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Einleitung 1

1 Einleitung

Der Hyperparathyreoidismus (HPT) zahlt neben dem Diabetes mellitus zu den h&aufigsten
endokrinen Erkrankungen. Die Pravalenz liegt bei ca. 80 pro 100.000 Einwohnern weltweit
[Maslein, 2003].

Unter Hyperparathyreoidismus versteht man eine Uberfunktion der Nebenschilddriisen.

Die Nebenschilddriisen sind paarig angelegte Organe, von denen jeweils zwei dem oberen Pol
und zwei dem unteren Pol der Schilddriise anliegen. Trotz ihrer gemeinsamen embryonalen
Entwicklung haben sie auer ihrer &hnlichen topographischen Lage mit der Schilddrise keine
Gemeinsamkeiten. Da die Nebenschilddriisen aus Epithelgewebe bestehen, werden sie in der
Literatur auch haufig als Epithelktérperchen (EK) bezeichnet. Sie sind fiir die Produktion von
Parathormon zusténdig. Parathormon (PTH) ist ein aus 84 Aminoséuren bestehendes Peptid
und fur die Regelung des Kalziumhaushaltes verantwortlich.

Kalzium ist von groRer Bedeutung fur essentielle physiologische VVorgange wie Integritat und
Funktion der Zellmembran, Ubertragung nervaler Impulse und neuromuskulare

Erregbarkeit [Fliser and Ritz, 1998].

PTH wirkt also der Hypokalzamie entgegen und die Hypokalzamie stimuliert direkt die
Sekretion des PTH. Je weiter der Kalziumspiegel im Blut absinkt, um so mehr PTH wird
ausgeschuttet, wéahrend die Hyperkalzamie graduell zur Unterdriickung der PTH-Sekretion
fuhrt [Ziegler, 1991].

Unterschieden wird zwischen einem primaren (pHPT), einem sekundéren (SHPT) und einem
tertiaren (tHPT) Hyperparathyreoidismus, wobei der primare Hyperparathyreoidismus die
h&ufigste Form darstellt. Beim pHPT kommt es zu einer bermaRigen, autonomen PTH-
Produktion mit folgender Hyperkalzamie. Die hdaufigste Ursache sind gutartige
Nebenschilddrisentumore, sog. Adenome. Auch im Rahmen von malignen Tumoren der
Nebenschilddrisen, den Nebenschilddriisen-Karzinomen, oder im Zusammenhang mit einem
MEN (multiple endokrine Neoplasie) -Syndrom kann es zur vermehrten PTH-Produktion
kommen. Bedingt durch die hohe Serumkonzentration von Parathormon wird vermehrt
Kalzium aus dem Knochen ausgebaut, so dass neben der resultierenden Hyperkalz&mie vor
allem Knochenschaden und Organverkalkungen auftreten konnen. Die klinischen Symptome
im Rahmen des Hyperkalzdmiesyndroms reichen von Lumbo-Ischialgien, Ureterkoliken,
abdominellen Beschwerden, neurologisch-psychiatrischen  Auffélligkeiten (Schwaéche,
Hyporeflexie,  depressive  Verstimmung und  Antriebsarmut),  Stdrungen  des

Elektrolythaushaltes  (renaler Kalzium- und Natriumchloridverlust) bis hin zu
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Herzrhythmusstoérungen [Delorme and Hoffner, 2003]. Friher wurden daher die Symptome
des Krankheitshildes im Klinikjargon recht treffend mit ,,Stein- Bein- Magenpein®
umschrieben [St.Goar, 1957]. Durch die heute friihzeitige Diagnosestellung und Therapie
wandelte sich das klinische Bild. Der pHPT &Rt sich heute nicht mehr mit wenigen Begriffen
charakterisieren. Es besteht eine Vielfalt moglicher Beschwerden (s.0.).

Das klinische Vollbild der ,,Ostitis fibrosa generalisata von Recklinghausen* im Rahmen

einer Osteopathie mit braunen Tumoren und Frakturneigung ist heute eine Raritét.

Im Gegensatz dazu handelt es sich beim SHPT um eine reaktiv vermehrte PTH-Ausschittung
aufgrund von Kalziummangel, meist im Rahmen einer Niereninsuffizienz, in seltenen Féllen
auch im Zusammenhang mit einem Maldigestionssyndrom.

Bei der terminalen Niereninsuffizienz kommt es durch die gestorte Nierenfunktion zur
Phosphatretention, was uber das Kalzium-/Phosphatprodukt zur Hypokalzdmie fiuihrt. Diese
Hypokalzamie und der durch die Niereninsuffizienz bedingte Phosphatlberschuss regt die
Nebenschilddriisen zur vermehrten PTH-Produktion an mit dem Ziel, eine Normokalz&émie
wiederherzustellen. Es entsteht eine reaktive Vierdrisenhyperplasie.

Die klinische Symptomatik des sHPT ist sehr vielseitig. Sie reicht im Rahmen der renalen
Osteopathie bis zu Knochendeformitaten und Spontanfrakturen. Bei der renalen Osteopathie
entsteht ein Mischbild aus Demineralisation (durch den Hyperparathyreoidismus) und
frustraner Osteoidbildung bei fehlender Moglichkeit zur Mineralisierung (Osteomalazie durch
Mangel des wirksamen Vitamin-D-Metaboliten 1a,25 Dihydroxycolecalciferol). Laut Reichel
und Ritz [Reichel and Ritz, 1991] haben nach zehnjdhriger Dialysedauer etwa 30% der
erwachsenen Patienten entsprechende klinische Veranderungen.

Kommt es beim sHPT zu einer permanenten Stimulation der Nebenschilddrusen, schief3t die
PTH-Produktion tber das Ziel der Normokalzamie hinaus.

Von einem tHPT spricht man, wenn infolge eines sHPT eine funktionelle Autonomisierung
der hyperplastischen Nebenschilddrisen eingetreten ist, d.h. die Nebenschilddriisen
produzieren wie beim pHPT vermehrt PTH, was zu einer Hyperkalzdmie mit den oben
erwéahnten Symptomen fiihren kann [Delorme and Hoffner, 2003]. Klinisch gleicht der tHPT
somit dem pHPT.

Bei der operativen Therapie eines HPT gibt es einige grundsétzliche Dinge zu beachten:

PTH kann nach totaler Parathyreoidektomie nicht einfach substituiert werden, wie es
beispielsweise nach totaler Thyreoidektomie erfolgreich und problemlos mittels oraler

Hormonsubstitution von T3/T4 (Trijodthyronin/Thyroxin) durchgefihrt wird, da PTH ein aus
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84 AS bestehendes Peptid ist, und daher zu groB ist, um vollstandig im Darm resorbiert zu
werden. Es wird daher von Peptidasen gespalten und bereits im Darm funktionsunfahig
gemacht. Eine orale Substitution kommt daher nicht in Frage. Um das Hormon parenteral zu
verabreichen ist die Halbwertzeit zu kurz. Sie liegt bei nur zwei Minuten, so dass das Hormon
permanent verabreicht werden mdisste.

Bis zum heutigen Tage ist daher die operative Entfernung des hyperplastischen
Nebenschilddrisengewebes (Parathyreoidektomie) mit anschlieBender Autotransplantation in
den Musculus brachioradialis des Unterarms die erfolgreichste klinische Therapiemdglichkeit
bei Patienten mit sHPT. Sie wurde erstmals 1926 von Frank Lahey durchgefihrt [Lahey,
1926].

Thema der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Angiogenese bei der Transplantation
von Nebenschilddriisengewebe in einem in vivo- Tiermodell. Diese Untersuchung bietet einen
interessanten Ansatz, da die Angiogenese vermutlich eine grosse Bedeutung im Rahmen der
Transplantatfunktion einnimmt.

Trotz des technisch leicht moglichen Ersatzes von Nebenschilddrisengewebe durch einen
Fremdspender (Allotransplantation) ist diese VVorgehensweise nicht empfehlenswert, da eine
damit verbundene Immunsuppression zu belastend und nebenwirkungsreich fir den
Patienten waére. Eine derartige Therapie ware z.B. nur im Zusammenhang mit einer
Nierentransplantation denkbar, wenn der Patient ohnehin eine immunsuppressive Therapie
erhalten muss. Versuche einer Mikroenkapsulierung von PTH mit Alginaten wurden
durchgefiihrt, um eine Allotransplantation ohne Immunsuppression zu ermoglichen: Fu und
Sun publizierten 1989 die Ergebnisse erster erfolgreicher Allotransplantationen ohne
Immunsuppression im Tierversuch nach Implantation von Nebenschilddriisenzellen, die in
dem Naturstoff ,,Alginat” zur Immunisolation eingeschlossen wurden [Fu and Sun, 1989].
Derzeit gibt es jedoch noch keine zufriedenstellenden Ansétze zur Etablierung in der Klinik.
Der Ersatz des Parathormons durch eine Vitamin D-/ Kalziumsubstitution ist daher eher
praktikabel. Die Ergebnisse sind jedoch meist unbefriedigend, da diese Therapie eine
Kalziumhoma@ostase nur unzureichend langfristig aufrechterhalten kann.

Die Nebenschilddriisen-Autotransplantation (AT) in den M. sternocleidomastoideus im
Rahmen der Strumachirurgie zur Vermeidung eines postoperativen Hypoparathyreoidismus
ist nach wie vor der Standard und weitgehend komplikationslos.

Beim priméren, sekunddren und tertidren  Hyperparathyreoidismus wird die
Nebenschilddrisentransplantation im Prinzip in gleicher Weise durchgefuhrt. Hier ergeben

sich aber zum Teil erhebliche Probleme:
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Es wird pathologisch verdndertes Gewebe verpflanzt. Die unterschiedlich diffus oder nodulér
verdnderten Gewebeanteile kdnnen leicht erneut zum Transplantathyperparathyreoidismus
flhren.

Neben der normalen Gewebeverpflanzung beim HPT oder im Rahmen von
Strumaresektionen — um einem postoperativen Hypoparathyreoidismus vorzubeugen — gibt es
auch noch eine unbeabsichtigte Zellverschleppung von Nebenschilddrisengewebe bei der
Operation. Hierbei handelt es sich um die sogenannte ”Parathyreomatose”. Das verschleppte
Gewebe wéchst in Fett-Binde-, oder Muskelgewebe wieder an und vergrofert sich. Die Folge
ist ein Rezidiv des HPT [Rothmund et al., 1999].

Ein weiteres, nicht unerhebliches Problem in der operativen Therapie des
Hyperparathyreoidismus stellt der postoperative Hypoparathyreoidismus nach autologer
Nebenschilddrisen-Transplantation dar.

Bei Patienten, bei denen das zur Therapie des sHPT autolog transplantierte Gewebe nicht in
der Lage war PTH zu sezernieren, um einen physiologischen PTH-Spiegel zu gewahrleisten,
mul} erneut korpereigenes Gewebe, welches zuvor kryokonserviert wurde, transplantiert
werden.

Das Prinzip der Kryokonservierung ermoglicht den Patienten somit eine wiederholte autologe
Transplantation, falls das Transplantat im Rahmen der Therapie des sHPT nicht
funktionstichtig ist.

Patienten, die mehrfach transplantiert werden missen, sind jedoch einer grossen Belastung
ausgesetzt, da sie jedes Mal die allgemeinen Operationsrisiken wie bsp. GefaR- oder
Nervenverletzungen, postoperative Entziindungen etc. tragen missen. Die Ursache fir das
Transplantatversagen ist meist weitgehend unklar. Es besteht somit nach wie vor Bedarf, die
Ursachen eines postoperativen Hypoparathyreoidismus herauszufinden und zu beseitigen.
Eine mogliche Erklarung fur ein Transplantatversagen wére eine unzureichende
Revaskularisierung bzw. Angiogenese.

Da bei der freien Autotransplantation das Gewebe ohne AnschluR an das GefaRsystem
verpflanzt wird, ist das Gewebe unmittelbar nach Transplantation auf die Diffusion von
Sauerstoff und Nahrstoffen angewiesen. Langfristig missen jedoch GefaRe einwachsen, um
das Gewebe ausreichend mit Sauerstoff und Né&hrstoffen versorgen zu kénnen.

Die Angiogenese nimmt somit eine zentrale Stellung bei der autologen
Nebenschilddrisentransplantation ein.

Unter Angiogenese versteht man allgemein die Bildung neuer Gefdlle aus dem bereits

bestehenden Gefalisystem. Zundchst beginnt eine Endothelproliferation der bestehenden
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Geféle, es bilden sich Lumina. Man sieht die typischen Zeichen der Angiogenese wie neue
Gefélsprosse, sog. sprouts, Kaliberspriinge (bezogen auf den Durchmesser des Gefélies) und
GeféaBwindungen, sog.coilings.

Angiogenese kommt physiologisch bei der Wundheilung vor und pathologisch bei Tumoren,
der diabetischen Retinopathie, der rheumatoiden Arthritis, und bei Entziindungsreaktionen .
Der Stimulus, der zur Angiogenese flhrt, ist noch weitgehend unklar.

Wachstumsfaktoren scheinen jedoch als Aktivatoren eine Rolle zu spielen.

Hanahan und Folkman [Hanahan and Folkman, 1996] beschrieben in diesem Zusammenhang
den sog. ,,Angiogenic switch* (s. Abb. 1).

off

on

(> Aktivatoren
(O Inhibitoren

Abb. 1: ,,Angiogenic switch* — Modell nach Hanahan & Folkman

Je nach EinfluR von Aktivatoren oder Inhibitoren wird die Angiogenese stimuliert bzw.
gehemmt.

Bislang gibt es nur wenig Daten zur Angiogenese bzw. Revaskularisierung und zur
mikrovaskuléaren Perfusion von transplantiertem Nebenschilddriisengewebe.

Klinisch kdnnte jedoch die genaue Untersuchung der Angiogenese nach Transplantation von
Nebenschilddrisengewebe  fiir ~ Patienten, bei denen es immer wieder zu

Transplantatdysfunktionen kommt, von enormer Bedeutung sein.
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1.1 Kilinik der Nebenschilddrisentransplantation

Um ein besseres Verstandnis der klinischen Relevanz der vorliegenden Arbeit zu erreichen,
wurde zusatzlich eine Erhebung klinischer Daten durchgeftihrt.

Die vorliegende retrospektive Studie umfasst 2675 Patienten, die im Krankenhaus Martha-
Maria in Miinchen-Solln in der Zeit vom 1. Januar 1982 bis zum 31. Dezember 1999

unter der Leitung von Prof. Dr. Dr. med. F. Spelsberg wegen eines Hyperparathyreoidismus

operiert worden sind.

Obwohl das Krankenhaus Martha-Maria auf endokrine Operationen spezialisiert ist, kam es
dennoch bei einigen Patienten postoperativ zu Komplikationen bezliglich des transplantierten
Gewebes.

Grundsétzlich kann es zu folgenden Transplantat-Dysfunktionen kommen:

e Transplantat-HPT

Wiederauftreten der typischen Krankheitszeichen und Laborparameter nach Entfernung aller
Nebenschilddrisen (totale Parathyroidektomie) und Autotransplantation (AT), nach
voriibergehender Normalisierung.

e Persistierender Transplantat-HPT

Fortbestehen und Wiederauftreten der typischen Krankheitszeichen sowie der pathologischen
Laborparameter innerhalb eines halben Jahres.

