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1. Einleitung

Weltweit gibt es iiber 150 Millionen Diabetiker. Etwa 5 Millionen Menschen sind allein in
Deutschland von dieser Volkskrankheit betroffen (300.000 vom Typ-1 und 4-5 Millionen
vom Typ-2 Diabetes). Allerdings wird die Dunkelziffer auf 40 bis 50% unerkannter
Diabetiker geschitzt. Demnach diirfte die tatsdchliche Zahl in Deutschland 7 bis 8
Millionen betragen, was bedeutet, dass etwa jeder 10. Bundesbiirger betroffen ist [1, 2].
Obwohl der Typ-2 Diabetes auch Altersdiabetes genannt wird, ist der jiingste Typ-2
Diabetiker gerade einmal 5 Jahre alt und kommt aus Deutschland [1, 2]. Die Zahl der

Erkrankten steigt stetig in den westlichen Industrienationen.

Der Diabetes ist weltweit die hidufigste Stoffwechselkrankheit [1]. Diabetes ist eine
allgemeine Bezeichnung fiir Erkrankungen, die mit einer iiberhohten Ausscheidung von
Urin (=Polyurie) einhergehen. Das Wort Diabetes kommt aus dem Griechischen und
bedeutet eigentlich aufgrund des verstirkten Harnflusses die Beine spreizend. Im
Allgemeinen wird es jedoch mit Durchgang oder auch Harnruhr iibersetzt. Auch beim
Diabetes mellitus, einer speziellen Form des Diabetes, tritt das Symptom der iiberhohten
Harnausscheidung auf. Mellitus ist lateinisch und bedeutet honigsii3. Der Name Diabetes
mellitus, also honigsiifer Durchfluss oder auch Zuckerharnruhr, bezieht sich auf den siilen
Geschmack des Urins von Zuckerkranken. So wird erstmalig um 1.500 vor Christus in dem
altagyptischen Papyrus Ebers von den Symptomen einer mit erhohtem Harnfluss
einhergehenden Erkrankung berichtet. Aus der altindischen Medizin ist die Bezeichnung
des honigsiiflen Durchflusses als Beschreibung der beim Diabetes mellitus auftretenden
Glukosurie iiberliefert. Nédher beschrieben wurde diese im 17. Jahrhundert von dem
englischen Mediziner und Naturphilosophen Thomas Willis. Das Schmecken des Urins war
zu dieser Zeit die einzige Moglichkeit, um die Krankheit zu diagnostizieren. Langerhans
beschrieb im Jahre 1869 in seiner Dissertation Beitrdge zur mikroskopischen Anatomie der
Bauchspeicheldriise als Erster die inselartigen Zellformationen in der Bauchspeicheldriise
des Menschen, die Wissenschaftler spiter als den Ort der menschlichen Insulinproduktion
identifizierten, und die heute auch seinen Namen tragen. Allerdings wusste Langerhans

noch nichts iiber die Funktion dieser Zellen.



Im gleichen Jahr konnten der Pharmakologe und Internist Joseph Freiherr von Mehring
und der Internist Oskar Minkowski den Zusammenhang zwischen der Bauchspeicheldriise
und dem Diabetes mellitus nachweisen. Durch Exstirpation der Bauchspeicheldriise eines
Hundes erzeugten sie so kiinstlich einen Diabetes. Obwohl die klinischen Phinomene der
Erkrankung seit dem Altertum bekannt waren, wurden die pathophysiologischen Prinzipien
als Grundlage der Entwicklung einer gezielten Therapie erst Ende des 19. Jahrhunderts

entdeckt.

Bereits im Jahr 1902 konnte Schmidt den Langerhans’schen Inseln durch den lichtmikro-
skopischen Nachweis entziindlicher Veridnderungen, die so genannte Insulitis, eine
wesentliche pathogenethische Bedeutung bei der Entstehung des Diabetes mellitus
zuschreiben [3]. Zwei Jahrzehnte spiter wurde Insulin als Produkt der Bauchspeicheldriise
erkannt. Mit der ersten gelungenen Insulinextraktion gelang es den kanadischen
Physiologen Sir Frederick Grant Banting und Charles Herbert Best, Insulin aus
Bauchspeicheldriisengewebe zu gewinnen und dieses einem Hund, dem zuvor die
Bauchspeicheldriise operativ entfernt wurde, zu injizieren [4]. Damit war die Grundlage

der bis heute angewandten Insulintherapie gelegt.

1922 wurde der erste Mensch mit Insulin behandelt. 1960 konnte die chemische Struktur
des Hormons Insulin aufgekldart werden. 1976 gelang erstmalig die Umwandlung von
Schweineinsulin in Humaninsulin, und seit 1979 wird Humaninsulin gentechnologisch
hergestellt. Bis 1967 waren Insuline ein Gemisch aus Rinder- und Schweineinsulin, danach
wurden sie auf die besser vertridglichen Monospezies-Insuline (reines Rinder- und reines
Schweineinsulin) umgestellt, 1976 wurde erstmalig Schweineinsulin in Humaninsulin

umgewandelt und seit 1979 wird dieses — wie oben gesagt — gentechnologisch produziert.

Allerdings sind auch heute noch lidngst nicht alle Fragen beziiglich der Ursachen und vor
allem der Folgen des Diabetes mellitus geklart, und so gilt nach wie vor, was Aretaios

bereits 100 n. Chr. berichtete: "Der Diabetes ist eine rdtselhafte Erkrankung."

Der Diabetes mellitus ist eine erhebliche chronische Storung des Kohlenhydratstoffwech-
sels, die auf einem absoluten oder relativen Mangel an Insulin beruht; er ist durch eine
Hyperglykdamie und Hyperglukosurie charakterisiert und kann zu zahlreichen

Folgeschéden fiithren. Die klinischen Symptome eines manifesten Diabetes sind abhingig



vom Grad des Insulinmangels und dem AusmaBl der daraus resultierenden
Stoffwechselverdnderungen. Die typischen Symptome, die je nach Ausprigung und Dauer
des vorhandenen Insulinmangels mehr oder weniger stark in Erscheinung treten und
sowohl isoliert als auch kombiniert vorkommen konnen, treten auch in Form von starkem
Durst, Gewichtsverlust und Mattigkeit, Abgeschlagenheit, vermehrtem Wasserlassen,
Juckreiz, HeiBhunger, Sehstorungen und Infektanfilligkeit auf. Des Weiteren muss auch
beziiglich der Krankheitssymptome zwischen dem Insulin-abhingigen Diabetes (Typ-1,
insulin dependent diabetes mellitus, IDDM), dem Insulin-unabhingigen Diabetes (Typ-2,
non insulin dependent diabetes mellitus, NIDDM), dem Gestations-Diabetes und

Sonderformen unterschieden werden [5].

Ein Diabetes kann grundsitzlich durch Erkrankungen der Bauchspeicheldriise, im Rahmen
anderer Krankheiten oder bestimmter genetischer Veridnderungen auftreten. Ursachen fiir
einen kompletten Ausfall der Bauchspeicheldriise konnen sein: Pankreatitis, ausgelost
durch chronischen Alkoholmissbrauch oder Gallensteine oder
Bauchspeicheldriisengeschwiilste, die eine operative Entfernung der Bauchspeicheldriise
erfordern. Auch manche Medikamente, insbesondere Kortison, kénnen an der Entstehung

eines Diabetes beteiligt sein [6].

Der Typ-1 Diabetes

Der Typ-1 Diabetes beginnt in der Regel in einem jugendlichen Alter und ist ein
Autoimmunprozess, der durch bestimmte Erbfaktoren und abgelaufene Virus-Infektionen
besonders begiinstigt wird [5-12]; er zeichnet sich insbesondere durch zytoplasmatische
Autoantikorper gegen Inselzellen (ICA = islet cell antibodies), sowie gegen Insulin (IAA =
insulin autoantibodies) und/oder gegen ein Insel-eigenes Protein, die Glutamatde-
carboxylase (Anti-GAD Antikorper) aus. Diese Antikorper fithren zu einer irreversiblen
Zerstorung der P-Zellen der Langerhans-Inseln [14]. Die Folge ist ein absoluter
Insulinmangel mit konsekutiver Hyperglykdmie, der nur durch eine dauerhafte exogene
Insulinzufuhr behandelt werden kann. Typ-1 Diabetiker benotigen tdglich mehrfach
gezielte Insulingaben, damit der Blutzucker ausgeglichen wird, um die Folgeerkrankungen
auf Dauer zu vermeiden. Dabei ist besonders bei Kleinkindern und Jugendlichen eine sehr
individuelle Behandlung erforderlich, um das Wachstum, die hormonellen Verianderungen,
Aktivitait und Nahrungsaufnahme zu beriicksichtigen. Insulin-Injektionen regeln den

Blutzuckerspiegel nur unvollkommen, und seien sie noch so engmaschig, weshalb nach



langjdhriger Behandlung oft GefdBverdnderungen auftreten. Eine wirkliche Heilung des
Typ-1 Diabetes ist bis heute nicht moglich; die Erkrankung kann nur symptomatisch
behandelt werden [8-16].

Der Typ-2 Diabetes

Weltweit ist eine Zunahme der Erkrankungshiufigkeit des Diabetes mellitus zu
beobachten. Auch in Deutschland steigt besonders die Zahl der Typ-2 Diabetiker (Friiher:
Erwachsenen- oder Altersdiabetes), was in erster Linie mit der Zunahme der Adipositas
(Ubergewicht) in der Bevolkerung und der gesteigerten Lebenserwartung der Diabetiker
zusammenhingt [2, 13, 15, 16]. Heute findet sich diese Form des Diabetes zunehmend
auch bei iibergewichtigen Jugendlichen, deren Anzahl sich in den letzten 20 Jahren
verdoppelt hat. Rund 95% der Diabeteserkrankungen in Deutschland sind dem Typ-2
zuzuordnen, nur etwa 5% dem Typ-1. Der Verlauf des Typ-2 Diabetes ist sehr
unterschiedlich, er beginnt schleichend und wird oft erst sehr spit erkannt. Viele Kinder
mit Adipositas leiden unter Erkrankungen, die iiblicherweise nur im Erwachsenenalter
vorkommen: Typ-2 Diabetes, Gallensteine, erhohte Blut- und Leberwerte, Leberverfettung,
Hyperglykdmie und Hormonstorungen. Mogliche Ursachen sind  genetische
Veranlagungen, verminderte Insulinsekretion und eine schlechte Insulinwirkung, da die
produzierte Insulinmenge nur noch sehr klein ist oder aber der Bedarf an Insulin stark
erhoht ist. Dieses Insulin reicht jedoch nicht mehr zur Versorgung des Korpers aus. Als
Ursachen kommen beispielsweise Antikorper gegen das Insulin, eine erniedrigte Zahl von
Insulinrezeptoren in Frage oder Defekte an den Insulinrezeptoren. Aber auch durch andere
Erkrankungen, etwa Infektionen oder auch Storungen im Elektrolythaushalt, kann eine
sekundire Insulinresistenz hervorgerufen werden. Von den ca. 10 Millionen Typ-2

Diabetikern sterben ca. 40% an Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

Eine solche Insulinresistenz kann die Folge einer dauerhaft iiberreichen Nahrungszufuhr
mit einem vermehrten Glukoseangebot sein. Die hohe Konzentration an Glukose im Blut
steigert den Insulinspiegel. Durch das chronische Uberangebot an Glukose und den stindig
erhohten Insulinspiegel sinken Sensibilitit und Anzahl der Insulinrezeptoren an den
Korperzellen. Das freigesetzte Insulin reicht somit nicht mehr aus, um den Glukose-
Uberschuss abzubauen, d. h. der Korper leidet unter einem relativen Insulinmangel, und
neues Insulin muss stetig freigesetzt werden. Die Inselzellen werden iiber lingere Zeit

vermehrt beansprucht, was schlieBlich zu ihrer Erschopfung und damit zu einem Diabetes



mellitus fithrt. Wie bereits angedeutet, nimmt diese Form des Diabetes (Typ-2), aufgrund
schlechter Erndhrungsgewohnheiten in den westlichen Industrienationen derzeit

dramatisch zu.

Nach etwa 15 bis 20 Jahren treten als Konsequenz der mangelhaften Feinsteuerung des
taglich injizierten Insulins verschiedene schwere Folgeerkrankungen auf: insbesondere die
Retinopathien, die letztlich zur Erblindung fiihrt, die Nephropathie, die Neuropathie mit
nachfolgenden Ruheschmerzen und die Makro- und Mikroangiopathien bzw. die aus ihnen
resultierenden ~ Folgen  wie z. B.  Schlaganfall,  Herzinfarkt,  periphere
Durchblutungsstorungen bis zur Gangridn. Besonders schwerwiegend ist das Diabetes-
abhédngige Nierenversagen, das haufig in einer Dialysepflichtigkeit endet. Schon heute sind

25-30% aller Nierentransplantat-Empfanger Diabetiker.

Die Bauchspeicheldriise hat sowohl Verdauungs- als auch hormonelle Funktionen. Sie
besteht vor allem aus exokrinem Gewebe, das iiber die Abgabe von Enzymen in den
Diinndarm, Fette, Kohlenhydrate und Proteine abbaut. Vor der Entdeckung der
Insulintherapie in den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts war der Tod durch das
diabetische Koma als Folge dieser Erkrankung héufig. Da dem Korper nicht geniigend
Energie in Form von Glukose im Gewebe zur Verfiigung steht, beginnt der Organismus,
das in den Zellen gespeicherte Fett abzubauen. Bei diesem Abbau entstehen im Blut
zunehmend schidliche Ketone, die mit dem Urin ausgeschieden werden; diese reichern
sich aber auch im Blut an, so dass das Blut sauer wird und Atemstorungen verursacht. Dies
fiihrt zur Ketoacidose, die ein Koma oder gar den Tod zur Folge haben kann. Kann der
Korper Insulin nicht in angemessener Weise verwerten, zirkuliert Glucose frei in der
Blutbahn, ohne absorbiert zu werden. Hohe Zuckerspiegel im Blut und Urin
beeintrichtigen die Infektabwehr des Korpers und konnen eine Ketoacidose zur Folge
haben. Die Lebenserwartung eines Diabetikers verringert sich um rund ein Drittel

gegeniiber gesunden Personen, wenn er keine entsprechende Behandlung bekommt.

Jahrlich werden iiber 8.000 Diabetes-Patienten dialysepflichtig. Die Kosten der Dialyse
belaufen sich auf ca. 40.000 Euro pro Patient und Jahr. Fiir die Amputationen des diabeti-
schen Fufles aufgrund von Neuropathie und Mikroangiopathie miissen etwa 7.000 Euro pro
Patient und Jahr angesetzt werden. Diese Zahlen beriicksichtigen nicht den Verlust an

Lebensqualitit durch diabetische Spétschidden. Insgesamt rechnet man in Deutschland mit



geschitzten 23 Milliarden Euro fiir die Behandlung aller Diabetiker. Trotzt moderner
rekombinanter Insuline, technisch verbesserter Injektionsverfahren und engmaschiger
Blutzuckerkontrollen kénnen die o. g. Sekundirerkrankungen, als Folge verbleibender
Blutzuckerschwankungen, dauerhaft nicht verhindert werden. Dies gelingt nur mit der
lebenden Insulin-produzierenden Zelle, die der korpereigenen Feinregulation unterliegt.
Mogliche Therapiestrategien des Diabetes sind somit (a) die Transplantation der intakten
Bauchspeicheldriise eines menschlichen Spenders (allogene Pankreas-Transplan-tation
oder auch allogene Vollorgan-Transplantation genannt) oder (b) die Injektion Insulin-
produzierender Zellen eines menschlichen Spenders in das Pfortadersystem des

Diabetikers (allogene Insel-Transplantation genannt) [17].

Die Grundlage fiir eine erfolgreiche Diabetes-Therapie wurde bereits im vorletzten
Jahrhundert geschaffen [6, 8, 18-24]. Im April 1889 begannen Minkowski und Mehring mit
Experimenten am Hund und beobachteten, dass nach der operativen Entnahme des

gesamten Pankreas (Pankreaktomie) ein Diabetes entstand [25, 26].

Bereits im Jahr 1891 berichtete Minkowski von seiner ersten Pankreastransplantation: Bei
einem pankreatektomierten Hund konnte durch eine autologe Transplantation von
korpereigenen Pankreasfragmenten unter die Bauchhaut die Entwicklung eines Diabetes
gemindert werden. Aufgrund der Unwissenheit iiber die immunologischen Vorgidnge nach
einer Transplantation, war dieses Vorgehen — sofern nicht autolog transplantiert wurde —
zum Scheitern verurteilt. Heute werden iiberwiegend Diabetiker transplantiert, die sich
gleichzeitig einer Nierentransplantation mit lebenslanger Immunsuppression unterziehen.
Die kombinierte Pankreas-Nieren- oder Nieren-Pankreas-Transplantation im Stadium des
chronischen Nierenversagens nach jahrelanger Dialysepflicht ist heute in vielen Transplan-
tationszentren ein Routineverfahren, mit inzwischen vergleichbar guten 1-Jahres-
Ergebnissen, wie sie fiir die iibrigen vaskularisierten Organe, Niere (alleine), Herz und
Leber berichtet werden [5]. Aufgrund der Schwere des chirurgischen Eingriffes [5, 27], der
damit verbundenen hohen Rate an Misserfolgen sowie der lebenslangen Immunsuppres-
sion muss man die Pankreastransplantation als Therapieoption fiir den Typ-1 Diabetiker im
Frithstadium der Erkrankung ausschlieBen. Ein vielversprechendes Verfahren fiir die
Gruppe der jungen und ansonsten gesunden Patienten ist die Transplantation isolierter
allogener Langerhans-Inseln (s. 0.). Seit den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts wird die

Insel- oder Inselzell-Transplantation kontinuierlich weiter entwickelt. In Experimenten mit



Labortieren (Ratte, Maus) konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass isolierte Langerhans-
Inseln die diabetische Stoffwechsellage korrigieren und Sekundédrkomplikationen verhin-
dern [12]; die Vorteile der Insel-Transplantation gegeniiber der Pankreas-Transplantation
sind (1) ein minimal invasiver Eingriff und (2) eine mogliche Manipulation des zu
transplantierenden Gewebes im Sinne einer Immunogenitits-Senkung, z. B. durch
bestimmte Kulturbedingungen in oder mittels Verkapselung des Transplantates mit
biokompatiblen Membranen. Zwischen 1990 und heute wurden weltweit iiber 800 allogene
Insel-Transplantationen bei Patienten mit Typ-1 Diabetes durchgefiihrt, in den U.S.A. und
auch in Europa. Etwa 60% enthielten ein simultanes Nieren-Insel-Transplantat vom
gleichen Spender (simultaneous islet-kidney, SIK), etwa 30% der Patienten eine Inseliiber-
tragung nach vorheriger Nierentransplantation (islet after kidney, IAK) und nur ein kleiner
Teil ein isoliertes Inseltransplantat (islet transplant alone, ITA). Die 1-Jahresfunktion der
Inseltransplantate liegt heute bei etwa 70%. Fiir eine erfolgreiche Transplantation benotigt
man die Langerhans-Inseln aus bis zu drei Spender-Pankreata; selten gelingt eine so
genannte 1:1 (ein Spender:ein Empfinger) Transplantation [37, 38]. In der Regel werden
zwischen 6.000 und 10.000 Inseldquivalente (Insel mit einem mittleren Durchmesser von
150 pm) pro Kilogramm Korpergewicht appliziert. Je nach der Beschaffenheit des
Spenderorgans kann man aus diesem zwischen 10.000 und 1.000.000 Langerhans-Inseln
mit der halbautomatischen enzymatischen Digestionsmethode von Ricordi und Mitarbei-
tern isolieren [12, 23]. Trotz stetig verbesserter Isolierungstechniken und weiter entwickel-
ter Enzympriparationen, und damit hoheren Insel-Ausbeuten, werden humane Pankreata
den Bedarf an Spenderorganen in keinem Fall decken konnen. Die zunidchst erhoffte
Steigerung der Organspende ist nicht eingetreten; sie ist, im Gegenteil, riicklaufig gewor-
den, so dass die Anzahl der Patienten auf der Warteliste die Anzahl der gespendeten
Pankreata bei weitem iibersteigt. Zieht man von den Spenderorganen jene ab, die fiir die
Vollorgan-Transplantation verwendet werden, und dies sind die qualitativ besseren
Organe, dann bleiben fiir die Insel-Transplantation kaum noch Spenderorgane iibrig. Nach
neueren Berechnungen geht man davon aus, dass man mit den Langerhans-Inseln aus 30
Spender-Pankreata nur 3 Patienten erfolgreich, d. h. bis zur Freiheit von der exogenen
Insulinzufuhr, transplantieren kann. Grundlage der Berechnung ist das so genannte
Edmonton-Protokoll [28-36], ein modernisiertes Konzept zur Insel-Transplantation, das
vor wenigen Jahren Schlagzeilen machte und heute das Standard-Verfahren zur Insel-
Transplantation darstellt. Die zu erwartenden besseren Ergebnisse, die verstandlicherweise

Begehrlichkeiten wecken, verschirften das Problem des Spendermangels nur noch weiter.



Der sich so zuspitzende Mangel an allogenen Insel-Transplantaten erfordert die Entwick-
lung neuer Transplantations-Konzepte. Hier erhilt die xenogene Insel-Transplantation ihre

Chance.

