- oder Inselzellantikérper. Diese
Beobachtung deckt sich mit den in der Literatur beschriebenen Fallen. Kawasaki et
al. konnten bei 46 Langzeit-Typ-1-Diabetikern in 61% GAD-65-Antikérper
nachweisen, wahrend ICA nur in 24% der Falle zu finden waren (KAWASAKI et al.,
1994). Dies bestatigte wiederum die Ergebnisse von Rowley et al. aus 1992, die in
einem &hnlich groBen Kollektiv bei 59% der Langzeit-Diabetiker GAD-65-Antikdrper
fanden und nur bei 13% ICA. Bei Erstmanifestation des Diabetes mellitus Typ 1
werden die Antikérper jedoch in gleich hohem Prozentsatz gefunden.

Die Atiologie der Auto-Antikdrper-Persistenz, insbesondere die Frage, wieso nach
langjahrigem Bestehen eines Diabetes mellitus Typ 1 GAD-65-Antikérper soviel
haufiger zu finden sind als ICA, ist letztlich nicht geklart. Eine einfache Erklarung
ware eine unterschiedliche Sensitivitdt der Testmethoden. Fir den Nachweis von
GAD-Antikérpern wird der Radioimmunprazipitationstest mit radioaktiv markiertem
nativen Protein verwendet, wahrend ICA anhand einer immunhistochemischen
Methode nachgewiesen wird. Oben angefilhrte Daten kénnten fiir die Uberlegenheit
des Radioimmunprazipitationstest sprechen (ALLENDORFER, 2000). Allerdings
erklart dies nicht, wieso beide Antikdrper bei Erstmanifestation des Diabetes mellitus
Typ 1 in nahezu gleich hohem Prozentsatz gefunden werden.

Von Jaeger et al. konnte gezeigt werden, dass nach der Transplantation
pankreatischer Inselzellen der gréBte Anteil der vor der Transplantation vorhandenen
GAD-Antikérper auch unter Immunsuppression persistierte, wahrend die vor der
Transplantation gemessenen Inselzellantikbrper komplett verschwanden, was zu der
Annahme veranlasst, dass Inselzellantikbrper sensibler auf immunsuppressive
Strategien reagieren (JAEGER et al, 1999).
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4 2.5 Auto-Antikdrper und Inseltransplantatfunktion

Als Hauptbarriere fir erfolgreiche Pankreas- und Inselzelltransplantationen werden
bei Patienten mit Autoimmundiabetes inzwischen Auto- und Alloimmunitat gesehen.
In mehreren Studien zur Pankreastransplantation bei Diabetes mellitus Typ 1 konnte
gezeigt werden, dass das erneute Auftreten von Inselzellantikbrpern post
transplantationem signifikant mit einer TransplantatabstoBung assoziiert war, sowohl
bei HLA-identischen Zwillingen als auch in Fallen mit einer hohen HLA-
Inkompatibilitat (PETRUZZO et al., 2000; BOSI et al., 1989).

Auch fir die Inselzelltransplantation exisitieren Daten, die flir eine Zerstérung der
Betazellreserve (und damit gestérter Transplantatfunktion) durch Rekurrenz der
Autoimmunitat sprechen (JAEGER et al., 1997; BOSI et al., 2001).

Anhand der vorliegenden Daten des untersuchten Kollektivs ergaben sich keine
positiven Korrelationen zwischen der Persistenz bzw. dem Neuauftreten von
diabetesassoziierten Autoantikbrpern und dem Transplantatiiberleben.

Allerdings gilt zu bedenken, dass eine suffiziente Beurteilung der Daten im
Gruppenvergleich aufgrund der GréBe der Gruppen kaum maoglich ist. Hier besteht
der Bedarf fur weitere Untersuchungen an gréBeren Kohorten, sowohl fir die Frage
nach dem Einfluss der HLA-Kompatibilitdt auf das (Wieder-)Auftreten von
Autoantikdrpern als auch der Rolle der Autoimmunitdt in der Kklinischen
Inselzelltransplantation.

Allerdings sind auch Chancen in der Autoimmunitdt zu sehen: Die Tatsache, das
anhand von diabetesassoziierten Antikérpern die Vorhersage der Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 1 mdglich ist, kdnnte mdglicherweise als Zukunftsperspektive
genutzt werden, um daraus Praventionsstrategien abzuleiten.

Sollte anhand gréBerer Kollektive die von Jaeger postulierte Hypothese bestatigt
werden, dass eine persistierende Autoimmunitdt gegen GAD-65 das
Inselzelltransplantatiiberleben im Sinne einer ,disease recurrence” beeintrachtigt, so
kdme der Nachweis von GAD-65-Antikdrpern vor der Transplantation als
Risikomarker flr eine frihe TransplantatabstoBung in Frage.
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4.2.6 Einfluss des CMV-Sero-Status auf CMV-Infektion und Rolle der HLA-
Kompatibilitat

Nach PROSCH et al., Internist 2000; 41: 1253-1262
Abbildung 26: CMV Replikationsmechanismus

Zahlreiche Studien geben Hinweise auf den Zusammenhang zwischen der
Induktionstherapie mit Antilymphozten-Antikérpern und einer erhéhten Rate an CMV-
Reaktivierungen mit oder ohne klinische Anzeichen einer akuten Erkrankung (SIU et
al., 2000; KROGSGAARD et al., 1994; PORTELA et al., 1995).

Unter der Vierfach-Immunsuppression mit Prednison, Cyclosporin A, Mycophenolat
Mofetil oder Azathioprin und der Induktion mit T-Zell-depletierenden Antikérpern fand
sich eine hohe Inzidenz von neu manifestierten bzw. reaktivierten CMV-Infektionen
(53%) im Ein-Jahresverlauf nach allogener intraportaler Inselzelltransplantation.

Das GieBen-Protokoll sieht zudem die Verwendung von Pentoxifyllin zur Pravention
der Zytokin-Freisetzung vor. Méglicherweise kommt diesem ein zusatzlicher Effekt
bei der Replikation des Cytomegalievirus zu (STAAK et al., 1997).

Auffallend dabei ist, dass der Nachweis von CMV-DNA vor allem bei SIK-Patienten

gefuhrt wurde, I1AK-Patienten waren weniger stark betroffen (60% vs. 37%).
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Betrachtet man das Regime der antiviralen Therapie, so findet man hier eine
mogliche Ursache: Wahrend samtliche IAK-Patienten eine antivirale Prophylaxe mit
Acyclovir in einer Dosis von 4x200mg/d fir 8 Wochen erhielten, wurde den SIK-
Patienten nur im Falle einer Hoch-Risiko-Konstellation (CMV-IgG-positiver
Spender/CMV-IgG-negativer Empfanger) anti-CMV-Hyperimmunglobulin  fur 6
Wochen verabreicht. Hieraus ist abzulesen, dass die gezielte Cytoglobin-Gabe bei
SIK-Patienten mit Hoch-Risiko-Match keine suffiziente antivirale Prophyplaxe
darstellt. Auch die kontinuierliche Acyclovir-Prophylaxe bei |IAK-Patienten fihrt mit
einer CMV-Replikationsrate von knapp 40% zu unbefriedigenden Ergebnissen.
Interessant sind in diesem Rahmen erste Daten, die fir die alleinige
Inselzelltransplantation (ITA, islet transplantation alone) erhoben wurden: In einer
kleinen Kohorte von 12 Patienten nach allogener intraportaler Inselzelltransplantation
konnten unter strikter Cytomegalievirusprophylaxe mit oraler Gancyclovir-Gabe
weder manifeste systemische CMV-Erkrankungen noch CMV-Infektionen mit
positivem CMV-DNA-Nachweis detektiert werden. In zwei Drittel der Félle lag eine
Hoch-Risiko-Konstellation (CMV-1gG-seropositiver Spender / CMV-IgG-seronegativer
Empfanger) vor (RYAN et al., 2001).