¢ Rezidiv eines Transplantat-HPT

Wiederauftreten  der  typischen  Krankheitszeichen und  Laborparameter  nach
vorausgegangener Entfernung der Nebenschilddriisen und AT nach einem halben Jahr oder
Jahre spater.

e Pseudotransplantat-HPT

Wiederauftreten der typischen Krankheitszeichen und Laborparameter nach vermeintlicher
totaler Parathyreoidektomie und AT, wobei jedoch nicht das Autotransplantat, sondern
verbliebenes Gewebe (Uberzahlige Epithelkdrperchen / verbliebenes EK-Restgewebe) im
Hals oder Mediastinum Krankheitsursache ist.

e Bilocularer HPT nach Autotransplantation

Wiederauftreten  der  typischen  Krankheitszeichen und  Laborparameter  nach
Parathyreoidektomie und AT, wobei sowohl das Autotransplantat als auch verbliebenes

Gewebe im Hals oder Mediastinum Krankheitsursache ist.
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e Hypoparathyreoidismus nach Parathyreoidektomie und AT

Postoperativ bis zu 6 Monaten verminderte Funktion der transplantierten Nebenschilddrisen.
Die Einteilung des Transplantat-HPT (Punkte 1-5) entspricht der klinischen

Einteilung des Krankenhaus Martha-Maria in Minchen-Solln. In dieser Arbeit wird jedoch

nur unter zwei Dysfunktionen unterschieden:

Postoperativer Hyperparathyreoidismus

Postoperativer Hypoparathyreoidismus

Bei den Patienten, die an einem rezidivierenden bzw. persistierenden HPT postoperativ litten,
mulite der Tumor wieder entfernt werden, und erneut eigenes, zuvor kryokonserviertes
Gewebe transplantiert werden.

Bei den Patienten mit rezidivierendem bzw. persistierendem Hypoparathyreoidismus
postoperativ mufite ebenfalls eigenes, kryokonserviertes Gewebe transplantiert werden.

Der persistierende postoperative Hypoparathyreoidismus ist als gravierende Komplikation
anzusehen. Die typische klinische Symptomatik ist durch gesteigerte neuromuskulare
Erregbarkeit gekennzeichnet. Sie dufert sich vor allem in Karpopedalspasmen (Tetanie),
Konvulsionen und Paré&sthesien [Ziegler, 1987].

Bei etwa einem Viertel aller Patienten kommt es nicht zu diesen Beschwerden, hier besteht
die Gefahr einer Verkennung der Erkrankung [Ziegler, 1987]. Organische Spatfolgen eines
solchen unbehandelten Hypoparathyreoidismus sind Kardiomyopathie [Weise et al., 1989],
Katarakt, Basalganglienverkalkung, Haarausfall, schuppige Haut, im Kindesalter zusatzlich
Zahnanomalien, Skelettdeformierungen mit Minderwuchs und geistige Retardierung
[Wagner, 1991].
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1.2 Historischer Uberblick der Klinik des Hyperparathyreoidismus

1862 Erste Beschreibung der Nebenschilddrise nach Autopsie eines indischen Rhinozeros
durch Sir Richard Owen (s. Abb. 2) [Owen, 1862]

1862 Vermutlich erste makroskopische Erkennung der Nebenschilddriisen beim Menschen
durch Virchow und Remak [Virchow, 1863]

1879/80 Erste systematische makroskopische und mikroskopische Beschreibung der
Nebenschilddrisen durch Ivar Sandstrom [Sandstrom, 1879]

1879 Erstmaliger Bericht Uber tetanische Krampfe nach totaler Parathyreoidektomie von
Wolfler [Wolfler, 1879]

1890 Eugene Gley u.a. beginnen in Paris Uber die Funktion der Nebenschilddrisen
nachzudenken. Gley entdeckt Sandstroms Manuskript wieder und macht es bekannt

[Gley, 1891]

1900 Loeb berichtet, dass Kalzium Muskelkrampfe verhindern kann [Loeb, 1900]

1903 Der Tubinger Pathologe Max Askanazy stellt einen ersten Zusammenhang zwischen
einem Nebenschilddriisentumor und der ,,Ostitis fibrosa cystica“ her [Askanazy, 1903]

1909 Untersuchung biochemischer und pathophysiologischer Zusammenhdnge des
Hyperparathyreoidismus durch Mac Callum und Voegtlin [Mac Callum and Voegtlin, 1909]
1915 Schlagenhaufer erkennt, dass EK-Adenome eine ,,Ostitis deformans* bedingen, und
nicht umgekehrt. Er bezeichnet die EK-Erkrankung als primaren HPT [Schlagenhaufer, 1915]
1925 Erste Entfernung eines Nebenschilddrisen-Tumors durch Parathyreoidektomie -
ausgefuhrt von Felix Mandl; (Publikation erst 1933) [Mandl, 1933]

1926 Erste Parathyreoidea-Autotransplantation beim Menschen durch Frank Lahey

[Lahey, 1926]

1935  Pappenheimer und  Wilens  beschreiben  erstmalig den  sekundéren
Hyperparathyreoidismus [Pappenheimer and Wilens, 1935]

1950 Blumenthal und Walsh gelingt erstmalig die Kaltekonservierung von
Nebenschilddrisengewebe [Blumenthal and Walsh, 1950]

1959 Aurbach, Rasmussen und Craig stellen hochgereinigtes bovines Parathormon her
[Aurbach, 1959; Chase and Aurbach, 1968]

1960 Stanbury u.a. fihren die erste subtotale Parathyreoidektomie bei SHPT durch

[Stanbury et al., 1960]

1963 Berson und Yalow entwickeln einen Radioimmunoassay zum Nachweis von
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Parathormon [Berson and Yalow, 1963]

1968 Berson und Yalow weisen die Heterogenitat des PTH im peripheren Blut nach [Berson
and Yalow, 1968]

1968 Chase und Aurbach erkennen die Wirkung des Parathormons an Niere und Knochen
mittels cCAMP [Chase and Aurbach, 1968]

1973 Wells u.a. berichten Uber autolog transplantiertes EK-Gewebe, das Parathormon
produziert [Wells et al., 1975]

1974 Wells u.a. veroffentlichen, dass EK-Allotransplantate unter immunsuppressiver
Therapie wachsen und funktionieren [Wells et al., 1975]

1975 Erste Parathyreoidea-Autotransplantation beim Menschen mit kryokonserviertem
Gewebe durch Wells u.a; (Verdffentlichung zwei Jahre spater) [Wells et al., 1977]

1978 Aufklarung der vollstandigen AS-Sequenz des PTH durch Keutmann u.a.
[Keutmann et al., 1978]

Abb. 2: Rhinoceros unicornis. Sir R. Owen entdeckte an diesem Rhinozeros erstmalig die
Nebenschilddriisen im Jahre 1850 (Veroffentlichung 1862)
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1.3 Fragestellung/ Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, ein Modell neu zu entwickeln und etablieren, welches
erlaubt, die Angiogenese bei der Transplantation von frischem Nebenschilddriisengewebe in
vivo Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen. Es wurde Gewebe von Patienten mit SHPT
transplantiert, da diese Patienten in der Klinik am ehesten eine Problemgruppe darstellen.

Zu diesem Zweck transplantierten wir frisches, menschliches Nebenschilddriisengewebe von
Patienten mit sHPT in die zuvor praparierte Riickenhautkammer von Nacktmausen.

Innerhalb dieses Modells sollte die simultane Analyse der Angiogenese mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie und der Funktion des transplantierten Gewebes mit Hilfe der humanen
PTH-Bestimmung (ber einen langeren Zeitraum ermdglicht werden.

Neben einer histomorphologischen Charakterisierung des Modells wurde die Expression des
Wachstumsfaktors VEGF, eines wesentlichen Angiogenese induzierenden Faktors untersucht.
Des Weiteren sollte der Zusammenhang zwischen Angiogenese-Parametern und der

Transplantat-Funktion untersucht werden.

Folgende Fragen sind daher Inhalt der vorliegenden Studie:

1) Wie sieht eine Kklinisch-statistische Erhebung der postoperativen Komplikationsrate

am Beispiel des Krankenhaus Martha-Maria aus?

2) Ist es mdoglich, mit der Technik der Intravitalmikroskopie am Modell transparenter
Rickenhautkammern transplantiertes Nebenschilddrisengewebe zu beobachten?

3) Qualitative Analyse der Mikrozirkulation:

a) Wann gibt es die ersten Anzeichen angiogenetischer GefaRe?

b) Wie verhalten sich die Transplantate Uber die Zeit hinweg bezlglich Transplantatflache
und neu einwachsender GefaRe?

4) Quantitative Analyse der Mikrozirkulation:

a) Wie verdndert sich die funktionelle GeféRdichte der angiogenetischen GefélRe im
Transplantat?

b) Wie verhalten sich die GefaRdurchmesser der angiogenetischen Geféale im Transplantat?

c) Wie verhélt sich die ErythrozytenflieBgeschwindigkeit der angiogenetischen GefaRe im
Transplantat?

d) Wie verhalt sich die endokrine Funktion der Transplantate?

5) Gibt es eine Korrelation zwischen der endokrinen Funktion und der angiogenetischen
Aktivitét des transplantierten Gewebes?

6) Kommt VEGF als wesentlicher Induktor der Angiogenese in Frage?
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7) Stimmen die histomorphologischen Ergebnisse mit den intravitalmikroskopischen

Befunden Uberein?
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2 Material und Methoden

Die Versuche waren von der Regierung Oberbayern unter dem Aktenzeichen
AZ: 209.1/211-2531-105/02 im Einverstandnis mit dem Institut fir Chirurgische Forschung
genehmigt.

2.1 Kilinik der Nebenschilddrisentransplantation

Fur die Erhebung der klinischen Daten des Hyperparathyreoidismus am Beispiel des
Krankenhaus Martha-Maria wurden samtliche Patienten, die in den Jahren 1982-1999 im
Krankenhaus Martha-Maria an einem HPT operiert worden sind, aus dem Patientenarchiv in
die Statistik aufgenommen. Anhand dieser Daten wurden anschlieBend die postoperativen
Komplikationsraten am Beispiel des Krankenhauses Martha-Maria ermittelt und mit

Komplikationsraten anderer Literaturangaben verglichen.

2.2 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden ausschlieflich CD-1 nu BR Nacktmause mit einem Kdrpergewicht
von 25-35g verwendet. Diese Méuse waren athym und damit immuninkompetent, so dass
keine AbstoBungsreaktion des humanen transplantierten Gewebes auftreten konnte.

Die Transplantation des Fremdmaterials war so ohne Immunsuppression moglich.

Die athymen Nacktmduse wurden tber Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen, und
ab einem Alter von mindestens 6 Wochen und 25g Korpergewicht zur Implantation der
Rickenhautkammer zugelassen.

Nach Préparation der Riickenhautkammer wurden die Tiere in einzelnen Kafigen bei 24°C
und 50% Luftfeuchtigkeit gehalten, und hatten freien Zugang zu Leitungswasser und
Nahrung. Alle Tiere erhielten standardisiertes Trockenfutter (Ssniff, Spezialdidten GmbH,
Soest, Deutschland).

Zwei Tage nach Implantation der Ruckenhautkammer wurde das Nebenschilddriisengewebe
transplantiert. Im Anschluss daran wurden die Tiere im Inkubator 7510 (Draeger-Werk,
Libeck, Deutschland) bei 36°C wund 60% Luftfeuchtigkeit gehalten, da das
Nebenschilddrisengewebe zum Anwachsen anndhernd Koérpertemperatur bendtigte. Durch
die Haltung im Inkubator wurde somit in der Kammerpraparation nahezu ein
Kdrpertemperatur dhnliches Milieu gewéhrleistet. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser

und Nahrung.
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2.3  Modell

2.3.1 Gewinnung und Aufbereitung des Nebenschilddrisengewebes

Fur die Transplantation wurde ausschlieBlich frisch explantiertes Nebenschilddriisengewebe
von Patienten mit sekundarem Hyperparathyreoidismus (Krankenhaus Martha-Maria,
Minchen-Solln) verwendet.

Das Gewebe wurde mit Einverstdndnis der Patienten direkt aus dem Operationssaal in VLE
(very low endotoxine)-RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) in das
Labor des Instituts fiir Chirurgische Forschung (ICF) gebracht (s. Abb. 3).

Der grofite Teil des Gewebes wurde zur routinemaRigen Aufbewahrung in Stickstoff
(Cryotechnik Messer, Disseldorf, Deutschland) kryokonserviert, so dass den Patienten im
Falle einer Transplantat-Dysfunktion erneut autologes Gewebe transplantiert werden konnte.
Das sofortige Einfrieren erfolgte in zwei Schritten:

Das Rohrchen mit dem Gewebe und dem Einfriermedium (80% RPMI-Medium, 10%
Kélberserum, 10% Dimethylsulfoxid) wurde 15 Minuten im Styroportrager in die Gasphase
des Stickstofftanks (-120°C bis -150°C) gegeben, und anschlielend in speziellen
Gefrierkammern in der flussigen Stickstoffphase (-196°C) gelagert. Bei Bedarf ist es so
jederzeit moglich, das eingefrorene Gewebe wieder aufzutauen und erneut zu transplantieren.
Ein kleiner Teil des Gewebes wurde unter sterilen Bedingungen unter einem ,laminar air
flow* (CEAG Envirco, Dortmund, Deutschland) in 4mm3 grofe Stiickchen geschnitten

(s. Abb. 4) und dann in die zwei Tage zuvor préparierte Riickenhautkammer bei den oben

genannten Nacktmausen transplantiert.

Y -

Abb. 3: Nebenschilddrisengewebe im Nahrmedium RPMI

Abb. 4: Zerschneiden des Gewebes in der Petrischale unter dem laminar air flow
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Fur eine weitere Versuchsgruppe, die als Kontrolle diente, wurde das Gewebe vor
Transplantation in die Kammer fur 30 Minuten in einem Wasserbad bei 56°C hitzebehandelt.
Das Protein sollte so denaturiert und biologisch inaktiviert werden. Das Gewebe stammte
ebenfalls von Patienten mit SHPT, und wurde, wie bei der ersten Gruppe vor Transplantation
in 4mm3 groRe Stiickchen geschnitten. Es wurde darauf geachtet, dass nur das umkapselte
Epithelgewebe der Nebenschilddriisen, und kein anderes Gewebe, wie beispielsweise Fett-

oder Bindegewebe transplantiert wurde.

2.3.2 Préaparation der Rickenhautkammer

Als Modell bei diesen Versuchen wurde die transparente Riuckenhautkammer der Maus (s.
Abb. 5/6) gewahlt, da so eine kontinuierliche Beobachtung des transplantierten Gewebes Uber
einen langeren Zeitraum moglich war.

Die Ruckenhautkammer besteht aus zwei symmetrischen Titanrahmen (s. Abb. 5), die
chirurgisch in der dorsalen Haut der Maus fixiert wurden (s. 2.3.2.1.) [Lehr et al., 19933],
[Lehr et al., 1993b]. Die Titanrahmen waren in ihrer Grofle genau der KoérpergroRe einer
Maus angepasst. Auf einer dieser symmetrischen Kammerhalften befindet sich zentral ein
Beobachtungsfenster.

Das Gewebe der Rickenhaut dieser Tiere besteht aus quergestreifter Skelettmuskulatur,
Subkutangewebe und Haut. An der Stelle des Beobachtungsfensters der Riickenhautkammer
wurde ein Stiick Rickenhaut entfernt, so dass man durch das Fenster auf die
gegenlberliegende quergestreifte Skelettmuskulatur schauen konnte. Die Skelettmuskulatur
bot eine optimale Grundlage fur die Implantation von Nebenschilddrisengewebe. Mit Hilfe
dieses Modells war es moglich mehrmalige intravitalmikroskopische (VM) Beobachtungen
des transplantierten Gewebes am wachen Versuchstier durchzufiihren.