Die so genannte Xenotransplantation, worunter man die Verpflanzung von Organen,
Geweben und Zellen zwischen unterschiedlichen Spezies versteht [39-45, 47], bietet
mittelfristig bis langfristig eine Moglichkeit, die Knappheit der Spenderorgane zu lindern.
Gedacht ist hier ganz konkret an die Transplantation porziner (also vom Schwein stam-
mender) Organe, Zellen und Gewebe, deren Forschung weltweit mit Hochdruck betrieben

wird [40, 44, 47-61].

Mit der Transplantation von Langerhans-Inseln gelingt es, den Diabetes mellitus in sehr
unterschiedlichen Tiermodellen, der Maus, der Ratte, dem Kaninchen, dem Hund, dem
Affen und dem Schwein zu therapieren [61]. Das heisst, aus diesen Tieren lassen sich
Langerhans-Inseln erfolgreich isolieren und auch in diese Tiere erfolgreich transplantieren.
Aufgrund der phylogenetischen, und damit immunogenetischen Ndhe zum Menschen
wurde zunéchst an Primaten (z. B. Schimpansen, Rhesusaffen, Paviane) als Organspender
gedacht [47-55]. Diese scheiden jedoch aus ethischen Griinden, wie auch aufgrund der
Bedrohung dieser Arten und der hohen Kosten fiir Zucht und Haltung als Spendertiere aus.
Die Verwendung von Nutztieren (Rind, Schaf, Schwein) als Spendertiere fiir die Xe-
notransplantation ist hingegen ein interessanter Losungsansatz. Insbesondere das Schwein
scheint sich als Spendertier fiir Langerhans-Inseln besonders zu eignen, da die metaboli-
schen, physiologischen und anatomischen Gegebenheiten denen des Menschen sehr nahe
kommen [45, 47, 62]. Es ist wie der Mensch ein Allesfresser, das porzine Insulin unter-
scheidet sich vom humanen Insulin nur in einer Aminosiure, und es wurde vor der Ara des
rekombinanten humanen Insulins erfolgreich zur Insulinsubstitution beim Diabetes
mellitus verwendet. Im besonderen Fall der Unvertridglichkeit von humanen Insulinen wird
es auch heute noch mit Erfolg angewandt. Die Blutzuckerspiegel von Menschen und
Schwein bewegen sich in den gleichen Grenzen, so dass Betazellen des Schweins das
menschliche Insulin ersetzen und theoretisch einen identischen Glukosespiegel aufrechter-
halten konnen. Die Kosten fiir Ziichtung und Haltung der Schweine sind geringer, sieht
man einmal von der notwendigen SPF-Haltung (engl. specific pathogen free) und der

engmaschigen mikrobiellen Uberwachung der Spendertiere ab. Neben der Fleischproduk-



tion wire die Verwendung des Pankreas zur Insel-Transplantation lediglich eine weitere

Nutzungsform.

Vor einer erfolgreichen Insel-Transplantation stehen die Isolierung der Langerhans-Inseln
aus dem Pankreas und ihre Mikroverkapselung [38, 42, 59, 63-71]. Die ersten Versuche
zur Isolierung funktionsfahiger Langerhans-Inseln wurden Mitte der 60er Jahre von
Hellerstrom und Mitarbeitern durchgefiihrt [72, 73] und waren sehr schwierig, weil die
Inseln dazu einzeln unter dem Mikroskop aus dem Gewebe herausgeschnitten wurden.
1965 gelang Moskalewski der Durchbruch fiir die Isolierung der Inseln mittels enzymati-
scher Verdauung des Pankreas [74]. Er verdaute als erster die Bauchspeicheldriise mit
Kollagenase und pickte die freigesetzten Inseln unter mikroskopischer Kontrolle relativ
leicht aus dem exokrinen Gewebe. 1967 injizierten Lacy und Konstatinovsky eine Puffer-
I6sung in den Ausfithrungsgang der Bauchspeicheldriise, um die Gewebestrukturen zu
zerstoren und so die Angriffsfunktion der Kollagenase zu verbessern [75]. Um das
mithsame Handverlesen der Inseln aus dem Gewebe zu erleichtern und um die Insel-
Ausbeute zu erhohen, empfahl seine Arbeitsgruppe eine Gradientenzentrifugation mit
Saccharose. Danach konnten die Inseln ganz einfach aus dem Gradienten gewonnen
werden. Zehn Jahre spiter wurde mit der Einfiihrung der Verdauungs-Filtrations-Methode
[76] die Inselisolierung weiter entscheidend verbessert. 1981 injizierten Horaguchi und
Merrell die Kollagenaselosung schlieBlich direkt in den Pankreas-Ausfithrungsgang und
schufen damit eine Standardmethode, die seitdem nur wenig veridndert wurde. Kurz darauf
wurde eine Perifusionsmethode entwickelt, mit der die Insulinfreisetzungskinetik der
Inseln untersucht werden konnte. Weltweit arbeiten viele Forschungsgruppen seit Jahr-
zehnten nach dem gleichen Prinzip, und die von ihnen entwickelten Systeme unterscheiden
sich nur geringfiigig voneinander [77-80]. Man benétigt (1) eine Reaktionskammer fiir die
Inseln, (2) ein geeignetes Medium, um diese zu umzustromen, (3) einen Fraktionssammler,
um Proben in bestimmten Zeitabstinden zu entnehmen, und (4) musste das System
innerhalb eines entsprechenden Temperaturbereiches gehalten werden. Durch weitere
Fortschritte konnten bald Langerhans-Inseln aus humanen Spendern, Sdugetieren und
Nagern erfolgreich isoliert werden. Die Automatisierung der Methode durch C. Ricordi
[16, 37, 39, 40, 81-85] stellte dabei einen weiteren entscheidenden Durchbruch dar und
fiihrte in den letzten Jahren zu sehr vielen erfolgreichen Inselzell-Isolierungen aus dem
humanen [47, 49, 77, 78], dem porzinen [81, 88] und dem Nagerpankreas [42, 89].

Dennoch, die Insel-Isolierung aus porzinen Pankreata ist bis heute kein wirklich tiberzeu-



gendes Standardverfahren. Es ist noch immer auBlerordentlich schwierig, regelmifig
Langerhans-Inseln von sehr guter Qualitéit aus dem porzinen Pankreas zu isolieren [90, 91].
Nach unserem derzeitigen Kenntnisstand scheinen sich Pankreata aus erwachsenen
Schweinen (ausgemusterte Zuchtsauen) sogar sehr viel besser fiir die xenogene Inselzell-
Transplantation zu eignen als junge oder fetale porzine Pankreata [19, 67, 71, 92-94].
Wesentlichen Einfluss auf die Qualitét der isolierten Langerhans-Inseln hat nicht nur das
Alter, sondern auch die verwendete Rasse: Als geeignet erwiesen sich mehrere Schweine-
rassen [87, 88, 95], so z. B. das Yorkshire-Schwein, das Large White Schwein, Schweine
der Schwedischen Landrasse, der Deutschen Landrasse, das Deutsche Edelschwein und das
Piétrain-Schwein. Je dlter und groBer das Schwein ist, umso besser sind die strukturelle
Qualitdt und die Ausbeute der isolierbaren Inselzellen. Jiingere Schweine, welche {ibli-
cherweise fiir die Fleischproduktion geschlachtet werden (110 kg, ca. 7-12 Monate alt),
erwiesen sich weniger geeignet fiir die Inselzell-Isolierung als &ltere ausgemusterte
Zuchtsauen (220 kg, ca. 2-4 Jahre alt). Diese liefern prozentual héufiger grof3e, strukturell
intakte Inseln. Die Grundlagen hierfiir wurden in den vergangenen Jahren in der eigenen

Forschungsgruppe erarbeitet [92, 96, 97].

Die Griinde fiir die sehr schwierige Isolierung der porzinen Langerhans-Inseln liegen zum
einen — wie gesagt — auf Seiten der Spendertiere, zum anderen im Verfahren der Isolierung
selbst. Einerseits sind das Alter und der genetische Hintergrund des Spendertieres gravie-
rende Variable, als auch Wahl des geeigneten Enzyms, die den Erfolg der Isolierung
bestimmen. Spontane Aktivititsverluste, chargenabhingige Unterschiede in der enzymati-
schen Aktivitdt und toxische Verunreinigungen der Enzyme resultieren in erfolglosen

Isolierungen.

Im Idealfall soll das endokrine Gewebe (der Anteil der Langerhans-Inseln im Gewebebrei)
nach der Reinigung im Dichtegradienten 100% betragen. Ublich sind, je nach Isolierungs-
qualitét, Reinheiten zwischen 50 und 95%. Eine Verunreinigung der Inselpriparation durch
exokrines Gewebe muss vermieden werden, da dieses zu einer Verstirkung der

Immunantwort gegen das xenogene Transplantat fiihrt [37, 39, 40, 102].

Insgesamt ist vor einer klinischen Transplantation porziner Langerhans-Inseln mit Blick

auf die Qualitét des zu transplantierenden Gewebes folgendes zu fordern [94, 97-100]:
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(1) Es muss eine Technik verfiigbar sein, die es erlaubt, regelmifBig und zuverldssig
ausreichende Mengen an Langerhans-Inseln zu isolieren.

(2) Diese miissen einen hohen Reinheitsgrad aufweisen.

(3) Eine suffiziente Insulinausschiittung nach Glukosestimulation in vitro muss
gewihrleistet sein.

(4) Die Transplantation in diabetische Labortiere muss zu einer Normalisierung des
Blutzuckers dieser Tiere fithren und sollte eine Langzeit-Funktion des
Transplantates iiber mindestens ein Jahr ermoglichen.

(5) Diese Erfolg ist einem Grosstier-Modell (z. B. Schwein-auf-Schwein = allogene

Insel-Transplantation) zu verifizieren.

Die Transplantation mit porzinen Inseln eroffnet die Perspektive, Patienten mit einem
Diabetes mellitus zu therapieren. Das grof3te Problem stellt hierbei jedoch die erforderliche
Immunsuppression zur Vermeidung der GewebeabstoBung dar. Diese geschieht in der
Regel mit einer lebenslangen medikamentésen Immunsuppression. Diese ist allerdings —
wegen ihrer erheblichen Nebenwirkungen (erhohte Inzidenz von Tumoren und Infektio-
nen) — fiir die jugendlichen Diabetiker ungeeignet. Ein interessantes Konzept dagegen ist
die Immunisolation [70-73, 77-80, 102]. Mit Unterstiitzung der Arbeitsgemeinschaft
industrieller Forschungsvereinigungen ,,Otto von Guericke” (AiF) haben Berliner
Wissenschaftler eine semipermeable Membran entwickelt, mit der die zu transplantieren-
den Zellen vor ihrer Verpflanzung ummantelt und vom Immunsystem des Empfingers
getrennt werden [43, 102]. In verschiedenen experimentellen Immunisolations-Verfahren
zur Verkapselung von zu transplantierenden Zellen werden kiinstliche Materialien, wie
auch natiirliche semipermeablen Membranen, so auch Hydrogele und Alginate verwendet
[104-107]. Diese dienen zugleich als extrazelluldire Matrix fiir die verkapselten Zellen und
erlauben den Austausch von Nihrstoffen und Abbauprodukten, verhindern jedoch das
Eindringen hohemolekularer Substanzen wie Antikorper oder Immunzellen. Nach den
Erfahrungen vieler Arbeitsgruppen eignen sich Alginate, das sind die Inhaltsstoffe aus
braunen Meersalgen, ganz besonders gut zur Verkapselung der lebenden Zellen und

Gewebe [20, 89, 92, 96, 97, 108-111].

So ermoglicht die Immunisolation von endokrinen Geweben prinzipiell die erfolgreiche
klinische Transplantation (ohne Immunsuppression) von Nebenschilddriisenzellen (zur

Behandlung des Hypoparathyreoidismus), Langerhans-Inseln (Diabetes mellitus), Catecho-
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lamin-produzierenden Chromaffinzellen (Schmerztherapie), isolierten Hepatozyten (bio-
artifizieller Leberersatz) und von gentechnisch modifizierten Dopamin-produzierenden
Fibroblasten (Morbus Parkinson) [112-114]. Sie ist eine attraktive Alternative zur klassi-
schen Immunsuppression, die zuerst von F. Lim und A. M. Sun beschrieben [115] und von
C. Hasse intensiv weiter untersucht wurde [82, 116]. Um die Transplantate vor der
sofortigen Zerstorung durch das Immunsystem des Empfingers zu schiitzen, und sie von
diesem zu isolieren, werden semipermeable Membranen verwendet [108, 117-120]. Diese
semipermeablen Membranen sind mechanische Barrieren, die Inselzellen von den Antikor-
pern und Immunzellen trennen, die aber durchlédssig sind fiir Glukose, Insulin und Nihr-
stoffen [74]. AuBBerdem ist zu bedenken, dass der Einschluss in eine semipermeable Matrix
die direkte Revaskularisierung der Implantate verhindert und ihre Versorgung in der Regel
iber die Diffusion erfolgen muss [118]. Zwei bedeutende Verkapselungs-Systeme sind die
Makro- und die Mikroverkapselung, die von P. de Vos und Kollegen [74] beschrieben
worden sind. Die Makroverkapselung bezieht sich auf intravaskulidre Makrokapseln mit
Gruppen von Inseln, die in diversen Nagetiermodellen entweder in die Bauchhohle, unter
die Haut oder unter die Nierenkapsel transplantiert wurden [102]. Die Mikroverkapselung
bezeichnet das Umhiillen von einzelnen Inselzellen mit semipermeablen Membranen. Mit
der Mikroverkapselung werden optimale Diffusionsbedingungen, aber auch eine gute
mechanische Stabilitdt der Mikrokapseln erreicht. Allerdings sind beide Systeme noch
nicht hinreichend erforscht. Zur Herstellung der Kapseln werden die in der Alginatlésung
suspendierten Zellen/Gewebe durch feine Diisen gepresst. Mittels eines seitlichen Luft-
stromes wird der Fliissigkeitsstrahl unterbrochen und die Tropfchenbildung erreicht. Die
Tropfchen fallen in ein Fillungsbad, in dem sie zu gehirteten Kapseln umgewandelt
werden (siehe Material und Methoden). Die Zellen/Gewebe werden also in einem gallerte-

artigen Alginattropfen fixiert.

Eine entscheidende Rolle bei der Verkapselung von Zellen/Geweben spielt die Verwen-
dung von Alginaten mit einer hohen Reinheit. Solche Alginate sind non-mitogen oder
biokompatibel, das heiBt, der Organismus reagiert gegen sie nicht mit einer Uberprodukti-
on von Bindegewebe und Zellinfiltrationen. Auch die Kapselstruktur muss ebenméssig
sein; Risse oder Falten auf den Kapseloberfldchen bieten Angriffspunkte fiir Monozyten,
Makrophagen und Fibroblasten. Im Rahmen experimenteller oder klinischer Allo- und
Xenotransplantationen in Tiermodellen wurden immer wieder unbeabsichtigte Fibrosie-

rungen der Mikrokapseln trotzt der Verwendung von non-mitogenen Alginaten fiir die
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Verkapselung beobachtet; das weist auf die unvollstindige Verkapselung der
transplantierten Zellen/Gewebe hin und/oder deformierte Mikrokapseln und ist vielfach
dokumentiert worden [122-124]. Die Folge ist eine Sensibilisierung der zelluliren Abwehr,
welche in der Regel zu einem schnellen Versagen des Transplantates fiihrt. Daher ist eine

weitere mechanische Stabilisierung der Transplantate unerlésslich [118, 120].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit im Transplantationsmodell Ratte-anti-Schwein ist die
histologische und immunhistochemische Untersuchung von zuvor transplantierten Alginat-
mikrover-kapselten porzinen Langerhans-Inseln in ehemals diabetischen WU Ratten. Die
urspriinglich diabetischen Ratten sollten nach Transplantation nicht immunsupprimiert
werden. Die Etablierung unseres Transplantationsmodells wie auch die Analysen der
humoralen Immunantwort nach derartigen Transplantationen wurden bereits im Rahmen
von zwei anderen Doktorarbeiten abgehandelt. Unklar jedoch ist das Schicksal der
Mikrokapseln, wie auch der von ihnen umschlossenen Langerhans-Inseln in Ratten mit
kurzfristig und langfristig funktionierenden Transplantaten. Diverse Autoren berichten
immer wieder, dass es zu Funktionsverlusten, nicht aber Fibrosebildungen der verkapselten
Zellen kommt [125-126]. Die Ursachen dafiir sind derzeit weitgehend unklar. Erst wenn
sie gekldrt sind, kann unserer Meinung nach der Transfer unseres Konzeptes zur Xe-
notransplantation immunisolierter Langerhans-Inseln in das Grosstiermodell Schwein-auf-

Schwein erfolgen (siehe dazu Abb. I).

Hieraus ergibt sich auch die Aufgabenstellung fiir die vorliegende Arbeit. Es sollte im
xenogenen Modell Schwein-auf-Ratte gezeigt werden, ob die Immunisolierung mit einem
hochreinen Alginat die erhoffte perfekte immunologische Abschirmung gewihrleistet;
denn erst diese kann eine langfristige Transplantat-Funktion ermoglichen. Im Falle von
Funktionsverlusten war der Nachweis der zelluldren Ursachen zu analysieren — zum einen
unter der Nierenkapsel, zum anderen in der Bauchhohle. Hierzu gehort auch der Nachweis
von Empfinger-eigenen Blutgefdssen in unmittelbarer Néhe der Transplantate, die zu ihrer

(langfristigen) Versorgung unerlisslich erscheinen.
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Abb. 1: Wirzburger Konzept zur Therapie des Insulin-pflichtigen Diabetes mellitus mit immun-
isolierten (Alginat-mikroverkapselten) porzinen Langerhans-Inseln. Die Umsetzung des Konzeptes
erfolgt in 3 Stufen: Im Kleintiermodell Schwein-auf-Ratte werden alle Systeme technisch erprobt
(weitgehend abgeschlossen); im Grosstiermodell Schwein-auf-Schwein sollen die Ergebnisse des
Kleintiermodells bestitigt werden (wird zur Zeit etabliert), bevor erste Heilversuche an diabeti-
schen Patienten geplant werden konnen. Die Abstossung der Transplantate wird durch Verkapse-
lung mit dem hochreinen Alginat vermieden, eine lebenslange Immunsuppression sollte daher nicht
erforderlich sein. Bei jedem Konzeptschritt erfordern die extrem schwierigen Prozesse der
Organgewinnung, der Insel-Isolierung und der Verkapselungstechnik stets besondere Aufmerk-
samkeit.
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2.1

2.2

2.3

Fragestellungen

Wie lang ist die Funktionsdauer unverkapselter und Alginat-mikroverkapselter

porziner Langerhans-Inseln in STZ-diabetischen Wistar WU Ratten?

Wie verhilt es sich mit der Biokompatibilitit leerer Alginat-Mikrokapseln in vivo

an unterschiedlichen Implantationsorten und nach verschiedenen Expositionszei-

ten?

Wie verhalten sich Alginat-mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln an

unterschiedlichen Transplantationsorten und nach unterschiedlichen Expositions-

zeiten? Dazu waren folgende Untersuchungen anzustreben:

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

2.3.5.

Mikroskopische Analysen des Empfinger-eigenen Pankreas nach Diabetes-
Induktion mit STZ, ohne und mit Transplantat, unter Beriicksichtigung einer
moglichen Betazell-Regeneration.

Mikroskopische Analysen des Transplantates an unterschiedlichen Trans-
plantationsorten.

Histologische Analysen des Transplantates an unterschiedlichen Transplan-
tationsorten (Neo-Vaskularisation, Vitalitit der Inselzellen, Fibrose,
Interkapsuldre Zellinfiltrate).

Die Sepsis als ein besonderes und unerwartetes Ereignis nach Transplantati-
on.

Immunhistochemische Analysen des Transplantates an unterschiedlichen
Transplantationsorten (Insulin-Expression, Fibrose, Interkapsuldre Zell-

infiltrate).
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3. Material und Methoden

3.1.  Vorbetrachtung

Grundlage der hiesigen Untersuchungen sind Transplantationen mikroverkapselter Lan-
gerhans-Inseln (LI) im Modell Schwein-auf-Ratte zwischen 1998 und 2003 und die aus
diesen experimentellen Untersuchungen gewonnenen Organe und Gewebe, sowohl vom
Empfinger Ratte als auch vom Spender Schwein. Die histologischen und immunhistoche-
mischen Analysen der Gewebe erfolgten retrospektiv, also nach Beendigung des jeweili-

gen Tierversuches.

3.2. Das Transplantationsmodell
Zum besseren Verstindnis der vorliegenden Untersuchungen dient die folgende Kurzbe-
schreibung des Transplantationsmodells, das in einer anderen, parallel entstandenen expe-

rimentellen Arbeit [127] ausfiihrlich abgehandelt wird.

3.2.1. Hybridschweine als Transplantat-Spender

Als Spender fiir porzine Pankreata dienten junge (6-7 Monate alte; 110 kg Korpergewicht)
und alte (1-2 Jahre alte; 200-300 kg Korpergewicht) weibliche Hybridschweine (HY-
Schweine) der Schlachthdfe Wiirzburg-Siid und des Schlachtereibetriebes der Fa. Holler-
bach in Rimpar. Die élteren Tiere, in der Regel ausgemusterte Zuchtsauen, waren zu 70%
reinrassig (Deutsche Landrasse) und zu 30% Kreuzungen (entweder Deutsche Landrasse x
Deutsches Edelschwein oder Deutsche Landrasse x Piétrain). Die jiingeren Tiere hingegen

waren Kreuzungen aus mindestens zwei verschiedenen Rassen.

