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Einleitung 1

1. Einleitung:

1.1. Definition:

Der Begriff Diabetes mellitus bezeichnet eine Stoffwechselerkrankung, die mit erhéhten
Blutglukosekonzentrationen einhergeht, welche auf einem relativen oder absoluten
Insulinmangel beruhen. Die WHO definierte 1999 den Diabetes mellitus als manifest bei
mehrmals gemessenen Nduchternwerten Uber 126 mg/dl oder bei einem oralen
Glukosetoleranztest, welcher einen maximalen Wert von > 200 mg/dl und/oder einen Wert
von > 140 mg/dl zwei Stunden nach der Belastung zeigt (WHO, 1999).

Als Vorstufe zum manifesten Diabetes mellitus definiert man die gestérte Glukosetoleranz
(IGT: Impaired Glucose Tolerance). Diese bildet den Ubergang von der Normoglykamie

zur Manifestation der Erkrankung.

1.2. Geschichtliche Hintergriinde des Diabetes mellitus
Seit mehreren Jahrtausenden wird Uber die Symptome des Diabetes mellitus berichtet.

1550 v. Chr. wird in einem altdgyptischen Papyrus von einer Erkrankung mit GbermaRigem
Harnfluss berichtet; der Ausdruck ,,HonigstiRer Durchfluss“ scheint seinen Ursprung in der
altindischen Medizin zu haben. Der arabische Arzt Avicienna verwendete den Begriff des
»Honig-Urin“. Der Begriff ,,Diabetes” in der griechischen Bedeutung "Hindurchlassen
wird vom alexandrinischen Arzt Demetrius von Apameia verwendet. In den
Uberlieferungen findet sich im Verlauf der nichsten Jahrhunderte kaum eine weitere
Erwéahnung des Krankheitsbildes oder des Begriffes. Obwohl die klinischen Phdnomene
schon mehrmals beschrieben wurden und bekannt waren, dauerte es bis Ende des 19.
Jahrhunderts, bevor auf Grund weiterer Ergebnisse die Zusammenhénge der klinischen
Veranderungen mit dem Krankheitsbild des Diabetes mellitus verkntipft werden konnten.

MERING und MINKOWSKI flhrten 1890 eine Pankreatektomie beim Hund durch. Die
daraufhin entstehenden Symptome glichen denen der bereits bekannten Erkrankung des
"Honigsufen Durchflusses”. Somit postulierten sie einen Zusammenhang zwischen den
bekannten Symptomen und der Bauchspeicheldriise als Ursprungsorgan (MERING und
MINKOWSKI, 1890). 1893 versuchten die britischen Arzte Williams und Harsant durch
Xenotransplantation ein 15-jahriges diabetisches Kind zu heilen. Sie transplantierten Teile
eines frisch geschlachteten Schafpankreas subkutan. Dieser Versuch schlug leider fehl.
Dass die Bauchspeicheldriise auch eine endokrine Funktion neben der exokrinen hat,
wurde schon langer vermutet, konnte aber nie bewiesen werden. 1921 gelang es dem

kanadischen Physiologen Frederick Benting und seinem Studenten Charles Best mit der
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Isolierung des klinisch verwertbaren Insulins den Grundstein der bis heute bestehenden
Therapie des Diabetes mellitus zu legen. Es gelang lhnen 1922 den 14-jahrigen Leonard
Thompson erfolgreich mit dem von lhnen hergestellten Stoff, dem sie den Namen “Insulin’
gegeben hatten, zu behandeln. Thompson nahm in den ersten vier Monaten nach
Therapiebeginn 8 Kg an Gewicht zu (BANTING UND BEST, 1922). Somit ist seit dieser
Zeit neben den Therapieprinzipien der Diat und der korperlichen Bewegung das Insulin als

effektives Therapieprinzip verflgbar.

1.3. Einteilung des Diabetes mellitus

Im Laufe der letzten Jahre wurde die Einteilung des Diabetes mellitus dem erweiteren
Kenntnisstand angepaflt. Verlassen wurde die Kilassifikation der insulinabhdngigen
(IDDM) und nicht insulinabhangigen (NIDDM) Diabetiker. Nach den Angaben der WHO
unterscheidet man heute den Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, welcher durch einen
Verlust der Langerhans’schen B-Zellen und somit durch einen absoluten Insulinmangel
definiert wird vom Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, welcher zum einen durch eine
Insulinresistenz  mit relativen Insulinmangel und/oder zum anderen durch ein
Kompensationsversagen des Pankreas definiert wird (WHO, 1999; ADA, 2002).

Des weiteren unterscheidet man zusatzlich den Gestationsdiabetes als selbstandige Gruppe
von einer Gruppe von Patienten, die auf Grund verschiedenster Ereignisse wie z.B.
chronische Pankreatitis, Endokrinopathien, medikamenteninduziert, infektids, etc. an
einem Diabetes mellitus erkrankt sind. Dieser beruht vor allem auf duBeren Noxen und ist

somit von unterschiedlicher Pathogenese als die Ubrigen.

1.3.1. Diabetes mellitus Typ 2

Der Diabetes mellitus Typ 2 (friiher NIDDM), welcher sich vor allem im Erwachsenalter
manifestiert, ist ca. zwanzigmal hdufiger als der Typ 1 Diabetes. Urséachlich werden heute
zwei Faktoren verantwortlich gemacht: Eine Insulinresistenz, die familiar gehduft auftritt
und deshalb wahrscheinlich genetisch verankert ist, erzeugt am Effektororgan, also den
Insulin-abhangigen Organen Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber eine sekundére
Hyperinsulindmie. Ursachlich fur diese Resistenz scheint ein Postrezeptordefekt zu sein.
Der zweite Faktor ist eng mit dem Ersten verbunden. Im Verlauf der Insulinresistenz
kommt es durch die permanente und lang anhaltende Sekretionsstref3situation, der die p-
Zelle ausgesetzt ist, zu einer Erschopfung der Sekretionsleistung. Hierbei scheint
wiederum eine genetische Determinante eine Rolle zu spielen. Verstarkt und zeitlich

beschleunigt werden beide Faktoren durch Adipositas, welche héufig durch ein
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Uberangebot von Kalorien kombiniert mit Bewegungsmangel entsteht. (KLEIN und
HARING, 1990).

1.3.2. Diabetes mellitus Typ 1
Beim Diabetes mellitus Typ 1 (friher IDDM) findet man die gleichen bzw. &hnliche

Symptome wie beim Diabetes mellitus Typ 2. Der Patient berichtet haufig tber Polydipsie,
Polyurie, Durst, Gewichtsverlust, Miidigkeit, etc. Ein wesentlicher Unterschied ist, daf}
sich der Diabetes mellitus Typ 1 lberwiegend vor dem Erreichen des 35. Lebensjahres
manifestiert und somit friher auch als juveniler Diabetes mellitus bezeichnet wurde.
Pathophysiologisch stellt er sich durch einen absoluten Insulinmangel dar, der durch die

Gabe von exogenem Insulin behoben werden muB.

Atiologie und Pathogenese

Der komplette Entstehungsprozel3 und die einzelnen, auslésenden Ursachen sind bis heute
nicht vollig geklart.

An untersuchten humanen Pankreata von jlingeren, verstorbenen Diabetikern fiel eine
Zahlen- und GroRenabnahme der Inseln auf (BOTTAZZO et al., 1985). Allerdings traten
starke interindividuelle Schwankungen bezuglich der Anzahl auf. Eine negative
Korrelation zur Diabetesdauer konnte gesichert werden (FOULIS et al., 1986).

Histomorphologisch sieht man eine zellulére ,,Insulitis* mit lymphozytaren Infiltrationen.
In 78 % der untersuchten Patienten, die kurz nach Erstmanifestation verstarben, konnten
diese Infiltrationen nachgewiesen werden (FOULIS et al., 1986). Auffallend war hierbei
allerdings, dal? sich die Infiltration auf die B-Zelle der Langerhans’schen Insel beschrankt
und die a- und die 8-Zelle verschont. Die Zerstérung erfolgt tber die Lyse nach dem
Anlagern von Lymphozyten an die Zellwand (LAMPETER et al., 1987).

Im Rahmen der humoralen Antwort des Immunsystems spielen Antikdrper gegen spezielle
Merkmale der B-Zelle eine Rolle. So findet man in der Mehrzahl der untersuchten Falle
autoreaktive Antikorper gegen die Glutamatdecarboxylase (GAD-65), in geringerem
Umfang Antikorper gegen Inselzellen (ICA) und Insulinautoantikérper (1A-2)
(ATKINSON und MACLAREN, 1990).

Die BABYDIAB-Studie konnte zeigen, dal beim Vorliegen von zwei von drei
Inselautoantikorpern (GAD-65 und 1A-2) vor dem 2. Lebensjahr eine Manifestation vor
dem 10. Lebensjahr wahrscheinlich ist (ZIEGLER et al., 1999). Eine direkte zytotoxische

Wirkung der Antikorper gilt jedoch als unwahrscheinlich.
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Zudem besteht eine genetische Prédisposition (TODD et al., 1993). Ca. 95 % der
untersuchten Patienten wiesen die HLA-Merkmale DR 3 und/oder DR 4 auf (ROTTER et
al., 1983).

In der Vergangenheit wurde immer wieder eine entscheidende Rolle der viralen Genese,
hier vor allem die Coxsackieviren, diskutiert (YOON et al., 1979; CONRAD et al., 1997).
In der jungeren Vergangenheit lassen sich die bekannten Zusammenhange allerdings nicht
eindeutig bestatigen. Allein die Tatsache, dal? die Entwicklung eines Diabetes mellitus eine
langsame und schleichende Erkrankung ist, scheint einen direkten Einflul} der Viren auf
die B-Zellzerstérung unwahrscheinlich zu machen (TARN et al., 1987). Wahrscheinlicher
erscheinen die Ergebnisse der Untersuchungen von OHASHI et al., die einen Hinweis
sahen, daB Viren Zellen der inaktiven Autoimmunitat aktivieren, Zytokine zu bilden, die
Ihrerseits eine B-Zell Destruktion bewirken. (OHASHI et al., 1991)

In der zellvermittelten Antwort des Immunsystems spielen T-Lymphozyten und
Monozyten eine zentrale Rolle (KOLB et al., 1995). Es gelang durch die Gabe von
Antikorpern gegen T- Zellen die Ausprédgung einer Insulitis und die Manifestation der
Erkrankung zu verhindern (SHIZURU et al., 1988). CHARLES et al. zeigten einen
direkten zytotoxischen Effekt auf die B-Zelle (CHARLES et al., 1983) und LAMPETER et
al. spezifizierten den Zelltyp: vor allem CD8" Zellen, geringere Mengen an CD4" und
Makrophagen (LAMPETER et al., 1987).

Ein weiterer Hinweis auf die zentrale Rolle der T-Lymphozyten ist die Mdglichkeit, dall
man mit einer spezifischen Immunsuppression die Manifestation eines Diabetes
unterdrucken kann (JENNER et al., 1992).

Auch die Makrophagen sind an der Pathogenese beteiligt. In vielen Untersuchungen hat
sich gezeigt, dal die Makrophagen sowohl im diabetischen Tierexperiment als auch im
humanen, diabetischen Pankreas nachzuweisen sind (SIBLEY et al., 1987; In't Veld et al.,
1988). Dabei tauchen sie im zeitlichen Ablauf der Entzlindungsreaktion als eine der ersten
Zellen auf (WALKER et al 1988).

Auffallig ist auch das gehéufte, parallele Auftreten von Autoimmunerkrankungen. Eine
Haufung zeigt sich fir das gemeinsame Auftreten von Diabetes mellitus Typ 1 mit
Erkrankungen wie der Hashimoto Thyreoiditis, der rheumatoiden Arthritis oder dem
Morbus Addison. So kommen autoreaktive Schilddrisenerkrankungen 30-mal haufiger in
Verbindung mit einem Diabetes mellitus Typ 1 vor (PAYAMI et al., 1989).
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In der weltweiten, geographischen Verteilung der Erkrankung gibt es Unterschiede, die,
wenn die Grinde daftr geklart sind, auch zu einer Klarung der Pathogenese beitragen
kdnnen.

So findet man in Finnland die hochste Inzidenzrate und in Japan die niedrigste. Die
Wahrscheinlichkeit fiir ein Kind an Diabetes mellitus zu erkranken, ist in Skandinavien 30
mal so hoch wie in Japan (Diabetes Epidemiology Research International Study group,
BMJ 1987; LaPORTE et al., 1985).

Die Verteilung zwischen den Geschlechtern ist fast ausgeglichen. Eine Erstmanifestation
kann in jedem Alter auftreten. Es zeigt sich allerdings ein Gipfel zwischen dem 11. und 13.
Lebensjahr (SPENCER et al., 1982; JONES et al., 1997).

Diskutiert wird auch, ob es einen Zusammenhang zwischen der Pradisposition zur Bildung
von Anti-Kuhmilchprotein-Antikorpern und Typ 1 Diabetes gibt. Somit bestdnde die
Moglichkeit der Kreuzreaktivitdt zwischen Zellmembranproteinen der (-Zelle und
gebildeten Antikdrpern gegen Kuhmilchalbumin (KARJALAINEN et al., 1992).

1.4. Epidemiologie

Die Pravalenz fir den Typ 2 Diabetes betrdgt in Deutschland momentan 4.82 %. In
konkreten Zahlen bedeutet dies eine Patientenzahl von 3.85 Mio. in Deutschland. Fir den
Typ 1 Diabetes findet man eine Préavalenz von 0.22 %, insgesamt 180.000 Patienten. Somit
gibt es aktuell in Deutschland ca. 4 Millionen Diabetiker, Tendenz steigend.
(HASSLACHER et al., 1989; HAUNER et al., 1992 und 1996; ADA, 1993).

1.5. Diabetische Folgeerkrankungen
Vor Beginn der breiten klinischen Anwendung von Insulin waren die Uberlebenschancen

eines Diabetikers &ulerst gering. So verstarben ca. 75 % der Diabetiker an sogenannten
Akutkomplikationen, wie z.B. das Coma diabeticum (BRETZEL, 1984). Dies konnte auf
ca. 1% Letalitat in den 70-iger Jahren gesenkt werden. Somit treten fur den Diabetiker die
Spatkomplikationen vermehrt in den VVordergrund.

Am gravierendsten treten die angiopathischen Veranderungen auf. Betroffen von der
sogenannten Mikroangiopathie sind vor allem die Organe Niere, Augen und die
Nervenleitbahnen. Wie gravierend hoch die Zahlen sind, kann man am Beispiel der
diabetischen  Nephropathie eindrucksvoll verdeutlichen. So ist die diabetische
Nephropathie heute die haufigste Ursache der chronischen Niereninsuffizienz. Die
Inzidenz fur eine Dialysetherapie liegt bei 4000 Neuerkrankungsféllen pro Jahr (KOCH et
al., 1989; LIPPERT et al., 1995). Der Kostenaufwand fiir diese Neuerkrankungsfalle
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belauft sich auf ca. 360 Millionen DM pro Jahr. Die  45-
Monatsiberlebenswahrscheinlichkeit eines Diabetikers an der Dialyse betrégt fur Typ 2
Diabetiker 50 % und fir Typ 1 Diabetiker 57 % (KOCH et al., 1993).

Diabetiker weisen auch ein erhohtes Risiko fir eine koronare Herzerkrankung sowie fiir
eine zentrale und periphere Atherosklerose auf (diabetische Makroangiopathie). So
erleiden heute ca. 35000 Diabetiker pro Jahr einen tddlichen Herzinfarkt. Die 7-
Jahresinzidenz betrug in einer Studie 20.2 % (dem gegentlber steht die Re-Infarktrate eines
nicht diabetischen Vergleichskollektivs mit 18.8%), verbunden mit einer Reinfarktrate von
45% (HAFFNER et al., 1998).

Zusétzliche  Risikofaktoren  hierbei sind die  Hyperglykdmie, Hyper- und
Dyslipoproteinamie, Hypertonie und Rauchen. (KUUSISTO et al., 1994; STAMLER et al.,
1986; CASTELLI 1992; OBERMANN et al., 1990).

Die Gesamtkosten fur das Gesundheitssystem in Deutschland beliefen sich im Jahre 1996

auf insgesamt 25 Mrd. DM. Die Tendenz war bislang steigend.

Zusétzlich leidet ein Diabetiker an einer erhdhten Infektanfalligkeit. Die genaue Ursache
ist unklar, eine reduzierte humorale und zelluldre Immunantwort wird diskutiert
(PERSCHEL et al., 1995).

Die Gesamtzahl der Todesfélle ist bis zum 50. Lebensjahr fiunfmal hoéher als bei Nicht —

Diabetikern und die Lebenserwartung ist nach wie vor um die Halfte verkirzt.

Eine wesentliche, vital bedrohliche Erkenntnis ist die, daf® bei einer Diabetesdauer von
mehr als 20 Jahren bei ca. 50 % der untersuchten Typ 1 Diabetiker eine
Hypoglykamiewahrnehmungsstérung vorliegt und 70 % gegenregulatorische Defizite
aufweisen (MEYER et al., 1998).

Somit ist die Lebensqualitat eines Patienten mit einem Diabetes mellitus in wesentlichen

Punkten eingeschrankt.

1.6. Therapie

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 basiert heute auf den Prinzipien der Schulung
des Patienten, der richtigen Ernahrung, gentgend korperlicher Aktivitat, eventuell
medikamentoser Therapie und auf der richtigen Patientenfihrung (LAUBE, 2000; ADA,
2002). Wenn ein Patient die durch entsprechende Schulung notwendigen Anderungen
seiner Lebensgewohnheiten ausreichend umsetzt (,life style changes®), so ist in den

meisten Fallen davon auszugehen, dal er nur eine geringe oder gar keine medikamentose
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Therapie bendtigt. Zur medikamentésen Therapie stehen zum einen die oralen
Antidiabetika, wie Akarbose, Sulfonylharnstoffe, Metformin und seit kurzem auch
sogenannte Insulinsensitizer zur Verfigung. Dies sind Medikamente, die den
»heruntergeregelten” Insulinrezeptor erneut zuganglicher fir das vorhandene Insulin
macht. Bei Versagen der genannten MaRnahmen mu3 man zur subkutanen Gabe von
Insulin greifen, entweder als Monotherapie oder in Kombination mit oralen Antidiabetika

(Nationale Versorgungs-Leitlinie, 2002).

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ 1 basiert sowohl auf einer adaquaten
Insulinsubstitutionstherapie als auch auf den oben genannten ,life style changes®.

Seit der Zeit von Benting und Best sind die Insuline permanent weiterentwickelt worden.
Es gelang tierisches Insulin, wie z.B. Schweineinsulin, zu extrahieren und fiir einen weit
verbreiteten Einsatz aufzubereiten. Zum Teil werden diese Insuline heutzutage noch
eingesetzt. In den letzten Jahren gewannen immer mehr die Insulinanaloga an Bedeutung.
Auch unterschiedliche Therapiemodelle werden angewendet, angefangen bei der
konventionellen Therapie (CT) und intensivierte “"konventionelle” Therapie (ICT) bis hin
zur Pumpentherapie. Die beiden letzteren funktionieren nach dem Basis-Bolus-Prinzip.

Die Therapie mit dem starrsten Schema ist die CT. Es sollte allerdings, soweit moglich, auf
eine der beiden anderen Therapien zuriickgegriffen werden. Mit einer ICT hat man die
Madglichkeit der besseren Reaktion auf gednderte Lebensumstande. Es ermdglicht auch
eine grolere individuelle Freiheit. Dasselbe gilt fur die Pumpentherapie. Diese wird im
Klinischen Einsatz noch als ,,Open Loop“ Modell verwendet und hat somit keinen
Glukosesensor, der automatisch die Blutzuckersituation erfallt und Korrigiert. Diese
Modelle, ,,Closed Loop* genannt, befinden sich fur eine Dauerbenutzung als sicheres und

vor allem auch praktisch gut anwendbares Verfahren noch im Entwicklungsstadium.

In einer prospektiven Studie (DCCT Studie) konnte gezeigt werden, daR eine Therapie
nach dem Basis-Bolus-Prinzip kombiniert mit intensiver Schulung des Patienten und
Selbstkontrolle des Blutzuckers eine Reduktion des HbA;. und eine Verlangsamung der
Spéatschaden an Augen und Niere erzielen kann. Im Gegenzug zeigte sich aber, daf? sich die
Rate der schweren Hypoglykamien verdreifacht hatte. Bereits eingetretene Spatschéden
und Organmanifestationen waren nicht reversibel. Ebenso konnte keine Normalisierung
des HbA erzielt werden. (DCCT, 1993).

Diese und weitere Studien haben gezeigt, dal? die Insulintherapie zwar eine wesentliche
Verbesserung gegeniiber dem Stand vor dieser Ara ist, dennoch die Komplikationsrate
nach wie vor sehr hoch ist. Zudem ist es nur eine symptomatische Therapie.
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Um langfristig eine normoglykamische, stabile Stoffwechsellage und ein Aufhalten der
Spatkomplikationen zu erzielen, ist die kausale Therapie mittels des biologischen Ersatzes
mdoglich. Hierzu stehen zwei Verfahren zur Verfiigung. Zum einen eine Verpflanzung
eines gesamten, vaskularisierten Pankreas oder von Pankreassegmenten und zum anderem
die Transplantation von vorher isolierten Langerhans’schen Inseln (BRETZEL et al.,
19923, 1996; MOREL et al., 1991).

1.6.1. Die Pankreastransplantation

Die erste Pankreastransplantation im klinischen Bereich wurde 1966 an der Universitat von
Minnesota durchgefiihrt (KELLY et al., 1967). Seitdem wurden insgesamt 15710
Pankreastransplantationen durchgefiihrt. In der Gberwiegenden Anzahl der Falle wurde
simultan zur Pankreastransplantation eine Nierentransplantation (SPK) durchgefiihrt. Eine
weitere  Mdoglichkeit ist die Pankreastransplantation nach bereits erfolgter
Nierentransplantation (PAK) und eine Pankreastransplantation alleine (PTA). In den
Anfangen der Pankreastransplantation zeigten sich allerdings hohe Komplikationsraten.
Diese konnten durch verbesserte chirurgische Techniken, ein verbessertes peri-operatives

Management und weiterentwickelte immunsuppressive Strategien gesenkt werden.

Die Erfolgsrate ist in Tabelle 1 dargestellt:

SPK PAK PTA
1 — Jahres Patienteniiberleben (%) 94 96 98
1 — Jahres Transplantatuberleben (%) 84 76 61

Tabelle 1: Ein-Jahres Uberlebenszahlen fiir Patienten und Pankreastransplantat bei
simultaner Pankreas-Nieren Transplantation (SPK), Pankreas nach Nieren
Transplantation (PAK) und Pankreastransplantation alleine  (PTA)
(International Pancreas Transplantation Registry, (IPTR) update, 2001)

Neben dem Erreichen der Insulinunabhéngigkeit konnte auch gezeigt werden, dass sich die

Lebensqualitat der Patienten nach der Transplantation erhéhte (KIEBERT et al., 1994).

Zudem zeigte sich ein protektiver Effekt auf die Transplantatniere (FIORETTO et al.,

1993, BILOUS et al.,, 1989) und eine Verbesserung der diabetischen Neuropathie

(SOLDERS et al., 1992).

Dennoch besteht bei der Pankreastransplantation ein erhohtes Komplikationsrisiko

gegenliber  einer  Nierentransplantation alleine, wie z.B. hdufigere akute

AbstolRungsreaktionen, hdoheres Infektionsrisiko und haufigere Rehospitalisierungen

(PIRSCH et al., 1996; SUTHERLAND, 1993). Das Mortalitats- und Morbiditatsrisiko bei
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einer SPK ist bei diabetischen Patienten hoher als bei einer alleinigen
Nierentransplantation (MANSKE et al., 1995).

1.6.2 Inseltransplantation

Auf Grund der Tatsache, dal’ bei Diabetikern lediglich die Langerhans”schen Inseln defekt
sind und die meisten Komplikationen durch den exokrinen Anteil des Pankreas bedingt
sind (BRETZEL, 1986; BRETZEL und FEDERLIN, 1987), liegt es nahe, ,nur* den
Inselapparat zu transplantieren.

MOSKALEWSKI entwickelte 1965 eine Methode, Langerhans’sche Inseln aus dem
Gesamtorgan Pankreas herauszulosen. Dies gelang ihm durch einen enzymatischen
Verdauungsprozesses. Die Methode wurde in den folgenden Jahren weiterentwickelt und
verbessert, so daR 1972 erstmals im Tierversuch eine lang anhaltende
Stoffwechselverbesserung bei diabetischen Ratten erzielt werden konnte (BALLINGER
und LACY, 1972). In weiteren Untersuchungen wurde tierexperimentell gezeigt, dal3
durch eine frihzeitige Inseltransplantation die Spatkomplikationen verhindert werden
kénnen (FEDERLIN und BRETZEL, 1984; BRETZEL et al., 1990; 1992, WARNOCK et
al., 1992).

Die Anwendung im Klinischen Bereich wurde ermdglicht durch grundlegende
Verbesserungen und Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Isolation der Inseln von
héherstehenden Saugetieren und humanen Pankreata in den achtziger Jahren. (RICORDI et
al., 1988, 1990, 1992; HERING et al., 1990).

Seit Anfang der neunziger Jahre flihrt man die Inseltransplantation bei Typ 1 Diabetikern
als Allotransplantation und bei Patienten, die auf Grund anderer Ursachen ihr
urspringliches Pankreas (z.B. durch eine Pankreatitis ohne Verlust des p-Zellapparates),
verloren haben als Autotransplantation durch. Die Xenotransplantation in einer klinischen
Anwendung wurde bislang nur experimentell durchgefihrt (GROTH et al., 1994).

Wenn man die Statistik des internationalen Inseltransplantationsregisters (ITR) an unserer
Klinik auswertet, kann man eine relativ hohe Insulinunabhéngigkeitsrate fir die
Inselautotransplantation von 64 % fiir eine Insulinunabhéngigkeit fir mehr als sieben Tage
ablesen. 40 % der Patienten waren nach 1 Jahr noch insulinunabhéngig. Bei einem
Patienten liegt nunmehr seit 13 Jahren eine intakte Transplantatfunktion vor (BRENDEL et
al., 2001). Die Gruppe um RICORDI berichtet 1995 (ber eine Serie von insgesamt 11
Patienten, die eine kombinierte Insel/Lebertransplantation erhielten. Diesen Patienten war

auf Grund einer malignen Grunderkrankung eine Reihe von abdominellen Organen
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operativ entfernt worden (Leber, Pankreas, Magen, Milz und Teile des Dinndarms). Die
aus dem eigenen Pankreas isolierten Inseln wurden in die neue Transplantatleber injiziert.
4 Patienten erhielten innerhalb der ersten 5 Tage eine weitere Inseltransplantation.
Insgesamt entwickelten 7 Patienten eine Insulinunabhangigkeit (im Mittel 514 Tage;
langste Dauer 1726 Tage) (CARROLL et al., 1995).

Die Zahlen fur die Inselallotransplantation belegen allerdings einen schlechteren
Transplantationserfolg gegenuber der Autotransplantation.

Von insgesamt 355 Transplantierten weltweit erreichten im Zeitraum von 1990 bis 2000 19
% eine Insulinunabhangigkeit langer als eine Woche und 11 % langer als ein Jahr. Die
maximale Insulinunabhangigkeit liegt momentan bei 70 Monaten. Nach einem Jahr haben
41 % eine nachweisbare Transplantatfunktion gemessen an einem C-Peptid > 0.5 ng/ml.
Die langste Inseltransplantatfunktion gemessen am C-Peptid besteht seit nunmehr acht
Jahren. Die Einjahrestberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten liegt bei 96 %. Die
Zahlen fir das Zentrum in Giellen zeigen durch erweiterte Spender- und
Empfangerkriterien eine etwas bessere Situation: Hier wurde bei 88% der Félle eine
Transplantatfunktion fir eine simultane Insel/Nierentransplantation und bei 54% fir eine
Insel nach Nierentransplantation gesehen. 30% der Patienten wurde zumindest zeitweise
insulinunabhangig (BRENDEL et al., 2001, BRETZEL et al., 1999).

Gleich der Einteilung der Pankreastransplantation wurde auch in der Inseltransplantation
eine Einteilung nach Indikationsgebieten vorgenommen. Die meisten Erfahrungen
existieren bei Patienten, die auf Grund einer bestehenden oder kurz bevor stehenden
Dialysepflicht eine simultane Insel-Nieren-Transplantation bendtigen (SIK). Eine weitere
Kategorie sind Patienten, die bereits eine Niere im Ablauf der vorangegangenen Monate
und Jahre erhalten haben (Insel nach Nierentransplantation, 1AK). Bei diesen beiden
Kategorien ist die durchzufihrende Immunsuppression bereits auf Grund der
Nierentransplantation indiziert.