Samtliche vaskularen Abschnitte der Rickenhautmuskulatur und spater des transplantierten
Gewebes konnten so mit Hilfe der Fluoreszenz-Epi-llluminations-Mikroskopie dargestellt

und im zeitlichen Verlauf beobachtet werden.
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QUERSCHNITT SEITENANSICHT

' Schnittebene

Abb. 5 nach A. Gotz [Gotz, 1987]: Skizze einer Rickenhautkammerhélfte; Das Modell setzt
sich aus durch Schrauben verbundene spiegelbildlich konstruierte Titanrahmen zusammen.
A=Beobachtungsfenster;B1=Bohrung fiir Verbindungsschraube;B2=Bohrung

flr Fixationsfaden;C=Materialaussparungen zur Reduktion des Kammergewichtes;

D=Kammerring zur Fixation des Deckglases

Abb. 6: Athyme Nacktmaus mit Ruckenhautkammer



Material & Methodik 16

2.3.2.1 Chirurgische Durchfiihrung

Die Tiere wurden vor der chirurgischen Implantation der Riickenhautkammer mit Ketamin
(75mg/kg i.m., Ketavet, Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) und Xylazin (25 mg/kg
i.m., Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland) narkotisiert. AnschlieBend lagen die Tiere
wéhrend der gesamten operativen Kammerimplantation auf einer Warmeplatte, um nicht
auszukunhlen.

Die Haut wurde vor der Operation mit 70%-igem Alkohol gereinigt.

Die dorsale Ruckenhaut wurde angehoben, und die sich aus zwei symmetrischen Titanrahmen
zusammensetzende  Rickenhautkammer (Gewicht: 4,59, Abb. 5) wurde unter
Gegenlichtkontrolle kaudal der entlang der Schulterbasis verlaufenden Versorgungsgefalie
implantiert [Go6tz, 1987].

Haut

_ Subkutangewsbe Beobachtungsfenster
Hautmuskel l
M. retractor —

M. retractor A / i
Hautmuskel

Subkutangewebe -

Haut

Abb. 7 nach A. Goétz [Gotz, 1987]: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch die
Rickenhaut (links) und Riickenhautkammerpréaparation mit den einzelnen Gewebeschichten

Im kreisrunden Bereich des Beobachtungsfensters der Kammer wurde in einem Durchmesser
von 15 mm die dem Fenster zugewandte Cutis, Subcutis mit Hautmuskel, sowie die beiden

Schichten des Musculus retractor entfernt, und die verbleibenden Gewebeschichten mit einem
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wiederentfernbaren Deckglas geschiitzt. Das Glas wurde mittels eines Sprengringes im
Titanrahmen fixiert, so dass die gegeniberliegende Hautmuskulatur und Subcutis der
intravitalmikroskopischen Beobachtung zugangig war (s. Abb. 6). Auf diese Weise war es
jederzeit mdoglich, durch Abnehmen des Deckglases freien Zugang zur Préparation zu
erhalten. Die Kammer wurde anschlieBend mit ihren Bohrungen mit 5.0 Seidenfaden
(Ethibond 5-0; Ethicon GmbH, Norderstedt, FRG) an der Hautfalte fixiert.

Bei der Praparation wurden Mikrohdmorrhagien durch Traumatisierung sorgfaltig vermieden.
Die Tiere tolerierten die Kammer gut und zeigten keine Zeichen von Unbehagen. Auch ihre
Schlaf- und Fressgewohnheiten waren unbeeintréchtigt.

2.3.3 Transplantation des Nebenschilddrisengewebes

Zwei Tage nach der Kammerimplantation wurde das Nebenschilddriisengewebe nach sterilem
Offnen des Deckglases unter mikroskopischer Kontrolle (Wild Heerbrugg, Schweiz) auf den
quergestreiften Ruckenhautmuskel der Kammer gebettet. Das Deckglas wurde anschlieRend
wieder verschlossen, um so das Gewebe zu schitzen.

Durch das Deckglas hindurch war nun eine wiederholte Beobachtung des transplantierten
Gewebes mdoglich.

Pro Kammerpraparation wurde jeweils ein 4mm3 groRes Stlck transplantiert, was sich als
optimal fur die Versuche herausstellte.

Fur die Transplantation des Gewebes, ebenso fiir die weiteren mikrozirkulatorischen
Beobachtungen wurden die Tiere in Plexiglasrohren (Effenberger, Minchen, Deutschland)
immobilisiert. Fur diesen Vorgang bendtigten die Tiere keine Narkose.

Ein zweitdgiger Abstand zwischen Kammerpréaparation und Gewebetransplantation wurde
streng eingehalten, um den Einfluss von chirurgischem Trauma und Narkose auf die
Mikrozirkulation auszuschlief3en.

Tiere, die zum Zeitpunkt der Gewebetransplantation Odeme oder entziindliche Reaktionen
innerhalb der Kammer aufwiesen, wurden aus dem Versuch ausgeschlossen.

Bei der Transplantation des Gewebes konnte man davon ausgehen, da nur
Nebenschilddrisengewebe und kein Fett-/ Bindegewebe in die Kammer eingebracht wurde,

da das Epithelgewebe der Nebenschilddriisen von einer Organkapsel umgeben ist.

2.4 Experimentelles Protokoll

Nach Implantation des Gewebes und sterilem Verschlielen des Deckglases folgte ein
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Beobachtungszeitraum von insgesamt 19 Tagen. In dieser Zeit waren die Tiere im Inkubator
bei 36°C und 60% Luftfeuchtigkeit untergebracht, da fir ein Anwachsen des Gewebes eine
erhohte Umgebungstemperatur unabdingbar war. Die Tiere hatten auch in dieser Zeit
unbegrenzt Zugang zu Nahrung und Wasser, und zeigten Kkein verdndertes Fress-/
Sozialverhalten auf. An jedem dieser 19 Tage wurde die Kammer und das transplantierte
Gewebe makroskopisch kontrolliert, so dass Tiere mit entziindetem Gewebe rechtzeitig aus
dem Versuch ausgeschlossen werden konnten. Zusétzlich wurden die Tiere bei ihrem
Verhalten beobachtet, um Auffalligkeiten friihzeitig zu erkennen.

Die Versuche erfolgten nach folgendem Zeitschema:

Kammer-
praparation
Gewebe-
l transplantation
| | | | | >
d-2 do d5 di2 d19

@

IVM @) @)
Blutentnahme O @) Q

o

Histologie

Abb. 8: Zeitschema der Versuche

An Tag -2 erfolgte die Kammerpréaparation, an Tag 0 die Gewebetransplantation.
Jeweils an den Tagen 5, 12 und 19 wurde eine intravitalmikroskopische Untersuchung und
eine Blutentnahme durchgefuhrt.

Eine Histologie wurde an Tag 19 post mortem angefertigt.
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2.5 Versuchsgruppen

Fur die Untersuchungen wurden die Tiere in zwei Gruppen eingeteilt:

Die eine Gruppe (Transplantatgruppe = PTX) erhielt frisches Nebenschilddriisengewebe von
Patienten mit sekundarem Hyperparathyreoidismus (n = 8).

Die zweite Gruppe diente als Kontrolle (Kontrollgruppe). Die Tiere aus dieser Gruppe
erhielten ebenfalls frisches Nebenschilddrisengewebe, allerdings nach einer Hitzebehandlung
bei 56°C Uber 30 Minuten im Wasserbad (s. 2.3.1.) (n = 7).

2.6 Untersuchungstechniken

2.6.1 Mikrohamodynamik

Um die Mikrohd&modynamik des transplantierten Gewebes Uber einen langeren Zeitraum
beobachten zu konnen, wurde die Mikrozirkulation mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Dadurch war es moglich, die Angiogenese des transplantierten Gewebes
quantitativ zu erfassen.

Der Vorteil dieser Untersuchungsmethode gegenuber anderen Methoden ist die Beurteilung
samtlicher Segmente der Mikrozirkulation mit der Mdglichkeit zur quantitativen Analyse
verschiedener mikrohdmodynamischer Parameter [Endrich et al., 1980], [Menger et al.,
1992].

2.6.1.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Vor Beginn der Untersuchung wurde den Tieren der Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein-
Isothiocyanat (FITC-) markiertes Dextran (MW 500000; 0,05-0,1 ml einer 5%- Lodsung in
0.9% NacCl; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) intravends tber die Schwanzvene gespritzt,
um den Blutfluss in den GeféaRRen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.

Der Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran farbt das Blutplasma und gibt Hintergrund. Dies
ermoglicht eine quantitative Darstellung des Fliessverhaltens des Blutes.

Der injizierte Fluoreszenzfarbstoff flutet Gber die terminalen Arteriolen an und flief3t nach
Passage des Kapillarbettes tber postkapillare Venolen und Sammelvenolen wieder aus dem
Bereich des Kammergewebes in das vendse GefalRsystem. Nachdem der Fluoreszenzfarbstoff
die Gefélle des Kammergewebes erreicht hat, ist es mit Hilfe der Auflicht-Fluoreszenz —
Mikroskopie moglich, das gesamte mikrovaskuldre GeféalRsystem des Kammergewebes
intravitalmikroskopisch zu untersuchen. Die durchflossenen GefélRe kénnen so lber einen

langeren Zeitraum dargestellt werden, wobei es sich empfiehlt, die Auflicht-Fluoreszenz-
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Zeiten so kurz wie mdoglich zu halten, um eine Gewebeschédigung des transplantierten
Gewebes zu verhindern.

Die Versuche wurden jeweils an den Tagen 5, 12 und 19 nach Gewebetransplantation
vorgenommen (s. Abb. 8).

Die wachen Tiere wurden zur Beobachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop wie schon bei
der Gewebetransplantation in einer Plexiglasrohre fixiert, welche wiederum auf einer
Plexiglasbihne (Effenberger, Miinchen, Deutschland) so befestigt war, dass die Kammer mit
dem Deckglas nach oben trotz Bewegungen des wachen Tieres unter dem Objektiv des
Mikroskops immobilisiert war. Diese Blhne wurde auf einem Mikroskoptisch so plaziert,
dass man durch Verschieben des Tisches das gesamte Gewebe mikroskopisch begutachten
konnte. Das mikrovaskulare Netzwerk des transplantierten Gewebes konnte so wiederholt
intravitalmikroskopisch beurteilt werden (s. Abb. 9).

Zusatzlich wurde eine Ubersichtsaufnahme des gesamten Gewebes in geringerer
VergrélRerung mit einem 4-fachen Leitz-Objektiv (Leitz, GmbH, Wetzlar, Deutschland)
angefertigt.

Die IVM-Untersuchungen des FITC-markierten Plasmas erfolgten mittels eines Leitz
Orthoplan Stereomikroskop (Leitz, Miinchen, Deutschland) durch Epi-lllumination mit einer
100 W Quecksilber (XBO)- Lampe und einem Ploemopak-Illuminator System mit einem
Leitz 123 - Blaufilter (459-490 nm).

AuBer fur die Ubersichtsaufnahmen mit einem 4-fachen Leitz-Objektiv wurde fir die
Auswertung der IVM-Parameter ein Leitz-Objektiv mit 20-facher VergroRerung (Leitz,
GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt.

Jeweils 6 ROIs (regions of interest) pro Tier wurden in dem transplantierten Gewebe
ausgewahlt, und mit Hilfe einer Video-Kamera (C 2400-08; Hamamatsu, Herrsching,
Deutschland) visualisiert.

Fur die spéater folgende Auswertung wurden die IVM-Aufnahmen auf ein S-VHS Videoband
mit einem 3/4 Zoll Videorecorder (Sony-U-matic, VO-5800-PS; Sony GmbH, Minchen,
Deutschland) aufgezeichnet. Die Aufzeichnung pro Region betrug jeweils 30 Sekunden.
Insgesamt betrug die Untersuchungsdauer pro Tier und Versuchszeitpunkt circa 30 Minuten.
Die Auswertung erfolgte off-line durch ein Bildanalysesystem (Cap Image; Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) [Klyscz et al., 1997]. Sie ermdglichte die Messung der Parameter
funktionelle  GeféRdichte  (fvd),  Erythrozytenfliessgeschwindigkeit  (Vrsc) und
Gefaldurchmesser (d).

Die Feinfokussierung der 1IVM-Aufnahmen erfolgte tber einen Makro-/ Mikroantrieb. Ein
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massives Bohrmaschinenuntergestell ermdglichte erschitterungsfreie Arbeitsbedingungen
[Vajkoczy, 1996].

Zusétzlich zu den intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde noch mittels Durchlicht
die gesamte Kammerpraparation visualisiert und auf Video aufgezeichnet, um die
TransplantatgréRe planimetrisch erfassen zu kénnen.

Mittels dieser Technik konnten die GefalRe und deren Wachstum durch das anflutende FITC
Uber einen 19 tdgigen Versuchszeitraum visuell dargestellt werden und mit Hilfe der oben

genannten Messparameter quantifiziert werden.

- el —
Kamera Video-
0 Timer [

Mikroskop ” H

Videorecorder
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Abb. 9 nach P. Vajkoczy [Menger and Lehr, 1993]: Schematische Darstellung des
intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes mit beweglichem Mikroskoptisch, lichtempfindlicher
CCD-Kamera und Computer- assistierter Bildverarbeitung zur quantitativen Analyse der
mikrohamodynamischen Parameter.

Die durch das Mikroskop sichtbaren Bilder der Rlckenhautkammer werden mittels einer

Kamera auf einen Monitor tbertragen und mit Videorekorder aufgezeichnet.
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2.6.2 Mikrohdmodynamische Parameter und Flache des Transplantates

Als mikrohd&modynamische Parameter bei der intravitalen Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie
des Nebenschilddriisengewebes dienten zur Erfassung des mikrovaskuldren Netzwerkes des
transplantierten Gewebes neben der Flache des transplantierten Gewebes [mm?] als einzigen
nicht dynamischen Parameter:

Die funktionelle Geféalidichte (= die Lange der von Erythrozyten durchflossenen GeféalRe pro
Flache) [cm™]

Die jeweiligen GefalRdurchmesser [um]

Die Erythrozytenfliessgeschwindigkeiten [mm/sec].

Die quantitative Auswertung dieser Parameter erfolgte nach Beendigung der
Intravitalmikroskopie anhand der Videobandaufzeichnungen mittels eines
computerassistierten Bildverarbeitungssystems (,,computer assisted microcirculation analysis
system“-CAMAS) [Klyscz et al., 1997].

2.6.2.1 Messung der Flache des transplantierten Nebenschilddrisengewebes

Fur die Bestimmung der Fl&che des transplantierten Gewebes [mm?] wurde zunéchst mittels
Durchlicht eine Ubersichtsaufnahme angefertigt. Die Auswertung erfolgte anschlieRend
planimetrisch mittels CAMAS (s. Abb. 10).

2.6.2.2 Messung der funktionellen GefaRdichte

Fir die Bestimmung der funktionellen GefaRdichten [cm™] wurden ebenfalls die VM-
Aufnahmen auf Video aufgezeichnet und anschlieend mittels CAMAS ausgewertet.

Die funktionelle GeféaRdichte (fvd = functional vessel density) ist definiert als pytagoréisch
ermittelte Lange der mit Erythrozyten perfundierten GeféaRe bezogen auf den MeRrahmen

(s. Abb. 11).

Die Messung der fvd im Verlauf Uber mehrere Tage ist ein zentraler Parameter zur
Beurteilung der Geféalineubildungen. Geféle, die zwar mit Plasma perfundiert waren, bei

denen aber der BlutfluB stagnierte, fanden keine Berticksichtigung.