3.2.1.1. Organgewinnung und Isolierung porziner Langerhans-Inseln

Die Spender-Pankreata wurden aus hirntoten HY-Schweinen im Rahmen des normalen
Schlachtvorganges gewonnen. Die Tiere wurden durch Elektroschock betidubt und mit ei-
nem Kehlenschnitt getdtet. Geméll den Vorschriften der Europédischen Union wurden die
Tiere durch ein 60°C warmes Wasserbad gezogen, mit einem Gasbrenner abgeflammt und
enthaart. Der Schlachtkorper wurde mit einen medianen Bauchschnitt er6ffnet, und neben
anderen Organen wurde der Magen-Darm-Trakt, inklusive Milz und Pankreas, entnom-
men. Dieses Darmpaket wurde uns fiir die Pankreas-Entnahme zur Verfiigung gestellt.

Dazu wurde die Milz aufgesucht, das Pankreas-Schwanzstiick identifiziert, freigelegt und
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von umgebendem Fett- und Bindegewebe befreit. Danach wurden Kopf, Korper und
Schwanz vom restlichen Pankreasgewebe mit einem Skalpell abgetrennt. Ein Teil des
Pankreas-Korpus diente zur histologischen Schnellschnitt-Analyse vor der eigentlichen
Isolierung. Die warme Ischidmie betrug ca. 15-30min. Das so gewonnene Gewebe wurde in
einer Plastiktiite, welche mit 300ml steriler HBSS (Hank“s Balanced Salt Solution, Fa. Cell
Concepts GmbH; Umkirch) plus 25mM Hepes (Hepes Puffer, Fa. Cell Concepts GmbH)
oder mit 300ml UW-Losung (University of Wisconsin Solution, Fa. ViaSpan, Dupont
Pharma; Niederlande) gefiillt war, auf Eis ziigig ins Labor transportiert. Insgesamt wurden
so vier Pankreata gewonnen und das fiir die Isolierung giinstigste Organ selektiert (s. u.).
Die kalte Ischdmie betrug 60-120min. Im Labor erfolgte die Feinpriparation des Organs
unter sterilen Bedingungen: Dazu wurde das Pankreas in eine Nierenschale gelegt und
wihrend des gesamten Priparationsvorganges auf Eis gelagert. Reste von Fett, Binde-
gewebe, Gefdlen und Lymphknoten wurden entfernt. Dann wurde der Ductus pancreaticus
major mit einer 18-23G Brauniile (Fa. Braun; Melsungen) kaniiliert. Diese Kaniile diente
spater der Injektion der Enzymlosung (s. u.). AbschlieBend wurde das Organ gewogen. Die
verwendeten Organteile hatten je nach Alter der HY-Schweine ein mittleres Gewicht von

80 bis 150g.

Abb. 2: Pankreas von HY-Schweinen. (A): Schnellschnitt eines Spenderorgans vor der Isolierung
(Gefrierschnitt); Identifizierung der Anzahl und Form der Langerhans-Inseln mit dem Zink-
spezifischen Farbstoff Dithizon (s. 3.5.2.). (B): Kaniilierung eines geeigneten Spenderorgans, das
mittels Dithizon-Firbung identifiziert wurde, iiber den D. pancreaticus; mit Hilfe einer Spritze wird
LiberasePI-Losung iiber den Ductus in das Gewebe infundiert, um eine gleichmifige Gewebe-
Desintegration zu ermoglichen.
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Abb. 3: (A) Halbautomatische Isolierung von porzinen Langerhans-Inseln nach der Methode von
C. Ricordi [C. Ricordi and C. Rastellini; Automated Method for Pancreatic Islet Separation. In:
Methods in Cell Transplantation (Ed. C. Ricordi); Landes Company, Austin, Texas (USA), p. 433-
438, 1995. (B) Aus dem Pankreas von HY-Schweinen enzymatisch isolierte porzine Langerhans-
Inseln (s. Text). Dargestellt sind zahlreiche mit Dithizon rot gefirbte pLI aller Gréen im
Gewebebrei unmittelbar vor ihrer Anreicherung im Dichtegradienten (s. C). Die exokrinen
Gewebebrocken sind ungefirbt. (C) Reinigung der enzymatisch separierten Langerhans-Inseln mit
der diskontinuierlichen oder kontinuierlichen Dichtegradienten-Zentrifugation [N. J. M. London et
al. Adult Islet Purification. In: Methods in Cell Transplantation (Ed. C. Ricordi); Landes Company,

Austin, Texas (USA), p. 439-454, 1995.
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Mit dem in unserem Labor entwickelten Schnellschnitt-Verfahren [21] wurde dasjenige
Organ ausgewihlt, das die hochste Anzahl gut entwickelter Langerhans-Inseln mit einem
Durchmesser von >200um (die Léngsachse bei ellipsenformigen LI) aufwies (Abb. 2A).
War keines der Organe geeignet, wurde nicht isoliert. Die technisch sehr anspruchsvolle,
enzymatische Isolierung der pLI erfolgte mit LiberasePI™ (Fa. Roche Diagnostics; Mann-
heim) und der halbautomatischen Isolierungsmethode nach Ricordi [30-32, 41, 128; Abb.
3A], modifiziert nach Heiser et al. [18]. Pro Gramm Organgewicht wurden 1,5 mg Libera-
se eingesetzt. Diese wurde in 140 ml UW-Losung geldst, in eine 50 ml-Perfusorspritze (Fa.
Braun, Melsungen) aufgezogen und iiber eine Brauniile in den Ductus pancreaticus inji-
ziert; das Organ wurde quasi ,,aufgeblasen (Abb. 2B). Die nicht distendierten Organteile
wurden abgeschnitten und zuriickgewogen. Sodann wurde das Organ in drei gleiche Teile
geschniten und diese in die Isolierungskammer gelegt. Restliche Liberase-Losung wurde
ebenfalls in die Isolierungskammer gefiillt und diese sodann fest verschlossen. Um den
Gewebeverdau zu beschleunigen, wurde die Isolierungskammer 10x/min manuell geschiit-
telt. Temperatur und pH-Wert wurden alle 3 min registriert. Nach 20 min wird mit einer 1
ml-Omnifixspritze (Fa. Braun) (eine erste Biopsie (300 ul) aus der Isolierungskammer ge-
zogen. Zur Identifizierung des endokrinen Gewebes wird die Biopsie mit 300 ul Dithizon
in einer Zellkulturplatte gefdarbt und mikroskopisch beurteilt (Abb. 3B). Wenn die erste
freie Langerhans-Insel sichtbar ist, wird die enzymatische Reaktion beendet und es beginnt
die Elutionsphase; der Gewebebrei wird mit 1.500-4.000 ml 4°C kalter HBSS-L6sung plus
5% FCS (Fetal Calf Serum; Fa. Cell Concepts, Umkirch) und 85 U/min Flussrate aus der
Kammer gespiilt. Der Gewebebrei wird in sterilen Plastikgefdssen gesammelt und auf Eis
gelagert. Das Gewicht des nicht verdauten Gewebes (Restorgangewicht) wird bestimmt.
Vor der Reinigung wird der Gewebebrei 2x je 5 min bei 250 xg (ohne Bremse) zentrifu-
giert (der Uberstand wird verworfen). Aus dem ca. 100g schweren porzinen Spenderpank-
reas wurden in aller Regel zwischen 300.000 und 1,5 Millionen pLI isoliert (Abb. 3B).
Nach der enzymatischen Gewebedesintegration bei 32-37°C wurde das Gewebesediment
in 200ml UW-Lo6sung resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung fiir 60min auf Eis ge-
lagert. Die anschlieBende Reinigung der pLI von den exokrinen Gewebebestandteilen
(Abb. 3C) erfolgte mittels EuroFicoll (Euro-Collins, Fa. Fresenius; Bad Homburg. Ficoll,
Fa. Sigma; Deisenhofen) und OptiPrep (Fa. Axis-Shield; Oslo, Norwegen) im Dichtegra-
dienten im COBE Cell Processor 2991™ (Fa. Cobe BCT; Lakewood, Colorado, USA) [21,

50]. Die Anzahl der isolierten pLI wurde als Inseldquivalente pro Gramm des eingesetzten
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Organs (IEQ/g Organ) berechnet [21]. Ein IEQ entspricht einer mittelgroen LI mit einem
Durchmesser von 150pm. Zur Unterscheidung der pLI von den exokrinen Gewebebestand-
teilen wurde stets die in Abb. 3B dokumentierte Zink-spezifische Dithizon-Fiarbung ver-
wendet [21]. Die Zink-haltigen Betazellen werden rot gefarbt, die Azinuszellen sind unge-
farbt. Vor der Mikroverkapselung wurden die isolierten pLI fiir 24-48h in HAM’s F12
Medium plus 10% fetalem Kilberserum und 1% Penicillin/Streptomycin (alle Fa. Cell
Concepts GmbH) bei 37°C und 5% CO; in Luft im Brutschrank kultiviert.

3.2.1.2. Mikroverkapselung der porzinen Langerhans-Inseln mit Barium-Alginat

Um eine Abschirmung der pLI vor den Empfianger-Immunreaktionen zu erzielen, wurden
sie mit einem hochreinen Barium-Alginat (Fa. Pronova, Oslo; Norwegen) nach einem
Standard-Verfahren mikroverkapselt [29, 80-84, 108, 115, 117, 123, 130, 131]. Dabei
diente Ba* fiir die kovalente Verkniipfung der Mannuron- und Guluronsiureketten. Dazu
wurden die pLI nach ihrer 1-2tdgigen In-Vitro-Kultur in 2%iger Alginatlosung resuspen-
diert und auf Basis des Luftstrom-Abri3-Verfahrens (Abb. 4) mikroverkapselt, d. h., ver-
tropft. Aufgrund der Literaturrecherchen zu diesem Verfahren darf erwartet werden, dass
zelluldre Komponenten des Empfianger-Immunsystems diese Barriere nicht passieren kon-
nen [44, 74,78, 89, 96, 97, 118, 119, 123, 124, 132-135], ganz im Gegensatz zu Sauerstoff,
Glukose, Nihrstoffen und Insulin. Folglich sollte die nachfolgende Transplantation des
artfremden Gewebes ohne Empfianger-Immunsuppression moglich sein. Des Weiterem soll
die Mikroverkapselung, auch Immunisolation genannt, einen sicheren Schutz vor mogli-
chen Infektionen durch Keime des Transplantates bieten. Die kugelformigen Mikrokapseln
hatten einen Durchmesser von 300-600um und enthielten in der Regel 5-11 IEQ (Abb. 5).
Neben intakten Inseln wurden Einzelzellen und Inselfragmente vertropft. Im Gegensatz zu
humanen LI und den LI der Ratte neigen pLI stark zur Fragmentierung [71, 123], was aus
unserer Sicht, sofern diese Zellen vital sind, wegen der besseren Stoffversorgung kein
Nachteil sein muss. Die Mikrokapseln wurden vor Transplantation fiir weitere 24h in kom-
plettem HAM’s F12 Medium (s. 0.) plus 50mM Nicotinamid (Fa. Sigma-Aldrich Chemie;
Taufkirchen) — zur Reparatur von Zellschdaden infolge der enzymatischen und mechani-
schen Belastungen bei der Isolierung der pLI — versetzt und in vitro kultiviert (37°C und

5% CQO, in Luft im Brutschrank).
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Abb. 4: Prinzip der Mikroverkapselung (Vertropfung) nach dem Luftstrom-Abrilverfahren (A) und die
von uns betriebene Anlage der Fa. Steinau, Verfahrenstechnik, Be.lin (B). Die in Alginat suspendierten
LI werden {iiber eine Rollerpumpe durch ein Diisensystem getrieben (C). Der so erzielte Fliissigkeitsstrom
wird mit 3psi Luftdruck unterbrochen (Stromungsabrif3 und Tropfenbildung). Die Alginattropfen fallen in

ein Fallungsbad mit Bariumchlorid-Losung; in dieser werden die langkettigen Alginatmolekiile kovalent
miteinander vernetzt.

Abb. 5: Gereinigte, zum Teil fragmentierende pLI unmittelbar vor ihrer Mikroverkapselung in
Barium-Alginat (A) und unmittelbar danach (B). Eine Mikrokapsel von ca. 600um
Durchmesser enthilt etwa 5-11 IEQ als intakte Inseln, Inselbruchstiicke und Einzelzellen. Die
Inseln in (A) sind zwischen 50 und 150um gross und etwa 10x grosser abgebildet als in (B).
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3.2.2. Wistar Ratten als Transplantat-Empféanger

3.2.2.1. Herkunft und Haltung

Als Empfianger der mikroverkapselten pLI dienten ménnliche 250-300g schwere, 2-3 Mo-
nate alte, Wistar Unilever Auszuchtratten (Fa. Harlan Winkelmann GmbH; Borchen); diese
wurden in den Tierhaltungsrdumen der Experimentellen Chirurgie, Chirurgische Universi-
titsklinik Wiirzburg, in Lamina-Air-Flow-Schrinken (Fa. Scanbur, Koge, Ddnemark) in
Makrolon®-Kifigen unter konstanten Bedingungen (Tag-Nacht-Rhythmus, Raumtempera-
tur, Luftfeuchtigkeit) gehalten; zur Identifikation wurden die Tiere am Schwanz mit Ed-
dingstiften markiert. Altromin®-Pressfutter (Fa. Altromin; Lage) und Trinkwasser erhiel-
ten die Tiere ad libitum. Alle Versuche waren zuvor gemif3 der Genehmigung zur Durch-
fiihrung von Tierversuchsvorhaben von der Regierung von Unterfranken genehmigt wor-

den (Nummern 09/99, 50/99, 03/03, 06/03, 51/03).

3.2.2.2. Diabetes-Induktion

Die Induktion des Diabetes bei den Empfiangertieren erfolgte 3-5 Tage vor der Transplan-
tation mittels 50mg Streptozotozin-Losung (N-Methylnitrosocarbamyl]-D-glukosamine;
STZ; Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) pro Kilogramm Korpergewicht; STZ wurde unter
Inhalationsnarkose mit Forene® (Isofluran, 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyldifluor-methyl-
ether, Fa. Abbott GmbH; Wiesbaden) in die Penisvene injiziert und fiihrt zu einer irrever-
siblen Schidigung der B-Zellen. Die STZ-Losung wurde stets erst kurz vor Injektion her-
gestellt: 50mg STZ wurden in 0,9% Kochsalzlosung (Fa. Braun; Melsungen) aufgelost und
auf den pH-Wert von 5,0 eingestellt. Unmittelbar zuvor und an den folgenden Tagen wur-
den anhand eines Tropfen Blutes aus der Schwanzspitze der Blutzuckerspiegel (BZ) (Glu-
cometer 054880, Fa. Bayer Diagnostics; Leverkusen) und das Korpergewicht (KG) be-
stimmt. Transplantiert wurden ausschlieBlich Ratten mit einem BZ-Spiegel von mehr als
300mg/dl an mindestens 3 aufeinander folgenden Tagen nach STZ-Injektion. Der so indu-
zierte dauerhafte Insulinmangel ist ein etabliertes Experimentalmodell fiir In-Vivo-

Untersuchungen zum Diabetes mellitus.

3.2.2.3. Transplantation mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln

Nach dreimaligem Waschen mit physiologischer NaCIl-Losung wurden die kultivierten pLI
mit Fluoreszein-Diacetat und Propidiumjodid (FDA/PI; Fa. Sigma-Aldrich GmbH) auf ihre
Vitalitdt iiberpriift [71] und sodann in Iml Insulinspritzen in physiologischer NaCl-Losung

aufgezogen. Transplantiert wurde unter Isofluran-Inhalationsnarkose (s. 0.) unter die linke
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Nierenkapsel (ca. % der Transplantatmenge, entsprechend 3.000-5.000 Mikrokapseln) und
frei in die Bauchhohle (ca. 34 der Transplantatmenge, entsprechend 9.000-15.000 Mikro-
kapseln). Mit leeren Mikrokapseln wurde entsprechend verfahren, wobei stets darauf ge-
achtet wurde, dass die Kapseln sich in der Bauchhohle gleichméBig verteilten. Alle Trans-
plantationen erfolgten unter keimarmen Bedingungen unter dem Operationsmikroskop
(Typ Mentor C III, Leitz Wild, Typ m 650, Fa. Codman, Herbruggen, Schweiz) in 6-
10facher Vergrosserung. Nach der Narkoseeinleitung wurden die Ratten rasiert, Bauch und
Abdomen griindlich desinfiziert. Nach einer medianen Laparotomie wurde der die linke
Niere bedeckende Darmanteil vor die Abdominalhdhle gehoben und in mit physiologischer
NaCl-Losung getrinkte Kompressen gehiillt, um ein Austrocknen der Darmschlingen zu
verhindern. Die Mobilisation und Verlagerung der linken Niere vor die Abdominalhohle
erfolgte mit NaCl-getrankten Wattestabchen. Nach Eroffnen der Nierenkapsel am linken
unteren Nierenpol mit der Spitze einer Venenverweilkaniile (Venflon™ Pro, 22GA 0.98IN,
0.9 x 25 mm, Fa. Becton Dickinson; Helsingborg, Schweden), wurde unter leichtem An-
heben der Nierenkapsel mit einer Pinzette die weiche Plastikhiille der Venenverweilkaniile
sehr vorsichtig 1,5-2,0 cm unter die Nierenkapsel in Richtung oberer Nierenpol vorge-
schoben und zwischen 3.000 und 5.000 mikroverkapselte pLI subkapsulér transplantiert.
Anschlieend wurden die linke Niere und die Darmanteile in das Abdomen zuriickverla-
gert und weitere 9.000-15.000 mikroverkapselte pLI moglichst gleichméBig in die freie
Bauchhohle transplantiert. Mit unverkapselten pLI wurde entsprechend verfahren. Danach
wurde das Abdomen in zweischichtiger fortlaufender Nahttechnik verschlossen. Postopera-
tiv erhielten die Tiere einmalig Tramal® (Tramalhydrochlorid, Fa. Griinenthal GmbH; Aa-
chen) in einer Dosis von 0,2 ml/kg KG (0,5 ml Tramal/ml Aqua ad injectabilia) intramus-
kuldr zur Schmerzlinderung. Immunsuppressiva oder andere Medikamente wurden nicht

verabreicht.

3.2.2.4. Postoperative Nachsorge der Transplantat-Empfinger

Nach der Transplantation wurden die Tiere fiir mindestens 2h unter einer Infrarot-Lampe
gehalten und zunidchst stiindlich, spiter tdglich visitiert. Thr Fress- und Trinkverhalten,
Bewegung, Reaktionsfihigkeit, Gewichtzu- und abnahmen wurden beurteilt und téglich in
einem Bewertungsbogen protokolliert. Blutzuckerspiegel und Korpergewicht wurde in

ersten 10 bis 25 Tagen nach Transplantation tiglich, spiter 2x pro Woche gemessen.

23



3.3. Entnahme der Transplantate

Nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes (s. u.) erfolgte die Totung der Ratten mit an-
schlieender Organentnahme und Organpréparation. Dazu wurden die Ratten narkotisiert
(s. 0.), ihr Bauch rasiert und desinfiziert. In Riickenlage wurden die Tiere iiber eine Herz-
punktion komplett entblutet, das Blut in 10ml-Trasylol-EDTA-Spritzen (Fa. Braun) iiber-
fiihrt und fiir die Serumgewinnung weiter verarbeitet. Nach medianer Laparotomie wurde
der gesamte Bauchraum makroskopisch inspiziert, auf Tumoren und Infektionen unter-
sucht, sowie der Verbleib und die Lage der peritonealen Mikrokapseln dokumentiert und
photographiert. Die linke Niere mit dem subkapsuldren Transplantat, die rechte Niere als
Kontrolle, Teile des Pankreas, der Leber, der Milz, des Diinndarmes, des Rektums, des
Omentums und des Mesenteriums wurden freipréapariert und in 3,5% Formalin-Losung (Fa.
Otto Fischar GmbH & Co. KG; Saabriicken) bzw. in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt (s. u.).
Sofern den Organen Mikrokapseln anhafteten, wurden diese mit dem zugehorigen Organ-
teil fixiert. Frei bewegliche Mikrokapseln wurden iiber eine Peritoneal-Lavage mit physio-
logischer NaCl-Losung (Fa. Braun) gewonnen und umgehend lichtmikroskopisch analy-

siert und dokumentiert.

3.4. Gewebe-Einbettung und Gewebe-Fixierung

Die Mehrzahl aller histologischen und histochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit
erfolgte an Gefrierschnitten; sie bieten, verglichen mit Paraffinschnitten, einen sehr viel
besseren Erhalt der zu detektierenden Antigene; hingegen sind die morphologischen De-
tails bei Gefrierschnitten deutlich schlechter konserviert als bei Paraffinschnitten. In allen
Fillen richtete sich die Auswahl der reprasentativen Blocke nach der Qualitit der mit Ha-

malaun und Eosin gefdrbten Schnitte.

