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1 Problemstellung

1.1 Diabetes mellitus - Aktuelle Therapieansatze

In den westlichen Industrielandern sind etwa 3 % der Bevolkerung Diabetiker;
damit ist der Diabetes mellitus die am haufigsten vorkommende Stoffwechsel-
erkrankung. Von klinischer Bedeutung sind vor allem der Typ |-Diabetes (IDDM,
Insulin dependent diabetes mellitus) und der Typ lI-Diabetes (NIDDM, Non-insulin-
dependent diabetes mellitus). Der Typ |-Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung
mit immunogenetischem Hintergrund, bei der die Langerhansschen Inselzellen
des Pankreas zerstort werden, was zu einem absoluten Insulinmangel fahrt. Die
Ursachen des Typ ll-Diabetes liegen entweder in einer verminderten Glucose-
sensititvitdt der B-Zellen des Pankreas, woraus ein relativer Insulinmangel

resultiert, oder einer peripheren Insulinresistenz [1].

Die Erkrankung ist meistens mit Begleit- und Folgekrankheiten (wie einer
Makroangiopathie, Retinopathie, Neuropathie oder Nephropathie) verbunden.
Diese kdnnen die Lebensqualitédt und die Lebenserwartung der Patienten deutlich
herabsetzen. AuBerdem verursacht deren Behandlung hohe Kosten. Um das
AusmalB der Begleit- und Folgekrankeiten mdglichst gering zu halten, ist daher

eine gute Einstellung des Blutglucosespiegels unbedingt anzustreben [2, 3].

Typ lI-Diabetikern wird derzeit zunachst eine Normalisierung des Korpergewichts
empfohlen sowie eine angemessene Diat, verbunden mit viel Bewegung [4].
Wenn nétig, werden orale Antidiabetika eingesetzt. Hierbei handelt es sich in
erster Linie um Sulfonylharnstoffe, die die Insulinsekretion der B-Zellen stimu-
lieren, um Biguanide oder um o-Glucosidasehemmer, die die Disaccharid-
Spaltung hemmen. Wenn die B-Zellen versagen, wird eine Therapie mit Insulin
notig, wie sie auch bei Typ I-Diabetikern angewandt wird. Hierbei unterscheidet
man zwischen der konventionellen und der intensivierten Insulintherapie.
Mittlerweile wird in den meisten Fallen die intensivierte Therapie angewandt, bei
der die zu injizierende Insulinmenge flexibel an die physiolgischen Bedurfnisse
(Nahrungsaufnahme, Sport) des Patienten angepaBt wird. Selbst mit der

intensivierten Insulintherapie ist aber keine vollstandige Wiederherstellung der
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Glucose-Homdostase méglich [5]. AuBerdem ist der Erfolg der Therapie stark von

der Einsicht und Disziplin des Patienten abhangig.

Aus diesem Grund wird far insulinpflichtige Diabetiker (Typ I-Diabetiker sowie
Typ lI-Diabetiker, die nicht mehr ohne Insulin behandelt werden kdnnen,
sogenannte ,Therapie-Versager) nach alternativen Behandlungsmethoden

gesucht.

Ideal ware hierflir ein geschlossenes System, in dem das Hormon an den
metabolischen Bedarf angepalt ausgeschittet wird, so daB der Diabetiker selbst
keine Parameter mehr zu kontrollieren hatte. Zu dieser Uberlegung gibt es drei

wissenschaftliche Ansatze [6]:

1. Es kdnnen mechanische Gerate entwickelt werden, die nach Detektion des
Blutglucosespiegels automatisch eine adaquate Menge an Insulin freisetzen
(Insulinpumpen). Verschiedene Probleme (u.a. die Stéranfélligkeit der
Systeme) haben jedoch verhindert, daB sich derartige Gerate in der Therapie
des insulinabhangigen Diabetes durchgesetzt haben.

2. Neben der Transplantation des kompletten Pankreas ist die Inselzelltrans-
plantation eine Mdglichkeit, die derzeit intensiv untersucht wird. Diese Methode
ist aber noch mit vielen Schwierigkeiten verbunden: Inselzellen kénnen zwar
schon isoliert und transplantiert werden; um AbstoBungsreaktionen zu
vermeiden, mussen die Patienten aber lebenslanglich Medikamente zur
Immunsupression einnehmen. Auch die dauerhafte und ausreichende
Hormonproduktion ist noch nicht gesichert. Ein groBes Problem besteht darin,
daB far eine Transplantation humaner Inselzellen zu wenig Spenderorgane zur
Verfigung stehen. So erfolgen Transplantationen in der Regel nur bei
Patienten, die bereits erhebliche Komplikationen der diabetischen Grund-
erkrankung entwickelt haben, und dann dadurch meist in Form einer doppelten
Transplantation (z.B. Inseln und Niere). Ziel einer Therapie sollte aber bereits
die Vermeidung von Komplikationen sein. Zur Umgehung der Immunabwehr
wurden Versuche durchgefuhrt, bei denen die Inselzellen in Kunststoffhillen
eingebettet wurden. Auch bei dieser Methode ist eine dauerhafte Funktion der

Zellen noch ungewif3 [7].
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3. Da die bisher entwickelten Verfahren zur Therapie des insulinpflichtigen
Diabetes mellitus unzureichend sind, muB nach weiteren Methoden gesucht
werden. Eine neuer Ansatz ist die Gentherapie.

1.2 Theorie einer neuen Behandlungsmethode

Der Gentherapieansatz

Die Idee des Gentherapieansatzes liegt in der Herstellung "kinstlicher B-Zellen"
[8], die im folgenden als B-Ersatzzellen bezeichnet werden. Autologe Zellen sollen
isoliert und angereichert werden, um dann mit Insulingenkonstrukten (mit geeig-
netem Promotor) transfiziert zu werden. Nach Reinfusion und Anheftung, z.B. in
der Leber, sollen diese zur glucose-regulierten Insulinsynthese, -prozessierung

und -sekretion fahig sein.

Um diese Anforderungen erflllen zu kénnen, missen die in Frage kommenden

Zellen den natlrlichen B-Zellen funktionell méglichst ahnlich sein.

Mechanismus der Insulinsekretion aus den B-Zellen des Pankreas

Glucose wird Uber den Glucosetransporter GLUTZ2 in die B-Zelle aufgenommen
und intrazellular durch Hexokinase | und Glucokinase, die in jeweils gleicher
Konzentration vorkommen, verstoffwechselt. Glucokinase fungiert in Kombination
mit GLUT2 als ,,Glucose-Sensor” der Zelle. Durch die Metabolisierung der Glucose
entsteht ATP, welches eine SchlieBung der Kaliumionen-Kanéle bewirkt. Dadurch
wird die Zellmembran depolarisiert und Calciumionen-Kanéle 6ffnen sich. Der
Einstrom von Calciumionen in die B-Zelle fihrt zur Sekretion des in Granula

gespeicherten Insulins (siehe Abbildung 1-1) [5].
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Glucose Hormone
Insulin-
% Rezeptor sekretion
GLUT2
Adenylat- @ @
cyclase @
Glucose P TN (® |
A Vesikel
l [cAMP] 1
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C a2+

Abbildung 1-1:

Vereinfacht dargestellter Mechanismus zur Insulinsekretion aus f-Zellen des

Pankreas. GLUT2 = Glucosetransporter 2, GLC-6-P =
Adenosintriphosphat,
potentials, [X]T = Zunahme der Konzentration von Substanz X.

Adenosindiphosphat, ATP =

Voraussetzungen fiir potentielle B-Ersatzzellen

Zellen,

Anforderungen erfillen:

die als [-Ersatzzellen genutzt werden sollen,

Glucose-6-phosphat, ADP =
A¢ =Anderung des Membran-

missen mehrere

a) Sie sollen den natlrlichen B-Zellen funktionell méglichst ahnlich sein, um die

Zahl der Transfektionen so gering wie nétig zu halten. Aus diesem Grund

sollten die Zellen GLUT2-Glucosetransporter und Glucokinase exprimieren [9],

sie mussen physiologisch auf einen Glucosereiz reagieren und die nétigen

Enzyme zur Prozessierung des Insulins aus dem Praprohormon (Peptid
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Convertasen 2 und 3: PC2 und PC3) besitzen. Zur Speicherung des Insulins
sollen Granula gebildet werden kénnen.

b) Um AbstoBungsreaktionen oder weiteren technischen Aufwand zu vermeiden,
ist es sinnvoll, autologe Zellen einzusetzen. Diese missen in einem einfachen,
risikoarmen und wiederholbaren Eingriff gewonnen werden und stabil transfi-

zierbar sein.

Versuche zur Herstellung kiinstlicher B-Zellen

Zur Herstellung von p-Ersatzzellen sind bereits einige Untersuchungen
durchgefihrt worden. Meistens wurden Zellinien eingesetzt, die aus B-Zell-
Tumoren von Nagetieren gewonnen wurden (RIN, B-TC, MIN) oder aus dem
Hypophysenvorderlappen von Mausen stammen (neuroendokrine AtT20-Zellen)

und sowohl PC2 als auch Glucokinase exprimieren [10,11].

Die cDNA zur Expression von humanem Proinsulin konnte mit einem viralen
Promotor bereits in AtT20-Zellen transfiziert werden (AtT20ins) [12]. Durch
zusatzliche Transfektion des GLUT2-Gens waren die Zellen in der Lage, Insulin
auf einen Glucosereiz hin auszuschutten, allerdings erfolgte die Insulinsekretion
bei subphysiologischen Glucosekonzentrationen [8], vermutlich, weil im intrazellu-
laren Glucokinase/Hexokinase-Verhaltnis die Hexokinase Uberwiegt [5]. Weitere
Probleme bestanden darin, daB nur ein geringer Teil des gebildeten Insulins
freigesetzt wurde und daB die AtT20-Zellen zwar nahezu unbegrenzt verfligbar
sind, aber aus Ratten stammen und somit beim Menschen eine Immunreaktion
auslésen kénnen. Unklar ist auBerdem, wie ein unreguliertes Wachstum der zu
transplantierenden Zellen im Empféngerorganismus vermieden werden kann, ob
die Zellen zusatzliche (unerwlnschte) Proteine produzieren und ob sie auf andere
Stoffwechselsignale des humanen Organismus angemessen reagieren. Auch die

Funktionsdauer der Zellen im Empfangerorganismus ist noch begrenzt [5,13].

Eine sehr vielversprechende Mdéglichkeit zur Herstellung von B-Ersatzzellen bieten
die enteroendokrinen K-Zellen, die an Ratten als Modelltieren untersucht und im
Folgenden n&her beschrieben werden sollen. AuBerdem soll dargestellt werden,
warum die ihnen funktionell &hnlichen L-Zellen und die der AtT20-Zellinie
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zugrunde liegenden Zellen aus der Adenohypophyse [14] zu diesem Zweck

vermutlich weniger geeignet sind.

1.3 Enteroendokrine K- und L-Zellen - Lokalisation, Isolation

und Anreicherung

Der Darmaufbau

Im Darm der Ratte betrédgt die Lange des Duodenums etwa 10 cm, die des
Jejunums etwa 80 cm und die des lleums etwa 3 cm. An das Caecum schlieft
sich das Colon mit einer Lange von rund 10 cm an. Das Lumen hat einen von
etwa 3 auf 10 mm zunehmenden Durchmesser [15]. Der menschliche Darm ist
etwa 4,5 m lang, auf das Duodenum entfallen etwa 20-30 cm, auf das Jejunum
etwa 1,2 m. An das lleum (ca. 1,5 m) schlieBt sich direkt das Colon mit einer

Léange von etwa 1,5 m an [16].

In das Darmlumen ragen zahlreiche blatt- oder fingerférmige Darmzotten (Villi),
zwischen denen Einstllpungen der Epithelschicht, die Lieberkiihnsche Krypten,
liegen.

Alle Zellen des Darms entstehen durch Zellteilung aus gemeinsamen
Stammzellen, migrieren villusaufwarts, verlieren dabei ihre Teilungsfahigkeit und
werden nach 5-6 Tagen beim Menschen bzw. 2-3 Tagen bei der Ratte an der
Villuspitze abgestoBen [17].

Verschiedene endokrine Zellen (Ubersicht in [18]), die als Einzelzellen vorliegen,

sind Uber die gesamte Darmlénge verteilt. Zu ihnen zahlen die K- und L-Zellen.

K-Zellen

Die K-Zellen sind endokrine Zellen vom offenen Typ, sie erreichen das
Darmlumen Uber einen schmalen Cytoplasmaauslaufer und sind mit
Nachbarepithelzellen verbunden. Junge Zellen, die man an der geringen Zahl der
Granula erkennt, werden an der Kryptenbasis gebildet. Mit der Migration zur
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Villusspitze vermehren sich die Granula und die Zellen verlieren ihre
Teilungsfahigkeit [19,20].

Das primére Produkt der K-Zellen ist das aus 42 Aminosauren bestehende Gastric
Inhibitory Polypeptide (GIP) oder neuer: Glucose-Dependent Insulinotropic
Polypeptide (siehe Abbildung 1-2) [20, 21, 22]. Es wird nach noch nicht vollstandig
geklartem Mechanismus aus Prapro-GIP gebildet [23, 24], in Granula gespeichert
[20] und in Abhangigkeit vom extrazellularen Glucosespiegel tber cAMP- und
Ca**-abhangige Mechanismen [25,26] auf Stimulation durch Nahrungsinhalts-
stoffe hin durch Exocytose ausgeschuttet. Stimulierend wirken bei Mensch [27,28]
und Ratte [24,29] sowohl langkettige Fettsauren als auch Glucose.

GIP, human

Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-lle-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Ala-Met-Asp-Lys-lle- His-GIn-GIn-Asp-Phe-Val-
Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gin-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-lle-Thr-Gin

GIP, Ratte

Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-lle-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Ala-Met-Asp-Lys-lle-Arg-GIn-GIn-Asp-Phe-Val-
Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Leu-Thr-GIn

Abbildung 1-2: Sequenzen von Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP) bei Mensch
[21] und Ratte [22]. Dargestellt im Dreibuchstabencode fir Aminosduren (siehe
Abkurzungsverzeichnis, Seite VII).

Die Konzentration der K-Zellen nimmt beim Menschen vom proximalen zum
distalen Teil des Darms ab [30,31]. Uber die Lokalisation entlang der Krypt-Villus-
Achse existieren widersprichliche Befunde [20,30,31,32]. Auch bei der Ratte
nimmt die Konzentration der K-Zellen von proximalen zum distalen Teil des Darms
ab [33,34,35]. Ahnlich wie fiir Menschen gibt es auch hier keine klaren Aussagen
zur Verteilung der K-Zellen entlang der Krypt-Villus-Achse [36]. Die Angaben zum

Anteil der K-Zellen an der Gesamtzellzahl liegen bei weniger als 0,6 % [19,25].
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Neben vielen anderen biologischen Wirkungen (siehe Ubersichtsartikel [37,38])
hemmt GIP die Magensauresekretion beim Menschen [27] und stimuliert in
physiologischen Mengen [39,40] glucose-abhangig [41,42] Uber Mechanismen,
die von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP-) und Proteinkinase A (PKA)
abhangig sind [43], die Synthese und Sekretion von Insulin aus den Langer-
hansschen Inselzellen des Pankreas bei Mensch und Ratte [44,45]. AuBerdem
stimuliert GIP die GLP-1-Synthese und -Sekretion aus L-Zellen der Ratte [46,47].

L-Zellen

Die L-Zellen sind ebenfalls endokrine Zellen vom offenen Typ [48], deren

Cytoplasma tber einen schmalen Auslaufer das Darmlumen erreicht [49, 50].

In den L-Zellen des Darms wird GLP-1 in zwei Schritten prozessiert. Aus
Praproglucagon [51,52] entstehen Glucagon-Like Peptide 1 (1-37) (GLP-1(1-37),
Glucagon-Like Peptide 2 (GLP-2) und Glicentin, welches weiter zu Glicentin
Related Pancreatic Peptide (GRPP) und Oxyntomodulin umgesetzt wird (siehe
Abbildung 1-3) [48,53]. GLP-1 (1-37), das biologisch noch unwirksam ist [54], wird
beim Menschen zu den gleichermaBen wirksamen GLP-1 (7-37) und
GLP-1(7-36)amid umgesetzt [55]. Die Sequenzen des Peptids sind bei allen
bisher untersuchten Tierspezies und Menschen gleich (siehe Abbildung 1-4) [56].
Die Peptide werden in sekretorischen Granula gespeichert [49] und in das Blut
freigesetzt, wenn die Zellen durch Nahrungsinhaltsstoffe (z.B. langkettige
Fettsauren [57]), Hormone oder Neurotransmitter [58,46,47] tber einen PKA- und
Proteinkinase C (PKC) -abhangigen Mechanismus [59,60,61] aktiviert werden.

Die Zahl der L-Zellen nimmt bei Mensch und Ratte vom proximalen zum distalen
Teil des Darms und von den Villi zu den Krypten zu [49,31,36,50,32]. Der Anteil
der L-Zellen an der gesamten Zellzahl im Darm betragt im lleum der Ratte weniger
als 1 % [62].
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Praproglucagon
1 72 111 160

Proglucagon
1 72 111 160

Posttranslationale Prozessierung im Dijnndarm

30 33

Abbildung 1-3:  Prozessierung von Praproglucagon in den L-Zellen. Im Dinndarm entstehen aus dem
Vorlaufermolekill Praproglucagon die Peptide GLP-1, GLP-2 und Glicentin, das teilweise
weiter zu GRPP und Oxyntomodulin umgesetzt wird. Auch GLP-1 (7-37) wird groBtenteils
noch weiter zu GLP-1(7-36)amid umgesetzt (nicht dargestellt). GLP-1 (7-37) = Glucagon-
Like Peptide 1 (7-37), GLP-2 = Glucagon-Like Peptide 2, GRPP = Glicentin Related
Polypeptide.

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-
Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Abbildung 1-4: Sequenz von Glucagon-like Peptide 1 (1-37). Dargestellt im Dreibuchstabencode fir
Aminoséauren (siehe Abklrzungsverzeichnis, Seite VII).

Neben vielen anderen biologischen Wirkungen (siehe Ubersichtsartikel [63,64,65])
hemmt GLP-1 die Magensauresekretion und Magenentleerung [66] Uber
adrenerge Wege [67] und wirkt als Sattigungsfaktor bei Ratte und Mensch [68,69].
GLP-1 bindet an GLP-1-Rezeptoren auf den B-Zellen des Pankreas [70] und
stimuliert in physiologischen Mengen [39,54,71] glucoseabhangig [72] Uber
mindestens 2 Signaltransduktionskaskaden (PKA- und Calcium-abhangig) [73,26]
die Insulinsynthese und -sekretion bei Mensch [74] und Ratte [39,54].
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Die extrazellulare Signalkette der K-, L- und B-Zellen

Man vermutet, daB zwischen proximalem und distalem Teil des Darms ein
sogenannter ,entero-endocriner loop“ besteht, d.h., daB in vivo durch Nahrung
primar K-Zellen stimuliert werden und diese Uber GIP und andere Botenstoffe die
L-Zellen zur GLP-1-Sekretion anregen. Daflrr spricht, daB schon kurz nach der
Nahrungsaufnahme erhéhte GLP-1-Konzentrationen im Blut meBbar sind, noch
bevor die Nahrung eine groBere Anzahl L-Zellen erreichen kann [57,58,75,46,47].

K- und L-Zellen als Kandidaten fiir B-Ersatzzellen

Glucose-Stimulierbarkeit:

K- und L-Zellen sind fir den sogenannten "Inkretineffekt" verantwortlich. So
bezeichnet man die Beobachtung, daB bei gleicher Plasmaglucosekonzentration
nach oraler Glucosezufuhr mehr Insulin freigesetzt wird als nach intravendser
Infusion der gleichen Menge an Glucose. Die Zellen reagieren somit auf die orale
Glucosezufuhr und verstarken durch Ausschittung ihrer intestinalen Hormone

(GIP und GLP-1) die insulinotrope Wirkung der Glucose.

FiOr eine Zellkultur, in der die K-Zellen auf einen Anteil von 10 % angereichert
worden waren, konnte die Stimulierbarkeit durch Glucose in vitro ab einer Kon-
zentration von etwa 10 mmol/l gezeigt werden [25]. Im perfundierten Ratten-
pankreas liegt die Schwelle bei etwa 5,5 mmol/l [42]. In vivo reagieren K-Zellen
auf eine orale Glucosestimulation ebenfalls mit einer Freisetzung von GIP
[27,41,76]. Das bedeutet, daBB K-Zellen - genau wie B-Zellen - auf einen Glucose-
reiz in physiologischer Weise mit der Ausschiittung ihres Zellproduktes reagieren.
Vermutlich exprimieren K-Zellen GLUT2-Transporter und Glucokinase, eine
Transfektion der entsprechenden DNA ware daher zur Herstellung von B-Ersatz-

zellen aus K-Zellen nicht nétig.

Im Gegensatz dazu ist die direkte Stimulierbarkeit der L-Zellen durch Glucose -
die wesentliche Voraussetzung flur ihre Eignung als B-Ersatzzellen - noch
umstritten [57,58,59,77,78,79,80], obwohl Glucokinase in L-Zellen nachgewiesen
wurde [81].
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Enzymausstattung zur Insulin-Prozessierung:

Die enzymatische Ausstattung zur Prozessierung von Insulin besitzen K- und L-
Zellen. Sowohl PC2 als auch PC3 kommen in endokrinen Zellen des Rattendarms
vor. H6here PC2-Konzentrationen finden sich allerdings nur im Duodenum [82].
PC3 ist das Enzym, das Proglucagon in L-Zellen zu Glicentin, Oxyntomodulin,
GLP-1 und GLP-2 umsetzt [83].

Speicherung der Produkte in Granula:
Sowohl GIP als auch GLP-1 werden in Granula gespeichert [20,49].

Gewinnung der Zellen:

Im Gegensatz zu glucoseabhéangig regulierten Gehirnzellen aus Hypophyse oder
Hypothalamus [12,14], die sonst ebenfalls potentielle Kandidaten fir B-Ersatz-
zellen waren, kdnnen K- und L-Zellen durch einen relativ einfachen, risikoarmen

und wiederholbaren endoskopischen Eingriff gewonnen werden.