Eine texanische Arbeitsgruppe konnte diese Ergebnisse an einer Patientengruppe
von 11 Empfangern pankreatischer Inselzellen bestatigen. Unter der 100-tagigen
Prophylaxe mit Valgancyclovir war bei keinem der Transplantatempfanger innerhalb
der durchschnittlichen Nachbeobachtungszeit von 14,5 Monaten (6-24 Monate) eine
Replikation des Cytomegalievirus zu dokumentieren (BARSHES et al., 2004).

Diese Ergebnisse sprechen flr den Einsatz der Gancyclovir-Prophylaxe in der
klinischen Inselzelltransplantation zur Verhinderung einer CMV-Infektion,
insbesondere aufgrund der ausgesprochenen Organknappheit und einem nur schwer
zu realisierenden verbesserten Spender-Empfanger-Matching bezogen auf den
CMV-Status.

Alternativ zur prophylaktischen Therapie findet mehr und mehr die preemptive CMV-
Therapie, d.h. die rechtzeitige Einleitung einer Frihtherapie nach positivem
Nachweis einer CMV-Replikation, unabhéngig von klinischen Zeichen einer aktiven
Infektion, Verbreitung.
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NachgewiesenermaBen korreliert die Kinetik der Viruslast mit der Entwicklung einer
CMV-Infektion (GHISETTI et al., 2004). Fir die Erfassung der CMV-Replikation sind
jedoch hochsensitive Nachweistests mit niedrigen Schwellenwerten von Néten, da
zum einen in Abhangigkeit der individuellen Immunkompetenz die CMV-spezifische
T-Zellantwort ausbleiben kann und zum anderen trotz geringer systemischer
Viruslast eine lokal auf ein Organ begrenzte CMV-Infektion bestehen kann, die durch
herkbmmliche Tests moéglicherweise dem Nachweis entgehen wiirde.

Die Frage, inwieweit eine prophylaktische Therapie aller Transplantatempfénger
einer preemptiven Therapie nur bei diagnostizierter CMV-Replikation Uberlegen ist,
bleibt an dieser Stelle offen.

Weitere Mdglichkeiten der Risiko-Minimierung einer CMV-Infektion bestehen in der
Senkung der notwendigen Netto-Immunsuppression sowie in der Vermeidung akuter
AbstoBungsreaktionen, welche OKT-3-pflichtig sind (BABEL et al., 2000).

Zudem wird seit Jahren an der Entwicklung von CMV-DNA-Vakzinen gearbeitet, um

vor allem CMV-seronegative Empféanger zu schitzen (PLOTKIN, 1991).

Bei Vorliegen einer Hoch-Risiko-Konstellation von Spender und Empfanger, sprich
bei CMV-1gG-seropositivem Spender und initial CMV-IgG-seronegativem Empfanger,
lieB sich im untersuchten Kollektiv ein signifikant hdheres Risiko fur die Aktivierung
der Cytomegalievirus-Replikation, gemessen an der CMV-DNA, nachweisen als in
den Ubrigen Gruppen (CMV-IgG-seronegativer Spender/CMV-IgG-seronegativer
Empféanger, CMV-lgG-seronegativer Spender/CMV-lgG-seropositiver Empfanger,
CMV-1gG-seropositiver Spender/CMV-1gG-seropositiver Empfanger). Die antivirale
Prophylaxe mit entweder Acyclovir in der Gruppe Insel-nach-Nieren-Transplantation
oder CMV-Hyperimmunglobulin bei Hoch-Risiko-SIK-Patienten, die eine CMV-
Infektion zwar nicht zu verhindern vermag (wie oben bereits ausgeflihrt), scheint
jedoch immerhin einen ginstigen Einfluss auf die Unterdriickung einer systemischen
Cytomegalievirus-Erkrankung zu haben.

Anders als uns von der Transplantation solider Organe bekannt ist, kann ein
signifikanter Einfluss der Cytomegalievirusreplikation auf die Inseltransplantatfuntion
nicht belegt werden (76,7% Transplantatiberleben in der CMV-positiven Gruppe vs.
59,3% in der CMV-negativen Gruppe, Unterschiede nicht signifikant). Allerdings
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zeigten Patienten mit stattgehabter CMV-(Re-)aktivierung nach 6, 9 und 12 Monaten
ein tendenziell niedrigeres C-Peptid als die Vergleichsgruppe, ohne dass sich

hieraus statistische Signifikanzen ergeben wiirden.

Erstaunlich ist, dass im untersuchten Kollektiv auch die Serumkreatininwerte nach
CMV-Infektion keinerlei signifikante Verdnderung zeigten, wurde doch in zahlreichen
Studien zur Nierentransplantation ein erhdéhtes Risiko des akuten und chronischen
Transplantatverlustes nach CMV-Infektion bestatigt (TOUPANCE et al., 2000).
Méglicherweise besteht hier ein Zusammenhang mit der verabreichten antiviralen
Therapie.

Des Weiteren ist zu diskutieren, ob die frihe CMV-Reaktivierung méglicherweise zur
verzogerten Hochregulation lokaler inflammatorischer Faktoren und anschlieBend
durch Aktivierung von Allo- und / oder Autoimmunitdt zu einem spéten
Transplantatverlust, sprich zu einem Verlust der Inselzellfunktion nach der
einjahrigen Nachbeobachtungsphase fihren kann. Die vorliegenden Daten
zugrundelegend erscheint dies jedoch unwahrscheinlich, da zum einen der Zeitpunkt,
an dem die CMV-DNAemie im Empfangerserum nachgewiesen werden konnte, im
Durchschnitt bei Tag 72 post transplantationem lag und zum anderen in allen Fallen
bei nachgewiesener positiver Virus-DNA ein Erfolg der antiviralen Therapie anhand
der negativen Serologie dokumentiert werden konnte.

Zu bedenken gilt allerdings, dass das Studiendesign keine Interpretation dariber
zulasst, ob das Inselzelltransplantat, das Nierentransplantat oder letztendlich der
Empfanger in erster Linie fir die CMV-(Re-)Aktivierung verantwortlich ist. Es ist
durchaus denkbar, dass das relativ kleine Volumen des hochgereinigten
Inselzelltransplantates, das dem Empfangerorganismus zugeflhrt wird, einen
geringeren Beitrag zur CMV-Aktivierung leistet als die Transplantation eines soliden

Organs.
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4 2.7 Einfluss der Geschlechts von Spenderorgan und Transplantatempfanger

auf die Transplantatfunktion

Es wird immer wieder diskutiert, ob die Tatsache, dass ein transplantiertes Organ
von einem weiblichen oder méannlichen Spender stammt, entscheidenden Einfluss
auf seine langfristige Funktion hat. Vor allem Nierentransplantate von weiblichen
Spendern hatten in einer Datenanalyse von Gber 160000 Transplantationen eine
schlechtere Uberlebensrate als die von mannlichen Spendern, unabhéngig davon, ob
die Empféanger Manner oder Frauen waren. Das Alter der Spenderin wurde als
zusatzlicher Einflussfaktor detektiert: Je jinger die Spenderin, desto schlechter das
Transplantatiberleben. Vor allem Organe von Spenderinnen unter 45 Jahren hatten
eine unglnstige Prognose (ZEIER et al, 2002).