3.4.1. Priparation des Gefriermaterials

Das Frischgewebe (s. 0.) wurde vorsichtig, ohne es zu quetschen, mit dem Skalpell von
Fett, Bindegewebe, Gefilen und Lymphknoten befreit und in Blockchen von 0,5 cm Lén-
ge zerteilt. Die Gewebeblockchen wurden mit speziellem Einfriermedium (Tissue Tek, Fa.
Sakura Finetek Europe B. V.; Zoeterwoude, Holland) in Einfrierr6hrchen (Fa. Brand
GmbH; Wertheim) iiberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff bei -196°C tief gefroren.
Dieses Vorgehen ermoglichte die rasche Fixierung der zu detektierenden Antigene und
verhinderte die Bildung von Eiskristallen, welche die Zellstrukturen zerstéren. Die Aufbe-

wahrung der Blockchen iiber ldngere Zeitrdume erfolgte bei -80°C im Tiefgefrierschrank.
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3.4.2. Anfertigung von Gefrierschnitten

Mindestens eine Stunde vor Anfertigung der Schnitte wurden die Gewebeblocke bei -20°C
in den Kryostaten (Frigocut-N-2800, Fa. Reichert Jung; Bensheim) gelegt. AnschlieBend
wurden Sum dicke Schnitte im Kryostaten mit einem C-Messer (Fa. Leica; Nussloch) bei -
20°C angefertigt. Pro silanisiertem Objekttriger (Histobond™, Fa. Marienfeld; Lauda-
Konigshofen), der die Haftung der Schnitte deutlich verbessert, wurde ein Schnitt aufge-
tragen und fiir 2h bei Raumtemperatur (RT) zum Trocknen aufbewahrt. Gefrierschnitte, die
nicht sofort gefdrbt wurden, wurden paarweise Riicken-an-Riicken bis zur weiteren Ver-
wendung bei -20°C aufbewahrt. So eingefrorene bzw. tief gekiihlte Objekttriger wurden

dann vor der Fixierung langsam auf RT gebracht.

3.4.3. Anfertigung von Paraffinschnitten

Ein zweites Organteil wurde in 3,5% Formaldehyd-Losung fixiert, im Einbettungsautoma-
ten entwissert und in Paraffin eingebettet. Danach wurden 1pm dicke Paraffinschnitte am
Mikrotom (Histoslide 2000 R, Fa. Jung; Leica, Nussloch) hergestellt, im Wasserbad bei
50°C auf silanisierte Objekttrager (s. 0.) aufgetragen und bei 37°C iiber Nacht getrocknet

und bis zur weiteren Verarbeitung in Objekttriagerkédsten autbewahrt.

3.5. Histologie an Paraffin- und Gefrierschnitten

3.5.1. Himalaun-Eosin-Fiarbung

Um die Gewebemorphologie und ihre pathologischen Verdnderungen beurteilen zu kon-
nen, stellt die Hidmatoxylin-Eosin Fiarbung (H&E-Firbung) eine essentielle Routine-
Farbung dar. Die H&E gefiarbten Gefrierschnitte wurden nahezu bei allen Organen parallel
zu den histochemischen Firbungen angefertigt. Nach der Acetonfixierung der Gefrier-
schnitte bei 4°C (Fa. Backer; Deventer-Holland, Holland) fiir S5min, erfolgte fiir 7-10min
die Kernfarbung mit 1% wissriger Hamalaun-Losung nach Mayer (Fa. Merck; Darmstadt).
Danach wurden die Schnitte unter flieBendem Leitungswasser gebldut und anschlieBend
mit A. dest. mehrfach gespiilt. Die Cytoplasma-Kontrast-Firbung gegen den geférbten
Kern erfolgte fiir 1-3min mit einer 0,5% wissrigen Eosin-Losung (Fa. Merck). Mit dem
Zusatz von einem Tropfen Eisessig auf 100ml Farblosung konnte durch Abbruch des alka-
lischen Bléduens die Kontrastbildung erleichtert werden, so dass Cytoplasma, Bindegewebe
und Kollagenfasern kriftig rot gefirbt wurden. AnschlieBend wurde ausreichend mit A.
dest. gespiilt. Nach beendeter Firbung wurden die Schnitte iiber die absolute Alkoholreihe

(4x je Imin) und anschlieBend mit Xylol (Fa. Merck) entwéssert. Die Einbettung erfolgte
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konventionell mit dem Schnelleinbettmedium Pertex (Fa. Medite GmbH; Burgdorf). Mit
der H&E-Firbung wurde jedes Organ zunichst voruntersucht, um sicherzustellen, dass nur

hochwertiges Gefriermaterial in der dann folgenden Immunhistochemie verwendet wurde.

3.5.2. Dithizon-Firbung

Zur Unterscheidung der Langerhans-Inseln von den exokrinen Gewebebestandteilen wurde
die Zink-spezifische Dithizon-Fiarbung verwendet. Dazu werden 10mg Dithizon (Fa. Sig-
ma) in Iml Dimethyl-Sulfoxyd (Fa. Sigma) gelost. Dann werden 9ml HBSS dazupipettiert
und alles durch einen 0,2um Filter filtriert. Pro Schnitt wurden je 100ul fertige Dithizon-
Losung pipettiert und die sofort eintretende Féarbung des Gefrierschnitts lichtmikrosko-
pisch beurteilt. Die Zink-haltigen Betazellen wurden rot gefirbt, die Azinuszellen blieben

ungefirbt.

3.5.3. FDA/PI-Firbung

Die Vitalitit der Zellen wurde mit Hilfe von Fluoreszein-Diacetat (FDA, F 7378, Fa.
Sigma,) und Propidium-Jodid (PI, P 4170, Fa Sigma,) durch das Vorhandensein von cy-
toplasmatischen Esterasen direkt bestimmt. Das Verhiltnis von vitalen und avitalen pLI
kann sichtbar gemacht werden aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von vitalem und
avitalem Gewebe gegeniiber dem FDA. FDA passiert die intakte Zellmembran, wird in der
vitalen Zelle aktiv angereichert, von vorhandenen Esterasen hydrolytisch gespalten und zu
einem griinen Farbstoff verstoffwechselt. PI ist ein DNS-Fluorochrom, kann nur avitale
Membranen passiv durchdringen, reagiert dort mit den Nukleinsiduren und ergibt einen rot
fluoreszierenden Farbstoff. Dazu wurde 1mg FDA mit 1ml Aceton frisch angesetzt. Dann
wurden 1,5ul der Aceton/FDA-Losung zu 1ml Zellsuspension hinzugegeben und alles fiir
15min bei 37°C inkubiert. Kurz vor Aufbringen der Probe auf den Objekttriger wurden zu
diesem Gemisch ca. 10ul PI-Farbstoff gegeben. Die Probe wurde anschlieBend unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop bei 488nm Wellenldnge betrachtet und die Fluoreszenz mit einem
530 + 20nm Bandpass-Filter sichtbar gemacht. Anhand der Anzahl der rot und griin ge-
farbten Zellen wurde das Verhiltnis von vitalem und avitalem Gewebe geschitzt und so
die Vitalitdt der zu transplantierenden Zellen aus der Quersumme der betrachteten pLI be-

stimmt und dokumentiert.
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3.5.4. Trichrom-Firbung mit Lichtgriin nach Masson-Goldner

Mit dieser Fiarbung wurde das Bindegewebe der Organe dargestellt und beurteilt. Hierzu
wurde ein Farbekit mit fertigen Farbelosungen (Fa. Bio-Optica; Mailand, Italien) verwen-
det; die Zellkerne wurden schwarz, das Cytoplasma, Muskelfibrillen und azidophile Gra-
nula rot, Kollagene, Schleim und basophile Granula griin und die Erythrozyten gelb ge-
farbt. Dazu wurden die Gefrierschnitte mit A. dest. gespiilt, sodann je 6 Tropfen Losung A
und B (Hamatoxylin nach Weigert A und Himatoxylin nach Weigert B) fiir 10min auf die
Schnitte gegeben. Ohne eine weitere Spiilung wurden die Schnitte fiir 4min in 10 Tropfen
Losung C (Pikrinsdure) inkubiert. Danach wurden sie innerhalb von 3-4sec mit A. dest.
gespiilt und mit 10 Tropfen Losung D (Porceau-Fuksinsiure) fiir weitere 4min inkubiert.
Danach folgte kurzes Spiilen der Schnitte mit A. dest., sodann wurden 10 Tropfen Losung
E (Wolframatophosphorsédure) fiir 10min aufgetragen. Ohne vorheriges Waschen wurden
die Schnitte schrig gestellt und mit 10 Tropfen Losung F (Lichtgriin) fiir weitere Smin
inkubiert. AnschlieBend folgte griindliches Spiilen der Schnitte mit A. dest., ihre Dehydra-
tion in einer aufsteigenden Alkoholreihe, Entwésserung in Xylol und Eindeckung mit Per-

tex (s. 0.).

3.6. Immunhistochemische Farbungen an Gefrierschnitten

3.6.1 Monoklonale Antikorper und polyklonale Antiseren

In Tab. 1 sind die in der Immunhistochemie verwendeten Ratten-spezifischen monoklonale
Antikorper (mAK) und polyklonalen Antiseren (AS) zusammengestellt. Alle mAk und AS
wurden mit Hilfe eines Antikorper-Verdiinnungsmediums (antibody diluent with
backgrount reducing components, Fa. Dako; Hamburg) verdiinnt und in den in der Tabelle
genannten Konzentrationen verwendet. Als Sekundérantikorper wurde ein mit Meerrettich-
Peroxydase (HRP) gekoppelter Ziege-anti-Maus Antikorper (Fa. Dako) in einer Verdiin-
nung von 1:100 fiir mAk, und ein mit HRP gekoppelter Goat-anti-Guinea-Pig Antikdrper
(Fa. Rockland, Gilbertsville; USA) in einer Verdiinnung von 1:1.000 fiir AS verwendet.
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Tabelle 1: Die in dieser Arbeit verwendeten Ratten-spezifischen, bzw. mit Rattengewebe kreuz-
reagierenden monoklonalen Primidrantikdrper (mAk) und Antiseren (AS).

Bindungs- Zellart Firma Code Arbeits- Herkunft
Spezifitit des Funktion Nummer Verdiinnung des
mAKk/AS mAKk/AS
CD4 T- Serotec; MCA372 1:1000 Ms-anti-Ra
Helferzellen Eching
CD8 Cytotoxische Serotec; MCA46 1:1000 Ms-anti-Ra
T-Zellen Eching
ED-1 Makrophagen Serotec; MCA341R 1:1000 Ms-anti-Ra
Eching
HIS48 Granulozyten Serotec; MCA947 1:20 Ms-anti-Ra
Eching
Anti-rPH(B) Fibroblasten- Acris AF-5110 lpug/ml Ms-anti-Ra
marker
NK Natiirliche Serotec; MCA1427F 4ug/ml Ms-anti-Ra
Killerzellen Eching
Tumor- Serotec;
TNFa Nekrose Eching PR-370 1,5ug/ml Ka-anti-Ra-AS
Faktor o
Insulin Betazellen Dako; A-0564 1:75 Me-anti-Schw-
Hamburg AS (Hum, Ra)
Glukagon Alphazellen Dako; A-565 1:75 Ka-anti-Schw-
Hamburg AS (Hum, Ra)
Somatostatin Deltazellen BioGenex; Ab042(P) Gebrauchs- Ka-anti-Hum-
Hamburg fertig AS (Schw, Ra)
Pankreatisches PP-Zellen BioGenex; ARO066-5R, Gebrauchs- Ka-anti-Hum-
Polypeptid Hamburg IgG fertig AS (Schw, Ra)

Erkldrungen: Ms = Maus; Ra = Ratte; Me = Meerschwein; Ka = Kaninchen; Schw = Schwein;
Hum = Human

3.6.2. Firbung endokriner Pankreaszellen auf Gefrierschnitten

Die im Folgenden beschriebene Farbung wurde fiir den Nachweis von Insulin, Glukagon,
Somatostatin und pankreatischem Polypeptid in pLI und in den LI der Ratte verwendet.
Die primidren Antiseren — aus Meerschweinchen und Kaninchen gewonnen — reagieren mit

humanen und porzinen Zellen und kreuzreagieren mit Rattenzellen.

Die indirekte Zweischritt-Methode gewihrleistet gegeniiber der direkten Einschritt-
Nachweismethode eine hohere Sensitivitdt und produziert so ein zuverlédssiges und repro-
duzierbares Farberesultat. Bei der direkten Methode wird das Enzym direkt an den Primar-
Antikorper gekoppelt. Bei der indirekten Methode dagegen ist das Enzym an ein sekundi-

res Reagenz gebunden, das zusétzlich fiir die Verstiarkung des Antigen-Bindungsvorganges
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sorgt. Jede Farbung enthielt sowohl positive als auch negative Kontrollschnitte, um zu ge-
wihrleisten, dass (1) das Firbesystem methodisch-technisch einwandfrei durchgefiihrt
wurde und (2) positive oder negative Farbungen spezifisch waren. Schnitte fiir die Positiv-
kontrollen wurden von Gewebeblocken vorbereitet, in denen das gesuchte Antigen zuvor
bereits sicher nachgewiesen worden war. Schnitte fiir die Negativkontrollen wurden vom
gleichen Gewebeblock entnommen. Statt des Priméir-Antikdrpers wurde jedoch ein Anti-
korper gleichen Isotyps verwendet, der mit dem zu untersuchenden Gewebe nicht reagier-

te.

Zunichst wurden die Gefrierschnitte fiir 10min in Aceton (bei 4°C) fixiert, anschliefend
fiir 15min bei RT getrocknet. Es folgte zunichst die Blockierung der endogenen Peroxida-
se mit Hilfe eines Methanol-Wasserstoffperoxid-Gemisches (200ml Methanol + 3ml
30%iges H,0O,). Die Inkubation erfolgte fiir 15min bei RT, um unspezifische endogene
Peroxidase-Reaktionen auszuschlieen. Danach wurden die Schnitte 3x mit PBS (phospha-
te-buffered-saline), pH 7,4, auf dem Schiittelgerit gewaschen. Nach dieser Vorbehandlung
wurden die Gewebeantigene nun fiir 10min bei RT mit einem Proteinblock (Normal-Goat
Serum, Fa. BioGenex; San Ramon, CA, USA; Vertrieb durch Dr. Sartori, Hamburg) abge-
sattigt, um mogliche unspezifische Antikorper-Reaktionen zu verhindern. Damit wird die
unspezifische Anlagerung des Primirantikorpers an Kollagen- und Bindegewebestrukturen
vermieden. Als Primdrantikorper (100ul) wurden die mit Rattengewebe kreuzreagierenden
polyklonalen Antiseren (s. Tab. I) gegen Insulin, Glukagon, Somatostatin und pankreati-
sches Polypeptid verwendet. Die Primirantikorper wurden mit Hilfe eines Hintergrund-
reduzierenden Antikorper-Verdiinnungsmediums (Fa. Dako) in der jeweils angegebenen
Verdiinnung angesetzt. Die Inkubation der Schnitte erfolgte {iber Nacht bei 4°C im Kiihl-
schrank. Danach wurden die Schnitte erneut griindlich 3x mit PBS gewaschen. Die beiden
Sekundérantikorper, der Ziege-anti-Meerschweinchen Antikorper (Fa. Rockland; Gilberts-
ville, USA) und der Ziege-anti-Kaninchen Antikorper (Fa. Dako), beide Meerrettich-
Peroxydase gekoppelt, wurden 1:1.000 und 1:100 in PBS plus 10% normalem Rattenserum
(Fa. Serotec) verdiinnt und auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubation der jeweils 100ul
Antikorper erfolgte fiir 30min bei RT. Danach wurde 3x griindlich mit PBS gewaschen.
Als Firbesubstrat wurde Peroxid-Block-Kit (Fa. BioGenex) verwendet, das durch die en-
zymatische Wirkung der Peroxidase in einen braunlichen Farbstoff umgewandelt wird und
damit das gesuchte Antigen sichtbar gemacht. Zwei Tropfen 3,3-Diaminobenzi-

dintetrahydrochlorid (DAB) wurden entsprechend den Herstellerangaben zum gebrauchs-

29



fertigen Substratpuffer gegeben, nach dem Mischen zusitzlich noch 1 Tropfen Wasser-
stoffperoxyd (H,0,), und von diesem Gemisch wurden 1-2 Tropfen je Schnitt aufgetragen.
Die Inkubation erfolgte bei RT unter mikroskopischer Kontrolle fiir ca. 3min, bis eine aus-
reichende Firbeintensitit erreicht wurde. Sodann wurden die Schnitte kurz mit deionisier-
tem Wasser gewaschen. Nachfolgend erfolgte die Gegenfarbung mit Hiamalaun. Nach e-
neutem Waschen (s. 0.) wurden die Schnitte mit Alkohol (4x je 1min, Alkoholreihe) de-
hydriert und anschliefend mit Xylol (2x je 10min) (Fa. Merck) entwéssert und mit Pertex
(s. 0.) eingedeckt.

3.6.3. Immunhistochemische Fiarbungen des Transplantates

In einem anderen Verfahren wurden die Zellinfiltrate in den Transplantaten und den umge-
benden Geweben differenziert: Nach dem Fixieren der Gefrierschnitte fiir 10min in Aceton
(4°C), wurden diese fiir 15min bei RT getrocknet. Dann wurden die Schnitte griindlich mit
Tris-NaCl-Puffer, pH 7,4, 3x gewaschen. Sodann wurden sie mit Hilfe der in Tab. 1 spezi-
fizierten mAk/AS auf das Vorkommen diverser Zellart-spezifischer und Funktions-
spezifischer Antigene untersucht. Je 100ul Primidrantikorper wurden auf die Schnitte gege-
ben. Alle Antikorper wurden mit Tris-NaCl-0,5% BSA (bovine serum albumin, Fa. Serva
Elektrophoresis GmbH; Heidelberg) wie angegeben verdiinnt und iiber Nacht bei 4°C im
Kiihlschrank inkubiert. Am nichsten Tag wurde ein zweiter, HRP-markierter Ziege-anti-
Maus Antikorper (Fa. Dako) 1:100 verdiinnt auf die Schnitte gegeben (100ul; 30min bei
RT). Unerwiinschte Reaktionen, z. B. die Kreuzreaktivitit des Sekundirantikérpers mit
endogenen Immunglobulinen im Schnitt, wurden durch Verwendung eines priabsorbierten
Antiserums, d. h., eines Serums, das mit Immunglobulinen jener Spezies absorbiert wurde,
aus der der Gefrierschnitt stammt, unterbunden. In unserem Fall handelte es sich um nor-
males Rattenserum (IgG) fiir die Untersuchung des Rattengewebes. Die nédchsten Reakti-

onsschritte folgten wie in 3.6.2. beschrieben.

3.7. Lichtmikroskopische Auswertung und Dokumentation

Mit den histologischen und immunhistochemischen Firbungen (stets im Doppelansatz)
wurden die Gefrierschnitte systematisch mit einem Olympus BX50 Lichtmikroskop (Fa.
Olympus; Hamburg) analysiert und mit der Kamera PM-C35DX (Fa. Olympus) unter Ver-
wendung einer elektronischen Steuerung PM-CB20 (Fa. Olympus) und des NFK-Foto-

Projektivs (interne Vergrosserung 2,5x) dokumentiert. Mittels Lavage gewonnene Vital-
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praparate wurden ungefidrbt identisch analysiert. Die so gewonnenen Daten wurden tex-
tlich, tabellarisch und photographisch dokumentiert. Als Filmmaterial dienten Farbfilme
des Typs Fujichrome 64 Professional T. Die Intensitit der Farbreaktionen gegen die
untersuchten Antikdrper wurde semiquantitativ in fiinf Kategorien wir folgt unterteilt:

++++ sehr starke Farbreaktion

+++  starke Farbreaktion

++ schwache Farbreaktion

+ sehr schwache Farbreaktion

-- keine Farbreaktion
Die iiberwiegende Mehrzahl aller Schnitte in dieser Arbeit wurde unabhingig von der
Autorin geméll den o.g. Kategorien von einer zweiten Person abgelesen und ausgewertet,
um subjektive Ablesefehler und Fehler bei der Graduierung so weit wie moglich
auszuschalten. Nach entsprechender Einarbeitung betrug die Abweichung zwischen beiden

Personen maximal 1 Reaktionsstufe.

3.8. Verwendete Versuchsgruppen

Jung unbehandelt Adult unbehandelt Diabetes-Induktion

“ e “«
1 3 x 3 X 3
2 » Ay * 2 »
> > T o
Leerkapsel- STZ + mpLl STZ + mpLl
Implantation Kurzzeit-Funktion Langzeit-Funktion

Abb. 6: Schematische Darstellung aller fiir diese Arbeit
relevanten Versuchsgruppen und Eingriffe, einschlieBlich
der relevanten Kontrollen. Thre detaillierte Beschreibung
findet sich in Tab. 2. STZ, Streptozotozin, mpLl;
mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln.
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Tabelle 2. Ubersicht iiber die Versuchsgruppen und Eingriffe (geordnet nach Funktion ihrer
Transplantate), deren Organe in dieser Arbeit verwendet wurden.