Wenig Erfahrungen, insbesondere im  Langzeitbereich, existieren fir eine
Inseltransplantation alleine (ITA). Diese Kategorie betrifft Patienten, die noch keine
schwerwiegenden Spéatschaden erlitten haben und bei denen somit relativ frih in den
Erkrankungsverlauf eingegriffen werden kann. Dabei muB allerdings immer der Nutzen fir
den Patienten mit den Problemen einer Immunsuppression abgewogen werden. Diese
Transplantationen wurden nur an wenigen Zentren durchgefiihrt, unter anderem in GieRRen
und Edmonton, Kanada. In GielRen wurden 5 Patienten mit zu dieser Zeit aktuellen

Immunsuppression und T-Zell Induktionstherapie transplantiert. Alle zeigten eine
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Transplantatfunktion und 2 Patienten wurden (ber einen Zeitraum von 2 Wochen
insulinunabhangig (BRENDEL et al., 2001, MEYER et al., 1998). Zum anderen wurde
durch die Gruppe um Shapiro eine Serie von 7 Patienten transplantiert. Alle wurden
insulinunabhangig und blieben es fur den berichteten Beobachtungszeitraum von 12
Monaten. Bei diesen Transplantationen wurden zusatzlich sequentielle (Mehrfach-)
Transplantationen mit einer Mindestmenge von 6000 IEQ/Kg Korpergewicht pro
Transplantation, eine steroidfreie Kombination dreier Immunsuppressiva und eine
verbesserte Isolationstechnik verwendet. Die Transplantation erfolgt direkt im Anschluf3 an
die erfolgreiche Isolation (SHAPIRO et al., 2000). Basierend auf diesen guten Ergebnissen
wurde 1999 das VVorhaben einer internationalen, multizentrischen Studie gefal3t. Diese wird
aktuell an insgesamt 10 Zentren weltweit nach dem sogenannten Edmonton-Protokoll
durchgefiihrt. Dabei soll neben dem Erreichen der Insulinunabh&ngigkeit der Patienten
Erfahrungen gesammelt werden beziglich des Isolationsvorganges, der Spender und
Empfangerauswahl, der Immunsuppressionskombination und der Nachbetreuung der

Patienten nach Transplantation.

Bei allen Patienten gilt die Insulinunabhédngigkeit als das zu erreichende Maximalziel; in
vielen Fallen war allerdings nur ein Teilerfolg erreichbar und ein Transplantatiiberleben
gemessen als Insulin-C-Peptid Sekretion. Aber auch dadurch erhalten die Patienten einen
Benefit: Die Insulingesamtdosis kann reduziert werden und der Patient hat eine wesentlich
stabilere Blutzuckereinstellung unter Vermeidung von exzessiv hohen und niedrigen
Blutzuckerwerten (LUZI et al., 2001). Die Rate der spontanen, schweren Hypoglykamien,
die eine starke vitale Bedrohung des Patienten darstellen, werden effektiv gesenkt und
treten in den meisten Fallen wéhrend der Zeit, in der ein Inseltransplantat funktioniert,
nicht mehr auf (MEYER et al., 1998). Diese Faktoren bewirken bei den meisten Patienten

eine wesentliche Steigerung Ihrer Lebensqualitat (INVARDI et al., 2001).

Aus den oben genannten kurzen Ausfihrungen wird deutlich, daR die Inseltransplantation
eine sinnvolle und physiologische Therapie des Diabetes mellitus Typ 1 darstellt. Das
Maximalziel, die Insulinunabhéangigkeit kontinuierlich zu erreichen, zu erhalten und in
ausreichendem Male anzubieten, ist zum aktuellen Zeitpunkt hauptsachlich auf Grund
folgender Ursachen noch nicht erreicht:

- Begrenzte Verfugbarkeit von Spenderorganen

- Nebenwirkungen der notwendigen Immunsuppression auf den Empfanger und auf

das Transplantat
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- Erneutes Ausbrechen des Diabetes auf Grund immunologischer Einflusse (Disease
recurrence)

- Probleme der sogenannten "Primary Nonfunction” des Transplantats

- Transplantatabstoungen

Bislang wurde wurde viel Energie darauf verwandt, diese Probleme zu verstehen und

Ldsungen zu erarbeiten.

Neben vielen anderen Wegen wurde auch versucht, folgende, zur bislang bekannten
Inseltransplantation alternative, Losungswege zu gehen. Hier eine kurze Auswahl:

- Immunisolation:  Ein  weiteres  Bestreben in  der  Verbesserung  des
Transplantatiiberlebens nach einer Inseltransplantation, ist, die Insel durch eine
“Schutzhille” vor den AbstoRungsreaktionen zu schutzen. Urspringlich wurde eine
Alginatbasis als Material verwendet (LIM et al., 1980). Anfangliche Erfolge in
Nagetiermodellen konnten allerdings nicht in Groftierversuchen bestétigt werden.
Dafiir wurden zwei Dinge verantwortlich gemacht: Zum einen entsteht auf Grund der
Bioinkompatibilitdt des Materials eine perikapsuldre Fibrose und zum anderen
scheinen die B-Zellen Antigene freizusetzen, die Zytokine stimulieren, eine T-Zell-
Antwort induzieren und eine Fibrose bewirken (SIEBERS et al.,1999).

- Toleranzinduktion: Durch die Transplantation von Inseln wird Fremdgewebe dem
Empfanger ausgesetzt. Um die entstehenden AbstoRungsreaktionen zuriickzudrangen,
wird eine Immunsuppression eingesetzt, die fur die Dauer der Transplantatfunktion
eingenommen werden muf3. Diese hat allerdings, wie jedes Medikament, mehr oder
weniger starke Nebenwirkungen, wie z.B. ein potentiell erhohtes Risiko fir maligne
Erkrankungen und auch diabetogene Wirkungen. Sinnvoll ist es, eine
spenderspezifische Toleranzinduktion zu bewirken. Durch Manipulationen des
Immunsystems an zentralen Stellen, die meistens T-Zell gesteuert waren, konnte ein
verlangertes Transplantatiiberleben erzielt werden, sowohl im Tiermodell als auch in
einigen wenigen klinischen Modellen (LEVISETTI et al., 1997; OKT4A Studie,
1997). Dennoch sind diese Verfahren noch nicht im Stadium der breiten klinischen
Anwendung.

- Xenotransplantation: ~ Angesichts  bestehender und  weiter  zunehmender
Spenderorganknappheit bei weiter steigender Inzidenz des Typ 1 Diabetes wandte man
sich der Xenotransplantation zu. Im Verlauf der letzten Jahre kristallisierte sich

heraus, dal das Schwein ein idealer Spender sein konnte. Es steht in nahezu
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unbegrenztem Umfang zur Verfiigung, ist standardisiert reproduzierbar, weist eine
hohe Gewebskompatibilitidt auf und bietet die Mdglichkeit vor einer Transplantation
immunmodulatorische Vorbehandlungen durchzufiihren (SACHS, 1994). Aber auch
hier sieht man sich vielen Problemen der AbstoRung und Immunogenitat gegeniber.
Es konnte allerdings bereits gezeigt werden, daf} grundsétzlich Schweineinseln,
bedingt durch entsprechende Immunsuppression, im Menschen (berleben kénnen,
wenn auch ein eindeutiger Effekt auf die metabolische Situation der Empfanger nicht
nachweisbar war (GROTH et al., 1994). Die Frage, ob Viren, Prionen oder andere
Krankheitserreger durch eine Transplantation lbertragen werden kdnnen, ist bis heute
noch nicht geklart. In vitro konnte ein Retrovirus von Schweinezellen auf humane
Zellen Ubertragen werden (PATIENCE et al., 1997). Im Gegensatz dazu steht die
Erkenntnis, daB in den mit Schweineinselzellen transplantierten Patienten bis heute
keinerlei Hinweis auf eine Infektion gefunden werden konnte (HENEINE et al., 1998).
- Gentherapie: In den vergangenen Jahren riickte die Maoglichkeit der Gentechnik
wiederholt in den Vordergrund. Zum einen wurde versucht B-Zellenlinien mittels
Gentransfer zur Zellteilung anzuregen (BECKER at al., 1994) oder die 3-Zellen gegen
den Immunangriff zu schitzen, z.B. durch die Bildung von immunmodulatorischen
Zytokinen (EFRAT et al., 1995). Diese Entwicklungsrichtung befindet sich allerdings
noch im Anfangsstadium und wird noch einige Zeit bis zur klinischen Anwendung
bendtigen. In jingster Zeit wird die Nutzung von Stammzellen, embryonal oder adult,
heftigst diskutiert. Neben den ethisch-moralischen Diskussionen, stehen praktische
funktionale Probleme im Vordergrund, wie z.B. die Differenzierung von Stammzellen
in eine Insulin produzierende Zelle (SORIA, 2001). Diese Zellen bilden einen viel
versprechenden Weg in der Therapie des Diabetes mellitus, der allerdings noch ganz

am Anfang steht.

Neben diesen genannten Wegen, wurde intensiv an Verbesserungen und Neuerungen der

bislang durchgefiihrten Inseltransplantationsprotokolle gearbeitet.

1.6.2.1. Inselmasse

Wie bereits erwdéhnt, erscheint es sinnvoll, bei Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 1
nicht das gesamte Organ, sondern nur den defekten Teil — den Inselapparat — zu
transplantieren. Basierend auf historischen und neueren Kalkulationen wurde als
Gesamtmasse der Inseln eines humanen Pankreas ein Anteil von ca. 0.5% bis 4%
berechnet. Wenn man bei den Berechnungen eine standardisierte InselgréRe von 150 pum

zu Grunde legt, 1aRt sich eine Menge von ca. 700.000 Inseln dieser GroRe errechnen
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(WEIR et al., 1990). Bei der Gesamtinselzahl scheint es allerdings Abweichungen bis zur
finffachen Menge zu geben (SAITO et al., 1978).

Zum besseren Vergleich der Isolationsergebnisse wurde die Bezeichnung Inselédquivalente
(IEQ) eingefihrt. Sie bedeutet, dal3 bei der Bestimmung der Inselmasse mittels Aliquots
jede Insel bezuglich ihrer GréRe in Schritten von jeweils 50 pum beurteilt wird. Als
StandardgréRRe gilt eine Insel mit einem Durchmesser von 150 pum. Die Anzahl der Inseln
jeder GroRe wird mit einem definierten Faktor multipliziert. So erhédlt man eine
vergleichbare Zahl der Inselmasse (RICORDI et al., 1990). Dadurch kann die
Transplantatfunktion auch mit der Inselmasse korreliert werden.

Dall die Inselmasse einen entscheidenden EinfluR auf den Transplantationserfolg hat,
erscheint einleuchtend und wird auch als ein Entscheidungskriterium fir eine klinische
Inseltransplantation gefordert (BRETZEL et al., 1994). Als Grundlage fiir eine errechnete
Mindestzahl an Inseln wurden die Beobachtungen nach erfolgter Pankreasteilresektion und
der Entwicklung eines Diabetes mellitus herangezogen. Dabei zeigte sich, dall eine
Pankreasteilresektion von 90% nicht automatisch zur Manifestation eines Diabetes mellitus
fihrt (SUN et al., 1974; CHILD et al., 1969). Andere Autoren beschrieben, daB bei einer
80 bis 95%-igen Pankreatektomie 72% der Patienten einen Diabetes mellitus
manifestierten, wo hingegen bei einer Resektion von weniger als 80% nur 32% erkrankten
(FREY et al, 1997). Das Risiko, eine gestorte Glukosetoleranz nach erfolgter
Lebendspende zu haben, wird in einer Untersuchung mit bis zu 15 % angegeben
(GRUESSNER et al., 1997) und zusatzlich erwiesen sich die Nichternseruminsulin- und
C-Peptidkonzentrationen vermindert (KENDALL et al., 1990). Die
Insulinsekretionsreserve des Pankreas ist nach einer Lebendspende eindeutig verringert
(SEAQUIST et al., 1992).

Somit wére, laut den Berechnungen, ein Minimum von 10% des urspriinglichen Gewebes
erforderlich, um die vorliegende Hyperglykamie zu beheben.

Die Mindestgrenzen, die bislang definiert wurden, haben sich im Verlauf der letzten 10
Jahre mehrfach gedndert und wurden bezlglich der Menge nach oben korrigiert. Als
Grundlage stehen allerdings nur die Erfahrungen aus bislang durchgefihrten klinischen
Transplantationsserien zur Verfligung. Diese existieren sowohl im Bereich der humanen
Allotransplantation als auch aus der humanen Autotransplantation. Bei letzterer zeigte sich,
dal} Patienten, die mehr als 2500 IEQ/kg Korpergewicht (KG), entsprechend 175.000 IEQ
fir einen 70 kg Patienten, erhalten hatten, eine hohere Insulinunabhéngigkeitsrate erzielten
als Patienten die weniger als 2500 IEQ/kg KG erhielten (KANDASWAMY et al., 2000).
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In einer anderen Untersuchung wird eine Mindestmenge von im Mittel 265.000 Inseln
genannt (110.000 bis 412.000 Inseln). Dabei erlangten fiinf von finf untersuchten
Patienten dieser Transplantationsserie eine Insulinunabhdngigkeit mit wesentlich
verbesserten  metabolischen  Parametern  (Nuchternblutzucker,  HbA;,,  oraler
Glukosetoleranztest). Leider sind diese Inselmengen nur indirekt mit der ersten genannten
Untersuchung zu vergleichen, da nur die Inselzahl und nicht IEQ angegeben wurde
(PYDROWSKI et al.,, 1992). Diese Ergebnisse sind insofern interessant, da keine
Alloimmunitat und auch keine Autoimmunitdt vorlag und auch keine diabetogene
Immunsuppression gegeben wurde. Bei der Allotransplantation findet man differente
Angaben von Mindestmengen. LUZI et al. beschreiben eine Transplantatfunktion bei acht
Patienten gemessen am C-Peptid bei Transplantation von 722.853 Inseln im Mittel. Bei der
Verwendung von im Mittel nur 640.717 Inseln bei sieben weiteren Patienten zeigte sich
keine Transplantatfunktion gemessen am C-Peptid (LUZI et al., 1996). Eine weitere
Publikation berichtet Gber acht Patienten. Alle zeigten eine Langzeittransplantatfunktion
gemessen am C-Peptid. Zwei dieser Patienten erlangten eine Insulinunabhangigkeit fur 36
bzw. 38 Tage. Es wurden Verbesserungen beziglich der o0.g. metabolischen Parameter
gesehen. In dieser Transplantatserie wurden ein Minimum von 15.000 IEQ/kg KG
transplantiert. Die bendtigte Transplantatmenge wurde aus einem und bis zu funf einzelnen
Pankreata isoliert (ALEJANDRO et al., 1997). 2000 gelang es der Gruppe in Edmonton
um SHAPIRO eine hohere Quote der Insulinunabhéngigkeit nach einer
Inseltransplantation zu erzielen. Hierbei wurde ein Minimum von 11.000 IEQ/kg KG
veranschlagt. Dadurch und durch weitere Modifikation des Transplantationsprotokolls
konnten sieben von sieben transplantierten Patienten langfristig (im Durchschnitt ca. 12
Monate) insulinunabhdngig werden. Die gewiinschte Menge an isolierten Inseln konnte aus
jeweils zwei und fur einen Patienten aus drei Spenderpankreata isoliert werden (SHAPIRO
et al., 2000). Diese Transplantationsserie wurde mittlerweile erfolgreich weitergefiihrt
(RYAN et al., 2001). Die Studien von Alejandro und Shapiro weisen entscheidende
Unterschiede auf. Obwohl Alejandro eine groRere Inselmasse verwendete, erlangte die
Gruppe um Shapiro die besseren Ergebnisse. Eine mdogliche Ursache konnten die
unterschiedlichen  Empféngerkriterien und unterschiedlichen  immunsuppressiven
Protokollen. Shapiro transplantierte nur Patienten ohne gravierende Spatschaden und er
verwendete eine Immunsuppression mit geringeren diabetogenen Nebenwirkungen. Auf

die Verwendung von Steroiden verzichtete diese Gruppe.
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Kirzlich berichtete allerdings die Gruppe um BERTUZZI von einer Rate von 66%
Insulinunabhéngigkeit bei 15 Patienten, die bei funf dieser Patienten langer als ein Jahr
anhielt. Alle Patienten hatten zuvor eine Nierentransplantation auf Grund einer terminalen
Niereninsuffizienz erhalten und waren somit Patienten mit einer gravierenden
Spéatkomplikation. Bei acht der zehn insulinunabhdngigen Patienten wurden zwei
Préparationen pro Patient transplantiert. Zwei der zehn Patienten erhielten nur eine
Préparation. Aus ihren Ergebnissen folgern die Autoren, dal® es durchaus mdglich ist, auch
diese Gruppe von Patienten erfolgreich zu transplantieren. Auch die Verwendung von
weniger als 8000 IEQ/kg KG erscheint ihnen sinnvoll. Dennoch vermuten sie, dal? bei den
Patienten, die nur eine Transplantatfunktion ohne Insulinunabhangigkeit zeigten, eine
Erhohung der Inselmasse durch eine weitere Transplantation eine hdéhere
Wahrscheinlichkeit fur eine Insulinunabhéngigkeit bedeuten kdnnte. Die Ergebnisse flihren
die Autoren auf die Kultur in Medium TCM199 fir einen Tag und auf das geé&nderte
Transplantationsmanagement zurlick. Bezliglich der Inselmasse zogen sie nur, wie bereits
erwéhnt, einen indirekten Bezug zur Insulinunabhéngigkeit (BERTUZZI et al., 2002).

Aus diesen Berichten erscheint die Mindestinselmasse von 11.000 IEQ/kg KG, verbunden
mit weiteren Neuerungen, auf die im weiteren Verlauf eingegangen werden wird, fur das
Erzielen einer Insulinunabhéngigkeit, welche zu einem hohen Prozentsatz auch noch nach
einem Jahr besteht soll, eine Grundvoraussetzung zu sein.

Betrachtet man die Isolationsergebnisse einzelner Zentren, so liegen die Ergebnisse bei bis
zu 500.000 IEQ pro Pankreas. In Einzelféllen liegen die Werte auch bei uber 1 Million
IEQ (Ergebnisse der Datenbank humane Isolation, Giel3en). Somit ergibt sich, dal eine
erfolgreiche Inseltransplantation in der weitaus Uberwiegenden Zahl der Falle die Isolation
von mindestens zwei Organen oder mehr bedeutet. Dies stellt im Hinblick auf die seit
langem bestehende, grofle Organknappheit ein groRBes Problem dar. Zusétzlich stellt sich
die Problematik dar, daf3 nicht aus jedem Organ, welches der Inselisolation zur Verfligung
steht, eine erfolgreiche Isolation hervorgeht. Genaue Zahlen wurden nicht publiziert. Wenn
man sich ersatzweise Zahlen der Organspende und Organtransplantationen bedienen
mdochte, steht man dem Problem gegenuber, dal die Zahlen der Inseltransplantation unter
der Rubrik der Pankreastransplantation subsumiert ist. Somit ist eine exakte Aussage

schwer mdoglich.

Ausgehend von der Tatsache des hohen Organbedarfs zum Erreichen der

Insulinunabhéngigkeit eines Patienten, wird das anzustrebende Ziel, eine erfolgreiche
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Inseltransplantation mit Erreichen einer langfristig anhaltenden Insulinunabhangigkeit mit

der Konstellation ein Spender — ein Empféanger sein.

1.6.2.2. Ansatze fur ein verbessertes Transplantationsergebnis
Wenn man sich die Frage stellt, welche Ansatzpunkte es zu diesem Ziel gibt, findet man

eine ganze Reihe von Punkten. Nachfolgend soll eine kleine Auswahl angesprochen
werden:

- Verbesserung der Organspende und der Organbehandlung

- Inselisolationsvorgang

- Immunsuppression und Gabe von eventuell protektiven Substanzen

- Vorbehandlung der isolierten Inseln

Hinsichtlich der Organspende, ihrer Kriterien und der Organbehandlung wurde in den
vergangenen Jahren eine Reihe von Verbesserungen eingefihrt. EinfluR auf den
Transplantationserfolg nehmen mehrere Faktoren. So z.B. die Art des Hirntodes
(PRATSCHKE et al., 1999), das Alter (> 20 Lebensjahre) und Body Mass Index (BMI >
21) des Spenders, eine intakte Organkapsel, Verwendung von ,,University of Wisconsin®
(UW) Losung zur Perfusion des Organ (Mindestvolumen > 3 Liter) (BRANDHORST et
al., 1994), die warme (< 20 Min.) und kalte (< 6 h) Ischamiezeit (KETCHUM et al., 1994,
LAKEY et al., 1995). Um Organe, die aus organisatorischen Griinden eine absehbar
langere Ischdmiezeit erzielen wirden, dennoch verwenden zu kénnen bzw. die durch die
vorhandene Kkalte Ischdmiezeit auftretenden Sché&den reversibel zu machen, wurde das
Konzept der sogenannten ,, Two layer method“ auf die Inselisolation adaptiert. Hierbei wird
das Organ in zwei Lagen, UW-Lo6sung und Perfluorkohlenwasserstoff, gelagert. Dadurch

soll eine verbesserte Inselausbeute resultieren ( KURODA et al., 1993).

Die Inselisolation basiert nach wie vor auf der 1988 eingefuhrten (semi-) automatisierten
Methode durch RICORDI et al., 1988. Diese wurde bislang im allgemeinen wie dort
beschrieben beibehalten. Verdnderungen wurden hinsichtlich der Distension des Organ
eingebracht. Durch die Gruppe in Edmonton wurde eine Methode der druckkontrollierten
Perfusion des Organs entwickelt (LAKEY et al., 1999). Des weiteren werden keine
endotoxin-haltigen ~ Substanzen  verwendet, da  dadurch  ein  schlechteres
Transplantationsergebnis erzielt wird (ECKHARDT et al., 1996). Endotoxin-haltige
Kollagenase aktiviert Zytokine wie z.B. IL-1p (JAHR et al., 1999), TNF-a, IL-6, und NO
(VARGAS et al., 1995) und humanes Komplement (JAHR et al., 1995). Unter anderem

wird in den meisten Zentren mittlerweile das Enzym ,,Liberase* zur Isolation verwendet,
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welches nur geringe Endotoxin enthalt. Im Bereich der Reinigung sind in den letzten 10
Jahren kaum Verdnderungen etabliert worden. Der Standard ist nach wie vor die
Verwendung eines kontinuierlichen Gradienten (ROBERTSON et al., 1993) und des
Zellseparator 2991 von COBE (LAKE et al., 1989). Allerdings kommen unterschiedliche
Reagenzien zum Einsatz, ohne dall eine Kombination einen entscheidenden Vorteil
gegenlber einer anderen hinsichtlich der Inselausbeute, der Viabilitat und der Reinheit
bietet.

Viele Entwicklungen gab es auf dem Gebiet der Immunsuppression und eventuell Insel-
protektiver Substanzen. Dies war auf Grund der vorhandenen [-Zell-toxischen Potenz
vieler verwendetet Immunsuppressiva dringend notwendig. So wirken sowohl
Kortikosteroide, Cyclosporin A als auch Tacrolimus diabetogen (WEIR et al., 1999) und
beeinflussen unter anderem die Insulinsynthese und Insulinsekretion. Zusatzlich besteht
eine potentiell erhdhte Gefahr fir Infektionen und maligne Erkrankungen (GAYA et al.,
1995; LONDON et al., 1995). Andere Immunsuppressiva zeigen geringere
Nebenwirkungen. Einen potenten klinischen, immunsuppressiven Effekt zeigen 15-
Deoxyspergualin (GORES et al., 1993) ohne B-Zell toxische Nebenwirkung (XENOS et
al., 1993) und Mycophenolate Mofetil, welches keinen diabetogenen Effekt zeigt (PLATZ
et al., 1991). Rapamycin, das bereits erfolgreich klinisch im Rahmen der
Transplantationsserie der Gruppe in Edmonton verwendet wurde, zeigte nur in hohen
Dosierungen eine diabetogene Wirkung (MORRIS, 1992). Eine Kombination mit
Tacrolimus ergab synergistische Effekte (MCALISTER et al., 2000). Dies wird unterstitzt
durch die guten Ergebnisse der Arbeitsgruppe in Edmonton. Leflunomide zeigte in
Tierexperimenten eine adaquate, immunsuppressive Wirkung und keine Insel-toxischen
Effekte (GUO et al., 1997). Ebenfalls im Tiermodell konnte erfolgreich gezeigt werden,
daB Pravastatin, ein HMG-CoA Reduktasehemmer, welcher in der klinischen Routine zur
Behandlung von Fettstoffwechselstérungen eingesetzt wird, einen positiven Effekt auf die
allogene Rejektion, in Verbindung mit niedrig dosiertem Cyclosporin, besitzt (ARITA et
al.,, 1998). Dennoch besitzen alle genannten Immunsuppressiva viele andere
Nebenwirkungen, auf die hier nicht im Einzelnen eingegangen werden kann, so daR die
Situation zwar verbessert wurde, aber noch weit von einer befriedigenden Ldsung entfernt

ist.

Unter dem Gesichtspunkt der Immunogenitdtsminderung ist ein wesentlich und
entscheidender Vorteil der Kultur die Moglichkeit, wahrend der Kulturperiode eine

Vorbehandlung der Inseln zur Verringerung der Immunogenitat durchzufiihren. Diese
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Ansdtze haben eine Verldngerung des Transplantatiberlebens zum Ziel. Bei
tierexperimentellen Untersuchungen zu dieser Frage wird immer ein Uberschu an
Inselmasse  transplantiert, um einen  Transplantatverlust auf Grund friher
inflammatorischer Prozesse ausgleichen zu kénnen. Zur Immunmodulation von Inseln sind
mittlerweile eine groRe Zahl von Untersuchungen durchgefiihrt worden. Als praktische
Vorteile einer vor der Transplantation erfolgenden Inselkultur ergeben sich fir das
Klinische Procedere, daf man ausreichend Zeit erhdlt, den Patienten auf die
Transplantation vorzubereiten. So &t sich ein sicheres und effektives Peri-
Transplantationsmanagement aufrecht erhalten.

Bei der Vorbehandlung der isolierten Insel vor Transplantation gibt es mehrere Ansatze.
JAMES beschrieb fur eine Gammabestrahlung der Inseln mit 2.5 Gy im Nagetiermodell
einen Langzeittransplantationserfolg in Verbindung mit niedrig dosiertem Cyclosporin A.
Als Grund wird ein Verlust MHC Klasse Il tragender Zellen des Spenders vermutet
(JAMES et al., 1989). Ein weiterer Ansatz ist die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht.
HARDY zeigte im allogenen und auch xenogenen Tiermodell eine Verldngerung des
Transplantatiiberlebens durch eine UV-Bestrahlung mit 1000 J/m? (HARDY et al., 1984).
Eine verminderte Immunogenitat humaner Inseln konnte durch eine UV-Bestrahlung von
300-700 J/m? erzielt werden (BENHAMOU et al., 1994). Ein weiterer Ansatz zur
Verminderung der Immunogenitét ist die Vorbehandlung mit monoklonalen Antikérpern.
Diese versuchen spezifisch an Rezeptoren der Insel zu binden und vor allem die T-Zell
Antwort zu verringern oder sogar zu unterbinden. Bislang sind eine Vielzahl von
Antikdrper mit unterschiedlichen Erfolgen vor allem im Tiermodell (Antikdrper gegen
MHC Klasse | bzw. Il, ICAM-1/lymphozyte functional antigen, CTLA4lg, CD154, etc.)
getestet worden.

Es wurden die Kulturbedingungen veréndert, um einen Effekt auf die Immunogenitat zu
sehen. LACY et al. kultivierten Inseln im xenogenen Tiermodell bei 95% Sauerstoff mit
5% CO,. Dadurch wurde eine Verldngerung des Transplantattberlebens erzielt (LACY et
al., 1982). Durch die Kultur bei 37°C fiir 7 Tage zeigte KNETEMAN ebenfalls eine
Transplantatverlangerung im Tiermodell. Ursachlich dafur sei eine Verringerung der MHC
Klasse | und 1l Expression (KNETEMAN et al., 1991). Auch fir eine
Niedrigtemperaturkultur bei 24°C wurde eine Transplantatverlangerung gesehen, sowohl
fir Nagetierinseln (LACY et al., 1979) als auch fiir humane Inseln (FALQUI et al., 1991).
Allerdings war in beiden Féllen eine passagere Immunsuppression mit

Antilymphozytenserum (ALS) notwendig. Sozusagen als Nebeneffekt der Kultur ist eine
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wesentlich hohere Reinheit der Inselpraparation beschrieben. Es zeigte sich, dal’ der Anteil
an exokrinem Gewebe, Endothelzellen und duktalem Gewebe nach Kultur verringert war
(LACY et al., 1979, Yasunami et al., 1983, Faustmann et al., 1981). In den genannten
Untersuchungen wurde hauptsachlich RPMI 1640 oder CMRL 1066 verwendet. In einer
vergleichenden Studie unterschiedlicher, kommerzieller Medien zeigte sich CMRL 1066
fur die humane Insel im Hinblick auf Insulingehalt, Inseliberleben, Viabilitit und
Transplantationserfolg als das am besten geeignete Medium. Wie bereits erwahnt, spielt
auch die Kulturtemperatur eine Rolle. Dabei unterscheidet man hauptséchlich 37°C von
der Niedrigtemperatur 22°C bzw. 24 °C. Der aktuelle klinische Standard in GieRen sieht
eine Kultur bei 22°C in CMRL 1066 vor.

In der Klinischen Anwendung waren bislang T-Lymphozyten Antikorper, wie z.B. ALS,
Antithymozytenserum oder OKT3. Keine der erwéhnten Substanzen ist aktuell in der
klinischen, humanen Inseltransplantation anwendbar oder zeigte einen entscheidenden
Vorteil gegentiber anderen Substanzen.