Klinische Studien zur Lebertransplantation zeigten ebenfalls einen Einfluss des
Geschlechts auf die Transplantat-Funktion mit schlechterem Outcome bei weiblichen
Spendern (EL-GIBALY et al., 2004).

Als Grinde fir die schlechtere Transplantatfunktionsrate bei weiblichen Spendern
werden unter anderem geschlechtsspezifische Merkmale des Immunsystems sowie
die hdéhere Empfindlichkeit weiblicher Organe gegeniiber Sauerstoffmangel
diskutiert.

Im untersuchten Kollektiv konnte im Ein-dahresverlauf kein signifikanter Einfluss des
Geschlechtsmatchings nachgewiesen werden.

Hier besteht sicherlich der Bedarf nach langerfristigen Verlaufsbeobachtungen an

gréBeren Kollektiven sowie nach differenzierteren Untersuchungen.

4.2.8 Einfluss des Cyclosporinspiegels auf die Transplantatfunktion

Betrachtet man die Ergebnisse fir das Transplantatiiberleben in den beiden Gruppen
SIK und IAK, so findet man eine deutlich bessere Ein-Jahres-Uberlebensrate der
SIK-Gruppe im Vergleich zur IAK-Gruppe (78,9% vs. 47,4%, p=0,017). Da sich
weder bezilglich der demographischen Daten noch bezlglich einer CMV-Infektion
signifikante Unterschiede in den beiden Gruppen fanden, wurde nach weiteren
gruppenspezifischen Einflussfaktoren auf das Transplantatiiberleben gesucht. Schon

im Rahmen der ersten Insel-nach-Niere- und Simultan-Insel-Niere-Transplantationen
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fiel auf, dass bei IAK-Patienten regelmaBig eine geringere Toleranz der
Transplantatnieren gegentber héheren Cyclosporin-A-Spiegeln (CsA) zu beobachten
war als bei SIK-Patienten (eigene Beobachtung), was zu einem vorsichtigen Umgang
mit CsA bei IAK-Patienten flihrte. Hier liegt die Vermutung nahe, dass der CsA-
Spiegel einen nicht unerheblichen Einfluss auf das Transplantatiberleben der
Inselzellen haben kénnte.

Auch im untersuchten Kollektiv zeigten sich im Ein-dahres-Verlauf signifikant
niedrigere CsA-Spiegel innerhalb der IAK-Gruppe im Vergleich zur SIK-Gruppe.
Bezogen auf eine erhaltene bzw. verlorene Transplantatfunktion lassen sich
zwischen den beiden Gruppen allerdings keine signifikant unterschiedlichen CsA-
Spiegel nachweisen.

Im  Gesamtkollektiv (SIK und [|AK) zeigt die Gruppe mit erhaltener
Transplantatfunktion einen um etwa 50ng/ml héheren CsA-Spiegel als die Gruppe
mit verlorenem Transplantat.

Obwohl sich hier keine eindeutigen Signifikanzen ableiten lassen, ist tendenziell ein

positiver Effekt hdherer CsA-Spiegel auf das Inseltransplantatiiberleben erkennbar.

Endgulltig kann die Frage, wieso IAK-Patienten gegenlber SIK-Patienten ein
schlechteres Ergebnis bezuglich der Inseltransplantatfunktion zeigen, jedoch an
dieser Stelle nicht geklart werden. Zu bedenken gilt, dass SIK-Patienten in den
meisten Féllen Niere und Inselzellen vom gleichen Spender erhalten, wahrend bei
IAK-Patienten die Inselzelltransplantation Monate bis Jahre nach etablierter
Nierentransplantation erfolgt und daher die Organe von zwei verschiedenen
Spendern verwendet werden missen. Der Einfluss der Alloimmunitat muss in diesem
Zusammenhang noch geklart werden.

Zudem bedarf es auch einer Uberpriifung der Ubrigen Bestandteile der
immunsuppressiven Protokolle von SIK- und |AK-Patienten hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Transplantatfunktion von Niere und Inselzellen.

121/165




Diskussion

4 2.9 Einfluss der additiven Inselzelliransplantation bei IAK-Patienten

Die Werte flr Kreatinin und Harnstoff als Marker der Transplantatnierenfunktion
zugrundelegend, kam es im Ein-dahres-Verlauf nach allogener intraportaler
Inselzelltransplantation zZu keiner signifikanten Beeintrachtigung der
Transplantatnierenfunktion innerhalb des untersuchten IAK-Kollektivs, weder in der
Gruppe mit erhaltener Inseltransplantatfunktion noch in der Gruppe, die einen Verlust
des Inseltransplantates erfahren haben, so dass es aktuell keinen Anlass fir die
Befurchtung gibt, dass die additive Inselzelliransplantation der bereits
transplantierten Niere schaden kdnne.

In der Gruppe mit erhaltener Transplantatfunktion findet sich eine deutliche
Verbesserung des HbA1c-Wertes um mehr als 1%. Zwar kdénnen in dem limitierten
Zeitfenster keine sicheren Aussagen bezlglich einer dadurch erzielten
Risikoreduktion fiir eine diabetesassoziierte Morbiditat getroffen werden, jedoch
belegen bereits existente Studien die Risikoreduktion um mehr als 30% bei einer
HbA1c-Verbesserung um 1% (DCCT, 1993). Zudem gibt es Hinweise auf eine durch
die additive Inseltransplantation vermittelte  signifikante = Reduktion  der
kardiovaskularen Mortalitat (FIORINA et al., 2003).

Auffallend ist weiterhin der signifikant reduzierte Insulinbedarf, iberraschenderweise
sowohl in der Gruppe mit als auch ohne erhaltene Graftfunktion. Folgende mdgliche
Erklarungen fir diese Beobachtung kommen in Betracht: Erstens besteht
moglicherweise eine minimale endogene Insulinrestsekretion der transplantierten
Inselzellen unter der Nachweisgrenze, die zu einem niedrigeren Bedarf an exogenem
Insulin fOhrt, zweitens ist es durchaus denkbar, dass selbst eine kurzfristige, partielle
Transplantatfunktion Uber einige Monate hinweg zu einer verbesserten
Insulinsensitivitat fihrt. Ob diese Effekte auch im Langzeitverlauf zu beobachten
sind, wird an anderer Stelle besprochen.

Die Raten fur die Inseltransplantatfunktion und fir die Insulinunabhangigkeit 12
Monate post transplantationem liegen mit 47% und 21% in der IAK-Gruppe noch
deutlich unter den Raten fir die vaskularisierte Pankreastransplantation und sind
sicherlich noch steigerungsféhig. Dies belegt jedoch auch die Forderung nach

verbesserten immunsuppressiven Protokollen mit einer reduzierten Toxizitat.
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FiOr die Nierentransplantation finden sich inzwischen gute Ergebnisse durch den
Einsatz des Calcineurin-Inhibitors Tacrolimus (WEIMER, 2006).