Behandlung Funktions- Zeitpunkt
dauer der
Alter der | Anzahl und der
Versuchsgruppe Transplantate/
Ratten [n] Transplanta Organ-
. Implantate
tion entnahme
[Tage]
Jung unbehandelt 3 e -
Adult unbehandelt 3 | | e
Streptozotozin-behandelt 10 STz | —-- 5.-50. Tag
. L nach xITX
Leerkapsel-Implantation 2-5 Monate 18 eer 7-200
Jung nach
xITX, Kurzzeitfunktion 16 STZ + mpL1 220
Jung nach .
xITX, unverkapselt 20 STZ+pLI <5 keine
Adult nach
xITX, Kurzzeitfunktion 0,5-1,5 14 2-20 ab 50. Tag
Jahre STZ + mpLI nach xITX
Adult nach 14 > 50-405

xITX, Langzeitfunktion

Erklarungen: STZ, Streptozotozin; Leer, Leerkapseln; pLI, unverkapselte porzine Langerhans-Inseln;
mpLI, mikroverkapselte pLI; xITX, xenogene Insel-Transplantation.

Abbildung 5 stellt schematisch die in dieser Arbeit verwendeten Versuchsgruppen und

Eingriffe dar, die Tab. 2 gibt detailliert Auskunft iiber die Tiere, deren Gewebe in der

Folge untersucht wurden. Organe von jungen und adulten Wistar WU Ratten stammten

von unbehandelten Tieren, die altersgleich als Kontrollen fiir Ratten mit Kurzzeit- und

Langzeit-Funktion nach xITX dienten.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorbetrachtungen zum funktionellen Transplantationsergebnis

Von 64 Transplantationen wurden 20 mit unverkapselten pLI, deren Funktion spitestens
am Tag +5 versagte, und 44 mit Alginat-mikroverkapselten pLI in STZ-diabetischen
Wistar WU Ratten vorgenommen. Diese Ratten erhielten keine medikamentdse Immun-
suppression. Bevor sich die hiesige Arbeit wesentlichen Aspekten der Transplantat-
Morphologie sowie histologischen und immunhistochemischen Verdnderungen im Rezi-

pienten nach xITX widmet, wird die Funktion der 64 Transplantate in Abb. 7 noch einmal

graphisch dargestellt.
100%
— STZ + mikroverkapselte pLI
l']_l (n=44)
80% = STZ + unverkapselte pLlI |
c (n=20)
9
E ‘
S 60%
0
s
k- A B
o 40%
z ]
.
= —
20% -
0% : : : ‘
0 20 40 60 80 100

Normoglykamie nach xITX (in Tagen)

Abb. 7: Funktionsdauer unverkapselter und Alginat-mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln
in STZ-diabetischen Wistar WU Ratten: Die dunkelblaue Kurve zeigt nach Transplantation den
Prozentsatz der Ratten, bei denen der Blutzuckerspiegel normal bleibt (A: bis Tag +40
Transplantate mit Kurzzeit-Funktion; B: ab Tag +41 Transplantate mit Langzeit-Funktion). Die
Transplantation erfolgte stets ohne medikamentdse Immunsuppression. Die lilafarbene Kurve zeigt
die sehr kurze Funktionsdauer der Transplantate bis zum Tag +5, die nicht mikroverkapselt wurden.
*Transplantate, die innerhalb von 48 Stunden nach Transplantation versagten; xITX, xenogene
Inselzell-Transplantation.

Die zu untersuchenden Organe wurden je nach Transplantationsergebnis, d. h. der Dauer
der Normoglykédmie (die normalerweise im Bereich von 80-150mg/dl liegt) nach xITX

klassifiziert. In der Gruppe mit Transplantat-Kurzzeit-Funktion wurden Organe untersucht,
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die nur kurzzeitig Normoglykidmie induzierten, d. h. bis zum 40. postoperativen Tag. Die
Transplantate der Gruppe mit Langzeit-Funktion, funktionierten deutlich dariiber hinaus, in
Einzelfillen bis zu 502 Tagen (hier nicht gezeigt). Organe von Tieren mit primirer
Transplantat-Nichtfunktion (keine Funktion oder Funktionsverlust innerhalb von 48h nach

xITX) und Organe von Ratten mit unverkapselten pLI wurden hingegen nicht untersucht.

Gefiillte und zur Kontrolle auch leere Alginat-Mikrokapseln wurden sowohl frei in die
Bauchhohle als auch unter die linke Nierenkapsel transplantiert. Die durchschnittliche

GroBe der Mikrokapseln betrug 0,3-0,6 mm.

4.2. Mikroskopische Untersuchungen leerer Alginat-Mikrokapseln nach
verschiedenen Expositionszeiten in vivo

Als Beweis dafiir, dass das von uns verwendete Alginat in vivo biokompatibel ist, wurden

leere Alginat-Mikrokapseln (n=18) in unbehandelte Wistar WU-Ratten implantiert und

nach 7, 14, 21, 50, 100 und 200 Tagen explantiert. Sie wurden sodann einer

makroskopischen und mikroskopischen Analyse (Vitalmikroskopie, Immunhistochemie)

unterzogen.

4.2.1. Vitalmikroskopie von Leerkapseln nach Lavage aus dem Peritoneum

Keines der Tiere mit Leerkapsel-Implantaten zeigt bei der makroskopischen Inspektion in
irgendeiner Weise Verdnderungen der &dusseren und inneren Organe oder der linken
Nieren. Des Weiteren ergaben sich bei der makroskopischen Inspektion nach Eroffnung
der Bauchhohle keine Hinweise fiir das Auflosen, Zerbrechen oder Zerquetschen der leeren
Alginat-Mikrokapseln. Alle intraperitoneal implantierten leeren Mikrokapseln waren auch
ohne Mikroskop gut sichtbar, frei und leicht beweglich. Es wurden keine Kapsel-
Aggregate entdeckt. Mittels Lavage (Spiilung mit PBS) wurden eine grosse Anzahl leerer
Mikrokapseln wiedergewonnen. Bei der mikroskopischen Inspektion (Abb. 8) zeigten sie
ihre mechanisch stabile und wurspriingliche runde Form und iiberwiegend glatte
Oberfldchen. Ausser den verunreinigenden non-adhérenten Zellen des Peritoneums (in der

Spiillosung) erkennt man nur vereinzelt adhirente Zellen auf den Kapseloberfldchen.
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Tag 0 Tag +7

Tag +14 Tag +21 __ RS

Tag+50 ¥ Tag +100

Abb. 8: Leere Alginat-Mikrokapseln, die nach verschiedenen Implantationszeiten mittels
Lavage aus dem Peritoneum unbehandelter Wistar WU Ratten wiedergewonnen wurden. Tag 0:
Leere Alginat-Mikrokapseln vor der Implantation; die Mikrokapseln vom Tag +200 gleichen
jenen vom Tag +100 und sind hier nicht dargestellt. Alle Mikrokapseln haben ihre
urspriingliche runde Form und Grésse beibehalten. Ausser den verunreinigenden non-
adhirenten Zellen des Peritoneums (*) erkennt man nur einzelne adhirente Zellen auf den
Kapseloberflichen (Pfeile). Vergrosserungen: Tag 0, Tag +7, Tag +100 = x60; Tag +14 = x280;
Tag +21, Tag +50 = x120.

4.2.2. Leerkapseln unter der Nierenkapsel
4.2.2.1.Vitalmikroskopie nach Explantation
Die makroskopische Inspektion der Leerkapsel-Implantate unter der linken Nierenkapsel
zeigten ebenfalls keine Fibrosen oder GefidBneubildungen in unmittelbarer Nihe der
Implantate. Es ergaben sich keine Hinweise auf irgendwelche Verdnderungen oder
Schéddigungen der linken Nieren oder angrenzenden inneren Organe infolge der Implan-

tation und im Vergleich zu den unbehandelten rechten Nieren. Die grobe mikroskopische
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Inspektion der Leerkapseln unter der linken Nierenkapsel (Operationsmikroskop,
Vergrosserung x20) zeigte transparente Kapseln mit unveridnderter runder Form (Abb. 9).
Auch hier gab es keine Hinweise fiir ein Auflosen, Zerbrechen oder Zerquetschen der

Leerkapseln. Dies galt fiir alle oben genannten Expositionszeiten.

Abb. 9: Implantat mit leeren Alginat-Mikrokapseln unter der linken Nierenkapsel einer
Wistar WU Ratte (Tag +200 nach Implantation). Die einzelnen Mikrokapseln sind gut
sichtbar, transparent und rund. Fibrosen und Gefidneubildungen in unmittelbarer Nihe
des Implantates sind nicht erkennbar. Tag +7, Tag +21, Tag +50 und Tag +100 zeigten
keine Unterschiede zu Tag +200.

4.2.2.2. Histologie und Immunhistochemie nach Explantation
H&E- und Masson-Goldner-Trichrom-Firbungen wurden als Ubersichtsfarbungen fiir die

Darstellung der explantierten Organe verwendet. Mit ihrer Hilfe kann man morphologische
Veridnderungen in und an den Organen nach Implantation sichtbar machen. Sofern mor-
phologische Veridnderungen mikroskopisch sichtbar waren, wurden die Gewebe immun-
histochemisch detaillierter untersucht. Tabelle 3 zeigt zelluldre Infiltrationen von T-
Helferzellen (CD4), cytotoxischen T-Zellen (CDS8), und Makrophagen (ED-1) zu den ver-
schiedenen Expositionszeiten. Diese wurden lediglich bis zum 21. Tag nach Implantation
beobachtet, danach nicht mehr. Infiltrationen von Granulozyten und erythroiden Zellen
(HIS48), natiirlichen Killerzellen (NK) und Fibroblasten (FIB) waren insgesamt sehr
schwach. Hinweise auf TNFa-positive Zellinfiltrate gab es nicht. Diese Befunde werden in

Abb. 10 dokumentiert.
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Tabelle 3: Histologie und Immunhistochemie der linken Niere und der leeren Alginat-
Mikrokapseln unter der linken Nierenkapsel nach unterschiedlichen Expositionszeiten in Wistar
WU Ratten (jeweils n=3).

Linke Niere Histologie Immunhistochemie
InTlgf:n‘t‘:tcil;n H&E | TRI | CD4 | CD8 | ED-1 | HIS48 | NK | FIB | TNFa

+7 +) +) ++ + +++ +) - + -
+14 +) +) - + ++ +) +) +) -
+21 +) +) ++ + ++ +) (+) (+) -
+50 ® | ®H | - - + ® | ®H | @ -
+100 - - - - - - - - -
+200 - - - - - - - - -

— = negativ; (+) =sehr schwach positiv; + = schwach positiv: ++ = positiv; +++ = stark positiv;
++++ = sehr stark positiv. CD4 = T-Helferzellen, CD8 = cytotoxische T-Zellen; ED-1 =
Makrophagen; HIS48 = Granulozyten und erythroide Zellen; NK = Natiirliche Killerzellen; FIB =
Fibroblasten; TNFa = Tumornekrosefaktor a; H&E = Hamalaun-Eosin-Farbung; TRI = Masson-
Goldner-Trichrom-Firbung.
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Abb. 10: Immunhistochemie der zelluliren Infiltrate (Pfeile) nach Implantation leerer Alginat-
Mikrokapseln (unter der linken Nierenkapsel; Tag +21); (A) CD4; (B) CDS8; (C) ED1; (D) NK-Zellen.
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4.3. Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen Alginat-mikrover-
kapselter porziner Langerhans-Inseln nach verschiedenen Transplantations-
zeiten in vivo

Zwei Tage nach der Isolierung und einen Tag nach ihrer Mikroverkapselung mit dem

Alginat und erneuter Kultivierung wurden die mpLI in diabetische Wistar WU-Ratten

unter die linke Nierenkapsel (ca. Y4 der Transplantatmenge, entsprechend 3.000-5.000

Mikrokapseln) und gleichmifig verteilt frei in die Bauchhohle (ca. % des Transplantates,

entsprechend 9.000-15.000 Mikrokapseln jeweils mit 5-11 IEQ/Kapsel) transplantiert.

Vor den nachfolgenden histologischen (Gegenstand der hiesigen Arbeit), zellbiologischen
oder serologischen Detailanalysen zu unterschiedlichen Zeiten nach Transplantation
wurden Empfianger und Transplantate unter dem Operationsmikroskop einer eingehenden
Inspektion unterzogen. Keine Ratte zeigte irgendwelche Auffilligkeiten der inneren oder
dusseren Organe, mit Ausnahme jener, die nach Wiederauftreten des Diabetes
hyperglykdamisch wurden: Sie zeigten Gewichtsverlust, Polyurie, Adynamie und
Wundheilungsstorungen. In keinem Fall wurden — als Folge der Transplantation —

vergroflerte oder verkiimmerte Organe gesichtet, ebenso keine Tumoren.

4.3.1. Immunhistochemie des Empfinger-Pankreas

4.3.1.1. Diabetische Ratten

Um sicherzustellen, das STZ einen dauerhaften Diabetes im Empfinger induziert, und es
nicht zu einer spontanen Regeneration der Empféanger-eigenen Betazellen kommt, wurden
nicht nur die Blutzuckerwerte und das Gewicht kontrolliert, sondern das Pankreas von 10
Ratten zwischen dem 5. und 50. Tag nach STZ-Induktion (vergl. Tab. 2) immunhistoche-
misch auf residuale Betazellen analysiert. Das Ergebnis war fiir alle Ratten identisch, d. h.
es waren nur noch vereinzelt Betazellen im Empfinger-eigenen Pankreas innerhalb dieser
Zeitspanne nachweisbar (Abb. 11). Die iiberwiegende Mehrzahl der Inseln waren zum

Zeitpunkt der Transplantation — wie erhofft — , leer*.
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Abb. 11: Immunhistochemie des Rattenpankreas mit einem anti-Insulin-Antikorper. (A) Das Pankreas
einer gesunden, unbehandelten Ratte mit zwei gut ausgebildeten Insulin-positiven Langerhans-Inseln
(Vergrosserung x20). (B) Das Pankreas einer STZ-diabetischen Ratte (bereits am Tag +7), das nach

Insulin-Farbung kaum noch intakte Betazellen (Pfeile) in der Langerhans-Insel aufweist
(VergroBerung 40x).

4.3.1.2. Transplantierte Ratten

Um ggf. die Regeneration des Empfinger-eigenen Pankreas zu beurteilen, wurden die glei-
chen Untersuchungen wie in 4.3.1.1. nun am Pankreas von Ratten mit einem kurzfristig
funktionierenden Inselzell-Transplantat (n=30) oder einem langfristig funktionierenden
Inselzell-Transplantat (n=14) wiederholt. Abbildung 12 dokumentiert, dass Tiere mit nur
kurz funktionierenden Inselzell-Transplantaten (unter der Nierenkapsel oder im Perito-
neum) offenbar weniger Insulin-positive Betazellen in ihrem eigenen Pankreasgewebe
aufweisen (Abb. 12A) als Tiere mit langfristig funktionierenden Inselzell-Transplantaten
(Abb. 12B). Wenn Insulin-positive Zellen sichtbar waren, war dies nur in ca. 30% der Lan-
gerhans-Inseln der Fall, alle iibrigen Inseln waren unverédndert ,,leer* (nicht dokumentiert),

wie dies auch in der H&E-Firbung bestitigt und dokumentiert wurde.
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Abb. 12: Immunhistochemie des Empfinger-eigenen Pankreas mit einem anti-Insulin-Antikorper.
(A) Das Pankreas einer Ratte (mit kurzfristig funktionierendem Inselzell-Transplantat; Tag +40)
zeigt nur wenige schwach positive Betazellen (Gefrierschnitt). Die gepunktete Linie zeigt die
Umrisse der ehemaligen Langerhans-Insel und der Stern weist auf restliche Insulin-positive Zellen
im STZ-zerstorten eigenen Pankreas hin. (B) Das Pankreas einer Ratte (mit einem langfristig
funktionierenden Inselzell-Transplantat; Tag +400) zeigt hingegen eine viel groflere Anzahl
restlicher Insulin-positiver Betazellen (Paraffinschnitt); Vergroerungen 40x.

4.3.2. Mikroskopie der Transplantate

4.3.2.1. Vitalmikroskopie der Transplantate aus dem Peritoneum

Die Inspektion der Transplantate, nach Téten der Wistar WU Ratten und Eroffnen ihrer
Bauchhohle, ergab unter dem Operationsmikroskop bei 20facher VergroBerung keine
Hinweise fiir das Auflosen, Zerbrechen oder Zerquetschen der Alginat-Mikrokapseln. Die
iiberwiegende Mehrzahl der Mikrokapseln war auch ohne Mikroskop sehr gut sichtbar
(Abb. 13): als freie Mikrokapseln im gesamten Abdomen (A), zu groBleren oder kleineren
Aggregaten zusammengewachsen mit einem Zugang zu GefidBlen, bzw. als Aggregate stets
in unmittelbarer Nihe von Leber (B), Diinndarm (C), Milz (D), Pankreas und Omentum
major (nicht gezeigt). Ausgedehnte Fibrosen waren unter dem Operationsmikroskop nicht
sichtbar. Auffillig war die ausgeprigte Neo-Vaskularisierung einzelner Mikrokapseln im
Peritoneum bzw. der Kapselaggregate — stets im Bereich von Leber, Milz, Pankreas und
Diinndarm. Im Fall der Aggregate hatte man den Eindruck, dass es sozusagen zur
,Neubildung von Inselorganen“ gekommen war. Diese Beobachtung stand in
ausgepragtem Gegensatz zu den Leerkapsel-Implantaten. Abbildung 14 zeigt zwei einzelne
Mikrokapseln aus dem Omentum major mit einer sehr stark ausgeprigten Neo-

Vaskularisierung. Feine und feinste Kapillaren umspannen die Kapseln netzformig.
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Abb. 13: Explantierte mpLI (Pfeile) aus einer Wistar WU Ratte am Tag +300; (A) Alginat-
Mikrokapseln liegen vereinzelt frei auf dem Abdomen oder als Aggregate mit GefdBBanschluss auf der
Leber (VergroBerung x20), (B) zwischen Leber und Diaphragma (Vergroferung x20), (C) auf dem
Diinndarm (VergroBerung x40) und (D) auf der Milz (Vergroferung x20).

Abb. 14: Mittels Lavage aus dem Peritoneum wiedergewonnene mpLI mit einer stark
ausgeprigter Neo-Vaskularisation. VergroBBerungen (A: x20; B: x40).
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Um zu priifen, ob die Mikrokapseln auch nach ldngeren Expositionszeiten in vivo noch
funktionelle Zellen enthalten, wurden sie nach Lavage aus dem Peritoneum in Dithizon-
haltiger Losung aufgenommen (s. 3.5.2.). Dithizon farbt Insulin-positive Betazellen rot;
tote Zellen werden nicht gefiarbt. Abbildung 15 zeigt vier Mikrokapseln nach Lavage aus
dem Peritoneum (Tag +300); links wurden die Kapseln in PBS aufgenommen, rechts
erkennt man zahlreiche DTZ-positive Betazellen; damit ist gezeigt, dass auch nach 300

Tagen im Peritoneum Inselzellen unter den dortigen Bedingungen iiberleben.