Aus Klinischer Sicht stellt sich prinzipiell die Frage, ob eine Kultur der Inseln sinnvoll ist
und welchen Vorteil es bringt. Als Nachteil steht vor allem die Gefahr einer Kontamination
mit Bakterien oder Pilzen im VVordergrund, die parallel zur L&nge der Kulturdauer ansteigt.
Diese Risiken konnen durch Befolgen grundlegender Arbeitsvorschriften und Verwenden
von sterilen Arbeitsmaterialien minimiert werden. Allerdings gibt es zu dieser Problematik
und deren klinische Auswirkungen nur vereinzelte Berichte. SCHARP beschrieb, daf3 die
groRte Kontaminationsgefahr von der Transportfliissigkeit des humanen Pankreas ausgeht.
Im Bereich des Isolationsvorganges erwies sich der Dichtegradient als groRte potentielle
Kontaminationsquelle (SCHARP et al., 1992). Diese Probleme wurden bislang in der

humanen Inselisolation am Zentrum in GiefRen nicht beobachtet.

Eine andere Zielstellung wird in Versuchsmodellen verfolgt, die eine primare Funktion
zum Ziel haben und die frihen Vorgange des Transplantatverlustes untersuchen. Dabei
spielt das sogenannte Modell der "marginalen Inselmasse” eine groRe Rolle. Dies bedeutet,
dal? die Inselmasse minimiert wird, um jeglichen Effekt, der durch Zellverluste entsteht,
erkennen zu kénnen und nicht durch ausreichend vorhandenes Zellmaterial zu Gberdecken.
Es wurde zum einen durch Zugabe von Substanzen versucht dieses Ziel zu erreichen, wie
z.B. durch die Inkubation mit Probucol (ECKHARDT, Inaug. Diss. 2002) oder mit
unterschiedlichen Vitaminen (WINTER et al., 2002).

Bei manchen Fragestellungen ist es allerdings sinnvoll, bei Uberschneidungen beide

Madglichkeiten der Vorbehandlung zu betrachten und eventuell zu kombinieren. Dies
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erscheint auch unter dem Gesichtspunkt sinnvoll, daB eine friihe inflammatorische Antwort
die akute, T-Zell vermittelte Rejektion beeinflult (HALLORAN et al., 1997, siehe
Diskussion).

In der vorliegenden Arbeit soll basierend auf diesen Erkenntnissen der Frage
nachgegangen werden, welchen Effekt die Kultur in TCM199 + 5% FCS (Fetal Calf
Serum), welches als Standardmedium in unserem experimentellen Labor Anwendung
findet, auf den Transplantationserfolg und das friihe Transplantatiiberleben hat. Verbunden
damit ist der EinfluR der Kulturtemperatur. Die unterschiedlichen Medien und ihre

Bestandteile werden im weiteren Verlauf besprochen werden.
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1.7. Ziele der Arbeit

Im Einzelnen wurden folgende Ziele mit der vorliegenden Arbeit verfolgt:

1. Nach wie vor bedient man sich des allogenen Rattenmodells, um unterschiedliche
Vorgehensweisen zur Verhinderung der Transplantatabstoung zu untersuchen. Zur
Vereinfachung des Modells kann man direkt nach der Isolation, sozusagen frisch
isolierte, Inseln transplantieren. Die Frage ist, ob ein Unterschied zwischen der
Transplantation von frischen Inseln gegentiber 1 Tag kultivierten Inseln bei 37°C in
TCM199 + 5% FCS besteht?

2. Konsekutiv stellt sich die Frage, ob Ratteninseln in vitro eine unterschiedliche
Empfindlichkeit gegenuber Radikalen wie Stickstoffmonoxid und Superoxid in vitro

aufweisen, wenn man frische gegen einen Tag kultivierte Inseln vergleicht?

3. Im Hinblick auf die klinische Situation soll der Frage nachgegangen werden, welche
Rolle der Kultur bei 37°C gegeniiber 22°C in TCM199 + 5% FCS bezuglich des
frihen Transplantattiberlebens im konkordant xenogenen Modell der Ratte als Spender
zukommt. Die Transplantation erfolgte unter die Nierenkapsel im diabetischen

Mausemodell.

4. Es galt zu untersuchen, ob eine Kultur der Inseln bei 22°C oder 37°C in TCM199 +
5% FCS einen entscheidenden Vorteil beziiglich des frihen Transplantatiiberlebens
gegenuber einer Kultur bei 22°C in CMRL 1066 erbringt.
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2. Material und Methoden

2.1. In vitro Qualitats- und Funktionstests fur isolierte Inseln

2.1.1. Vitalitatstests

Neben der Menge der Inseln ist es vor einer Transplantation entscheidend, eine Aussage
uber deren Vitalitdt machen zu kénnen. Hierzu kann man eine Farbung mit Trypanblau
anwenden.

2.1.1.1 Trypanblautest

Trypanblau ist ein Farbstoff, der Membranen lytisch geschéadigter Zellen leicht durchdringt
und sich in den Zellen anreichert. Gefarbte Zellen erscheinen unter dem Mikroskop
intensiv dunkelblau. Intakte Zellen farben sich dagegen nicht an. In FCS-haltigen Medien

ist Trypanblau selbst nicht zytotoxisch.

20-30 Inseln wurden mit 50 ul TCM-199 + 5% FCS aus der Petrischale in eine 96-Loch
Platte Gberfuhrt, mit 10 ul Trypanblau vermischt und 10 Minuten vorsichtig geschiittelt.
Nach anschlielender Sedimentation der Inseln und zweimaligem Waschen mit 200 pl
TCM-199 + 5% FCS wurden die Inseln mit dem Lichtmikroskop betrachtet. Der Anteil
blau geférbter, beschéadigter Zellen wurde im Verhdltnis zu nicht angefarbten Zellen

dokumentiert und der Prozentsatz an vitalen Zellen errechnet.

Schuttelgerat fur Platten, Titertek Flow Laboratories

Lichtmikroskop Zeiss, Oberkochen

96-well Rundbodenplatte Falcon, Le Pont de Claix

Pipetten 10 ul, 50 pl Gilson, Frankreich
Reagenzien:

TCM199 + 5% FCS s.2.2.1.

Trypanblau 0,4% in 0.9%-iger Kochsalzlosung Merck, Darmstadt

2.1.1.2. Reinheit einer Inselpraparation

Nach dem Isolationsprozel? muf? man Uberprifen, wie grof3 der Anteil an exokrinem
Gewebe innerhalb der Gewebefraktion ist. Dies geschieht mittels einer aliquotierten Probe,
die aus der Inselsuspension genommen wird. Sie wird unter einem Lichtmikroskop
betrachtet und der Anteil des endokrinem Gewebes an der Gesamtmenge beurteilt und in
Prozentzahlen ausgedrickt. Endokrines Gewebe erscheint im Lichtmikroskop matt gold
leuchtend, leicht transparent und Inseln sehen meistens abgerundet aus, teilweise
erscheinen sie als kreisrunde Gebilde. Exokrines Gewebe erscheint dunkel, braun, nicht

transparent und wirkt inhomogen.
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2.1.2. In vitro Testung der Empfindlichkeit von Ratteninseln gegentiber
Stickstoffmonoxid (NO) produzierendem Natriumnitroprussid und Superoxid
(XO) produzierender Xanthin/Hypoxanthinoxidase

Isolierte Inseln weisen eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten

Noxen auf (siehe Diskussion). In den durchgefiihrten in vitro Tests wurden sowohl

Ratteninseln als auch humane Inseln getestet.

Material
96 Lochplatte Flachboden Falcon, Frankreich
Pipetten, 10, 100, 1000 | Gibco, Frankreich
Pipettenspitzen, steril Greiner, Frickenhausen
Brutschrank Heraeus, Hanau
Reagenzien
Natriumnitroprussid (NNP) Sigma, St. Louis
Hypoxanthin Sigma, St. Louis
Hypoxanthinoxidase, 20 U/ml Bohringer, Mannheim
Trypanblau Merck, Darmstadt
TCM199 + 5% FCS siehe 2.2.1

Stammlésung

Natriumnitroprussid: 18 mI NNP in 5 ml TCM199 + 5% FCS I6sen. Dies ergibt eine Ldsung
von 12 mmol/l. Die Herstellung der Stamml@sung erfolgt unmittelbar vor der Verwendung,
da sich Natrium-Nitroprussid in Lésung relativ schnell spontan zersetzt.

Hypoxanthinlésung: 2.04 mg Hypoxanthin in 50 ml TCM199 + 5% FCS lésen. Diese
Losung (3 mmol/l) kann fir mehrere Wochen ohne Aktivitédtsverlust bei 4 °C aufbewahrt
werden.

Hypoxanthinoxidase Stammldsung (tdglich frisch hergestellt): 20 uL Hypoxanthinoxidase in
3.3 ml TCM199 + 5% FCS entsprechen 120 mU/ml. Durch Zugabe von TCM199 + 5% FCS
in gewinschte Konzentrationen bringen.

Durchfiihrung:
Es wurden pro Test jeweils 15 parallel verlaufende Inkubationen durchgefihrt. Pro

Inkubationsvertiefung (,,Well*) einer 96-Lochplatte wurden je 15 Inseln zusammen mit
100 ul TCM199 + 5% FCS eingefullt. Bei den Kontrollinkubationen wurden weitere 50 pl
TCM199 + 5% FCS zugesetzt. Zur Bestimmung der Sensitivitat der Inseln gegenuber NO-
vermittelter Zellschadigung erfolgte der Zusatz von 50 ul entsprechend vorverdiinnter
NNP-Losung (Verdinnung in TCM199 + 5% FCS), so dal die in Abbildung 1
angegebenen Endkonzentrationen erreicht wurden. Zur Bestimmung der Sensitivitat der
Inseln gegeniliber XO-vermittelter Zellschddigung wurden anstelle der NNP-Ldsung zuerst
25 ul der unverdinnten Hypoxanthinlésung (Endkonzentration im Test damit 0.5 mmol/I)
und dann 25 pl entsprechend vorverdinnter Xanthinoxidaselésung (so daf} die in
Abbildung 2 angegebenen Endkonzentrationen erreicht wurden) zu jedem Well

hinzugefligt. Nach 20-stindiger Inkubation bei 37°C wurde dann jeweils 100 pl des



Material und Methoden 25

Kulturiiberstandes aus den Wells entfernt und die Inseln wurden mit 10 pl Trypanblau
inkubiert. Nach zwei Waschschritten erfolgte fir jede einzelne Insel eines gegebenen
Wells eine mikroskopische Abschatzung des Anteils vitaler (nicht blau gefarbter) Zellen;

davon ausgehend wurde ein Mittelwert fiir die Inseln jedes Wells gebildet.

2.1.3. Inselfunktionstest
Aufgrund der vielféltigen Stressituationen wahrend des Isolationsprozesses in der humanen

Inselisolation muf3 man vor Transplantation die Funktionsfahigkeit einer Inseln bestimmen,

um das Transplantationsergebnis korrelieren zu kénnen.

2.1.3.1. Statische Glukosestimulation
Mittlerweile in der humanen Inselisolation standardisiert eingesetzt sind die statischen
Stimulationstests mit Glukose. Hierbei wird mit einer speziellen Glukosel6sung stimuliert

und die Insulinsekretion gemessen.

Material:
Wasserbad Kottermann
Rohrchen 3,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
Pipetten, 10, 100, 1000 | Gibco, Frankreich
Pipettenspitzen, steril Greiner, Frickenhausen

IRI-Puffer (Puffer zur Bestimmung von immunreaktivem Insulin)

1l Aqua dest + 7,12 g Na,HPO*2 H,0 + 6 g NaCl +3 g RSA (Rinderserumalbumin; Merck,
Darmstadt)

Stimulationslésungen

Ausgangsmaterial fur die verwendeten Stimulationsldsungen ist eine spezielle glukosefreie
TCM199-Charge. Es werden Stimulationslésungen mit 0,1% RSA und 30 mg/dl und 300
mg/dl Glukose hergestellt.

Stammldsungen:

Glukose-0: 500 ml TCM-199 (FZ 0665, w/o Glukose, w/o Carbonate, Biochrom H069) +
100 pl konz. HCI + 5 ml Penicillin/Streptomycin (Bio Whittaker, Verviers)
Glukose-300: Wie Glucose-0, aber mit 7,5 ml 20%iger Glukoselosung/500 ml.

RSA-300: 0,5 g Rinderserumalbumin, geldst in 50 ml Glukose-300, dann steril filtrieren.

Gebrauchslésungen:

TCM199/30: 45 ml Glukose-30 + 5 ml RSA-300.
TCM199/300: 45 ml Glukose-300 + 5 ml RSA-300.

Insulinsekretion

Die isolierten humanen Inseln werden gewaschen und in eine Petrischale mit TCM-199/30
mg/dl Glukose Uberfiihrt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C, wird das in diesem
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Zeitraum sezernierte Insulin durch erneutes Uberfiihren in frisches TCM-199/30 mg/dl
Glukose entfernt. Dieser Vorinkubationsschritt fiihrt zu einer erheblichen Senkung der aus
einer Mischung von passiver Insulinfreisetzung (aus geschédigten Zellen) und basaler

Insulinsekretion bei 30 mg/dl resultierenden Basalrate.

Unter dem Stereomikroskop werden je 5 Inseln des Durchmessers 150 pum in 10 pl
Medium mit einer geeigneten Eppendorf-Pipette in Plastikreagenzrohrchen uberfuhrt.
Jeweils 5 der Rohrchen enthalten 0,5 ml TCM-199/30mg/dl Glukose, 5 Réhrchen 0,5 ml
TCM-199/300 mg/dl Glukose. Sie werden tber 90 Minuten bei 37°C im Wasserbad — bei
leichtem Schitteln - inkubiert. Zur Gewinnung von “Leerwerten” flr die
Insulinbestimmung werden parallel jeweils zwei R6hrchen nur mit Medium ohne Insulin

inkubiert.

Aus jedem Ansatz werden 100 pl Uberstand in 1 ml IRI-Puffer tiberfiihrt und geschttelt.
25 pl davon (Ratte) bzw. 50 ul (Mensch) werden im jeweiligen Enzymimmunessay (EIA)

verwendet (siehe unten).

Insulingehalt
Die Inseln und das verbliebene Medium werden mittels eines Ultraschallhomogenisators

beschallt, mit IRI Puffer verdinnt und der Insulingehalt der Suspension ebenfalls mit dem
EIA festgestellt.

Material:
Ultraschallhomogenisator Labsonic
Pipetten, 10, 100, 1000 | Gibco, Frankreich
Pipettenspitzen, steril Greiner, Frickenhausen

Insulinbestimmung:
Material:

Insulin Enzymimmunessay (EIA) fur humanes Insulin -~ DRG, Marburg
Agua dest, pyrogenfrei Pharmacia Upjohn

Durchfiihrung:
Die Insulinbestimmung mittels eines EIA ist heute ein Standardverfahren. Das Prinzip

basiert auf einer Bindung markierter Antikorper, welche (iber eine enzymatische Reaktion
eine Farbreaktion auslésen, die man photometrisch bestimmen kann.

Die Durchfiihrung erfolgte strikt nach den Bestimmungen des Herstellers. Ebenso wurden,
abgesehen von Aqua destillata, nur Reagenzien, welche dem Test-Kit beiliegen,
verwendet. Beim Humaninsulin-EIA besteht laut den Angaben des Herstellers besteht

keine Kreuzreaktivitdt zu Ratten- oder Méause-Insulin. Die vollstandige Abwesenheit einer
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Reaktion auf Ratten- und Mauseinsulin und Proinsulin wurde durch das Nichtansprechen
auf Extrakte von Pankreasextrakten oder Inselhomogenate dieser Spezies von uns
uberprift. Damit ist im Unterschied zu den ebenfalls getesteten Radio- oder
Enzymimmunoassays anderer Hersteller der von uns verwendete Enzymimmunassay
geeignet, humanes Insulin selektiv in Mauseplasma oder Serum nachzuweisen. Nach
photometrischer Bestimmung der Extinktionswerte wurde anhand der Eichkurve der
Insulingehalt in pU/ml errechnet. Zur Bestimmung Insulinsekretion pro Inseldquivalent

wird der gemessene Insulingehalt mit dem Verdinnungsfaktor multilpliziert.

2.1.3.2. Bestimmung des Insulingehaltes im Transplantat-tragenden Organ

Die transplantierten Tiere werden mittels Athernarkose betaubt. Mittels derselben Technik
wie sie zur Transplantation angewandt wird, wird die das Transplantat-tragende Niere
entnommen (siehe 2.3.3.). Der Teil der Niere, welcher das Transplantat tragt, wird
ausgeschnitten und in ein Gewebekulturréhrchen Gberfihrt. Die Nieren wurden in Saure-
Alkohol nach Ziegler (ZIEGLER et al., 1985) homogenisiert und extrahiert. Aus Aliquots
der Extrakte wurde nach einer Verdinnung von mindestens 1:20 mit IRI-Puffer der
Insulingehalt mittels EIA bestimmt. Der entsprechende Ratteninsulin-EIA wurde ebenso
nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt (siehe auch Abschnitt 2.1.3.1.).

2.2. Inselgewinnung und Kultur

0 Ratteninseln
o Humane Inseln

2.2.1. Medium TCM199 + 5% FCS

TCM-199, w/o Carbonate, w/o Hepes,

mit L-Glutamine, 10fach Gibco, Paisley, Scotland
Aqua dest, pyrogenfrei Pharmacia Upjohn
Hepes-Puffer, 1M, Biochrom, Berlin
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamine, 200 mM, Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
NaOH, 10 M Serva, Heidelberg

FCS, Charge 30 L, endotoxinarm Biochrom, Berlin

Als Grundlage des Kulturmediums wurde das kommerzielle, allgemein verbreitete
Medium TCM-199 mit Zusatz von 5% komplementinaktiviertem, fetalem Kélberserum
(FCS) mit niedrigem Endotoxingehalt verwendet (TCM-199 + 5% FCS). Zum Erreichen

einer pH-Stabilitat verwendeten wir Hepes-Puffer. Dem Medium wurde kein Karbonat
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zugesetzt. Dies ermdglicht die Verwendung unter normalen atmospharischen Bedingungen
ohne Veranderung des pH Wertes. Prophylaktisch erfolgte eine antibiotische Abdeckung.
Das Medium enthielt folgende Endkonzentrationen: TCM-199, 5% FCS, 2 mmol/l N-
Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 20 mmol/l Hepes (pH=7,4), 100 IU/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin.

Das komplette Kulturmedium war im Test mit dem entsprechenden Immunoassay Kit

(Roche, Mannheim) frei von Mycoplasmen.

2.2.2. Medium CMRL 1066

CMRL 1066 Gibco, Paisley, Scotland
DTT- Gebrauchsldsung siehe unten
Hepes-Puffer, 1M, Biochrom, Berlin
Glycyl-L-Glutamin, 200 mM, Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
Ciprobay Bayer Vital, Leverkusen
Hydrocortison 1 mg Pharmacia, Erlangen
Na-Pyruvat Serva, Heidelberg

FCS, Charge 30 L, endotoxinarm Biochrom, Berlin

Weitere Substanzen zum Herstellen der Gebrauchslésungen:

Athanol 80 %, unvergallt Klinikumsapotheke
CMRL 1066 Gibco, Paisley, Scotland

Herstellen der Gebrauchsldsungen:

Dithiothreitol Sigma, Deisenhofen

Dithiothreitol (DTT): 77 mg Pulver werden in 100 ml original CMRL 1066 geltst. Davon
werden 5 ml auf 500 ml CMRL Gesamtlésung verwendet.
Natrium Pyruvat (1mM): 110 mg werden in 10 ml original CMRL 1066 geldst. Davon
werden 5.5 ml auf 500 ml CMRL 1066 Gesamtldsung verwendet.
Hydrocortison: Als lipophile Substanz wird es in 1 ml vergélltem 80% -igen Alkohol gel6st
und mit 5 ml CMRL 1066 vermischt. Dies wird 2-fach durchgefuhrt und es werden 10 ml
auf 500 ml CMRL 1066 Gesamtldsung verwendet.
Als Grundlage des Kulturmediums diente das kommerzielle Medium CMRL 1066 mit
niedrigem Endotoxingehalt. Das Medium enthdlt Karbonat und bendétigt eine Umgebung
mit 5% CO, in Raumluft.
Die verwendeten Mengen in der fertigen Kulturlésung waren folgende: Auf 500 ml CMRL
werden 5 ml DTT-Gebrauchslésung, 5.5 ml Glycyl-L-Glutamin (200 mM), 5.5 ml Na-
Pyruvat, 5.5 ml Ciprobay, 5.5 ml HEPES Puffer (1 M), 10 ml Hydrocortison (1 mg), 60 ml

FCS, 10 ml Penicillin/Streptomycin verwendet.



Material und Methoden 29

Beide Kulturmedien wurden unter sterilen Bedingungen an einem sterilen Arbeitsplatz und
mit sterilen Materialien hergestellt. Probleme der Kontamination mit Mikroorganismen

traten nicht auf.

2.2.3. Endotoxinbestimmung
Ein zentrales Problem der Verwendung von Medien und Enzymgemischen in der

Inselisolation ist die Kontamination durch Endotoxin. Der “Chromogenic Limulus
Amebocyte Lysate“-Test-Kit (BioWhittaker, Walkersville, USA) weist Endotoxin in
Losungen nach. Die Endotoxinbestimmung wurde an Isolations- und Kulturmedien nach

Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.4. Inselisolation im Nagetiermodell
Die Isolation von Langerhans’schen Inseln im Nagetiermodell, speziell im Rattenmodell,

ist seit vielen Jahren weltweit eine etablierte Methode zur Gewinnung von
Langerhans’schen Inseln und geht auf eine von MOSKALEWSKI 1965 fir
Meerschweinchen entwickelte und von LACY und KOSTANIOVSKI 1967 und von
GOTOH 1990 modifizierte Methode zuriick. (MOSKALEWSKI 1965, LACY und
KOSTANIOVSKI 1967, GOTOH, et al. 1990). Eine weitere Modifikation wurde in
unserem Labor im Rahmen einer Dissertation durch T. ECKHARDT weiterentwickelt und
angepaldt (Inaug. Dissertation, Giessen 2002). Das Verfahren ist schnell zu erlernen und

gut zu standardisieren.

Das Verfahren ist folgendes:

2.2.4.1. Spendertiere
Als Spendertiere dienen ca. 350 g schwere ménnliche Ratten des Inzuchtstammes Lewis

(MHC = RTI") der Firma Harlan Winkelmann, Borchen. Dieses Gewicht entspricht einem
Alter von 12-15 Wochen. Die Tiere sind in einem eigenen Tierstall der Laboratorien der
Medizinischen Poliklinik bei 22°C und relativer Luftfeuchte von 70 bis 80 %
untergebracht. Es bestand ein regelrechter Tag/Nacht Rhythmus. In speziellen Ké&figen
haben die Tiere ungehinderten Zugang zu Futter (Altromin-Pellets, Altromin GmBH,

Lage) und Wasser.

2.2.4.2. Isolation:

Material:
Kollagenase (Lot-Nr. 18114) Serva, Heidelberg,
Hank’s salt solution Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
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Hepes Buffer, 1 M

Histopaque 1077

Ficoll seperating solution
Gentamicin 80
Pentobarbital-Natrium

Ethanol, vergallt, 80%

Flowbench LaminAir HA2472
Wasserbad

Cenco, Reagenzglasschittler
Kihlzentrifuge, Rotana TR
Brutschrank, Cytoperm
Flockeneisbereiter, AF 10

Pipetten, 10, 100, 1000 ul, Pipetman
Pipettenspitzen, steril

Sterile und unsterile Mullkompressen

Spritzen 5, 10 ml

Kanilen 0,45 x 12 und 1,2 x 40
Petrischalen, steril, 94/16 und 60/13 mm
Gewebekulturréhrchen, 10 ml, TC, steril

Biochrom, Berlin
Sigma, Steinheim
Biochrom, Berlin
Brahms, Wiesbaden
Klinikumsapotheke
Klinikumsapotheke
Heraeus, Hanau
Kottermann

Breda, NL

Hettich, Tuttlingen
Heraeus, Hanau
Scotsman, Italien
Gilson, Frankreich
Greiner, Frickenhausen
Fuhrmann Verbandstoffe AG,
Neunkirchen

Braun, Melsungen
Terumo, Leuven

Falcon, Le Pont de Claix
Greiner, Frickenhausen

PP-Ro6hrchen, 50 ml, steril Greiner, Frickenhausen

OP-Besteck: Grofle Schere, Kleine Schere, Chirurgische Pinzette, Anatomische Pinzette,
schmale Klemme, steriler Faden, Polyethylen-Katheter (Fa. Braun)

2.2.4.3. Praparation, Distension und Entnahme des Pankreas

Da im gesamten Ablauf ein zligiges Arbeiten notwendig ist, sollte eine gute VVorbereitung
erfolgen und alle notwendigen Dinge bereitliegen. Als Arbeitsunterlage wird eine
Styroporbox, gefiillt mit Eis bendtigt, da die Kollagenase Temperaturgesteuert agiert.

Zur Vermeidung von Kondenswasserbildung wird die als Trockensubstanz tiefgefrorene
Kollagenase auf Raumtemperatur erwarmt und es werden 25 mg abgewogen. Diese Menge
wird mit 15 ml Hanks-Losung gelost, steril filtriert, in einer Spritze aufgezogen und in Eis
weiterhin gekdhlt.

Das entsprechende Spendertier wird durch eine intraperitoneale Injektion von Nembutal in
einer Dosierung von 0.13 ml pro 100 mg Korpergewicht narkotisiert. Bei Eintritt einer
ausreichend tiefen Narkose, welche durch Auslésen eines Schmerzstimulus zu uUberprifen
ist, wird die Haut im Abdominalgebiet freirasiert. AnschlieBend wird mit 80%-igem
Alkohol eine grindliche Spriihdesinfektion durchgefuhrt.

Das Tier wird in Rickenlage auf das Eis gelegt. Das Abdomen wird durch einen U-
formigen Schnitt von distal nach proximal er6ffnet, das Xiphoid mit einer kraftigen Schere
entfernt, so dak man einen freien Blick iiber das gesamte Abdomen erhalt. Uber den nun
freiliegenden Rippenbogen wird eine Kompresse gelegt und unter leichtem Druck beider
Daumen die Leber nach kranial luxiert. Die Fixierung der Leber in dieser Position ist in der

Regel ausreichend durch die Kompresse gewéhrleistet. Man sucht entlang des Duodenums
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mit Hilfe zweier Pinzetten das distale Ende des Ductus choledochus auf. An dieser Stelle
wird mit einer gebogenen Klemme die Faszie durchstoBen und somit der Ductus
unterfahren. Mit Hilfe dieser Klemme zieht man einen Faden unter dem Ductus hindurch
und knotet ihn fest, so daf} in dieser Richtung keine Passage mehr mdglich ist. Der
proximale Ubergang des Ductus wird an der Leberpforte knapp distal der letzten
Einmindung der Gallengange aufgesucht und in ahnlicher Weise mit einem Faden
unterfahren ohne einen Knoten zu machen. Mit einer kleinen, spitzen und leicht gebogenen
Schere eroffnet man den Ductus an der oberen Seite ohne ihn komplett zu durchtrennen.
Durch diese Offnung wird der Polyethylenkatheter eingebracht, einige Millimeter in
Richtung Pankreas vorgeschoben und mit der zuvor gelegten Schlinge fixiert. Auf das
andere Ende des Katheters wird die Spritze mit der vorbereiteten Kollagenaselosung
gesetzt. Der Magen wird mit einer Pinzette gefasst und nach cranial umgeschlagen. Bevor
man die Kollagenaselosung infundiert, durchtrennt man die Aorta abdominalis, um kein
hamorrhagisches Pankreas zu erzeugen. Ca. 12 ml der Kollagenaselésung werden mit
konstantem Druck in das Pankreas infundiert. Dabei zieht man das Pankreas etwas nach
oben, um eine bessere Fillung zu unterstitzen. Dann prapariert man zlgig das Pankreas
frei, beginnend am cranialen Pankreasrand und I6st es vom Magen ab. Nun entfernt man
die Ligaturen und den Katheter und l6st stumpf das Pankreas vom Diunn- und Dickdarm.
Zum SchluR muRB der Ubergang zur abdominellen Hinterwand und der Milz durchtrennt
werden. Nachdem man das ganze Organ freiprapariert hat, gibt man es in ein 12 ml

Gewebekulturréhrchen ("Red cap”) und verschlief3t es gut.

2.2.4.4. Digestion

Die Digestion erfolgt in einem Ruttlerwasserbad bei 37°C. Der gesamte VVorgang teilt sich
in mehrere Phasen ein: Zuerst erfolgt fur ca. 10 bis 11 Minuten ohne Unterbrechung eine
Inkubation im Wasserbad (37°C). AnschlieRend wird die Suspension fir 15 Sekunden auf
einem Ruttler gemischt, um dann fiir weitere 12 Minuten zu inkubieren. Diese letzte
Periode wird durch Phasen von wiederum jeweils 15 Sekunden Dauer der Durchmischung

alle 3 Minuten unterbrochen.

2.2.4.5. Reinigung
Dichtegradient:

In der o.g. Inkubationszeit bereitet man den benétigten Dichtegradienten vor. Dies

geschieht unter sterilen Bedingungen unter einer Flow-Bench.
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Material:
Bodenlayer (Dichte 1,090) 16,6 ml Ficoll solution (Dichte 1,100) + 2 ml Hanks-
Losung
Mittellayer (Dichte 1,077) 10 ml Histopaque
Toplayer (Dichte 1,040) 2 ml Histopaque (Dichte 1,077) + 10 ml Hanks-
Ldsung

Man verwendet einen kontinuierlichen Dichtegradienten, welcher sich in der
Vergangenheit fur die Inselisolierung bewahrt hat. Die einzelnen Dichten werden
vorsichtig Ubereinander geschichtet. Die Lésungen mussen permanent bei 4 °C gehalten

werden.