Kein Risiko einer AbstoBung oder Zerstérung der transplantierten K- und L-Zellen:
Da es sich bei den K- und L- Zellen um korpereigene Zellen handelt, ist die
AbstoBungsgefahr gering. Die Zellen werden durch Diabetes mellitus nicht
zerstort; sowohl GIP [84,85] als auch GLP-1 [86,87] werden bei Typ |- und Typ II-
Diabetikern unveréandert auf Stimulation hin freigesetzt. Transplantierte K- oder L-

Zellen sollten demnach voll funktionsfahig bleiben.

Erflllung der Voraussetzungen:

K-Zellen sind geeignete Kandidaten zur Herstellung von B-Ersatzzellen, denn sie
erflllen alle gegebenen Voraussetzungen. Die L-Zellen sind, obwohl sie alle
weiteren Anforderungen erflllen, als B-Ersatzzellen weniger geeignet. Mehrere
Untersuchungen weisen darauf hin, daB L-Zellen nicht direkt durch Glucose
stimuliert werden. Die glucoseabhangig regulierten Zellen aus dem Gehirn
scheiden als Kandidaten fur B-Ersatzzellen ebenfalls aus, da sie aufgrund ihrer

Lage nicht ohne einen drastischen Eingriff gewonnen werden kdnnen.
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Isolation und Anreicherung von K-Zellen

Zur Isolation der K-Zellen bestehen mehrere Moglichkeiten. Die Zellen kdnnen
mechanisch durch Abschaben oder Vibration [88,62] aus dem Zellverband geldst
werden, sie kénnen durch Enzyme wie z.B. Collagenase [25,89] oder durch
Calciumionen-Chelatoren (Citrate, EDTA) in einem hyperosmolaren Puffer [90,91]
herausgeldést werden. Oft werden Kombinationen aus mehreren Techniken
eingesetzt [62,88,92,93]. Am zellschonendsten ist der Einsatz von Chelatoren
(siehe Ubersichtsartikel [94]).

Auch zur Anreicherung der K-Zellen gibt es verschiedene Mdoglichkeiten. Far
endokrine Zellen wurde z.B. mehrfach eine von SOLL et al. [92,95] adaptierte
Gegenstrom-Elutriation eingesetzt [25,93,96,97,98]. Dieses Verfahren ist aller-
dings relativ zeit- und kostenintensiv bei bisher unbefriedigenden Ergebnissen.
Eine mehr als 10-fache Anreicherung war in der Regel nicht méglich [25,92,93].
Geht man von einem K-Zellgehalt von 0,1 bis 0,6 % [19,25] aus, so bedeutet das,

daB die Suspension zu 94-99 % aus verunreinigenden Zellen bestand.

Zu Beginn der vorliegenden Studie existierte noch keine geeignete Methode, mit
der sich die K-Zellen aus dem Darm isolieren und in flr weitergehende Versuche

ausreichender Konzentration anreichern lieBen.

Aus diesem Grund sollten in der vorliegenden Arbeit immunomagnetische
Verfahren zur Anreicherung der K-Zellen getestet werden, die fur andere Zellen
schon erfolgreich eingesetzt wurden. Diese versprachen eine einfache Hand-
habung, eine hohe Spezifitdt und eine zellschonende Anreicherung der gesuchten
Zellen [99,100].

Mogliche Antikorper zur Markierung der K-Zellen

Zur Markierung der K-Zellen bei der immunomagnetischen Zellanreicherung
kommen verschiedene Arten von Antikérpern in Frage:
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a) Antikérper gegen das K-Zellprodukt GIP

b) Antikbrper gegen Zellmembranbestandteile endokriner Zellen:

Syntaxin ist ein Fusionsprotein, das in den synaptischen Vesikeln neuronaler
Gewebe vorkommt. Das Glycoprotein Synaptophysin wurde in neuralen, endo-
krinen und neuroendokrinen Zellen nachgewiesen; in epithelialem Gewebe
kommt es nicht vor [101,102]. Auch N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule),
ein membrangebundenes Glycoprotein, 1aBt sich nur in endokrinem Gewebe
und Nervenenden nachweisen [103].

c) Antikérper gegen Oberflachenantigene mit immunologischer Funktion:
Human Leucocyte Antigen | (HLA 1) und Human Leucocyte Antigen Il (HLA II)
kommen auf endokrinen Zellen des menschlichen Darms im Gegensatz zu
Epithelzellen nicht vor [104,105]. Fir den Rattendarm liegen noch keine

entsprechenden Ergebnisse vor.

1.4 Zusammenfassung der Aufgabenstellung

K-Zellen sind geeignete Kandidaten zur Herstellung von B-Ersatzzellen, denn sie
erfillen alle hier beschriebenen Voraussetzungen. Daher sollen sie lokalisiert,

isoliert und angereichert werden.

Da zur Lokalisation der K-Zellen sowohl entlang des gesamten Darms als auch
entlang der Villus-Krypt-Achse noch unvollstiandige oder widersprichliche
Aussagen vorliegen, sollten die Zellen in dieser Arbeit immunhistochemisch und

radioimmunologisch lokalisiert werden.

L-Zellen sind als B-Ersatzzellen weniger geeignet, weil ihre Glucosesensitivitat
nicht nachgewiesen werden konnte. Da zu ihrer Verteilung im Darm aber - wie far
die K-Zellen - unvollstandige oder widersprichliche Angaben existieren und sie far
den ,enteroendokrinen Loop“ ein wichtige Rolle spielen, sollten sie zumindest

ebenfalls immunhistochemisch und radioimmunologisch lokalisiert werden.

Zur Isolation der K-Zellen sollen dann verschiedene Methoden (z.B. der Einsatz
eines Calcium-Chelators in einem hyperosmolaren Puffer) Gberprift werden.
AnschlieBend sollen immunomagnetische Verfahren zur Zellanreicherung getestet
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werden, weil diese im Gegensatz zum Elutriationsverfahren neben einer einfachen
Handhabung auch eine zellschonende und vor allem hochspezifische

Anreicherung der gesuchten Zellen erwarten lassen.

Als Grundlage fur weitere funktionelle Studien oder Kultivierungsversuche sollen
moglichst reine Suspensionen von K-Zellen gewonnen und deren Glucose-

stimulierbarkeit in vitro nachgewiesen werden.
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2 Material und Methoden

Ratten

Far samtliche Versuche wurden weibliche und mannliche Wistar-Ratten (150 bis
450 g) verwendet, die mit einer Standard-Diat (Altromin 1324, Altromin, Lage) ad
libitum gefUttert wurden und freien Zugang zu Trinkwasser hatten. Die Ratten
wurden entweder durch einen Genickschlag getdtet oder durch Injektion eines
Pentobarbitals (Nembutal) zundchst betdubt und durch eine Uberdosis des
Praparats getdtet und der Darm nach Offnung des Thorax entnommen. Mit allen
Versuchen wurde zwischen 8 und 11 Uhr begonnen.

Verwendete Geréte

*  Analyseautomat Hitachi 717, Boehringer, Mannheim

* Analysenwaage Typ BP211D, Sartorius, Géttingen

* Biofuge 13 mit Rotor 3757, Heraeus Sepatech, Hanau

* Dreh-Schittelapparat Rettberg R-01, MAGV, Rabenau-Londorf

* Einh&ngethermostat EM, Julabo Labortechnik, Seelbach

* Elektronisches Thermometer Typ DT100P, Behring, Marburg

* Qilson Pipetman-Pipetten, 20 bis 1000 ul, Abimed, Langenfeld

* Grundschlitten-Mikrotom, Leitz, Wetzlar

* Heizrihrer IKAMAG REO und IKAMAG RCT, IKA-Labortechnik, Jahnke +
Kunkel, Staufen

*  |KA-Vibrofix VF2, IKA-Labortechnik, Jahnke + Kunkel, Staufen

* Kryostat CM 1850-01, Leica Instruments, Nussloch

* Labsonic Model 2000 U mit Nadelschwingsonde 40 T, B. Braun, Melsungen

*  Mikroskop 471202 - 9901, Zeiss, Oberkochen

*  Mikroskop Axiovert 10 mit Fluoreszenzlampe und Filtern (450 - 490 nm und
546 nm), Zeiss, Oberkochen

* Multi-Crystal Counter LB 2104, Berthold, Wildbad

*  Multipette 4780, Eppendorf, Hamburg
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* pH-EinstabmeBkette Typ N6280 und pH-Meter CG 840, Schott Gerate GmbH,
Hofheim

*  Photometer Ultrospec Ill, Pharmacia Biosystems, Freiburg

* Potter-Homogenisator Typ RM 14, Jahnke + Kunkel, Staufen

* Reax top Reagenzglasschuttler, Heidolph, Kehlheim

* Sartorius Basic Feinwaage Typ BA310P, Sartorius, Géttingen

* Semi-Micro Osmometer, Knauer, Berlin

* Spiegelreflexkamera Contax 167MT, Kyocera Europe, Neuss

* Thermomixer Typ 5436, Eppendorf, Hamburg

* Universal 16 R-KUhlzentrifuge (mit passenden Zytozentrifugeneinsatzen),

Hettich, Tuttlingen

2.1 Lokalisation der K- und L-Zellen im Darm der Ratte

2.1.1 Immunhistochemische Lokalisation der K- und L-Zellen

Um die Lage der K- und L-Zellen zunachst optisch darzustellen, wurden aus
verschiedenen Darmabschnitten der Ratte Proben entnommen, Gefrierschnitte
hergestellt und diese mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern behandelt, so dafB die

gesuchten Zellen unter dem Mikroskop sichtbar wurden.

Dargestellt werden sollten K-Zellen im Querschnitt des Duodenums und L-Zellen
im Querschnitt aus lleum. Neben einer Einfachfarbung dieser Zellen durch GIP-
bzw. GLP-1-Antikérper sollten auch Doppelfarbungen mit einem zusatzlichen

Epithelzellmarker durchgefuhrt werden.

Bei der Auswahl aller zu testenden Antikérper wurde darauf geachtet, daB die
Antikérper laut Hersteller mit dem entsprechenden Ratten-Antigen reagierten.

Auswahl geeigneter Objektirager

Zur Verwendung bei den immunhistochemischen Versuchen wurden

verschiedene Objekttrager getestet: unbeschichtete, Poly-L-Lysin-beschichtete
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und ,Super-Frost-Plus-Gold“- Objekttrager (alle von Menzel-Glaser, Braun-
schweig).

Auswahl eines geeigneten Epithelzellmarkers

Als Epithelzellmarker wurden jeweils ein a- und B-Tubulin-Antikérper, sowie ein

pan-Cytokeratin-Antikérper (alle von Sigma, Deisenhofen) erprobt.

Auswahl geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe

Neben FITC (Fluorescein-isothiocyanat) und TRITC (Tetramethylrhodamin-
isothiocyanat) wurden die Carbocyanin-Farbstoffe Cy2 und Cy3 (gekoppelt an
lgG-Antikérper) eingesetzt, die nach Herstellerangaben [106] bei etwa gleicher
Wellenldnge (siehe Tabelle 2-1) maximal angeregt werden, so daB dieselben
Filter benutzt werden kdénnen, und auBerdem wesentlich photostabiler und
leuchtintensiver als FITC und TRITC sind.

Tabelle 2-1: Absorptions- und Emissionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe FITC, TRITC, Cy2
und Cy3.
Farbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum
[nm] [nm]
FITC 492 520
Cy2 490 508
TRITC 550 5/0
Gy3 553 575

Auswahl geeigneter AntikGrperkonzentrationen

Um die optimalen Konzentrationen der primaren und sekundaren Antikdrper fir
die immunhistochemischen Versuche zu ermitteln, wurden die Antikérper in
Verdinnungen von 1:50 bis 1:800 getestet. Die Verdinnungsstufen, mit denen die
deutlichsten und klarsten Bilder erzielt werden konnten, wurden fir die nachfol-
genden Versuche ausgewabhlt (siehe Tabelle 2-2).
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2.1.1.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Kleine Stiickchen aus dem Duodenum, lleum und Colon der Ratte wurden durch
Spllen mit HBSS von Nahrungsresten befreit. Nach Einbettung in Tissue-Tek
(Gefriereinbettmedium, Miles Inc., Elkhart, USA) wurden sie in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -70 °C maximal zwei Wochen gelagert.
Mit einem Kryostat wurden bei einer Temperatur von -18 °C Schnitte in einer
Dicke von 5 um hergestellt und auf unbeschichtete Objekttrager aufgebracht. Die

Schnitte wurden 20 min luftgetrocknet und in reinem Aceton (Merck, Darmstadt)

10 min fixiert.

2.1.1.2 Einfachmarkierung durch Immunfluoreszenz

Herstellung von 0,1 M Phosphate Buffered Saline (PBS) (10-fach konzentriert) fiir

die Immunfluoreszenz-Versuche [107]

0,19 mol/l NaH-PO,4 « H.O (Merck, Darmstadt)
0,81 mol/l NasHPO4 » 2 H>O (Merck, Darmstadt)
0,50 mol/lI NaCl (Roth, Karlsruhe)

Die Substanzen wurden in entionisiertem Wasser gelést und der Puffer vor

Gebrauch 1:10 verdiinnt.

Durchfiihrung der Immunfluoreszenz-Einfachmarkierung

Nach der Fixierung wurden die Objekttrager mit 0,1 M PBS gewaschen und um
die Schnitte herum getrocknet. Das Normalserum der Spezies, aus der der zweite
Antikérper stammte (hier: Ziegen-Normalserum (NGS), Sigma, Deisenhofen),
wurde mit PBS / 0,3 % Triton X-100 (Serva, Heidelberg) 1:10 verdinnt und die
Schnitte damit 30 min blockiert. AnschlieBend wurde der erste Antikdrper
zentrifugiert, mit 0,1 mol/l PBS verdinnt (siehe Tabelle 2-2) und auf die Schnitte

aufgetragen, die dann tber Nacht im Kiuhlschrank inkubiert wurden.
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Die Schnitte wurden erneut gewaschen und dann der zweite Antikérper in der
ausgetesteten Konzentration (siehe Tabelle 2-2) aufpipettiert. Dieser mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte zweite Antikérper band innerhalb von zwei
Stunden vor Licht geschitzt bei Raumtemperatur an den primaren Antikérper
(siehe Abbildung 2-1). Nach einem weiteren Waschvorgang wurden die Schnitte

in Glycerol (Merck, Darmstadt)/ 0,1 M PBS (9:1) eingedeckelt und unter dem
Mikroskop mit einer Fluoreszenzlampe und entsprechendem Filter begutachtet.

Ze”e primarer
Antikérper
sekundarer
Antikoreer | mmunfluoreszenz-
farbstoff
Abbildung 2-1: Schema der Antigen-Antikorper-Bindungen bei der Immunfluoreszenzmarkierung.

Der Immunfluoreszenzfarbstoff bindet ber zwei Antikérper indirekt an die zu markierende

Zelle.

Tabelle 2-2: Ubersicht iiber die bei den immunhistochemischen Versuchen verwendeten
Antikérper

Antigen GIP GLP-1 Cytokeratin

Art des 1. Antikérpers Kaninchen anti-Ratte IgG | Kaninchen anti-Mensch IgG | Maus anti-Mensch IgG

Hersteller PepScan, Berlin Peninsula, San Carlos Sigma, Deisenhofen

eingesetzte Verdiinnung 1:500 1:200 1:500

Art des 2. Antikérpers

Ziege anti-Kaninchen-IgG,
Cy2-gekoppelt

Ziege anti-Kaninchen IgG,
Cy2-gekoppelt

Ziege anti-Maus I1gG,
Cy3-gekoppelt

Vertreiber

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

eingesetzte Verdinnung

1:100

1:100

1:200
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2.1.1.3 Gegenfarbung mit Propidiumjodid

Um die Konturen der Darmstlcke bei einfachmarkierten Schnitten besser
erkennen zu koénnen, wurde eine Gegenfarbung des Hintergrundes mit
Propidiumjodid (Sigma, Deisenhofen) getestet. Propidiumjodid 1aBt das
Cytoplasma von Zellen unter der Fluoreszenzlampe (TRITC-Filter) rot leuchten.

Die Schnitte wurden hierzu nach der Behandlung mit dem 2. Antikérper nicht
direkt eingedeckelt, sondern nach dem Waschen mit einer Propidiumjodidiésung
in PBS (Konzentration: 1 pg/ml, jeweils frisch aus einer Stammlésung angesetzt)
bedeckt. Nach 15-minltiger Inkubation (lichtgeschitzt) wurde die Ldésung durch
erneutes Waschen entfernt. AnschlieBend konnten die Schnitte eingedeckelt und

unter dem Mikroskop begutachtet werden.

2.1.1.4 Doppelmarkierung durch Immunfluoreszenz

Die Schnitte wurden wie in Punkt 2.1.1.2 beschrieben behandelt. Einfach- und

Doppelmarkierung unterschieden sich folgendermafBen:

a) Anstelle eines Serumtyps muBte, falls die Herkunft der beiden zweiten
Antikérper nicht Ubereinstimmte, ein Gemisch zweier Seren (2 x 5 %) zur
Blockierung eingesetzt werden. Dies war aber nur beim Austesten geeigneter
Antikorper im Vorfeld der Versuche nétig.

b) Anstelle des ersten Antikérpers wurde eine Mischung aus zwei ersten
AntikGrpern in der jeweils notigen Konzentration (siehe Tabelle 2-2) aufge-
tragen.

c) Anstelle des sekundaren Cy2- oder Cy-3-gekoppelten Antikdrpers wurde ein
Gemisch aus einem Cy2- und einem Cy3-gekoppelten sekundaren Antikrper
in der bendtigten Konzentration (siehe Tabelle 2-2) aufpipettiert.

2.1.1.5 Negativkontrollen

Um die Spezifitdt der Immunfluoreszenztechnik zum Nachweis der K- und L-
Zellen zu Uberprufen, wurden Negativkontrollen durchgefihrt.
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Die Objekitrager, sowie die unbehandelten Schnitte wurden auf eine
Eigenfluoreszenz hin kontrolliert. AuBerdem wurden Schnitte begutachtet, bei
denen entweder der primare oder der sekundare AntikOrper nicht aufgetragen

worden war.

2.1.2 Untersuchung der Verteilung der K- und L-Zellen uber die gesamte

Darmlénge

Um zu untersuchen, in welcher Weise die K- und L-Zellen Uber die Lange des
Darms verteilt sind, wurden Rattendarme in folgender Weise verarbeitet:

2.1.2.1 Die Schabtechnik

Herstellung der Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

9,76 g/l HBSS (fertige Mischung; Life Technologies, Eggenstein)
1,00 g/l Rinderserumalbumin (BSA; Boehringer, Mannheim)
0,35 g/l NaHCOs3; (Merck, Darmstadt)

77,0 mg/l Dithiothreitol (DTT; direkt vor Gebrauch zugegeben; Sigma,

Deisenhofen)

Die Substanzen wurden in entionisiertem Wasser gelést und der pH auf 7,3 bis
7,4 eingestellt.

Durchfiihrung

Nach Entnahme wurden Dinndarm und Colon mit kaltem HBSS-Puffer gesplilt
und der Dinndarm in 10 gleich lange Abschnitte unterteilt. Die Darmmucosa der
einzelnen Abschnitte wurde mit zwei geschliffenen Objekttragern abgeschabt und
in Réhrchen (Sarstedt, NUmbrecht) Uberfihrt. Der Inhalt der GefaBe wurde mit
eiskaltem RIA-Puffer (siehe Punkt 2.1.2.2) auf ein Volumen von 1 ml aufgefillt
und dann mit dem Potter-Homogenisator 1 Minute auf Eis vorbehandelt. Das
Probenvolumen wurde dabei auf 2 ml aufgeflllt. AnschlieBend wurden die Proben

mit Ultraschall (Frequenz: 50 kHz) 30 s auf Eis homogenisiert, etwa 1,6 ml jeder
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Probe in ein Eppendorf-Gefal3 abpipettiert und 3 min aufgekocht, um Proteasen

unwirksam zu machen.

Die GefaBe wurden 2 min bei 13800 x g zentrifugiert, die klaren Uberstande
aliquotiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Neben dem
GIP- und GLP-1-Gehalt (siehe Punkt 2.1.2.2) wurden die Proteinkonzentration
(siehe Punkt 2.1.2.3) der Proben ermittelt, um den Hormongehalt auf den

jeweiligen Proteingehalt beziehen zu kénnen.

2.1.2.2 Bestimmung des GIP- und GLP-1-Gehaltes der Fraktionen durch
Radioimmunoassay

Zwei Radioimmunoassay-Kits (RIK 7123: Glucagon-Like Peptide-1, RIK 7154:
Gastric Inhibitory Peptide (Human); Peninsula Laboratories Inc., San Carlos, USA)
dienten der Bestimmung des GIP- und des GLP-1-Gehaltes der Proben. Der GIP-
RIA zeigte keine Kreuzreaktivitat mit Gastrin, Gastrin Releasing Peptide (GRP),
Insulin, GLP-1 oder GLP-2. Der GLP-1-RIA reagierte nicht mit GLP-2, GIP,
Glucagon, Insulin, Secretin oder Vasoactive Intestinal Peptide (VIP). Eine
minimale Kreuzreaktivitat (0,1 %) bestand mit GLP-1(7-36)amid.

Prinzip:

Ein primérer Antikérper, der in begrenzter Menge zur zu untersuchenden Probe
(bzw. den Standards, jeweils 100 ul) zugegeben wird, bindet an das zu
bestimmende Peptid. Durch Zugabe eines konkurrierenden, radioaktiv (*2°l)-
markierten Antikorpers wird ein entsprechender Anteil des primaren Antikdrpers
aus seiner Bindung verdrangt. Die Antikdrperkomplexe werden durch
Zentrifugation von den freien, radioaktiven Antikdrpern getrennt, die dann entfernt
werden. Mit einem y-Counter wird die im Rickstand verbleibende Radioaktivitat
gemessen. Durch Vergleich mit der Standardkurve ergeben sich die Peptidgehalte
der Proben (in pg / Probenréhrchen). Das Ergebnis wird dann auf den urspring-

lichen Peptidgehalt der Proben umgerechnet.
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2.1.2.3 Bestimmung des Proteingehalts der Fraktionen

Der Proteingehalt der Proben wurde mit einem Proteinassay (BIO-RAD, Minchen)
nach LOWRY [108] bestimmt.