Auch erste Ergebnisse flr Insel-nach-Niere-Transplantationen unter modifizierter
Immunsuppression mit Tacrolimus in niedriger Dosis (low-Dose-Tacrolimus)
zusammen mit Sirolimus sind ermutigend (ANDRES et al., 2005). Allerdings ist
hierbei die Tacrolimus-vermittelte dosisabhédngige Steigerung des Blutglucose-
Spiegels sorgfaltig zu kontrollieren.

Der Einsatz modifizierter immunsuppressiver Protokolle lasst auch fur IAK-Patienten
kiinftig eine verbesserte Inseltransplantatfunktion und Insulinunabhangigkeitsrate

erwarten.
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4.3 Diskussion der Daten im Langzeitverlauf

Zwischen Juni 2004 und Mai 2005 wurden samtliche Patienten, die in GieBen eine
Inselzelltransplantation  erhalten haben, zu einer Nachsorgeuntersuchung
eingeladen. Insgesamt nahmen 32 Patienten in diesem Zeitraum das Angebot war,
dies entspricht in etwa nur einem Drittel der insgesamt in GieBen
inselzelltransplantierten  Patienten. Wieso das Angebot nur so limitiert
wahrgenommen wurde, wurde bereits an anderer Stelle besprochen. 25 der
untersuchten Patienten erflllten die Kriterien, um in die hier vorliegenden
Untersuchungen eingeschlossen zu werden.

Bereits veroéffentlichte Studien belegen den positiven Effekt eines funktionierenden
Inseltransplantates auf den Glukose-, Lipid- und Proteinmetabolismus (LUZI et al.,
2001).

Anhand der im Langzeitverlauf erhobenen Daten sollte geprift werden, ob die
Transplantation pankreatischer Inselzellen bei Patienten mit schwerem Verlauf eines
Diabetes mellitus Typ 1 die metabolische Situation verbessern kann und ob die
Progression  diabetesassoziierter =~ Spatkomplikationen  wie Mikro-  und
Makrovaskulopathie durch die Inselzelltransplantation beeinflusst wird.

4.3.1 Stoffwechselparameter, Hypoglykdmierate und diabetesassoziierte
Sekundirkomplikationen im Gruppenvergleich

Ein Jahr nach Inseltransplantation zeigen 19 von 25 Patienten (76%) eine erhaltene
Transplantatfunktion, 4 von 25 (16%) sind insulinunabhangig.

Zum Zeitpunkt t2 zeigen 7 von 25 (28%) eine erhaltene Transplantatfunktion, in
einem Fall (4%) wurde eine anhaltende Insulinunabh@ngigkeit erreicht.

Im Verlauf nach Inseltransplantation kam es zu einer kontinuierlichen Verbesserung
des HbA1c-Wertes sowie zu einer Reduktion des Insulinbedarfes,
Uberraschenderweise auch in den Fallen, in denen eine stetige Reduktion des
basalen C-Peptids zu beobachten war.

Anhand der Ergebnisse der metabolischen Werte wird deutlich, dass eine erhaltene

Inseltransplantatfunktion nachweislich zu einer Verbesserung der
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Glukosehomdostase bei gleichzeitiger Reduktion des exogenen Insulinbedarfs bis
hin zur vollstandigen Insulinunabhangigkeit fihrt.

Die Anzahl schwerer Hypoglykdmien wird selbst durch eine nur partielle
Transplantatfunktion signifikant reduziert. Dieser Effekt bleibt in den meisten Féllen
sogar dauerhaft bestehen, auch wenn keine C-Petid-Sekretion mehr nachweisbar ist
und das Transplantat damit als abgestoBen definiert wird. Zum einen beruhen diese
Effekte wohl auf der reduzierten exogenen Insulindosis, zum anderen auf der
wiederhergestellten Hypoglykdmiewahrnehmungs— und —gegenregulationsfahigkeit
des adrenergen Systems. Dies belegt eindeutig die Indikation einer Transplantation
pankreatischer Inselzellen bei Patienten mit schwer einstellbarem Diabetes mellitus
Typ 1 und haufigen schweren Hypoglykdmien, auch wenn diese keinerlei weitere
diabetesassoziierten Sekundarkomplikationen aufweisen.

Nach erfolgter Inselzelltransplantation  zeigen die  Daten  hinsichtlich
diabetesassoziierter Sekundarkomplikationen (Mikro- und Makrovaskulopathie) im
beobachteten Zeitverlauf keine signifikante Progression. Inwieweit der biologische
Ersatz des Inselzellapparates dartber hinaus eine signifikante Verbesserung der
Zielparameter herbeizufihren vermag, kann anhand der hier vorliegenden Daten
aufgrund des kleinen Kollektivs und des Studiendesigns nicht abschlieBend beurteilt
werden. Bei der Analyse der Daten problematisch ist sicherlich die extrem
heterogene Nachbeobachtungszeit zwischen einem Jahr bis elf Jahre nach
Inselzelltransplantation.

Fiorina et al. konnten im Vergleich von Patienten, die eine simultane Insel-Nieren-
Transplantation erhalten hatten und Patienten mit alleinigem Nierentransplantat eine
signifikante Verbesserung der linksventrikularen Auswurffraktion und des
enddiastolischen Volumens der Inselgruppe mit erhaltener Transplantatfunktion
gegenlber der Nierengruppe nachweisen (FIORINA et al.,, 2005). Eine weitere
Untersuchung zur diabetischen Neuropathie zeigte in 50% der Falle eine
Stabilisierung sowohl der klinischen neuropathischen Beschwerden als auch der
elektrophysiologischen Daten. In einem Fall konnte eine Verbesserung erreicht
werden (LEE et al., 2005).
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In der ersten zitierten Studie wurde ein ahnlich groBes Kollektiv wie das vorliegende
untersucht, in der zweiten waren es acht Patienten, die in die Neuropathie-

Untersuchung eingeschlossen wurden.

4 3.2 Einfluss der Inselzelliransplantation auf Knochenstoffwechsel und
Lebermorphologie

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Diabetes mellitus Typ 1 aufgrund der
fehlenden anabolen Effekte von Insulin und Amylin einen Risikofaktor zur
Entwicklung einer Osteoporose darstellt (HOFBAUER et al, 2007). Der nach
Transplantationen Ubliche Einsatz von Steroiden und Caclineurininhibitoren wie
Cyclosporin A oder Tacrolimus zur immunsuppressiven Therapie hat ebenfalls einen
direkten negativen Effekt auf den Knochenmineralsalzgehalt (Epstein et al., 2001,
Stempfle et al., 2002).

Vor allem nierentransplantierte Patienten sind von einer verminderten Knochendichte
betroffen, da schon meist im Vorfeld der Nierentransplantation ein sekundarer
Hyperparathyreoidismus mit renaler Osteopathie vorliegt. Im Rahmen der Uramie ist
Ublicherweise eine low-turnover Osteopathie detektierbar. Bei Typ-1-Diabetikern mit
diabetischer Nephropathie und nachfolgender Organtransplantation addieren sich
daher die Risiken zur Entwicklung bzw. Progression einer Osteopathie.

Inwieweit der biologische Ersatz des zerstdrten Inselzellapparates und die damit
verbundene physiologische Insulinausschittung der Entwicklung bzw. der
Progression einer Osteoporose entgegenwirken kann, ist bisher unklar.