Abb. 15: (A) mpLI unmittelbar vor der Transplantation am Tag O (Durchlicht); (B) diese mpLI zeigen
zahlreiche DTZ-positive Zellen im Kapselinneren (Tag 0); (C) mittels Lavage aus dem Peritoneum
wieder gewonnene mpLlI, in PBS aufgenommen (Durchlicht; Tag +300); beide Mikrokapseln sind nach
der langen Zeit mechanisch stabil und haben ihre urspriingliche runde Form behalten; sie zeigen eine
diskrete Fibrosereaktion, d. h. einige adhidrente Zellen auf den Kapseloberflichen; (D) im
Kapselinneren sind immer noch DTZ-positive, d. h. Insulin-produzierende Zellen, erkennbar;
zahlenmiBig sind sie jedoch stark reduziert (vergl. dazu A und B); VergroBerungen: A 10x, B 10x, C
20x, D 10x.
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4.3.2.2. Mikroskopie der Transplantate unter der linken Nierenkapsel

Bei der mikroskopischen Inspektion der linken Nieren und ihrer Transplantate ergaben sich
keine Hinweise fiir das Auflosen, Zerbrechen, Zerquetschen oder Verschwinden der
Mikrokapseln, bzw. irgendwelche morphologischen Veridnderungen an den Nieren selbst —
stets im Vergleich zur rechten unbehandelten Kontrollniere. Alle Transplantate waren auch
ohne Mikroskop leicht wieder findbar (Abb. 16). Bemerkenswert war, dass je nach
Transplantat-Funktion stidrkere Fibrosen (Transplantat-Kurzzeit-Funktion, Abb. 16C; vergl.
dazu Abb. 16A und Abb. 16B als Kontrolle unmittelbar nach Transplantation am Tag 0)
und schwéchere Fibrosen (Transplantat-Langzeit-Funktion, Abb. 16D) erkennbar waren.
Beziiglich der Neo-Vaskularisierung der Transplantate verhielt es sich genau umgekehrt:
Die Kurzzeit-Transplantate waren nicht bis schwach vaskularisiert (Abb. 16C), wihrend
die Langzeit-Transplantate stark vaskularisiert waren, d. h. jede einzelne Mikrokapsel des
Konglomerates war von Kapillaren netzartig umgeben (Abb. 16D). Dieses gilt

gleichermalen fiir das die Nieren umgebende Fettgewebe.
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Abb. 16: (A) Linke Niere unmittelbar vor der Transplantation (Tag 0). Dargestellt ist die Kaniile, mit
deren Hilfe die mpLI unter der Nierenkapsel ,,abgelegt werden. (B) Linke Niere unmittelbar nach
der Transplantation der gut erkennbaren mpLI (Tag 0). Pfeile weisen auf die Stelle, wo zuvor die
Kaniile platziert war. (C) Linke Niere mit stark fibrosierten und gering neo-vaskularisierten
Mikrokapseln (unter der Nierenkapsel) zum Zeitpunkt der Explantation am Tag +40. (D) Linke Niere

mit geringer fibrosierten und stirker neo-vaskularisierten Mikrokapseln (unter der Nierenkapsel) zum
Zeitpunkt der Explantation am Tag +300.
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4.3.3. Histologie der Transplantate

H&E- und Masson-Goldner-Trichrom-Firbungen dienten als Ubersichtsfirbungen, um
Verinderungen an den explantierten Organen und Transplantaten sichtbar zu machen. Wie
schon oben erwihnt, waren auch histologisch keine Veridnderungen an den abdominellen
Organen, Leber, Milz, Pankreas, Diinndarm, Nieren und Omentum erkennbar. Anders ver-
hielt es sich bei den Transplantaten, die in aller Regel von einem stédrkeren Fibrosering
oder einem schwicheren Fibrosering umgeben waren. Je nach Stérke der Fibrosierung wa-
ren seltener oder haufiger zellulidre Infiltrationen in den interkapsulidren Rdumen sichtbar.
Bei Tieren mit Kurzzeit-Funktion war das Infiltrat stirker ausgeprigt als bei Ratten mit

Langzeit-Funktion. Um hier ein genaueres Bild zu erhalten, wurden die Infiltrate von 30

Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion und 14 mit Langzeit-Funktion detaillierter analysiert.
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Abb. 17: H&E-Firbung. Explantate mit Kurzzeit-Funktion aus dem Peritoneum (Tag +40); (A) am
Darm, VergroBerung 4x; (B) am Pankreas, Vergroferung 10x und (C) am Omentum, Vergroerung
10x und (D) an der Leber, VergroBerung 40x. Auffillig sind die starke Fibrose und die ausgepréigten
Zellinfiltrate in den Interkapsulédrraumen.
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Abb. 18: Masson-Goldner-Fiarbung. Explantate mit Kurzzeit-Funktion aus dem Peritoneum (Tag +40);
(A) am Darm; VergroBerung 4x; (B) am Pankreas; VergroBerung 10x und (C) am Omentum;

Vergrosserung 10x und (D) an der Leber; VergroBerung 40x. Fibrose und Zellinfiltrate sind auf Grund
ihrer unterschiedlichen Farbung gut differenzierbar.

Abbildungen 17 und Abb. 18 zeigen eine starke Fibrose sowie starke zelluldre Infiltrate in
den interkapsuldren Rdumen der Kapselaggregate am Darm, am Pankreas, im Omentum
und an der Leber bei Tieren mit Kurzzeit-Funktion. Die Neo-Vaskularisierung ist nur
schwach ausgeprigt und beschrinkt sich ausschlieBlich auf den interkapsuldren Raum. Die
Kapillaren liegen stets an der Peripherie des Fibroseringes, sie durchdringen ihn nicht und
wachsen auch nicht in die Alginat-Mikrokapseln ein. Dies gilt fiir die Kapseln im Perito-

neum ebenso wie fiir jene unter der Nierenkapsel (Abb. 19).
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Abb. 19: H&E-Firbung. Explantat mit Kurzzeit-Funktion unter der linken Nierenkapsel (Tag
+40). Kapillaren (Pfeile) liegen in der Peripherie des Fibroseringes, sie durchdringen ihn nicht
und wachsen auch nicht in die Alginat-Mikrokapseln ein; VergroBerung 40x.

Grundsitzlich unterscheiden sich Fibrose, Zellinfiltration und Neo-Vaskularisierung der
Explantate mit Kurzzeit-Funktion in Stirke und Ausdehnung im Peritoneum und unter der
Nierenkapsel nicht (Abb. 20A, Tag +40; Abb. 20B, Tag +7, Abb. 20C, Tag +30, Abb. 20D,
Tag +33, Abb. 20E, Tag +40 und Abb. 20F, Tag +7, beide Masson-Goldner-Fiarbung). Das
Nierenrindengewebe ist morphologisch unveridndert. Die Alginat-Mikrokapseln konnen

fehlen oder schrumpfen in Folge der Organpriparation und -fixierung.
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Abb. 20: H&E- und Masson-Goldner-Fiarbungen. Explantate mit Kurzzeit-Funktion

unter der
linken Nierenkapsel; Vergroerungen 10x: (A) am Tag +40; (B) am Tag +7, (C) am Tag +30, (D)

am Tag +33; insgesamt zeigen die Explantate eine starke Fibrose und beinhalten ausgeprigte

Zellinfiltrate; das Nierenrindengewebe ist jedoch nicht veridndert; (E) (Tag +40) und (F) (Tag +7)
zeigen die Fibrose besonders deutlich mit der Masson-Goldner-Farbung.
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Bei den Tieren mit Langzeit-Funktion hingegen waren die Explantate von einem
schwicheren Fibrosering (Abb. 21) umgeben, mit sehr viel geringeren zelluldren Infiltrate
in den interkapsuldren Raumen (Abb. 22) und ausgeprigter Neo-Vaskularisierung (Abb.
23). Wiederum waren histologisch keine Verdnderungen an den abdominellen Organen,

Leber, Milz, Pankreas, Diinndarm, Niere und Omentum zu erkennen.

D
=

Abb. 21: H&E-Firbung. Explantate mit Langzeit-Funktion aus dem Peritoneum (Tag +350); (A) am
Darm, VergroBierung 10x; (B) vom Pankreas (eingewachsen), Vergroferung 4x; (C) im Omentum,
VergroBerung 10x; (D) an der Leber: Insgesamt zeigen sie eine geringe Fibrosierung und schwache
Zellinfiltrationen im interkapsuldren Raum, Vergroferung 20x.
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Abb. 22: Explantate mit Langzeit-Funktion unter der Nierenkapsel (Tag +350); (A) H&E-Firbung
mit vergleichsweise schwicherer Fibrose, die mit der Masson-Goldner-Fiarbung (B) bestitigt wird,
VergroBerungen 10x.

Fiarbung zeigt eine gut ausgeprigte Neo-Vaskularisierung (rot-orange gefirbte Erythrozyten) in den
interkapsuldren Rdumen. Auch hier umranden die Kapillaren den Fibrosering, dringen aber nicht in
ihn ein. VergroBerung 20x.

50



4.3.4 Die Sepsis als ein besonderes und unerwartetes Ereignis nach Transplantation
In einer der 30 Ratten mit einem Kurzzeit-Transplantat beobachteten wir am Tag +7 nach
Transplantation eine schwere Sepsis mit Organbeteiligung und septischem Schock (Abb.
24). Als Folge brachen das Kreislaufsystem und das Immunsystem des Empfingers zu-
sammen, und es kam zu einem Multiorganversagen. Bei der makroskopischen Inspektion
zeigte die Wistar WU Ratte schwere Veridnderungen und Verwachsungen der inneren Or-
gane. H&E- und Masson-Goldner-Trichrom-Firbungen dienten als Ubersichtsfirbungen,
um die gravierenden Verdnderungen an den explantierten Organen und dem Transplantat
sichtbar zu machen. Es gab alle Anzeichen einer generalisierten Entziindungsreaktion mit
sehr starken Zellinfiltraten im extrazelluldren Raum der inneren Organe und im interkapsu-

laren Raum der Alginat-Mikrokapseln.
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Abb. 24: H&E-Firbung. Schwere morphologische Verdnderungen im Pankreas einer Wistar
WU Ratte in Folge einer generalisierten Sepsis am Tag +7 nach Transplantation von mpLlI ins
Peritoneum (VergroBerung 10x). Erkennbar sind starke Zellinfiltrationen und ein generalisierter
Organzerfall.
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Abb. 25: Masson-Goldner-Fiarbung. Explantierte Alginat-Mikrokapseln (mit porzinen Langerhans-
Inseln) aus einer septischen Ratte am Tag +7 nach Transplantation: (A) mpLlI, die ins Pankreas
eingewachsen sind; Vergroferung 20x. (B) mpLI im Omentum; Vergréerung 40x. (C) mpLI im
Diinndarm; das Zellinfiltrat dringt in die Alginat-Mikrokapsel ein (Pfeile); Vergroerung 60x. (D)
mpLI auf der Leber; VergroBerung 20x.

Im Transplantat scheinen die Inselzellen vesikuliert zu sein (Abb. 25A), die Alginat-Mikrokapseln
verlieren ihre runde Form und 16sen sich auf (Abb. 25B und Abb. 25C), und die zelluldren Infiltrate
durchdringen die Kapseln und zerstoren die Inselzellen (Abb. 25C und Abb. 25D). Trotz der Sepsis
konnte man am Tag +7 zwar noch einzelne Insulin-positive Betazellen identifizieren, die Masse der

Zellen war jedoch nicht vital und zeigte kein Insulin (Abb. 26).
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Abb. 26: Anti-Insulin-Firbung. Explantierte Alginat-Mikrokapseln (mit porzinen
Langerhans-Inseln) aus einer septischen Ratte am Tag +7 nach Transplantation: (A)
Subkutan aus dem Peritoneum; (B) auf der Leber; es gibt nur noch sehr wenige Insulin-
positive Betazellen im jeweiligen Transplantat; Vergroferungen 40x.
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4.3.5. Immunhistochemie der Transplantate

Die entnommenen Transplantate, bestehend aus den itiberwiegend aggregierten mpLI mit
den interkapsuldren Raumen, wurden immunhistochemisch gefarbt und differenziert unter-
sucht. Schwerpunkte dabei waren Analysen (1) der Insulin-produzierenden Betazellen im
Transplantat, (2) der Fibrose der Mikrokapseln und (3) der interkapsulidren Zellinfiltrate.
Dazu wurden Primirantikorper gegen folgende Zellmarker -eingesetzt: Insulin,
Fibroblasten, CD4, CDS8, ED-1, HIS48, NK Zellen und TNFo. Wie schon zuvor, wurden
Transplantate mit Kurzzeit-Funktion und Langzeit-Funktion vergleichend untersucht. Es
war beabsichtigt, auf der Basis der Ergebnisse eine Kinetik der Zellinfiltration und damit

indirekt auch der Transplantat-Funktion zu erstellen.

4.3.5.1. Insulin-positive Zellen in Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion

Peritoneum und Nierenkapsel

Abbildung 27 zeigt, dass auch 4 Wochen nach Transplantation Insulin-positive Zellen im
Peritoneum und unter der Nierenkapsel zu identifizieren sind. Hierbei handelt es sich
durchaus um groBere Inseln und/oder Inselfragmente. Nur wenige Einzelzellen in den Mik-
rokapseln bleiben ungefirbt. Da es sich um Schnittpriparate handelt, und die Mikrokapseln
durchaus unterschiedlich dicht gefiillt sind, trifft man nicht in jeder Schnittebene auf eine

Insel.

Abb. 27: Anti-Insulin-Fiarbung von zwei Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion (Tag +29) aus dem
Peritoneum (A) und unter der Nierenkapsel (B). Die in den Kapseln verbliebenen Inseln/Inselfragmente
zeigen durchweg eine starke Insulin-Firbung. Nur wenige Einzelzellen sind nicht geférbt.
VergroBerungen (A) 20x, (B) 40x.
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4.3.5.2. Insulin-positive Zellen in Transplantaten mit Langzeit-Funktion

Peritoneum und Nierenkapsel

Abbildung 28 dokumentiert, dass Betazellen in den Alginat-Mikrokapseln der Transplanta-
te mit Langzeit-Funktion iiberleben konnen, sofern die Kapseln in Folge der vielen pripa-
rativen Schritte im Zuge der Farbung nicht verloren gehen. Die Abbildung zeigt braun ge-
farbte Einzelzellen und Zellfragmente in den Kapseln nach ihrer Explantation aus dem
Peritoneum und der Firbung entsprechender Gefrierschnitte mit einem anti-Insulin-
Antikorper in der Peroxidase-anti-Peroxidase-Farbung. Jedoch sind gréfere Inseln kaum
zu erkennen. Im Gegensatz zu den Kurzzeit-Transplantaten bleibt hier ein groerer Anteil

der Zellen ungefirbt.

Abb. 28: Anti-Insulin-Firbung eines Transplantates mit Langzeit-Funktion (Tag +400) aus dem
Peritoneum. Das hiesige Transplantat aus dem Omentum ist typisch fiir die restlichen Transplantate,
sofern die Mikrokapseln beim Schneiden nicht aus dem Priparat herausfallen. Die vier verschiedenen
Schnittebenen (A) — (D) zeigen zahlreiche Insulin-positive Betazellen, iiberwiegend Einzelzellen und
kleinere Zellaggregate, selten gro3e und noch intakte Inseln. Vergroferungen 20x.

55



Auch in den Transplantaten, die unter der Nierenkapsel verweilt hatten, sind braune, d. h.
Insulin-positive Zellen deutlich sichtbar (Abb. 29). Auch hier haben Inselzellen bis zum
Tag +400 in den Mikrokapseln iiberlebt. Wie schon zuvor, scheinen es vorwiegend Einzel-
zellen und kleinere Zellaggregate zu sein, seltener grofle Inseln. Auch hier gibt es neben

den Insulin-positiven Zellen einen nicht unerheblichen Anteil an ungefirbten Zellen.

Abb. 29: Anti-Insulin-Fiarbung von zwei Transplantaten mit Langzeit-Funktion ((A) Tag +400, (B)
Tag +300) unter der Nierenkapsel. Beide Priparate zeigen Insulin-positive Betazellen, tiberwiegend
Einzelzellen und kleinere Zellaggregate, selten grof3e intakte Inseln. Vergroferungen 20x.

4.3.5.3. Fibroblasten in Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion

Peritoneum und Nierenkapsel

Abbildung 30 und Abb. 31 zeigen jeweils intensive Braunfirbungen von spindelférmigen
Fibroblastenzellen (anti-Fibroblasten-Firbung), ausschlieBlich auBBen auf den Oberflichen
der Mikrokapseln. Hier bilden sie den so genannten Fibrosering um die Mikrokapseln
herum. Dieser scheint bei jenen Kapseln unter der Nierenkapsel stirker zu sein als bei den
Kapseln, die aus dem Peritoneum explantiert werden. Die Firbung ist nur auf die Kapseln

beschrinkt und setzt sich nicht ins Nierenrindengewebe fort.

56



Abb. 30: Anti-Fibroblasten-Fiarbung von Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion (Tag +40) aus dem

Peritoneum mit der Peroxidase-anti-Peroxidase-Fiarbung. VergroBerungen (A) und (B) 60x.

Abb. 31: Anti-Fibroblasten-Fiarbung mit der Peroxidase-anti-Peroxi-
dase-Féarbung eines Transplantates mit Kurzzeit-Funktion (Tag +40)
unter der Nierenkapsel. Die starke Fibrose ist auf den Bereich des
Transplantates beschrinkt und setzt sich nicht im Nierenrindengewebe
fort. VergroBerung 10x.
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4.3.5.4. Fibroblasten in Transplantaten mit Langzeit-Funktion

Peritoneum und Nierenkapsel

Abbildung 32 zeigt stellvertretend fiir viele andere Langzeit-Transplantate eine viel gerin-
gere Fibrose als die zuvor beschriebenen Kurzzeit-Transplantate. Der Fibrosering ist

schmaler und enthélt weniger spindelférmige Fibroblastenzellen.

In einigen Fillen (Abb. 33) fanden wir in unmittelbarer Nihe der fibrosierten Mikrokap-
seln mehrere nicht-fibrosierte Kapseln, sozusagen ,,Wand-anWand* gelegen. Im hier dar-
gestellten Fall handelt es sich um eine Kapselgruppe aus dem Omentum. Dieses Phidnomen
wurde wiederholt bei Kapseln aus dem Omentum beobachtet, viel seltener jedoch bei Kap-
seln/Kapselgruppen, die mit den anderen inneren Organen iiber Gefidlle assoziiert waren.
Allerdings sieht man das Phidnomen fibrosiert/nicht-fibrosiert auch bei direkt nebeneinan-

der liegenden Kapseln unter der linken Nierenkapsel (Abb. 34).

Abb. 32: Anti-Fibroblasten-Fiarbung eines Transplantates mit Langzeit-
Funktion (Tag +400) aus dem Peritoneum. Fibroblastenzellen verteilen
sich ausschlieBlich auf den Oberflichen der drei aneinander grenzenden
Alginat-Mikrokapseln und bilden jeweils einen Fibrosering. Dieser ist
deutlich schwicher als bei den Kurzzeit-Transplantaten. Vergroerung 60x.
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Abb. 33: Anti-Fibroblasten-Firbung eines Transplantates mit Langzeit-Funktion (Tag +400) aus
dem Omentum. Dargestellt sind zwei verschiedene Bereiche einer groferen Kapselgruppe. Eine
fibrosierte Mikrokapsel grenzt unmittelbar (Pfeil) an zwei nicht-fibrosierte Mikrokapseln ((A) Ver-
groBerung 20x); die nicht-fibrosierte Alginatschicht liegt dem Fibrosering der fibrosierten Alginat-
schicht eng an ((B) Pfeile; Vergroferung 40x).

Abb. 34: Anti-Fibroblasten-Féarbung eines Transplantates mit Langzeit-Funktion (Tag +400) unter der
Nierenkapsel. Zwei Kapseln zeigen einen Fibrosering mit nur wenigen Fibroblastenzellen und in ihrer
unmittelbaren Nihe drei Kapseln ohne Fibrosering (A); Vergroerung 20x. (B) Ausschnitt; Vergros-
serung 40x.
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4.3.5.5. Immunhistochemische Analysen der interkapsuliiren Infiltrate

Transplantate mit Kurzzeit-Funktion

Als dritter Punkt war das interkapsuldre Infiltrat immunhistochemisch zu analysieren. Ta-
belle 5 fasst die Befunde zusammen. Transplantate mit Kurzzeit-Funktion zeigen aus-
geprigte Infiltrate von T-Helferzellen (CD4"), cytotoxischen T-Zellen (CD8"), Makropha-
gen/Monozyten (ED-17), Granulozyten/erythroiden Zellen (HIS48"), Natiirlichen Killerzel-
len (NK%), Fibroblasten (FIB*) und Tumornekrosefaktor o-exprimierenden Zellen
(TNFa"). Stark bis sehr starke Infiltrate werden von CD4*, CD8*, ED-17, HIS48" Zellen
beobachtet, schwiichere von NK* Zellen und keine von TNFa" Zellen. Beziiglich der un-
terschiedlichen Wiederfindungsorte (Lokalisation) im Peritoneum und unter der Nieren-
kapsel bleibt festzuhalten, dass die Infiltrate bei Kapselgruppen aus dem Omentum und
von der Milz schwicher zu sein scheinen. Abbildung 35 dokumentiert die interkapsulédren
Infiltrate in Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion. Gut erkennbar ist das Einstromen der
Zellen aus dem Nierenrindengewebe in den Bereich des Transplantates. Die nicht-
fibrosierten Kapseln, die in unmittelbarer Ndhe von fibrosierten Kapseln vorkommen (sie-
he oben) haben diese Zellinfiltrate nicht. Auch sitzen die Zellen des Infiltrates zwischen
den Fibroblastenzellen des Fibroseringes; dies gilt ganz besonders fiir die ED-1" Zellen,

weniger fiir HIS48" und NK™ Zellen.

Tabelle 5: Bindung von monoklonalen Antikorpern und polyklonalen Antiseren an die
interkapsuldren Zellinfiltrate bei Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion (bis zum Tag
+40). Die Kreuze beziehen sich auf die geschitzte Anzahl und die Dichte der
lichtmikroskopisch analysierten Zellen (s. Material und Methoden).

Lokalisation des
Zellmarker
Transplantates
CD4 | CD8 | ED-1 | HIS48 | NK FIB TNFa
Unter der ++ | | | + ++++ -
Nierenkapsel
An der Milz + + + ++++ + + ---
An der Leber ++ | | | + ++++ -
Im Omentum + + + -- + ++ —
Am Rectum +++ | | ++ + +++ n.t.
Am Mesenterium | + + + --- —- + —
Erkldrungen: --- = negativ; + = schwach positiv: ++ = positiv; +++ = stark positiv; +++

= sehr stark positiv; n. t. = nicht getestet.
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Abb. 35: Immunhistochemische Firbung der
interkapsuldren Zellinfiltrate von Transplanta-
ten mit Kurzzeit-Funktion (bis Tag +40;
Explantate der linken Nierenkapseln): (A)
CD4" Zellen, VergroBerung 20x; (B) CDS8"
Zellen, VergroBerung 20x; (C) ED-17 Zellen,
VergroBerung  60x; (D) HIS48" Zellen,
VergroBerung  40x; (E) NK'  Zellen,
VergroBerung 40x.
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4.3.5.6. Imunhistochemische Analysen der interkapsuliren Infiltrate

Transplantate mit Langzeit-Funktion

Getrennt nach dem Transplantationsort wurden die interkapsuldren Zellinfiltrate, die sich

nach Transplantation mpLlI bilden, mit Hilfe der H&E- und der Masson-Goldner-Trichrom-

Farbungen dargestellt sowie immunhistochemisch mit Ratten-spezifischen monoklonalen

Antikorpern und polyklonalen Antiseren untersucht (Tab. 6). Die aus dem Peritoneum und

der Nierenkapsel explantierten Gewebeproben zeigen, dass es in den Transplantaten mit

Langzeit-Funktion — im Gegensatz zu jenen mit Kurzzeit-Funktion — nur eine sehr milde

(geringe) Zellinfiltration gibt.
Antigene/Epitope: CD4, CDS, ED-1, HIS48, NK, FIB und TNFao.