2.6.2.3 Messung der GefalRdurchmesser

Die Auswertung der GefalRdurchmesser erfolgte ebenso wie bei der fvd mittels Videoband der
IVM-Aufnahmen computerassisitiert (s. Abb. 11).
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2.6.2.4 Messung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit

Die Bestimmung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (Vgec) erfolgte mittels ,line-shift-
Methode*®.

Hierbei wurde die Geschwindigkeit des Erythrozytenflusses im GefaR Computer- assistiert
ermittelt, indem die Zeit gemessen wurde, die die Erythrozyten fur eine zuvor bestimmte

Strecke innerhalb des GefaRes bendtigten.

Abb. 11: Transplantatflache [mm?]
Abb. 12: GefaRe mit FITC-Dextran i.v.:Funktionelle Gefalidichte (fvd) [cm]

Anhand eines derartigen Standbildes wurden fvd (Lange der Gefalie bezogen auf

den Messrahmen) und d, wie in der Abb. zu sehen, bestimmt.

2.6.3 Endokrine Transplantatfunktion

Neben den intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Angiogenese sollte zusatzlich die
endokrine Funktion des transplantierten Gewebes mittels Messung von humanspezifischem
PTH im Serum Uberpruft werden. Es war dabei wichtig, dass nur humanspezifisches PTH
erfasst wurde, da nur das humanspezifische PTH fir die Funktion des transplantierten,
menschlichen Gewebes aussagekraftig ist.

Dazu wurde mittels eines Spezies-spezifischen ELISA das humane intakte PTH (iPTH) und
nicht das PTH related Peptide (PTHrP), welches von Tumoren exprimiert wird, oder ein
PTH-Fragment gemessen. Friher besall die Messung der PTH-Fragmente diagnostische
Bedeutung, weil sich diese unwirksamen Fragmente im Blut langer nachweisen lassen als das

intakte Hormon selbst. Nachdem jedoch in den letzten Jahren verlassliche Mel3systeme fur
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das iPTH mit hoher Empfindlichkeit entwickelt wurden [Blind et al., 1987], ist das
Messverfahren fur das iPTH heute das Verfahren der Wahl flr die Messung der endokrinen

Funktion von Nebenschilddriisengewebe.

2.6.3.1 Messung des iPTH

Zur Bestimmung des iPTH wurde zusétzlich zur Intravitalmikroskopie an den Tagen 5, 12
und 19 Blut aus dem retrobulbdren Plexus abgenommen. Die Tiere wurden dazu in eine
Narkose aus Ketamin (75mg/kg i.m., Ketavet; Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) und
Xylazin (25mg/kg i.m., Rompun; Bayer, Leverkusen, Deutschland) versetzt. Die
Plexuspunktion erfolgte mit einer heparinisierten 1ml-Spritze (Becton Dickinson Plastipack,
Heidelberg, Deutschland) und einer Sterican-Kanile (Gr. 20, Braun, Melsungen,
Deutschland). Es wurde pro Tier und Versuch ein Blutvolumen von jeweils 100 pl
abgenommen und direkt im Anschluss zentrifugiert (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland). Nach Zentrifugieren des Blutes wurde das Plasma bei -20°C tiefgefroren. Die
Tiere tolerierten den Blutverlust gut, und zeigten keine Beeintrachtigung des Visus durch die
Plexuspunktion.

An Tag 19 wurde die Blutentnahme nach der Intravitalmikroskopie intrakardial durchgefihrt,
bevor die Tiere geopfert wurden.

Nach Beendigung der Versuchsreihe wurde das humanspezifische iPTH mit einem ELISA
(Diagnostics Systems Laboratories Inc., Active TM PTH-intact, DSL-10-8000, Sinsheim,
Deutschland) bestimmt und mittels eines ELISA-readers (Ear 400 AT, Fa. TECAN, SLT-
Labinstruments, Crailsheim, Deutschland) ausgewertet.

Der verwendetete ELISA ist ein enzymatischer ,,two-step-sandwich- Immunoassay, der nach
folgendem Prinzip ablief:

Standards, Kontrollen und die zu untersuchenden Blutproben wurden mit jeweis 100 pl
Biotin-Anti-PTH-Antikorper (in  Proteinpuffer und Konservierungsmittel) in dafur
vorgesehene Vertiefungen (96 Stuick) von Mikrotiterplatten inkubiert. Diese sind mit einem
affinitatsgereinigten anti-humanen Antikorper (Ziege) beschichtet, der den n-terminalen
Bereich (1-34) des PTH erfasst.

Nach Inkubation fur 2,5 Stunden auf einem Horizontalschittler (IKA-Vibrax, Janke und
Kunkel, Staufen, Deutschland) mit 500 rpm (rounds per minute) bei Raumtemperatur, 5-
fachem Waschen und Trocknen (das Waschkonzentrat enthélt Kochsalzlosung mit einem
nichtionischen Detergenz) wurde in jede Vertiefung 100 pl Streptavidin markierte

Meerettich-Peroxidase (HRP) pipettiert und erneut auf einem Horizontalschttler mit 500 rpm
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fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, 5-fach gewaschen und auf FlieRpapier
getrocknet.

AnschlieBend wurde je 100 pl Tetra-Methylbenzidin (TMB, in Zitratpuffer mit
Hydrogenperoxid)  mittels  halbautomatischem  Dispenser ~ zugegeben, auf dem
Horizontalschittler fir 10-15 Minuten inkubiert und die Farbreaktion durch Schwefelsdure
gestoppt.

Die Extinktion wurde durch Messung zweifacher Wellenlange (450 und 620 nm) mittels
eines ELISA-readers (Ear 400 AT, SLT-Labinstruments, Crailsheim, Deutschland) innerhalb
von 30 Minuten bestimmt.

Die Standardlosungen enthalten iPTH in Humanserum und ein nicht-quecksilberhaltiges
Konservierungsmittel.

Der Standardbereich bewegte sich zwischen 0 und 2000 pg/ml.

Zusatzlich zu den Standardldsungen wurden noch zwei Kontrollen mitbestimmt, eine

Kontrolle mit niedriger und eine Kontrolle mit hoher PTH-Konzentration im Serum.

2.6.3.2 Messung der Kalziumkonzentration

Zusétzlich sollte als weiterer funktioneller Messparameter die Kalziumkonzentration im Blut
bestimmt werden, um ausfindig zu machen, ob die humanen PTH-Spiegel einen Einfluss auf
die Kalziumkonzentration hatten.

Anhand der wie unter 2.6.3.1. gewonnenen Blutproben wurde ebenfalls nach Beendigung der
Versuchsreihe die Kalziumkonzentration im Plasma mittels eines kolorimetrischen Assays
(Sigma, cat. No. 587, Deisenhofen, Deutschland) bestimmt und mittels eines
Spektrophotometers DU 7500 (Beckman Instruments, Minchen, Deutschland) ausgewertet.
Der kolorimetrische Assay funktioniert nach folgendem Prinzip:

Die Reaktion von Kalzium mit o-Kresolphthalein ergibt einen roten Farbkomplex im
alkalischen Medium mit einem Absorptionsmaximum bei 575 nm. Die bei 575 nm gemessene
Farbintensitat ist der Kalziumkonzentration in den Proben direkt proportional.

Das Kalziumreagenz von Sigma Diagnostics enthélt o-Kresophthalein.

Das noch zusatzlich im Reagenz vorliegende 8-Hydroxyquinolin verhindert Stérungen durch
Magnesiumionen.

In jedes Rohrchen fir Leerwert, Standard, Kontrollen und Proben wurde nach Angabe des
Herstellers jeweils 1,0 ml Kalzium-Reagenz-Arbeitslésung pipettiert, 10 pl destilliertes
Wasser, Standard, Kontrollen und Proben in die entsprechend beschrifteten Probenréhrchen
zugegeben und vorsichtig gemischt.

Mindestens 3 Minuten nach Zugabe der Probe wurde die Absorption (A) aller R6hrchen bei
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575 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers DU 7500 (Beckman Instruments, Minchen,
Deutschland) gemessen.

Durch Subtraktion des Leerwertes von den Absorptionswerten fir Standard, Kontrollen und
Proben erh&lt man die von der Kalziumkonzentration abhangige Absorptionsédnderung.

Die Kalziumkonzentration in den Proben wurden dann wie folgt berechnet:

Kalziumkonzentration (mg/dl) der Probe = A A Probe/A A Standard.

2.6.4 Nachweis von VEGF

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Expression des Wachstumsfaktors VEGF
des transplantierten Gewebes und der Funktion des Transplantates zu untersuchen, fiihrten
wir eine Western Blot-Analyse durch.

Dazu wurde in einem unabhdangigen Experiment das transplantierte Gewebe aus
Transplantatgruppe und Kontrollgruppe an Tag 5 nach Transplantation entfernt. Die Tiere
wurden dazu durch eine Uberdosis Pentobarbital (Nembutal, Sanofia-Leva, Hannover,
Deutschland) getotet.

Um die Expression des vaskuldren Wachstumsfaktors VEGF zu untersuchen, wurde die
Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines Antikorpers gegen den rekombinanten,
humanen Wachstumsfaktor VEGF 165 (Sigma, cat. No. V6627, Deisenhofen, Deutschland)
durchgefiihrt.

Nach der Gewebe-Homogenisation wurde der Proteingehalt kolorimetrisch bestimmt
[Bradford, 1976].

Das homogenisierte Gewebe durchlief ein 10% Polyacryl-Amid Gel bei 125 V. Das isolierte
Protein wurde dann auf eine Nitrocellulose Membran Ubertragen. Die Blots wurden mit
PBS/0,05 Tween geblockt, welches 1% ,,nonfat dried milk* enthalt, und dann Gber Nacht mit
dem Haupt-Antikorper (1pg/ml) versetzt. Fir eine Stunde wurden dann die Blots Peroxidase-
markierten Antikorpern ausgesetzt (Santa Cruz Biotechnology Inc., cat. No sc-2350,
Delaware, U.S.A) und anschlielfend einmal gewaschen.

Der gebundene Antikorper wurde durch Chemiluminescence (Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, U.S.A.) sichtbar
gemacht.
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2.7 Histologische Untersuchungen

2.7.1 Histologie

Mit Hilfe der Histologie war es zusatzlich moglich, die Morphologie des transplantierten
Gewebes zu untersuchen.

An Tag 19 wurde nach Totung des Tieres und Abnahme der Kammer ein quadratisches Stuck
des transplantierten Gewebes in 4% Paraformaldehyd-Ldsung fixiert und bei Raumtemperatur
fur ungefahr 48 Stunden aufbewahrt. Das fixierte Gewebe wurde nach Wasserung in Paraffin
eingebettet und 3um dicke Schnitte angefertigt. Anschlieend erfolgte die Farbung mit

Hamatoxilin-Eosin.

2.7.2 Immunhistochemie

Um die Gefalle im Transplantat besser darstellen zu kénnen, wurde der Endothelmarker ,,von
Willebrand Faktor* (VWF) mittels Immunhistochemie dargestellt. Das Gewebe wurde hierzu,
genau wie unter 2.7.1. beschrieben, post mortem an Tag 19 entfernt, in Paraffin gebettet und
vor der Anférbung entparaffiniert.

Die immunhistochemischen Analysen von VWF erfolgten mittels polyklonalem ,,rabbit anti
human“-Antikorper (Fa. DAKO, A 0082, Hamburg, Deutschland).

Zunachst wurde mit Methanol + H,O, die endogene Peroxidase geblockt. Anschliel3end
wurde mit Pronase E (0,1 %) zum Andauen des Gewebes inkubiert. Auf den Schnitt wurde
dann Normalserum aus dem ABC-Komplex anti-rabbit gegeben (Elite Kit, rabbit 1gG, Fa.
Vectastain, Burlingame, U.S.A.).

Im Anschlul} daran wurde der VWF-Antikorper tGber 45 Minuten lang in einer Verdinnung
von 1:200 aufgetragen. Es folgte der zweite Antikorper aus dem o.g. ABC-Kit in einer
Verdlnnung von 1:200 (Vectastain, U.S.A), und anschlieend der Avitin-Biotin-Komplex.
Zur Farbentwicklung wurde Chromogen aufgetragenen. Zuletzt wurden die Schnitte kurz in
Hamalaun getaucht und danach 10 Minuten in flieBendem Wasser geblaut, um die Kerne
abgrenzen zu kénnen.

Zwischen jedem dieser Schritte wurde mit PBS Tween gespilt - auBer nach dem Auftragen

des Normalserums.
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2.8 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Einzelwerte oder in ihrer Gesamtheit als Mittelwert (+
Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM)) dargestellt. Die Daten wurden
nichtparametrisch mittels Intragruppenvergleich  (Wilcoxon signed rank test) und
Intergruppenvergleich (Kruskal-Wallis-analysis of variance on ranks) mit post hoc-Analyse
nach Student-Newman-Keuls statistisch analysiert (Sigma Stat; Jandel Corp., San Rafael,
U.S.A)). Bei Signifikanz ist dies bei der jeweiligen Abbildung vermerkt.

Das Signifikanzniveau betrug p< 0,05.



Ergebnisse 29

3 Ergebnisse

3.1 Kilinik der Nebenschilddrisentransplantation

Von den insgesamt 2675 durchgeflihrten Operationen waren 1935 Operationen wegen eines

pHPT und 740 Operationen wegen eines s/t HPT.

Abb. 12: Patientenkollektiv des Krankenhauses Martha-Maria mit Hyperparathyreoidismus von
1982-2000. Von insgesamt 2675 Patienten, die in diesem Zeitraum an einem HPT operiert worden

sind, hatten 740 Patienten einen s/t HPT und 1935 Patienten einen pHPT.

Von diesen 2675 Patienten litten postoperativ 10,5 % an einem rezidivierenden bzw.
persistierenden HPT, und 0,9 % postoperativ an einem rezidivierenden bzw. persistierenden
Hypoparathyreoidismus.

Die Ursache dieser Transplantatdysfunktionen ist bis heute noch weitgehend unklar und

bedarf nach wie vor weiterfihrender Untersuchungen.

3.2 Angiogenese der Nebenschilddrisen-Transplantate

Die fiir die Versuche verwendeten Tiere tolerierten die Haltung im Inkubator und die
Rickenhautkammer gut, und wiesen keine Gewichtsabnahme bzw. gestortes Fress-/
Sozialverhalten auf.

Trotz der schlechten Abwehrlage der Tiere im Vergleich zu immunkompetenten Tieren
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wurde die Implantation des Gewebes und die Haltung der Tiere im Inkubator meist ohne
entziindliche Reaktionen tberstanden.

Ziel der Auswertung der mikrohdmodynamischen Parameter mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie war die Quantifizierung der Angiogenese bzw. der
Revaskularisierung des transplantierten Nebenschilddrisengewebes. Nach intravendser
Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran dauerte es ca. 2-5 Sekunden (sec), bis
sich der Farbstoff verteilt hatte, so daR eine Visualisierung des gesamten mikrovaskuléren
Gefallsystems in der Riickenhautkammer mdglich war.

In den verschiedenen Fokusebenen konnte je nach Fokustiefe entweder das gesamte kapillare
Netzwerk des quergestreiften Muskelgewebes der Riickenhaut, oder in der héher gelegenen
Fokusebene das mikrovaskuldre Netzwerk des transplantierten Gewebes dargestellt werden
(Abb. 13/14).

2-05 A0 1A 5

Abb. 13: IVM-Ubersichtsaufnahme des transplantierten Nebenschilddriisengewebes mit
4-fachem Objektiv. Das durch FITC leuchtende Plasma ermdoglicht die Visualisierung
der neuen GefaRe.