Von der simultanen Pankreas-Nieren-Transplantation ist jedoch bekannt, dass diese
Art der Transplantation mit einer besonders hohen Rate an osteoporotischen
Frakturen vergesellschaftet ist, was sich am ehesten durch den zuvor bestehenden
Diabetes erklaren lasst (CHIU et al.,, 1998.) Im Vergleich zu nicht-diabetischen
nierentransplantierten Patienten fand sich bei der alleinigen Nierentransplantation bei
Typ-1-Diabetikern ein signifikant erhéhtes Frakturrisiko (17% vs. 40%) (NISBETH et
al., 1999, LARSEN, 2004).

Weitere Risikofaktoren flir Frakturen bei nierentransplantierten Patienten waren

hdheres Alter bei Transplantation, weibliches Geschlecht, lange Dauer der
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Nierenerkrankung und der Niereneratztherapie sowie anamnestisch bereits
bestehende Frakturen (VAUTOUR at al., 2004; O'SHAUGNESSY et al., 2002).

Da die Knochendichtemessungen im untersuchten Kollektiv lediglich zum Zeitpunkt
der Follow-Up-Untersuchung durchgefiihrt wurden und daher keine Vergleichsdaten
zu den Zeitpunkten vor Transplantation und 12 Monate nach Transplantation
vorliegen, kann in diesem Rahmen lediglich eine Beschreibung der réntgenologisch
erhobenen Daten erfolgen. Nahezu alle Patienten im Langzeitkollektiv wiesen eine
reduzierte Knochendichte auf, in mehr als der Hélfte der Falle wurde eine manifeste
Osteoporose nachgewiesen. Osteoporotische Immpressionsfrakturen waren jedoch
nur bei zwei Patienten (8%) detektierbar. Weder zwischen den Subgruppen IAK vs.
SIK noch erhaltene Transplantatfunktion vs. nicht erhaltene Transplantatfunktion
fanden sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des Knochenmineralsalzgehaltes,
gemessen anhand des T-Wertes, wobei sich in der |IAK-Gruppe eine tendenziell
niedrigere Knochendichte zeigte als in der SIK-Gruppe. Méglicherweise ist dies mit
der aufgrund der langer zurickliegenden Nierentransplantation und damit langer
verabreichten immunsuppressiven Therapie vereinbar, wobei dies anhand der
vorliegenden Daten nicht abschlieBend geklart werden kann. Ebenso bleibt die Frage
offen, welchen Einfluss die verabreichte immunsuppressive Therapie auf das
Frakturrisiko hat bzw. ob schon pra- und peritransplantationem diesbezlglich
Einflussfaktoren existieren.

Ob der aktuelle Trend zur Verwendung niedrig-dosierter Steroide bzw. steroidfreier
Protokolle zur immunsuppressiven Therapie die Haufigkeit und/oder Schwere von
Osteopathien in Zukunft zu vermindern vermag, wird anhand gréBerer Kohorten und
Vergleichsparametern gepruft werden muassen. Aufgrund des bekannten negativen
Effekts der Calcineurininhibitoren auf den Knochenstoffwechsel sowie oben
genannter zusatzlicher Einflussfaktoren ist jedoch nicht zu erwarten, dass alleine der
Verzicht auf Glucocorticoide eine maBgebliche Verbesserung der Knochendichte
herbeifihren kann.
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Der Einfluss der intraportalen Inselzelltransplantation auf die Lebermorphologie wird
kontrovers diskutiert. Bhargava et al. konnten in ihrem untersuchten Kollektiv in 20%
der Félle nach Inselzelltransplantation mittels Magnetresonanztomographie eine
sinusoidale Steatosis nachweisen (BHARGAVA et al., 2004). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der Untersuchungen des Langzeitkollektivs. In sieben von 25 Fallen
(28%) wurde eine Veranderung der Lebermorphologie sonographisch bzw. mittels
MRT detektiert, wobei in jeweils einem Fall ein Himangiom bzw. eine fokal-nodulare
Hyperplasie vorlagen. In 20% der Falle fand sich sonographisch eine Steatosis
hepatis, subjektiv lag Beschwerdefreiheit vor, ebenso fanden sich keine auffalligen
korrelierenden laborchemischen Marker. Von Eckhard et al. wurde einer dieser Falle
bereits ausfihrlich beschrieben, hierbei war es nach dreimaliger intraportaler
Inselzelltransplantation zu einer histologisch nachweisbaren, jedoch klinisch
asypmtomatischen grofBtropfigen periportalen Verfettung mit diskreter chronischer
Entzindung im Portalfeld gekommen (ECKHARD et al., 2004). Mit nachlassender
Transplantatfunktion (gemessen anhand regredienter C-Peptid-Spiegel) waren die
periportalen Verfettungen in der Bildgebung rucklaufig.

Im vorliegenden Kollektiv konnte diese Beobachtung nicht nachvollzogen werden, da
samtliche Patienten, bei denen eine sinusoidale Steatosis hepatis nachgewiesen
worden war, keine stabile Transplantatfunktion nachweisen konnten.

Zur Theorie einer dosisabhangigen Insulin-vermittelten Alteration der sinusoidalen
Felder kann anhand der vorliegenden Daten daher keine Stellung bezogen werden,
ebenso wenig zu der kontrovers diskutierten Frage nach einem karzinogenen
Risikopotential der intraportalen Inselzelltransplantation.

Aus eigener Beobachtung ist jedoch kein Fall eines hepatozellularen Karzinoms im
Langzeitverlauf nach intraportaler Inselzelltransplantation am Zentrum GieBen

bekannt.
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4.4 AbschlieBende Beurteilung

Obwohl GieBen eines der gréBten Inselzelltransplantationszentren weltweit ist und
eine ausgezeichnete Expertise aufweisen kann, tduschen die Daten nicht Uber den
Bedarf nach Studien an grdéBeren Kohorten hinweg; standardisierte
Untersuchungsverfahren sind zudem eine dringende Voraussetzung, um die Daten
vergleichbar zu machen.

Das mit knapp 30% noch unbefriedigende Ergebnis fir ein dauerhaftes
Transplantatiberleben nach 5,7 Jahren zeigt die Problematik eines protrahierten
Transplantatverlustes und belegt die Erfordernisse bezlglich Prakonditionierung von
Spenderinseln und Empféangerorganismus einerseits sowie Optimierung der
Implantationsphase und der Immunsuppressiven Protokolle andererseits.

In Zukunft werden Langsschnittstudien notwendig sein, um einen optimalen
Vergleich der Patientendaten zu gewahrleisten.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Motivation der Patienten, an speziellen
Untersuchungsprogrammen teilzunehmen. Zum einen muss flr den Patienten ein
durch die Teilnahme bedingter Benefit erkennbar sein, zum anderen sollte ihm schon
beim Aufklarungsgesprach zur Inselzelltransplantation bewusst gemacht werden,
welch wichtigen Beitrag er dadurch der Wissenschaft liefern kann und wird. Optimale
Bedingungen liegen vor, wenn sich der Patient als Teil des Programmes sieht und
ihm seine Verantwortung diesem und sich selbst gegenltber bewusst ist.