Um die Kollagenaseaktivitdit zu stoppen, uUberfuhrt man nach dem gesamten
Verdauungsvorgang sofort die gesamte Kollagenase-/Pankreassuspension in ein 50 mi
Gewebekulturréhrchen ("Blue cap”) und verdiinnt sie mit 4 °C kalter Hanks-L6sung. Das
zur Gewebeverdauung verwendete "Red cap” wird mehrmals gesplilt, um das verbliebene
Restgewebe zu (berfihren. Eine Zentrifugation bei 700 U/min tber 5 min wird direkt
angeschlossen. Der Uberstand wird verworfen und erneut zentrifugiert.

Nachdem der Uberstand erneut verworfen wurde, nimmt man das gel6ste Restgewebe mit
einer groBlumigen Kanile in eine 10 ml Spritze auf und gibt es langsam auf den
vorbereiteten Bodenlayer. Das Restpellet wird mit dem Rest des Bodenlayers vermischt
und gibt es ebenfalls in das "Blue cap”. GroRe Gewebestiicke, Lymphknoten und
Gefalteile kdnnen mit Hilfe einer Pasteurpipette entfernt werden. Im Anschluf3 werden die
beiden weiteren Schichten in absteigender Dichte aufgetragen, indem man sie vorsichtig
am Rand des Rohrchens herunterlaufen 1&3t. Der Dichtegradient wird bei 2000 U/min und
bei 4 °C 12 Minuten lang zentrifugiert. Um den Gradienten stabil zu halten, sollte eine
Anlaufzeit von 90 Sekunden eingehalten werden und die Zentrifugenbremse sollte
ausgeschaltet sein. Die Inselfraktion befindet sich nach der Zentrifugation in der
Grenzschicht zwischen Toplayer und Mittellayer, die man mittels einer groRlumigen
Kanile abnehmen kann und in ein "Blue cap” Uberfuhrt. Die gereinigte Inselsuspension
wird nochmals mit Hanks gewaschen, mit 15 ml TCM199 + 5% FCS resuspendiert und in
eine Gewebekulturschale Uberfuhrt. Die Reinheit der Inselpraparation kann durch
manuelles "Picken” erhoht werden, indem man noch vorhandenes exokrines Gewebe,

duktale Bestandteile oder Lymphknoten entfernt.

2.2.4.6. Kultur
Die Kulturpasssagen wurde in zwei aufgrund der verschiedenen Medien unterschiedlich
begasten (mit oder ohne CO,), sonst allerdings identischen Inkubatoren, durchgefiihrt.
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Ratteninseln, frisch isoliert, keine Kultur

Ratteninseln in Kultur fiir ca. 20 h bei 37°C in TCM199 + 5% FCS

Humane Inseln in Kultur Gber 5 bis 9 Tage bei 37°C in TCM199 + 5% FCS
Humane Inseln in Kultur Gber 5 bis 9 Tage bei 22°C in TCM199 + 5% FCS
Humane Inseln in Kultur Gber 5 bis 9 Tage bei 22°C in CMRL 1066

ARSI

Medium TCM199 + 5% FCS siehe 2.2.1.
Medium CMRL 1066, siehe 2.2.2.

2.3 In vivo Versuche
Transplantation von Langerhans’schen Inseln

2.3.1. Induktion des Diabetes mellitus
Um nach einer Transplantation eine Transplantatfunktion bzw. ein Transplantatiiberleben

dokumentieren zu konnen, gibt es einige wenige Parameter, die man als hinweisend fir
einen Transplantaterfolg heranziehen kann. Der einfachste und Uberzeugenste ist die
Normoglykamie nach Transplantation, nachdem vor der Transplantation ein Diabetes

mellitus vorlag bzw. erzeugt wurde.

Material:
Einmalhandschuhe Johnson & Johnson, Nordenstedt
Einmalkanulen, steril, 26 G Braun, Melsungen
Einmalspritzen, Steril 1 ml, Luer Braun, Melsungen
Laborwaage Mettler, Giel3en
Analysenwaage Mettler, GielRen
Eppendorf-GefaRe Eppendorf, Hamburg
Zellstoff/Tupfer (Pur-Zellin) Hartmann, Heidenheim
Ather pro Narkotikum Hochst AG, Frankfurt/Main
Reagenzien:
Streptozotocin (Lot.-Nr.: 08011) Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Physiologische Kochsalzlésung Braun, Melsungen
Durchfiihrung:

Bei nicht-diabetischen Tieren kann man einen Diabetes durch die intravendse Gabe von
Streptozotocin nach dem Hochdosis/Einmal-Gabe Prinzip induzieren. Diese Substanz hat
eine hohe Affinitat zur B-Zelle und zerstort den -Zellapparat. Zur Induktion des Diabetes
mellitus bei Wistar Furth Ratten verwendet man 65 mg/kg Koérpergewicht (KG). Das in
Pulverform vorliegende Streptozotocin wird mit ca. 1 ml Aqua destillata gelést. Nach dem
Wiegen des Tieres und dem Abwiegen der entsprechenden Menge Streptozotocin wird das
Tier in Athernarkose gelegt. Nach Erreichen der Bewusstlosigkeit des Tieres halt man den
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Schwanz des Tieres in ca. 40 °C warmes Wasser, so dass eine Hyperamie entsteht und die
Schwanzvenen des Tieres besser zu erkennen sind. Man punktiert die Vene in einem
flachen Winkel mittels einer dunnen Kanule, aspiriert kurz zur Lagekontrolle und
infundiert bei korrekter Lage langsam die Losung. Eventuelle Nachblutungen werden mit
einem Tupfer zum Stillstand gebracht. Die Lagekontrolle ist wichtig, da paravasal
injiziertes Streptozotocin starke Nekrosen mit Verlust des gesamten, betroffenen
Schwanzes des Tieres bedeuten wirde. In der Aufwachphase markiert man das Tier und

legt es in einen separaten Kafig.

Annlich wird bei C57BI/6]J Mausen verfahren. Die Dosierung betragt allerdings 190 mg
Streptozotocin pro kg KG. Das Tier wird in eine spezielle Réhre gelegt, in der sich das
Tier nicht bewegen kann; das Ende wird mit einem Gummipfropf, welcher ein zentral
gelegenes Loch hat, verschlossen, so dall der Schwanz des Tieres herausschaut. Den
nétigen Sauerstoff bekommt das Tier durch eine kleine Offnung an der Spitze der Réhre.
Nun wird der heraushédngende Schwanz in warmes Wasser gehalten und ebenso verfahren

wie oben beschrieben.
2.3.2. Empfangertiere

2.3.2.1. Allogenes Modell
Als Empfangertiere flir die Transplantation von Ratteninseln wurden mannliche Tiere des

Inzuchtstammes Wistar Furth der Firma Charles River, Sulzfeld verwendet. Die Tiere
hatten ein Gewicht von ca. 250 g, entsprechend einem Alter von ca. 8 Wochen. Bei einem
MHC-Haplotyp ,,RT1Y* sind diese Empfangerratten immunologisch inkompatibel zum

RT1" Lewis-Spenderstamm.

2.3.2.2. Xenogenes Modell:
Als Empfangertiere fir die Transplantation von humanen Inseln und von Ratteninsel im

xenogenen Modell verwendeten wir mannliche C57BI/6J Mause (MHC = H 2 ) der Firma
Harlan Winkelmann, Borchen. Diese hatten ein Ausgangsgewicht von 20 bis 24 g und ein
Alter von 14 bis 18 Wochen. Das Modell Ratte in Maus ist ein konkordant xenogenes

Modell. Als diskordant xenogen bezeichnet man das Modell Human in Maus.

Alle Tiere wurden in o.g. Tierstall der Medizinischen Poliklinik unter oben genannten
Bedingungen gehalten. Sie hatten permanenten und uneingeschrankten Zugang zu Futter
(Altromin-Pellets, Altromin GmBH, Lage) und Wasser.
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2.3.3. Transplantationsvorgang

Die Inseltransplantation im Nagetiermodell ist mittlerweile ein haufig angewendetes
Verfahren. Als Haupttransplantationsorte gelten die Leber und die Niere. Die
Transplantation in die Leber (Uber die Pfortader) entspricht dem aktuellen klinischen
Standard. Im Nagetiermodell birgt es allerdings praktische Probleme, wie z.B. erhdhte
Blutungsgefahr oder Organthrombose. Bei einer Transplantation unter die Nierenkapsel ist
diese Gefahr wesentlich geringer. Es gibt noch weitere Vorteile dieses
Transplantationsortes. Zum einen ist die Handhabung wesentlich einfacher, da die Niere
auf Grund ihrer Lage wesentlich besser zuganglich ist. Zum anderen kann man z.B. zur
Bestimmung des Insulingehaltes bei Bedarf eine Nephrektomie der das Transplantat
tragenden Niere durchfiihren, ohne dall das Tier verstirbt oder eine starke
Funktionseinschrdnkung davontradgt. Ein Wiederanstieg der Plasmaglukose nach
Entfernung der das Transplantat tragenden Niere ergibt den Nachweis, daB die
metabolische Verbesserung tatsachlich auf einer Funktion des Transplantats und nicht auf
einer Regeneration des endogenen Inselapparates beruhte.

Der Nachteil der Leber als Transplantationsort ist, da bei einer Transplantation von
GroRtierinseln, wie z.B. humane oder Schweine Inseln, eine Gerinnungsaktivierung
erfolgt. Dies fuhrt zum Verklumpen der Inseln und zur Funktionseinschrankung (BENNET
et al., 1999). Die oben genannte Organthrombose kann auf Grund des Kontaktes des Blutes
mit der Insel entstehen.

Aus diesen Grinden wurde fir die vorliegende Studie der subkapsuldre Raum der Niere als

Transplantationsort gewahlt.

Material:
Microliter Spritze Hamilton, Reno, Nevada
Flowbench LaminAir HA247 Heraeus, Hanau
Pipetten, 10, 100, 1000 ml, Pipetman Gilson, Frankreich
Pipettenspitzen, steril Greiner, Frickenhausen
Petrischalen, steril Falcon, Le Pont de Claix

OP-Besteck: Grolie Schere, Kleine Schere, Chirurgische Pinzette, Anatomische Pinzette,
schmale Klemme, steriler Faden

Sterile und unsterile Mullkompressen Fuhrmann Verbandstoffe AG,
Neunkirchen

Reagenzien:
TCM 199 + 5% FCS siehe 2.1.1
Ethanol, vergallt, 80% Klinikumsapotheke
Physiologische Kochsalzlsung Klinikumsapotheke

Metofane Jannsen-Cilag, Neuss
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Avertin® Mouse Anesthetic S. U.
Agua bidest. Pfrimmer & Co

Herstellen der Avertinlgsungen:
Avertin® Mouse Anesthetics: 2 g 2.2.2.-Tribrom-Ethanol wurden in 2ml 2-Methyl-2-

Butanol geldst. Diese Losung wurde mit 50 °C heiflem Aqua bidest. auf 100 ml aufgefullt,
gut durchmischt und in Eppendorf Gefalen zu 1 ml aliquotiert. Gelagert wurde das fertig
gestellte Avertin® bei — 20°C. Es ist lichtempfindlich und wurde maximal 10 min nach

dem Auftauen verwendet.

Vorbereiten der Inseln:

Material:
Microliter Spritze Hamilton, Reno, Nevada
Flowbench LaminAir HA2472 Heraeus, Hanau
Pipetten, 10, 100, Pipetman Gilson, Frankreich
Pipettenspitzen, steril Greiner, Frickenhausen
Petrischalen, steril Falcon, Le Pont de Claix
Eppendorf-GefaRe Eppendorf, Hamburg
Stereomikroskop mit Raster Zeiss, Oberkochen

Man nimmt die Kulturschalen mit den Inseln aus den entsprechenden Brutschranken und
stellt sie unter eine LaminAir FlowBench. Bevor man die Insel zur Transplantation
vorbereitet, entnimmt man die notwendige Menge Inseln fiir die geplanten Vitalitatsteste.

Man zentriert die Inseln manuell und nimmt sie mit einer Pipette auf, um sie in eine andere
Kulturschale mit TCM199 + 5% FCS zu Uberflihren. Diesen Waschvorgang wiederholt
man ca. dreimal. Zur Bestimmung der Inselmenge wurde die Gesamtmenge unter einem
Stereomikroskop ausgezahlt. Nach dem Zahlvorgang werden die Inseln erneut tberfiihrt,
zentriert und mit einer Pipette in einem kleinen Eppendorfgefal} gesammelt. Aus diesem
kdnnen sie nun mit einer Hamiltonspritze aufgezogen werden. Dabei ist darauf zu achten,
dass sich sowohl Uber als auch unter der Inselfraktion Medium befindet, um einem

Inselverlust wahrend der Transplantation vorzubeugen.

Durchfiihrung:
An Vorbereitungen fir eine Transplantation sind folgende Dinge durchzufihren:

Die Hamiltonspritze hat eine scharfe Metallspitze. Diese wirde wahrend des
Transplantationsvorganges die Nierenkapsel hochwahrscheinlich nicht nur an der
Einstichstelle, sondern auch an der gegeniiberliegenden Transplantatstelle perforieren. Aus
diesem Grunde mul man vor dem ersten Gebrauch die Spitze mit einer Feile abstumpfen

und zum leichteren VVorgehen die Metallkanile in eine Position von ca. 120° biegen.
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Die Betaubung des Tieres erfolgt mittels einer Avertin® Injektion nach kg KG. Das
Eintreten einer ausreichenden Narkosetiefe wird durch Setzen eines Schmerzreizes
uberprift. Nun wird die Flanke des Tieres, unter der sich die Transplantatniere befindet,
rasiert. Diese Stelle wird grofRziigig mit Alkohol desinfiziert und das Tier in Seitenlage
gebracht. Die Niere sollte nun durch die Haut tastbar sein. Die Haut wird an dieser Stelle
mittels einer chirurgischen Pinzette gefalst und vom Tier weggezogen. Mittels einer
gebogenen Schere er6ffnet man das seitliche Abdomen durch einen ca. 2 cm langen
Querschnitt unter Beriicksichtigung der restlichen abdominellen Organe, insbesondere des
Darmes. Die Niere kann man nun unter leichtem Druck zweier Finger durch diese
Offnung herausdriicken. Teilweise ist es hilfreich sich hierbei eines Wattestabchens zu
bedienen, das auch die Niere in dieser Position fixieren kann. Man sollte auch wahrend des
gesamten Vorgangs darauf achten, dass die Oberflache der Niere nicht austrocknet. Zu
diesem Zweck l&sst man steriles Kochsalzlosung auf das OP-Gebiet tropfen. Vor dem nun
folgenden Transplantationsvorgang wahlt man eine bestimmte Stelle der Niere aus, die
einem makroskopisch unkompliziert flr eine Transplantation erscheint. Am praktischsten
hat sich erwiesen, kontinuierlich denselben Transplantationsort zu wahlen. Der Vorteil
dabei ist, daB die Inseln bei Bedarf histologisch einfacher wieder zu finden sind und die
Verletzungsgefahr der Niere bei z.B. dem oberen Nierenpol geringer ist. Dies war auch die
praferierte Stelle fir diese Transplantationsserie.

Nun nimmt man die vorbereitete Hamiltonspritze in die eine Hand, wobei darauf zu achten
ist, dass man keinen Druck auf den Stempel der Spritze austibt, da sonst die Inseln verloren
waren. Mit dem Zeigefinger der anderen Hand wird die Niere so in ihrer Lage fixiert, daf3
sie beim nun folgenden Einstich nicht verrutscht. Wenn diese durchstoRen ist, geht man
unter dem Aspekt der mdglichst geringen Gewebeverletzung waagrecht durch das
Nierenparenchym bis unter die gegenuberliegende  Nierenkapsel unter dem dort
anliegenden Finger. Nach Kontrolle der richtigen Lage der Kanilenspitze infundiert man
nun die Inselsuspension kontinuierlich unter die Kapsel. Dabei sollte man auf eine
gleichméRige Verteilung der Inseln unmittelbar unter der Nierenkapsel achten. Diese
Verteilung der Inseln begtnstigt im Vergleich zu der zum Teil von anderen Laboratorien
durchgefiihrten Transplantation als Inselaggregat (Cislet clot”) die Sauerstoffzufuhr zu den
einzelnen Inseln. Im Anschluf’ wird die Spritze moéglichst durch den gleichen Kanal wieder
zurlickgezogen. Die Niere wird nach einer kurzen Nachblutungskontrolle, einer erneuten
kurzen Spillung des OP-Gebietes, in ihre ursprungliche Position zuriickverlagert. Man

verschlieit die Muskulatur und Faszie mit einigen Stichen. Ebenso die Haut. Nach
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Aufbringen eines Sprihpflasters auf die Naht, legt man das Tier fur die Aufwachphase in
einen separaten Kafig unter eine Warmelampe. VVon Zeit zu Zeit sollte die Aufwachphase

kontrolliert werden.

2.3.4. Stoffwechselkontrolle

Zur Dokumentation des induzierten Diabetes mellitus wurde die Blutzuckermessung und
das Korpergewicht herangezogen. Es wurde zum einen vor der genannten Injektion und
zum anderen an den Folgetagen im Zeitraum von 8:00 Uhr bis 10:00 Uhr der Blutzucker
gemessen. Als manifester Diabetes wurden Blut- bzw. Serumglukosewerte von > 300
mg/dl fir Maus bzw. Ratte definiert.

2.3.4.1. Postprandiale Blutzuckermessung

Geréte:
Zentrifuge, Microliter Eppendorf
Glukoseanalyzer 2 und Zubehor Beckman Instruments GmbH,
Minchen
Kanile, 0,45 x 12 Neolus, Leuven
Microkapillare Kabe, Nimbrecht
Microtubes, 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
Uranylacetat Kabe, Nimbrecht
Reagenzien:
Beckmannreagenzien Beckmann Instruments GmbH,
Miinchen
Durchfiihrung:
A Messung der Serumglukose der Ratte:

Die Ratte wird aus dem Ké&fig genommen, das &ulerste Ende des Schwanzes des Tieres mit
den Fingern festgehalten und mit einer Kandle in die Schwanzspitze gestochen. Das
austretende Blut wird mit Hilfe einer Mikroliterpipette aufgefangen. Durch einen mit den
Fingern verursachten Venenstau wird dieses unterstiitzt.

Das gewonnene Blut wird in den Mikroliterpipetten bei 15000 U/min fir ca. 2 min
zentrifugiert. Parallel hierzu wird der Beckmann Glukoseanalyser nach Angaben des
Herstellers durch das Erstellen einer Eichkurve geeicht. Nach diesem Vorgang bringt man,
ebenfalls nach den Angaben des Herstellers, 10 ul in den Messvorgang ein. Der gemessene

Wert wird auf einem Display als mg/dl dargestelit.

B. Messung des Blutzuckers der Maus:
Fur die Blutentnahme verwendet man das gleiche Verfahren wie oben fur die Ratten

beschrieben. Die Abnahme erfolgt in heparinisierten 20 ul Mikrokappillaren. Diese werden

in einem mit 100 pl Uranylacetat gefullten Mikrotube geschittelt, so dass sich das Blut im
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Uranylacetat 16st. Nach Zentrifugation des Microtubes bei 15000 U/min werden 50 ul des
Uberstands abgenommen und in den Messvorgang eingebracht. Vorher erfolgte eine
Eichung des Beckmann Glukoseanalysators mit Analog in Uranylacetat verdinnter

Glukosel6sung.

2.3.5. In vivo Stimulationstest
2.3.5.1. Intraperitonealer Glukosetoleranztest

Material:
Spritze, 5 ml Braun, Melsungen
Kanile, 26G Neolus, Leven
Schutzhandschuh

Reagenzien:
Glukose, G20 Braun, Melsungen

Um eine Transplantatfunktion nachweisen zu konnen, kann man neben der
Blutzuckernormalisierung bei diabetischen Tieren auch ein Modell mit
normoglyk&mischen Tieren verwenden. Als MeRparameter kann man Seruminsulin oder
C-Peptid bestimmen, wenn ein Assay zur Verfligung steht, der die von den transplantierten
Inseln produzierte Substanzen von den endogen produzierten des Empfangertieres
eindeutig unterscheiden kann (d.h. wenn keine Kreuzreaktivitat im EIA besteht). Fir
Insulin ist diese Differenzierung zwischen humanem bzw. Schweineinsulin versus
Méauseinsulin mit dem verwendeten EIA eindeutig maoglich, nicht aber fir Ratten- versus
Mauseinsulin. Somit ist dieses Modell bei einer Transplantation von humanen oder
Schweineinseln in die Maus verwendbar.

Es ist sinnvoll, Insulin vornehmlich nach einer Stimulation zu bestimmen. Hierzu
empfiehlt sich — parallel zur in vitro Testung — eine Glukosestimulation. Zur Durchftihrung
wurden in Vorversuchen eine Korrelation zwischen der intraperitoneal applizierten Menge
Glukose und dem zeitlichen Glukoseverlauf im Serum erstellt.

Die nicht narkotisierten Tiere werden mit der behandschuhten Hand gefaft,
hochgenommen, so dal? das Abdomen frei zugéanglich ist. Mit der anderen Hand wird die
Glukose intraperitoneal gespritzt. Danach setzt man das Tier in den Ké&fig zuriick und

entnimmt nach 10 Minuten mittels einer intrakardialen Punktion ca. 1 ml Vollblut.
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2.3.5.2. Herzpunktion bei C57BI/6J Mausen
Zur Messung des Gehalts von humanen Insulin nach Transplantation bendtigt man

geniigend Ausgangsmaterial von mindestens 100 ul Vollblut. Da diese Menge nicht aus

der Schwanzvene einer Maus abzunehmen ist, erfolgt die Blutentnahme intrakardial.

Material:
Zentrifuge, Microliter Hettich, Tuttlingen
Spritze, 1ml Braun, Melsungen
Kanlile, steril, 26 G Neolus, Leuven
Microtubes, 1,5 ml Sarstedt, Nimbrecht
Ather pro Narkotikum Hochst AG, Frankfurt/Main

Die Maus ist mit einer Athernarkose zu betauben und bei Erreichen der Schmerzfreiheit in
Rickenlage zu legen. Mit dem Zeigefinger kann man nun die kardiale Region tasten. Die
Punktion ist streng senkrecht intrakardial durchzufuhren und bei erfolgreicher Aspiration
zieht man langsam ca. 1 ml Vollblut ab. Nach erfolgter Blutentnahme legt man das Tier
zum Aufwachen in einen separaten Kafig. Das gewonnene Vollblut muf} zlgig
weiterverarbeitet werden. Dazu gibt man es in ein kleines Eppendorfgefal3, zentrifugiert es
bei 2000 U/min 2 Minuten lang und pipetiert das Serum ab. Bis zur weiteren Verarbeitung

kann man es bei — 20 °C einfrieren.

2.3.6. Korpergewichtbestimmung
Material:

Laborwaage Mettler, Giel3en

Durchfiihrung:
Vor Gabe von Streptozotocin, vor Transplantation und vor jeder Blutzuckerbestimmung

wurde das Gewicht der Tiere mittels einer Laborwaage bestimmt und dokumentiert.

2.4. Isolierung humaner Langerhans’scher Inseln

Das aktuelle Isolationsprotokoll stitzt sich auf die grundlegenden Erkenntnisse, die durch
RICORDI (RICORDI et al., 1988 und 1989) durch die Modifikation der Digestion-
Filtrations-Methode gewonnen wurden. Dies entspricht dem aktuellen Standardprotokoll
der humanen Inselisolation, welches weltweit in vielen Laboratorien angewendet wird.
Diese Weiterentwicklungen basieren auf vielen grundlegenden Experimenten wie z.B.
durch HORAGUCHI et al. (1981) bei Hunden oder LACY et al. (1982a) bei Rindern und
RICORDI et al. (1986) bei Schweinen. Fir die Bedingungen des ortlichen Labors in
GieRen wurde die durch RICORDI (1988) beschriebene Methode durch BRANDORST D
und BRANDHORST H adaptiert und weiterentwickelt (BRANDHORST et al., 1998).
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Humane Inseln wurde durch D. Brandhorst oder H. Brandhorst und unter meiner Mitarbeit

isoliert.

2.4.1. Vorbemerkungen

Die in diesen Untersuchungen verwendeten isolierten, humanen Inseln stammen in allen
Fallen aus Spenderorganen von hirntoten Multiorganspendern, die unserem
Transplantationszentrum durch die Organisation ,,Eurotransplant” in Leiden, Niederlande,
vermittelt wurden. Es lag das Einverstandnis zur Verwendung in Forschungsvorhaben vor.
Die Isolation der humanen Inseln erfolgt in einem speziellen Raum mit speziellen
Vorrichtungen, die eine Keim-reduzierte Umgebung erschaffen. Wéhrend der Isolation
wird spezielle, zum Teil sterile Kleidung getragen, um das Risiko einer Kontamination zu
reduzieren. Alle verwendeten Materialien sind entweder autoklavierbar oder Einmalartikel.
Alle Arbeitsoberflachen werden vor Gebrauch mit Sprihalkohol gereinigt. Die Reinigung
der wiederverwendbaren Materialien erfolgte durch eine separate Spllmaschine, in der nur

Materialien der humanen Isolation gereinigt werden.

Material:
Desinfektionsspilautomat G 7783 Miele
Aqgua Purifikator G 7749 Miele
Entsalzungspatrone E 310 Behr
Laborautoklav Webeco

2.4.2. Praparation
Das Organ, welches nach der sogenannten ,,No-touch-technique* als Spleno-Duodeno-

Pankreatekomie en bloc und steril verpackt auf Eis, transportiert werden muf}, wird nach
dem Entpacken unter einer sterilen Flow-Bench auf einer eisgekihlten Metallschale
prapariert. Dabei ist initial die Milz und das Duodenum abzupréparieren. Bei sehr stark in
Fett eingebundenen Organen kann man dieses zu Anfang mit entfernen. Nach der
Bestimmung des Organgewichts versucht man den Ductus pancreaticus retrograd mit einer

Venenverweilkan(le zu intubieren. Diese wird mit Nahtmaterial fixiert.

Material:
Flow-Bench TL 2472 Heraeus
Abdecktuch 75x90 cm Klinidrape
OP-Handschuhe, -Haube, -Maske Johnson&Johnson
Metallschale Uniklinikum
Verschiedene chirurgische Instrumente Aeskulap
Kompressen (steril) Fuhrmann
Venenverweilkanule Venflow 14,18,22 g Braun, Melsungen
Chirurgische Nahtseide (3.0 x 75) Ethicon

Kuhlakku Bosch
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Waage Diggi 2000 Wedo
Glasschale 20 cm & Schott

2.4.3. Distension

Die Liberase wird mit 20 ml Hanks Buffered Salt Solution (HBSS) in einem Becherglas
mittels eines Magnetrihrers gel6st und auf die erforderliche Menge von 2.5 bis 3 ml pro
Gramm Pankreasgewebe mit HBSS aufgefillt. Dieses Volumen wird mittels einer sterilen
50 ml Perfusorspritze ber die Venenverweilkaniile bei Raumtemperatur injiziert und
somit das Pankreas distendiert. Eventuell vorhandene Lecks oder Parenchymverletzungen,
die einen Austritt der Liberaselosung verursachen, werden mit Gefalklemmen

verschlossen.

Material:
Becherglas 500 ml Schott
Magnetrihrer RCT IKA
Spritze 20 ml Braun, Melsungen
Kanlle Braun, Melsungen
Perfusorspritze 50 ml Braun, Melsungen
Klemmen (unterschiedliche Form) Aesculap
HBSS s. 2.3.6.
Liberase (Lot.-nr.: XXXX) Roche

2.4.4. Digestion und Filtration
Das mit der Liberaselosung distendierte Organ wird nun in die eigentliche

Isolationskammer (Ricordikammer) Gberfiihrt. Diese ist aus Metall und besteht aus einem
grolReren zylindrischen Unterteil und aus einem kleineren, als Deckel der Kammer
konzipierten, konischen Unterteil. Der genaue Aufbau, Funktionsweise und weitere
benotigte Materialien sind durch RICORDI et al. und BRANDHORST et al. (RICORDI et
al., 1988, 1992a, 1994; BRANDHORST et al., 1998) eingehend beschrieben. Der in
unserem Isolationslabor verwendete Gerateaufbau wurde auf die speziellen Gegebenheiten
vor Ort adaptiert.