Abb. 14: IVM-Aufnahme mit 20-fachem Objektiv zur Auswertung der
mikrohdmodynamischen Parameter. Typisches Bild angiogenetischer GefalRe mit

Kaliberspringen und GefalRwindungen (sog.coilings) (s.—)
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Die jeweils angefertigte Ubersichtsaufnahme (Abb. 13) zeigte das gesamte mikrovaskulare
Netzwerk des transplantierten Gewebes im Uberblick.

Die folgende hthere VergroBerung ermdglichte die genaue Darstellung einzelner Segmente
(Abb. 14) zur quantitativen Analyse der verschiedenen mikrohdmodynamischen Parameter.
Die Kapillaren des Ruckenhautmuskels hatten einen gleichméRigen, strickleiterartigen
Charakter und unterschieden sich rein optisch von den neu entstandenen Gefélen .

Wie mit den Pfeilen in Abb. 14 gekennzeichnet, konnte man typische Zeichen neuer,
angiogenetischer GefaRe am Rande und innerhalb des transplantierten Gewebes erkennen:
Die neuen Gefalle wiesen im Gegensatz zu den Kapillaren des Rickenhautmuskels

Kaliberspriinge und starke Gefalwindungen (,,coilings*) auf.

3.2.1 Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie

Die ersten Zeichen der Angiogenese waren in der Transplantatgruppe (PTX) an Tag 5 zu
erkennen.

Auf den folgenden Abbildungen sind die intravitalmikroskopischen Aufnahmen an den Tagen
5, 12 und 19 dargestellt. Es wurden jeweils Kontrollgruppe und PTX gegentibergestellt.

An Tag 19 war das Gewebe der Kontrollgruppe nicht mehr abgrenzbar, und damit
intravitalmikroskopisch nicht mehr zu erfassen.

An Tag 5 waren in der Kontrollgruppe keine GefaRRe erkennbar. Man sah lediglich am Rand
des transplantierten Gewebes nicht perfundierte, mittransplantierte Gefal3e (s. Abb. 15).

Im Gegensatz dazu konnte man an Tag 5 in der Transplantatgruppe vom Rand her neu
einwachsende GefaRe erkennen. Die mittransplantierten, schwarzen, nicht durchflossenen
GeféRe dienten hierbei wahrscheinlich als Schienen fir die neu einwachsenden Gefale (s.
Abb. 16).
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Abb. 15: Intravitalmikroskopie aus der Kontrollgruppe an Tag 5. Es waren keine neu
einwachsenden Geféalle vorhanden. Lediglich am Rand des Gewebes waren nicht
perfundierte Spendergefale zu sehen.

Abb. 16: Intravitalmikroskopische Aufnahme aus der Transplantatgruppe an Tag 5
Vom Rand her wuchsen neue GefalRe in das Transplantat ein.

An Tag 12 lieR sich am Rand des Gewebes aus der Kontrollgruppe eine unspezifische
Gefélreaktion erkennen. Es ist nicht klar ob es sich um eine Entziindungsreaktion handelt,
oder was der Stimulus fur die neu einwachsenden Gefalle war. Zentral im Gewebe waren
jedoch keine neu eingewachsenen Geféale zu sehen (s. Abb. 17). Im Gegensatz dazu war das
gesamte Gewebe der PTX von GeféaRen durchwachsen (s. Abb. 18). Das Gewebe der PTX
wies somit an Tag 12 eine hohe GefaRdichte auf, ebenso wie an Tag 19. Auch hier waren in
dem gesamten transplantierten Gewebe viele Geféale (s. Abb. 19) zu finden. Wie bereits
erwahnt, ist hier die Kontrollgruppe an Tag 19 nicht mit abgebildet, da sich zu diesem
Zeitpunkt das Gewebe nicht mehr von der Umgebung abgrenzen lieR.

In der Transplantatgruppe waren somit die ersten Angiogenesezeichen an Tag 5 zu sehen, mit
einer steigenden Tendenz bis zum Tag 19.

In der Kontrollgruppe waren an Tag 5 keine GefaRneubildungen sichtbar, an Tag 12
unspezifische Reaktionen in der Umgebung des transplantierten Gewebes und an Tag 19 war
das Gewebe resorbiert. Lediglich ein Teil der Tiere aus der Kontrollgruppe wies ebenfalls ab

Tag 12 GefaRe im Gewebe auf. Bei diesen Tieren war das transplantierte Gewebe nach der
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Hitzebehandlung durch Fettgewebe ersetzt worden (s. Abb. 24).

Abb. 17: Intravitalmikroskopie aus der Kontrollgruppe an Tag 12.

Unspezifische GefalRreaktion am Rand des transplantierten Gewebes. In das
Transplantatgewebe waren keine Geféalle eingewachsen.

Abb. 18: Intravitalmikroskopie aus der Transplantatgruppe an Tag 12. Im ganzen
Transplantat war ein hoher Gefareichtum zu erkennen.

Abb. 19: Intravitalmikroskopie aus der Transplantatgruppe an Tag 19. Hoher Geféal3reichtum
im gesamten Transplantat. Das Gewebe in der Kontrollgruppe war zu diesem Zeitpunkt nicht

mehr abgrenzbar.
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3.2.2 Flache des transplantierten Gewebes

Nach jeder Intravitalmikroskopie erfolgte noch eine Durchlichtaufnahme, um spéter die

GroRe des transplantierten Gewebes zu ermitteln.

A: Arteriole
V: Venole
T: Transplantat

S: Sprout
M: Muskel

Abb. 20: Makroskopische Aufnahme des transplantierten Nebenschilddriisengewebes auf
den Rickenhautmuskel (PTX-Gruppe). Durch die Kammerpréparation ziehen Arteriolen
und Venolen. Von diesen urspriinglichen GefaRen ausgehend bilden sich zunédchst

Angiogenese-typische sprouts (s. Beschriftung).

Anhand der Ubersichtsaufnahmen war es moglich zu vergleichen, ob sich die Flache des
transplantierten Gewebes eines Tieres tber den Versuchszeitraum hinweg veranderte.

Man erkennt auf Abb. 21 und anhand des Graphen (Abb. 22), dass die Flache des
transplantierten Gewebes in der Transplantatgruppe (PTX) U(ber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg anndhernd gleich blieb, wahrend sie in der Kontrollgruppe von Tag
5 bis Tag 19 stetig abnahm. Bei einigen Tieren aus der Kontrollgruppe war an Tag 19 das
Gewebe bereits nicht mehr abgrenzbar.

An Tag 5 war aulRerdem ein signifikanter Flachenunterschied zwischen dem Gewebe aus der
Transplantatgruppe und der Kontrollgruppe zu erkennen (s. Abb. 22).
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Abb. 21: Makroskopische Aufnahmen
Kontrollgruppe (links) vs. PTX (rechts) von Tag 5 (oben) bis Tag 19 (unten).

Wahrend das Gewebe in der Kontrolle resorbiert wurde, blieb es in der PTX nahezu
gleichgroR.
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Abb. 22: Flache des transplantierten Gewebes. In der Transplantatgruppe blieb die Flache ber
den gesamten Versuchszeitraum annéahernd gleich. In der Kontrollgruppe nahm die Flache des
Gewebes von Tag 5 bis Tag 12 stetig ab.

3.2.3 Funktionelle GefalRdichte

Durch die Auswertung der funktionellen GefaRdichte wurden die neu einwachsenden GeféaRe
quantifiziert, so dass eine Aussage (ber die Angiogenese gemacht werden konnte.

Man erkennt auf Abb. 23, dass bei allen Tieren aus der Kontrollgruppe an Tag 5 keine Geféle
nachweisbar waren, wéhrend bei zwei Tieren aus der Transplantatgruppe bereits an Tag 5
Gefalle erkennbar waren. In der Transplantatgruppe sieht man an den darauf folgenden
Versuchstagen signifikant ansteigende GeféalRdichten gegentiber den Werten an Tag 5.

Im Gegensatz dazu gab es bei den Tieren aus der Kontrollgruppe zwei verschiedene
Ergebnisse. Bei dem einen Teil der Tiere (n=3) waren, wie urspriinglich erwartet, auch an den
Versuchstagen 12 und 19 keine Gefalidichten nachweisbar.

Bei dem anderen Teil der Tiere (n=4) waren die GefaRdichten jedoch vergleichbar hoch mit
den GefaRdichten der Tiere aus der Transplantatgruppe (s. Abb. 24).

Bei den Tieren, die in Abb. 23 mit Pfeilen markiert sind, handelt es sich um Tiere aus der
Transplantatgruppe, bei denen an Tag 5 PTH nachweisbar war, jedoch nicht mehr an den
Tagen 12 und 19.
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Abb. 23: Funktionelle Gefalkdichte in Einzelwertdarstellung aufgetragen an den
jeweiligen Versuchstagen.

O: Kontrolle

A PTX

#. Signifikanz vs. d 5

= Tiere aus der Transplantatgruppe, bei denen nur an Tag 5 PTH nachweisbar

war

B SR

Tag 12 aus der Kontrollgruppe.

Abb. 24: Intravitalmikroskopie von
-

Zwischen den  GefaRen  sind
Fettvakuolen sichtbar, die auf eine
Fettgewebedegeneration schliessen

lassen.
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In der IVM (s. Abb. 24) der Tiere aus der Kontrollgruppe, bei denen die Gefalidichten
vergleichbar zu den GefaRdichten der Tiere aus der Transplantatgruppe waren, zeigten sich
zwischen den GeféalRen wabige Strukturen, die auf Fettvakuolen hindeuteten.

Bei diesen Tieren war das Gewebe durch Fettgewebe ersetzt worden.

3.2.4 GefalRdurchmesser

Wie auf Abb. 25 zu sehen, gab es keine signifikanten Verédnderungen der GefalRdurchmesser
Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg.

An Tag 5 konnten in der Kontrollgruppe keine GefalRdurchmesser bestimmt werden, da, wie
aus Abb. 23 ersichtlich, zu diesem Zeitpunkt bei keinem der Tiere aus der Kontrollgruppe
Geféle in das Gewebe eingewachsen waren.

Wenn keine funktionelle Geféal3dichte vorhanden war, sind somit auch keine Durchmesser

bestimmbar gewesen.

3.2.5 ErythrozytenflieRgeschwindigkeit

Ahnlich  wie bei den gezeigten GefaBdurchmessern st auch bei den
ErythrozytenflieBgeschwindigkeiten kein signifikanter Unterschied im Verlauf des
Versuchszeitraumes zu beobachten gewesen (s. Abb. 26). Auch hier konnte die
Geschwindigkeit an Tag 5 in der Kontrollgruppe nicht ausgewertet werden, da noch keine
Gefélle zu diesem Zeitpunkt erkennbar waren.

Es konnten auch hier nur ErythrozytenflieRgeschwindigkeiten bestimmt werden, wenn eine

GefaRdichte nachweisbar war.
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Abb. 25 und Abb. 26: B Kontrolle (d5:n=0;d12:n=4;d19:n=4)

I PTX (d5:n=2;d12:n=7;d19:n=5)

Abb. 25: Darstellung der Durchmesser an den entsprechenden Versuchstagen

Abb. 26: Darstellung der Erythrozytenfliessgeschwindigkeit an den entsprechenden
Versuchstagen

MW+SEM

3.3 Endokrine Transplantatfunktion

3.3.1 Bestimmung des iPTH

Die Auswertung des humanen iPTH mittels ELISA hat ergeben, dal? die iPTH-Spiegel in der
Transplantagruppe uber den gesamten Versuchszeitraum signifikant angestiegen sind.

In der Kontrollgruppe waren dagegen uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg keine
IPTH-Spiegel nachweisbar (s. Abb. 27).

3.3.2 Bestimmung der Kalziumkonzentration

Wie aus der Abb. 28 ersichtlich, blieben die Kalziumspiegel an Tag 5 und Tag 12 sowohl in
der Transplantatgruppe, als auch in der Kontrollgruppe nahezu konstant. Am letzten
Versuchstag zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied der Kalziumkonzentration zum
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vorherigen MeRzeitpunkt in der Transplantatgruppe und in der Kontrollgruppe.
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Abb. 27:Parathormonspiegel [pg/ml] an den jeweiligen Versuchstagen

Abb. 28: Kalziumspiegel [mg/dl] an den jeweiligen Versuchstagen

3.3.3 Kaorrelation zwischen Angiogenese (fvd) und Transplantatfunktion (iPTH)

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Angiogenese und der Funktion des
transplantierten Gewebes zu untersuchen, haben wir die Werte der funktionellen GefaRdichte
mit den Parathormonspiegeln korreliert.

Wie aus der Abb. 29 hervorgeht, konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang festellen.
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Abb. 29: Parathormonwerte aufgetragen gegen die funktionelle GefalRdichte

Spearman Korrelation 0,37; p=0,088; keine Signifikanz

3.4 Expression des angiogenetischen Wachstumsfaktors VEGF

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Funktion des transplantierten Gewebes
anhand der gemessenen PTH-Spiegel und der Expression des Wachstumsfaktors VEGF zu
untersuchen wurde eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt.

Diese Analyse hat ergeben, dass bei den Tieren aus der Kontrollgruppe, die keine
Parathormonspiegel aufwiesen, auch kein Tier den Wachstumsfaktor VEGF exprimierte. Die
Tiere, die niedrige Parathormonspiegel aufwiesen, hatten auch eine geringe VEGF-
Expression. Eine hohe VEGF-Expression wurde nur bei den Tieren, bei denen hohe
Parathormonspiegel auftraten, nachgewiesen. (s. Abb. 30)
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Abb. 30: Western Blot-Analyse zur Bestimmung der VEGF-Expression in k Dalton.

Unten aufgetragen die jeweiligen iPTH-Spiegel [pg/ml]

Tx1: Transplantat 1

Kontr.: Kontrolle

Tx 2: Transplantat 2

Die linke Bande zeigt die kDa der Western Blot-Analyse an. Die VEGF-Expression liegt
somit bei 47 kDa.

3.5 Histologie

3.5.1 Konventionelle Histologie

In Abb. 31 ist eine Histologie von Tag 19 aus der Transplantatgruppe dargestellt. Man
erkennt das typische Epithelgewebe der menschlichen Nebenschilddrise. Die Zellkerne sind
von einem prallen Zytoplasmasaum umgeben. Auf den ersten Blick ist der Zellverband
scheinbar einheitlich, dennoch findet man verschiedene Zelltypen:

Helle Hauptzellen (Glykogeneinlagerung), dunkle Hauptzellen und oxyphile Zellen.

Des Weiteren findet man vereinzelt Fettzellen und zahlreiche GefaRe, wie es typisch fur
endokrine Organe ist.

Im Gegensatz dazu sieht man in Abb. 32, dass bei den Tieren der Kontrollgruppe, bei denen
keine Gefalneubildung nachweisbar war, zwar die Zellkerne nach wie vor gut zu sehen sind,
aber der Zytoplasmasaum um die Zellkerne herum nur noch sehr gering ausgepragt bzw. gar
nicht mehr vorhanden ist. Man erkennt Zelldetritus, was fiir die Avitalitat des Gewebes aus
der Kontrollgruppe spricht. Dieses morphologische Ergebnis stimmt damit (iberein, dass bei

diesen Tieren sowohl keine GefaRneubildung, als auch keine Parathormonspiegel
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nachweisbar gewesen sind.

Bei dem anderen Teil der Tiere aus der Kontrollgruppe, bei denen eine hohe GefaRdichte
nachweisbar war, fanden wir eine Fettgewebedegeneration des transplantierten Gewebes nach
Hitzebehandlung als Ausdruck einer subtotalen Zellschadigung.