Die Proben wurden mit RIA-Puffer (siehe unter Punkt 2.1.2.2) 1:10 verdinnt. Pro

Bestimmung wurden 375 pl der verdinnten Probenlésung eingesetzt.

Prinzip der Proteinbestimmung

Die Proteine der Lésung reagieren in alkalischem Medium mit Kupfer und bilden
Komplexe, die ein Folin-Reagenz reduzieren. Die Reaktionsprodukte sind
charakteristisch blau gefarbt. Die Extinktion der Proben wird photometrisch bei
einer Wellenlange von 750 nm gemessen und mit einer Standardgeraden aus
Rinderserumalbumin- (BSA-) Lésungen verschiedener Konzentrationen (0 bis
2 mg/ml) verglichen.

Die Bestimmung ist unempfindlich gegentber Detergenzien in niedriger
Konzentration, wie sie im RIA-Puffer (siehe Punkt 2.1.2.2) enthalten sind.

2.1.3 Lokalisation der K- und L-Zellen entlang der Villus-Krypt-Achse

Zur Lokalisation der K- und L-Zellen auf der Krypt-Villus-Achse wurden
Darmstickchen von den Vil zu den Krypten hin in einzelnen Fraktionen
abgebaut. Die Fraktionen wurden anschlieBend auf die Aktivitdten der Alkalischen
Phosphatase (AP) und Thymidinkinase (TK), sowie ihren Gehalt an GIP und
GLP-1 untersucht und die Ergebnisse auf den ebenfalls bestimmten Gehalt an
Gesamtprotein bezogen.

Die Differenzierung vom Darmzellen findet in erster Linie in den Villi statt. Mit
Alkalischer Phosphatase als Differenzierungsmarker [90] lassen sich Villuszellen
nachweisen. In den Krypten proliferieren Darmzellen, Thymidinkinase als
Proliferationsmarker [90] wurde daher zum Nachweis von Kryptzellen genutzt.
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2.1.3.1 Die Ausschitteltechnik

Die Darmstlckchen wurden nach einer von WEISER [90] erarbeiteten und von
FLINT et al. [91] weiterentwickelten Methode (leicht modifiziert, wie im nachfol-
genden Text beschrieben) behandelt. Eine spezielle Vorbehandlung flr die

weiteren Bestimmungen erfolgte nicht.

Herstellung des Chelatpuffers

27 mmol/l Natriumcitrat « 2 H,O (Merck, Darmstadt)
5 mmol/l NazHPO,4 » 2 H.O (Merck, Darmstadt)
96 mmol/l NaCl (Roth, Karlsruhe)
8 mmol/l KH2PO4 (Merck, Darmstadt)
15 mmol/l KCI (Merck, Darmstadt)
55 mmol/l D-Sorbitol (Sigma, Deisenhofen)
44 mmol/l Saccharose (Merck, Darmstadt)
0,5 mmol/I DTT (entspricht 77 mg/l, direkt vor Gebrauch zugeben;

Sigma, Deisenhofen)

Die Chemikalien wurden in entionisiertem Wasser gelést und der pH auf 7,3 bis
7,4 eingestellt.

Herstellung des PBS (Phosphate Buffered Salt Solution) -Puffers (10-fach

konzentriert

137,0 mmol/l NaCl
2,7 mmol/l KCI
8,0 mmol/l NazHPO4 « 2 H,O
1,5 mmol/l KH2PO4

(Roth, Karlsruhe)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

Die Inhaltsstoffe des Puffers wurden in entionisiertem Wasser gelést und der pH
der L6sung auf 7,3 bis 7,4 eingestellt.
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Durchfiihrung der Ausschttelversuche

Je etwa 22 cm Rattendarm aus dem proximalen oder dem distalen Teil des
Dinndarms, bei einigen Versuchen auch der komplette Dinndarm, wurde
umgestulpt und in kleine Ringe von jeweils 3 - 4 mm Lange geschnitten. Nachdem
diese 5 min in kaltem HBSS gewaschen worden waren, wurden sie in 150 ml
Chelatpuffer Gberflihrt und 20 min bei 4 °C unter Rihren inkubiert. Die Zellen
dieser Fraktion wurden gesammelt (V") und die Darmringe in 20 ml frischen,
kalten Chelatpuffer in Zentrifugenréhren Gberfihrt. Die Réhren wurden per Hand
20 mal umgedreht, die Zellsuspension gesammelt und der Vorgang mit jeweils
frischem Puffer noch 9 mal wiederholt. Die Inhalte von Réhrchen 1 bis 3 wurden
als Fraktion V' gepoolt, die Inhalte von Réhrchen 4 bis 6 als V2 und die von
Rohrchen 7 bis 10 als V2. AnschlieBend wurden die Ringe in 100 ml Chelatpuffer
unter Rihren 10 min bei 4 °C inkubiert. Diese Fraktion wurde verworfen und die
Darmstlickchen abschlieBend erneut zehnmal in je 20 ml frischem Chelatpuffer
ausgeschiittelt. So ergaben sich die Fraktionen C' aus Réhrchen 1 bis 5 und C?
aus Rohrchen 6 bis 10. Zusatzlich wurden die Fraktionen C® bis C® gesammelt,

die ebenfalls aus dem Inhalt von je 5 Einzelr6hrchen hervorgingen.

Alle Fraktionen wurden auf Eis bis zum Ende der Isolation aufbewahrt und die
Zellen dann durch 10-mindtige Zentrifugation in der Kuhlzentrifuge bei 50 x g
geerntet. Die Zellen wurden in je 1 ml PBS-Puffer aufgenommen, jeweils 30 s mit
Ultraschall behandelt, 10 min kalt bei 2000 x g zentrifugiert und dann flr die

anschlieBenden Untersuchungen aliquotiert bei -20 °C eingefroren.

2.1.3.2 Colorimetrische Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase

Die Aktivitaten der Alkalischen Phosphatase in den Fraktionen wurden mit einem
Testkit (Boehringer Mannheim) am Analyseautomaten Hitachi 717 (Boehringer
Mannheim) nach der Optimierten Standardmethode der Deutschen Gesellschaft

fir Klinische Chemie [109] bestimmt.
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Prinzip

Die in der Probe (10 pl) enthaltene Alkalische Phosphatase setzt p-Nitro-
phenylphosphat (10 mmol/l) in einem magnesiumchloridhaltigen (0,5 mmol/l)
Diethanolamin-Puffer bei pH 9,8 zu Dihydrogenphosphat und p-Nitrophenolat-
ionen um (siehe Abbildung 2-2).

_ — 2. B
o0 o
AP
+HO — © + H,PO,
NO, NO,
FARBLOS GELB

Abbildung 2-2:  Nachweisreaktion zur Messung der Aktivitit von Alkalischer Phosphatase. Diese
setzt p-Nitrophenylphosphat in alkalischem Medium zu p-Nitrophenol (Anion) um; dabei
andert sich die Farbe der Lésung von farblos zu gelb. AP = Alkalische Phosphatase.

Die Konzentration des farbigen Produkts, dessen Gehalt proportional zur
Enzymaktivitat ist, wird photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm
gemessen. Durch Vergleich mit einer Standardkurve wurde die Aktivitdt des
Enzyms (in U/l) errechnet. Die Prazision der Messung wird durch gerateinterne
Kontrollen (normale und pathologische Serumprobe) tberprtift.

2.1.3.3 Bestimmung der Thymidinkinase-Aktivitat mittels Radioenzymassay

Die Thymidinkinase-Aktivitat in den Proben wurde ebenfalls mit einem Testkit
(Sangtec Medical, Bromma, Schweden) bestimmt.

Prinzip

Die in der Probe (20 ul) enthaltene Thymidinkinase (TK) phosphoryliert '°I-

markiertes 5’Desoxyuridin in Gegenwart von ATP zu 125I—Desoxyuridinmono—

phosphat. Nach einer festgelegten Inkubationszeit (4 Stunden bei 37 °C) wird die
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Reaktion durch ein Trennmittel gestoppt. Das entstandene '?°l-Desoxyuridin-
monophosphat bindet an das Trennmittel. Nach einem Waschschritt wird die
Radioaktivitdt des gebundenen Produkts mit einem y-Counter bestimmt. Da die
gemessene Radioaktivitdt der Enzymaktivitat der Proben (in U/l) proportional ist,
kann diese durch Vergleich mit der Standardeichkurve (2,5 - 40 U/l) ermittelt
werden. Um die Richtigkeit und Prazision der Bestimmung zu Uberprifen, werden
zwei Kontrollen (6 U/l und 20 U/l) in jedem Ansatz mitbestimmt.

2.2 Isolation der K- Zellen aus Duodenum

Zur Isolation der K-Zellen aus dem Duodenum der Ratte wurden verschiedene
Methoden getestet, die im Folgenden beschrieben werden.

Herstellung der Erythrosinlésung (0,1 %)

100 mg Erythrosin B (Aldrich-Chemie, Steinheim) wurden in 100 ml PBS geldst
und der pH auf 7,3 bis 7,4 eingestellt.

2.2.1 Mechanische Isolation der K-Zellen (modifiziert nach [62])

Der obere Dinndarm einer Ratte wurde entnommen und in eiskalten HBSS-Puffer
gelegt. Dann wurde proximal ein Stlck von 25 cm abgemessen und dieses zuerst
mit 0,9 %iger Kochsalzlésung, dann mit HBSS gespult. Nach einer 15-min(tigen
Prainkubation in HBSS-Puffer bei 37 °C wurde das Darmstick Uber einem
Glasstab (Durchmesser 4 mm) umgestllpt und dort mit Zwirn befestigt. Der
Glasstab wurde in ein mit HBSS-Puffer gefilltes, groBes Reagenzglas eingefuhrt
und dieses mit einem Reagenzglasschittler bei nahezu maximaler Intensitat (ca.
2200 U/min, Amplitude 5 mm) 5 bis 10 min geschuttelt. 10 ul der entstandenen
Zellsuspension wurden mit 10 pl der Erythrosin B-Lésung gemischt und in eine
Neubauerkammer (MAGV, Rabenau-Londorf) pipettiert. AnschlieBend wurden
Morphologie und Intaktheit der gewonnenen Einzelzellen unter dem Mikroskop

untersucht.
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2.2.2 Enzymatische Zellisolation

Herstellung der EDTA / PBS-L6sung

100 mmol/l EDTA (Merck, Darmstadt) wurden in 1-fach PBS gelést und der pH
dieser Stammlésung auf 7,3 bis 7,4 eingestellt. Vor Gebrauch wurde die Lésung
1:10 mit 1-fach PBS verdinnt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der zur K-Zell-Isolation verwendeten Collagenasen

Enzym Hersteller Spezielle Eignung

Isolation von Einzelzellen aus einem Gewebeverband

Collagenase D Boehringer, Mannheim mit Erhalt der Zelloberflachenproteine

Zellschonende Isolation von Einzelzellen

Collagenase Typ | Sigma, Deisenhofen aus einem Gewebeverband

2.2.2.1 Isolation

Erneut wurde der obere Dinndarm einer Ratte entnommen und in eiskalten
HBSS-Puffer gelegt. Proximal wurde ein Stick von 25 cm abgemessen, dieses
Uber einem runden Edelstahlstab (Durchmesser 4 mm) umgestulpt und der Darm
anschlieBend mit einem Skalpell in 1 bis 2 mm dicke Ringe geschnitten. Diese
wurden in 35 ml Collagenaselésung (in HBSS-Puffer) (siehe Tabelle 2-3) in
Konzentrationen von 0,002 bis 0,25 % [110] UberfGhrt und unter Carbogen-
begasung (5 % CO./ 95 % O,, Messer Griesheim, Krefeld) 5 bis 60 min bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert. Die entstehende Zellsuspension wurde auf Eis durch ein
grobmaschiges Sieb und zwei Nylonfilter (Neolab, Heidelberg) von 250 und 60 um
Porengr6Be filtriert. AnschlieBend wurden die Proben bei 4 °C 5 min bei 79 xg
zentrifugiert und das entstehende Zellpellet ad 1 ml in PBS/EDTA resuspendiert.
10 pl der Lésung wurden mit der Erythrosinlésung angefarbt, in eine Neubauer-
kammer (MAGV, Rabenau-Londorf) pipettiert und unter dem Mikroskop auf die

Zellzahl und die Intaktheit der Zellen hin untersucht.
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2.2.2.2 Hamalaun-Eosin-Farbung

Zur Unterscheidung von Zellen und Zellfragmenten wurde die entstandene Zell-
suspension durch Zytozentrifugation (2 min bei 79x g) auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgebracht, 45 min in
einer 4 %igen Formalinlésung fixiert und mit einer Hamalaun-Eosin-Farbung

angefarbt.

Durch diese Ubersichtsfarbung sind Zellkerne, die durch Hamalaun blau gefarbt
werden, von kompletten Zellen, bei denen zusatzlich das Cytoplasma durch Eosin
rétlich gefarbt wird, zu unterscheiden.

Herstellung der Eosinldésung

1 g Eosin wurde in 100 ml 70 %igem Ethanol gelést und mit 2 Tropfen Eisessig

angesauert.

Durchfiihrung:

Die Objekttrager wurden nach Fixierung der Zellen 15 min in Leitungswasser und
1 min in entionisiertem Wasser gewaschen, 10 min in einer Standklvette in
MAYERs saurem Hamalaun (Sigma, Deisenhofen) inkubiert und danach 10 min
mit Leitungswasser geblaut. AnschlieBend wurden sie 2 min in Eosinlésung
gefarbt, kurz mit entionisiertem Wasser gespult und dann in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (siehe Tabelle 2-4) entwassert. Nach dem Eindeckeln in Entellan
(Merck, Darmstadt) konnten die Zellen unter dem Mikroskop begutachtet werden.

Tabelle 2-4: Abfolge der aufsteigenden Alkoholreihe zur Entwésserung von biologischem
Untersuchungsmaterial

Einwirkzeit

Komponente [min]

30 % Ethanol
70 % Ethanol
96 % Ethanol ie5
100 % Ethanol
100 % Xylol
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2.2.3 Isolation der K-Zellen in hyperosmolarem Chelatpuffer

Uberpriifung der Osmolalitat des Chelatpuffers

Um sicherzustellen, daB die Osmolalitat des Chelatpuffers mit dem in der Literatur
vorgegebenen Wert [91] Ubereinstimmte, wurde sie mit einem Osmometer
kontrolliert, das die Osmolalitat einer Salzlésung anhand der von ihr herbei-
gefihrten Gefrierpunktserniedrigung miBt. Als Eichlésung diente eine Natrium-

chloridlésung der Osmolalitat 400 mosm/kg (Knauer, Berlin).

Isolation der Zellen

Der obere Dinndarm einer Ratte wurde entnommen und in eiskalten HBSS-Puffer
gelegt. Dann wurde proximal ein Stick von 25 cm abgemessen, dieses Uber
einem runden Edelstahlstab (Durchmesser 4 mm) umgestllpt und der Darm
anschlieBend mit einem Skalpell in 1 bis 2 mm dicke Ringe geschnitten. Diese
wurden in 35 ml Chelatpuffer Gberfihrt und unter Carbogenbegasung (5 % CO, /
95 % O,, Messer Griesheim, Krefeld) 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert
(siehe Abbildung 2-3). Die entstehende Zellsuspension wurde auf Eis durch ein
grobmaschiges Sieb und zwei Nylonfilter (Neolab, Heidelberg) von 250 und 60 pum
PorengrdBe filtriert. Danach wurden kleine Aliquots entnommen, um spater die
urspringliche GIP-Konzentration der Zellsuspension bestimmen zu kénnen.
AnschlieBend wurden die Proben bei 4 °C 5 min bei 79 xg zentrifugiert und das
entstehende Zellpellet ad 1 ml in PBS/EDTA resuspendiert. 10 pl der Lésung
wurden mit der Erythrosinlésung angeféarbt, in eine Neubauerkammer (MAGV,
Rabenau-Londorf) pipettiert und unter dem Mikroskop auf Zellzahl und Intaktheit

der Zellen hin untersucht.



2 Material und Methoden 31

Abbildung 2-3:  Versuchsaufbau zur Isolation von K-Zellen in hyperosmolarem Chelatpuffer. Die
kleingeschnittenen Darmstiickchen in Chelatpuffer werden in eine Gaswaschflasche mit
Begasungseinsatz Uberfiihrt. Die Losung wird mit einem Magnetrihrer durchmischt und
durch ein Wasserbad auf einer Temperatur von 37 °C gehalten.

Variationen

Die Technik wurde variiert, indem Zeit oder Temperatur der ersten Inkubation
verandert wurden, die Begasung weggelassen, ein Schutzstoff zugesetzt oder ein
Chelatpuffer mit nahezu physiologischer Osmolaritat (290 mosm/l) verwendet
wurde (siehe Tabelle 2-5).

Tabelle 2-5: Variationen der Inkubationsbedingungen zur K-Zell-Isolation
Variable Variation

Zeit 10 min bis 60 min
Temperatur 0°GC,37 °C

Zusatz eines Schutzstoffes Glutamin (1 - 5 mmol/l)
Begasung ohne - mit
Osmolaritét des Chelatpuffers 290 mosmv/l - 385 mosm/I
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2.3 Anreicherung der K-Zellen

Zur Anreicherung der isolierten Zellen sollten immunomagnetische Verfahren

getestet werden.

Allgemeines Prinzip:

Magnetische Partikel, an die Antikdrper gekoppelt sind, binden entweder direkt
oder Uber einen weiteren Antikrper an die gewilnschten Zellen (siehe Abbildung
2-4). In einem Magnetfeld lassen sich anschlieBend die markierten von den nicht-

markierten Zellen trennen.

Zelle

primarer
Antikérper

sekundarer
Antikérper

Magnetisches
Partikel

Abbildung 2-4: Bindung zwischen einer Zelle und einem magnetischen Teilchen bei der immuno-
magnetischen Zellseparation. Das Partikel bindet bei der indirekten Technik Gber zwei
Antikérper an die zu markierende Zelle.

Neben einer Anreicherung der gesuchten Zellen ist auch eine Depletion der
unerwlnschten Zellen mdglich. Hierbei werden alle stérenden Zellen mit den

magnetischen Partikeln markiert.

Die Markierung der Zellen mit den magnetischen Teilchen kann mittels einer
direkten oder einer indirekten Technik erfolgen (siehe Abbildung 2-5). Bei der
direkten Technik werden zuerst die magnetischen Partikel mit einer LOsung
geeigneter primarer Antikérper inkubiert. Die markierten Antikdérper werden dann

einer Zellsuspension zugesetzt und binden dort an die gesuchten Zellen. Diese
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Reihenfolge wird bei der indirekten Technik umgekehrt. Hier wird eine
Zellsuspension mit der ausgewahlten Antikérper-Lésung versetzt. Nachdem die
AntikGrper an die gesuchten Zellen gebunden haben, werden die magnetischen
Teilchen zugesetzt, die ihrerseits an die Antikérper binden und dadurch die

gesuchten Zellen markieren.

Direkte Technik

Dynabeads zur Zell- 7/_7/
Zugabe des priméaren suspension hinzufugen -
Antikérpers ‘_< + _< [— — Trennun
zu Dynabeads ) V= 9

Indirekte Technik

Dynabeads zur Zell- ”
Zugabe des priméren o 7/ suspension hinzufigen - —(—(
Antikérpers zur Zell- = l" < — /(( 4 —> Trennung
suspension /L S >
. - &
[

=4 =
7,

Abbildung 2-5: Direkte und indirekte Technik bei der immunomagnetischen Zellseparation. Bei der
direkten Technik wird der primare Antikérper mit den magnetischen Partikeln prainkubiert
und anschlieBend zu den zu markierenden Zellen gegeben; bei der indirekten Technik
werden die Zellen mit dem primaren Antikdrper inkubiert und anschlieBend die
magnetischen Partikel hinzupipettiert (modifiziert nach [111])

Zur immunomagnetischen Anreicherung der K-Zellen sollten zwei verschiedene

Systeme getestet werden.

2.3.1 Zellanreicherung durch Magnetic Cell Sorting (MACS)

Prinzip

Extrem kleine, superparamagnetische Kuigelchen (MACS Microbeads) binden
Uber eine Bricke aus einem primaren und einem sekundaren Antikdrper an die zu
isolierenden Zellen in einer Zellsuspension. Die Suspension wird auf eine
Trennsaule aufgetragen, die aus kunststoffumhullten, magnetischen Fasern
besteht. Um die S&ule herum erzeugt ein Separator (VarioMacs) ein starkes
Magnetfeld. Wahrend die markierten Zellen an der S&ulenmatrix haften, werden
die nicht markierten Zellen eluiert. Nachdem die Trennsaule aus dem Separator
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entnommen worden ist, kdbnnen auch die markierten Zellen eluiert werden (siehe
Abbildung 2-6).

Zugabe von antikoérper- -
markierten MACS Microbeads
zur Zellsuspension

Auftragen auf eine Trennsaule

Herauswaschen der nicht-
markierten Zellen

Entnahme der Trennsdule aus ®
dem Magnetfeld und Elutriation
der markierten Zellen

Abbildung 2-6: Das Verfahren zur Zellanreicherung mit MACS (modifiziert nach [99]). Dargestellt ist
hier die Trennung mittels einer direkten Methode.
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Eingesetzte Materialien (alle von Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

* MACS Microbeads: superparamagnetische Microbeads aus Eisenoxid und
einem Polysaccharid, an die ein Ratte-anti-Maus-1gG Antikérper gekoppelt ist,
Durchmesser 50 nm

* Separator: VarioMACS

« Magnetische Trennsaulen: Typ AS (fiir bis zu 3x10” markierte Zellen) oder RS
(speziell fur die Isolation seltener Zellen), jeweils mit einer Saulenmatrix aus

ferromagnetischen Fasern mit Kunststoffumhullung

Ansetzen des Saulentrennpuffers

5 mmol/l EDTA wurden in PBS gelést und 0,5 % BSA zugesetzt.