Zwar sind es bisher nur wenige Félle, in denen eine langerfristige
Insulinunabhangigkeit erreicht werden konnte, jedoch rechtfertigen diese Verlaufe in
besonderer Weise, die Inselzelltransplantation als kurativen Therapieansatz des
Diabetes weiter zu verfolgen. Vor allem der persdnliche Kontakt mit den Patienten,
die zum groBen Teil Uber eine deutlich verbesserte Lebensqualitéat nach Ersatz des
Inselzellapparates berichten — erstaunlicherweise unabh&ngig von einer erreichten
Insulinunabhangigkeit — motivieren fir zuklnftige Studienaktivitdten auf diesem
Gebiet.
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45 Ausblick und Herausforderungen fiir die Zukunft

Der Vorteil der Inseltransplantation gegenldber der Pankreastransplantation,
Langerhans’sche Inselzellen vor der Transplantation in ihrer Immunogenitat und
Antigenitat in-vitro derart abzuschwéachen, dass sie eine erhdhte Resistenz
gegenldber dem durch die Transplantation bedingten Stress entwickeln, wurde
bereits erwahnt. Eine Weiterentwicklung dieses Ansatzes stellt die Méglichkeit einer
Immuntoleranzinduktion dar. Diese kdnnte zum Beispiel durch Mikro- oder
Makroverkapselung der isolierten Inseln zum Schutz vor der Host-versus-Graft-
Reaktion realisiert werden. Auch eine Ko-Transplantation von Knochenmarkszellen
des Pankreasspenders ist denkbar. Einige dieser Ansatze sind im Tiermodell bereits
erfolgreich getestet, inwieweit diese Konzepte jedoch in die Klinik tGbertragen werden
kénnen und damit die Organverflgbarkeit verbessert werden kann, bleibt abzuwarten
(CALAFIORE et al., 2006).

Schon seit mehreren Jahren beschéaftigen sich Forschungsgruppen weltweit mit der
Idee der Xenotransplantation. Xenogene Inseln aus dem Schwein wéren praktisch
unbegrenzt verflgbar, zudem sind Schweine-Pankreata bezlglich GréBe und
Physiologie in etwa mit humanen Pankreata vergleichbar (EVANS, 2001). Auch hier
zeigen sich inzwischen erste Erfolge in GroBtierversuchen: unter stérkster
Immunsuppression wurde bei der Transplantation von Schweineinseln in diabetische
Affen eine langerfristige Insulinunabhangigkeit erreicht (HERING et al., 2006). Eine
Limitation der Verwendung xenogener Inseln von Schweinen stellt allerdings die
mogliche Ubertragung und Replikation eines endogenen schweine-spezifischen
Retrovirus dar (VAN DER LAAN et al., 2000; MARTIN et al., 1998).

In der Zukunft wird der Stammzelltherapie, der Gentherapie sowie regenerativen
Therapieanséatzen, evtl. auch in Kombination mit der Inselzelltransplantation, eine

groBe Bedeutung zukommen.
Aus der Embryonalentwicklung ist bekannt, dass die Entwicklung zur reifen Beta-

Zelle anhand der sequenziellen und transienten Aktivierung spezifischer
Transkriptionsfaktoren genauestens gesteuert wird. In tierexperimentellen Versuchen
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konnten sowohl humane embryonale wund adulte Progenitorzellen zu
funktionsféahigen, insulinproduzierenden Betazellen differenziert werden (BROLEN et
al., 2005; SORIA et al, 2001). Allerdings war bislang die Anzahl der differenzierten
Beta-Zellen aus embryonalen Stammzellen sehr gering und die physiologische
Regulation der Insulinsekretion schlecht ausgebildet, so dass der Insulingehalt im
Vergleich zur reifen Beta-Zelle weitaus niedriger war.

Der Vorteil der adulten Stammzelle bzw. Progenitorzelle gegenliber der embryonalen
Stammzelle liegt einerseits in der ethischen Unbedenklichkeit des Materials,
andererseits in der Méglichkeit, die Stammzellen direkt vom Patienten zu isolieren,
was wiederum den Vorteil hat, dass nach autologer Transplantation keine bzw. eine
nur geringe immunsuppressive Intervention erfolgen muss.

Zur Erkennung der adulten Stammzelle im Pankreasgewebe steht bisher jedoch kein
spezifischer Marker zur Verfliigung. Zulewski et al. beschreiben Zellen innerhalb des
Langerhans'schen Zellverbandes, die durch die Expression des Filamentproteins
Nestin charakterisiert sind. Diese Zellen kénnen in der Zellkultur vermehrt werden
und Insulin exprimieren (ZULEWSKI et al., 2001). Andere Arbeiten legen die
Vermutung nahe, dass die Inselzellen aus duktalen Zytokeratin-19-positiven
Gangepithelzellen entstehen (JENSEN et al., 2004, WANG et al., 1995).

Der genaue Weg der Stammzellen bis hin zur Differenzierung in reife Beta-Zellen ist
bislang jedoch unklar und wird Gegenstand zukinftiger Arbeiten sein.

Ein weiterer Nachteil der adulten Stammzelle liegt ahnlich wie bei der emryonalen
Stammzelle in der mangelnden Fahigkeit zur exakten Regulierung der
glucoseabhangigen Insulinsekretion.

Zudem ist die Entwicklung von Malignomen aus embryonalen und adulten
Stammzellen nicht abschlieBend beurteilbar.

Eine Stimulation der Neogenese von Betazellen durch physiologisch vorkommende
Peptide und Proteine (Islet neogenesis-associated protein, GLP-1, Exendin-4,
Gastrin etc.) wurde inzwischen im Tierversuch nachgewiesen (XU et al., 2006). Die
Regeneration der Betazellen ist allerdings noch nicht endgultig aufgeklart. Aus den
Ergebnissen des Einsatzes der 0.g. Substanzen bei Typ-2-Diabetikern erhofft man
sich richtungsweisende Erkenntnisse und Befunde zur Aufklarung der

entsprechenden Mechanismen.

131/165




Diskussion

Im Mausmodell gelang die Herstellung Insulin-produzierender Zellen aus nicht-
pankreatischen autologen Progenitorzellen aus Darm-, Leber- und Muskelzellen
durch gentherapeutische Transdifferenzierung (CHEUNG et al., 2000; SHAW et al.,
2002; RIU et al., 2002). Hierbei konnten Zellen generiert werden, die nach
Differenzierung bis zu 60% des Insulingehaltes normaler Beta-Zellen aufwiesen
(ZALZMANN et al., 2005). Zudem konnte eine physiologische glucoseabhangige
Insulinsekretion erreicht werden.

Dieser Ansatz wirde, ahnlich wie bei der pankreatischen Stammzelle, die
Verwendung patienteneigener Zellen erlauben, wodurch die Problematik einer
immunologischen ZellabstoBung vermeidbar ware. Vor allem Patienten ohne
vorangegangene oder simultane Transplantation eines zusatzlichen Organs inklusive
Kinder, die man nicht unbedenklich einer lebenslangen Immunsuppression
aussetzen kann, wirden von diesem Konzept profitieren.

Inwieweit der Einsatz gentherapeutisch veranderter Zellen beim Menschen

therapeutisch sicher ist, ist bisher unklar.