Die Fettgewebedegeneration bei diesen Tieren war nicht nur intravitalmikroskopisch (s. Abb.
24 unter 3.2.3.) zu erkennen, sondern auch histologisch (s. Abb. 33).

Abbildung 33 zeigt histologisch, dass nahezu das gesamte Nebenschilddriisengewebe von

Fettzellen durchwachsen ist.

£ S il i, SR e S Y Gt
o %;}v P &.,-_-;J;_-._.\;f.-

Abb. 31: PTX: Zellkerne mit prallem

Zytoplasmasaum, wie man sie bei normalem

Nebenschilddriisengewebe sieht.
Abb. 32: Kontrolle: Zelldetritus. Es sind nach der
Hitzeinaktivierung nur noch Zellkerne ohne

Zytoplasmasaum vorhanden. Dieses Bild spricht fur

funktionsunfahiges Gewebe.
Abb. 33: Kontrolle: Fettgewebedegeneration. Hier
hat sich das Gewebe in Fett umgewanelt
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3.5.2 Immunhistochemie

Um den Gefalreichtum im vitalen Nebenschilddrisengewebe aus der Transplantatgruppe

besser darstellen zu kdnnen, wurde, wie unter 2.7.2. beschrieben, eine immunhistochemische

Untersuchung mittels vVWF durchgefihrt.

Auf den Abb. 34 und 35 ist sichtbar, dass das gesamte Gewebe einen hohen GefaRanteil

aufweist.

Abb.  34: Unterhautfettgewebe  und
Rickenhautmuskulatur (re unterer
Bildrand) mit aufliegendem

Nebenschilddrisengewebe. Gefale mit

VWF angeférbt («)

Abb. 35: VergrolRerte Darstellung des
Nebenschilddrisengewebes mit vVWF
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Klinik der Nebenschilddrisentransplantation

Die Angaben in der Literatur zum Thema Transplantatdysfunktionen sind unterschiedlich und
und unterscheiden sich von der Auswertung der Akten des Krankenhauses Martha-Maria:

Tab.1: Transplantatdysfunkionen anhand einer Studie des Krh. Martha Maria und anhand von

Literaturangaben

Krankenhaus Literatur
Martha-Maria

Rezidivierender/
persistierender 10,5 % 30,6 %

HPT [Hargrove et al., 1999]

Rezidivierender/
0,9 % 15-30 %

[Herrera et al., 1992]

Persisitierender

Hypoparathyreoid.

Die Ursache dieser Transplantatdysfunktionen ist bis heute noch weitgehend unklar.

Ein voriibergehender Kalziumabfall postoperativ in einen hypokalzamischen Bereich nach
Parathyreoidektomie und Autotransplantation ist normal und erfordert ab dem Operationstag
eine Therapie mit Kalzium. Die Dauer der substitutionsbedirftigen Hypokalzdmie hangt vom
Anwachsen des Autotransplantates ab, da das Transplantat erst nach dem Anwachsen
ausreichende Mengen von PTH freisetzt [Ziegler, 1991].

Denn nur durch Anwachsen des Gewebes kann eine ausreichende Sauerstoff- und
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Né&hrstoffversorgung gewahrleistet werden. Es liegt daher die Vermutung nahe, daR die
Angiogenese eine bedeutende Rolle bei der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des
transplantierten Gewebes spielt, und damit fur die Erhaltung und Funktion des
transplantierten Gewebes mitverantwortlich ist.

Bei Patienten mit o0.g. Transplantatversagen, die an einem permanenten postoperativen
Hypoparathyreoidismus litten, konnte durch die Kryokonservierung zwar Gewebe
nachtransplantiert werden, teils fuhrte dies jedoch ebenfalls zu keinem Erfolg.

Um diesen Patienten zu helfen, verblieb lediglich die Idee der Allotransplantation. Da, wie
bereits in der Einleitung erwahnt, eine Immunsuppression in diesem Zusammenhang zu
nebenwirkungsreich waére, entstanden neue Ansatze zur Mikroenkapsulierung. Ziel war
hierbei die Nebenschilddriisen-Allotransplantation ohne Immunsuppression.

Nachdem 1989 Fu und Sun Uber die erste erfolgreiche Allotransplantation im Tierversuch
mittels ,,Alginat-Mikroenkapsulierung” berichteten, wurde dieses Verfahren der
Mikroenkapsulierung kontinuierlich weiterentwickelt. Zundchst Uberlebten so in zahlreichen
Langzeittierversuchen syn- und transgen transplantierte, kultivierte Nebenschilddriisen-
Gewebepartikel [Hasse et al., 1996; Hasse et al., 1997a; Hasse et al., 1997b; Hasse et al.,
1997c].

1994 erfolgte der erste Bericht Uber eine erfolgreiche Allotransplantation von kultivierten
Nebenschilddrisen-Einzelzellen bei Patienten mit hormoneller Aktivitat der Transplantate
ohne Immunsuppression [Tolloczko et al., 1994].

1995 folgte die erste Allotransplantation von Nebenschilddrisen-Einzelzellen nach Reduktion
ihrer MHC 1- und 2 Antigene mit Transplantatfunktion tiber 12 Wochen und 1997 die erste
Klinische Allotransplantation von kultiviertem und mikroenkapsulierten Nebenschilddrisen-
Gewebepartikeln mit Transplantatfunktion tber 12 Wochen [Hasse et al., 1998].

Ob sich dieses Prinzip klinisch durchsetzen kann, ist noch fraglich, da die Transplantate
derzeit langfristig nicht ihre Funktion aufnahmen.

Es bleibt somit nach wie vor Forschungsbedarf, um einem postoperativen
Hypoparathyreoidismus vorzubeugen.

Das vorliegende Modell verfolgte daher das Ziel, durch ein genaueres Verstandnis der
Angiogenese in Zukunft bessere Kklinische Erfolge bei Patienten mit postoperativem

Hypoparathyreoidismus zu erlangen.
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4.2 Modell der Rlickenhautkammer und der Intravitalmikroskopie

Es gibt nur wenige Modelle, bei denen in vivo mikrozirkulatorische Parameter visualisiert
werden konnen und bei denen mittels intravitalmikroskopischer Untersuchungen die
Darstellung des dynamischen Verlaufs von Angiogenese und Revaskularisierung moglich ist.
Dazu zahlen das Ohr der haarlosen Maus zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der
Hautmikrozirkulation [Barker et al., 1989] und die Rickenhautkammerpraparation [Lehr et
al., 1993b].

Als Untersuchungstechnik zur Erfassung der Mikrozirkulation des transplantierten
Nebenschilddrisengewebes diente in der vorliegenden Studie die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie. Dies beinhaltete sowohl die sequentielle Dokumentation der
Angiogenese und Revaskularisierung des transplantierten Gewebes, als auch die Analyse des
neuformierten mikrovaskuldren Netzwerkes. Die Versuche zielten darauf ab, einen
dynamischen Verlauf der Angiogenese / Revaskularisierung an ein und demselben Tier tber
langere Zeit zu erfassen. Die Angiogenese / Revaskularisierung konnte auf diese Weise
quantifiziert werden.

Ein weiterer Vorteil dieser Modelle liegt darin, dass die Tiere fur die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen keine Narkose bendtigten, so dass ein Einfluss der
Narkose auf die mikrohdmodynamischen Parameter wie Gefaldurchmesser und
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit vermieden werden konnte [Colantuoni et al., 1982,
Messmer et al., 1984; Intaglietta and Messmer, 1983].

Das Ohr der haarlosen Maus ist ein Modell mit geringem Aufwand, welches frei von
chirurgischem Trauma und Narkose die Madglichkeit bietet, Uber einen langeren
Versuchszeitraum die Mikrozirkulation der Haut zu beobachten.

Um die Mikrozirkulation von Nebenschilddriisengewebe zu beobachten ist dieses Modell
jedoch ungeeignet.

Das Modell der Rickenhautkammer, welches fir die Maus erstmals 1993 von Lehr und
Mitarbeitern [Lehr et al., 1993b] beschrieben worden ist, eignete sich hingegen fir diese
Versuche sehr gut.

Denn das Modell der Riickenhautkammer ermdglichte eine einfache Gewebetransplantation
und eine Quantifizierung des dynamischen Verlaufs wvon Angiogenese und
Revaskularisierung des transplantierten Gewebes. Mittels Intravitalmikroskopie war es
maoglich mikrohd&modynamische Parameter (s. 2.6.2) am wachen Versuchstier Gber einen
langeren Zeitraum zu ermitteln.

Im Zusammenhang mit der Untersuchung von Angiogenese und Revaskularisierung wurde
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das Rickenhautkammermodell bereits fur verschiedene Gewebe angewandt, so z.B. fir
Untersuchungen der Milz [Foitzik et al., 1988], des Kolon-Adeno-Karzinoms [Leunig et al.,
1992], von Tumoren [Endrich et al., 1982a; Endrich et al., 1982b], Langerhans Inseln
[Menger et al., 1990b], von synthetischen bzw. biologischen Implantationsmaterialien
[Menger et al., 1990a; Menger et al., 1992], von Fettgewebe [Langer et al., 2002],
Ovarialfollikeln [Vollmar et al., 2001] und malignem Gliom [Vajkoczy et al., 1998].

Ein Nachteil war, dass die maximale Beobachtungszeit dieser Kammerpréparationen bei etwa
3-4 Wochen lag, da nach dieser Zeit die Haut an Spannung verlor und die
Rickenhautkammer nicht mehr an der richtigen Stelle fixiert war [Funk et al., 1986].
Wahrend unserer Versuche bei der athymen Nacktmaus hatte die Haut bereits nach drei
Wochen stark an Spannung verloren, und die Kammern waren teils verzogen, so dass eine
intravitalmikroskopische Auswertung an Tag 19 bei einem Teil der Tiere nicht mehr mdglich
war. Die Haut der athymen Nacktmaus ist besonders diinn, so dass sie der Belastung der
Kammer nach dieser Zeit nachgab.

Dennoch war dieser verhaltnismaRig lange Beobachtungszeitraum fiir Untersuchungen der
Angiogenese / Revaskularisierung an ein und demselben Tier einzigartig im Vergleich zu
vorhergehenden Studien zur  Angiogenese und Revaskularisierung von
Nebenschilddriisengewebe.

So beschrieben z.B. Ander et al. 1997 die Revaskularisierung von menschlichem
Nebenschilddrisengewebe nach Transplantation auf die athyme Nacktmaus [Ander et al.,
1997], jedoch ohne Ruickenhautkammer.

Hier ging der Versuchszeitraum zwar Uber 12 Wochen, jedoch muRte pro Versuchszeitpunkt
ein neues Tier verwendet werden, da derartige histomorphologische Untersuchungen jeweils
nur einmal pro Tier post mortem mdoglich sind. Die Revaskularisierung von normalem,
adenomatésem  und  hyperplastischem  Gewebe wurde mittels Licht- und
Elektronenmikroskopie, Immunhistochemie und Autoradiographie untersucht.

Der dynamische Verlauf der Angiogenese / Revaskularisierung bei dem selben Tier Uber
langere Zeit hinweg war in dieser ex vivo Studie somit nicht ermittelbar.

Bereits 1984 untersuchten Saxe et al. [Saxe, 1984] die Angiogenese von menschlichem
Nebenschilddriisengewebe nach Transplantation in die Iris von Neuseeland-Kaninchen.

Diese Versuche erstreckten sich tber einen Zeitraum von 5 Tagen.

Jedoch erfolgte hier die Beobachtung der Angiogenese Uber den Versuchszeitraum hinweg
lediglich makroskopisch. An Tag 5 wurde noch zusatzlich eine Histologie durchgefihrt. Ein

dynamischer Langzeitverlauf mittels mikrohdmodynamischer Parameter war auch hier nicht
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mdoglich. Die ex vivo Studien haben zum Einen den Nachteil, dass es bei der Préparation
(Fixierung, Einbettung, etc.) des Gewebes zu Verdnderungen der kapillaren Durchmesser
kommen kann. Zum Anderen ist keine Untersuchung des dynamischen Verlaufs der
verschiedenen Mikrozirkulationsparameter uber l&ngere Zeit moglich, sondern lediglich eine
einmalige Analyse der Mikrozirkulation post mortem.

Mikrohdmodynamische Messungen sollten daher nur am wachen Versuchstier und nicht an ex
vivo-Modellen durchgefiihrt werden.

Des Weiteren gab es noch in vitro Untersuchungen [Carter et al.,, 1996] zum Thema
Angiogenese von menschlichem Nebenschilddriisengewebe, die aber nur begrenzt auf die
physiologischen ~ Bedingungen  bei  der  Transplantation von  menschlichem
Nebenschilddriisengewebe (bertragbar sind.

Unabhédngig von der Transplantation von Nebenschilddriisengewebe wurde bereits im Jahre
1924 von Sandison ein transparentes Kammermodell am Kaninchenohr entwickelt.

Wahrend jedoch in diesen Kammerpraparationen lediglich Granulationsgewebe [Falkvoll et
al., 1984] oder subkutanes Gewebe [Papenfuss et al., 1979] beurteilt werden konnte, erlaubt
die Préparation des Ruckenhautmuskels beim Rickenhautkammermodell die Beurteilung der
Mikrozirkulation der quergestreiften Skelettmuskulatur sowohl in Madausen [Lehr et al.,
1993Db], als auch in Ratten [Cardon et al., 1970] und Hamstern [Endrich et al., 1980].
Ausgedehnte Untersuchungen konnten zeigen, dass das Praparationsareal den anatomischen
und physiologischen Bedingungen des Gewebes vor Kammerimplantation entspricht. Die
Versuchseinschlusskriterien in der vorliegenden Studie entsprachen den von Sewall [Sewell,
1966] geforderten physiologischen Bedingungen. Als Material fur die Kammern hat sich
Titan bewahrt, da es stabil und damit wiederverwendbar ist, biologisch inert ist und eine
minimale Temperaturleitfahigkeit garantiert [Vajkoczy, 1996].

Der Vorteil des Kammermodells als Transplantationsort fiir das Nebenschilddriisengewebe
gegenlber vorherigen Studien wie bei Saxe et al. [Saxe, 1984], die in die Iris von
Neuseeland-Kaninchen transplantierten, oder bei Carter et al. [Carter et al., 1996; Carter et
al., 2000], die in vitro Modelle verwendeten, lag u.a. darin, dass auf Muskelgewebe
transplantiert wurde. Es bestand damit ein enger Bezug zur Klinik, wo das
Nebenschilddrisengewebe bei der Autotransplantation in Muskelgewebe eingebettet wird,
um dort nach Anwachsen des Gewebes wieder erneut seine Funktion aufzunehmen. Weitere
Implantationsorte, die in der Literatur beschrieben wurden, war der M. glutaeus [Schachter et
al., 1990; Schachter et al., 1989; Tanaka et al., 1996b; Tanaka et al., 1996a] und der M.

spinalis [Ander et al., 1997] von Mausen. In diesen Studie wurde das Gewebe zwar ebenfalls
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realitdtsnah in Muskelgewebe eingebettet, war jedoch weiterer Beobachtung nicht mehr
zuganglich. Eine Untersuchung des Gewebes nach histomorphologischen Aspekten war nur
post mortem einmalig maoglich.

Daher ist im Rahmen heutiger technischer Mdglichkeiten die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie eine gut geeignete Untersuchungsmethode zur Beurteilung der
Mikrozirkulation von transplantiertem Nebenschilddriisengewebe, wenngleich diese Methode
durch die Dicke des Transplantates und die limitierte dreidimensionale Darstellung
eingeschrankt ist.