Das Gesamtvolumen der Kammer richtet sich nach der GroéRe des Organs. Meistens
kommen Kammern mit 350 ml bis 450 ml Gesamtvolumen zum Einsatz. Die Kammer hat
im Unterteil zwei Zuflusse und im Oberteil einen Abfluss, so dass ein Zirkulationskreislauf
erzeugt werden kann. In die Ausstrombahn der Kammer wird ein Sieb mit 500 um
Durchfluss gelegt. Im unteren Teil befinden sich sieben Glaskugeln mit ca. 1 cm
Durchmesser zur besseren Durchmischung. Die Kammer ist auf eine vertikale

Hubmechanik aufgeschraubt.
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Nachdem das Organ in der Kammer ist, wird diese mit Schrauben gut verschlossen und das
Schlauchsystem, in das eine Metallspirale in einem Warmebad zur Temperaturregulation
zwischengeschaltet ist, wird mit HBSS aus einem Vorratsgefal} gefullt. Die Kammer wird
mit einer Hubfrequenz von 200/min in Bewegung gesetzt. In dieser Phase 1 ist das System
ein geschlossener Kreislauf, welcher tber ein VVorratsgefal verfiigt. Die Temperatur wird
durch ein Warmebad bei 35 °C bis 37°C gehalten. Gemessen wird die Temperatur in der
Kammer (ber einen von aulRen eingebrachten Thermofunhler.
Man entnimmt in Phase 1 ca. jede Minute eine Probe zur Beurteilung des
Isolationsprozesses, indem man etwas Zirkulationssuspension in eine kleine Petri-Schale
zusammen mit Dithizone-Ldsung gibt. Diese Probe kann man nun unter einem
Inverthoskop unter den Kriterien Anteil an exokrinem Material, dessen Gréfe und
Beschaffenheit, Anteil an Inseln und dessen Struktur, beurteilen. Sobald sich der Anteil
der Inseln erhoht, wird der geschlossene Kreislauf gedffnet. Die Phase 2 beginnt. Die
Suspension wird nun in gekulhlte Zentrifugenflaschen, in welche Newborn Calf Serum
(NCS) (ca. 35 ml) vorgelegt wurde, abgefillt und bei 4 °C mit 100 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wird mit einer Pumpe abgesaugt und verworfen. Das am Boden befindliche
Pellet wird mit gekihlter University of Wisconsin Losung (UW-L6sung) resuspendiert und
weiterhin gekuhlt. Das Gesamtgewebe wird in einer Zentrifugenflasche gesammelt. Die
Inkubation in UW-L&sung soll eine osmotische Zellschwellung verhindern und die
Eigenschaften der Inseln im Dichtegradienten verbessern (ROBERTSON et al., 1993).
Dieser VVorgang wird solange fortgefiihrt bis in den Proben des Isolationsvorganges keine
Inseln mehr zu erkennen sind. VVor der nun folgenden, ca. 60 min(tigen Inkubationszeit des
Gewebes in UW-L6sung erfolgt eine Zahlung der Inseln zum Zeitpunkt vor der Reinigung.
Material:

Kammer, Hubmechanik, Zirkulationskreislauf wurden auf die speziellen Begebenheiten

durch einen regionalen Instrumentenbauer adaptiert. Alle sensiblen Teile sind autoklavierbar
bzw. sterile Einmalartikel.

Erlenmeyerkolben 500 ml Schott
Becherglas 500 ml Schott
Temperatursonde Luerlock Mallinckrodt
Conical Tubes Corning
Petrischale 94x16 mm Greiner
Invertmikroskop Labovert Leitz
Medium:

Newborn Calf Serum (NCS) Biochrom
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2.4.5. Reinigung

Die Reinigung soll eine Separation der Inseln vom exokrinen und duktalem Gewebe
erzeugen. Verwendet wird ein COBE 2991 Zellseparator. Mittlerweile hdufig verwendet ist
ein Ficoll-Gradient, in welchen die Gewebesuspension als Top-Layer aufgebracht wird.
Dieser Gradient wird kurz vor dem eigentlichen Reinigungsvorgang unter Verwendung
vorgefertigter Losungen hergestellt. Mittels eines speziellen Gradientenmischers und eines
Magnetrihrers wird der Dichtegradient hergestellt. Dazu werden 125 ml Ficoll 1.100 g/L
als erste Schicht in den Beutel des COBE gepumpt. Die zweite Dichteschicht wird durch
das gleichzeitige Einpumpen von Ficoll 1.077 g/L und Ficoll 1.100 g/L erzeugt. Als
nachster Schritt wird das verbliebene Inselpellet nach nochmaliger Abzentrifugation mit
UW-L6sung aufgefiillt und in als letztes auf den Dichtegradienten aufgebracht. Wéhrend
des gesamten ist der COBE Zellseparator bei 2500 U/min in Betrieb. Nach AbschluR des
Ladevorganges wird fir weitere funf Minuten bei 2500 U/Min weiterzentrifugiert. Im
AnschluB wird der Ficoll-Gradient in Gewebekulturflaschen, in denen 15 ml TCM199 +
10% FCS (Losung 111) vorgelegt sind, abgefillt. Dabei ist es nur sinnvoll die Gewebe-
tragenden Schichten aufzufangen und die Restlichen zu verwerfen.

Die Gewebekulturflaschen mit weiterverwertbarem Inhalt werden gepoolt, nochmals durch
Zentrifugation gereinigt, Aliquots zum Bestimmen der Inselmenge enthommen und
anschlielend in Kulturmedium CMRL 1066 Gberfuhrt. Die Kultur erfolgt in CO; begasten
Brutschranken bei 22°C in unbehandelten Kulturflaschen.

Material:
Gradientenmischer GM-1 Pharmacia
COBE Beutel COBE
Conical Tube 200 ml Nalge
Variopette 10-100 ul/ 100-1000 pl Eppendorf

2.4.6. Verwendete Medien
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) Biochrom, Berlin
Newborn calf serum (NCS) Biochrom, Berlin
University of Wisconsin Lésung (UW) DuPont
(Hanks-) Ficoll Biochrom, Berlin
CMRL 1066 (s.2.2.2)

Herstellen verwendeter Medien:
1. Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

Hanks Balanced Salt Solution Biochrom, Berlin
Agua dest, pyrogenfrei Pharmacia Upjohn
Penicillin/Streptomycin Bio Whittaker, Verviers

NaOH, 10 M Serva, Heidelberg
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Der Ansatz fir ca. einen Liter HBSS sieht folgende Einzelmengen vor: 890 ml Aqua dest.,
100 ml HBSS, 10 ml Penicillin/Streptomycin und 9 bis 9.5 ml NaOH 7.5 %.

2. University of Wisconsin (UW) Ldsung

UW-L0sung
Penicillin/Streptomycin

3. TCM199 + 10% NCS

TCM-199, w/o Carbonate, w/o Hepes,
with L-Glutamine, 10fach
Newborn calf serum (NCS)

4. (Hanks-)Ficoll

Ficoll (1.100 g/l bzw. 1.077 g/l)
NaOH (1 M)

Hepes (1 M)

HBSS (10x)
Penicillin/Streptomycin

DuPont
Bio-Whittaker, Verviers

Gibco, Paisley, Scotland
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
Serva, Heidelberg
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Es werden jeweils folgende Mengen flr einen Ansatz der Lésungen verwendet:

Ficoll jeweils 500 ml, Penicillin/Streptomycin 5 ml, NaOH (1 M) 0.7 ml, Hepes-Puffer (1M)
12 ml und HBSS 26 ml. Die Gesamtfllssigkeit ist nach dem Zusammenmischen kréftig zu
schutteln und der pH Wert sollte im Bereich von 7.2 bis 7.4 eingestellt werden. Die

Osmolaritat muB 470-480 mmol betragen.

Weitere Materialien:

Flow Bench TL 2472
COBE Cell Processor 2991
COBE Cooler

Brutschrank

Kihlzentrifuge Rotixa 50RS

Heraeus

COBE, Gambro
COBE, Gambro
Heraeus, Hanau
Hettich

Ubrige Verbrauchsmaterialien wurden bereits bei der Beschreibung der in vivo Versuche

angegeben.

2.5. Auswertung der gemessenen Werte

Alle einzelnen Werte wurden mittels des Computerprogramms Microsoft Excel in

Tabellenform Ubertragen und die notwendigen Graphiken angefertigt. Die Auswertung der

Messdaten erfolgte mittels des Statistikprogramms Instat 2.0 fiir Maclntosh. Statistische

Beurteilungen wurden fiir Graphiken mit Mittelwerten durch Mann-Whitney-Test und fur

Verlaufskurven mittels des Wilcoxon-Tests erhoben.



Ergebnisse 46

3. Ergebnisse

3.1. In vitro Versuche

Langerhans’sche Inseln im allgemeinen und Ratteninseln im besonderen weisen eine hohe
Empfindlichkeit gegentiber Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid (NO) auf. Die
Einzelzusammenhédnge werden in der Diskussion naher erlautert werden. Nachfolgende

Tabelle zeigt eine Kurzzusammenstellung der in vitro Versuche.

Tabelle 2:
Spendertier Qualitét der Inseln Vorbehandlung der Inseln
Lewis Ratten : Xanthinoxidase
Lewis Ratten Frisch 1 1d Kultur Nitroprussidnatrium

3.1.2. In vitro Untersuchungen von frischen Ratteninseln versus 1 d bei 37°C in
TCM199 + 5% FCS kultivierten Ratteninseln beziglich der Empfindlichkeit
gegeniber Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid (ROI)

Die Empfindlichkeit von Ratteninseln gegenliber NO und Sauerstoffradikalen ist bekannt

(STEVEN at al., 1996) und ebenso die bedeutende Rolle bei friihen, inflammatorischen

Prozessen (siehe auch Diskussion). Um diesen EinfluR auf frische bzw. kultivierte Inseln

und um einen protektiven Einflu der Kultur bei 37°C in TCM199 + 5% FCS zu

untersuchen, wurden jeweils 15 Inseln 4 unterschiedlichen Konzentrationen von NO
produzierendem Nitroprussidnatrium ausgesetzt und nach 20 h mittels Trypanblau eine

Vitalilitdtsbestimmung durchgefiihrt.

Abb. 1:
Vitalitat von Ratteninseln nach Inkubation mit NO produzierendem
Nitroprussidnatrium (MW= SEM, n = 15, Mann-Whitney Test)
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Abb. 2:
Vitalitat von Ratteninseln nach Inkubation mit Superoxid produzierender
Hypoxanthin/Xanthin Oxidase (MW = SEM, n = 15, Mann Whitney Test)
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Die Graphiken zeigen eine dosisunabhéngige, signifikant (**=p<0.0001) deutlich hthere

Empfindlichkeit frisch isolierter Inseln sowohl gegentiber NO und als auch gegeniiber XO
im Verhdltnis zu 1 d Kkultivierten Inseln. Es ist zu vermuten, daR entsprechende
Unterschiede auch unmittelbar nach Tx weiter bestehen werden und somit einen Einflul}

auf das friihe inflammatorische Inseliiberleben haben kdnnen.

3.2. In vivo Versuche

3.2.1. Allgemeine Einteilung nach Transplantationsreihen
Insgesamt wurden 8 in vivo Gruppen gebildet, die im folgenden Schema aufgelistet sind
und die die einzelnen Fragestellungen betreffen:

Tabelle 3:
Spendertier Empféngertier Vorbehandlung der Inseln
1. Lewis Ratten Wlstar_ Furt_h Ratten, Frisch isoliert
diabetisch
. Wistar Furth Ratten, 37°C TCM199 + 5% FCS 1d
2. Lewis Ratten . ;
diabetisch Kultur
) C57BI/6J Mause, 22°C TCM199 + 5% FCS 1 d
3. Lewis Ratten ; )
diabetisch Kultur
) C57BI/6J Méause, 37°C TCM199 + 5% FCS 1d
4, Lewis Ratten ; .
diabetisch Kultur
) . 37°C TCM199 + 5% FCS 1d
5. Lewis Ratten C57BI/§J Mguse, nicht Kultur
diabetisch
6. Humane Inseln C57BI/6J Mause, nicht 37°C, TCM199 + 5% FCS,
' diabetisch 1-9 d Kultur
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7 Humane Inseln C57BI/§J Mt?iuse, nicht 37°C CMRL 1066 + 5% FCS,
' diabetisch 1-9 d Kultur

8. Humane Inseln C57BI/§J Mt?iuse, nicht 22°C CMRL 1066 + 5% FCS,
' diabetisch 1-9 d Kultur

Somit kamen insgesamt drei in vivo Tiermodelle zur Anwendung: ein allogenes und zwei
xenogene Modelle.

Im allogenen Tiermodell der Ratte in Ratte Transplantation waren die Empfangertiere
diabetisch. Transplantiert wurde, wie auch bei den anderen Modellen, unter die
Nierenkapsel. Im konkordant xenogenen Modell Ratte-in-Maus waren die Empfangertiere
diabetisch, abgesehen von Gruppe 5, in der die Transplantation mit dem Ziel der
Insulinextraktion durchgefuhrt worden war. Das dritte Modell war ein diskordant xenoges
Modell, humane Inseln auf Maus. Hier waren die Empfangertiere nicht diabetisch. Die
Grundvoraussetzungen fiir die Kultur waren flr die unterschiedlichen Versuchsgruppen

untereinander jeweils vergleichbar.

3.2.2. Allogenes Nagetiermodell
Fur diese Versuchsreine wurden als Spendertiere ausschlieBlich ménnliche Lewisratten

verwendet (MHC=RTL1").

Fur eine Transplantation wurden die Inseln aus Pankreata von 3 Spendertieren isoliert,
entsprechend ca. 400 bis 600 Inseln pro Pankreas und einer Gesamtinselzahl von ca. 1200
bis 1500 Inseln pro Transplantation. Die Inseln wurden zum einen direkt nach dem letzten
Isolationsvorgang transplantiert, zum anderen tber Nacht (ca. 20 h) bei 37°C im Medium
TCM199 + 5% FCS kultiviert. Der Transplantationsort war der subkapsuldre Raum der

linken Niere.

Als Empfangertiere dienten mannliche Wistar Furth Ratten (MHC=RT1"). In diesem
Modell sind somit starke gewebespezifische Barrieren gegeben. Da Ratten des Haplotyp
RT1" auBerdem als immunologische ,high responder* gelten, kann die Spender-/

Empféanger-Kombination als sogenanntes ,,hartes** Modell betrachtet werden

Diabeteserzeugung

Zur Induktion eines Diabetes mellitus erhielten die Empféngertiere eine einmalige
Applikation von Streptozotozin intravends in die Schwanzvene (65 mg/kg Korpergewicht).
Dieses Vorgehen zur Diabetesinduktion findet allgemein Anwendung. Vor der
Streptozotozingabe wurde der Blutzucker und das Gewicht bestimmt. Die néachste
Messung erfolgte am Tag der Transplantation. Eine Transplantation wurde nur bei

eindeutig erhohten Blutzuckerwerten durchgefihrt. Als manifester Diabetes wurden
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mindestens zwei gemessene Werte iber 300 mg/dl gewertet. Eine spontane Regeneration
des Pankreas wurde nicht festgestellt. Da alle Tiere nach Erreichen der Normoglykémie
zwischen dem 5. und 9. Tag nach Transplantation das Transplantat abstieRen, war

innerhalb dieses Zeitraumes nicht von einer kurzfristigen Regeneration auszugehen.

Beurteilung der Inselviablilitit und Reinheit

Vor Transplantation wurde eine Trypanblaufarbung durchgefuhrt, um den prozentualen
Anteil der nekrotischen Inseln zu beurteilen. Der Anteil der nicht Trypanblau geféarbten
Inseln lag in beiden Gruppen im Bereich von 90 bis 95 % und die Reinheit betrug in
beiden Gruppen 85 bis 95 %.

Einzelergebnisse

Als erfolgreiche Transplantation bzw. als Uberleben des Transplantats wurde ein Erreichen
der Normoglykamie (80 — 140 mg/dl) angesehen. Eine AbstoRung des Transplantats liegt

bei permanenten Werten von > 250 mg/dl vor.

3.2.2.1. Allogene Transplantation frisch isolierter Ratteninseln unter die Nierenkapsel
diabetischer Wistar Furth Ratten

Die Transplantation erfolgte unmittelbar im Anschlul an die Aufbereitung des letzten
(jeweils dritten) Spenderpankreas. Es ergaben sich folgende Ergebnisse:
Abb. 3:

Plasmaglukose und Korpergewicht nach allogener Transplantation frisch
isolierter Inseln der Lewis Ratte in diabetische Wistar Furth Ratten
(MW £ SEM, n =13)
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An Hand der graphischen Darstellung zeigt sich deutlich, dal die Transplantation von
1200 - 1500 frisch isolierter Inseln unter die Nierenkapsel allogener Ratten nicht in der
Lage ist, eine Normoglykdmie zu erzeugen. Es gelang nur bei einem von 13
transplantierten Tieren eine Normoglykamie zu erzeugen. Diese blieb tiber einen Zeitraum
von 9 Tagen bestehen. Einige Tiere zeigten an den ersten beiden Tagen eine Senkung des
Blutzuckers, um an den darauf folgenden Tagen wieder auf héhere Werte anzusteigen.
Dadurch, dal} ein B-Zellverlust stattfindet, wird das gespeicherte Insulin freigesetzt und
gelangt in den systemischen Kreislauf. Dies bewirkt eine kurzzeitige Senkung der
Plasmaglukose. Die verbliebenen Inseln sind nicht in der Lage, diesen initialen Verlust zu
kompensieren. Der Isolationsbedingte ZellstreR und die inflammatorische Antwort des
Empfangers scheint ausreichend zu sein, eine Funktion des allogenen Transplantats zu
unterbinden. Dies spiegelt sich auch in der Entwicklung des Kérpergewichts wieder. Im
Gegensatz zu einer erfolgreichen Transplantation fallt das Korpergewicht konstant ab von
im Mittel 277+4 Gramm vor Transplantation auf 254+2 Gramm nach 11 Tagen.

3.2.2.2. Allogene Transplantation von Ratteninseln nach 1 Tag Kultur (Medium

TCM199 + 5% FCS bei 37°C) unter die Nierenkapsel diabetischer Wistar
Furth Ratten

Die Transplantation erfolgte am darauf folgenden Tag nach Isolation, entsprechend einer
Kulturdauer von 15 bis 20 Stunden. Es ergaben sich folgende Ergebnisse:
Abb.4:

Plasmaglukose und Kérpergewicht nach allogener Transplantation

1 Tag kultivierter Inseln der Lewis Ratte in TCM 199 + 5% FCS in diabetische
Wistar Furth Ratten (MW + SEM,n=5)
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Beim Vergleich dieser Graphik mit Abbildung 3 ist eindeutig der positive Einflul} der
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Kultur fir einen Tag auf die Transplantatfunktion im allogenen Modell zu erkennen. Bei
finf von flinf Tieren wurde eine eindeutige Normoglykamie erzielt. Die Kulturpassage
scheint den Inseln nach dem Isolationsvorgang die Mdglichkeit der Regeneration zu geben
(WOHRLE et al., 1990). Bei Betrachtung der Einzeltiere erkennt man interindividuelle
Unterschiede. Bei 3 von 5 Tieren trat die Normoglykamie bereits am 1. Tag, bei 1 von 5
Tieren am 2. Tag und bei 1 von 5 Tieren am 5. Tag nach Transplantation ein. Die Dauer
der normoglykédmischen Stoffwechsellage lag im Durchschnitt bei 6.6+1.2 Tagen. Nach
AbstoBung der Inseln stiegen die Blutzuckerwerte erneut auf Werte > 300 mg/dl.

Das Transplantattiberleben lag im Mittel bei 6.6+1.2 Tagen. Die Dauer bei den einzelnen

Tieren (n=5) sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Transplantatiiberlebenszeiten in Tagen (d) bei Transplantation von Inseln nach
1 d Kultur bei 37°C in Medium TCM199 + 5% FCS

Tier 1 |Tier 2| Tier 3| Tier 4| Tier 5| Mittelwert| SEM
7 7 9 2 8 6.6 1.21

Transplantat-
Uberleben

In Abb. 5 sind zur Verdeutlichung die Verladufe der Plasmaglukose der transplantierten
Tiere mit frisch isolierten Inseln und mit ein Tag kultivierten Inseln dargestellt. Aus diesen
Daten ergibt sich im allogenen Rattenmodell ein eindeutiger, signifikanter Vorteil
(*=p<0.05) beziglich des Transplantattberlebens fur eine Kultur tber ca. 20 h gegenuber

der Verwendung von frisch isolierten Inseln.

Abb. 5:
Vergleich der Plasmaglukose nach allogener Transplantation frischer (n=5) und
1 Tag kultivierter Inseln der Lewis Ratte (n=13) in TCM199 + 5% in diabetische
Wistar Furth Ratten (MW = SEM, Wilcoxon Test)
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Auch beziglich des Korpergewichts konnte eine positive Entwicklung nach
Transplantation von 1 d kultivierten Inseln festgestellt werden. Vor Transplantation ergab
sich ein mittleres Gewicht von 254+9 g. Dieses steigerte sich im Zeitraum der
Normoglykdmie um 10 g auf ein mittleres Hochstgewicht von 267+12 g. Nach der
Rejektion des Transplantats begann das Gewicht erneut zu sinken. Fir die Transplantation
von frisch isolierten Inseln zeigte sich parallel zu den hohen Blutzuckerwerten ein
Absinken des Korpergewichts von 277+4 g am Tag der Transplantation auf 254+2 g an
Tag 11.

3.2.3. Konkordant xenogenes Transplantationsmodell (Ratte in Maus)

3.2.3.1. Kontrollgruppe

Eine diabetische Kontrollgruppe wurde fir diese Versuchsreihe durchgefuhrt. Diese wurde
nach dem Protokoll der Transplantationsgruppe behandelt und erhielten ebenfalls 190
mg/kg KG Streptozotozin in die Schwanzvene appliziert.

Abb. 6:
Kontrollgruppe STZ-diabetischer C57BI1/6J Mé&use (n = 8 £ SEM)
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3.2.3.2. EinfluR der Kultur bei 22°C versus 37°C in TCM199 + 5% FCS auf das frihe
Transplantattberleben unter Bericksichtigung der Inselmasse

Spender- und Empféngertiere

Die Spendertiere in dieser Versuchsreihe waren erneut mannliche Lewisratten. Die
Isolation der Inseln wurde nach dem gleichen Protokoll und unter den gleichen
Bedingungen des oben genannten allogenen Tiermodells durchgefiihrt. Die Empféangertiere

waren mannliche C57BL/6J Mause.

Diabeteserzeugung

Zur Induktion eines Diabetes mellitus erhielten die Empféngertiere eine einmalige
Applikation von Streptozotozin intravends in die Schwanzvene (190 mg/Kg
Korpergewicht). Dieses Vorgehen zur Diabetesinduktion findet allgemein Anwendung.

Eine Regeneration des endokrinen Pankreas wurde nicht beobachtet.

Inselviabilitit und Reinheit

Vor der Transplantation wurden die Inseln auf Ihre Viabilitat und die gesamte Préparation
auf ihren Reinheitsgehalt Gberprift. Im Trypanblautest zeigt sich eine Viabilitat von ca.
95%. Die Reinheit lag zwischen 90 und 95 %.

Transplantationsserien

Es wurden in dieser Versuchsreihe die Kulturbedingungen 22°C gegen 37°C im
Kulturmedium TCM199 + 5% FCS gegeneinander verglichen. Als Nachweis einer
Transplantatfunktion gilt das Erreichen einer Normoglykamie nach vorbestehendem STZ-
induzierten Diabetes mellitus. Die Normoglykamie ist definiert als das Vorliegen von
Plasmaglukosewerten von 80 bis 150 mg/dl.

In vielen in der Literatur beschriebenen Versuchsmodellen wurde keine Gewichtung auf
die transplantierte Inselmasse gelegt. Deshalb wurde in den meisten Fallen in einem
InseltberschuR transplantiert. In der Versuchsserie der vorliegenden Arbeit wurden
unterschiedliche Inselmengen (200, 100, 50 Inseln) transplantiert. Dadurch sollen Effekte
der Kulturbedingungen besser erkennbar sein und nicht durch das Transplantieren einer
Ubergrolen Menge an Inseln die Tatsache verschleiert werden, daB in der
frihinflammatorischen Phase groRe Mengen Inseln untergehen (siehe auch Diskussion).

In beiden Gruppen wurden die Inseln nach dem entsprechenden Protokoll fir 1 Tag in
Kultur gehalten.
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Abb.7:

Konkordant xenogene Transplantation von 200 Lewis Ratteninseln in
diabetische C57BI1/6J Mause nach Kultur bei 22°C oder 37°C in TCM199
+5% FCS (MW, n=2)
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Diese Plasmaglukosekurven veranschaulichen einen Transplantationserfolg gemessen an
der Normoglykamie fur 200 Inseln. Es zeigen sich bei beiden Temperaturen beztiglich dem
Erreichen der Normoglykamie nur geringe, nicht signifikante Unterschiede. Diese treten
im Hinblick des Zeitraums zum Erreichen der Normoglykamie auf. Die Kultur bei 37°C
erzielt am ersten Tag nach Transplantation eine normoglykédmische Stoffwechsellage,
wahrend dies die 22° Inseln im Mittel erst am sechsten Tag erreichen. Das Transplantat der
37°C Inseln wird an Tag 13 abgestofRen im Gegensatz zu den 22°C Inseln. Diese werden
erst nach mehr als einem doppelt so langen Zeitraum abgestoRen (am 27. Tag nach
Transplantation).

Abb. 8:

Konkordant xenogene Transplantation von 100 Lewis Ratteninseln in
diabetische C57B1/6J M&use nach Kultur bei 22°C (n=4) oder 37°C (n=3)
in TCM199 + 5% FCS (MW)
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Bei Transplantation von 100 Inseln stellt sich folgendes Ergebnis dar: Inseln beider
Gruppen sind in der Lage eine Absenkung der Plasmaglukose zu erreichen, die allerdings
verglichen mit der Gruppe mit 200 Inseln langsamer einsetzt. Die 22°C Gruppe erreicht
eine anhaltende Normoglykamie, wohingegen die 37° Inseln an Tag 13 immunologisch
abgestoflien werden und somit nicht in der Lage sind eine Normoglykamie zu erzielen. Bis
zur immunologischen AbstoRung erfolgte eine Absenkung der Plasmaglukose. Die
Hintergriinde einer immunprivilegierten Situation und der 22°C kultivierten Inseln wurden
bereits durch verschiedene Gruppen beschriecben (MARKMANN et al., 1990,
FAUSTMANN et al., 1991, JAGER et al., 1994) und sollen hier, da sie auch nicht
Arbeitsgegenstand dieser Arbeit waren, nicht weiter besprochen werden.

Abb. 9:

Konkordant xenogene Transplantation von 50 Lewis Ratteninseln in
diabetische C57BI1/6J Mause nach Kultur bei 22°C oder 37°C in
TCM199 + 5% FCS (MW, n=2)
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Bei der Transplantation von 50 Inseln konnte keine Normoglyk&dmie erreicht werden,

unabhéngig der Kulturtemperatur. Allenfalls kann man von einer Senkung der

Plasmaglukose auf weiterhin hyperglykdmische Werte sprechen.

Insgesamt betrachtet ergaben sich folgende Erkenntnisse:
- Eine Kultur der Inseln bei 22°C in TCM199 + 5% FCS ergeben im konkordant
xenogenen Tiermodell eine Transplantatfunktion gemessen an der Normoglykamie.
Diese tritt versetzt zur Transplantation ein und bleibt annédhernd doppelt so lange
bestehen gegeniiber den transplantierten 37°C Inseln. Fir diesen Effekt ist eine
Mindestmenge von 100 Inseln notwendig.
- Eine Kultur der Inseln bei 37°C in TCM199 + 5% FCS kann ebenfalls eine

Normoglykamie, die am Tag der Transplantation einsetzt, erzeugen. Die Dauer ist
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gegenliber den 22°C Inseln auf Grund der einsetzenden immunologischen
TransplantatabstoBung um mehr als die Hélfte verringert. Die notwendige
Mindestmenge flr eine eindeutige Normoglykamie liegt bei 200 Inseln. 100 Inseln
konnen auf Grund der einsetzenden Abstollung keine eindeutige Normoglykémie,

sondern nur eine Absenkung auf hyperglykamische Werte bewirken.

3.2.3.3. Bestimmung des Insulingehaltes des Transplantat tragenden Organs mittels
Enzymimmunassay

Versuchstiere

Der in vivo Versuchsaufbau entspricht den bereits genannten Protokollen. Das Ziel war es,
anhand eines zweiten Parameters neben der Normoglykémie, eine weitere Beurteilung des
Transplantatuberlebens zu erméglichen, um der 0.g. Frage des Einflusses unterschiedlicher
Kulturtemperaturen auf das Transplantatiiberleben nachzugehen.

Inselviabilitit und Reinheit

Vor der Transplantation wurden die Inseln auf Ihre Viabilitat und die gesamte Praparation
auf die prozentuale Reinheit tberpriift. Im Trypanblautest zeigt sich eine Viabilitat von ca.
95%. Die Reinheit lag zwischen 90 und 95 %.

Transplantation und Nephrektomie

Die Transplantation wurde auch hier unter die Nierenkapsel durchgefiihrt. Zum besseren
Vergleich wurde in beide Nieren in einem Vorgang transplantiert. Die Menge betrug
jeweils 100 Inseln. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Transplantation und in der Zeit bis
zur Nephrektomie, die am dritten Tag nach Transplantation durchgefiuhrt wurde,

normoglykamisch.
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Abb. 10:

Konkordant xenogene Transplantation in nicht diabetische C57/B16J Mé&use unter die Nierenkapsel
mit Nephrektomie am 3. Tag nach Tx und Bestimmung des Insulingehaltes pro Transplantat (n= 3 +
SEM)

Insulingehalt in ug pro Transplantat

W22°C TCM199 + 5% FCS m37°C TCM199 + 5% FCS

Kulturbedingungen

In den Insulinbestimmungen zeigt sich ein 1.5 fach hoherer Gehalt im Transplantat der
37°C kultivierten Inseln gegeniiber 22°C kultivierten Inseln. Dies ist in Ubereinstimmung
mit anderen Beobachtungen zu bringen, die eine hohere Stoffwechselaktivitat der 3-Zelle
bei 37°C in CMRL 1066 beschrieben haben, die zu einer hoheren Insulinsekretion fihrt
(WOHRLE et al., 1990). In vivo erbringt diese hohere Aktivitat ein schnelleres Erreichen

der Normoglyké&mie.