Ob eines oder mehrerer der oben genannten Konzepte das Potential zur
Ubertragbarkeit in den klinischen Alltag hat, kann an dieser Stelle nicht beantwortet
werden. Bis dahin gilt es, sich folgender Herausforderungen der Transplantation
pankreatischer Inselzellen zu stellen:
1. Dem eklatanten Mangel an Spenderorganen
2. Der Optimierung von Isolations- und Kultivierungstechniken zur Verbesserung
von Qualitat und Reinheit der isolierten Inselzellen
3. Der Notwendigkeit der Entwicklung molekularer Screeningmethoden zur
frihzeitigen Erkennung der zelluldren und humoralen Alloimmunantwort
4. Der Reduktion der Toxizitat durch Immunsuppressiva und damit Verbesserung
des Langzeittransplantatiiberlebens
5. Der Reduktion der durch Transplantation und Immunsuppression bedingten
Spatfolgen wie Malignome und Virusinfektionen durch optimierte
immunsuppressive Protokolle
6. Der Erforschung der angeborenen Immunitat (innate immunity) und

Entwicklung speziell darauf abgestimmter Medikamente
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7. Der effektiven Verhinderung der autoimmunen Zerstérung des
Inselzelltransplantates

8. Der Prakonditionierung der transplantierten Inselzellen

9. Der Entwicklung von MaBnahmen und Prozessen zur verbesserten
Implantation, Revaskularisierung und Regeneration der transplantierten Inseln

10. Der verbesserten Vorbereitung bzw. Konditionierung der

Transplantatempfénger

Eine weitere wichtige Aufgabe der verantwortlichen Transplantationsmediziner
und Diabetologen ist es zudem, kurative Therapiekonzepte zur Behandlung des
Diabetes mellitus Typ 1 wie Inselzell- und Pankreastransplantation beztglich
Patientenlberleben und Stoffwechselnormalisierung genauestens zu analysieren
und mit herkdbmmlichen und bewahrten Therapieprinzipien wie der intensivierten
Insulintherapie in Verbindung mit Praventionsstrategien zur Vermeidung und
Progressionshemmung  diabetesassoziierter =~ Sekundarkomplikationen  zu
vergleichen.

Eine besonders wichtige Rolle sollte in diesem Zusammenhang der Frage nach
der Steigerung der Lebensqualitat des Patienten zukommen.
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5 Zusammenfassung

Innerhalb der letzten 15 Jahre hat sich die Transplantation pankreatischer
Inselzellen am  Transplantationszentrum in  GieBen als anerkanntes
Therapieverfahren flr ausgewaéhlte Typ-1-Diabetiker etabliert. Insbesondere
Patienten mit schwer einstellbarem Diabetes, haufigen schweren Hypoglykdmien
und ausgepragten diabetesassoziierten Sekundarkomplikationen sollen von der
Therapie profitieren. Nur durch den biologischen Ersatz des ausgefallenen
Inselapparates kénnen eine normnahe Glucosehombostase erreicht und
gleichzeitig haufige Hypoglykdmien vermieden werden. Nachteilig ist jedoch die
Notwendigkeit  einer  bislang lebenslangen  Immunsuppression  des

Empfangerorganismus.

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse von
Einflussfaktoren auf das Ein-Jahres-Transplantatiberleben nach klinischer
Inseltransplantation.

Dabei fanden sich folgende Ergebnisse:

e Die Ein-Jahres-Funktionsrate der transplantierten pankreatischen Inselzellen
lag im Gesamtkollektiv bei 73%, die Rate an Insulinunabh&ngigkeit innerhalb
des ersten Jahres bei 20%. In den Gruppen SIK und ITA war eine hdhere
Funktionsrate nachzuweisen als in der IAK-Gruppe. Die hdchste Rate an
Insulinunabhangigkeit wurde in der ITA-Gruppe beobachtet, am ehesten
erklart sich dies aufgrund der Verwendung steroidfreier immunsuppressiver
Protokolle.

e Trotz einer hohen HLA-Inkompatibilitdtsrate betrug die Gesamt-Ein-Jahres-
Funktionsrate des Inselgrafts 72,3%. Der Grad der HLA-Kompatibilitat hatte im
untersuchten Kollektiv keinen direkten Einfluss auf das
Inseltransplantatiberleben. Auch hinsichtlich der transplantierten Niere konnte
im  Einjahresverlauf kein direkter negativer Einfluss der hohen HLA-
Inkompatibilitatsrate auf das Nierengraft nachgewiesen werden (Nierengraft-
Funktionsrate nach 12 Monaten: 100%).

e Der Grad der HLA-Kompatibilitat hatte keinen Einfluss auf eine CMV-Infektion

im untersuchten Kollektiv.
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Es fanden sich keine Korrelationen von persistierenden oder
neuaufgetretenen diabetesassoziierten Autoantikbrpern zu der Absolut-Anzahl
der HLA-Mismatches, jedoch korrelierten Persistenz und Neuauftreten von
GAD-65-Antikdrpern positiv mit einem niedrigen DR- Mismatch.

Die Transplantatfunktion nach 12 Monaten im untersuchten Kollektiv wurde
nicht signifikant durch das (Wieder-) Auftreten von diabetesassoziierten
Autoantikérpern beeinflusst.

Unter der Vierfach-Immunsuppression mit Prednison, Cyclosporin A,
Mycophenolat Mofetil oder Azathioprin und der Induktion mit T-Zell-
depletierenden Antikdérpern fand sich eine hohe Inzidenz von neu
manifestierten bzw. reaktivierten CMV-Infektionen (53%) im Ein-Jahresverlauf
nach allogener intraportaler Inselzelltransplantation. Die CMV-Infektionsrate
war in der SIK-Gruppe hdéher als bei IAK-Patienten. Eine antivirale Prophylaxe
mit Cytoglobin bzw. Acyclovir bietet demnach keinen suffizienten Schutz vor
einer CMV-Replikation.

Bei Vorliegen einer Hoch-Risiko-Konstellation von Spender und Empfanger
(CMV-IgG-seropositivem  Spender und initial CMV-lIgG-seronegativem
Empfanger) bestand ein signifikant héheres Risiko flr die Aktivierung der
Cytomegalievirus-Replikation, gemessen an der CMV-DNA, als in den Ubrigen
Gruppen.

Das Transplantatiberleben wurde nicht durch die Replikation des
Cytomegalievirus beeinflusst (76,7% Transplantatiiberleben in der CMV-
positiven Gruppe vs. 59,3% in der CMV-negativen Gruppe, Unterschiede nicht
signifikant). Die Verlaufsdaten fur C-Peptid, HbA1c und Kreatinin zeigten in
den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Allerdings konnte in
der Subgruppe mit stattgehabter CMV-(Re-) aktivierung nach 6, 9 und 12
Monaten ein tendenziell niedrigeres C-Peptid beobachtet werden als in der
Vergleichsgruppe.

Das Geschlecht von Organspender und Transplantatempfanger hatte im
untersuchten Kollektiv ~ keinen Einfluss auf die Ein-Jahres-

Transplantatfunktion.
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e Die SIK-Gruppe zeigte eine bessere Ein-Jahres-Transplantatiiberlebensrate
als die IAK-Gruppe. Innerhalb der IAK-Gruppe fanden sich signifikant
niedrigere CsA-Spiegel als in der SIK-Gruppe, eine signifikante Beeinflussung
des Transplantatlberlebens durch die Hdhe des CsA-Spiegels lieB sich
jedoch nicht nachweisen.

e Die Transplantatnierenfunktion bei |AK-Patienten wurde durch die additive
Inseltransplantation nicht signifikant alteriert. Fir die Frage, ob die
Inselzelltransplantation dagegen die Nierenfunktion langfristig eher glnstig
beeinflusst, missen gr6Bere Fallzahlen Uber einen langeren Zeitraum
beobachtet werden.

Uber Langzeiteffekte der Inselzelltransplantation ist bisher noch wenig bekannt.
Ein weiteres wesentliches Ziel der vorliegenden Studie war daher die
Untersuchung von Zusammenhangen zwischen Transplantatiberleben und
Glucosehombostase, Anzahl schwerer Hypoglykdmien und Progression
diabetischer Folgeschaden im Langzeitverlauf.