Durchflihrung

Die Zellsuspension (wie unter Punkt 3.3.4 beschrieben) wurde mit 25 pul eines
ersten Antikdrpers (siehe Tabelle 2-6) 15 bis 120 min bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden MACS Microbeads (20 pl auf 10’ Zellen) zu der
Zellsuspension zugegeben und die komplette Suspension weitere 15 bis 45 min

inkubiert.

Die verwendeten Trenns&ulen wurden einmal mit 70 % Ethanol und mehrfach mit
dem Saulentrennpuffer gewaschen, gekuhlt, mit entgastem Puffer geflllt und in
den Separator eingespannt, anschlieBend mit der Pufferlésung durchspilt und mit
der gut gemischten Zellsuspension beladen. Nach mehrfachem Spilen mit dem
Saulentrennpuffer (Negativ-Fraktion) wurde die Saule aus dem Separator genom-

men und die Positivfraktion mit dem Puffer eluiert.

Bei den meisten Versuchen muBte nach dem Auftragen der Zellsuspension auf
die Trennsdule mit einer Einmalspritze ein Stempeldruck auf die Fllssigkeitssaule
im Uberstand ausgeiibt werden, damit der Uberstand in die S&ule eintreten

konnte.
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Alle gewonnenen Fraktionen wurden 5 min bei 79x g in der Kuhlzentrifuge
zentrifugiert, ad 1 ml mit entionisiertem Wasser aufgefillt, mit Ultraschall
behandelt, 10 min bei 2000 x g in der Kuhlzentrifuge zentrifugiert und der

Uberstand aliquotiert bei -20 °C eingefroren.

Kontrollversuch

Herstellung des Percoll-Gradienten (Dichte: 1,088 g/ml)

1,5 ml Percoll (Sigma, Deisenhofen) wurden mit
9,5 ml 10-fach konzentriertem HBSS-Puffer und
4,0 ml entionisiertem Wasser gemischt.

Aus humanem Vollblut wurden Granulocyten durch einen Percoll-Gradienten, wie
unter [112] beschrieben, vorangereichert. Mit Hilfe der Trennsaule Typ AS und
Microbeads, an die direkt ein Antikbrper gegen das Oberflachenmolekil CD 16
gekoppelt war, wurden im VarioMACS-Separator durch Depletion neutrophiler

Granulocyten die eosinophilen Granulozyten isoliert.

2.3.2 Zellanreicherung mit Dynabeads

Prinzip

Die ausgewahlten Zellen werden Uber Antikérperbriicken mit superparamag-
netischen Kigelchen (Dynabeads) markiert. AnschlieBend wird das Réhrchen, in
dem sich die Zellsuspension befindet, direkt in eine Magnethalterung eingesetzt.
Die markierten Zellen haften an der GefaBwand, wahrend die nicht markierten
Zellen in Lésung bleiben und mit einer Pipette enthommen werden kdnnen (siehe
Abbildung 2-7).
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Zugabe von Dynabeads  Inkubationszeit: Dyna-  Magnetische Trennung Waschen und re-
zur Zellsuspension. beads binden an die der erwinschten von den suspendieren der
zu isolierenden Zellen. unerwinschten Zellen. isolierten Zellen.

Uberstand wird verworfen.

32’: Dynabeads

o 2U isolierende
Zelle

Abbildung 2-7:  Funktionsweise der Dynabeads (modifiziert nach [113]).

Hinweise des Herstellers [100]

Fir Zellen mit geringer Antigendichte empfiehlt Dynal, die indirekte Technik
einzusetzen, da freie Antikdrper, weil sie kleiner und somit beweglicher sind,
leichter an Zelloberflachenantigene binden kdnnen als mit Dynabeads gekoppelte
Antikorper. Die Inkubationszeit des primaren Antikdrpers sollte hierbei langer als
30 Minuten gewahlt werden.

Dynal rat, 1-2 x 10’ Dynabeads / ml Zellsuspension und 3 bis 5 ug des primaren
Antikdrpers pro 10’ Dynabeads (fir eine maximale Bindung bis zu 8-
10 pg Antikdrper / 10” Dynabeads) und mindestens 4 Dynabeads pro gesuchter

Zelle einzusetzen.

Eingesetzte Materialien (alle von Deutsche Dynal, Hamburq)

* Dynabeads: Typ M-450 Ratte anti-Maus IgG+, Typ M-280 Schaf anti-Kaninchen
lgG, Typ HLA CLASS | und HLA CLASS II; superparamagnetische, antikérper-
gekoppelte Polymerkigelchen mit einem Eisenoxidkern, Durchmesser 4,5 bzw.
2,8 um

* Magnethalterung: Typ MPC E-1
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2.3.2.1 Standardversuch und Variationen

Herstellung der kaliumreichen, chloridarmen Ringerlésung [114]

100 mmol/l  Kaliumgluconat
30 mmol/l KCI

10 mmol/I HEPES

20 mmol/I NaCl

1 mmol/l MgCl, « 6 H.O
1,25 mmol/l CaCl, » 2 H,O

(Sigma, Deisenhofen)

(Merck, Darmstadt)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

Alle Substanzen wurden in entionisiertem Wasser geldst und der pH mit Kalilauge
auf 7,3 bis 7,4 eingestellt. Die Lésung wurde nicht langer als drei Tage im
Kdhlschrank aufbewahrt.

Durchfiihrung des Standardversuchs

Zu der Zellsuspension (wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben) wurde eine auf die
Zellzahl abgestimmte Menge eines primaren Antikorpers (siehe Tabelle 2-6)
pipettiert. Die Réhrchen wurden in einen Drehschuttler eingespannt und bei 4 °C
60 min bei einer Drehfrequenz von 22 Umdrehungen / min inkubiert. Nach einer
Zentrifugation in der Kihlzentrifuge bei 150 x g fur 5 min wurden erneut Zellzahl
und Intaktheit Oberprift. Abgestimmt auf die errechnete Zellzahl wurden der
Zellsuspension antikdrpergekoppelte, magnetische Dynabeads zugesetzt (siehe
Tabelle 2-7), die vorher mit EDTA/PBS-Puffer gewaschen worden waren. Die
Mischung wurde 15 min auf Eis unter stdndigem Drehen der Rohrchen inkubiert
und die GeféaBe danach in eine Magnethalterung eingesetzt. Dadurch wanderten
die mit Dynabeads markierten Zellen in Richtung des Magneten an die
GefaBwand, wahrend alle nicht markierten Zellen in Ldésung blieben und
anschlieBend entfernt werden konnten. Die markierten Zellen wurden zweimal mit
EDTA/PBS-Puffer gewaschen, die Uberstande mit dem ersten Uberstand gepoolt
und die so entstandenen Positiv- und Negativfraktionen auf ihre Zellzahl und
Intaktheit wie vorher beschrieben kontrolliert. Die Positiviraktion wurde nach dem
letzten Waschschritt in PBS-Puffer aufgenommen, die Negativfraktion nochmals
bei 150 x g 5 min zentrifugiert und in entionisiertem Wasser aufgenommen. Die
Proben wurden mit Ultraschall behandelt (siehe unter Punkt 2.1.2.1), bei 2000 x g
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10 min zentrifugiert und aliquotiert bei -20 °C eingefroren. Der GIP-Gehalt aller
Proben wurde durch ein RIA (siehe Punkt 2.1.2.2) bestimmt.

Der spezifische GIP-Gehalt wurde definiert als Quotient aus gemessener GIP-
Konzentration der Probe und der vorher ermittelten Zellzahl. Der
Anreicherungsfaktor fir das Hormon ergab sich, indem der spezifische
Hormongehalt der Positivfraktion durch den spezifischen Hormongehalt der

Ausgangsfraktion (nach Filtration) geteilt wurde.

Die tatsachliche Zahl der Dynabeads in Ld&sung wurde vorher unter dem
Mikroskop ausgezahilt.

Tabelle 2-6: Ubersicht iiber die zur Isolation der K-Zellen getesteten primiren Antikérper
N-CAM = Neural Cell Adhesion Molecule, MHC-1 = Major Histocompatibility Complex 1
MHC-2 = Major Histocompatibility Complex 2

Eingesetzte

Antikdrper Typ Hersteller B'OIOQ'S.Che Konzentration
Funktion
[ug/ml]
Syntaxin monoklonaler Maus Sigma, Deisenhofen interzellulare 152,5
ynta anti-Ratte 19G; gma, Signaltransduktion ’
Synaptophysin monoklonaler Maus Sigma, Deisenhofen interzellulare 1275

anti-Ratte 1gG; Signaltransduktion

monoklonaler Maus

N - CAM anti-Ratte IgG; Sigma, Deisenhofen Zelladhasion 97,5

GIP polyklonaler Kaninchen

anti-Mensch IgG Peninsula, San Carlos Insulinotropes Hormon 10

monoklonaler Maus

MHC-1 anti-Ratte 19G; Cedarlane, Hornby Immunitat 10

MHC-2 monoklonaler Maus Harlan Sera-Lab Ltd.,

anti-Ratte 1gG1 Crawley Down Immunitat 10

Tabelle 2-7: Faktoren zum Umrechnen der Zellzahl auf die zur Isolation der K-Zellen
einzusetzende Menge an Dynabeads.

Typ Dynabeads [ Zuzugebendes Volumen [in pl] | Dynabeads / 108 Zellen
M-450 Zellzah! [in 10%ml] * 50 12
M-280 Zellzahl [in 10%ml] * 37,5 12

Fur die Anreicherungsversuche wurden primare Antikérper gegen die
Zellmembranproteine Syntaxin, Synaptophysin und N-CAM, sowie gegen das K-
Zellprodukt GIP getestet (siehe Tabelle 2-6).
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Analog wurden zur Abreicherung von Epithelzellen dem HLA | und HLA Il bei
Menschen entsprechende, rattenspezifische MHC-1- und MHC-2-Antikdrper
eingesetzt (siehe Tabelle 2-6).

Bei den humanspezifischen Dynabeads Typ HLA CLASS I+l (nicht in Tabelle 2-6
aufgefthrt) waren die Antikdrper, die an die Zelloberflachen binden, direkt mit den
Dynabeads gekoppelt. Daher war bei diesen Versuchen eine direkte Technik zur

Abreicherung von Epithelzellen anzuwenden.

Variationen der Standardtechnik

Bevor die oben beschriebene Durchfiihrung feststand, wurden zusétzlich zu den
Tests mit unterschiedlichen Antikérpern verschiedene andere Parameter des
Versuchs variiert:

a) Anstelle der indirekten Technik wurde bei Versuchen mit dem GIP-Antikdrper
die direkte Technik getestet.

b) Der primare Antikdrper wurde zwischen 15 und 120 min bei 4 °C mit den Zellen
inkubiert.

c) Nach Zugabe der Dynabeads wurden die Réhrchen mit den Zellen zwischen 1
und 30 min auf Eis gedreht.

d) Alle Arbeitsschritte wurden anstelle auf Eis bei Raumtemperatur (etwa 22 °C)
durchgeflhrt.

e) Um die Intaktheit der gewonnenen Zellen weiter zu erhéhen [115], wurden
anstelle des EDTA/PBS-Puffers verschiedene Transplantationsmedien
(VIASPAN (UW-L6sung), DuPont, Bad Homburg oder Euro-Collins-Lésung,
nach Daten von Fresenius, Oberursel [116] selbst hergestellt), das
Kulturmedium DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium Nr. 41965; Life
Technologies, Eggenstein) oder eine kaliumreiche, chloridarme Ringerlésung
eingesetzt.
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2.4 Nachweis der Anreicherung und der Glucose-Stimulierbarkeit

der K-Zellen in vitro

Nach Anreicherung der K-Zellen in der Positivfraktion (wie unter Punkt 2.3.2.1
beschrieben) sollte nachgewiesen werden, daB die Zellen auf einen Glucosereiz
(20 mmol/l) mit der Ausschuttung von GIP reagieren.

Herstellung einer Glucoselésung der Konzentration 60 mmol/I

11,9 mg D-Glucose-Monohydrat wurden in 1 ml PBS (siehe unter Punkt 2.1.3.1)
geldst und der pH der Lésung auf 7,3 eingestellt.

Durchfiihrung

Jeweils 200 pl der Positivfraktion (zweifach konzentriert, da aus doppeltem
Ansatz) wurden flir einen Stimulations- und einen parallelen Blindversuch
eingesetzt. Nach Zugabe von 100 ul der Glucoseldésung bzw. 100 pl PBS-Puffer
wurden die Proben in Eppendorf-GefaBen 20 min bei 4 °C unter standigem
Drehen inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand von den Zellen getrennt,
indem die Eppendorf-GefdBe in eine Magnethalterung (siehe Punkt 2.3.2)
eingesetzt und der Uberstand anschlieBend nochmals 5 min bei 79 x g zentri-
fugiert wurde. Sowohl die Zell- als auch die Uberstandsfraktionen wurden mit
entionisiertem Wasser auf 200 pl aufgeflllt, alle Proben mit Ultraschall behandelt
(siehe Punkt 2.1.2.1), 10 min bei 2000 x g in der Kuhlzentrifuge zentrifugiert und
aliquotiert bei -20 °C eingefroren. Der GIP-Gehalt der Proben wurde in einem RIA

(wie unter Punkt 2.1.2.2 beschrieben) ermittelt.

2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Versuche wurde zum Vergleich zweier Werte
jeweils der Students t-Test flr ungepaarte Proben angewandt. Zwei GréBen
wurden mit einem Signifikanzniveau p < 0,05 als signifikant unterschiedlich
betrachtet. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Lokalisation der K- und L-Zellen im Darm der Ratte

3.1.1 Immunhistochemische Lokalisation der K- und L-Zellen

Auswahl der Objekttrager

Da unbeschichtete Objekttrager im Vergleich zu den Poly-L-Lysin-beschichteten
und den Super-Frost-Plus-Gold Objekttragern unter dem Mikroskop die klarsten

Bilder erméglichten, wurden sie fur die folgenden Farbungen ausgewahlt.

Auswahl des Epithelzellmarkers

Weil Tests mit dem Cytokeratin-Antikdrper (Sigma, Deisenhofen) im Vergleich zu
den Versuchen mit Antikérpern gegen o- und B-Tubulin die optisch schdnsten
Ergebnisse, d.h. die leuchtendsten und klarsten Bilder, erbrachten, wurde dieser

fur alle weiteren Versuche zur Epithelzellmarkierung eingesetzt.

Auswahl geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe

Die Fluoreszenzfarbstoffe Carbocyanin (Cy2) und Indocarbocyanin (Cy3)
erzeugten Farbungen, die strahlender als vergleichbare FITC- oder TRITC-
Farbungen waren und bei denen Details besser zu erkennen waren. Auch die
Haltbarkeit der Schnitte war um mehrere Tage verldngert, somit konnten sie
besser untereinander verglichen werden. Aus diesem Grund wurden flr weitere
Farbungen ausschlieBlich Antikérper verwendet, an die die Farbstoffe Cy2 bzw.
Cy3 gekoppelt waren.

Negativkontrollen

Alle Negativkontrollen verliefen ordnungsgemaB: ein Weglassen des primaren
Antikdrpers resultierte in minimaler, diffuser Immunfluoreszenzfarbung. Ohne den

sekundaren, farbstoffgekoppelten Antikdrper blieb die Farbung ganz aus. Weder
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die ausgewahlten Objekttrager noch die unbehandelten Gefrierschnitte zeigten

eine Eigenfluoreszenz.

Aussehen der K- und L-Zellen

Auf Abbildung 3-1 erkennt man die mit Cy2 angefarbten, endokrinen Zellen, die
zwischen Epithelzellen eingelagert sind und mit einem Cytoplasmaauslaufer das
Darmlumen erreichen. Sowohl K- als auch L-Zellen sind endokrine Zellen vom
offenen Typ.

a)

Abbildung 3-1:  a) K-Zelle aus dem Duodenum der Ratte, mit einem GIP- Antikérper (1:500) markiert
und mit Cy2 angeférbt. VergréBerung 1:320.
b) L-Zelle aus dem lleum der Ratte, mit einem GLP-1-Antikérper (1:200) markiert und
mit Cy2 angefarbt. VergréBerung 1:320.

Nachweis der K-Zellen im Duodenum und der L-Zellen im lleum

Mit der Immunfluoreszenztechnik konnten die K-Zellen im Duodenum der Ratte
vor allem im oberen und mittleren Teil der Villusspitzen lokalisiert werden (siehe
Abbildung 3-2). Vereinzelt kamen Farbungen im unteren Villusbereich vor. Im

lleum konnten keine K-Zellen nachgewiesen werden.

Die L-Zellen der Ratte befanden sich im lleum vor allem in der unteren Halfte der

Krypten (siehe Abbildung 3-2). In Duodenumschnitten blieb eine Farbung aus.
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Abbildung 3-2: a) K-Zelle aus dem Duodenum der Ratte (Doppelimmunfluoreszenz), mit einem GIP-
Antikérper markiert und mit Cy2 angefarbt, Gegenfarbung der Epithelzellen mit pan-
Cytokeratin und Cy3 (mit FITC-Filter). Vergr6Berung 1:320.
b) L-Zelle aus dem lleum der Ratte, mit einem GLP-1-Antikdrper markiert und mit Cy2
angefarbt, Gegenfarbung der Epithelzellen mit pan-Cytokeratin und Cy3 (mit FITC-
Filter). VergréBerung 1: 320.

3.1.2 Untersuchung der Verteilung der K- und L-Zellen lber die gesamte

Darmlange

Die Untersuchung des Rattendarms, der in 10 gleich lange Dinndarmabschnitte
eingeteilt worden war, ergab folgenden Verlauf fir die Konzentrationen an GIP
und GLP-1:

GIP

Bezieht man den GIP-Gehalt der Darmmucosa auf den entsprechenden
Proteingehalt, so ergaben sich fir das Duodenum und das proximale Jejunum
Werte um 0,7 ng GIP/ mg Protein. Die insgesamt héchste GIP-Konzentration war
im 2. (proximales Jejunum) von 10 untersuchten Abschnitten zu finden. Die GIP-
Konzentrationen fielen im distalen Jejunum und lleum auf signifikant niedrigere
Werte von etwa 0,15 ng GIP/mg Protein ab (siehe Tabelle 3-1 und Abbildung 3-3).
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Tabelle 3-1: GIP-Verteilung Uber die Darmldange im Rattendarm. Angegeben sind die ermittelten
GIP-Gehalte bezogen auf die entsprechenden Proteingehalte. n = Anzahl der
untersuchten Darme, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler des Mittelwerts,

p = Signifikanzniveau, VGL = Vergleichswert

Abschnitt n Mittelwerte SD SEM T-Test
[ng GIPimg Prot ] [ng GIPimg Prot ] [ng GIPimg Prot ] p
1 5 0,71 0,16 0,07 0,5271
2 4 0,78 0,08 0,04 VGL

3 4 0,71 022 0,11 0,6224

4 5 0,67 0,21 0,10 0,4043

5 5 0,69 0,21 0,09 04814

6 5 0,73 0,16 0,07 0,6108

7] 5 0,65 0,10 0,04 0,1076

8 5 0,16 0,02 0,01 0,0000

9 5 0,17 0,03 0,01 0,0000

10 5 0,15 0,03 0,01 0,0000
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Abbildung 3-3:  GIP-Verteilung lber die Darmlange. Dargestellt ist der Verlauf des mittleren GIP-
Gehalts bezogen auf den Proteingehalt (in ng GIP/mg Protein) in der Diinndarmmucosa
der Ratte (n = 5) lber die gesamte Darmlénge (Abschnitte 1-10). Die zusétzlichen Linien
markieren den Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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GLP-1

Ein ausgepragterer Gradient wurde bei den Untersuchungen zum Verlauf der
GLP-1-Konzentration Gber die Darmlange gefunden. Vom Duodenum bis zum

proximalen Jejunum waren nur minimale GLP-1-Konzentrationen nachweisbar

Tabelle 3-2: GLP-1-Verteilung lber die Darmldnge im Rattendarm. Angegeben sind die ermittelten
GLP-1-Gehalte bezogen auf die entsprechenden Proteingehalte. n = Anzahl der
untersuchten Darme, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler des Mittelwerts,
p = Signifikanzniveau, VGL = Vergleichswert

Abschnitt n Mittelwerte SD SEM T-Test
[ng GLP-1/mg Prot.] [ng GIP/mg Protein] [ng GIP/ mg Protein] p

1 5 0,03 0,01 0,01 0,004

2 4 0,06 0,01 0,01 0,010

3 4 0,11 0,03 0,01 0,011

4 5 0,19 0,18 0,08 0,006

5 5 0,19 0,11 0,05 0,006

6 5 0,13 0,09 0,04 0,005

7 5 0,26 0,21 0,09 0,007

8 5 0,61 0,52 0,23 0,017

9 5 1,40 0,96 0,43 0,127

10 5 2,86 1,41 0,63 VGL

3,50

r el [ng %LP-1/mg Erotein] o
s 8 s &8 &

Mittlerer GLP-1-Gehalt

o
8

0,00 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Abbildung 3-4: GLP-1-Verteilung liber die Darmlange. Dargestellt ist der Verlauf des mittleren GLP-1-
Gehalts bezogen auf den Proteingehalt (in ng GIP / mg Protein) in der Dinndarmmucosa
der Ratte (n = 5) Uber die gesamte Darmlénge (Abschnitte 1-10). Die zusétzlichen Linien
markieren den Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
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(um 0,1 ng GLP-1/mg Protein). Im distalen Jejunum stieg der Wert signifikant an
und erreichte im lleum mit einer Konzentration von 2,9 ng GLP-1/mg Protein ein
Maximum (siehe Tabelle 3-2 und Abbildung 3-4).