3.3. Diskordant xenogenes Modell (humane Inseln in Maus)

3.3.1. Transplantation humaner Insel unter die Nierenkapsel nicht diabetischer
C57BI/6J Mause nach einer Kultur bei 22°C/CMRL 1066 ver. 22°C/TCM199 +
5% FCS ver. 37°C/TCM199 + 5% FCS

Es wurden insgesamt 4 Transplantationsreihen durchgefiihrt. Die Inseln hierfir stammen

aus drei unterschiedlichen Préparationen.

Statische Glukosestimulation

Am Tag nach der Isolation wurde eine statische Glukosestimulation durchgefiihrt. Dieser
Test beurteilt Vitalitat, Insulingehalt, Stimulationsfaktor auf einen definierten Glukosereiz
und die Zahl der Inseldquivalenten (IEQ).

Transplantation

Es wurden pro Transplantation 300 IEQ verwendet. Transplantationsort war die
Nierenkapsel der linken Niere. Empféangertiere waren normoglykamische C57BIl6J Mduse.

Die Tiere waren nicht nlichtern und keinen weiteren VVorbehandlungen unterworfen.
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Intraperitoneale Glukosestimulation und intrakardiale Blutentnahme

An Tag 3, 7 und 14 nach Transplantation erhielten die Tiere eine intraperitoneale
Glukoseinjektion zur Stimulation der vorhandenen Inselmasse. Nach Ablauf von 10
Minuten erfolgte die Blutentnahme aus dem Herzen. Das Serum wurde anschlie3end in

einem Enzymimmunassay zur Bestimmung von humanem Insulin eingesetzt.

3.3.2. Intraperitoneale Glukosebelastung

In Vorversuchen wurde eine Glukosebelastung normoglyk&mischer C57BI/6J Mause
durchgefiihrt und die Plasmaglukose gemessen. Es ergaben sich folgende Verlaufskurven:

Abb. 11:

Darstellung der gemessenen Plasmaglukose in C57BI/6J Mausen nach
intraperitonealer Glukoseapplikation (G-20) in unterschiedlichen Mengen
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Aufgrund dieser erhobenen Werte entschieden wir uns fiir die Gabe von 1,0 ml G-20 i.p.
fiir die Transplantationsserien.

3.3.3 Einzelergebnisse der Transplantationsserien

3.3.3.1 Ergebnisse des humanen Organs Nr. 1
In vitro Charakterisierung der verwendeten Inseln:
- Vitalitat (im Trypanblautest): 91.8 %
- Insulingehalt: 104,6 pU/Inselaquivalentu
- Eine verwendete Insel entsprach durchschnittlich 1,45 IEQ

- Stimulationsfaktor fur die glukosestimulierte Insulinsekretion (300/30 mg/dl): > 30
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Abb. 12:

Humanes Insulin im Plasma i.p. glukosestimulierter C57BI1/6J-M&use nach Transplantation
von 300 unterschiedlich kultivierten humanen Inseln eines Organspenders (MW + SEM, n=4)
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3.3.3.2. Ergebnisse des humanen Organs Nr. 2

In vitro Charakterisierung der verwendeten Inseln:
Vitalitat (im Trypanblautest): 93 %
Insulingehalt: 154.8 pU/Inselaquivalent
Eine verwendete Insel entsprach durchschnittlich 1.77 IEQ
Stimulationsfaktor fur die glukosestimulierte Insulinsekretion (300/30 mg/dl): 1.16

Abb. 13:

Humanes Insulin im Plasma i.p. glukosestimulierter C57BI/6J-Mause
nach Transplantation von 300 unterschiedlich kultivierten humanen
Inseln eines Organspenders (MW + SEM, n=4)
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3.3.3.3. Ergebnisse des humanen Organs Nr. 3
In vitro Charakterisierung der verwendeten Inseln:

Vitalitat (im Trypanblautest): 87 %

Insulingehalt: 90.5 pU/Inselédquivalent

Eine verwendete Insel entsprach durchschnittlich 1.18 IEQ

Stimulationsfaktor fir die glukosestimulierte Insulinsekretion (300/30 mg/dl): 5.89
Abb. 14:

Humanes Insulin im Plasma i.p. glukosestimulierter C57BI1/6J-M&use

nach Transplantation von 300 unterschiedlich kultivierten humanen
Inseln eines Organspenders (MW £ SEM, n=4)
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3.3.3.4. Zusammenfassende Gesamtdarstellung aller Transplantationsreihen
Abb. 15:

Gesamtdarstellung der gemessenen Plasma-Insulingehalte nach i.p.
Glukosestimulation der diskordant xenogenen Transplantation
Langerhans’scher Inseln unter die Nierenkapsel (MW + SEM, n= 12)
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Aus diesen Transplantationsreihen wird ein deutlicher Vorteil der 37°C/TCM199 + 5%

FCS kultivierten Inseln fir den Zeitraum direkt nach Transplantation bis hin zu 7 Tagen
ersichtlich. Die gemessenen Insulinwerte liegen an Tag 3 nach Transplantation fir die
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37°C Kultur annéhernd 1.5 fach héher als diejenigen der 22°C Kultur. Einen nur geringen
Unterschied findet man bei 22°C im Vergleich der Kultur in TCM199 + 5% FCS
gegenuber CMRL 1066. Am siebten Tag nach Transplantation verschiebt sich dieses Bild
zu Gunsten des Kulturmediums TCM199 + 5% FCS. Der Insulingehalt bei 22°C/CMRL
1066 liegt zum Mel3zeitpunkt mehr als zweifach niedriger als derjenige der 37°C/TCM199
+ 5% FCS und ca. 1.5 niedriger als derjenige der 22°C/TCM199 + 5% FCS kultivierten
Inseln. Beziiglich des Vergleichs 37°C und 22°C fir TCM199 + 5% FCS, besteht
weiterhin ein Vorteil der 37°C gegenuber der 22°C Kultur. Dieser ist 1.5-fach hoher,
vergleichbar mit demjenigen an Tag 3.

Ein weiterer, deutlicher Verlust lait sich im Zeitraum Tag 7 bis Tag 14 dokumentieren.
Den geringsten Verlust zeigten allerdings die 22°C/TCM199 + 5% FCS kultivierten Inseln.
Der gemessene Insulingehalt liegt ca. 3-fach hoher als fir die 37°C/TCM199 + 5% FCS
kultivierten Inseln. Noch deutlicher ist der Unterschied im Vergleich zur Gruppe der
22°C/CMRL 1066 kultivierten Inseln, der annéhernd 7 fach geringer ist. Somit kann man
vermuten, daf fiir diese Ubergangsphase der friihinflammatorischen Reaktion in die akute
AbstoRBung (siehe Diskussion) sich ein Vorteil fur die Niedrigtemperaturkultur bei 22°C in
TCM199 + 5% FCS zeigt. Allerdings zeigte sich bei allen Ergebnissen keine eindeutige
Signifikanz.

Wenn man die gemessenen Insulinmengen als Anhaltspunkt fir ein Transplantatiiberleben
betrachtet, 4Rt sich zusammenfassend sagen, dal} eine Kultur von humanen Inseln bei
37°C in TCM199 + 5% FCS einen deutlichen Vorteil gegeniiber der 22°C Kultur fur den
friihen Zeitraum nach Transplantation — im diskordant xenogenen Modell — aufweist. Fur
den Zeitraum nach dem siebten Tag nach Transplantation zeigen die Ergebnisse einen
deutlichen Vorteil fur die Kultur bei 22°C in TCM199 + 5% FCS.
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4. Diskussion

4.1. Allgemeines

Die Diagnose eines Diabetes mellitus Typ 1 stellt fur den betroffenen Patienten einen
grofRen Einschnitt in seinem Leben dar und bringt groRe Veranderungen seines Lebens mit
sich. Ohne eine adaquate Therapie verringert sich die Lebenserwartung auf ein Minimum.
Seit Entdeckung des Insulins steht diesen Patienten eine addquate Therapieform zur
Verflgung. Dennoch bleiben die Gefahren, wie z.B. eine lebensbedrohliche
Hypoglykamie, bestehen. Auch die Spatkomplikationen lassen sich nur schwer aufhalten.
Somit ist die Insulintherapie von einer Reihe von Faktoren und letztendlich vom Patienten
selbst abhéngig.

Seit Mitte der sechziger Jahre wurden Verfahren des Organersatzes etabliert. Einerseits
bestent die Mdoglichkeit, eine Transplantation eines vaskularisierten Pankreas
durchzufihren. Dieses Verfahren bietet, allerdings bei strenger Indikationsstellung, einen
hohen Transplantationserfolg gemessen an der Insulinunabh&ngigkeit mit 76% nach einem
Jahr (IPTR, 2001). Dadurch, dal dieses Verfahren einen grof3en chirurgischen Eingriff mit
sich bringt, treten eine nicht zu vernachlassigende Anzahl von schweren Komplikationen
auf, die hdufig eine erneute Operation notwendig machen. Auch verlaufen
Abstollungsreaktionen haufig fulminant.

Da bei Typ 1 Diabetikern nur ein kleiner Bestandteil des Pankreas, die Langerhans’schen
Inseln, welche ca. 1% des Gesamtpankreas ausmachen, defekt ist, ist es sinnvoll auch nur
diesen zu ersetzen. Basierend auf ersten Erkenntnissen von MOSKALWSKI im Jahre 1965
wurde es zuerst im Tiermodell mdglich, Inseln zu isolieren, allerdings bei noch geringer
Menge (MOSKALEWSKI, 1965). Modifikationen von LACY und KOSTANIOWSKY
ermoglichten eine Steigerung der isolierten Inselmenge (LACY und KOSTANIOWSKY et
al., 1967). Eine weitere Verbesserung bedeutete die Dichtegradientenzentrifugation
(BALLINGER und LACY, 1967), die intraduktale Applikation des verwendeten Enzyms,
der Kollagenase, (GOTOH et al., 1990) und eine hohere Standardisierung des
Gesamtprozesses (GOTOH et al., 1990b). Darauf aufbauend wurde im GielRener Insellabor
ein Isolierungsprotokoll ausgearbeitet, das eine ausnahmslos zuverlassige Isolierung von
Ratteninseln in hoher Zahl, Reinheit und Viabilitat erlaubt (ECKHARDT, Inaug.

Dissertation eingereicht).

Ermutigt durch die vielversprechenden Ergebnisse mit Nagerinseln, wandte man sich der
humanen Inselisolation zu. Durch RICORDI gelang es 1988 die humane und auch die

GroRtierinselisolation durch die sogenannte (semi-) automatisierte Methode hinsichtlich
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der Inselmenge, Viabilitdt und Funktion, entscheidend zu verbessern (RICORDI et al.,
1988). Diese Verbesserungen filhrten Ende der 80-iger Jahre zur Etablierung eines
klinischen Inseltransplantationsprogrammes. Im Gegensatz zur Transplantation eines
vaskularisierten Pankreas blieben die Ergebnisse gemessen an der Insulinunabhéngigkeit
hinter den Erwartungen zurlck. Es erlangte nur eine wesentlich geringere Anzahl von
Patienten (11%) eine Insulinunabhangigkeit nach einem Jahr (BRENDEL et al., 2001). Der
Vorteil des Verfahrens im Vergleich zur Gesamtorgantransplantation ist die geringe
Belastung durch den eigentlichen Transplantationsvorgang und die sehr niedrige
Komplikationsrate, auch bei AbstoRungsreaktionen. Der Patient bemerkt hierbei allenfalls
einen ansteigenden Blutzuckerwert. Trotz des geringen operativen Aufwandes ist auch eine
Inseltransplantation eine Verpflanzung von allogenem Gewebe mit der Konsequenz der

Immunsuppression.

4.2. Beeinflussende Faktoren fir eine erfolgreiche Transplantation

Welche Faktoren kdénnen nun einen entscheidenden Einfluf auf den Erfolg einer
Inseltransplantation haben?

Einflusse auf den Erfolg einer Inseltransplantation entstehen durch die Organspende, die
weitere Organbehandlung (das sog. ,,Organ procurement”) (BRANDHORST et al., 1994,
LAKEY et al., 1994 und 1996), den Isolationsvorgang (RICORDI et al., 1988) inklusive
des Reinigungsvorganges (LAKE et al., 1989) und die dabei verwendeten Reagenzien
(JAHR et al., 1995b). Wie bereits in der Einleitung ausfihrlich dargelegt, scheint die
transplantierte Inselmasse entscheidend zu sein. Die Erfahrungen zeigen allerdings
unterschiedliche Mindestmengen, die bei einer Kklinischer Inseltransplantation zum
Erreichen der Insulinunabhéngigkeit notwendig sind. BRETZEL et al. sahen 1994 eine
Mindestgrenze bei 8000 IEQ/kg KG. Nach den Erfolgen von SHAPIRO und seiner Gruppe
erscheinen ein Minimum von 11000 IEQ/kg KG notwendig (SHAPIRO et al., 2000). Dem
gegenliber steht der Bericht von BERTUZZI et al. aus diesem Jahr, der in einer
Transplantationsserie Insulinunabhangigkeiten auch bei Transplantation von weniger als
8000 IEQ/kg KG erzielen konnte. Die transplantierten Inselmengen schwankten zwischen
7412 IEQ/kg KG und 14250 IEQ/kg KG. Funf dieser Patienten blieben langer als ein Jahr
insulinunabhangig. Auch in dieser Untergruppe lait sich kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen einer Mindestinselmenge von 11000 IEQ und einer Insulinunabhangigkeit
zeigen. Diejenigen Patienten, die keine Insulinunabhangigkeit erreichten, erhielten
Inselmengen von 7450 IEQ/kg KG bis 11600 IEQ/kg KG. Somit zeigt sich in dieser

Gruppe kein eindeutiger Zusammenhang fir eine Inselmindestmenge und dem Erreichen
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einer Insulinunabhangigkeit. Die Autoren vermuteten allerdings, dal bei den Patienten, die
nicht insulinunabhdngig wurden, eine Transplantation gréferer Inselmengen
wahrscheinlich eine Insulinunabhé&ngigkeit nach sich gezogen hatte (BERTUZZI et al.,
2002).

Aus diesen, zum Teil kontraren, Erfahrungen laRt sich zum einen eine zentrale Rolle der
Inselmasse fur die erfolgreiche Inseltransplantation interpretieren zum anderen aber auch
die Problematik der zu fordernden Inselmindestmenge. Wie eingangs bereits erwahnt,
werden fur eine Inseltransplantation zum Erreichen von mehr als 11000 IEQ/kg KG
mindestens zwei Spenderorgane bendtigt. Somit ware es winschenswert, vor allem im
Hinblick auf den aktuell bestehenden dramatischen Mangel an Spenderorganen,
Madglichkeiten zu entwickeln, die eine erfolgreiche Transplantation von einem Spender auf
einen Empfanger ermoglichen wiirden.

Betrachtet man die von einigen Autoren kalkulierte Mindestmenge, basierend auf den
Ergebnissen bei pankreasteilresezierten Patienten und klinischen Autotransplantationen
von Inseln (siehe Einleitung), sollte dies theoretisch mdglich sein. Ausgehend von diesen
Uberlegungen stellt sich die Frage, welche Faktoren die unterschiedlichen Ergebnisse der
Inselfunktion in vivo bewirken.

Neben den bereits erwdhnten Einflissen der Immunsuppression (siehe Einleitung), sind die
transplantierten Inseln Schadigungen durch Hypoxie, Mangelversorgung mit Nahrstoffen,
der Autoimmunitat des Empfangers, frihinflammatorischen Prozessen und AbstoRungs-
phdnomenen ausgesetzt. Durch jeden einzelnen Faktor bedingt geht eine unbestimmte
Anzahl von Inseln zu Grunde. Zusatzlich spielen die Reinheit der Inselpraparation, ihre
Vitalitat und der Transplantationsort eine Rolle, die zum Teil auch EinfluR auf die zuvor

genannten Faktoren nehmen.

4.3. Einfltsse auf die transplantierte Insel
Im nachfolgenden werden die einzelnen Faktoren angesprochen und eine eventuelle
Vernetzung dargestellt werden wie auch ihr EinfluR auf das Transplantatiiberleben,

insbesondere auf das friihe Transplantatuberleben.

Im Gegensatz zur vaskularisierten Pankreastransplantation, befindet sich eine
transplantierte Insel bis ca. 10 Tage nach Transplantation ohne direkten GefalRanschluf3
(MENGER et al., 1992). Die Versorgung wahrend dieser Zeit erfolgt im allgemeinen durch
Diffusion. Erst nach Abschlul} dieser Revaskularisation kann die Insel kontinuierlich und
gleichmélRig mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden. In diesem Zeitraum bilden
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sich vor allem in zentralen Bezirken grof3erer Inseln Nekrosen und somit geht ein gewisser,
nicht vernachlassigbarer Anteil der Inseln zu Grunde (DAVALLI et al., 1996). Beeinfluf3t
wird die Revaskularisierung durch unterschiedliche Faktoren wie das Bestehen einer
hyperglykamischen Stoffwechsellage (MENDOLA et al., 1994, JANSON et al., 1990), die
Immunsuppression (MENGER et al., 1990) und die Reinheit einer Inselpraparation
(GRAY et al., 1988). Zudem ist die Insel durch den Isolierungsvorgang aus dem
neurologischen Netz des Pankreas herausgerissen (NODA et al., 1993). Bis zur erneuten
Versorgung mit Nervenendigungen, die anscheinend vom Empfanger entlang der
revaskularisierten Geféalie erfolgt (GRIFFITH et al., 1977), kann die Insel nur sehr schlecht
auf metabolische Anforderungen reagieren. Aus diesem Grunde werden in der Klinischen
Inseltransplantation die Patienten in den ersten Tagen nach Transplantation mittels einer
totalen parenteralen Erndhrung inklusive Insulinapplikation versorgt (HERING et al.,
1994). Als weiteres Problem kann die vorhandene Autoimmunitét erneut aktiv werden
(SIBLEY et al., 1985) und die B-Zelle schadigen. Auch eine Immunsuppression kann
diesen Prozel3 nicht unterbinden (STEGALL et al., 1996). Allerdings ist der Effekt bei
unterschiedlichen Patienten unterschiedlich ausgepragt. Es ist aber auch nicht bekannt,
wodurch dies beeinfluBt wird. Es zeigte sich jedoch ein Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Antikérpern gegen GAD-65, Inselzellantikdrpern und der Prognose
des Transplantatiiberlebens (JAGER et al., 1997).

4.3.1. Immunologische Abstoliungsphanomene

Parallel zu diesen Vorgangen ist die Alloimmunitat aktiv. Diese gliedert sich in
unterschiedliche Abschnitte, die man am sinnvollsten entlang einer Zeitachse darstellt.
Eine Schwierigkeit der Einteilung stellt sich mit der Tatsache dar, daR bei der Entwicklung
der AbstolRungstheorien vor allem das allogene Modell betrachtet wurde. Durch ein
gestiegenes Interesse an einer klinisch durchfiihrbaren Xenotransplantation traten auch
diese Phédnomene etwas vermehrt in den Vordergrund. Somit unterscheidet man in der
klassischen Rejektion eine akute und eine chronische Rejektion (siehe unten). Vor dem
Einsetzen dieser T- Zell vermittelten Immunantwort findet man eine davon unabhangige
Zellschéadigung. Diese wird im Allgemeinen als ,,Primary nonfunction® (PNF) oder auch
als frihe Inseldysfunktion bezeichnet. Diese kann man erneut unterteilen in eine
hyperakute, antikdrperassoziierte Abstollungsreaktion und in eine frihinflammatorische

Schédigung.

In der Vergangenheit wurde oft tiber das Phdanomen der PNF diskutiert. Anfangs wurde es
als ein technisches Problem des Transplantationsvorganges dargestellt. Es konnte aber
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gezeigt werden, dal} bei einer syngenen Transplantation im Nagetiermodell diese Effekte
nicht auftraten. Auch eine Immunsuppression mit Cyclosporin A erbrachte keine
eindeutige Reduktion der Rate fir PNF (KAUFFMAN et al., 1990). Auch wurden die
Probleme einer PNF der klinischen Inselallotransplantation in der Inselautotransplantation

nicht nachvollzogen.

Hyperakute AbstoRungsreaktion

Eine hyperakute AbstoBung basiert auf im Empfanger vorhandener praformierter
Antikoper ohne daB eine Prdimmunisierung stattgefunden hat (GALLI, 1993). Das Prinzip
ist vergleichbar dem ABO-System des Blutes. In der Transplantation vaskularisierter
Organe, vor allem bei phylogenetisch ungleichen Spezies, sieht man vereinzelt schon
wéhrend der Operation eine makroskopische Abstolung mit Organzyanose und
Hamorrhagien. Die zirkulierenden Antikorper richten sich gegen die Endothelwénde der
Geféle des Spenderorgans und aktivieren Komplement Gber den klassischen Weg. Daraus
resultiert eine schwere Koagulopathie, Hdmorrhagie und ein veréndertes GefaRbett mit
konsekutivem Organverlust (BACH et al., 1994).

Als wichtigste, praformierte Antikorper werden derzeit die anti-Galaktosyl-(Gal-)
Immunglobuline eingeordnet (VAUGHAN et al., 1994). Sie binden am Galaktose-a-1,3-
galaktose Epitop (gal-Epitop). Dieses Epitop findet man auf der Zelloberflache aller
Saugetiere, ausgenommen denen des Menschen und der Affen der alten Welt (PARKER et
al., 1994). Menschen und diese Affen haben gegen dieses Epitop Antikorper entwickelt.
Die hyperakute Abstol3ung ist somit ein Phdnomen der Xenotransplantation und tritt als
Problem z.B. bei einer Transplantation von Schweinezellen auf den Menschen auf.

Eine eindeutige Klarung des Einflusses der hyperakuten AbstolRungsreaktion in der
Inseltransplantation ist bis heute noch nicht erfolgt. Mit Sicherheit spielt sie eine
untergeordnete Rolle im Vergleich zu anderen Abstoliungsmechanismen, da zum einen die
Insel aus Ihrem Geféal3bett herausgeldst ist und somit keinen direkten Bezug mehr zum
Endothelbett hat und Transplantationen ohne Immunsuppression im xenogenen Modell
durchzufiihren sind (LACY et al., 1989; MANDEL et al., 1997).

Basierend auf dem Vorhandensein praformierter Antikérper wurde eine Klassifikation der
Xenotransplantation geschaffen. Von einem diskordant-xenogenen Modell spricht man,
wenn natlrliche préaformierte Antikorper existieren (humane Inseln auf Maus); fehlen diese
bezeichnet man es als konkordant xenogenes Transplantationsmodell (Ratteninseln auf
Maus) (CALNE et al., 1970). Bei den in den vorliegenden Arbeit verwendeten
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Tiermodellen (siehe unten) spielen die Phédnomene der hyperakuten AbstolRung keine
Rolle.

Akute AbstoRung
Die akute Abstolung entspricht der klassischen allogenen AbstoBung. Da sich die

Ergebnisse dieser Arbeit vornehmlich auf die frihinflammatorischen Phanomene beziehen
und erst in zweiter Linie auf die akute Abstof3ung, soll diese hier nicht in allen Einzelheiten
angesprochen werden. Im Zusammenhang dieser Arbeit ist wichtig, dal die akute
AbstoRung durch frihinflammatorische Reaktionen beeinflult werden kann (siehe 4.3.4.).

Zeitlich gesehen kann die akute Abstollung nach einigen Tagen bis hin zu drei Monaten
eintreten. Sie bildet im Bereich der klinischen Transplantation die wichtigste und

gravierendste Reaktion. Sie ist eine T-Zell vermittelte Abstol3ungsreaktion.
Zum besseren Verstandnis sind einige allgemeine VVorbemerkungen notwendig.

Allgemeines und Definitionen:

Durch die Beschreibung des sogenannten "Major Histocompatibility complex™ (MHC) als
eine polymorphe Region des sogenannten Human Leukocyte Antigen (HLA) konnten
vielen Immunphdnomene besser verstanden werden. Den MHC unterteilt man in MHC
Klasse | und MHC Kilasse I1.

MHC Kilasse | findet man auf allen kernhaltigen Zellen als Membran gebundenes Protein.
Diese dienen dazu, Peptide, die bei der Verarbeitung von eigenen, intrazelluldren Proteinen
entstehen, zu préasentieren. Diese werden dann durch eine T-Zelle mit spezifischen T-Zell-
Rezeptoren und von unspezifischen CD8" T-Zellen erkannt.

MHC Kilasse Il werden auf Antigen prasentierenden Zellen (APCs) exprimiert. Es werden
Antigene uber Endozytose aufgenommen, verarbeitet und Uber die APCs présentiert. Dies
geschieht auf der extrazellularen Matrix mittels spezifischen T-Zellrezeptoren in
Verbindung mit CD4" T-Zellen (YORK et al., 1996; ROCK et al., 1996). Eine permanente
Expression von APC findet man auf dendritischen Zellen und B-Zellen, die beide
urspringlich aus dem Knochenmark stammen. Es gibt allerdings auch Zellen, die nicht
permanent aktiv prasentieren und eine Induktion bendtigen. Ein Beispiel hierfur sind die
Endothelzellen von Nagern. Die B-Zelle weist normalerweise keine MHC Klasse 1l
Expression auf (KOENE et al., 1986; FAUSTMANN et al., 1980).

Die Bindung MHC-Peptid-T-Zellrezeptor fiihrt nicht zu einer Aktivierung der T-Zelle. Zur
Aktivierung werden ko-stimulatorische Molekule bendtigt, die nur durch permanent MHC

exprimierende APCs bereitgestellt werden kdnnen.
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Die Effektorfunktion der CD4" T-Zellen erfolgt iiber direkten Zell-Zell Kontakt und tber
die Sezernierung von Zytokinen. Auf dieser Basis kann man die CD4*-T-Helferzellen in
Th1-Zellen, die IL-2, IFN y und TNF  produzieren, und Th2-Zellen, die IL-4, IL-5, IL-10
und IL-13 produzieren, einteilen. Th1-Zellen und deren Zytokine kann man als aggressive
Zellen bezeichnen, die eine B-Zellaktivierung, Makrophagenaktivierung und eine durch
CD8" Zellen mediierte Zytotoxizitat bewirken konnen. Th2-Zellen und deren Zytokine
sind an der Aktivierung der Antikdrperprodukte und von Eosinophilen (einschlieRlich IgE)

beteiligt.

Als  Erklarungsansatz  der Immunmechanismen, die bei einer allogenen
TransplantatabstoBung ablaufen, wurde von SNELL schon 1957 das ,passenger
(leukocyte) cell* Konzept beschrieben (SNELL et al., 1957). Modifikationen erfolgten
durch LAFFERTY und BILLINGHAM (LAFFERTY et al., 1984, LAFFERTY at al.,
1989, BILLINGHAM, 1971). Dieses Konzept unterscheidet zwischen direkter und

indirekter Antwort.

Als direkte Antwort bezeichnet man die Prasentation von allogenen MHCs und Peptiden
auf Spender APCs. Bei einer Transplantation werden mit dem Gewebe immer Spender
APCs mit transplantiert. Diese exprimieren MHC Klasse | Molekiile, die eine permanente
Prasentation von Spenderpeptiden bewirken. Zusatzlich erfolgt eine Expression von ko-
stimulatorischen Molekulen, wie z.B. CD40 (HARDT, 1997). T-Zellen greifen diese
"Peptid-MHC Klasse | Komplexe™ an, erhalten zusatzlich noch ein ko-stimulatorisches
Signal, werden aktiviert und zerstoren die Zelle (SYKES, 1996). Die Effektorzellen sind
Makrophagen und dendritische Zellen.

Der indirekten Antwort liegt die Uberlegung zu Grunde, daB Spenderantigene durch
Empfanger APCs uber Endozytose aufgenommen werden, weiterverarbeitet und dann dem
Empfangerimmunsystem, als eine Verbindung aus eigenen MHC und fremden Peptiden
prasentiert werden. Diesmal binden Empfanger T-Zellen an Empfanger APCs. Daraufhin
erfolgt eine Aktivierung der T-Zellen und die Zerstérung des Transplantats.

Die Erkenntnisse bezuglich einer Antwort im xenogenen Modell sind bei weitem nicht so
gesichert wie die der allogenen Antwort. Die zellulare Immunantwort gegeniber
xenogener Transplantate scheint langsamer abzulaufen (SYKES, 1996), da die Antwort der
T-Helfer Zellen und der T-Zellen langsamer ablauft als bei einer allogenen Antwort
(HERING, 1992). Eine Begriindung fur diesen Umstand kénnte die relative Unfahigkeit
der T-Zellen sein, mit APC Zellen anderer Spezies zu interagieren (WOLF at al., 1995).
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Auch scheint der indirekte Weg der APCs eine zentrale Rolle zu spielen (CHITILIAN et
al., 1998). Die hauptsichliche Immunantwort l4uft iiber CD4" T-Zellen (WILSON et al.,
1989). Unterstiitzt wird diese Hypothese durch Erkenntnisse aus Transplantationsserien mit
anti-CD4 Antikorpern, die eine Verldngerung des Transplantatiiberlebens zeigten
(RICORDI et al., 1987), und bei Transplantationen auf Nacktméuse ohne T-Zellfunktion,
die ebenfalls keine TransplantatabstoRung zeigten (WARNCOCK et al., 1990).

CD8" T-Zellen spielen eine untergeordnete bis gar keine Rolle (SIMEONONVIC et al.,
1990) und eine Gabe von anti-CD8" Antikorpern zeigt keine Verldngerung des
Transplantattberlebens (WILSON et al., 1989).