Hierbei fanden sich folgende Ergebnisse:

e Eine erhaltene Inseltransplantatfunktion fuhrte nachweislich zu einer
Verbesserung der Glukosehombostase bei gleichzeitiger Reduktion des
exogenen Insulinbedarfs bis hin zur vollstdndigen Insulinunabh&ngigkeit.

e Die Anzahl schwerer Hypoglykdmien wurde selbst durch eine nur partielle
Transplantatfunktion signifikant reduziert.

e Nach erfolgter Inselzelltransplantation wurde im beobachteten Zeitverlauf
keine signifikante Progression hinisichtlich der diabetischen peripheren
Neuropathie nachgewiesen. Ebenso wurde keine signifikante Verénderung
der kardialen Surrogatparameter beobachtet.

e Im untersuchten Kollektiv war das Vorhandensein einer Osteoporose ein
haufiges Ereignis. Tendenziell wies die |AK-Gruppe eine geringere
Knochendichte auf als die SIK-Gruppe. Osteoporotisch-bedingte Wirbelkdrper-

Frakturen fanden sich lediglich in 2 Fallen.
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e |n 20% der Félle waren nach allogener intraportaler Inselzelltransplantation
Veranderungen hinsichtlich der Lebermorphologie detektiertbar.

Zwar stellt die Inselzelltransplantation im Vergleich zur
Pankreasorgantransplantation ein vergleichsweise weniger invasives Verfahren
dar, allerdings hat die Inseltransplantation bisher noch nicht die gleichen
Erfolgsraten wie die Pankreastransplantation erreichen kénnen.

Zudem ist im Falle der Pankreasorgantransplantation die erhaltene
Transplantatfunktion in der Regel gleichzusetzen mit Insulinunabhéngigkeit,
wahrscheinlich bedingt durch die héhere transplantierte Inselzahl bzw. —-masse.
Demgegeniber stehen eine geringere Komplikationsrate der
Inselzelltransplantation im Vergleich zur Pankreastransplantation, eine weitaus
kleinere zu transplantierende Organmasse sowie die Mdglichkeit, die Inselzellen
vor der Transplantation beziglich lhrer Antigenitdt und Immunogenitat zu
verandern.

Herausforderungen der Transplantation pankreatischer Inselzellen sind unter
anderem im Mangel an geeigneten Spenderorganen, in der Notwendigkeit
verbesserter immunsuppressiver Protokolle sowie der Verfeinerung der
Isolationstechnik zu sehen.

Inwieweit  Konzepte  zur  Immuntoleranzinduktion,  Xenotransplantation,
Stammzelltherapie, Gentherapie und regenerative Therapieansatze Einzug in den
klinischen Alltag halten, wird sich innerhalb der nachsten Jahre zeigen missen.
Neben kinftigen Anstrengungen flr alternative Therapiekonzepte des Diabetes
mellitus Typ 1 sollte neben den metabolischen Zielkriterien die Verbesserung der
Lebensqualitat des Patienten als oberstes Ziel der Therapie nicht aus den Augen

verloren werden.
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6 Summary

Within the last 15 years pancreatic islet transplantation has been recognized as
an established treatment for patients with type 1 diabetes at the Transplantation
Center in GieBen. Especially patients with “Brittle Diabetes”, severe
hypoglycaemic episodes and severe diabetic secondary complications should
benefit from that therapy. Replacement of destroyed islet of Langerhans is the
only treatment to re-establish glucohomeostasis with no frequent hypoglycaemic
episodes. However, the cost of this benefit is still the need for life-long

immunosuppressive treatment of the recipient.

The aim of our study was to analyse results of clinical islet transplantation and
influencing factors for a stable graft-function within one year after transplantation.
Following results have been obtained:

e Isletgraftfunction within one year was 73%, the rate of insulin independence
20%. Simultaneous-islet-kidney-transplantation and islet-transplantation-alone
showed better results than islet-after-kidney-transplantation. The highest rate
for insulin independence was found in the group with islet-transplantation-
alone, according to the steroid-free-immunosuppressive protocolls.

e Despite a high rate of HLA-incompatibility one-year-survival of the islet graft
was 72.3%. Data did not show a higher rate of graft failure with reference to
the degree of HLA-Mismatch. Kidneygraftfunction also was not affected by
high rate of HLA-incompatibility

e Degree of HLA-Mismatch was not associated with CMV-infection.

e Total number of HLA-Mismatch did not show an influence to persistent or
newly detected autoantibodies, but (re-)occurrence of GAD-65-antibodies was
more frequent in constellations with less mismatch on HLA-DR.

e One year islet graft function was not influenced by (re-)occurence of islet
autoantibodies.

e Under quadruple immunosupression with induction therapy including T-cell-
depleting antibodies we observed a high incidence of newly detected CMV-

DNAemia (53%) within the first year after islet transplantation. SIK-patients
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showed a higher rate for CMV-DNAemia than |AK-patients. CMV-prophylaxis
with cytoglobin resp. acyclovir was not sufficient in preventing CMV-
replication.

High risk CMV-Matching, according to the pretransplant CMV-IgG serostatus
of recipient and donor, was significantly associated with increased risk for
CMV-replication.

CMV-Infection was not associated with an increased risk of islet graft loss.
Within one year we could not detect any differences in the development of
values for C-petide, A1c and Creatinine.

One-year-graft-survival was not influencend by the gender of graftdonor or —
recipient.

SIK-patients showed a better one-year-survival rate than I1AK-patients. Within
the IAK-group we found significant lower values for cyclosporine A than in the
SIK-group, but there was no significant correlation seen between islet graft
function and CsA-values.

Additive islet transplantation did not show a negative influence to kidney graft

function.

Long term outcomes of clinical islet transplantation have not been adressed in a

large series of islet allografts yet.

Follow up examinations were mainly focussed on long term islet function,

metabolic situation, number of severe hypoglycaemias, progression of peripheral

diabetic neuropathy and cardiavascular function in 25 patients with type-1-

diabetes.

Following results have been obtained:

Maintained pancreatic islet function in transplanted type-1-diabetic patients led
to improved glucose control and reduced insulin requirement up to insulin
independence.

We found less severe hypoglycaemic episodes even in cases with only partial
islet graft function.
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e After islet transplantation there was no significant progression of diabetic
complications as diabetic neuropathy. Also we did not find significant changes
in cardial function.

e 20 Percent of the patients showed changes concerning the liver morphology
after intraportal islet transplantation.

e Loss of bone densitiy had a high incidence, more in the IAK-group than in the
SIK-group (differences not significant). Osteoporotic fractures just occurred in

two cases.

Data of islet graft survival and insulin independence after clinical islet
transplantation cannot reach the results for transplantation of the whole pancreas
yet. However, advantages of the transplantation of islets of Langerhans are
obviously, but we have to deal with many problems. Limited donor tissue and the
need for better immunosuppressive protocols and isolation-procedures are only
few of them.

Many innovative solutions (as tolerance induction, stem cell therapy,
xenotransplants and regenerative strategies) are created to overcome the
problem - the future will show us the transferability into the clinical practice.
Despite searching for alternative treatments of diabetes we should not forget the
main challenge of diabetes therapy, namely the enhancement of quality of life for

the patient.
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Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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