Die Mdglichkeiten zur detaillierten Analyse der Mikrohdmodynamik sind mit der Einfiihrung
quantitativer, intravitalmikroskopischer Methoden zur Analyse der Mikrozirkulation
[Intaglietta and Tompkins, 1971; Intaglietta and Tompkins, 1972; Ley et al., 1987] und deren
Kombination mit Videotechniken [Intaglietta et al., 1975] entscheidend verbessert worden.
Zusétzlich zur Untersuchung der Mikrozirkulation, und damit von Angiogenese und
Revaskularisierung des transplantierten Gewebes mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
bot das vorliegende Modell die Mdglichkeit zur Kombination von in vivo- und ex vivo-
Verfahren.

Die vorliegende Studie erlaubte daher nicht nur die Quantifizierung der Angiogenese am
lebenden Tier, sondern liess eine zeitgleiche Untersuchung der Funktion des transplantierten
Gewebes mittels PTH-Bestimmung und post mortem eine histomorphologische Begutachtung
zu (s. 3.5). Den Einflul von Wachstumsfaktoren auf die PTH-Ausschuttung priften wir

zusétzlich in einem unabhdngigen Experiment post mortem (s. 3.4.).

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie

4.3.1.1 Angiogenese /Revaskularisierung

Die Autotransplantation von Nebenschilddriisengewebe in der operativen Behandlung eines
HPT ist nach wie vor die Methode der Wahl.

Bei den Patienten, bei denen es postoperativ zu Transplantatdysfunktionen kommt, kénnte ein
besseres Verstandnis der Angiogenese von Bedeutung sein.

Das Nebenschilddrisengewebe wird nach Transplantation zuerst durch Diffusion mit
Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt. Damit das Gewebe jedoch langfristig seine Funktion

wieder aufnehmen kann, missen neue GefalBe einwachsen, da nur so eine adaquate
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Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen gewéhrleistet ist. Des Weiteren sind Gefélie die
Voraussetzung fur einen Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut. Die Angiogenese ist
daher eine Grundvoraussetzung flr die Funktionsfahigkeit des Transplantates [Rothmund,
1991].

Folkman et al. beschrieben 1995 allgemein, dass Angiogenese fundamental fur die
Reproduktion, Entwicklung und Reparatur von Geweben ist. Am Besten ist die Angiogenese
im Zusammenhang mit Tumoren erforscht. Jedoch auch im physiologischen Bereich, wie bei
der Menstruation, der Entwicklung der Plazenta und der Wundheilung kommt es zur
erwinschten Angiogenese [Folkman, 1995], ebenso auch bei der Angiogenese von
transplantiertem Nebenschilddrisengewebe.

Die genauen Mechanismen, die dazu fihren, dass die Angiogenese in Gang gesetzt wird, sind
noch nicht vollstdndig geklart. Wachstumsfaktoren wie VEGF spielen jedoch dabei eine
entscheidende Rolle [Carter et al., 2000].

Wann jedoch die VEGF-Expression in Gang gesetzt wird, ist unklar.

In diesem Zusammenhang fanden Carter et al. in vitro heraus, dass
Nebenschilddriseninduzierte Angiogenese VEGF-abhédngig ist. Die Schluf3folgerung war,
dass menschliches Nebenschilddriisengewebe in der Lage ist, durch parakrine VEGF-
Aktivitadt Angiogenese zu induzieren [Carter et al., 2000].

Folkman et al. [Folkman, 1995] beschrieben unter anderem, die Hochregulation von VEGF
sei die Antwort auf Hypoxie. Auch Stavri et al. [Stavri et al., 1995] fanden heraus, dass
Hypoxie die VEGF mRNA massiv stimulierte. Ebenso Shweiki et al. [Shweiki et al., 1992].
Da die Nebenschilddrisen direkt nach Transplantation nur durch Diffusion versorgt werden,
lag nahe, dall es Ubergangsweise zu hypoxischen Zustanden kommt. Dies konnte zur
vermehrten VEGF-Expression und damit zur Angiogenese-Induktion beitragen.

Bei Akino et al. [Akino et al., 2000] heif3t es, dass das Parathormon-related Peptid (PTHrP)
ein potenter Angiogenese-Faktor sei. PTHrP wird beispielsweise von Tumoren exprimiert.
Jedoch handelte es sich bei dem verpflanzten Nebenschilddriisengewebe um die Expression
des intakten PTH (iPTH), und nicht um das Hormon-related Peptid. Diese Studie ist daher fiir
die Angiogense von transplantiertem Nebenschilddriisengewebe nicht relevant.

In einer weiteren in vitro-Studie von Carter et al. [Carter et al., 1996] wurde in dem
verwendeten Kollagen1-Gel ein signifikanter Anstieg neu einwachsender Gefalie bei Zugabe
von Nebenschilddriisengewebe beobachtet. Es wurde keine erhohte GefaRdichte in
Abhangigkeit von steigenden iPTH- und steigenden Kalziumkonzentrationen festgestellt.

Dies fiihrte u.a. zu der Hypothese, dass Nebenschilddriisengewebe allein in der Lage ist,
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Angiogenese zu stimulieren.

Uber die Mechanismen, welche fiir die Induktion der Angiogenese, die Revaskularisierung
der Transplantate und die Umdifferenzierung der neuen Endothelzellen verantwortlich sind,
ist somit nach wie vor wenig bekannt.

Es wird allgemein angenommen, dass Endothelzellen im Rahmen der Angiogenese das
Wechselspiel von mindestens zwei extrazelluléren Signalen benétigen.

Hierbei scheinen durch l6sliche Wachstumsfaktoren stimulierte Endothelzellen durch
mechano-chemische Veranderungen der extrazelluldren Matrix wahrend der Angiogenese in
ihren Ruhephasen, Teilungsphasen und Differenzierungsphasen beeinflusst zu werden
[Nicosia and Madri, 1987; Ingber and Folkman, 1989; Ingber, 1991].

Insbesondere die makromolekulare Zusammensetzung der mikrovaskularen extrazellularen
Matrix, welche sich parallel zu den wachsenden MikrogefaRRen einer Reihe von dynamischen
Verénderungen unterzieht, scheint hierbei von Bedeutung zu sein. So bewirken
unterschiedliche Anteile des Makromolekiils Fibronectin in vitro ein unterschiedliches
Wachstums- und Ausdifferenzierungsverhalten Wachstumsfaktor stimulierter Endothelzellen
[Ingber and Folkman, 1989].

Weiterhin ist es durchaus denkbar, dass durch die extrazellulare Matrix ein dreidimensionales
Gerlst ausgebildet wird, welches die Angiogenese moduliert und in ,richtige Bahnen lenkt®,
und somit fir den Wiederaufbau der Angioarchitektur verantwortlich ist [Ingber and
Folkman, 1989].

In der vorliegenden Studie waren in der Transplantatgruppe die ersten angiogenetischen
GefélBe an Tag 5 zu erkennen. Die GefdRe wiesen dabei die typischen Zeichen der
Angiogenese auf: Kaliberspriinge, coilings, sprouts (s. Abb. 14). Interessant war, dass die
mittransplantierten Spendergefélle wahrscheinlich fur die neu einwachsenden GefdRe als
Schienen dienten (s. Abb. 16). Im weiteren Versuchsverlauf konnten wir ansteigende
GeféalRdichten messen. Zu einem vergleichbaren Resultat kamen auch Ander et al. [Ander et
al., 1997], es konnte jedoch im Vergleich zu der vorliegenden Studie kein Langzeitversuch
am selben Tier vorgenommen werden, da die immunhistochemische Darstellung der GeféaRe
lediglich post mortem mdglich war. Die Ergebnisse von Ander et al. zeigten ebenfalls ein
Einwachsen von Empféngergefdien in das Transplantat nach Tx von menschlichem
Nebenschilddrisengewebe auf Nacktmause. Nach einer Woche waren immunhistochemisch
zahlreiche Gefél3sprosse in der Peripherie des Transplantates zu sehen und man konnte eine
Endothelzell- und Fibroblastenproliferation beobachten. Es wurden u.a. menschliche

Endothelzellen und Maus-Endothelzellen mittels Immunhistochemie dargestellt. Interessant
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war hierbei, dass die Gefale, die anfangs in der Peripherie des Transplantates innerhalb der
ersten Woche zu sehen waren, mit menschlichen Endothelzellen ausgekleidet waren, wahrend
die Endothelzellen, die nach einer Woche innerhalb des gesamten Transplantates entdeckt
wurden, Maus-Endothelzellen waren. In der Studie hie} es, man héatte keinen Beweis dafur,
dass eine Fusion zwischen den mittransplantierten, menschlichen GefélRen und den neu
einwachsenden Maus-GefaRen stattfinden wirde, die neu einwachsenden Gefalle wéren
jedoch oft in der Nahe der menschlichen, Gbriggebliebenen GeféalRe. Die Vermutung, dass die
mittransplantierten menschlichen GeféaRe als Schienen fir die neu einwachsenden Maus-
Gefale dienten, ging somit aus beiden Studien hervor, ein Beweis war jedoch nicht méglich.
Die Intravitalmikroskopie (s. Abb. 16) unserer Studie zeigte ebenfalls anfangs die
mittransplantierten, intravitalmikroskopisch undurchflossenen Gefélle und die daran direkt
anschlieRenden neu einwachsenden GefaRe.

Die mittransplantierten Spendergeféle konnten demnach ebenfalls einen Stimulus fir das
neue Einwachsen von Gefallen darstellen.

In diesem Zusammenhang ware es interesant zu wissen, ob es in Zukunft méglich wére, nur
zu Beginn der Transplantation von korperfremdem Nebenschilddriisengewebe eine
Immunsuppression durchzufuhren und sobald die neu eingewachsenen GefélRe von
empfangereigenen Endothelzellen ausgekleidet sind, die Immunsuppression wieder
abzusetzen.

Denn das Endothel der mikrovaskuléren Strombahn eines Transplantates gilt als das primare
Ziel in der Auseinandersetzung mit dem Immunsystem des Empfangerorganismus [Jooste et
al., 1981; Forbes et al., 1983].

Die Interaktion zytotoxischer CD8-positiver T-Lymphozyten mit MHC 1-Antigenen, die
Anlagerung zirkulierender praformierter Antikorper mit Aktivierung der Komplementkaskade
oder eine direkte Aktivierung des Komplementsystems uber den alternativen Weg mit
konsekutiver Adhdsion neutrophiler Granulozyten am Endothel werden als Mechanismus der
frihen TransplantatabstoBung diskutiert [Platt et al., 1990; Dalmasso et al., 1991; Vercellotti
etal., 1991; Johnston et al., 1992].

Da das Endothel die Hauptangriffsflache flr eine AbstoBungsreaktion darstellt, ware der
Ansatz einer zukinftigen Allotransplantation mit vortbergehender Immunsuppression bis das
Gewebe von GefaBen mit korpereigenem Endothel versorgt wird bei Patienten mit

Transplantatversagen sicher interessant.

Das transplantierte Nebenschilddriisengewebe scheint also in der Lage zu sein Angiogenese
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hervorzurufen. Inwieweit jedoch Hypoxie, PTH, Nebenschilddriisengewebe an sich, die
mittransplantierten Spendergefale oder Wachstumsfakoren dabei eine Rolle spielen, bleibt

nicht vollstandig geklért.

4.3.1.2 Auswertung der mikrohdmodynamischen Parameter

Am Aussagekraftigsten fur die Beurteilung der Angiogenese und Revaskularisierung ist die
Bestimmung der funktionellen GeféaRdichte. Sie erlaubte eine Quantifizierung der neu
eingewachsenen Gefédlle. Ein Durchfokussieren des gesamten Transplantates mit Hilfe des
Mikroskops ermdglichte eine dreidimensionale Erfassung des mikrovaskuléren Netzwerkes. 6
ROIs wurden jeweils erfasst und computergestiitzt ausgewertet [Zeintl et al., 1986]. In der
Transplantatgruppe der vorliegenden Studie waren an Tag funf die ersten angiogenetischen
Gefalle erkennbar, im weiteren Verlauf kam es zu ansteigenden Gefalidichten. An Tag funf
waren in der Kontrolle keine Geféalle erkennbar. Hingegen waren ab Tag 12 bei einem Teil
der Tiere aus der Kontrollgruppe vergleichbar hohe Gefalkdichten wie in der PTX zu messen.
Wir interpretierten diesen Befund dahingehend, dass durch die Hitzebehandlung das Gewebe
aus der Kontrollgruppe so stark geschadigt worden ist, dass eine Fettgewebedegeneration
stattgefunden hat. Diese Fettgewebedegeneration war sowohl in der VM, als auch
histologisch nachweisbar (s. Abb. 24+33). Funktionell war das Gewebe jedoch vollstandig

inaktiv.

Anhand der ausgewerteten planimetrisch erfassten Flachen des transplantierten Gewebes als
einzigen nicht-mikrohdmodynamischen Parameter stellten wir fest, dass das Gewebe aus der
Kontrollgruppe an Tag 19 nicht mehr abgrenzbar war, im Gegensatz zum anné&hernd gleich
bleibenden Gewebe aus der Transplantatgruppe.

Es lag die Vermutung nahe, dass das avitale, denaturierte Gewebe aus der Kontrollgruppe im
Laufe der Zeit resorbiert wurde. Des Weiteren waren die Flachen der Transplantate aus der
Kontrollgruppe an Tag 5 signifikant hoher als in der PTX. Wahrscheinlich haben die Zell-zu
Zell-Kontakte durch die Hitzebehandlung des Gewebes gelitten, so dass sich das Gewebe
nach Implantation in die Kammer durch den Druck des aufliegenden Deckglases mehr
ausgebreitet hat.

Sowohl die GefaBdurchmesser, als auch die Erythrozytenfliessgeschwindigkeit blieben in der
vorliegenden Studie in der PTX und in der Kontrolle Gber den gesamten Versuchszeitraum

hinweg nahezu konstant.



Diskussion 55

4.3.2 Endokrine Funktion

Neben der Quantifizierung der Angiogenese / Revaskularisierung wurde in dieser Studie
zeitgleich die Funktion des transplantierten Gewebes mittels iIPTH-Bestimmung untersucht,
und anschlieBend ein méglicher Zusammenhang zwischen beiden Parametern analysiert.
Tendentiell stellten wir zwar in der PTX sowohl steigende GefaRdichte im Laufe der
Versuchszeit, als auch steigende PTH-Spiegel fest, beide Parameter waren jedoch nicht
positiv korreliert. Diese Tatsache lasst die Schlussfolgerung zu, dass eine hohe Geféal3dichte,
und damit ausgeprégt stattgefundene Angiogenese nicht automatisch eine hohe PTH-
Freisetzung nach sich zieht. Ein weiterer Grund der negativen Korrelation lag jedoch auch
daran, dass bei zwei Tieren aus der PTX nach Tag 5 die PTH-Produktion versiegte. Bei
diesen Tieren wurden somit hohe Gefalidichten bei nicht nachweisbarem PTH gemessen. Des
Weiteren waren an Tag 5 bei 6 Tieren aus der PTX noch keine GefalRe messbar, wahrend
jedoch schon PTH-Spiegel bestimmt werden konnten. Diese Begebenheiten tragen nicht zu
einer positiven Korrelation bei, wobei klar erkennbar war, dass in der PTX die Gefal3dichten
und die PTH-Spiegel im Laufe der Zeit anstiegen.

Die Bestimmung des humanen iPTH war in dieser Studie von enormer Wichtigkeit, da nur
durch Nachweis des humanen iPTH gezeigt werden konnte, dass es sich bei den neu
eingewachsenen GeféalRen nicht nur einfach um eine unspezifische Entzindungsreaktion
handelte, sondern dass es durch die Gefalie moglich war, humanes iPTH von dem endokrin
aktiven Gewebe in die Blutbahn freizusetzen. Messungen von humanem iPTH nach
Transplantation (TX) von menschlichem Nebenschilddriisengewebe in Mause gibt es bereits
in mehreren vorangegangenen Studien, jedoch nicht im Zusammenhang mit Angiogenese.