Dies

Tabelle 6: Bindung von monoklonalen Antikdrpern und polyklonalen Antiseren an
die interkapsuldren Zellinfiltrate bei Transplantaten mit Langzeit-Funktion (Tag +41

bis Tag +502).
Lokalisation des Zellmarker
Transplantates
CD4 | CD8S | ED-1 | HIS48 | NK FIB TNFa
Unter der +++ + + (+) +H++ | HA++ ---
Nierenkapsel
An der --- + + + + --- ---
Magenhinterwand
An der Leber + +) + + +) --- ---
Im Omentum n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
Am Rectum n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
Erkldrungen: --- = negativ; + = schwach positiv: ++ = positiv; +++ = stark positiv; ++++

= sehr stark positiv; n. t. = nicht getestet.

gilt fiir alle Marker und deren zugehorige
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Abb. 36: Immunhistochemische Farbung der interkapsulidren Zellinfiltrate von Transplantaten
mit Langzeit-Funktion (von Tag +41 bis Tag +502; Explantate der linken Nierenkapseln): (A)

CD4" Zellen, VergroBerung 20x; (B) CD8" Zellen, VergroBerung 40x; (C) ED-1" Zellen,
VergroBerung 40x; (D) NK* Zellen, VergroBerung 40x.
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4. Diskussion

Xenotransplantation

Die Xenotransplantation — die Transplantation von lebenden Zellen, Geweben oder Orga-
nen zwischen Individuen verschiedener Arten — stellt eine Moglichkeit dar, um den perma-
nenten Mangel an menschlichen Organen zu iiberwinden. Sie ist somit eine zuséitzliche
Alternative fiir die Therapie bzw. Heilung von Patienten. Die Uberlebensfihigkeit eines
Xenotransplantates im Patienten — dem Empfinger — héngt jedoch von zahlreichen und
sehr unterschiedlichen Faktoren ab: der Spezies-spezifischen anatomischen Form, seiner
Struktur und den besonderen Gewebe-Eigenschaften, als auch mechanischen und funktio-
nellen Besonderheiten, die dazu beitragen, dass einige tierische Organe fiir eine Ubertra-
gung in den Menschen ungeeignet sind [135-136]. Zurzeit ist noch nicht bekannt, ob und
wie viele Faktoren ausfallen oder fehlerhaft reagieren diirfen, um die ausreichende Funkti-
on des Transplantates zu gewéhrleisten [137]. Erste klinische Versuche, um vaskularisierte
tierische Organe auf Menschen zu iibertragen, gehen bis ins Jahr 1963 zuriick. Alle diese
Versuche waren erfolglos: Sie schlugen schon nach Minuten bis Stunden fehl, und die

Organe wurden innerhalb weniger Tage irreversibel abgestofen [138-140].

Da menschliche Pankreata den wachsenden Bedarf an Spenderorganen langfristig nicht
decken konnen — pro Jahr gibt es nur ca. 4.000 potentielle Spender — ist es unmdoglich, die
Nachfrage nach Transplantationen mit diesen vergleichsweise wenigen tausend menschli-
chen Spendern zu befriedigen. Um dieses Problem in der Therapie des Diabetes mellitus zu
tiberwinden, erwigt man die Verwendung von Langerhans-Inseln des Schweines [45, 57].
Die Langerhans-Insel des Schweines produziert ein Insulin, das sich nur in einer Amino-
sdure, an Position 30 der B-Kette, von humanem Insulin unterscheidet. Die Glukosekon-
zentration im Blut von Mensch und Schwein bewegt sich in vergleichbaren Grenzen, so
dass Schweineinsulin bzw. die porzinen Betazellen auch beim Menschen die erforderlichen

Insulin- und Glukosekonzentrationen aufrechterhalten konnen [141, 142].

Wegen der groeren immungenetischen Distanz zwischen Mensch und Tier, werden xeno-
gene Organe vom Empfinger abgestofen; so verlaufen die immunologisch bedingten Ab-
stoBungsreaktionen nach einer Xenotransplantation in der Regel viel heftiger als nach einer

Allotransplantation, und, wenn die Immunsuppression zu schwach ist oder gar ganz unter-
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bleibt, treten sie viel schneller auf. Um die Abstoung eines Transplantates zu verhindern,
wird nach neuen MaBnahmen gesucht, um einerseits die Zerstdrung der artfremden Zellen
durch das Empfianger-Immunsystem zu verhindern und andererseits den Empfianger zur
Abwehr von pathogenen Mikroorganismen immunkompetent zu erhalten. Die Aufrechter-
haltung der Immunkompetenz nach Xenotransplantation ist sehr viel schwieriger zu
bewerkstelligen als nach Allotransplantation. So ist man bestrebt, funktionelle B- und T-
Zelltoleranz gegen die artfremden Antigene im Empfanger zu induzieren — erste Erfolge in
experimentellen Modellen sind bereits erkennbar [143]. Gelingt dies auch klinisch, konnte
die Xenotransplantation vielen Diabetes-Patienten zukiinftig ein neues oder besseres Leben

bieten.

Um das Risiko der AbstoBung/des Organverlustes zu verringern/zu vermeiden, werden
Inselzell-Transplantationen nur bei solchen Patienten durchgefiihrt, die zugleich ein Nie-
rentransplantat und die damit einhergehende Immunosuppression erhalten [144]. Mittler-
weile suchen Forscher nach sehr unterschiedlichen Moglichkeiten, um Inselzellen mit nur
geringen Mengen Immunsuppressiva oder gezielten Medikamenten-Kombinationen zu
transplantieren, was bereits zu deutlich besseren Erfolgen gefiihrt hat [33]. Viele der heute
gebriduchlichen Immunsuppressiva, etwa Cyclosporin A, Tacrolimus und Steroide sind
diabetogen; sie wiirde auch die neuen Inselzellen, egal ob diese allogen oder xenogen sind,
angreifen und zerstoren [145-149]. Insofern ist auch die moderne Immunsuppression — so
niitzlich sie beispielsweise fiir Nieren-transplantierte Patienten ist — fiir Diabetes-Patienten
kaum geeignet. Das Edmonton-Protokoll [33] versucht diesem Umstand Rechnung zu tra-
gen, indem es auf Steroide ganz verzichtet und das Cyclosporin A durch niedrig dosiertes

FK 506 (Tacrolimus) und Rapamycin ersetzt.

Immunisolation und Mikroverkapselung

Ein Konzept, mit dessen Hilfe sich die AbstoBung vermeiden lisst, ist die Immunisolation.
Sie wurde bereits in den 70er Jahren im Zusammenhang mit der Therapie des Diabetes
vorgestellt und hat seither in verschieden Tiermodellen ihre grundsitzliche Funktionsfi-
higkeit bewiesen [100, 117, 120]. Um porzine Inselzellen vor der sofortigen Zerstorung
durch das Immunsystem des Empfingers zu schiitzen, wurden sie in dieser Arbeit nach der
Methode von Zekorn et al. mit hochreinem kommerziellem Barium-Alginat mikroverkap-
selt [77-80]. Die vergleichsweise geringe Kapselgrofe (300-600 um im Durchmesser) er-

laubt die Einhaltung der notwendigen geringen Diffusionsstrecken zwischen den transplan-
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tierten Zellen und dem Empfianger-Organismus, andererseits gewéhrleistet sie die sichere
physikalische Abschirmung vom Empfinger-Immunsystem [117-120, 150]. Unter den
zahlreichen unterschiedlichen Systemen, die derzeit verfiigbar sind [151] entschieden wir
uns bewusst fiir die Alginat-Mikrokapsel; das hier verwendete Alginat der Firma Pronova,
hatte in eigenen In-Vitro-Untersuchungen — im Vergleich zu anderen kommerziellen
Alginaten — seine ausgezeichnete Biokompatibilitidt bewiesen. Das 16sliche Alginat war
auch in hohen Konzentrationen nicht in der Lage, in peripheren menschlichen
Blutleukozyten die Produktion des inflammatorischen Cytokins TNFa zu stimulieren (hier
nicht dokumentiert). Unklar war jedoch das Schicksal dieser mit Inseln beladenen
dreidimensionalen Mikrokapseln in STZ-diabetischen Ratten. So gab es bislang mit diesem
Material keine hinreichenden Analysen nach Transplantation zur Vitalitdt der mpLI, zur
Kapselfibrose und zur GefiaB3versorgung der Kapseln. Alle bisherigen Analysen waren mit

unzureichend gereinigten Alginaten erarbeitet worden [109, 111, 150, 152-163].

So sollte die hiesige Arbeit die o. g. Fragen mittels histologischer und
immunhistochemischer Analysen beantworten. Die erste Frage betraf folglich das
Schicksal der leeren Mikrokapseln aus dem neuen, hoch reinen Alginat. Dazu waren diese
in die Ratten implantiert worden und hatten bis zu 200 Tage in den Empfingern verweilt.
Das hier erzielte Ergebnis entspricht dem In-Vitro-Ergebnis mit dem I6slichen Alginat und
damit unseren Erwartungen. Es zeigt, dass das von uns verwendete Alginat auch als
dreidimensionales Hydrogel weitestgehend biologisch inert ist: Nicht nur, dass die
Mikrokapseln transparent sind und ihre urspriingliche Form und Grofe beibehalten; sie
zeigen — bis auf sehr geringe Zellanhaftungen — auch nach den langen Expositionszeiten
keine Fibrosen oder neuen Gefdfe in ihrer unmittelbaren Nihe. Hier erweist sich das
Rattenmodell insofern von Vorteil, als man jede einzelne Mikrokapsel, ob unter der
Nierenkapsel oder im Bauchraum, wiederfindet. Wir haben in 64 Tieren niemals
zerquetschte oder zerborstene Kapseln entdeckt. Die Anzahl der explantierten Kapseln
entsprach nach groben Schitzungen der Zahl der eingesetzten Kapseln — erkennbare
Verluste traten demnach nicht ein; so ist es wenig wahrscheinlich, dass sich ein Teil der
Kapseln aufgelost hat und sich der Beurteilung entzieht. Im Grofitiermodell ,,Schwein*
hingegen kann man, wegen der ganz anderen GroBenverhiltnisse, diese Frage nicht oder
nur sehr schwer beantworten; so kann man iiber das Schicksal der mikroverkapselten
humanen Langerhans-Inseln, die kiirzlich zwei diabetischen Patienten frei in die

Bauchhohle iibertragen wurden, nur spekulieren [Dr. R. Calafiore, Perugia, personliche
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miindliche Mitteilung]. Solange aber Kapsel-Analysen unabdingbar sind, bietet das

Kleintiermodell unbestreitbar Vorteile.

Es kann ausgeschlossen werden, dass in unserem Modell proliferierende Insulin-
produzierende Zellen die Alginat-Mikrokapsel, ein gallerteartiges Hydrogel, ,,sprengen®.
Schon aus diesem Grund favorisieren wir die Transplantation adulter porziner Langerhans-
Inseln. Deren Betazellen sind ausdifferenziert und proliferieren nicht — daher sind keine
Zellvermehrungen in den Mikrokapseln zu erwarten. Die Gefahr einer Tumorbildung, wie
sie etwa bei der Verwendung von Insulin-produzierenden Zellen aus embryonalen
Stammzellen [164, 165] zu befiirchten ist, besteht bei den adulten Betazellen nicht.
Gleiches gilt im Zuge der Zellvermehrung fiir die Virus-transfizierten, Insulin-
produzierenden Zellen [166]; auch hier kann die Gefahr von Tumoren, die durch das

Transplantat induziert werden, nicht sicher ausgeschlossen werden.

Des weiteren wurden keine Tumoren, Verletzungen oder GroBendnderungen an den
inneren Organen der Ratten entdeckt, mit anderen Worten, das mikroverkapselte
Xenotransplantat {ibt keinen sichtbar schidigenden Effekt auf den Empfénger aus — das
wiirde dafiir sprechen, dass die Mikrokapseln keine Tumor-induzierenden Stoffe

unkontrolliert nach aulen abgeben (siehe unten).

Der zeitliche Verlauf der Zellinfiltrate nach der Implantation leerer Mikrokapseln,
dargestellt mit der Immunhistochemie, und hier besonders die Makrophagen (siehe Tab.
3), entspricht durchaus jenem bei Wundheilungsprozessen und ist deshalb noch kein
sicherer Hinweis fiir eine unzureichende Biokompatibilitit. Die leicht vermehrte Anzahl
CD4" und CDS8" T-Zellen zwischen Tag 0 und Tag +21 kann nur Ausdruck einer
unspezifischen Aktivierung im Zuge der Wundheilung sein — da das Xenoantigen hier
fehlt. Der Befund bedeutet zugleich, dass das chirurgische Procedere fiir die
Transplantation der Mikrokapseln schonend erfolgen sollte, um Wundheilungsreaktionen
so gering wie moglich zu halten. Unnotige Blutungen, Quetschungen und Dehnungen der
das Transplantat umgebenden Gewebe sollten unterbleiben — dies gilt besonders fiir den
Raum zwischen Nierenkapsel und Nierenrindengewebe, der freiprédpariert werden muss,
um dann das Transplantat dort ,,abzulegen®. Unser Eindruck war, dass die Kapselfibrosen
starker ausgeprdgt waren, je ,,grober” mikrochirurgisch priapariert wurde. Dafiir spricht

auch, dass Kapseln, die ohne weitere Gewebetraumata in die Bauchhohle implantiert
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worden waren, stets non-adhirent waren und problemlos mittels Lavage explantiert werden

konnten.

Es ist zudem hochst unwahrscheinlich, dass die geringen Zellinfiltrate auf Stoffe
zuriickzufiihren sind, die sich allmihlich aus den Kapseln herauslésen und eine
chemotaktische Wirkung auf die Zellen des Immunsystems entfalten, wie dies von de Vos
und van Schilfgaarde 1999 fiir Alginat-Poly-L-Lysin-Mikrokapseln beschrieben wurde
[120, 135]. Sie vermuteten, dass aus der Kapsel herausdiffundierende Substanzen
antigenen Charakter annehmen konnen. Diesen Fall mochten wir ausschlieBen, da das hier
verwendete Alginat — gemidBl den Angaben des Herstellers — chemisch ultrapure, also

hochrein war.

Was nicht vollig ausgeschlossen werden kann und zukiinftig unbedingt vermieden werden
muss, sind mechanische Beschiddigungen der Kapseloberflichen. Schon geringste
Beschidigungen machen diese, und in der Folge die artfremden transplantierten Zellen, fiir
das Empfianger-Immunsystem zuginglich [120, 150]. Die Folge sind eine Sensibilisierung
der zelluldren Abwehr und damit in der Regel ein schnelles Versagen des gesamten Trans-
plantates. Weltweit arbeiten viele Forschungsteams an der Mikroverkapselung/Makro-
verkapselung von Langerhans-Inseln, von Nebenschilddriisengewebe, von Nervenzellen
etc. mit biokompatiblen Alginaten als Strategien fiir die Therapie chronischer Erkrankun-
gen. Die zahlreichen Publikationen zu diesem Thema beweisen dies [101, 107, 109, 112-
114, 152-163, 167, 168]. Die Tauglichkeit des Konzeptes der Immunisolation der trans-
plantierten Zellen und Gewebe wurde in verschiedenen Labortiermodellen in der Vergan-
genheit — insbesondere fiir die Transplantation von Langerhans-Inseln bewiesen. Der gros-
se Durchbruch gelang jedoch noch nicht — nicht zuletzt wegen erheblicher Probleme bei
der Reproduzierbarkeit der notwendigen Inselqualitit und der Stabilitdt und Biokompatibi-
litdt der Mikrotransplantate [120, 121, 150]. So wurde beispielsweise bis zu Beginn der
90er Jahre die Kontamination der verwendeten kommerziellen Alginate mit mitogenen
Substanzen vollig vernachléssigt. Allerdings konnte das Problem der unzureichenden
Versorgung der mikroverkapselten Inseln mit Sauerstoff und Nihrstoffen geldst werden;
mit einem neuartigen Verkapselungsverfahren konnen Millionen von Inseln mit einem
biokompatiblem Barium-Alginatfilm von nur 30-50 um Dicke problemlos immunisoliert

werden [108].
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1997 wurde von C. Patience erstmalig die Gefahr der Ubertragung porziner endogener
Retroviren (PERV) vom Transplantat auf den Empféanger in vitro demonstriert [179]. Das
fiihrte letztlich zu einem weltweiten Moratorium der klinischen Xenotransplantation, das
bis heute giiltig ist [169-171]. Umfangreiche Untersuchungen zeigten zwar, dass die
Ubertragung der PERV in humane Zellen durch Kokultivierung mit Schweinezellen in
vitro gelingt [172-179]. In vivo dagegen konnte jedoch keine Infektion in Menschen, die
porzine xenogene Transplantate erhalten hatten, nachgewiesen werden [175-177]. Auch
wenn somit die Ubertragung von PERV in vivo unwahrscheinlich erscheint, bietet die
Mikroverkapselung der xenogenen Inselzellen doppelten Schutz: (1) Der Ubertritt von
porzinen Zellen, in deren Genom die Proviren verankert sind, in den menschlichen
Organismus, wird durch die Kapsel verhindert (Barriere) [178]. (2) Sollte wider Erwarten
ein Ubertritt erfolgen, ist der menschliche Organismus wegen der fehlenden
Immunsuppression uneingeschriankt abwehrbereit (Immunkompetenz). Dieser Vorteil
bedingt zugleich, dass die zu erwartende erhohte Infektanfilligkeit und erhohte Inzidenz
fir Tumoren - eine hidufige Folge der (lebens)langen Immunsuppression bei

transplantierten Patienten — nach xenogener Inselzell-Transplantation entfallt.

Histologische Techniken

Die hier verwendeten histologischen und immunhistochemischen Techniken, z. B. die
H&E-Firbung, die Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung, die anti-Insulin-Fiarbung sowie die
zellart-spezifischen Fiarbungen waren allesamt in unserem Labor etabliert, erprobt, wurden
stetig weiter entwickelt und fortlaufend an das modifizierte Modell angepasst. Ein friithes
Problem bestand darin, dass sich (zu) viele Kapseln aus den Schnitten 16sten und so der
Analyse entgingen; dieses Problem wurde durch die regelméfige Verwendung silanisierter
Objekttrager behoben. Ein weiteres Problem in unserem Modell war der stetige Wechsel
der Antikorper — einmal waren sie gegen die Ratte gerichtet, dann — am gleichen Schnitt —
gegen das Schwein. Dies erforderte eine sehr grofle Prizision bei allen Arbeitsabldufen und
eine hohes Mall an Konzentration. Zudem war bei polyklonalen Antiseren die
Kreuzreaktivitit mit der jeweils anderen Spezies zu beachten und ggf. mit dem

artspezifischen Normalserum zu blockieren.

Die Neubildung von ,,Inselorganen* in Tieren mit Transplant-Langzeit-Funktion
Die mikroverkapselten Langerhans-Inseln waren am Tag 0 gleichméfig verteilt frei in die

Bauchhohle transplantiert worden; die Kapseln waren nicht miteinander verbunden und
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wurden nie als Aggregate transplantiert. Die Tatsache, dass die so transplantierten Kapseln
zum Zeitpunkt ihrer Explantation zum iiberwiegenden Teil als gut vaskularisierte
Aggregate vorlagen, und zum Teil tief in das ,,Gastorgan* eingewachsen waren (sieche Abb.
21B), ist neu und wird hier erstmals ausfiihrlich beschrieben. Es hatte immer wieder den
Anschein, als ob es sich bei den Aggregaten um ,,neue Inselorgane handelt. Bevorzugte
Wiederfindungsorte waren Leber, Diaphragma, Milz, Pankreas und Diinndarm. Unklar ist,
in wie weit das spezifische Mikromilieu dieser Organe die Aggregation stimuliert; die
mechanische Verschiebung jeder einzelnen Kapsel durch die natiirlichen Bewegungen des
Tieres bzw. durch die Peristaltik seiner inneren Organe, kann unseres Erachtens dieses
Phénomen nicht hinreichend erkldren. Denkbar ist, dass lokale Zytokinausschiittungen die
Aggregation fordern — insbesondere solche, die dem Zytokinmilieu der transplantierten

Zellen nahe verwandt sind [178].

Die Neo-Vaskularisierung der Mikrokapseln

Alle Aggregate, und in ihnen jede einzelne Kapsel, hatten Anschlul an Empfinger-
Blutgefi3e. Diese starke Neo-Vaskularisierung hatten wir nicht erwartet. In der hier beo-
bachteten Komplexitit, aber auch Feinheit (siche Abb. 14) ist sie fiir Alginat-Mikrokapseln
unseres Wissens bislang noch nicht beschrieben worden. Beeindruckend ist das feine Ka-
pillarnetz, das sich um jede einzelne Kapsel legt (siche Abb. 14B). Die ausgeprigte Kapil-
larisierung ist offenbar die Folge einer gesteigerten Ausschiittung von vascular endothelial
growth factor (VEGF), wie sie kiirzlich fiir isolierte und in ein kiinstliches Kapillarsystem
verpackte Inselzellen unter hypoxischen Bedingungen beschrieben wurde [180]. Dafiir,
dass es sich um einen Effekt der mikroverkapselten Zellen handelt, spricht, dass leere Mi-
rokapseln nicht neo-vaskularisiert sind. Es ist zudem bekannt, dass isolierte Langerhans-
Inseln, wenn sie unter hypoxischen Bedingungen kultiviert werden, eine vermehrte Ge-
nexpression der VEGF-Isoformen VEGF120 und VEGF164 sowie deren Rezeptoren zei-
gen [181-183].