Es konnte gezeigt werden, daB MHC Klasse Il das bevorzugte Ziel der
Empfangerimmunantwort ist und CD4" Zellen, Makrophagen und Eosinophile sind die
zelluléren Effektoren (MANDEL und KOULMANDA, 1992).

Fur die in der vorliegenden Studie verwendeten xenogenen Modelle konnte gezeigt
werden, daR sowohl im konkordant xenogenen (Ratte - Maus) (KAWAI et al., 1989) als
auch im diskordant xenogenen Modell (RICORDI et al., 1987) CD4" T-Zellen die

fihrende Rolle beziiglich einer akuten TransplantatabstoRung innehaben.

Chronische AbstoRRung:

Da die Versuchsreihe dieser Arbeit nicht bis in den zeitlichen Zeitraum einer chronischen

Abstol3ung reicht, soll dieser Punkt nur kurz angesprochen werden.

Uber die Mechanismen der chronischen AbstoRung sind bislang nur geringe Erkenntnisse
gesammelt worden und dies vor allem bei Transplantationen von Gesamtorganen. Die
meisten Erkenntnisse existieren tber die Niere und das Herz. Als Ausléser wurden hier
nicht nur immunologische Faktoren angefiihrt, sondern z.B. auch die Ischamiezeit oder
Perfusionsschaden, Spenderbezogene Faktoren wie Alter und Todesart (ALMOND et al.,
1993). Die ablaufende Reaktion der chronischen AbstoBung ist eine Inflammation auf
niedrigen Niveau mit interstitieller Fibrose und Verringerung des GefaRlumens. Somit ist
sie im Gegensatz zur akuten AbstoRung ein proliferativer Vorgang (HAYRY, 1998). CD4"
T-Zellen scheinen auch bei der chronischen Rejektion eine Rolle zu spielen, dennoch
konnen auch Antikorper eine zentrale Rolle spielen (SUCIU FOCA et al., 1991). So
wurden Antikorper, die gegen die Inseloberflache gerichtet sind (ICSA), und eine
zytotoxische Serumaktivitat im allogenen System gemessen (BRETZEL et al., 1980). Im

xenogenen System wurde dies flr die Herztransplantation gesehen (BAILEY et al., 1986).

4.3.2. Primary Nonfunction (PNF)
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Bei einer PNF spielt vor allem die friihinflammatorische Reaktion eine groRRe Rolle. Der
untersuchte Zeitraum der durchgefiihrten Versuchsreihen deckt sich gréftenteils mit dem
Zeitraum der frihinflammatorischen Reaktion und erstreckt sich auch Gber die beginnende

akute Abstol3ung.

Was bezeichnet man im allgemeinen als frihinflammatorische Reaktion, wann l4uft sie ab,
wodurch wird sie ausgelost, welche Effektoren sind daran beteiligt und welche

Konsequenzen hat sie?

Die frahinflammatorische Reaktion setzt durch den Transplantationsvorgang ein und spielt
sich somit in der Phase ab, bevor eine zellvermittelte AbstolRung einsetzt. Sie ist nicht T-
Zell vermittelt, hat aber Einflisse auf die darauf folgende akute, T-Zell vermittelte

Rejektion.

Durch den Transplantationsvorgang wird eine Gewebeverletzung verursacht, die eine
lokale Inflammation hervorruft (SABLINSKI et al., 1996; HERING, 1992). In
experimentellen Modellen verwendet man héaufig den subkapsuldren Raum der Niere als
Transplantationsort. Um dorthin zu gelangen mul man zum einen die Nierenkapsel auf der
einen Seite und das Nierenparenchym durchstoRen. Dabei entsteht eine vorstellbare, lokale
Gewebsschadigung. ALBINA et al. wiesen nach erfolgten Transplantationen
Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO) nach, welches B-Zell toxisch wirken kann,
indem sie Polyvinyl-Alkohol Schwédmme in Ratten transplantierten, die keine Antigenitat
aufwiesen (ALBINA et al., 1988). In der klinischen Inseltransplantation wird die Leber als
Transplantationsort verwendet. Um die Inseln dorthin zu bringen, wird ein Katheter in die
Portalvene der Leber eingebracht. Somit ist die lokale Gewebeschadigung an einem
anderen Ort als die transplantierten Inseln, so daB in der klinischen Situation die Effekte
durch das Transplantationstrauma wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielen. Mehr
Bedeutung hat in diesem Modell die Tatsache, daB die Inseln den proinflammatorischen
Molekilen des Blutes ausgesetzt sind (BENNET et al., 1999). Die unterschiedlichen

Transplantationsorte werden im weiteren Verlauf besprochen werden.

Betrachtet man die Erkenntnisse Uber die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1 als
Autoimmunerkrankung mit p-Zellzerstérung, die frihinflammatorische Reaktion und die
Zell-vermittelte Rejektion, erkennt man, dal alle diese VVorgange uber dieselbe Endstrecke

agieren. Eine zentrale Rolle kommt dabei den Makrophagen zu.

DaB es neben der T-Zell vermittelten Immunantwort einen weiteren beeinflussenden

Faktor geben muBte, zeigten die Ergebnisse einer Anti-CD4"/Anti-CD8" Lymphozyten
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Behandlung im Tiermodell. Dadurch konnte die Transplantatiiberlebenszeit eindeutig
verbessert werden, aber die Rate der PNF zeigte sich unverandert. Bei intraperitonealer
Transplantation einer Antimakrophagensubstanz, genannt Silica, im allogenen Mausmodell
trat keine PNF auf. Es kam allerdings auch nicht zu einer Beeinflussung des
Langzeittransplantattiberlebens. In der histologischen Aufarbeitung zeigten sich mehr
Infiltrationen mit Makrophagen in der Gruppe, die eine PNF erlitten hatte. Ebenso wurden
intakte [-Zellen, umgeben von einem Saum inflammatorischer Zellen gesehen
(KAUFMAN et al., 1990). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine starke Beteiligung der
Makrophagen an einer PNF. In allen Einzelheiten geklart ist aber noch nicht, in welchem
MaRe eine direkte [-Zellschadigung erfolgt und inwieweit eine Hemmung der
Inselfunktion vorliegt. Entscheidend fiir den EinfluR auf eine PNF der Makrophagen ist der
Grad der Aktivierung. Eine Lyse von B-Zellen in groflen Mengen konnte nach 15 h
Inkubationszeit mit aktivierten Makrophagen beobachtet werden, im Gegensatz zu
Makrophagen, deren Aktivitat gehemmt wurde (APPELS et al., 1989).

Die meisten beobachteten Effekte werden durch von Makrophagen-induzierte Produkte
erzielt. Als Makrophagenprodukte sind zum einen Zytokine, und zum anderen reaktive
Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Intermediates, ROI) und Stickstoffmonoxid (NO)
bekannt. Als fur die Insel bedeutende, proinflammatorische Zytokine kennt man bislang
Interleukin-1 (IL-1), Interferon-y (INF-y) und Tumor Necrosis Factor (TNF) (MANDRUP-
POULSEN et al., 1990). Diese konnen sich gegenseitig beeinflussen. Im Vergleich zu
anderen Zelltypen zeigte sich, daB Inseln einen geringen antioxidativen Schutz besitzen
(GRANKVIST et al., 1981a; ASAYAMA et al., 1986) und deshalb sehr anféllig gegen

genannte Faktoren sind.
Im folgenden sollen die einzelnen Zytokine kurz dargestellt werden:

IL-1 kann von Makrophagen produziert werden. Es hat eine ko-stimulatorische Rolle auf
CD4" Zellen, eine chemotaktische Funktion fiir Lymphozyten und es steigert die Synthese
von Prostaglandin E;, Thromboxan und Kollagen (HALLORAN et al., 1989). Beziglich
des Effekts auf die Insel zeigte sich flr die Ratteninsel in einer Kultur mit IL-1 eine
Verminderung des Insulingehaltes und der Insulinfreisetzung, Verminderung der
Gesamtproteinbiosynthese und der Inselzellreplikation (SPINAS et al., 1986/1987/1988;
COMENS et al., 1987; MANDRUP-POULSEN et al.,, 1986). Diese Effekte sind
dosisabhéngig und fuhren bei niedrigeren Dosierungen zu einer Stimulation der
Insulinsekretion (SPINAS et al., 1986). Dieselben Effekte konnten fur Mauseinseln
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(LEITER, 1987) und fur humane Inseln festgestellt werden. Fur letztere zeigte sich bei
diesen Experimenten, daB erst durch die Kombination von IL-1, INF-y und TNFo der
beschriebene Effekt zu erzielen war (CUNNINGHAM et al., 1994).

INF-y, produziert durch aktivierte T-Zellen aller Art, bewirkt eine Induktion von MHC
Expression und deren Produkte, Makrophagenaktivierung und hat einen zytotoxischen
Effekt. TNFa wird von aktivierten Makrophagen freigesetzt und bewirkt eine Lyse von
Zielzellen, Makrophagenaktivierung mit Phagozytose, IL-1 und Platelet activating factor
(PAF) Produktion und die Produktion von Sauerstoffmetaboliten. Durch eine
Endothelzellstimulation wird eine Freisetzung von IL-1, PAF und eine prokoagulatorische
Aktivitat bewirkt (HALLORAN et al., 1989). Alleine hat TNF keinen zytotoxischen Effekt
auf die B-Zelle. In Synergismus mit IL-1 konnte eine Zytotoxizitat fur Méuse und auch fir
humane Inseln nachgewiesen werden (RABINOVITCH et al., 1990; SOLDEVILA et al.,
1991).

Diese genannten Zytokine sind in ihren Effekten miteinander verknupft. INF-y und TNF
wirken synergistisch bei der Induktion von MHC und Nekrosen der Zielzellen. INF-y
induziert die Expression von Rezeptoren fir TNF. Beide aktivieren Makrophagen und
induzieren die IL-1 Synthese. IL-1 verringert die Aktivitat der TNF-Rezeptoren und TNF
triggert die IL-1 Freisetzung aus Monozyten und Endothelzellen. Beide zeigen eine
zytotoxische Fahigkeit gegenlber Zielzellen. 1L-1 und INF-y haben einen additiven,
zytotoxischen Effekt auf ungeschiitzte Zellen und INF-y induziert IL-1 (HALLORAN et
al., 1989). Somit kommt IL-1 eine zentrale Rolle in der inflammatorischen Antwort zu,
benotigt allerdings weitere Zytokine, um seine ganze Potenz anwenden zu kdnnen.

Dall es neben den beschriebenen Zytokinen noch einen weiteren Mechanismus fur die
zytotoxische Zerstorung geben muB, belegen Versuche an Ratteninseln und -
Makrophagen. Trotz einer Blockade von IL-1 und TNFa wurden die B-Zellen zerstort.
Somit werden die entscheidenden Mediatoren durch die Zytokine in ihrer Produktion
beeinfluRt (KRONCKE et al., 1991).

4.3.3. Stickstoffmonoxid (NO)
Eine zentrale Rolle in der B-Zellzerstérung spielt NO. Es wird aus L-Arginin mittels
Stickstoffmonooxidsynthase (Nitric oxide synthase, NOS) hergestellt (KNOWLES et al.,

1994). Diese existiert in drei Unterformen, wobei die sogenannte induzierbare Synthase
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(iNOS) vor allem in Makrophagen exprimiert wird (KOLB et al., 1992). Fir eine starke
Beteiligung von NO an Gewebezerstorung in inflammatorischen und auch autoimmunen
Vorgangen sprechen mehrere Erkenntnisse. Erstens wird iNOS in Gewebe bei einer
Inflammation gesehen und es existiert eine Korrelation zwischen Krankheitsaktivitat und
Expression von iNOS (APPELTON et al., 1996; FARRELL et al., 1996; KLEEMANN et
al., 1993). Zweitens bestatigte sich die Vermutung, da NO in vitro eine Zellschadigung
hervorrufen kann und daR der Zelltod durch Nekrose und Apoptose mittels hoher Dosen
NO getriggert werden kann (KRONCKE et al., 1997). Auch eine Blockade der Produktion
von NO ergab eine geringere Rate an p-Zellzerstérung (LUKIC et al., 1991).

NO hat unterschiedlichste Fahigkeiten. Es kann Enzyme zu Komplexen binden und greift
somit in diverse, enzymatische Zyklen ein, wie z.B. in den Zitratzyklus (CORBETT et al.,
1991). Dadurch entsteht unter anderem eine verminderte Glukoseoxidation (SANDLER et
al., 1987) und eine Inhibition der DNA-Synthese (KWON et al., 1992). Das Ergebnis ist

eine defekte Insulinsynthese und Insulinsezernierung.

4.3.4. Reactive oxygen intermediates (ROI)

Ebenfalls beteiligt an inflammatorischen Prozessen sind die bereits erwahnten ROI. Diese
entstenen durch Reduktion von Sauerstoff. Wahrend der Phase der Ischamie kumuliert
Hypoxanthin. Diese wird bei einer Reperfusion bzw. Reoxigenierung durch das
Endothelzell-assoziierte Enzym Xanthinoxidase (XO) katalysiert (JARASCH et al., 1981
und 1987). Dabei werden verschiedene ROI freigesetzt (ZWEIER et al., 1988). Auch TNF
a kann die Generierung von ROI induzieren (WARD, 1991). Fur diese Gruppe wurde eine
Reihe von Antioxidantien beschrieben, die einen Schutz der Insel vor oxidativem Strel3
darstellen (Desferoxamin, Nicotinamid, Probucol, etc. ) (NOMIKOS et al., 1986; DRASH
etal., 1988).

Welche Bedeutung ergab sich aus diesen grundlegenden Erkenntnissen?

Dabei muB man die unterschiedlichen Spezies unterscheiden. Betrachtet man
Nagetierinseln, zeigt sich eine Toxizitdt fir ROl (RABINOVITCH et al.,, 1992;
BURKHART et al., 1992). Gleiches gilt fiir die humane Insel (JAHR et al., 1995a). Es
zeigte sich auch, daf sich fur Nagetierinseln ein Schutz durch Antioxidantien wie z.B.
Nikotinamid erreichen lakt (BURKART et al., 1992; MANDRUP-POULSEN et al., 1990).
Ratteninseln weisen im Vergleich zu humanen Inseln eine wesentlich hohere
Empfindlichkeit gegeniiber NO auf. Letztere und Schweineinseln sind am wenigstens
empfindlich gegeniiber NO. Die Inseln der Maus besitzen eine Empfindlichkeit, die
zwischen diesen beiden anzusiedeln ist (EIZIRIK et al., 1994; JAHR et al., 1995a). Auch
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lakt sich die NO-Produktion in Ratten am leichtesten induzieren und zeigt die grofte
Freisetzung (MONCADA et al., 1991). Dagegen ist eine NO-Produktion in den
Makrophagen des Menschen, des Schweines und der Maus wesentlich geringer ausgepréagt
(MONCADA etal., 1991; JAHR et al., 1994).

In jingerer Zeit bestérkt sich die Hypothese, daf die frihinflammatorische Reaktion auch
einen Einflu auf die akute Rejektion hat. HALLORAN et al. fanden bei Mausen nach
Nierentransplantation, dal3 eine Ischdmie und ein toxischer Schaden, wie bereits dargelegt,
eine inflammatorische Antwort hervorrief. Nach Ablauf von drei bis fiinf Tagen konnten
sie. MHC Kilasse | und Il positive Parenchymalzellen nachweisen. Nach finf Tagen
dokumentierten sie einen Anstieg an MHC Klasse Il positiven Zellen (HALLORAN et al.,
1997). Sie berichten auch Uber einen signifikanten Anstieg von akuten Rejektionen bei
einer initial schlechten Transplantatfunktion von 55% auf 68% im klinischen Bereich. Das
lieR sie zu dem SchluBR kommen, dal eine Immunantwort aus drei Anteilen besteht: Zuerst
wird die MHC-Expression, das Antigen, durch die Gewebsverletzung hochreguliert,
eventuell in Kombination mit einem ko-stimulatorischen Signal. Wenn beide abgelaufen
sind, treten die Zytokine als dritter Schritt hinzu. Als ein ,,Teufelskreislauf“ wird das
gegenseitige Aktivieren von Inflammation und Immunantwort dargestellt, der dann
langfristig wiederum zur chronischen AbstolRung fuihren soll (HALLORAN et al., 1997).

Insgesamt sind die Zusammenhédnge der frihinflammatorischen Reaktion noch nicht in
allen Einzelheiten verstanden worden — auch unter dem Aspekt der speziesspezifischen
Unterschiede.

4.3.5. Die Rolle der Inselmasse

Bei einer PNF kommt auch der transplantierten Inselmasse eine groRe Bedeutung zu. Zum
einen muB eine ausreichende Menge Inseln, die in der Lage sind, eine Normoglykamie zu
erreichen, transplantiert werden, und zum anderen wird durch die inflammatorischen
Prozesse eine nicht unerhebliche Anzahl zerstort. Das Problem der Mindestmasse in der
Klinischen Inseltransplantation wurde bereits besprochen (siehe Einleitung). Im Tiermodell
lakt sich durch die bessere Standardisierungsmoglichkeit eine bessere Beurteilung
durchfihren. Doch auch hier variieren die Ergebnisse je nach Tiermodell und
Transplantationsort. Im syngenen Mausmodell ist eine erfolgreiche 1:1 Transplantation
(ca. 200 Inseln) durchfihrbar (GOTOH et al.,, 1990a). Berichte Uber syngene
Rattenmodelle geben Zahlen von 2:1 (ca. 1200 Inseln) und mehr an (AR'RAJAB et al.,
1994; SHAPIRO et al., 1996). Im allogenen Tiermodell wurden bislang nur Zahlen von
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mehr als zwei Spendern und einem Empfénger (ca. 1200 Inseln) angegeben (SELAWRY
et al., 1983). Allerdings gelang es JAHR et al. durch Verwendung von veranderten
Kulturbedingungen allogen eine 1:1 Transplantation durchzufiihren (JAHR et al., 2002).
Die Berichte im xenogenen Nagetiermodell differieren ein wenig beziglich der Zahl.
Frihe Untersuchungen berichteten Uber eine schlechtere Transplantatiiberlebensdauer bei
héheren Inselzahlen. GOTOH et al. sahen ein Transplantatiiberleben fiir 100 Inseln bis 50
Tage gegenlber 18 Tage fur 600 Inseln im Modell Ratte auf Maus (GOTOH et al., 1987).
Ahnliches berichtet LACY 1990 im gleichen Modell. Bei Transplantationen von 50 Inseln
wurde eine wesentlich langere Transplantatiiberlebenszeit gesehen gegeniber einer
Transplantation von 100, 200 oder 300 Inseln. Ein Erklarungsansatz fur dieses Phanomen
stitzt sich auf das Passenger cell Konzept. Ausgehend von einer geringeren Inselmasse,
ergeben sich auch weniger “passenger leukocytes™ in der Insel (LACY et al.,, 1990).
Versuche unserer eigenen Gruppe ergaben 120 Inseln als ein Minimum flr einen
Transplantationserfolg (WINTER et al., 2002).

4.4. Transplantationsort

Das Transplantationsergebnis ist auch vom gewahlten Transplantationsort abhangig. Viele
Arbeitsgruppen haben unterschiedliche Tiermodelle verwendet, um alternative
Transplantationsorte zu suchen, wie z.B. intramuskuldr oder subkutan (WEBER, 1978;
KEMP, 1973), intraperitoneal (YOUNOSZAI et al., 1970), intrathekal (HARA, 1994),
Transplantation in die Milz (KONCZ et al., 1976), in die Leber (KEMP et al., 1973) oder
unter die Nierenkapsel (TOLEDO-PEREYA et al., 1984). Obwohl jeder einzelne Ort
bestimmte Vorteile mit sich brachte, wird in der klinischen Inseltransplantation der Zugang
in die Leber verwendet. Dafiir sprechen mehrere Grinde: Zum einen sind die Leber und
ihre Gefale gut zuganglich und das Einlegen des Katheters technisch gut zu bewaltigen.
Dazu ist kein chirurgischer Eingriff notwendig. In der Leber wird eine Hyperglykédmie gut
durch physiologische Insulinproduktion in das Portalsystem kontrolliert und die hepatische
Blutglukoseproduktion reagiert sensitiv auf Insulin im Portalsystem (SINDELAR et al.,
1996). Im Tierexperiment zeigte sich eine gute biphasische Insulinfreisetzung in der Leber
(BROMME et al., 1988). Als Nachteil zu bewerten ist allerdings der direkte Kontakt der
Insel in der Blutbahn mit Blutbestandteilen, der die Aktivierung der Gerinnungskaskade
nach sich zieht (BENNET et al., 1999). Der subkapsulare Raum der Niere weist ebenfalls
einige Vorteile auf. Im Verhéltnis zur Leber bietet er bessere Wachstumsbedingungen fur
die Insel (MELLGREN et al., 1986). Nachteilig ist allerdings die unphysiologische und

systemische Insulinapplikation und die schlechtere Versorgung mit Sauerstoff
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(CARLSSON et al., 1998). Technisch gesehen ist die Niere im Tierversuch besser
zuganglich als die Leber. Auch gibt es Berichte, die ein langeres Transplantatiiberleben
unter die Nierenkapsel transplantierter Inseln im Verhéltnis zur intraportalen
Transplantation belegen, sowohl im allogenen (REECE-SMITH et al., 1981), im syngenen
Rattenmodell (HILLER et al., 1991) als auch im xenogenen Modell (JAGER et al., 1994).
Allerdings gibt es auch Berichte entgegen diesen Erkenntnissen (LACY et al., 1989). Die

Grinde, warum diese Unterschiede existieren, sind bislang unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Inseln in allen verwendeten Tiermodellen unter die
Nierenkapsel transplantiert, da uns folgende Uberlegungen zu der Erkenntnis brachten, daR
dieser Transplantationsort vorteilhafter ist: 1) Die Niere ist im Tiermodell besser
zuganglich, vor allem in der Maus. Dadurch wird ein Transplantatversagen durch
technische Probleme stark reduziert und ein hoheres Uberleben der Tiere gewahrleistet. 2)
Es kann eine Nephrektomie zur Insulinextraktion durchgefiihrt werden ohne dal} das Tier
verstirbt. 3) Die Konzentrationen an NO sind in der Leber der Ratte wesentlich hoher als in

der Niere.

4.4.1 Mel3parameter fur ein Transplantatiberleben

Um einen Transplantationserfolg beurteilen zu kénnen, benétigt man messbare Parameter.
Dabei hat man mehrere Mdglichkeiten.

Das am haufigsten angewandte Modell ist eine Transplantation bei diabetischen Tieren, um
anhand der gemessenen Blutzucker und Korpergewichte eine Aussage Uber die
Transplantatfunktion machen zu kénnen. An diabetischen Modellen stehen grundsétzlich
zwei Mdoglichkeiten zur Verfligung: Zum einen die experimentell induzierten und zum
anderen die spontandiabetischen Modelle (FEDERLIN und BECKER, 1980). Letztere
eignen sich auf Grund der groBen Nahe zum Diabetes mellitus Typ 1 auch gut zum
Studium der Autoimmunph&nomene. Als Tiermodelle sind hier die NOD Maus und die
BB-Ratte zu nennen. Diese Autoimmunphdnomene waren jedoch nicht Gegenstand der
hier beschriebenen Untersuchungen; deshalb wurden die technisch einfacher

durchfuhrbaren Model des chemisch induzierten Diabetes gewahit.

4.4.2. Diabeteserzeugung

Als experimentell induziertes Tiermodell eines Diabetes mellitus Typ 1 bezeichnet man die
Applikation von B-Zell zerstérenden Substanzen, wie z. B. das Streptozotozin (STZ). Man

hat zwei Mdglichkeiten der Applikation: Zum einen die wiederholte intraventse Gabe von
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subdiabetogenen Dosen. Diese fuhrt zur Ausbildung einer Insulitis mit
Autoimmunphanomenen. Es resultiert ein Diabetessyndrom. Allerdings ist der exakte
Charakter der Erkrankung unklar (FEDERLIN und BECKER, 1990). Die zweite
Madglichkeit ist die einmalige intravendse Gabe einer hohen Dosis von Streptozotozin
(Hochdosis/Einmal-Gabe). Dies fuhrt zu pB-Zell toxischen Effekten ohne Insulitis
(RUDAS, 1972). Der daraus resultierende Effekt hat groRe Ahnlichkeit mit einem durch
volligen Insulinmangel gekennzeichneten Diabetes mellitus (BRETZEL, 1984).

Kontrollgruppen

In der diabetischen Mé&usekontrollgruppe konnte kein Anhalt fir eine spontane Erholung
gesehen werden. In dieser Gruppe stieg der Blutzucker nach STZ Applikation rapide an
und blieb konstant bei hohen Werten von (ber 300 mg/dl. Parallel dazu konnte eine
gleichmaRige Gewichtsabnahme dokumentiert werden. Des weiteren zeigten alle Tiere die
klinischen Anzeichen einer hyperglykédmischen Stoffwechselentgleisung, die bei einer
Reihe von Tieren zum Tode flhrte.

Auch im allogenen Rattenmodell konnte kein Anhalt fur eine spontane Erholung der (-
Zelle gefunden werden. In der Gruppe der allogen transplantierten Tiere mit einem Tag
Kultur sahen wir eine Rejektion nach flnf bis neun Tagen. Es fand in diesem Zeitraum
keine Erholung der STZ-zerstorten B-Zellen statt. Aus diesem Grund wurde auf eine

weitere, grofie Kontrollgruppe fir die vorliegende Arbeit verzichtet.

Auf Grund der besseren manuellen Handhabung und der in unserem Labor bestehenden
Erfahrungen wurde das Hochdosis/Einmalgabe Prinzip angewendet. Nach sachgerechter
Applikation kam es in allen Fallen zur Ausbildung eines Diabetes mellitus mit

hyperglykamischer Stoffwechsellage.

4.4.3. Insulinextraktion

Eine weitere Mdoglichkeit, Transplantatiiberleben zu messen, ist die Bestimmung von
Insulin  im  Transplantat ~ mittels  Insulinextraktion.  Dabei  wird  nach
Transplantatnephrektomie die Niere mit den transplantierten Inseln durch ein spezielles
Verfahren aufbereitet und vorhandenes Insulin gemessen. Dadurch lassen sich konkrete
Aussagen zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Transplantation bezliglich der zu einem
gegebenen Zeitpunkt im Transplantat vorhandenen Insulinmenge machen, wodurch man
wiederum Ruckschlisse auf die Menge der noch vorhandenen Inseln ziehen kann.

Zusatzlich zu den Blutzucker-/Gewichtsverlaufen der Tiere erhdlt man dadurch einen
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weiteren Parameter zur Beurteilung des Transplantatiiberlebens. Diese Verfahren kann

man mit diabetischen und nicht diabetischen Tieren durchfiihren.

4.5. Verwendete Tiermodelle
Die weltweit meisten Erfahrungen existieren mit Nagetiermodellen. Sie sind gut
reproduzierbar, standardisierbar, sowohl im Hinblick auf die Isolation als auch auf die

Transplantation. Im GielRener Labor sind Ratten- und Mausemodelle etabliert.

Es wurden folgende Tiermodelle verwendet:
1. Allogenes Nagetiermodell mit Ratten
2. (Konkordant) xenogenes Nagetiermodell mit Ratten als Spender und Mausen als
Empfénger
3. (Diskordant) xenogenes Nagetiermodell mit humanen Inseln als Spendergewebe
und Mausen als Empféanger.

Fur eine Verwendung von Mausen (und gegen eine Verwendung von Ratten) als
Empfanger fur humane Inseln sprechen folgende Griinde: In Ratten transplantierte Inseln
zeigen zumeist keine Funktionsaufnahme, d.h. es liegt in der Regel eine “primary
nonfunction” vor (Ubersicht in JAHR et al., 1998a). Dies ist eine Situation, die nicht mit
der klinischen Inseltransplantation — hier ist die Problematik der PNF inzwischen
weitgehend tberwunden worden — vergleichbar ist. In der Transplantation im Rattenmodell
spielt es keine Rolle, ob intraportal (SUNG et al., 1996) oder renal subkapsular (TZE et al.,
1989) transplantiert wird. Dies kann neben noch unbekannten Ursachen sowohl an der
wesentlich hoheren lytischen Aktivitat von Rattenkomplement (SASSI et al., 1987) als
auch an groReren Mengen NO, welches durch Rattenmakrophagen produziert wird (JAHR
et al., 1998a), liegen. Bei Transplantation von Inseln héherer Spezies (Mensch, Schwein)
kommt es in der Regel zu keiner PNF, sondern zur initialen Funktionsaufnahme; offenbar
haben die vorhandenen xenogenen natiirlichen Antikorper hier keine toxische Wirkung auf

die Insel.

Die Verwendung von humanen Inseln ist in ihrer Verfligbarkeit nicht planbar. Bei
tierexperimentellen Studien bedient man sich hdufig des diabetischen Mausmodells. Die
Auspragung eines manifesten STZ-induzierten Diabetes mellitus bendtigt jedoch mehrere
Tage. Die Durchfuhrung der Transplantationsserie ware abhangig von der Verflgbarkeit
von STZ-diabetischen Méausen. Es zeigte sich allerdings in vielen Transplantationsserien,
dal} diese Mé&use, auch bei taglicher Applikation von Insulin, versterben. Da das Erreichen
der Normoglykamie im diabetischen Modell nur eine der potentiellen Mdglichkeiten zur
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Durchfiihrung einer Versuchsreihe ist, kam folgendes Modell zur Anwendung: Als
Empfanger werden normoglykdmische Méause verwendet, die nach Transplantation der
humanen Inseln an festgelegten Tagen eine intraperitoneale Glukoseapplikation erhalten.
Die darauf folgende intrakardiale Blutentnahme stellt gentgend Material zur
Insulinbestimmung zur Verfugung. Die Problematik liegt vor allem darin, den Glukosereiz
akkurat zu applizieren, und die Herzpunktion zur Blutgewinnung beinhaltet ein gewisses
Mortalitatsrisiko. Dennoch ist dies ein praktikables und auch einfaches Modell zur
Beurteilung der Funktion von Langerhansschen Inseln, insbesondere von humanen Inseln
in vivo.