So stellten Tanaka et al. [Tanaka et al., 1996b], [Tanaka et al., 1996a] eine positive
Korrelation zwischen dem transplantierten Volumen und der iPTH-Sekretion fest. Des
Weiteren fanden sie heraus, dafll kryokonserviertes Gewebe nach TX auf die athyme
Nacktmaus funktionsfahig war, allerdings wurde im Vergleich zu frischem Gewebe nur die
Halfte an iPTH exprimiert.

Der Hintergrund der zusatzlich bestimmten Kalzium-Konzentrationen war die Fragestellung,
ob sich die Kalziumspiegel mit steigenden PTH- Spiegeln verénderten, ob sie eventuell einen
Einfluss auf die PTH-Freisetzung hatten und ob sie in PTX und Kontrolle unterschiedlich
waren. Tanaka et al. [Tanaka et al., 1996b] stellten in diesem Zusammenhang fest, dass
Mause, die nach Transplantation von menschlichem Nebenschilddrisengewebe in den M.
glutaeus eine ,,low-calcium-diet” erhielten, eine beschleunigte iPTH-Sekretion aufwiesen.
Schachter et al. [Schachter et al.,, 1990] beschrieben die iPTH-Sekretion nach
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Nebenschilddrisentransplantation in den M. glutaeus von Mausen beim pHPT und sHPT (ber
9-13 Monate. Sie konnten in beiden Gruppen erhohte Spiegel der Kalziumkonzentration und
der 25-hydroxyvitamin D-la-hydroxylase-Aktivitdt nachweisen. In dieser Studie scheinen
die exprimierten PTH-Spiegel Einflul auf die Kalziumkonzentration der Maus genommen zu
haben.

Der Vorteil dieser Studie liegt in dem langen Beobachtungszeitraum von 9-13 Monaten.
Jedoch ist diese Studie nur auf die Funktion des transplantierten Gewebes beschrénkt.

In einer weiteren Studie beschrieben Schachter et al. [Schachter et al., 1989] den Unterschied
von transplantiertem Adenomgewebe von Patienten mit pHPT im Vergleich zu normalem
Gewebe (nach TX auf die Maus). Die iPTH-Spiegel in der Adenomgruppe waren signifikant
hoher. Nur ein Teil der Tiere mit hohen iPTH-Spiegeln entwickelte hier auch eine
Hyperkalzamie.

Im Gegensatz dazu stellten wir fest, dass sich die gemessenen Kalziumkonzentrationen tber
die Zeit hinweg relativ konstant verhielten - sowohl in der PTX, als auch in der Kontrolle.
Das humane iPTH scheint daher keinen EinfluR auf die Kalziumkonzentration gehabt zu
haben, da sonst bei den hohen gemessenen  iPTH-Spiegeln  massive
Kalziumkonzentrationsanstiege hatten auftreten mussen.

Lediglich an Tag 19 war in PTX wund Kontrolle eine signifikant erhohte
Kalziumkonzentration bestimmt worden. Wahrscheinlich liegt die Ursache dieses Befundes
darin, dass die Tiere durch die intrakardiale Blutabnahme an Tag 19 einen Schock erlitten,
der fur die hohen Kalziumkonzentrationen verantwortlich war. Denn an den Tagen 5 und 12
wurde jeweils der retrobulbére Plexus punktiert, wahrend an Tag 19 die letzte Blutabnahme
intrakardial erfolgte.

Im Vergleich zu den physiologischen Kalziumspiegeln bei der Maus, die zwischen 9 mg/dl
und 12 mg/dl liegen, waren die Kalziumspiegel in beiden Gruppen Uber den gesamten
Versuchszeitraum erniedrigt. Sie lagen zwischen 4.5 mg/dl und 9 mg/dl. Die humanen PTH-
Spiegel scheinen daher keinen Einflul auf die Kalziumspiegel der Maus genommen zu haben.
Umgekehrt kdnnte es jedoch moglich sein, dass die relativ niedrigen Kalziumspiegel einen
Einfluss auf die iPTH-Sekretion hatten, denn die humane iPTH-Sekretion ist schlieflich u.a.
von der Kalziumkonzentration im Blut abhéngig.

Luts et al. [Luts and Sundler, 1998] beschrieben in diesem Zusammenhang nach
Autotransplantation von Ratten-Nebenschilddrisen in  den renalen subkapsuldren
Zwischenraum, dass neu einwachsende Nervenfasern, v.a. sympathische Nervenfasern,

bevorzugt um die Blutgefélie herum einwachsen. Spéater folgen sympathische und sensorische
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Nervenfasern. Die Nebenschilddriseninnervation kénnte somit fiir die iPTH-Regulation von
Wichtigkeit sein.

Roush et al. [Roush, 1998] lielen vermuten, dass Geféal3- und Nervenwachstum koordiniert
sein konnten.

Nach Grunditz et al. [Grunditz et al., 1996] heil3t es auch, sympathische, parasympathische
und sensorische Nervenfasern seien um die Gefale und um die endokrinen Zellen herum
platziert, was vermuten lasst, dass sie sowohl bei der vaskularen Regulation, als auch bei der

Hormonsekretion eine Rolle spielen kdnnten.

4.3.3 VEGF-Expression

Mit Hinblick auf die Umdifferenzierung der Skelettmuskelkapillaren in der
Ruckenhautkammerpréparation zu neuen Mikrogefalen vom fenestrierten Typ im Rahmen
der Angiogenese, mull neben der extrazellularen Matrix aus einer Vielzahl potentiell
beteiligter Wachstumsfaktoren (s. unten) auch die Beteiligung des Vascular Permeability
Factors (VPF)/ Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) diskutiert werden.

Dieser Wachstumsfaktor scheint einzigartig in seinen Eigenschaften zu sein, spezifisch eine
erhdhte vaskuldre Permeabilitat, Endothelzellproliferation und Angiogenese vermitteln zu
kdnnen [Connolly et al., 1989].

Dieses Endothelzellmitogen akkumuliert Giberwiegend in Blutgefalien von Geweben mit einer
hohen angiogenetischen Aktivitat und einem hohen endothelialen Zellumsatz, wie Tumoren
[Dvorak et al., 1991] [Kim et al., 1993] oder heilenden Hautwunden [Brown et al., 1992] etc.

In der vorliegenden Studie sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der Funktion des
transplantierten  Gewebes mittels PTH-Bestimmung und der Expression des
Wachstumsfaktors VEGF mittels Western-Blot-Analyse tberprift werden. Der in dieser
Versuchsreihe ermittelte Zusammenhang beider Parameter liess die Vermutung zu, dass der
Wachstumsfaktor VEGF von dem endokrin aktiven Gewebe vermehrt sezerniert wurde, und
damit maéglicherweise eine bedeutende Rolle fur die stattfindende Angiogenese spielte.

Die Madoglichkeit zur Beschleunigung und Verbesserung von Angiogenese und
Revaskularisierung durch angiogenetische Substanzen konnte fir die Kklinische
Nebenschilddrisentransplantation bei Patienten mit permanentem Hypoparathyreoidismus
von hohem Interesse sein.

Bei Carter et al. verhielt es sich ahnlich. Carter et al. [Carter et al., 2000] vermuteten, dass der
relativ hohe Erfolg von transplantiertem Nebenschilddrisengewebe zum Teil darauf
zurlickgefuhrt werden kénne, dass Nebenschilddriisengewebe in der Lage sei, Angiogenese

mittels VEGF-Exprimierung zu induzieren. Das transplantierte Gewebe revaskularisiere und
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reinnerviere spontan. VEGF als potenter angiogenetischer Faktor werde von vielen Tumoren
und hypoxischem Gewebe produziert.

Im Umkehrschluf? stellte sich die Frage, ob eine VEGF-Inhibition vielleicht zu einem
Versiegen der Angiogenese bzw. der PTH-Produktion fiihren kdnnte. Diese Fragestellung
ware sicherlich ein interessanter Ansatz fiir weitere experimentelle Versuche.

Die Inhibition von Wachstumsfaktoren erdffnet ein weiteres groRes Gebiet der Forschung in
Zusammenhang mit vielen weiteren Fragestellungen.

Wachstumsfaktoren spielen schliel3lich nicht nur im positiven Zusammenhang bei der
erwilnschten Angiogenese nach Nebenschilddriisentransplantation eine Rolle, sondern sie
haben ebenfalls einen Effekt auf das Wachstum der Nebenschilddrisenzellen im
Zusammenhang mit Nebenschilddriisenerkrankungen im Rahmen eines
Hyperparathyreoidismus oder im Zusammenhang mit bdsartigen Neubildungen von
Nebenschilddrisen. Sadler et al. [Sadler et al., 1996] fanden heraus, dass Wachstumsfaktoren
wie TGFa (transforming growth factor o), und IGF (insulin like growth factor) das
Zellwachstum signifikant steigerten.

Zimering et al. [Zimering et al., 1990] wiesen dem bFGF (basic fibroblast growth factor) die
Ausiibung des mitogenen Stimulus bei Patienten mit MEN zu.

Bereits 1986 zeigten Duh et al. [Duh et al., 1986], dass der EGFr (epidermal growth factor
receptor) bei einigen Formen von Hyperparathyreoidismus vorkam, und dass er
maoglicherweise eine Rolle bei der Entwicklung eines HPT spielen konnte.

Bei den oben erwadhnten Studien waére daher eine Inhibition der Wachstumsfaktoren von
Bedeutung. Ebenfalls im  Zusammenhang bei der  Behandlung  eines
Nebenschilddrisenkarzinoms. Bei dem zwar seltenen (< 0,1 %), aber mdglichen
Nebenschilddrisenkarzinom spielt die Angiogenese, wie bei vermutlich allen bosartigen
Neubildungen eine Rolle.

Es gibt bereits Studien, dass die Inhibition Wachstumsfaktor-stimulierter Angiogenese das
Tumorwachstum unterdrickt [Kim et al., 1993].

Mit Hilfe des Rickenhautkammermodells und der Mdoglichkeit  der
Mikrozirkulationsbeobachtung Uber einen langeren Zeitraum bietet es sich daher an,
Erkrankungen mit unerwinschter Angiogenese mittels Angiogenese-Inhibitoren zu
behandeln, und intravitalmikroskopisch zu untersuchen.

Eine Hemmung der Wachstumsfaktoren, und damit eine Hemmung der Angiogenese kdnnte
in diesem Zusammenhang von klinischem Interesse bei der Behandlung von

Nebenschilddriisenkarzinomen sein.
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5 Zusammenfassung

Die Autotransplantation von Nebenschilddrisengewebe ist in der Behandlung des
Hyperparathyreoidismus nach wie vor die Methode der Wahl.

Dieses Prinzip ist auch gut etabliert, dennoch gibt es Patienten, bei denen postoperativ eine
Nebenschilddrisenunterfunktion verbleibt.

Ein genaueres Verstandnis der Angiogenese bzw. Revaskularisierung nach freier
Nebenschilddrisen-Autotransplantation konnte daher erheblich zur Verbesserung des
klinischen Erfolgs beitragen. Denn im Gegensatz zu Herz, Lunge, Leber, Niere, Pankreas etc.,
die durch den Chirurgen vaskular anastomosiert werden, kommt der Revaskularisierung der
frei transplantierten Nebenschilddriisen fiir deren Uberleben, aber auch fir deren
physiologische Funktion eine entscheidende Bedeutung zu.

Zur Mikrozirkulation transplantierter Nebenschilddriisen gibt es bislang wenig Studien.

Es ist mit dieser Studie gelungen, ein Modell zu entwickeln, welches es uns erlaubte, die
Mikrozirkulation von menschlichem, transplantiertem Nebenschilddrisengewebe wiederholt
uber einen Versuchszeitraum von 19 Tagen zu beobachten und den dynamischen Verlauf der
Angiogenese / Revaskularisierung zu quantifizieren bei simultaner Messung der endokrinen
Transplantatfunktion mittels iPTH-Bestimmung. Als Versuchstier diente die athyme
Nacktmaus (CD-1 nuBR), der fiir die intravitalmikroskopischen Untersuchungen eine dorsale
Rickenhautkammer implantiert wurde. Nach Transplantation von menschlichem
Nebenschilddriisengewebe von Patienten mit sekundarem Hyperparathyreoidismus erfolgten
nach Kontrastverstarkung durch FITC-Dextran in vivo intravitalmikroskopische
Untersuchungen am wachen Versuchstier, jeweils an den Tagen 5, 12 und 19. Eine
Kontrollgruppe erhielt ebenfalls menschliches Nebenschilddriisengewebe, allerdings nach
einer  Gewebeinaktivierung durch  Hitzebehandlung. Mittels  Computer-gestitzter
Bildverarbeitung wurde die Flache des mikrovaskuldren Netzwerkes, die funktionelle
GeféaRdichte, die kapillaren Durchmesser und die Erythrozytenfliessgeschwindigkeit in den
mikrovaskuldren Abschnitten des transplantierten Nebenschilddriisengewebes bestimmt. Im
Anschluf? an die intravitalmikroskopischen Untersuchungen erfolgte eine histologische und
eine immunhistochemische Analyse ex vivo.

Des Weiteren war es mit Hilfe dieses Modells mdglich, zeitgleich die Funktion des
transplantierten Gewebes mittels iPTH-Bestimmung zu untersuchen, und in einer weiteren

Versuchsreihe den Einflul? des Wachstumsfaktors VEGF zu tberprifen.



Zusammenfassung 60

Es zeigten sich an Tag 5 nach Transplantation des humanen Nebenschilddriisengewebes
intravitalmikroskopisch die ersten einsprossenden GefaRe entlang der nicht perfundierten
Spendergeféalle mit steigenden GeféalRdichten bis Tag 19. Die histologischen Untersuchungen
mittels H&E-Féarbung und die GefélRendothelmarkierung mittels VWF zeigten ebenfalls gut
vaskularisiertes endokrines Gewebe. Im Gegensatz dazu waren die Kontroll-Transplantate
entweder nekrotisch und teils resorbiert, oder man sah jedoch gut vaskularisiertes Gewebe mit
Fettvakuolen, was sich als Fettgewebedegeneration herausstellte als Zeichen einer nicht
vollstandigen Inaktivierung.

Was die funktionellen Parameter anging, so wiesen alle Tiere nach der
Nebenschilddrisentransplantation im Laufe der Versuchszeit positive humane iPTH-Spiegel
auf, im Gegensatz zu den Tieren aus der Kontrollgruppe, bei denen zu keiner Zeit humanes
IPTH gemessen werden konnte.

Die Plasma- Kalziumspiegel zeigten keinen Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Western-Blot Analyse fur den Wachstumsfaktor VEGF ergab, dass bei den Tieren aus
der Kontrollgruppe, die keine iPTH-Spiegel aufwiesen auch kein Wachstumsfaktor
exprimiert wurde. Tiere mit geringen iPTH-Spiegeln hatten eine geringe und Tiere mit hoher
IPTH-Konzentration hatten eine hohe Wachstumsfaktor-Expression.

Letztendlich konnte dieses Modell dazu dienen, die Mechanismen, die mit der Angiogense
von Nebenschilddrisentransplantaten und ihrer Notwendigkeit fur die Transplantatfunktion
zusammenhangen besser zu verstehen, um langfristig den Klinischen Erfolg bei der

Autotransplantation von Therapie-resistenten Patienten zu verbessern.
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