3.1.3 Lokalisation der K- und L-Zellen entlang der Villus-Krypt-Achse

Fraktionsweises Abtragen der Zellen

Die Zellen aus der Mucosa des Rattendarms wurden schichtweise abgetragen. Zu
Beginn der Schuttelversuche lagen noch intakte Villusspitzen vor, diese wurden
Schritt far Schritt abgetragen, bis schlieBlich auch Kryptzellen aus dem
Zellverband gelést werden konnten (nicht dargestellt). Die Zellen in den
gesammelten Fraktionen lagen meist nicht als Einzelzellen, sondern als kleine

Zellverbande in Form von Villuszellagen oder Kryptorganoiden vor.

Lokalisation der spezifischen Aktivititen von Alkalischer Phosphatase und

Thymidinkinase im kompletten Dinndarm

Die Methode erlaubte eine gute Trennung der Zellen aus den Villi von den Zellen
aus den Krypten. Die spezifische Aktivitat an Alkalischer Phosphatase sank im
Verlauf der Fraktionen bis auf nahezu 0 U/mg Protein in der letzten Fraktion. Im
Gegensatz dazu war die spezifische Aktivitdt der Thymidinkinase in den ersten
Fraktionen kaum meBbar und stieg in den weiteren Fraktionen stark an. Die
hochsten spezifischen Aktivitdten an Alkalischer Phosphatase befanden sich in
den ersten Fraktionen (bis zu 960 U/mg Protein), die hdchsten spezifischen
Aktivitdten an Thymidinkinase (bis zu 75 U/mg Protein) jeweils in den letzten
Fraktionen (siehe Abbildung 3-5).

Lokalisation der spezifischen Aktivititen von Alkalischer Phosphatase und

Thymidinkinase im proximalen und im distalen Diinndarm

Eine nahezu gleiche relative Verteilung ergab sich fir die spezifischen Aktivitaten
an Alkalischer Phosphatase und Thymidinkinase, wenn nur der proximale oder
der distale Teil des Dunndarms untersucht wurden: die spezifische Aktivitat an
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Alkalischer Phosphatase nahm im Verlauf der Fraktionen signifikant ab, wahrend

die der Thymidinkinase signifikant zunahm (siehe Abbildung 3-5).

Durch den Nachweis der Markerenzyme Alkalische Phosphatase und
Thymidinkinase konnte somit gezeigt werden, daB in den zuerst gesammelten
Fraktionen, die aus dem Abbau der Villusspitzen resultierten, vor allem
differenzierte Zellen aus dem Zellverband gewonnnen wurden. Die
undifferenzierten, proliferierenden Zellen aus dem Kryptbereich befanden sich in

den letzten Fraktionen.
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Abbildung 3-5: Verlauf der spezifischen Aktivititen an Alkalischer Phosphatase (AP) und
Thymidinkinase (TK) entlang der Villus-Krypt-Achse a) im kompletten Dinndarm
(n=8), b) im proximalen Teil (Duodenum und proximales Jejunum) (n = 4) und c¢) im
distalen Teil des Rattendarms (distales Jejunum und lleum) (n = 4) (Angaben jeweils in
U/mg Protein). In hellen Saulen dargestellt ist der Verlauf der spezifischen AP-Aktivitaten,
in den dunklen Saulen der der spezifischen TK-Aktivitdten; die zusétzlichen Linien
beziehen sich auf die Standardfehler der Mittelwerte (SEM).
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Lokalisation von GIP entlang der Villus-Krypt-Achse

Ein ahnlicher Gradient wie fir die spezifische Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase ergab sich fir den spezifischen GIP-Gehalt. Im kompletten
Rattendinndarm konnten in den ersten Fraktionen Konzentrationen bis zu
0,98 = 0,14 ng GIP/mg Protein gemessen werden. Die GIP-Konzentration sank ab
der dritten Fraktion auf signifikant geringere Werte (0,23 + 0,04 ng GIP/mg Protein
in C%. Ahnliche Gradienten ergaben sich, wenn anstelle des gesamten
Dinndarms die proximalen oder distalen Abschnitte isoliert untersucht wurden
(siehe Abbildung 3-6). Bemerkenswert ist die relativ hohe spezifische GIP-
Konzentration (0,91 = 0,21 ng GIP/mg Protein) in den ersten Fraktionen aus dem
distalen Dinndarmabschnitt.

Die GIP-produzierenden K-Zellen konnten also im gesamten Dinndarm der Ratte

auf den Villusspitzen und in villusnahen Regionen nachgewiesen werden.

Lokalisation von GLP-1 entlang der Krypt-Villus-Achse

Bei der Untersuchung des kompletten Dinndarms trat die mit Abstand hdchste
spezifische GLP-1-Konzentration (0,62 + 0,08 ng GLP-1/mg Protein) in der zuletzt
gesammelten Fraktion (Kryptregion) auf. Auch wenn der proximale oder distale
Abschnitt des Dinndarms alleine untersucht wurde, ergab sich die hdchste
GLP-1-Konzentration fur die jeweils zuletzt gesammelte Fraktion. In allen Ver-
suchen stieg die Konzentration des Peptids an, je weiter die Zellen in Richtung der
Krypten abgetragen wurden. Die insgesamt héchste GLP-1-Konzentration trat in
der letzten Fraktion des distalen Dinndarms auf (0,75 + 0,19 ng GLP-1/mg
Protein) (siehe Abbildung 3-6).

Im gesamten Dinndarm wurde demnach die hdchste Dichte an GLP-1-produ-

zierenden L-Zellen in den Krypten und kryptennahen Regionen gefunden.
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Abbildung 3-6: Verlauf der spezifischen GIP- und GLP-1-Konzentrationen entlang der Villus-
Krypt-Achse a) im kompletten Dinndarm (n = 8), b) im proximalen Teil (Duodenum und
proximales Jejunum) (n = 4) und c) im distalen Teil des Rattendarms (distales Jejunum
und lleum) (n = 4) (Angaben jeweils in pg Hormon / mg Protein). In hellen S&ulen
dargestellt ist der Verlauf der GIP-Gehalte, in den dunklen Saulen der der GLP-1-Gehalte;
die zusatzlichen Linien beziehen sich auf die Standardfehler der Mittelwerte (SEM). GIP =
Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide, GLP-1 = Glucagon-like Peptide 1

3.2 Isolation der K-Zellen

3.2.1 Isolation von K-Zellen aus Duodenum

3.2.1.1 Ergebnisse der mechanischen Zellisolationsversuche

Eine mechanische Isolation der Zellen (angelehnt an die Methode von SAIFIA et
al. [62]) erbrachte viele Zelltrammer und wenige Zellen, deren Intaktheit zudem
niedrig war. Auf die in der Anleitung angegebenen weiteren Schritte wurde

daraufhin verzichtet und die Methode verworfen. Allerdings war es auch nicht
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moglich, die Methode technisch identisch nachzuarbeiten, da kein vergleichbarer
Schuittelapparat eingesetzt werden konnte, weil die Herstellerfirma nicht mehr

existierte.

3.2.1.2 Ergebnisse der enzymatischen Zellisolationsversuche

Die enzymatische Isolation der Zellen erbrachte mit beiden getesteten
Collagenase-Typen und unabhdngig von der eingesetzten Enzymkonzentration
und den Inkubationszeiten eine geringe Zellausbeute. Die Intaktheit der isolierten
Zellen betrugen in der Regel weniger als 20 %. Die Fraktionen enthielten sehr
viele Trimmer und auBerdem viele mittelgroBe zellartige Gebilde. Durch Kontrolle
mittels einer Hamalaun-Eosin-Farbung konnte ausgeschlossen werden, dafB3 es
sich hierbei um Zellen handelte. Zur weiteren Verarbeitung waren die mit dieser
Methode gewonnenen Suspensionen nicht geeignet.

3.2.1.3 Ergebnisse der Versuche mit hyperosmolarem Chelatpuffer

Aussehen der isolierten Zellen

Unter dem Mikroskop waren langliche und runde Zellen sichtbar, die meist als
Einzelzellen, zum Teil jedoch auch in Form von kleinen Zellverbanden vorkamen
(diese wurden nicht in die Zellzahlberechnung eingeschlossen). In der Regel
waren wenige Zelltrimmer, aber einige isolierte Zellkerne oder Bakterien zu

beobachten.

Zellzahlen und Intaktheiten

Mit der hier beschriebenen Methode wurden durchschnittlich 3,1 + 0,3 x 10° Zellen

isoliert. Die mittlere Intaktheit betrug 81 £ 1 %.
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Variationen

a) Wurde die Inkubationszeit von 30 auf 60 min heraufgesetzt, so sank die
Intaktheit der Zellen auf rund 60 %. Eine geringere Inkubationszeit resultierte in
deutlich geringeren Zellausbeuten (kleiner 1 x 10°).

b) Den gleichen Effekt hatte das Absenken der Inkubationstemperatur auf 0 °C.
Die mittlere Zellausbeute sank auf 0,7 + 0,3 x 10° Zellen und die durch-
schnittliche Intaktheit auf 28 + 9 %.

¢) Ein Glutaminzusatz erbrachte in Bezug auf die Intaktheit der isolierten Zellen
keinen positiven Effekt.

d) Wurde die Begasung weggelassen, so sanken die Intaktheiten der isolierten
Zellen.

e) Auch ein Absenken der Osmolaritait von etwa 380 mosm/I auf einen
physiologischen Wert von etwa 290 mosm/I erbrachte keinen Vorteil bezlglich
der Intaktheit der Zellen bei geringerer Zellausbeute (Ergebnisse nicht

dargestellt.

Unter den getesteten Methoden ist die unter Punkt 0 beschriebene Methode am
besten zur Isolation der K-Zellen geeignet. Diese Methode ergab eine

ausreichend hohe Anzahl morphologisch intakter Zellen.

3.3 Anreicherung der K-Zellen

Zur Anreicherung der K-Zellen aus der gewonnnenen Zellsuspension wurden das
Magnetic Cell Sorting (MACS) und die immunomagnetische Trennung durch
Dynabeads getestet. Die zu isolierenden Zellen wurden mit verschiedenen
Antikérpern (siehe Tabelle 2-6) markiert und ihr Anreicherungsfaktor nach der

immunomagnetischen Separation kontrolliert.

3.3.1 Zellanreicherung durch Magnetic Cell Sorting (MACS)

Weder mit der Trennsaule Typ AS (fUr bis zu 3x1 0" markierte Zellen) noch mit der
Saule Typ RS (speziell fir die Isolation seltener Zellen) konnte eine ausreichende

Trennung der K-Zellen aus der Zellsuspension erreicht werden. Die Proben
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flossen schlecht durch beide getesteten Saulentypen, bei Anwendung von Druck
verschlechterte sich die Trenngenauigkeit. Zudem sank die mittlere Intaktheit der
eluierten Zellen auf Werte unter 20 %.

Da vermutet wurde, daB die schlechten FlieBeigenschaften durch eine zu hohe
Viskositat (verursacht durch einen relativ hohen Schleimgehalt) der Proben ent-
stand, wurden die Einzelzellsuspensionen enzymatisch mit Hyaluronidase vorbe-
handelt. Eine derartige Vorbehandlung blieb jedoch ohne den gewlnschten
Erfolg. Zudem sank die Intaktheit der Zellen durch diese Behandlung noch weiter.

Im Gegensatz zu Darmzellsuspensionen, die nach dem Auflésen des
Zellverbandes nicht komplett aus Einzelzellen bestehen, funktionierte das
"MACS"-Verfahren fir Einzelzellgemische gut. Eine Anreicherung eosinophiler
Granulozyten (1-3 % der Leukocyten) aus Vollblut gelang mit CD 16-gekoppelten
Microbeads durch die Depletion neutrophiler Granulozyten nahezu vollstandig.

Da mit dem ,Magnetic Cell Sorting“ keine nennenswerte Anreicherung der K-
Zellen (Anreicherungsfaktor <2) erreicht werden konnte und somit kein Fortschritt
gegentber der bereits existierenden Elutriationsmethode erzielt werden konnte,

wurde sie verworfen.

3.3.2 Zellanreicherung mit Dynabeads

Die Trennung mittels Dynabeads erfolgt nicht in einer Saulenmatrix und wurde
daher anschlieBend getestet. Die zu isolierenden K-Zellen sollten mit magne-
tischen Dynabeads markiert und in einem Magnetfeld von den restlichen Zellen

getrennt werden.

3.3.2.1 Auswabhl des priméaren Antikorpers

Unter standardisierten Bedingungen (siehe Versuchsdurchfihrung unter Punkt
2.3.2.1) wurde zunachst getestet, welcher der zur Verfigung stehenden

Antikérper am besten zur Markierung der K-Zellen geeignet war.
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Die Versuchsreihen zeigten, daBB die Auswahl des verwendeten, primaren
Antikdrpers groBen EinfuBB auf die Anreicherung der K-Zellen hatte. Antikdrper
gegen die Oberflaichenantigene Syntaxin, Synaptophysin und N-CAM (siehe
Tabelle 2-6) fuhrten zu einer nur geringflgigen Anreicherung der K-Zellen (siehe
Tabelle 3-3). Im Vergleich zu den Zahlen, die mittels der Elutriationstechnik erzielt
werden konnten, konnte mit den Antikdrpern gegen Syntaxin und gegen N-CAM
keine deutliche Verbesserung der Anreicherung von K-Zellen erzielt werden. Die
Anreicherung gelingt mit dem Syntaptophysin-Antikdrper (Anreicherungsfaktor
22 * 8) besser als mit der Elutriationstechnik, mit der far K-Zellen ein maximaler

Anreicherungsfaktor von rund 3 erzielt wurde [25].

Die Antikérper gegen humanspezifisches HLA | und HLA I, sowie gegen
rattenspezifisches MHC-1 und MHC-2 fihrten zu keiner effizienten Abreicherung
von Epithelzellen. Der Anteil der Zellen in der Fraktion mit den K-Zellen betrug
immer noch zwischen 23 und 60 % aller zu Beginn isolierten Zellen. Formal lie3

sich nur eine marginale Anreicherung der K-Zellen errechnen (siehe Tabelle 3-4).

Sehr viel effektiver konnten die K-Zellen mit dem Kaninchen anti-Mensch GIP-
Antikorper (siehe Tabelle 2-6) markiert werden (siehe Tabelle 3-3). Hierflr ergab
sich ein durchschnittlicher relativer K-Zellgehalt von 0,3 % und ein spezifischer
Anreicherungsfaktor von 209 + 32.

In den Versuchen ergab sich ein umgekehrt proportionales Verhaltnis zwischen
dem durchschnittlichen relativen K-Zellgehalt und dem entsprechenden spezifi-
schen Anreicherungsfaktor (siehe Abbildung 3-7).
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Tabelle 3-3: Anreicherungsfaktoren fiir K-Zellen bei der Verwendung verschiedener primarer
Antikérper. N-CAM = Neural Cell Adhesion Molecule
Verhaltnis der Zellzahlen -
Antikdrper Typ Anzahl der | oo fraktion/ Zellzahl  eaecliel
Versuche - Anreicherungsfaktor
vor Anreicherung
. monoklonaler Maus
Syntaxin anti-Ratte IgG; 7 3,8+0,8 6+3
. monoklonaler Maus
Synaptophysin anti-Ratte IgG; 10 3,1+0,6 22+8
monoklonaler Maus
N - CAM anti-Ratte 1gG; 8 34+1.2 12+5
GIP polyklonaler Kaninchen 7 0,29 + 0,04 209 + 32
anti-Mensch IgG
Tabelle 3-4: Ergebnisse der Versuche zur Anreicherung der K-Zellen durch Abreicherung von
Epithelzellen. MHC-1 = Major Histocompatibility Complex |, MHC-2 = Major Histocompati-
bility Complex Il, HLA | = Human Leucocyte Antigen I, HLA Il = Human Leucocyte Anti-
gen Il
Verhaltnis der Zellzahlen o
Antikérper Typ Anzahl der | b citvfraktion/ Zellzah Spezifischer
Versuche ) Anreicherungsfaktor
vor Anreicherung
monoklonaler Maus
MHC-1 anti-Ratte 1gG; 3 23+6 1,8+0,4
monoklonaler Maus
MHC-2 anti-Ratte 1gG; 6 27 +4 1,5+0,2
Dynabead-gekoppelter
HLA | anti-Mensch IgG, 7 318 22103
Dynabead-gekoppelter
HLA I anti-Mensch IgG; 11 60 +7 1,5+0,2
5 250

vor Anreicherung

Zahl der Zellen in der Positivfraktion / Zellzahl

200 +

150 +

100 +

Anreicherungsfaktor der K-Zellen

N-CAM Synapto— alp N-CAM Synapto- GIP
physin physin

Abbildung 3-7:

Relativer K-Zellgehalt im Vergleich zum Anreicherungsfaktor. Dargestellt ist links der
relative Gehalt an K-Zellen in der Ausgangsfraktion, der sich nach Anreicherung mit den
drei verschiedenen Antikérpern ergibt; rechts der mit den entsprechenden Antikdrpern
erzielte Anreicherungsfaktor. N-CAM = Neural Cell Adhesion Molecule, GIP = Glucose-
dependent Insulinotropic Polypeptide. Die zusétzlichen Linien stellen den Standardfehler
der Mittelwerte (SEM) dar.
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Da mit dem oben genannten GIP-Antikdrper die mit Abstand hdchsten
Anreicherungsfaktoren erzielt wurden, wurde er fir alle weiteren Anreicherungs-

versuche als primarer AntikGrper benutzt.

3.3.2.2 Optimierung der Standardbedingungen

Auswahl zwischen direktem und indirektiem Trennverfahren

Bei Tests mit den HLA | und Il Antikérpern, die vom Hersteller aus direkt an die
Dynabeads gekoppelt waren, konnte nur die direkte Technik eingesetzt werden.

FUr alle anderen Antikdrper zeigte sich, daB der Einsatz der indirekten Technik im
Vergleich zur direkten Technik (siehe Punkt 2.3.2) effektiver war; die spezifischen
Anreicherungsfaktoren betrugen bei Einsatz der direkten Technik nahe null im
Vergleich zur indirekten Technik mit 209 + 32.

Dauer der Inkubation mit dem primaren Antikdrper

Eine 15 bis 30-mindtige Inkubationszeit reichte zur Markierung der K-Zellen mit
dem primaren Antikérper nicht aus. Der spezifische Anreicherungsfaktor lag
hierbei unter 2. Hohe Anreicherungsfaktoren (209 + 32) konnten dagegen bei
einer Inkubationszeit von 60 min erzielt werden (siehe Abbildung 3-8). Eine
weitere Steigerung der Zeitspanne auf 120 min erbrachte keinen Vorteil; daher
wurde die Inkubationszeit bei 60 min belassen.

Verhalinis der eingesetzien Antikbrpermenge zur Zellzahl

Im Verlauf der Untersuchungen zeigte sich in Ubereinstimmung zu den
Empfehlungen des Herstellers (siehe Punkt 2.3.2), daB eine Antikbrpermenge von
etwa 10 ug pro 10° Zellen fiir eine optimale Markierung der K-Zellen sorgte.
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Abbildung 3-8:  K-Zellanreicherung in Abhéngigkeit von der Dauer der Inkubation mit dem priméren
Antikorper. Eine Inkubationszeit von 60 min mit dem primaren GIP-Antikdrper erlaubt im
Vergleich zu einer Inkubationszeit von 15 min eine signifikant héhere K-Zellanreicherung.
Séule A: Inkubation mit dem priméren GIP-Antikdrper fir 15 min, Saule B: Inkubation mit
dem primaren GIP-Antikérper fiir 60 min (sonst identische Bedingungen).

Dauer der Inkubation des sekundaren Antikdrpers

Bei einer Inkubationszeit des Dynabead-gekoppelten, sekundaren Antikérpers von
1 min konnten zwar schon befriedigende Anreicherungen der K-Zellen erzielt
werden, d.h. es konnte eine rund 60 %ige Trennung der markierten von den nicht-
markierten Zellen erzielt werden und der spezifische Anreicherungsfaktor betrug
durchschnittlich 138 + 82, die Anreicherungsfaktoren erhdéhten sich jedoch ab
einer Inkubationszeit von 2 min nochmals. Die besten Ergebnisse brachten
15-mindtige Inkubationen. Hierbei konnte ein durchschnittlicher spezifischer
Anreicherungsfaktor von 209 + 32 erzielt werden (siehe auch Abbildung 3-9). Bei
allen weiteren Versuchen wurde die Zellsuspension daher 15 min mit den

Dynabeads inkubiert.

Als unverzichtbar zur Erzielung hoher Anreicherungsfaktoren erwiesen sich die
zwei Waschschritte der Positivfraktion nach der Inkubation. Dadurch konnten
nicht-markierte Zellen entfernt werden, die zunachst durch unspezifische
Bindungen an markierten Zellen oder Dynabeads angehaftet hatten und dadurch

mit den K-Zellen an den Magneten gezogen worden waren.
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Abbildung 3-9: K-Zellanreicherung in Abhéngigkeit von der Dauer der Inkubation mit dem
Dynabead-gekoppelten, sekundéaren Antikérper. Eine Inkubationszeit von 15 min mit
dem Dynabead-gekoppelten, sekundaren Antikdrper bewirkt im Vergleich zu einer
Inkubationszeit von 1 min eine (nicht signifikant) héhere K-Zellanreicherung. Saule A:
Inkubation mit dem sekundaren Antikérper 1 min, Saule B: Inkubation mit dem
sekundéaren Antikdrper 15 min (sonst identische Bedingungen).

Verhalinis der Zahl der eingesetzten Dynabeads zur Zellzahl

Fir eine ausreichende Markierung der K-Zellen mit den Dynabeads war, wie vom

Hersteller angegeben [100], ein Verhaltnis von 12:1 optimal.