4.6. Kultur Langerhans’scher Inseln und Kulturmedium

Die Frage, ob es durch spezielle Bedingungen moglich ist, Zellen und Zellverbande in
vitro am Leben zu erhalten, beschéftigt die Wissenschaftler seit mehr als hundert Jahren.
ROUX unternahm 1885 den ersten erfolgreichen Versuch, Zellen eines Hihnerembryos
Uber mehrere Tage vital zu erhalten, und Arnold gelang es zwei Jahre spater,
Froschleukozyten in einer warmen Elektrolytlosung zu kultivieren (PAUL, 1973). Seit
Beginn der 1950-iger, als permanente Zellinien immer mehr an Aufmerksamkeit erhielten,
verbesserten sich auch die zur Verfugung stehenden Kulturmedien zusehend. Es wurden

eine Vielzahl von Kulturmedien entwickelt, einige werden auch heute noch verwendet.

In der klinischen Anwendung der Inseltransplantation befindet sich das Medium CMRL
1066, ein 1957 entwickeltes Medium (PARKER et al., 1957). Als weiteres Medium,
welches in unserem Labor vorzugsweise fir die tierexperimentellen Fragestellungen und
auch fur in vitro Versuche zum Einsatz kommt, wurde TCM199 verwendet. Es wurde
bereits 1950 entwickelt (MORGAN et al., 1950). Auf diese beiden soll in der vorliegenden

Arbeit fokussiert werden.

Fir ein erfolgreiches Uberleben der Inseln sind unterschiedliche Zusitze in das Medium
notwendig.

Zum einen Fetal Calf Serum (FCS). Dadurch wird eine Verbesserung des Zelliiberlebens
und Zellwachstums erreicht. Des weiteren werden ausreichend Proteinbindungen zur
Verfligung gestellt (BARNES et al., 1980). In Vergleich von Kulturmedium mit und ohne
Serum konnten einige entscheidende Unterschiede gezeigt werden. Nachweisbar ist ein 25
%-iger Verlust von Insulingehalt bei Inseln kultiviert mit TCM199 ohne Serum gegeniber
einer Kultur mit FCS. Die Insulinbiosynthese liegt dreimal so hoch bei Verwendung von
FCS als Zusatz (ANDERSSON, 1978). Eine Fragmentierung der Inseln (ANDERSSON,
1976) und eine Degranulierung der B-Zelle wird verhindert (ANDERSSON, 1978).
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Die Frage, ob und in welcher Menge die Verwendung von Glukose in der Inselzellkultur
einen positiven oder einen negativen Effekt hat, ist nicht einheitlich geklart. Da die meisten
Kulturmedien zur Zellproliferation entwickelt wurden, enthielten sie hohe Konzentrationen
von Glukose (11 mmol/L oder hoher). Inseln besitzen einen starken Metabolismus und die
Insulinproduktion ist stark glukoseabhangig. Es konnte gezeigt werden, dalR bei hohen
Glukosekonzentrationen die Insel weniger sensibel ist (RAMIREZ et al., 1992), eine Reihe
von funktionalen Defekten eintreten, wie z.B. die verringerte Freisetzung von Insulin auf
einen Glukosereiz hin, verringerter Insulingesamtgehalt (MARSHAK et al., 1999) und eine
verringerte  Proteingesamtsynthese besteht (EIZIRIK et al., 1991). Uberhohte
Glukosekonzentrationen fiihren zu einem irreversiblen Schaden der B-Zelle (DAVALLI et
al., 1991; PEHUET-FIGONI et al., 1994).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil einer Kultur fur Inseln sind Aminoséduren. Sie sind
wichtige Bestandteile der Insulinbiosynthese und kdnnen Insulin und Glukagon freisetzen.
(ANDERSSON, 1976; MALAISSE et al., 1968). Allerdings ist auch hier noch nicht
eindeutig geklart, welche Aminosaure oder Aminosdurenkombination in welcher
Konzentration einen Nutzen in der Kultur bewirkt. Die verwendeteten substituierten
Aminosduren N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin fur TCM 199 und Glycyl-L-Gutamin fur
CMRL 1066 werden in unserem Labor seit langer Zeit als Zusétze verwendet und haben
bislang keinen nachteiligen Effekt gezeigt.

In einer Zellkultur kommt dem pH Wert eine zentrale Rolle zu. Es konnte gezeigt werden,
dall bei einer Kultur bis zu einer Woche ein pH-Wert von 7.4 bis 7.6 optimale
Bedingungen bezuglich der Insulinfreisetzung bietet (BRUNSTEDT und NIELSEN,
1978). Die Uberlegenheit von HEPES Puffer gegeniiber Bikarbonat Puffer wurde durch
SHIPMAN beschrieben (SHIPMAN, 1969).

Die Eignung des Mediums TCM199 + 5% FCS fiir die Inselkultur vor Transplantation
wurde unter anderem durch die erstmalig erfolgreiche ein Spender-/ein Empfanger-
Inseltransplantation im allogenen Rattenmodell nachgewiesen (JAHR at al., 2002). Die
Bedeutung von CMRL 1066 ist seit vielen Jahren im experimentellen und klinischen

Bereich belegt.

4.7. Darstellung der eigenen Ergebnisse

4.7.1 Vergleich des allogenen Transplantatiberlebens von frisch isolierten
Nagetierinseln gegentiber 1 Tag bei 37°C kultivierten Inseln (Ratte in Ratte)

Das allogene Modell Ratte in Ratte wird aufgrund der guten Handhabung seit langer Zeit

fur die unterschiedlichsten Fragestellungen benutzt. Sehr haufig werden die Inseln nach
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einer definierten Kulturdauer transplantiert. Von Interesse war die Frage, ob eine Kultur
der Inseln Uber 20 h in TCM199 + 5% FCS einen EinfluR auf das frihe

Transplantatuberleben hat.

Dazu wurden direkt im Anschlull an die Isolation und an die zusétzliche, manuelle
Reinigung 1200 bis 1500 Inseln unter die Nierenkapsel transplantiert. Die Spendertiere
waren Lewisratten (MHC = RTIY) und die Empfangertiere waren Wistar Furth Ratten
(MHC=RT1"), ein MHC inkompatibles, allogenes Modell. Eine Immunsuppression wurde
nicht gegeben.

In der Gruppe der frisch transplantierten Tiere erlangte nur ein Tier eine Kkurze
Normalisierung des Blutzuckers (n=13). Diese trat am ersten Tag nach Transplantation ein

und blieb bis 9 Tage erhalten.

In der Gruppe der Uber einen Tag kultivierten Inseln zeigte sich, dall von finf
transplantierten Tieren alle funf normoglykamisch wurden und eine Transplantatfunktion
fir 6.6+£1.2 Tage behielten. Nach Ablauf dieses Zeitraumes entwickelten alle eine

anhaltende Hyperglykamie mit Werten von tber 300 mg/dl.

4.7.2. In vitro Empfindlichkeit von frisch isolierten gegentiber 1 Tag bei 37°C
kultivierten Inseln der Ratte gegentiber NO und Superoxid.

Wie bereits ausgefihrt, werden durch Rattenmakrophagen groe Mengen NO und ROI
produziert (siehe oben). Da bei einer Kultur der Inseln Gber 20 h in TCM199 + 5% FCS
Ratteninseln ein wesentlich verbessertes Transplantatiiberleben aufweisen, sollte gezeigt
werden, ob die Empfindlichkeit gegeniiber NO und Superoxid durch die Kulturpassage
verringert worden ist.

Dazu wurde eine definierte Inselmenge von jeweils 15 zufallig ausgewéhlten Inseln mit
Nitroprussidnatrium ber 20 h in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Das
produzierte NO bewirkt je nach Konzentration unterschiedlich stark ausgepragte
nekrotische Defekte der Insel. Frische Inseln weisen schon bei geringen Konzentrationen
eine deutlich hohere Zahl nekrotischer -Zellen auf. Die Empfindlichkeit fur frische Inseln
gegenuber NO ist 3 bis 14 mal hoher als flr kultivierte Inseln. Bei einer Belastung durch
Superoxid ist der Unterschied noch etwas deutlicher. Frische Inseln sind 3 bis 16 mal

empfindlicher.

Diese Daten zeigen, dal} Ratteninseln nach einem Tag Kultur bei 37°C im Medium
TCM199 + 5% FCS eine wesentlich geringe Empfindlichkeit gegenlber toxischen
Radikalen aufweisen. Die Kultur bewirkt eine weitgehende Erholung der Inseln von den
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Strefinoxen der Isolation. Bedingt durch die Temperatur von 37°C und die Substanzen, die
dem Kulturmedium beigefiigt sind, wie z.B. Vitamine und Antioxidantien (JAHR et al.,
2002), kann sich die Insel innerhalb kirzester Zeit wieder erholen. Dadurch, daB die Inseln
bei 37°C einen konstant hohe Stoffwechselaktivitat besitzen, kdnnen eventuell durch die
Isolation aufgetretene Zellschdaden behoben werden. Die Integritdt der Insel steigt
(WOHRLE et al., 1990).

Aus diesen in vivo und in vitro Versuchen lait sich ableiten, daR die Kultur von Inseln bei
37°C in TCM199 + 5% FCS den bereits von anderen Kulturmedien, wie z.B. CMRL 1066,
bekannten Vorteil der Transplantatverlangerung (JAGER et al., 1994) im allogenen Modell
bietet. Auf Grund der groReren Rate von nekrotischen B-Zellen in vitro kann man
vermuten, dal} die PNF der frischen Inseln auf einen nekrotischen Zelluntergang in vivo
zurlickzufuhren ist. Die verbleibenden Inseln kdnnen die benotigte Insulinsekretion nicht
gewadhrleisten, auch im Hinblick darauf, dal durch die lokalen Makrophagen eine
Sekretionshemmung erfolgt (KAUFMAN et al., 1990). Die bestehende Hyperglykadmie
stimuliert die verbleibenden Inseln zur Insulinsekretion und fiihrt zu permanentem Stref3
flr diese B-Zellen. Dies fihrt zur p-Zelldegranulation (DAVALLI et al., 1996). Dadurch,
daf? die Inseln nach Transplantation einen Zeitraum der Hypoxie durchleben missen, kann
Apoptose in der B-Zelle induziert werden (JACOBSON et al., 1995). Eventuell sind die
Inseln durch die Kultur und damit durch die Versorgung mit Néhrstoffen resistenter gegen

diese zusatzlichen Belastungen.

4.7.3. Vergleich des Transplantatiberlebens von Nagetierinseln (Ratte in Maus) bei
22°C gegen 37°C und unterschiedlichen Inselmengen (konkordant xenogenes
Modell)

Basierend auf diesen Erkenntnissen, den Berichten aus der Literatur und auf den
Erfahrungen in unserem eigenen Labor, sollte der Frage nachgegangen werden, ob auch im
konkordant xenogenen Modell durch unterschiedliche Kulturbedingungen ein verbessertes
Transplantatuberleben in den ersten Tagen nach Transplantation erzielt werden kann.
JAGER et al. konnten fir dieses Modell einen besseren Effekt im Hinblick auf das
Langzeittransplantatiberleben fir die Kultur bei 37°C belegen. Es wurde das
Kulturmedium CMRL 1066 verwendet (JAGER et al., 1994).

Hat eine Kultur bei 37°C/TCM199 + 5% FCS einen besseren Einflull auf das frihe
Transplantatiiberleben, oder die Kultur bei 22°C/TCM + 5% im Tiermodell Ratte auf

Maus?
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Verbunden damit ist die Frage, ob die bislang verwendeten Mindestmengen von Inseln

auch in diesem Modell und in diesem Versuchsaufbau erreicht werden kdnnen?

In den bisher durchgefiihrten Modellen wurde meistens Inseln in einer ausreichenden
Menge transplantiert. JAGER et al. verwendeten 300 bis 350 Ratteninseln (JAGER et al.,
1994). Wie bereits erwéhnt, ergaben Versuche unseres Labors eine absolute Zahl von 120
Inseln zum Erreichen der Normoglykémie. In der vorliegenden Arbeit wurden Mengen von
200, 100 und 50 Inseln unter die Nierenkapsel von diabetischen Méausen transplantiert.
Direkt nach Transplantation wurde einmalig eine Immunsuppression mittels Anti-

Lymphozytenserum appliziert.

Bei Transplantation von 100 Inseln kann eine Normoglykédmie erreicht werden, die im
Vergleich mit der Transplantation von 200 Inseln langsamer einsetzt. Die Tatsache, dal3 die
37°C Inseln im Gegensatz zu den 22°C Inseln bereits vor dem Erreichen einer eindeutigen
Normoglykdmie abgestoen wurden, kann man als eine Art “Immunprivileg” der 22°C
Inseln interpretieren (MARKMANN et al., 1990, FAUSTMANN et al., 1991). Die héheren
Blutglukosewerte der 37°C Gruppe kann man darauf zurtickgefuhren, dal? die Kultur bei
37°C der Insel zwar gute Bedingungen zur Regeneration bietet, dennoch ist sie auch ein
wesentlich stérkerer Ausloser fir die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
(EL-OUAGHLIDI et al., 1998).

Die Transplantation von 200 Inseln erzeugt flr beide Temperaturen eine Normoglykamie.
Fur das Erreichen der Normoglykamie bendtigen die 22°C Inseln einen langeren Zeitraum
als die 37°C Inseln. Diese bleibt allerdings wesentlich langer bestehen (10 Tage versus 20
Tage). Die Normoglykédmie bei 37°C kultivierten Inseln tritt direkt nach Transplantation
ein und bleibt stabil normoglykamisch bis zur Absto3ung. Diese Ergebnisse kann man auf
folgendes zurtickfuhren: 37°C  kultivierte Inseln unterliegen einer schnelleren
Strel3regeneration und erzielen dadurch eine verbesserte Inselmorphologie. Die
Stoffwechselsituation der Inseln nach 22°C Kultur ist erniedrigt (WOHRLE et al., 1990)
und besitzen einen reduzierten Insulingehalt (MARKMANN et al., 1990a).

Die Bestimmung des Insulingehaltes in der Transplantatniere nicht diabetischer Méuse
zeigte am dritten Tag nach Transplantation einen 1.5 fach hoheren Gehalt fiir 37°C

kultivierte Inseln.

Zusammenfassend &Rt sich sagen, daR durch die Verwendung von TCM199 + 5% FCS als
Kulturmedium auch im konkordant xenogenen Modell eine Normoglykémie zu erreichen

ist. Dabei erzielt die Kultur bei 37°C eine schnellere Normalisierung des Blutzuckers.
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Unter anderem liegt dies im hoéheren Insulingehalt gegeniiber 22°C Inseln begrindet. Dies
ist auch in Einklang zu bringen mit anderen Berichten (SELAWRY et al., 1978). Die
Tatsache, dall die Verwendung von 100 37°C Inseln in der Zeit vor der
Transplantatabstof3ung nur eine Blutzuckerabsenkung erzielen konnte, 1aBt sich darauf
zurlickfihren, daB eine starke Induktion von proinflammatorischen Faktoren bei 37°C
kultivierten Ratteninseln bekannt ist (EL-OUAGHLIDI et al., 1998). Zudem erscheint es
logisch, daR dadurch, daR ein héherer Zellumsatz besteht, die vorliegende Hypoxie im
subkapsuldren Spalt die 37°C Inseln wesentlich starker beeinflult als die 22°C Inseln mit
niedrigerem Zellumsatz (WOHRLE et al., 1990). Die friihere TransplantatabstoRung der
37°C Inseln kann man auf unterschiedliche Umsténde zurlickfuhren: Zum einen gibt es
einen Zusammenhang zwischen der frihinflammatorischen Reaktion, die zeitlich vor der
T-Zell vermittelten Immunantwort erfolgt und eben dieser Zellantwort. Wie bereits weiter
oben dargelegt, konnte eine MHC Klasse | und Klasse Il Expression nach Ablauf der
inflammatorischen Reaktion nachgewiesen werden (HALLORAN et al., 1997). LACY et
al. zeigten den Zusammenhang des verringerten MHC Kilasse Il in vitro mit einem
verlangerten Transplantatiiberleben (LACY et al., 1979). FAUSTMAN konnte diese
Ergebnisse durch die Gabe von MHC Klasse Il Antikorpern unterstitzen (FAUSTMAN et
al., 1981). Auch eine Reduktion von MHC Klasse | in vitro erzielte ein verbessertes
Transplantatiberleben (MARKMANN et al., 1990). Eine Gabe von MHC Klasse |
Antikdrpern erbrachte gleich lautende Ergebnisse (FAUSTMAN et al., 1991). Man kann
daraus den SchluB ziehen, daR die ablaufende Inflammation eine Expression von MHC
Klasse | und Il bewirkt und dadurch eine akute Rejektion einleitet. Dadurch, dal} die 22°C
Inseln auf Grund des reduzierten Zellumsatzes eine geringere Inflammation ausldsen,
finden diese Prozesse zeitversetzt statt.

Im allogenen Rattenmodell ist ein optimaler Effekt auf das Transplantattiberleben bei einer
Kultur von einem Tag 37°C und einer anschlieBenden eintdgigen Kultur bei 22°C
beschrieben. Als Medium wurde TCM199 + 5% FCS verwendet (JAHR et al., 2002).
Dieses VVorgehen sollte auf das xenogene Modell erweitert werden.

4.7.4. Vergleich des Transplantatiberlebens humaner Inseln bei unterschiedlichen
Kulturtemperaturen und — medien (diskordant xenogenes Modell)

Ausgehend von der klinischen Situation — Verwendung von CMRL 1066 bei 22°C — wurde
der Einflu® des Mediums TCM199 + 5% FCS auf das friihe Transplantatiiberleben

untersucht.
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Im diskordant xenogenen Modell mit Méusen als Empfanger wurden jeweils 300 Inseln
pro Kulturbedingung unter die Nierenkapsel nicht diabetischer Méause transplantiert. Direkt

nach Transplantation wurde einmalig Anti-Lymphozytenserum appliziert.

Betrachtet man die Ergebnisse, so erkennt man an Tag 3 eine Uberlegenheit der
Kulturbedingung 37°C/TCM199. Der Insulingehalt ist ca. 1.7 fach héher gegentber den
beiden anderen Kulturbedingungen, die beinahe gleiche Insulingehalte aufweisen.

Im Zeitraum von Tag 3 bis Tag 7 ereignet sich ein eindeutiger p-Zellverlust gemessen am
Insulingehalt. Gegenuiber Tag drei zeigt die 37°C Kultur einen Rickgang um 55%, die
22°C/TCM199 + 5% FCS Kultur um knapp 48% und die 22°C/CMRL 1066 Kultur um
71%.

Bis zum Tag 14 nach Transplantation setzt sich der ProzeR fort. Es findet eine nochmalige
starke Verringerung des Insulingehaltes statt. Den grofiten Abfall in der Stimulierbarkeit
mit nochmals ca. 90% weisen die 37°C/TCM199 + 5% FCS kultivierten Inseln gegentber
Tag 3 auf. 22°C/TCM199 + 5% FCS kultivierte Inseln weisen den hochsten Wert auf, der
allerdings auch um ca. 50% niedriger liegt. Der Gehalt fir die 22°C/CMRL 1066
kultivierten Inseln lag nur noch gering tiber der Nachweisgrenze.

Die anfangliche starke Uberlegenheit der 37°C Kultur bestitigt die Ergebnisse der

Insulinbestimmung im konkordant xenogenen Tiermodell

Diese Ergebnisse der Kulturversuche lassen den Schluf? zu, da humane Inseln in vivo bei
einer Kultur mit TCM199 + 5% FCS eine hohere Insulinfreisetzung auf einen
Glukosestimulus hin erbringen kénnen im Vergleich zu in CMRL 1066 kultivierten Inseln.
Dies steht, zumindest zum Teil, im Gegensatz zu den Erkenntnissen, die durch HOLMES
et al. erzielt wurden. Der Vergleich von zehn kommerziellen Medien erbrachte fir die
humane Insel die besten Ergebnisse fur eine Kultur in CRML 1066. Allerdings bezogen
sich diese Erkenntnisse auf in vitro Testungen, so daB keine Transplantationen
durchgefiihrt wurden (HOLMES et al., 1995). Ahnliches wird von in vitro Testungen
bezuglich der Empfindlichkeit gegenuber Radikalen berichtet. Hierbei wurde gezeigt, dal
sowohl frisch isolierte humane Inseln als auch bei 22°C kultivierte Inseln, wenn man sie
anschlieBend einer Inkubation mit Nitroprussidnatrium, welches NO generiert und mit
Hypoxanthin/Xanthinoxidase, welches Superoxid freisetzt, aussetzt, eine wesentlich
hohere Rate an Zelluntergangen aufweist als nach Kultur bei 37°C. Als Medium wurde
TCM199 + 5% FCS bei 37°C und 22°C verwendet, CMRL 1066 nur bei 22°C. Die
Kulturdauer — 1 Tag vs. 4 Tage — ergab keinen Unterschied (JAHR et al., 1998).
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Diese Ergebnisse zeigen, dal eine Kultur humaner Inseln bei 37°C TCM199 + 5% FCS ein
wesentlich verbessertes Transplantatiiberleben hinsichtlich der Transplantatfunktion im
Bereich der ersten Tage nach Transplantation bewirkt. Dies deckt sich mit den bereits
besprochenen Erkenntnissen (siehe oben).

Ebenfalls dhnlich dem oben besprochenen konkordant xenogenen Modell stellen sich die
Ergebnisse flr die 22°C Kultur dar. Nach verringerten Insulingehalten in den ersten Tagen,
bleibt die Funktion stabiler erhalten. Dabei ist ebenfalls wieder fiir das Kulturmedium
TCM199 + 5% FCS ein Vorteil vorhanden. Da innerhalb dieses Zeitraumes (nach Tag 7
nach Transplantation) der Beginn der T- Zell vermittelten Immunantwort liegt, ist davon
auszugehen, daB bei 37°C Inseln eine héhere Aktivierung der T- Zellantwort vorliegt als
bei 22°C Inseln. Dabei scheint es allerdings von Bedeutung zu sein, in welchem Medium
diese kultiviert wurden, da eine bessere Funktion fir TCM199 + 5% FCS besteht. Diese

Inseln scheinen einen erniedrigte Immunogenitat zu besitzen.

Zusammenfassend &t sich ein Vorteil der Kultur in TCM199 + 5% FCS gegeniber
CMRL 1066 belegen. Dabei ist eine Kultur bei 37°C vorteilhafter im Hinblick auf das
frihe Transplantatiiberleben gemessen an der Transplantatfunktion. Beziglich der
Empfindlichkeit gegentber der darauf folgenden akuten Rejektion als T-Zell vermittelte
Reaktion ergaben sich die besten Ergebnisse fur eine Kultur in TCM199 + 5% FCS bei
22°C. Sicherlich von Interesse ware eine Kultur in TCM199 + 5% FCS bei einem Tag
37°C und einem Tag 22°C im diskordant xenogenen Modell. Wie bereits angesprochen,
bietet dieses Vorgehen im allogenen Tierversuch eine Verbesserung der Transplantation
(JAHR et al., 2002). Das bislang verwendete Protokoll der klinischen Inseltransplantation
sieht die Verwendung von CMRL 1066 als Kulturmedium vor. Dies basiert auf
Untersuchungen durch HOLMES et al., 1995. Ausgehend von den in dieser vorliegenden
Arbeit erhobenen Ergebnisse im konkordant xenogenen und vor allem im diskordant
xenogenen Modell mit humanen Inseln, erscheint es durchaus lohnenswert zu prifen, ob
die Verwendung von TCM199 + 5% FCS in der klinischen Inseltransplantation sinnvoll ist
und bei positiven Ergebnissen sollte ein Austausch der Kulturmedien in Erwédgung

gezogen werden.
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5. Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich ein Einflu® unterschiedlicher
Kulturbedingungen (37°C und 22°C) und Kulturmedien (TCM199 + 5% FCS und
CMRL1066) auf das frihe Transplantattiberleben humaner Inseln und Nagetierinseln — vor
einer immunologischen AbstoBung — in unterschiedlichen Modellen erzielen 1aBt. Des
Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob eine unterschiedliche Empfindlichkeit
gegenuber Strenoxen existiert.

1. Vergleich von frisch isolierten und ein Tag kultivierten Inseln im allogenen,

diabetischen Tiermodell der Ratte
Es zeigte sich in vivo eine eindeutige Uberlegenheit (p<0.05) der ein Tag in TCM199 +
5% FCS Kkultivierten Inseln, da nach Transplantation alle Tiere normoglyk&dmisch
wurden (n = 5). Im Gegensatz dazu erlangte nur ein Tier der mit frisch isolierten Inseln
transplantierten Gruppe eine Normoglykamie (n = 13).
Dieses Resultat wurde durch in vitro Versuche unterstutzt, die gezeigt haben, daB frisch
isolierte Inseln eine eindeutig hohere Empfindlichkeit gegenliber Noxen wie
Stickstoffmonoxid und Superoxid (p<0.001) haben, gemessen an der Kernnekroserate
der Inseln.

2. Vergleich von 22°C gegen 37°C in TCM199 + 5% FCS kultivierten Inseln im
konkordant xenogenen Tiermodell mit Transplantation von Ratteninseln in
diabetische C57BI/6J Mé&use
Es wurden Versuche mit unterschiedlichen Inselmengen (200, 100, 50) durchgefiihrt.
Fur die Transplantation von 200 Inseln zeigte sich kein eindeutiger Unterschied
beziglich dem Erreichen der Normoglykdmie. 100 bei 37°C kultivierte und
transplantierte Inseln senken den Blutzucker auf leicht hyperglyk&mische Werte bevor
sie an Tag 13 abgestoRen werden. Dagegen erreichen die 22°C Inseln eine anhaltende
Normoglykamie. Die Transplantation von 50 Inseln erzielte keinen normoglykamischen
Effekt. In der Bestimmung des Insulingehaltes im Transplantat-tragenden Organ an Tag
3 nach Transplantation lag der Gehalt der bei 37°C kultivierten Inseln ca. 1.5 fach tber
dem der bei 22°C kultivierten Inseln. Dies und der bekannte hohere Stoffwechsel der
37°C Insel, kdnnen flr das schnellere Absinken des Blutzuckers bei Transplantation
von 37°C Inseln gegeniber 22°C Inseln als Ursache angesehen werden.

Somit erscheint auch im konkordant xenogenen Modell die Kultur in TCM199 + 5%

FCS bei 37°C fir einen Transplantationserfolg fur den Zeitraum direkt nach
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Transplantation und die Kultur bei 22°C fir eine langfristige Normoglykamie sinnvoll
zu sein. Dies wurde schon fir das allogene Rattenmodell beschrieben (JAHR et al.,
2002) und sollte auf eine Kombination beider Kulturbedingungen ausgedehnt werden.

3. Vergleich von 37°C bzw. 22°C in TCM199 + 5% FCS und 22°C in CMRL 1066
kultivierten Inseln im diskordant xenogenen Modell (humane Inseln in nicht
diabetische C57BI/6J M&ause)

Transplantiert wurden ca. 300 humane Inseln, die zuvor unter 0.g. unterschiedlichen
Kulturbedingungen kultiviert worden waren. An Tag 3, 7 und 14 nach Tx wurde eine
intraperitoneale Glukosestimulation durchgefuhrt. Die héchste Stimulation zeigte sich
an Tag 3 fur die bei 37°C/TCM199 + 5% FCS kultivierten Inseln. (ca. 1.5 fach hoher als
22°C/TCM199 + 5% FCS). Der Unterschied der beiden 22°C Kulturen ist nur gering.
An Tag 7 liegen die Stimulationswerte fir 37°C/TCM1999 + 5% FCS 2.5-fach hoher
als 22°C/CMRL1066 und 1.7-fach hoher als 22°C/TCM199 + 5% FCS. An Tag 14
findet man die beste Stimulation fiir die 22°C/TCM199 + 5% FCS Kultur, die ca. 3-fach
(37°CITCM199 + 5% FCS) bzw. 7-fach (22°C/CMRL) hoher liegt.

Fur die Transplantation im diskordant-xenogenen Modell &8t sich somit
zusammenfassend ein Vorteil der Kultur im Medium TCM199 + 5% FCS bei 37°C fur
das frihe Transplantatliberleben bis ca. Tag 7 post Tx ablesen. Im darauf folgenden
Zeitraum bis Tag 14 sieht man einen Vorteil der 22°C/TCM199 + 5% FCS Kultur.
Daraus kann man eine hohere Resistenz der 37°/TCM199 + 5% Insel gegenuber
inflammatorischen Noxen ableiten bezliglich des Zeitraumes bis Tag 7 post Tx.

Auf Grund dieser in vivo Ergebnisse im konkordant und diskordant xenogenen Modell
und auf Grund Berichte anderer Gruppen sollte diskutiert werden, ob es lohnenswert
erscheint, in weitergehenden Versuchen den aktuellen klinischen Standard der Kultur
der Langerhansschen Insel vor Transplantation — die Kultur in CMRL1066 bei 22°C -
durch eine Kombination mit 37°C in TCM199 + 5%FCS zu verbessern.
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