Durchflihrung des Verfahrens bei Raumtemperatur

Zur Vermeidung unspezifischer Wechselwirkungen zwischen den Antikérpern und
den zu markierenden Antigenen sowie zur Verlangsamung des Zellmetabolismus
wurde normalerweise eine Arbeitstemperatur von 4 °C gewahlt. Wurden die
Anreicherungsversuche bei Raumtemperatur (etwa 22 °C) durchgefiihrt, so lagen
die Intaktheiten der K-Zell-angereicherten Fraktionen etwas niedriger als vorher,
der spezifische Anreicherungsfaktor sank auf nahe 0. Daher wurden weiterhin alle

Versuche auf Eis ausgefihrt.
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Vergleich der getesteten Puffersysteme

Um die Intaktheiten der K-Zell-angereicherten Fraktionen weiter zu verbessern,
wurden einige Versuche durchgefuhrt, bei denen der bisher verwendete
PBS/EDTA-Puffer durch andere, protektive Lésungen ersetzt wurde. Getestet
wurden zwei Lésungen, die flr den Einsatz bei Organtransplantationen entwickelt
worden waren. Da sich die Zellen aber sowohl in der UW-L6sung als auch in der
Euro-Collins-Lésung zu Zellaggregaten zusammenlagerten, wurde die Trennung
der Zellen stark beeintrachtigt. Die Lésungen kamen somit fir weitere Versuche
nicht in Frage. Auch der Einsatz des Kulturmediums DMEM erbrachte keine

Erhdhung der Intaktheiten bei gleichem K-Zell-Anreicherungsfaktor.

Zusatzlich zu den oben genannten Losungen wurde eine kaliumreiche Krebs-
Ringer-L6sung getestet. Diese sollte die Zellen bei niedrigen Temperaturen durch
eine Blockierung des Natrium- und Kaliumionentransports schitzen, bot jedoch
keine weitere Verbesserung der Intaktheiten bis zur Beendigung des jeweiligen
Versuchs (Ergebnisse nicht dargestellt).

Fir alle weiteren Versuche wurde daher der beschriebene EDTA/PBS-Puffer

eingesetzt.

Optischer Nachweis der Anreicherung durch Immunfluoreszenz

Die Anreicherung der K-Zellen in den Positivfraktionen sollte auch
immuncytochemisch nachgewiesen werden, dies scheiterte jedoch daran, dafB
der primére Antikdrper aus nur einer Spezies zur Verfigung stand. Dieser bildete
Bricken zwischen dem fluoreszierenden, zweiten Antikérper und dem mit
Dynabeads gekoppelten Antikdrper, so daB alle Dynabeads leuchteten und eine

sinnvolle Auswertung der Versuche nicht moglich war.

3.4 Glucose-Stimulierbarkeit der K-Zellen in vitro

Durch Stimulationsversuche konnte gezeigt werden, daB die Zellsuspensionen, in
denen die K-Zellen stark angereichert worden waren (siehe Punkt 3.3.2), auf

einen Glucosereiz (20 mmol/l) mit der Ausschittung von GIP reagierten, wéhrend
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bei einer Kontrollfraktion mit gleicher Zellzahl kein GIP im Uberstand der Zellen

gemessen werden konnte (siehe Abbildung 3-10).

60

50 +

40 +

30

20 +

10 +

GIP-Freisetzung aus K-Zellen [pg/Ansatz]

Kontrollversuch Stimulationsversuch

Abbildung 3-10:

Stimulation der GIP-Sekretion aus angereicherten K-Zellen. Dargestellt sind die GIP-
Gehalte [in pg / Ansatz] der Uberstandsfraktion aus den Stimulationsversuchen (stimuliert
mit 20 mmol/l Glucose) im Vergleich zu den Gehalten der Uberstandsfraktion
aus dem Kontroll (Blind-)versuch (mit Pufferzusatz). Die zuséatzliche Linie markiert
den Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
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4 Diskussion

4.1 Lokalisation der K- und L-Zellen

Optik der K- und L-Zellen

Anhand der fluoreszenzgefarbten Darmschnitte konnte gezeigt werden, daB
sowohl K- als auch L-Zellen endokrine Zellen vom offenen Typ sind. Diese
Ergebnisse bestatigen die Angaben aus der Literatur zum Aussehen der K- und L-
Zellen [20,48,49].

Verteilung der K-Zellen Uiber die gesamte Darmlidnge

Mit der Immunfluoreszenztechnik (siehe Punkt 2.1.1.2) konnten K-Zellen im
Duodenum der Ratte nachgewiesen werden. Die weiteren radioimmunologischen
Untersuchungen (siehe Punkt 2.1.2.2) ergaben, daB die Konzentration der K-
Zellen vom Duodenum zum proximalen Jejunum ansteigt, dort ein Maximum
erreicht und bis zum lleum wieder abféllt. GIP war Uber die gesamte Dunn-

darmlange nachzuweisen.

Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Beobachtungen Uberein [24,33,34,117].
Ein anderer Autor fand im Duodenum der Ratte die héchsten GIP-Gehalte, konnte
aber ebenfalls K-Zellen Gber den Uber den kompletten Darm verteilt nachweisen
[35].

Die in den Untersuchungen gefundenen Konzentrationen von 0,98
0,14 ng GIP/mg Protein entsprechen in etwa den Werten einer anderen Studie
[24], in der die Konzentration von GIP im Dinndarm mit 2.22 + 0,26 ng/mg Protein
angegeben wurde.

Die Verteilung der K-Zellen im menschlichen Darm unterscheidet sich leicht von
der Verteilung im Rattendarm. Auch beim Menschen wurden im Duodenum
[30,31] die hochsten K-Zell-Konzentrationen ermittelt, im lleum konnten jedoch

fast keine K-Zellen mehr nachgewiesen werden.
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Verteilung der L-Zellen Uiber die gesamie Darmlange

Durch Immunfluoreszenzfarbungen auf Darmschnitten konnte GLP-1 im lleum der

Ratte nachgewiesen werden. Im Duodenum waren keine L-Zellen sichtbar.

Die radioimmunologischen Untersuchungen ergaben einen deutlichen Gradienten
in der GLP-1-Verteilung entlang des Darms. Die GLP-1-Konzentrationen stiegen
vom Duodenum zum lleum an; nennenswerte Mengen an GLP-1 waren erst im

distalen Jejunum mefBbar.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben aus der Literatur Gberein [49,74].
Auch EISSELE et al. [50] fanden bei der Ratte vereinzelt L-Zellen im Duodenum
(0,16 +£0,09 Zellen/mm?3) und erst ab dem distalen Jejunum erwahnenswerte
Mengen an GLP-1 (10,30 = 1,25 Zellen/mm?); die héchsten L-Zelldichten fanden
sie bei der Ratte im Colon transversum (15,49 + 4,64 Zellen/mm3).

Im Gegensatz zu einer friheren Arbeit [74] wurden insgesamt um etwa Faktor 200

héhere GLP-1-Konzentrationen in allen Darmabschnitten gemessen.

Beim Menschen wurden Ubereinstimmend die héchsten GLP-1-Konzentrationen
im distalen Diinndarm und Colon gefunden. Wahrend SJOLUND et al. [31] und
NAUCK et al. [65] die hdchste L-Zellkonzentration beim Menschen im lleum
nachgewiesen haben, zeigten EISSELE et al. [50] eine Verteilung der L-Zellen mit
zwei Maxima auf: eines im distalen Jejunum und eines im Rectum. Uber das
Vorkommen von L-Zellen im menschlichen Duodenum existieren gegensatzliche
Aussagen [36,50].

Lokalisation der K-Zellen entlang der Krypt-Villus-Achse

Mittels radioimmunologischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB sich
die GIP-produzierenden K-Zellen bei der Ratte vor allem in der oberen Villushalfte
befanden. Ein Vergleich mit Daten aus der Literatur ist schwierig, da bisher kaum
Untersuchungen an Ratten vorliegen. SMITH [36] fand, daB GIP bevorzugt in
Krypten, aber auch in Villi lokalisiert war, PEDERSON et al. [117] beobachteten
eine gleichméaBige Verteilung der K-Zellen Uber Krypten und Villi. Im Gegensatz
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dazu stellten ROTH et al. [118] bei Mausen fest, daB sich die K-Zellen zu 75 %

auf den Villi befanden.

Auch beim Menschen gibt es widersprichliche Befunde. Eine bevorzugte
Lokalisation der K-Zellen in den Krypten fanden SJOLUND et al. [31] und
RONNBLOM et al. [32]. POLAK et al. [30] wiesen die K-Zellen vor allem im
mittleren Teil der Krypten, im Duodenum aber auch auf Villi nach und BUCHAN et

al. [20] beobachteten die GIP-Zellen primar in den oberen Krypten und Villi.

Lokalisation der L-Zellen entlang der Krypt-Villus-Achse

Auch zur Lokalisation der L-Zellen entlang der Krypt-Villus-Achse liegen bisher
wenige Untersuchungen vor. Diese stimmen allerdings mit den hier gefundenen
Ergebnissen Uberein. Sowohl bei der Ratte [31,36] als auch beim Menschen
[31,32] befinden sich die L-Zellen bevorzugt in den Krypten des Darms.

Zuverlassigkeit der vorliegenden Ergebnisse

Die Verteilung der K- und L-Zellen entlang des gesamten Darms und entlang der
Krypt-Villus-Achse wurde in dieser Arbeit im Gegensatz zu anderen Arbeiten nicht
nur durch ein Auszahlen immunfluoreszenzmarkierter Zellen untersucht. Die
Zellen wurden hier mit der Ausschitteltechnik, die eine durch die Markerenzyme
nachgewiesene Trennung von Villus- und Kryptzellen erlaubt, lokalisiert und die

Zellprodukte durch einen Radioimmunoassay quantifiziert.

Ein Auszahlen angefarbter Zellen alleine ist unzuverldssig und kann nie
reprasentativ sein, da auf diese Weise nur ein winziger Teil des zu
untersuchenden Probenmaterials erfaBt werden kann. Gezielte Methoden, bei
denen die gesamte Probe erfaBt wird und deren quantitative Ergebnisse durch
den Einsatz eines Radioimmunoassays abgesichert wurden - wie in dieser

Studie - sind zuverlassiger.
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Nahrungseinfliisse

Sowohl die Zahl und Verteilung der enteroendokrinen Zellen im Darm der Ratte,
als auch die Freisetzung ihrer Zellprodukte wird durch die Art der Nahrung, die
Darmflora und deren Wechselwirkungen beeinflu3t [29,35,119,120]. Da die in der
vorliegenden Untersuchung verwendeten Ratten gesund waren, freien Zugang zu
Nahrung hatten, mit einer standardisierten Nahrung geflttert und unter
identischen Bedingungen gehalten wurden, sind Einflisse innerhalb der Studie

auszuschlieBen.

Unterschiede in der Verteilung der K- und L-Zellen bei Ratte und Mensch

Prinzipiell weisen Ratte und Mensch in der Verteilung ihrer K- und L-Zellen
ahnliche Gradienten auf, doch kleine Unterschiede existieren: Die K- und L-Zellen
kommen bei der Ratte im Gegensatz zum Menschen im gesamten Darm vor, sind
also weitrdumiger verteilt und die maximale Konzentration an K-Zellen befindet
sich im Rattendarm distaler als im humanen Darm. Darauf soll spater (siehe Punkt

4.6.2) noch eingegangen werden.

4.2 lIsolation der K-Zellen

Vergleich der getesteten Methoden mit Ergebnissen aus der Literatur

Intaktheiten wie bei SAIFIA et al. [62] (Uber 90 %) konnten mit der getesteten
mechanischen Isolationsmethode nicht erreicht werden. Das kénnte daran liegen,
daB es nicht moglich war, technisch identische Versuchsbedingungen zu
erzeugen. Wabhrscheinlicher ist aber, daB die Zellen aus den Villusspitzen
empfindlicher auf mechanische Reize reagieren als die zunachst noch eine Weile
im Zellverband vorliegenden Kryptzellen, die SAIFIA et al. isoliert hatten. Auch
andere Autoren haben flur Epithelzellen, die mit mechanischen Verfahren isoliert

wurden, schlechte Intaktheiten (< 10 %) beschrieben [94].

Im Gegensatz dazu erzielten PERRET et al. [88] bei der Isolation von Colon-
Epithelzellen mit einer mechanischen Methode gute Ergebnisse (Ausbeute

4,0 x 10° Zellen mit einer Intaktheit von Gber 90 %). Auch aufgrund eigener Tests
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kann vermutet werden, daB Colonzellen auf mechanischen StreB weniger

empfindlich reagieren als Zellen aus dem Duodenum und Jejunum der Ratte.

Bei Versuchen zur Isolation von Epithelzellen aus dem proximalen Dinndarm der
Ratte mit enzymatischen Methoden wurden - im Gegensatz zu den eigenen
Versuchen - bereits gute Ergebnisse erzielt [89,121]; die durch Collagenase-
Verdau gewonnenen Zellsuspensionen zeichneten sich sowohl durch hohe
Zellgehalte (groBer 1,5 x 107 Zellen pro 20 cm Darm) als auch durch hohe
Intaktheiten (mehr als 90 %) aus. Allerdings bestanden die Suspensionen nicht
nur aus Einzelzellen, sondern auch aus vielen Zellverbdnden. AuBerdem bringt
ein Collagenase-Verdau unvorhersehbare Risiken bezilglich der Intaktheit der
Antigene auf den Zelloberflachen mit sich. Fir die Anreicherung endokriner Zellen
durch immunomagnetische Methoden wirde die enzymatische Zellisolation somit

keine gute Grundlage bilden.

In Ubereinstimmung mit den vergleichenden Untersuchungen von EADE et al. [94]
konnten auch in dieser Arbeit die besten Ergebnisse durch Inkubation der Darme
in hyperosmolarem Chelatpuffer erzielt werden. Aus dem Duodenum und
proximalen Jejunum der Ratte konnten durchschnittlich 3,1 = 0,3 x 10° Zellen mit
einer Intaktheit von 81 +1 % gewonnen werden. Durch das relativ schonende
Verfahren wurden vor allem Zellen aus den Villi gelést (Ergebnisse nicht
dargestellt); die Zahl der isolierten Zellen war dadurch im Vergleich zu anderen
Arbeiten eher gering [91]. Dies war flr den weiteren Versuchsablauf allerdings
auch wunschenswert, weil sich die zu isolierenden K-Zellen in der oberen Halfte
der Villi befinden und somit gleichzeitig weniger verunreinigende Zellen aus dem
Zellverband geldst wurden. Berlcksichtigt man, daB Rattendarm als Unter-
suchungsmaterial besonders autolyseempfindlich ist [122], so ist die erzielte
Intaktheit sehr positiv zu beurteilen. Sie ist in jedem Fall ausreichend flr die sich

anschlieBenden Anreicherungsversuche.

Der Zeitrahmen zur Inkubation des Darms scheint klar begrenzt zu sein. Bei einer
Inkubationszeit deutlich unter 30 min wurden zu wenige Zellen aus dem Zell-
verband geldst, mit einer Gber 30 min zunehmend langeren Inkubationszeit sank

die Intaktheit der gewonnenen Zellen stetig.
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Einige Grinde scheinen fir eine Inkubation der Rattendarms bei 4 °C zur
Zellisolation zu sprechen [91], z.B. der Erhalt instabiler mRNA-Transkripte und
daraus entstehender Proteine, der bessere Erhalt der strukturellen Integritat der
Einzelzelle und die Verhinderung der Internalisierung von Oberflachenrezeptoren.
Dennoch wurden in dieser Arbeit mit einer Inkubation bei 37 °C bezlglich der
Zellzahlen und der Intakheit der Zellen bessere Ergebnisse erzielt als bei der
Durchfiihrung bei 0 °C. Fiir die weitere Versuchsdurchfithrung wurde in Uber-
einstimmung mit EADE et al. [94] und FLINT [91] eine Temperatur von etwa 4 °C
gewahlt.

Die Begasung der Zellsuspension stellte offenbar keinen zusatzlichen mechani-
schen StreB fur die Zellen dar; im Gegenteil: die Zellen benédtigten die Begasung
bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C vermutlich sogar, um die Zellatmung in
ausreichendem MafBe aufrecht zu erhalten.

Ein Glutaminzusatz, der sich insbesondere protektiv auf Zellen aus dem Darm
auswirken kann, da Glutamin in der Lage ist, in hohem MaBe zu deren
Energieversorgung beizutragen (sieche Ubersichtsartikel [123,124]), hat hier

offenbar kurzfristig keinen positiven Einfluf3 auf die Intaktheit der Zellen.

Besondere Vorteile der gewéhlten Methode

Die Zellisolation durch Einsatz des hyperosmolaren Chelatpuffers bietet flr die
weitere Versuchsdurchfiihrung eine Reihe von Vorteilen:

1. Die Methode ist im Vergleich zu den anderen dargestellten Verfahren
zellschonend.

2. Insbesondere im Vergleich zur enzymatischen Zellisolation werden die Proteine
auf der Zelloberflache, die fur eine spatere immunologische Markierung
bendtigt werden, kaum geschadigt.

3. Die resultierende Zellsuspension besteht - im Gegensatz zu einer durch
enzymatischen Gewebeverdau gewonnenen Suspension - weitgehend aus

intakten Einzelzellen (wozu auch DTT im Inkubationspuffer [125] und EDTA im
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Auffangpuffer beitragen). Dies macht eine immunomagnetische Zellanreiche-
rung als nachsten Schritt erst mdglich.

4. Im Vergleich zu anderen Chelatoren wie EDTA oder EGTA (Ergebnisse nicht
dargestellt; siehe auch [94]) greift Natriumcitrat die Zelloberflachen weniger an,
was sich in vergleichsweise hoheren Intaktheiten ausdrickte.

Grenzen der Methode

1. Wie auch andere Verfahren bedeutet die Einwirkung des Chelatpuffers Stref3
fir die Zellen. Durch die zur Isolation benétigte, unphysiologisch hohe
Osmolalitat der Lésung (siehe Punkt 2.2.3) ist eine gewisse Zellschadigung
nicht auszuschlieBen, die sich nach Anreicherung der Zellen noch negativ
auswirken koénnte.

2. Eine relativ geringe Ausbeute an Zellen ist zwangslaufig gegeben, wenn
seltene Zellen in hoher Reinheit angereichert werden und ist nicht negativ zu
bewerten (siehe oben). Zur Steigerung der Zellausbeute kann im Bedarfsfall

eine hdohere Anzahl an Darmen eingesetzt werden.

4.3 Anreicherung der K-Zellen

4.3.1 Zellanreicherung durch Magnetic Cell Sorting (MACS)

Vor- und Nachteile der Zellanreicherung durch ,MACS*

Die ,MACS*"-Beads sind extrem klein und verursachen bei Zellen daher kaum
mechanischen StreB. Bei Einzelzellgemischen sind Trennungen mit hoher
Reinheit und Intaktheit der zu isolierenden Zellen moglich, wie auch durch die
Anreicherung eosinophiler Granulozyten aus Vollblut gezeigt werden konnte
(siehe Punkt 3.3.1). Zudem kdénnten Zellen mit auch mit anhaftenden MACS-
Microbeads, zunachst im Tierversuch, transplantiert werden, da ein Embolierisiko
aufgrund der geringen GréBe der Partikel sehr unwahrscheinlich ist.

Far viskdsere Proben ist die ,MACS*-Technik offenbar nicht geeignet. Die

Zellsuspension durchlief die Trennsaule nicht wie gewinscht. Eine Anwendung
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von Druck auf die Saule ist vom Hersteller nicht vorgesehen und fir den
Trennungsvorgang nicht férderlich, da zum einen markierte und in der Matrix
haftende Zellen direkt wieder aus der Saule herausgedriickt werden und zum
zweiten die Intaktheit der Zellen durch die mechanische Belastung sinkt. Da das
Verfahren somit flr die untersuchte Anwendung ungeeignet ist, wurde auf eine
weitere Erprobung der immunomagnetischen Zellseparation mit dieser Technik

verzichtet.

4.3.2 Zellanreicherung mit Dynabeads

Bisherige Anreicherungsversuche endokriner Zellen

Bisher wurde zur Anreicherung endokriner Zellen aus Dinndarm meist das
Elutriationsverfahren genutzt [62,96,25,93,98,97]. Die mit dieser Technik erzielten
Anreicherungsfaktoren waren jedoch durchgéngig niedrig (siehe Tabelle 4-1) und
lagen im Bereich einer 2 bis 13fachen Anreicherung der gewiinschten Zellen.

Tabelle 4-1: Durch Elutriation erzielte Anreicherungen endokriner Zellen. CCK = Cholecystokinin,
GIP= Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide, GLP-1 = Glucagon-Like Peptide-1

Autor Untersgchte Untersuchte_r Angereicherte | Anreicherungs-

Spezies Darmabschnitt Zellart faktor

SAIFIA et al.[62] Ratte lleum L-Zellen (GLP-1) 6 bis 7

BUCHAN et al. [96] Hund lleum L-Zellen (GLP-1) 4 bis 5

KIEFFER et al. [25] Hund Duodenum/Jejunum| K-Zellen (GIP) 3

POITRAS et al. [93] Hund Duodenum/Jejunum| K-Zellen (GIP) 6,6

XUE et al. [98] Hund Duodenum S-Zellen (Sekretin) 13

KOORP et al. [97] Hund Jejunum I-Zellen (CCK) 2,4

Durch gezielte anschlieBende Kultivierung konnten KIEFFER et al. [25] K-Zellen
aus Hundeduodenum und -jejunum bis zu 100fach anreichern. Etwa 10 % der
Zellen in Kultur waren nach Auswertung durch ein immunoenzymatisches
Farbeverfahren (PAP-Farbung) K-Zellen.
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Anteil der K-Zellen an der Gesamtzellzahl

SJOLUND et al. [31] gaben die Anzahl endokriner Zellen im menschlichen Darm
mit 3 x 10° Zellen an. POITRAS et al. [93] fanden heraus, daB der Anteil aller
endokriner Zellen im Hundeduodenum und -jejunum nach rund flnffacher
Anreicherung 4,4 % aller Zellen ausmacht. Somit lage der Anteil endokriner Zellen
im Darm bei etwa 0,9 %. Bezogen auf die Angaben von SJOLUND et al. [31]
hieBe das, daB die gesamte Zellzahl im menschlichen Darm bei etwa 3,3 x 10"
Zellen liegt. Die Anteile der K-Zellen an der Zahl endokriner Zellen betragen nach
einer Auszahlung immunhistochemisch angefarbter Gewebeschnitte im mensch-
lichen Duodenum rund 19 % und im Jejunum rund 15 % [31]. Somit lage der

Anteil der K-Zellen im menschlichen Duodenum und Jejunum bei 0,1 bis 0,2 %.

Diese Rechnung soll als grober Richtwert fiir die weiteren Uberlegungen dienen,
zumal diese Zahlen in guter Ubereinstimmung mit den Angaben von KIEFFER et
al. [25] stehen, die fur K-Zellen im Hundejejunum einen Anteil von kleiner 0,1 %
angegeben haben.

Anreicherung der K-Zellen mit Dynabeads

Die Antikérper gegen Zellmembranbestandteile anti-Syntaxin und anti-N-CAM
erbrachten gegenuber der Elutriationstechnik keine deutliche Verbesserung in der
Anreicherung von K-Zellen. Eine neuere Studie [126] hat aufgezeigt, daB
Synaptophysin weniger mit GIP, sondern eher mit Serotonin colokalisiert ist.
Demnach ist Synaptophysin, wie vermutlich auch Syntaxin und N-CAM, eher ein
allgemeiner endokriner Zellmarker. Unter diesem Aspekt ist der mit dem anti-
Synaptophysin-Antikdrper erzielte Anreicherungsfaktor von 22 + 8 sogar
besonders positiv zu bewerten. Diese Zahl liegt noch deutlich Gber den mit der
Elutriation erzielten Ergebnissen. Der Antikbrper muB3 demnach die endokrinen
Zellen besonders effektiv markiert haben.

Mittels HLA |- oder HLA II-Antikérpern konnte keine gezielte Abreicherung der
Epithelzellen erreicht werden. Das ist nicht allzu Uberraschend, da bei dieser Art
der Antigene speziesabhdngige Unterschiede bestehen, so daB die Markierung
der Epithelzellen vermutlich zu unspezifisch erfolgte.
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Allerdings war die Abreicherung der Epithelzellen auch mit den Maus anti-Ratte
MHC-1- oder MHC-2-Antikdrpern nicht mdglich. Hierbei kdnnte eine Rolle spielen,
daB die Zahl der K-Zellen im Vergleich zu den sie in Suspension umgebenden
Epithelzellen zu gering war, so daB3 die Trennung nicht in ausreichendem MaBe
erfolgen konnte. Wahrscheinlicher ist jedoch, daB der zu Beginn der Studie
angestellte Analogieschluf3, daB die endokrinen Zellen der Ratte - im Gegensatz
zu den Dunndarmepithelzellen - wenig oder gar nicht MHC-1 und MHC-2

exprimieren, nicht zutreffend war.

Sehr erfolgreich verlief die Anreicherung der K-Zellen mit dem Kaninchen anti-
Mensch GIP-Antikérper. Der mit diesem Antikdrper erzielte Anreicherungsfaktor

liegt mit 209 + 32 weit Gber den mit der Elutriationstechnik erzielten Faktoren.

Geht man davon aus, daB der Anteil isolierter K-Zellen in der Zellsuspension rund
0,2 % betragt, was aufgrund der vorher angestellten Rechnung und der Tatsache,
daB bei der hier verwendeten Isolationsmethode vor allem Villuszellen isoliert
werden, wahrscheinlich ist, so bedeutet ein 209-facher Anreicherungsfaktor, wie
er mit dem Kaninchen anti-human GIP-Antikérper erzielt wurde, eine ungeféhr
42 %ige K-Zellsuspension. Der Anteil der Zellen in der Positivfraktion an der
Gesamtzellzahl lag bei den Versuchen bei durchschnittlich 0,3 %. Es ist davon
auszugehen, daB3 nahezu alle K-Zellen aus dem Zellverband in den Villusspitzen
gelést werden konnten und rund 0,1 % Epithelzellen die K-Zellsuspension

verunreinigten.

Diese Rechnung kann ebenfalls nur einen groben Richtwert fir die Reinheit der
erzielten K-Zellsuspension darstellen, weil Vergleichswerte fir die Ratte in der
Literatur bisher nicht publiziert sind und eine Uberpriifung dieses Ergebnisses
durch ein Anfarben der K-Zellen mittels Immunfluoreszenzfarbstoffen technisch
nicht moglich war (siehe 3.3.2.2).

Eine Erklarung, warum ausgerechnet ein Antikérper gegen das Zellprodukt GIP
im Inneren der K-Zelle die besten Anreicherungsfaktoren ermdglichte, liefert
moglicherweise die Studie von WYNICK und BLOOM [127]. Zur Markierung

Prolactin-produzierender Adenohypophysenzellen erzielten sie spezifische



4 Diskussion 73

Markierungen mit einem Prolactin-Antikbrper und vermuteten daraufhin, daB3 die
Granula der Zellen unter den gegebenen Bedingungen (4 °C) teilweise in der
Zellmembran verankert blieben und so ihre Produkte an den Zelloberflachen

prasentiert wurden. Der gleiche Mechanismus ware auch flr die K-Zellen denkbar.

DaB auch ein humanspezifischer GIP-Antikdrper in der Lage ist, die Antigene der
Ratte zu markieren, ist nicht weiter verwunderlich, da sich, wie in der Einleitung
beschrieben (siehe Abbildung 1-2), die Peptidsequenzen des GIP bei Ratte und
Mensch nur in zwei Aminosduren mit jeweils konservativem Austausch

unterscheiden.

Vorteile einer Zellanreicherung mit Dynabeads

Im Gegensatz zur ,MACS“Technik sind die Dynabeads s&ulenunabhangig
anzuwenden. Die Zellen sind in Lésung freier beweglich und dadurch besser
trennbar; einen Zellverlust durch in der S&ule haftende Zellen gibt es nicht. Im
Vergleich zur Elutriationstechnik ist die neue Methode sehr viel spezifischer.
Beiden Methoden gegeniber ist die Zellanreicherung mit Dynabeads deutlich

einfacher durchzufiihren.

Grenzen der Methode

1. Die Trennung mittels Dynabeads bedeutet in jedem Fall einen mechanischen
StreB fir die Zellen [128].

2. Der Zellgehalt in der Positivfraktion ist durch den geringen K-Zell-Anteil bei
Verwendung eines Rattendarms extrem gering. Damit wird auch die
Auszahlung der Zellen schwierig und ungenau. Der Variationskoeffizient betrug
15 %.

3. Die geringe Zellzahl wird auch bei weiterfUhrenden Versuchen zu Problemen
fuhren. Daher sollte trotz gegebenenfalls geringerer Aussage fir
weiterfihrende Versuche mehr als ein Rattendarm pro Versuch verwendet
werden.

4. Trotz der Waschschritte gelingt keine 100 %ige Abtrennung der K-Zellen von
Epithelzellen. Aus diesem Grund ist auch die Intaktheit speziell der endokrinen
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Zellen in der Suspension nicht isoliert zu beschreiben, da die K-Zellen unter
dem Lichtmikroskop von den Epithelzellen nicht zu unterscheiden sind.
5. Fur die Anreicherung menschlicher K-Zellen muBten die fur Rattenzellen

optimierten Bedingungen Uberprift und gegebenenfalls modifiziert werden.

Zusammenfassung

Im Vergleich mit den bisher mittels Elutriation durchgeflhrten Anreicherungs-
versuchen zeichnet sich das immunomagnetische Verfahren mit Dynabeads bei
Verwendung eines optimalen ersten Antikérpers durch bisher noch nicht erzielte
spezifische Anreicherungsfaktoren und Reinheitsgrade der K-Zellsuspension aus.
Die Anwendung dieses Trennverfahrens verlief fur die K-Zellen so erfolgreich, daB

nun auch denkbar ist, es fir die Isolation anderer endokriner Zellen einzusetzen.

4.4 Glucosesensitivitat der K-Zellen

Nach oraler Glucosezufuhr (GréBenordnung 25 bis 75 g) steigt der GIP-Plasma-
spiegel bei Menschen signifikant an [27,80,129]. Gleiches gilt fur die Ratte [29].
Auch eine K-Zell-angereicherte Zellsuspension in Kultur lieB sich mit Glucose
stimulieren: ab einer Glucosekonzentration von 15 mmol/l konnte eine signifikante
Freisetzung von GIP in das Kulturmedium gemessen werden. Mdglicherweise
hemmte hierbei das nicht aus dem Medium entfernte Produkt GIP eine intensivere
Ausschittung bei niedrigeren Glucosekonzentrationen, wie sie physiologisch
gewesen waren (kleiner 20 mmol/l) [25].

Diese Ergebnisse bestatigen die Befunde dieser Arbeit, bei denen eine
Stimulation der GIP-Ausschittung aus K-Zellen durch Glucose in einer
Konzentration von 20 mmol/l gezeigt werden konnte. Damit wurde auch
nachgewiesen, daB die mit dieser Methode angereicherten Zellen nicht nur
morphologisch intakt, sondern auch funktionell aktiv waren. Es sollen nun weitere
Studien durchgefiihrt werden, in denen die Glucose-Sensititvitat der K-Zellen

sowohl in vivo als auch in vitro genauer charakterisiert werden soll.
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4.5 Ausblick auf die Fortflihrung der Versuchsplanung

Nach Anreicherung der K-Zellen gibt es zur weiteren Planung mehrere Ansétze:

1. Betrachtet man die Isolation und Anreicherung der K-Zellen in erster Linie als
Grundlagenforschung, so wére der nachste wichtige Schritt die Kultivierung der
K-Zellen, um schlieBlich eine mdglichst reine K-Zellkultur funktionell charakteri-
sieren zu koénnen. Untersucht werden sollten die Hauptstimulatoren der
Sekretion in vitro, die Sattigungskinetiken und ob es andere Modulatoren der
Stimulation gibt. Ebenso sollte die intrazelluldre Signalkette der GIP-Sekretion
naher untersucht werden. Mit Hilfe reiner Kulturen kdnnten erstmals definitive
Aussagen zum Metabolismus der K-Zellen getroffen werden. Parallel sollten die
Zellen wie geplant mit dem Proinsulingen transfiziert werden.

2. Wichtig wéare auBerdem auszutesten, wie sich die isolierten und ange-
reicherten K-Zellen verhalten, wenn man sie in einen lebenden Organismus
implantiert. Zu kldren ware der optimale Ort zur Infusion der Zellen. Die Zellen
muBten dort anhaften und ihre Funktion aufrecht erhalten kénnen.

3. Als Alternative zu einer Kultivierung der Zellen mit anschlieBender Transfektion
des Insulingens ist auch eine direkte Transfektion der Zellen in Suspension mit
anschlieBender Transplantation denkbar.

4. In jedem Fall sollten die Dynabeads zuné&chst von den Zellen geldst werden, da
sie sonst sowohl in Kultur als auch bei einer Transplantation Schwierigkeiten

bereiten kdnnten.

Abldsen der Dynabeads von den K-Zellen

An K-Zellen anhaftende Dynabeads sollten entfernt werden, da sie bei einer
Transplantation zu Mikroembolien fihren, bzw. in Kultur die Durchfihrung der

weiteren Untersuchungen behindern kénnten.

Nach Angabe des Herstellers [100] I6sen sich die Dynabeads tber Nacht von den
isolierten Zellen. FUr eine Kultivierung sollten demnach keine Schwierigkeiten zu
erwarten sein. Fir eine direkte Transfektion mit anschlieBender Tranplantation

muBte eine ,Wartezeit“ eingehalten werden.
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Direkte Transfektion des Proinsulingens in Zellen in Suspension

Eine direkte Transfektion des Insulingens in K-Zellen in Suspension verbunden
mit einer anschlieBenden Transplantation der Zellen in Ratten ermdglicht
zumindest rasche erste Aussagen Uber das Verhalten der transfizierten Zellen in
vivo. Eine ahnliche Herangehensweise ist fir Humanstudien selbstverstandlich

ausgeschlossen, da sie hierflr mit einem viel zu hohen Risiko verbunden ist.

Kultur von K- Zellen

Abgesehen von dem geplanten Projekt ist eine Kultivierung von K-Zellen far die
Grundlagenforschung von Interesse. Die Kultivierung von K-Zellen scheint

allerdings mit vielen Problemen verbunden zu sein:

Bei einem bisherigen Versuch zur Kultivierung von K-Zellen aus Hundedinndarm
Uberlebten die ausgesaten Zellen (10% K-Zellen) in Kultur zwei Tage [25]. Leider
sind die Aussagen der Versuche bezogen auf das aktuelle Projekt begrenzt, da
die verwendete Suspension zu 90 % aus Nicht-K-Zellen bestand und die
Ergebnisse nicht ohne weiteres auf Versuche mit Rattendarm Gbertragbar sind,
weil Rattendarmzellen noch wesentlich empfindlicher als Zellen aus Hundedarm
auf auBere Einflisse reagieren [122].

Weitere Versuche zur Kultivierung von Darmzellen der Ratte beschatftigten sich in
der Regel mit Epithelzellen, die auf Dauer in Kultur zu halten bisher auch noch
nicht gelungen ist. Die Intaktheit ausgesater Einzelzellen sank innerhalb von
Stunden rapide ab und auch als kleine Zellverbande in Kultur genommene Zellen
uberlebten nur wenige Tage aufgrund der mangelnden Versorgung der im Inneren
gelegenen Zellen. Auch der Einsatz von fetalem oder neonatalem Dinndarm und
Gewebekulturversuche waren bisher wenig erfolgreich (Ubersichtsartikel [130]).

Ein ganz entscheidender Grund flir das Scheitern bisheriger Versuche kénnte
darin liegen, daB die Zellen auf gewisse Faktoren aus der Basalmembran und aus

anderen Zellen angewiesen sind.
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BENYA et al. [131] stellten fest, daB bei Colonocyten aus Kaninchendarm
Kontakte innerhalb der Darmepithelzellen wichtig fir deren Intaktheit (und damit
die Kultivierbarkeit) waren. BOUDREAU et al. [132] kamen wenig spéater zu dem
SchluB, daB die extrazellulare Matrix der Basalmembran integrinabhéngig die
Apoptose in Epithelzellen in Kultur und in vivo hemmt. 1997 beobachteten
HAGUE et al. [133], daB humane Colonepithelzellen von Zellkontakten und
verschiedenen Wachstumsfaktoren (wie IGF |+ll, EGF, Insulin und Hydrocortison),
die die Apoptose verhindern kénnen, abhangig sind.

DaB der Zellkontakt und der Kontakt der Zellen zur Basalmembran offenbar so
extrem wichtig sind, kénnte fur die geplante Kultivierung zu Problemen flhren, da
Einzelzellsuspensionen fir die Isolation und Anreicherung der K-Zellen nach der

erfolgreich getesteten Methode nétig sind.

Ein Lésungsansatz hierflr kdnnte in der Verwendung von Biomatrix EHS liegen.
Diese Substanz simuliert quasi die natlrliche Basalmembran in Kultur und
unterstiitzt die Anheftung und das Zellwachstum auf dem Substrat [134]. Die

optimale Formulierung des Kulturmediums ware neu zu erarbeiten.

Ein weiteres Problem far die Kultivierung der K-Zellen kdnnte darin bestehen, daB
die Zellen in Kalte isoliert und angereichert wurden. Diese Art der Aufarbeitung ist
unumganglich, bedeutet aber vermutlich groBen StreB fir die Zellen, der sich bei
der anschlieBenden Kultivierung negativ auf die Intaktheit der Zellen auswirken
kdnnte. Viele Autoren beschreiben Zellschadigungen bis hin zur kalteinduzierten
Apoptose bei der Reperfusion von Geweben nach kalter Aufbewahrung bei
Transplantationsversuchen oder nach Kalteexposition von Einzelzellen in Kultur
[135,136,137,138,139].

Auch die geringen Arbeitsvolumina der Anreicherungsversuche kdnnten bei
Kultivierungsversuchen Probleme bereiten. In kleinen Volumina wirken sich
Konzentrationsverédnderungen durch die Verdunstung von Kulturmedium starker
aus. Hierbei kdnnte allerdings die gleichzeitige Praparation mehrerer Rattendarme

zur Gewinnung einer gréBeren Zellzahl an K-Zellen Abhilfe schaffen.
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Weitere Voraussetzungen fiir die Transplantation der K-Zellen

Ganz entscheidend fir die Fortfihrung der Versuche wird es sein, genaue
Informationen (ber die Uberlebenszeit der K-Zellen in vitro und in vivo zu
gewinnen. Im lebenden Organismus wandern Darmepithelzellen von den Krypten
bis zu den Villi und werden dort bei der Ratte nach 2 bis 3 Tagen abgestoBen [17].
Zu Kklaren ist nun, wie lange Darmepithelzellen generell unter optimierten
Bedingungen dberleben kdnnen und ob die gleichen Daten auch far K-Zellen
zutreffen. Zu klaren ist auch, inwieweit sich die Transfektion auf die Uberlebens-
zeit der K-Zellen auswirkt.

Wenn die Uberlebenszeit der K-Zellen auf wenige Tage begrenzt bleibt, ist es
sinnlos, die gentechnisch veranderten Zellen zu transplantieren, da sie ihre
Funktion dann nicht lange genug erfillen kdnnten. Fir den erfolgreichen Einsatz
der K-Zellen als B-Ersatzzellen muB auBerdem sichergestellt werden, daB3 die
Zellen ihre Funktion dauerhaft aufrechterhalten. AuBerdem sollten Komplikationen
im Organismus vor einer Transplantation ausgeschlossen werden kdnnen, da es
praktisch nahezu unméglich ist, die Zellen nach der Transplantation zu

lokalisieren und zu entfernen.

Ein weiteres Problem kdnnte in der Isolation einer ausreichenden Menge an K-
Zellen zur Transplantation bestehen. Bei einer Biopsie kdnnen aufgrund des
geringen Vorkommens der K-Zellen nur wenige Zellen gewonnen werden. Diese

sind dann aber ausdifferenziert und somit nicht mehr teilungsfahig.

Dieses Problem kénnte dadurch gelést werden, daB man sich nicht um die
Isolation der differenzierten K-Zellen bemuht, sondern darum, ihre noch undiffe-
renzierten Vorlduferzellen zu gewinnen. Diese machen zwar auch nur weniger als
0,1 % der Zellen im Darm aus [130], sind aber teilbar [19] und mit hoher Effizienz
zu transfizieren [140]. Man kénnte sie isolieren, anreichern und in vitro vermehren,
um sie dann zu transfizieren. Vorab miBte allerdings sichergestellt werden, aus
welchen der Stammzellen die K-Zellen hervorgehen.
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4.6 Die Signalkette zwischen K- und L-Zellen

4.6.1 Erkenntnisse aus der Literatur

Der ,enteroendokrine Loop*

ROBERGE und BRUBAKER [57] fanden 1991 heraus, daB eine Fettinfusion in
das Duodenum der Ratte eine qualitativ und quantitativ gleichartige Erh6hung des
Plasmaspiegels an GLP-1 hervorruft wie eine direkte Infusion in das lleum. Sie
stellten die Vermutung an, daB ein humoraler oder neuraler Faktor diese Wirkung
vermitteln kdnnte und nannten als Kandidaten dafir bereits GIP.

Ein ,enteroendokriner Loop“ kdnnte auch die Tatsache erklaren, daB die
Plasmakonzentrationen an GLP-1 schon wenige Minuten nach einer Nahrungs-
zufuhr ansteigen, lange bevor die Nahrstoffe eine ausreichende Menge an
L-Zellen erreichen kénnen [47].

An fetalen Ratten-Darmzellkulturen konnte BRUBAKER [58] einen dosisab-
héngigen, stark stimulierenden Effekt von GIP auf L-Zellen ab einer Konzentration
von 10"° mol/l nachweisen. Weder Cholecystokinin, Neurotensin noch Peptide YY
zeigten &hnliche Eigenschaften, doch das neurokrine Gastrin-Releasing Peptide
(GRP) stimulierte die GLP-1-Sekretion ebenfalls ab einer Konzentration von

102 mol/l signifikant.

1992 postulierten ENSINCK und D’ALESSIO [75] eine Schleife zwischen
Duodenum und lleum beim Menschen zur GLP-1-Freisetzung. Zur gleichen
Folgerung kamen ROBERGE und BRUBAKER 1993 [46] nach ihren in vivo
Studien an Ratten. Sie konnten zeigen, daB3 eine nahrungsinduzierte GIP-Frei-
setzung zur einer Stimulation der GLP-1 Sekretion flhrt und formulierten das
Konzept des ,enteroendokrinen Loops‘. Dabei kamen sie bereits zu dem SchluB,
daB hinsichtlich der Peptide, die in diese Schleife involviert sind, Speziesunter-
schiede bei Hund, Mensch und Ratte bestehen kdnnten.
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PLAISANCIE et al. [47] konnten am isolierten, perfundierten Rattencolon zeigen,
daB verschiedene Neuropeptide und Neurotransmitter (Bombesin, Isoproterenol,
Calcitoningene-related Peptide (zum Vergleich [58])) potente Stimulatoren der
GLP-1-Freisetzung sind und bestéatigten Unterschiede in deren Wirksamkeit

zwischen Ratten und anderen Spezies.

DaB eine nahrungsinduzierte GLP-1-Freisetzung nicht zwingend mit einer
Erhdhung des GIP-Plasmaspiegels einhergehen muB, konnten HERRMANN et al.
[80] durch Humanstudien zeigen, bei denen sie niedrigkonzentrierte Glucose-
I6sungen in das menschliche Duodenum infundierten. Demnach muBte es
mindestens einen weiteren Faktor auBer GIP geben, der fir die Regulation der
GLP-1-Sekretion verantwortlich ist. HERRMANN-RINKE et al. [141] vermuteten,
daB GRP far die Stimulation der GLP-1-Sekretion beim Menschen wichtig sein

kdonnte.

DaB die Sensitivitat der L-Zellen gegenlber Neurotransmittern und endokrinen
Hormonen auch von ihrer Lage im Darm abhangig sein kann, vermuteten
DUMOULIN et al. [142]. Bei ihrer Studie am perfundierten Rattenileum zeigten sie,
daB L-Zellen aus dem lleum weniger empfindlich gegeniber GIP als L-Zellen aus
dem Colon sind. Eine Begriindung dafir kénnte in der jeweiligen Zahl der GIP-
Rezeptoren auf den L-Zellen liegen. AuBerdem postulieten DUMOULIN et al.

eine rasche neurale Stimulation der L-Zellen nach der Nahrungsaufnahme.

1996 wiesen ROBERGE et al. [143] nach, daB eine Infusion des Neuropeptids
Gastrin Releasing Peptide (GRP), das in Neuronen entlang des gesamten Darms
vorkommt [144], die GLP-1-Sekretion aus den L-Zellen der Ratte stimuliert. Die
Wirkung von GRP war dabei unabhangig von einer GIP-Sekretion. Der Einsatz
des GRP-Antagonisten BW10 fUhrte zu einer vollstandigen Hemmung der GRP-
abhéngigen Stimulation der L-Zellen. ROBERGE et al. kamen zu dem SchluB,
daB die Effekte von GIP in vivo bei der Ratte indirekt durch einen GRP-
vermittelten Mechanismus zustande kommen kdénnten. Allerdings stimulierten
physiologische Mengen an GRP die GIP-Freisetzung in ihrem Modell - im
Gegensatz zu vorangegangenen Experimenten - nicht. Eine Erklarung hierfir
kénnte sein, daB eine Infusion von GRP nicht mit der physiologischen Freisetzung
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des Transmitters zu vergleichen ist, da in vivo mehrere Transmitter gleichzeitig

ausgeschdattet werden, die synergistisch wirken.

Nach den Ergebnissen von HERRMANN et al. [80] und nachdem NAUCK et al.
[145] bereits festgestellt hatten, daB eine intravendse GIP-Injektion in physiolo-
gischen Mengen (1 pg/kg x min'1) beim Menschen keine GLP-1-Sekretion
hervorruft, vermuteten ROBERGE et al. [143], daB beim Menschen GRP eine
entscheidende Rolle im enteroendokrinen Loop spielt. Erstmals war nun von

einem ,neuroendokrinen Loop* die Rede.

Das aktuellste Modell des ,neuroendokrinen Loops* stellten ROCCA und
BRUBAKER [146] nach in vivo Tests am Rattenmodell vor: nach ihrem
Versténdnis umfaBt der ,neuroendokrine Loop“ eine humorale Komponente (GRP,
GIP) und eine neurale Komponente, den Vagusnerv, der die wichtigste
parasympatische Innervation im proximalen Darm ist. Nahrungsinhaltsstoffe
(Glucose und Fett) werden im Darm von K-Zellen, die quasi als ,Fuhler® fungieren,
registriert. Diese reagieren mit der Sekretion von GIP, welches wiederum konzen-
trationsabhangig zwei Wirkungen hat: in niedrigen Konzentrationen aktiviert es
den Vagusnerv, der Uber eine GRP-Freisetzung L-Zellen stimuliert, daneben kann
es in héheren Konzentrationen auch direkt stimulierend auf L-Zellen wirken.
Zusatzlich ist vermutlich eine Komponente des Darmnervensystems in den
Darmwéanden fir eine direkte, frGhe Stimulation der L-Zellen im lleum verant-

wortlich.

Dieses Konzept stellt sicher ein sehr gutes Modell far die Zusammenhange im
Organismus der Ratte dar. Beim Menschen spielt GIP allerdings offenbar eine
geringere oder sogar keine Rolle bei der Aktivierung der L-Zellen, wie mehrere

Autoren Ubereinstimmend festgestellt haben [80,145,147].
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4.6.2 Erkenntnisse aus den Versuchen zur Lokalisation der K- und L-Zellen

Lokalisation der K- und L-Zellen entlang der Krypt-Villus-Achse

Bei den Versuchen zur immunhistochemischen Lokalisation der K- und L-Zellen
konnte gezeigt werden, dafB3 sich die K-Zellen vor allem auf den Villusspitzen im
Duodenum befinden und die L-Zellen vor allem in den Krypten des distalen

Jejunums und lleums.

Dieser Befund paft in das von ROCCA und BRUBAKER [146] entworfene Modell.
Mit ihrer exponierten Lage auf den Villusspitzen sind die K-Zellen in der Lage, als
Sensor flr den im Duodenum ankommenden Speisebrei zu fungieren. Durch
Glucose und Fett werden die K-Zellen der Ratte stimuliert und schutten GIP in die

Blutbahn aus.

Wenn die Stimulation durch die Nahrung flir L-Zellen eine geringe Rolle spielt,
was noch zu diskutieren ist, ware ausschlieBlich eine madglichst schnelle
Erreichbarkeit der L-Zellen Gber Blut- und Nervenbahnen wichtig. Damit wére

auch die Lage der L-Zellen in den Krypten fir deren Funktion vorteilhaft.

Lokalisation der Nahrungsabsorption im Darm

Eine noch offene Frage ist, inwieweit Nahrungsinhaltsstoffe Gberhaupt in Kontakt
mit den L-Zellen gelangen kénnen. Abgesehen von ihrer ,versteckten“ Lage in den
Krypten, durch die fraglich ist, ob der Chymus Gberhaupt mit ihnen in Berlhrung
kommt, ist zu klaren, welche Nahrstoffe bei ihrem Weg durch den Darm noch das
distale Jejunum und lleum erreichen, d.h. vorher nicht schon absorbiert werden.
Abbildung 4-1 soll hieriber Aufschluf3 geben.



4 Diskussion 83

Darm

Pylorus @

Duodenum

Flexura o
Duodenum
Jejunum

Fett
Glucose

Jejunum

lleum

lleocaecal-

Klappe ?

Abbildung 4-1:  Nahrstoffabsorption im Darm des Menschen. Die Abbildung zeigt, an welchen Stellen
des Darms die verschiedenen Nahrstoffe in welcher Menge absorbiert werden (modifiziert
nach [148,149]).

Nach Angaben aktueller Physiologielehrblcher [148,149] werden Glucose und
Proteine fast vollstdndig absorbiert, bevor der Nahrungsbrei das lleum erreicht,
minimale Mengen werden auch im lleum noch aufgenommen. Fett (oder genauer:
Fettsduren) wird dagegen auch noch im lleum absorbiert. Zusammengenommen
bedeutet das, daB eine Stimulation der L-Zellen in vivo durch Nahrungsinhalts-
stoffe zwar prinzipiell méglich, aber eher unwahrscheinlich ist. Am ehesten kdnnte
Fett eine Auschittung von GLP-1 verursachen, da es noch in nennenswerten
Mengen eine groBere Zahl an L-Zellen erreicht. Diese Ansicht verireten auch
DUMOULIN et al. [150]. Bei der Ratte, deren Nahrung deutlich weniger Fett als
die des Menschen enthélt [29], entfallen Einflisse der Nahrung auf die GLP-1-
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Stimulation nahezu. Vielleicht spielt aus diesem Grund GIP als stimulierender
Faktor fir L-Zellen noch eine gréBere Rolle als beim Menschen.

Lokalisation der K- und L-Zellen entlang der gesamten Darmlange

Insgesamt gesehen ist verwunderlich, warum die L-Zellen gerade im distalen Teil
des Darms lokalisiert sind. M&glicherweise ist ihre physiologisch bedeutendste
Funktion nicht die Stimulation der Insulinsekretion durch GLP-1, sondern der
Jleal-Brake“-Effekt: GLP-1 hemmt die Magenentleerung und verlangsamt Ver-
dauungsfunktionen. Ein solches Signal aus dem distalen Darm kdnnte eine
wertvolle, regulatorische Funktion ausiben und wéare somit eine gute Erklarung fur
die Lokalisation der L-Zellen [151,152].

Wie unter 4.1 beschrieben, gibt es in der Verteilung der K- und L-Zellen entlang
des Darms Speziesunterschiede. K- und L-Zellen finden sich in ihren inversen
Konzentrationsgradienten bei der Ratte im Gegensatz zum Menschen Uber die
gesamte Dulnndarmlange verteilt. Zusatzlich befindet sich die hochste
Konzentration an K-Zellen bei der Ratte etwas distaler gelegen als beim
Menschen. Auch das bedarf einer Erklarung.

Méglicherweise gibt es bei der Ratte eine Verbindung von GIP und GLP-1 nicht
nur entlang des Darmes, sondern auch innerhalb der Villus-Krypt-Achse fiir eine
Art von Signalfunktion zur GLP-1-Freisetzung.

Denkbar wéare auch, daB das System des ,neuroendocrinen Loops® bei einer
hoheren Kohlenhydatzufuhr, wie sie bei der Ratte normalerweise besteht,
sensibler reagieren kann, wenn die sensitiven K-Zellen durch ihre etwas distalere
Lage einer nicht mehr ganz so hohen Glucosekonzentration ausgesetzt sind.
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4.7 SchluBfolgerungen und Ausblick

4.7.1 Weitere, neue Fragen, die sich aus der Lokalisation der K- und L-

Zellen ergeben

RAWDON und ANDREW haben in ihrem Ubersichtsartikel [153] beschrieben, daB
alle endokrinen Darmzellen und Epithelzellen des Darms aus gemeinsamen
Stammzellen hervorgehen. Nach ihrer Hypothese sind endokrine Zellen als solche
pradeterminiert und reifen nach Ausbildung bestimmter Rezeptoren durch den

EinfluB auf sie wirkender Faktoren aus dem Mesenchym.

Das wirft die Frage auf, warum die K-Zellen in den Villi und die L-Zellen in den
Krypten zu finden sind. Warum sind sie auBerdem trotz starker Zellmigration der
sie umgebenden Epithelzellen scheinbar stationar lokalisiert? Die Epithelzellen
wandern sicher nicht um sie herum. Sind mdglicherweise die Reifezeiten der K-
und L-Zellen genetisch exakt abgestimmt, so daB sie erst in einem bestimmten
»~Wanderungsstadium® ihre Funktion erhalten und geht die endokrine Funktion der
L-Zellen vor der Abschilferung verloren? Diese Fragen missen durch zukinftige

Untersuchungen beantwortet werden.

4.7.2 Neue Entwicklungen in der Therapie des Diabetes mellitus

Zur Therapie des Diabetes mellitus werden neben dem in dieser Arbeit verfolgten
Ansatz viele weitere Wege getestet, von denen einige die im Folgenden kurz
beschrieben werden sollen.

Die Gewinnung von B-Ersatzzellen aus Tumorzellinien

Mittlerweile ist es gelungen, durch Expression der Insulin-, GLUT2- und
Glucokinasegene eine AtT20-Zellinie zu konstruieren, die auf physiologische
Mengen an Glucose mit der Ausschittung von Insulin reagiert. Auch auf andere
Stimulatoren reagieren diese Zellen qualitativ wie natdrliche B-Zellen. Die

charakteristische Ausschittungsform als biphasische Sekretion konnte jedoch
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nicht erreicht werden, auch Versuche an Tieren wurden mit diesen Zellen noch
nicht durchgefihrt [9].

DAVIES et al. [13] konnten zeigen, daB AtTinsGLUT2.36-Zellen glucoseabhangig
Insulin ausschutten, allerdings auch schon bei subphysiologischen Konzentra-

tionen (ab 50 umol/l).

Durch die Elektrofusion der NEDH-Zellen (normale B-Zellen aus der Ratte) mit
den immortalen RINm5F-Zellen konnten McCLENAGHAN und FLATT [154] die
glucosesensitiven, insulinbildenden BRIN-Zellinien generieren. Auch mit diesen
Zellen wurden noch keine Tierversuche durchgefuhrt.

Tumorzellinien erscheinen trotz der mittlerweile erzeugbaren glucose-abhangigen
Insulinsekretion weniger geeignet zur Konstruktion von [B-Ersatzzellen, da sie

einige entscheidende Nachteile haben:

1. Sie besitzen ahnliche, aber niemals identische Eigenschaften wie natlrliche
B-Zellen. Damit sind sie zwar n(tzlich, um qualitativ. Mechanismen zu
erforschen, kdnnen quantitativ aber schon in Vorversuchen keine absolut
zuverlassigen Aussagen liefern.

2. Wenn Zellen wie die aus der Adenohypophyse stammenden AtT20-Zellen
eingesetzt werden, so kann die Sekretion von Nebenprodukten, d.h. der
urspringlich produzierten Produkte, nicht komplett verhindert werden.

3. Tumorzellinien sind in ihrem Wachstum unbegrenzt. Man kdénnte sie zur
Transplantation in einen lebenden Organismus in eine semipermeable
Membran einbetten, um ihre Ausbreitung einzugrenzen. Hierbei wére aber noch
zu zeigen, daB die Zellen dann ihre Insulinsekretion unverandert aufrecht
erhalten [5]. Generell bleibt die Transplantation von Tumorzellen mit einem
hohen Risiko verbunden. lhre Anwendung sollte daher auf in vitro- und

Tierversuche begrenzt bleiben.

Natdrliche, humane Adenohypophysenzellen kommen als Grundlage flur die
Transfektion nicht in Frage, weil sie aus lebenden Menschen nicht isoliert werden

kénnen.
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Die Inselzelltransplantation

Bei der Tranplantation von Inselzellen wurden in den letzten Jahren groBe

Fortschritte erzielt.

Bei Versuchen an Ratten und Mausen wurden Inselzellen isoliert und in Kapseln
aus Alginaten und Poly-L-Lysin eingebettet. Diese waren permeabel far
Nahrstoffe, Insulin und Glucose, aber impermeabel flir Faktoren des Immun-
systems, die eine Immunreaktion verursacht hatten. Auf diese Weise wurde auch
die artfremde Transplantation von Inselzellen ohne immunsuppressive Medikation

ermoglicht. Es kam zu keinen Entziindungsreaktionen.

Schwierigkeiten bestehen noch darin, einen geeigneten Ort zur Infusion der
eingekapselten Inselzellen zu finden, nachdem Versuche mit der Injektion in das
Peritoneum nicht erfolgreich waren. Nun werden neue Formen der Einkapselung

gesucht, die das Volumen der verpackten Zellen herabsetzen.

Das gr6Bte Problem besteht momentan darin, daB die Funktion der eingekap-
selten, transplantierten Inselzellen bei Versuchen an Mausen und Ratten zeitlich
auf etwa 6 bis 20 Wochen begrenzt ist. Die Griinde hierflr sind noch unklar. Ver-
mutet wird eine ungenltgende N&hrstoffversorgung der Zellen, die daraufhin
zugrunde gehen, oder eine aus ungeklarten Griinden mangelnde Biokompatibilitat
der Verpackung [155]. So lange die Funktion der Inselzellen noch auf eine derart
kurze Zeitspanne begrenzt ist, scheidet sie flr eine breite Anwendung beim
Menschen aus.

Bei Versuchen zur Inselzelltransplantation bei Mausen beobachteten OGAWA et
al. [156] nach einigen Wochen ebenfalls den Verlust der glucoseinduzierten

Insulinsekretion.

Auch die Lokalisierbarkeit und die Entfernbarkeit der transplantierten B-Zellen ist

noch nicht ausreichend untersucht worden.
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GLP-1 als Medikament

Die GLP-1 Sekretion ist bei Typ Il-Diabetikern normal und auch die insulinotrope
Wirkung des Hormons besteht weiterhin [87]. Da der insulinotrope Effekt von
GLP-1 glucoseabhangig ist, dachte man, daB Hypoglycdmien - im Gegensatz zu
den bisher genutzten Medikamenten wie den Sulfonylharnstoffen - bei der
Verwendung von GLP-1 als Therapeutikum ausgeschlossen wéaren. So kam man
auf die Idee, das Hormon zur Behandlung des Typ Il-Diabetes mellitus
einzusetzen [157].

Die Verwendung von GLP-1 als Therapeutikum flar den Typ I-Diabetiker ist noch
umstritten. Wahrend CREUTZFELDT et al. [158] feststellten, daB intravends
verabreichtes GLP-1 auch beim Typ I-Diabetiker blutzuckersenkend wirkt, konnten
FREYSE et al. [159] bei ihren Studien an Hunden keinen relevanten
insulinahnlichen Effekt beim Diabetes mellitus Typ | beobachten und sind daher

der Ansicht, daf3 das Hormon hierfir als Therapeutikum nicht in Frage kommt.

Mehrere Autoren berichten, daB sich GLP-1 beim Typ |l-Diabetes mellitus sowohl
am Rattenmodell als auch beim Menschen positiv auf die Glucosesensitivitat von
B-Zellen auswirkt [160,161,162,163].

Derzeit wird noch untersucht, in welcher Form GLP-1 am effektivsten verabreicht
werden kann. Neben der intravendsen Zufuhr, deren Wirkung zeitlich sehr
begrenzt ist [157], werden die Gabe als Tablette [164] oder die subkutane
Injektion [165] erprobt. Keine der bisher getesteten Arten der Zufuhr ist jedoch
aufgrund der kurzen Halbwertszeit von GLP-1 im Blut, die bei intravendser Gabe
etwa 4 min und subkutan injiziert etwa 30 bis 60 min betragt [74], wirksam genug.
Die optimale Art der Verabreichung, sowie die zeitliche und mengenmaBige

Dosierung sind nach wie vor offen.

Neuere Studien haben auBerdem gezeigt, daB GLP-1 beim gesunden Menschen
sehr wohl reaktive Hypoglycdmien auslésen kann [147,166]. Zudem beobach-
teten EDWARDS et al. [166] einen kurzfristigen Anstieg des Blutdrucks bei
subkutaner GLP-1-Injektion. Die Nebenwirkung der Therapie sind bisher nicht

ausreichend untersucht.
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Weitere Probleme beim Einsatz von GLP-1 als Medikament bestehen darin, daB
noch keine Langzeiterfahrungen Uber die Wirkung vorliegen und daB die
Herstellung von GLP-1 noch vergleichsweise teuer ist.

Um die Effektivitat des GLP-1 als Therapeutikum zu steigern, wurden alternative
Wege gesucht.

Die Verwendung von Dipeptidyl-Peptidase-Inhibitoren

Das Enzym, das fur den Abbau von GLP-1 im Blut des Menschen verantwortlich
ist, ist die Dipeptidyl-Peptidase IV [167]. Wenn man das Enzym hemmt und damit
dem Abbau von GLP-1 im Blut entgegenwirkt, miBte seine Wirkung lénger
andauern. Diese Vermutung konnten PEDERSON et al. [168] durch Studien an
diabetischen Ratten bestatigen. Das Enzym hat allerdings auch Funktionen im
Immunsystem. Als CD26 kommt es auf aktivierten B- und T-Zellen, sowie
Makrophagen vor. Ob und welche Auswirkungen eine Hemmung des Enzyms auf
das Immunsystem hat, ist noch unsicher [169].

Der Einsatz von GLP-1-Analoga

Ebenfalls denkbar ist der Einsatz von GLP-1-Analoga, die resistenter als GLP-1
selbst gegen den Abbau durch die Dipeptidyl-Peptidase IV sind. GREIG et al.
[170] konnten zeigen, daB Exendin-4, das aus der Speicheldrise von Echsen
stammt und an die GLP-1-Rezeptoren der Ratte bindet, wirksamer als GLP-1 den

Blutglucosespiegel reguliert.

Bei ihren Studien an Mausen bewiesen BURCELIN et al. [171], daB ein an zweiter
Position Glycin-substituiertes GLP-1 deutlich resistenter gegen Dipeptidyl-
Peptidase IV ist und eine stark verlangerte Wirkungszeit gegenltber der natir-
lichen Form hat.
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4.7.3 Resiimee

Es existieren viele verschiedene Ansatze zur Therapie des Diabetes mellitus, eine
einzige, optimale Methode gibt es jedoch noch nicht.

Wie unter Punkt 4.5 beschrieben, sind far den hier vorgestellten Ansatz noch viele
Fragen zu klaren. Wenn alle Voraussetzungen zur Herstellung von
B-Ersatzzellen aus den endokrinen K-Zellen des Darms erfullbar sind, dann wére
diese Methode eine sehr elegante und erstrebenswerte Méglichkeit zur Therapie
des Typ | Diabetes mellitus und sollte daher unbedingt weiter verfolgt werden.
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5 Zusammenfassung

Die enteroendokrinen K-Zellen sind geeignete Kandidaten zur Herstellung von j-
Ersatzzellen zur Therapie des Typ | Diabetes mellitus. Aus diesem Grund wurden
sie am Modell der Ratte zundchst mittels immunhistochemischer Methoden
lokalisiert. Sowohl Uber die gesamte Darmlange als auch innerhalb der Villus-
Krypt-Achse existiert ein Verteilungsgradient: die Anzahl der K-Zellen nimmt vom

proximalen Jejunum zum lleum und von den Villi zu den Krypten hin ab.

Nach Lokalisation der K-Zellen wurden Methoden zur Isolation und Anreicherung
der Zellen entwickelt. Zur Isolation wurde der Darm kleingeschnitten und in einem
hyperosmolaren, natriumcitrathaltigen Puffer inkubiert, mit dem Darmzellen
schonend aus dem Zellverband gelést werden konnten. Zur anschlieBenden
Anreicherung der K-Zellen wurden Dynabeads (Dynal, Hamburg) genutzt, ein
immunomagnetisches Verfahren, das eine zellschonende und hochspezifische
Anreicherung der K-Zellen erméglichte. Hierbei wurde ein humanspezifischer
Kaninchen 1gGi-Antikérper als primarer Antikérper und ein an diesen bindender

Dynabead-gekoppelter zweiter Antikdrper verwendet.

Es konnte gezeigt werden, daB die durch Anreicherungversuche gewonnenen K-
Zell-Suspensionen auf eine Glucose-Stimulation (20 mmol/l) mit der Ausschittung
ihres Zellproduktes Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP) rea-

gieren.

Fir zukinftige Versuche zur Transfektion der K-Zellen mit dem Proinsulingen und
anschlieBender Kultur oder auch der Transfektion direkt in Suspension steht nun
eine K-Zellsuspension zur Verfiagung, die in dieser Reinheit bisher noch nicht
gewonnen werden konnte. Damit ist die Grundlage zur Herstellung von B-Ersatz-

zellen aus den enteroendokrinen K-Zellen gelegt.
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