Man muss davon ausgehen, dass die Prozesse, die die Neo-Vaskularisierung der mikrover-
kapselten Inselzellen steuern, ab dem Moment der Transplantation induziert werden. Nach
unseren Beobachtungen ist die GefidBBversorgung der Transplantate zwischen Tag +7 und
Tag +14 abgeschlossen; mit anderen Worten, auch wenn die beteiligten Prozesse sofort
anlaufen, benotigt die Neubildung der Gefille einige Zeit. In dieser Phase wird das Trans-

plantat ausschlieBlich durch Diffusion und nicht iiber die Blutbahn versorgt. Zelluntergén-
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ge/Zellverluste infolge mangelnder Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr in der Frithphase sind
daher zu erwarten [diese Verluste sollten unbedingt bei der Berechnung der Gesamt-
Inselzahl beriicksichtigt werden]. Ausgehend von unseren Beobachtungen erscheint es
sinnvoll, die Mikrokapseln vor Transplantation mit Empfanger-eigenen Endothelzellen zu
besiedeln; so lieB3e sich der Prozess der Gefdneubildung und der damit verbundenen bes-
seren Transplantat-Versorgung beschleunigen. Ein solches Konzept wird derzeit in unse-

rem Labor mit ersten Erfolgen erprobt.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass die geringe Zahl iibrig gebliebener Inselzellen in den Ti-
ren mit Transplantat-Langzeit-Funktion — im Vergleich zu solchen mit Transplantat-
Kurzzeit-Funktion (sieche Abb. 27 und Abb. 28) — eine Folge der frithen Zellunterginge
infolge der fehlenden schnellen Versorgung unmittelbar nach Transplantation ist. Hinzu
kommen weitere Zellunterginge als Folge der sich allméhlich aufbauenden Kapselfibrose
(siehe unten). Gelidnge es, die mit den Inselzellen gefiillten Mikrokapseln sehr frithzeitig
und ausreichend mit Sauerstoff und Nihrstoffen zu versorgen, dann miissten die iiberwie-
gende Zahl der Inselzellen lange im Empféanger iiberleben und funktionieren. Die sehr we-
nigen Insulin-positiven Betazellen 400 Tage nach Transplantation (siche Abb. 28) sind der
Beweis dafiir, dass Betazellen prinzipiell in den Kapseln funktionsfahig iiberleben konnen.
Kritisch anzumerken bleibt, dass die neuen Kapillaren im interkapsuldren Raum an der
Peripherie des Fibroseringes enden. Sie durchdringen ihn nicht und wachsen auch nicht in
die Alginat-Mikrokapsel ein. Ein unmittelbarer Kontakt zu den Inselzellen in der Kapsel
kommt demnach nicht zustande. Es bleibt also die Diffusionsstrecke zwischen Kapillare
und Betazelle, die durch den Kapselradius — der moglichst klein sein sollte — definiert ist.
Ein interessanter Gesichtspunkt, der in unserer Gruppe intensiv diskutiert wird — betrifft
die mogliche bessere Versorgung von fragmentierten Langerhans-Inseln bzw. von kleinen
Inseln, im Gegensatz zu Langerhans-Inseln die grofer als 150 um (entsprechend einem

Inseldquivalent) sind [184, 185].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich die Neo-Vaskularisierung der Transplantate in der
Bauchhohle von jener der Transplantate unter der linken Nierenkapsel nicht wesentlich
voneinander unterscheiden. Festzuhalten bleibt, dass jede einzelne Kapsel — wir sprechen
hier nur von den Mikrokapseln mit Transplantat — von einem Kapillarnetz umschlossen

wird.
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Die Fibrosierung der Mikrokapseln

Im Gegensatz zu den leeren Mikrokapseln entwickeln die ,,gefiillten* Mikrokapseln nach
der Transplantation in vielen Fillen einen mehr oder weniger starken Fibrosering; dieser ist
in den Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion in aller Regel viel stirker ausgebildet als in
Transplantaten mit Langzeit-Funktion. Wenn es nach Implantation der leeren Mikrokap-
seln in unseren Tieren zu einer Wundheilungsreaktion gekommen sein sollte, so hat diese
jedoch nicht zu einer Kapselfibrose gefiihrt. Damit ist gezeigt, dass die Kapselfibrose keine
Folge der Wundheilungsprozesse sein diirfte, weshalb ihr andere Ursachen zugrunde liegen
miissen. Abbildung 37 zeigt schematisch drei mogliche Ursachen: (a) Mikrokapseln mit
unvollstindig verkapselten Inselzellen, (b) zerbrochene/zerquetschte Mikrokapseln und (c)
deformierte Mikrokapseln. Von diesen drei Moglichkeiten mochten wir (b) ausschlieen,
da wir niemals zerbrochene/zerquetschte Mikrokapseln wéhrend oder nach der Explanta-
tion und in den nachfolgenden mikroskopischen Analysen gefunden haben. Das hochreine
Alginat, das hier verwendet wurde (sieche Material und Methoden), scheint die Stabilitét
der Mikrokapseln nicht zu gefiahrden sondern sogar noch zu fordern; denn in fritheren Ver-
suchen mit herkdmmlichen Alginaten hatten wir, bei ansonsten vergleichbarer Technologie
und gleichem Transplantationsort, wiederholt zerbrochene/zerquetschte Mikrokapseln ent-
deckt (nicht dokumentiert). Man muss sogar annehmen, dass der Transplantationsort
erhebliche Auswirkungen auf die Stabilitdt hat, da die Scherkrifte im Peritoneum, unter

der Nierenkapsel und in der Muskulatur sehr unterschiedlich sind [93].

/

Abb. 37: Schematische Darstellung von Sonderfillen, die bei der Mikroverkapselung von
(porzinen) Langerhans-Inseln auftreten konnen: Links: unvollstindig verkapselte Zellen. Mitte: eine
zerbrochene/zerquetschte Mikrokapsel. Rechts: eine deformierte Mikrokapsel.
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Deformierte Mikrokapseln machen beim Verkapselungsprozess weniger als 1% aus, wer-
den jedoch auch transplantiert. Die Masse der Kapseln ist wohlgeformt und von kugeliger
Gestalt. Deshalb wird auch diese Moglichkeit als Ursache fiir die Kapselfibrose ausge-
schlossen; ansonsten bliebe die Fibrose auf die deformierten Mikrokapseln beschrinkt, und
das ist sie nicht. Es bleibt Moglichkeit (a), die unvollstindige Verkapselung der Inselzel-
len. Abbildung 38 zeigt hypothetisch, wie es zur Kapselfibrose kommen kann: Empfinger-
Makrophagen phagozytieren die unverkapselten Inselzellen, werden aktiviert, produzieren
die Botenstoffe Interleukin-1 und TNFa, die ihrerseits vor Ort befindliche Fibroblasten zur
Teilung und Vermehrung anregen. Nicht ausgeschlossen ist, dass aus den Mikrokapseln
austretendes Insulin als spezifischer Wachstumsfaktor die Vermehrung der Fibroblasten

weiter anregt [186-194].

Mikroverkapselte
:5’6:‘55? porzine Inselzellen Fibrose
005
f } Gewebe- \

_ zerstorung
IL-1
28 TNFa
: Phagozytose Fibroblast
\ - Aktivierung
- Proliferation

Makrophage

Abb. 38: Schematische Darstellung der Mechanismen der Kapselfibrose.

Unvollstiandig verkapselte Inselzellen sind durchaus hédufiger zu beobachten und betreffen
nahezu die gesamte Priparation. Sie konnen bereits durch kleinste technische Verianderun-
gen beim Verkapselungsprozess ausgelost werden: Schwankungen in der Viskositét des
Alginates; Temperaturschwankungen im Labor, da nicht in einem geschlossenen System
verkapselt wird; Druckschwankungen in der Pressluftzufuhr; Schwankungen im Verhiltnis
Alginat-Losung:Inselzahl und partieller Verschlul3 der Diisen. Abbildung 39 bietet ein Bei-
spiel fiir die unvollstindige Mikroverkapselung. Unsere gegenwirtigen Uberlegungen ge-
hen dahin, dass ein Transplantat, je nach Verkapselungsqualitit und die dadurch bedingte

starkere bzw. schwichere Fibrose nur kurzfristig oder aber langfristig funktioniert. Die
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Fibrose wire dann fiir den Untergang der Zellen in Folge ihrer Mangelversor-
gung/Nichtversorgung verantwortlich. Mit anderen Worten, gelingt es, die Fibrose zu ver-

hindern, miissten die Inselzellen lange in den Mikrokapseln iiberleben und funktionieren.

Abb. 39: Unvollstindig mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln. Pfeile
weisen auf Zellen hin, die nicht komplett mit Alginat bedeckt sind.

Abb. 40: Doppelt mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln. Die Einfach-Kapsel aus Bariumal-
ginat wird von einer zweiten Alginatschicht umhiillt (Schema).
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Dass dies grundsitzlich moglich ist, zeigt Abb. 28. Die Herstellung von so genannten Al-
ginat-Doppelkapseln, mit deren Hilfe die Inselzellen komplett umhiillt werden (sieche Abb.
40), ist zwar technisch sehr anspruchsvoll, aber in Zusammenarbeit mit darauf spezialisier-
ten Biotech-Firmen schon heute moglich [195]. Unter diesen Umstinden diirfte eine kom-
plette Immunisolation des Insel-Transplantates nur eine Frage der Zeit sein. Weitere Fakto-
ren, die zur Fibrose fiihren kdnnen und so das Schicksal der Mikrokapseln bestimmen sind
in Tab. 7 aufgefiihrt. Zu den wichtigsten gehoren: die mangelnde Vitalitidt, die mangelnde
Reinheit, d. h. zu hohe exokrine Gewebeanteile, die per se hoch immunogen sind [185,
196] und mitverkapselt werden, sowie Beschdadigungen der Mikrokapsel-Oberflidchen. Ei-
nen sehr guten Uberblick iiber die gesamte Problematik vermitteln die Arbeiten von B.
Rihova [197] und T. Titus [198]. So fanden wir retrospektiv, dass Transplantate mit Kurz-
zeit-Funktion Reinheiten und Vitalitiaten von 60-75%, solche mit Langzeit-Funktion Rein-
heiten und Vitalititen von 80-99% besessen hatten. (Reinheit und Vitalitit von Inselzellen
korrelieren sehr hiufig miteinander: Je reiner die Inselpriparation ist, desto vitaler sind

ihre Zellen).

Tabelle 7: Faktoren, welche die Kapselfibrose und damit die Transplantat-Funktion determinieren.

Faktoren, die Kurzzeit-Funktion Faktoren, die Langzeit-Funktion
determinieren determinieren
Mangelnde Enzymaktivitit Optimale Enzymaktivitit
Mangelnde Vitalitit Sehr gute Vitalitit (>80%)
Mangelnde Reinheit Sehr gute Reinheit (>95%)
Insel Mangelnde Verkapselung Komplette Verkapselung
Mangelnde Integritit (fragmentiert) Integritit (rund, ellipsoid)
Mangelnde Funktion Sehr gute Funktion
Mangelnde Anzahl Ausreichende Anzahl
Mangelnde Polymeren-Qualitét Sehr gute Polymeren-Qualitéit
Uberfiillung der Kapsel Ausreichende Kapselzahl
Kapsel Beschidigungen der Kapseloberfliche Unbeschidigte Kapseloberflache
Deformierte Kapsel Optimale Kapselform
Mangelnde Ernihrung der Zellen Funktionelle Reserven
Oberflichenladung Keine Oberflichenladung
Fehlende Néhe zur Kapillaren Ausreichende Nihe zur Kapillaren
Transplantat Zu geringe Neo-Vaskularisierung Gute Neo-Vaskularisierung
(Inseln plus
Kapseln)
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Das Phianomen, dass in unmittelbarer Nihe voneinander nicht-fibrosierte und fibrosierte
Mikrokapseln liegen (sieche Abb. 33), ist im Moment ohne weitere Untersuchungen nicht
erkldarbar. Es zeigt aber, dass der fibrotische Umbau lokal streng begrenzt ist. Wenn also
nahezu alle Mikrokapseln fibrosiert sind, miissen demnach alle einen wie auch immer
gearteten ,,Defekt” haben. Die Fibrosierung miisste also ausbleiben, wenn die Inselzellen
komplett verkapselt werden, sie einen hohen Reinheits- und Vitalititsgrad aufweisen und
die Mikrokapsel-Oberfldchen selbst keine Beschiddigungen. Es ist unserer Meinung nach
nicht ausgeschlossen, dass diese erwiinschten Faktoren immer wieder einmal ,,zuféllig*

aufeinander treffen.

Wechselwirkungen zwischen den zu transportierenden Stoffen, ihrer dreidimensionalen
Struktur, ihren physikalischen Eigenschaften und den Grenzflichen der Mikrokapseln be-
einflussen die Oberfldchenladung, die ihrerseits Auswirkungen auf die Fibrose haben kann
[199]. Genaue Kenntnisse der elektrostatischen Oberfldchenladung der Mikrokapsel kon-
nten Riickschliisse auf die zu erwartende Stirke der Fibrose zulassen. In unserer Arbeits-
gruppe untersuchen wir zurzeit intensiv derartige Oberflachenphinomene und ihren Ein-
fluss auf die Vitalitdt und Funktion der porzinen Langerhans-Inseln in vitro [200]. So sol-
len positiv geladene Polyelektrolyte die negative Oberfldchenladung des Alginates neutra-
lisieren und so die Adhdrenz der Fibroblasten verhindern. Ein weiterer interessanter Aspekt

ist die mogliche Immunisolation durch die mehrschichtigen Polyelektrolyten.

Der Sonderfall ,,Sepsis*

Eines der 64 Transplantate erzeugte im Empfianger 7 Tage nach Transplantation den selte-
nen Fall einer Sepsis (sieche Abb. 24-26). Da das Alginat steril geliefert wurde, konnte der
Infekt nur aus dem Transplantat herriihren. Unsere Empfingertiere waren keimfrei und
wurden mikrobiologisch engmaschig iiberwacht. Dass wir in den vergangenen 8 Jahren
lediglich ein einziges Mal (in dem hier beschriebenen Fall) eine Sepsis nach xITX beo-
bachteten, iiberrascht insofern, als die Spenderorgane im Schlachthof wihrend des laufen-
den Schlachtbetriebes ,,vom FlieBband“ gewonnen wurden. Die Prédparation der Bauch-
speicheldriisen (Spenderorgane) erfolgte ebenfalls nur unter halbsterilen Bedingungen vor
Ort. Dabei passiert es immer wieder, dass unvorsichtigerweise der Darm angeschnitten
wird und sich sein Inhalt iiber das Bauchpaket verteilt. Diese Organe werden verworfen, es
sei denn, kleinere Beschadigungen bleiben ungewollt unbemerkt. Eine andere Infektions-

quelle ist die Prédparation des Pankreasganges bereits im Schlachthof zwecks besserer

76



Sauerstoffversorgung der Langerhans-Inseln (Verringerung der Ischidmie-Folgen). Das
Organ wird dazu auf einer Sauerstoff-gesittigten Perfluorcarbon-Losung gelagert und
transportiert [201]. Fiir experimentelle Zwecke und aus Griinden der Kostenersparnis ist
dieses Procedere zumeist ausreichend. Fiir die klinische Transplantation ist dieser Weg
nicht gangbar. Die Spendertiere miissten aus einer anerkannten specific pathogen free
(SPF)-Haltung stammen und mikrobiologisch von Geburt an eng iiberwacht werden. Dies
sind Forderungen der genehmigenden Behorden, z. B. des Robert-Koch- und Paul-Ehrlich-
Institutes (personliche miindliche Mitteilungen). Die Organentnahme miisste selbst-
verstindlich lege artis im OP entnommen und auch transportiert werden. All dies ver-
ursacht Kosten, die derzeit noch nicht genau kalkulierbar sind. Etwa zwei- bis dreimal pro
Jahr beobachten wir Infektionen in den kultivierten Langerhans-Inseln, die ihre Ursachen
in den oben genannten halbsterilen Bedingungen im Zuge der Organentnahme im
Schlachthof haben diirften. Die Keime sprechen hédufig nicht auf Penicillin/Streptomycin,

wohl aber auf Gentamycin und Ampicillin an.

Erstmalig wird hier die Pathologie einer Sepsis nach experimenteller xenogener Inselzell-
Transplantation dokumentiert. Das Ausmass der Schiiden am Transplantat und den inneren
Organen ist schockierend und fiir den Empfidnger letal. Die biologisch inerte Alginat-
Mikrokapsel und mit ihr die Inselzellen 16sen sich auf und werden phagozytiert. Weder das
noch intakte Immunsystem des Empfiangers (die Ratten wurden nicht immunsupprimiert),
noch eine antibiotische Behandlung konnten das Fortschreiten der Infektion, die zum
Multiorganversagen fiihrt, verhindern. Der endotoxische/septische Schock kann nicht

abgewehrt werden.

Die interkapsuliren Zellinfiltrate

Die differenzierte immunhistochemische Analyse mit diversen Zelloberflaichenmarkern
hatte — je nachdem ob es sich um ein Transplantat mit Kurzzeit-Funktion oder Langzeit-
Funktion handelte — mehr oder weniger immunokompetente Zellen in den interkapsulédren
Riumen gezeigt. Da immunokomponente Zellen nur in Spuren und auch nur kurzzeitig in
interkapsuldren Rdumen nach Leerkapsel-Implantation vorgekommen waren (siehe Tab. 3,
Abb. 10), muss ihre Prisenz zwischen den ,.gefiillten” Mikrokapseln eine Folge der

verkapselten Zellen sein.
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Unter der Annahme, dass — wie oben bereits gesagt — die Mikroverkapselung in einzelnen
Priiparationen unvollstindig bleibt und so das Transplantat-Uberleben determiniert, konnen
artfremden Zellen in direkten Kontakt mit dem Empfanger-Immunsystem gelangen (siehe

Abb. 41).

Mikroverkapselte
porzine Inselzellen

Exponierte Inselzellen
Zelltriimmer
Xenogene Peptide

oL

‘ Prozessieren

e

Dendritische Zelle

Makrophage IL-1 IL-2 o ‘ CD8* T-Effektorzelle
. 4+ 1L-4,5,6 ‘ Plasmazelle ***

Prasentieren

Aktivierte CD
T-Helferzelle

Abb. 41: Induktion einer spezifischen Immunantwort durch ein unvollstindig mikroverkapseltes
Inselzell-Transplantat. Exponierte Inselzellen und/oder Zelltrimmer werden von Gewebe-
makrophagen prozessiert und den CD4" T-Helferzellen prisentiert. Die Antigen-spezifisch akti-
vierten T-Helferzellen aktivieren ihrerseits zytotoxische CD8" T-Effektorzellen und regen B-
Lymphozyten zur Umwandlung in Plasmazellen und Antikdrper-Produktion an. Dies gilt auch fiir
die xenogenen Peptide, die von den Inselzellen ,,abgeschilfert” werden und die Kapsel nach auBlen
verlassen kdnnen.

Dann wiirde man erwarten, dass diese Zellen viele Antigen-spezifische cytotoxische T-
Zellen (CD8Y) induzieren, auch Antigen-spezifische T-Helferzellen (CD4"), Antigen-
unspezifische Makrophagen (ED-17) und Antigen-unspezifische Fibroblasten (FIB*). Sie
induzieren nur sehr wenige natiirlichen Killerzellen (NK*). Es gibt kaum TNFo" Zellen,
die diesen wichtigen Entziindungsmarker exprimieren. Die HIS48" Granulozyten knnten
ein Hinweis auf periphere Zell- und Gewebeverletzungen des Transplantates infolge der
Isolierung mit der Kollagenase sein, bzw. auf ein chirurgisches Trauma in Folge der Trans-
plantation hinweisen. Interessant ist, dass die o. g. immunkompetenten Zellen, je nachdem
wo man sie findet, zahlenméfig schwiécher oder stirker vorkommen. Dies ist nicht eindeu-

tig erkldrbar, aber das Nierenrindengewebe, die Milz und die Leber sind sehr gut durchblu-
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tete Gewebe, was moglicherweise Auswirkungen auf die Stdrke und Schnelligkeit der Im-
munantwort hat. Die in Abb. 41 mit dargestellten Xenotransplantat-induzierten
Antikorpern waren nicht Gegenstand der hiesigen Untersuchungen, wurden aber in einer

anderen Arbeit ausfiihrlich beschrieben und dokumentiert [202].

Bevor wir die Inselzellen nicht komplett mikroverkapseln, z. B. in den schon genannten
Doppelkapseln positionieren, konnen wir keine abschlieBende Aussage iiber den Einfluss
der xenogenen Peptide, die in Abb. 41 bereits genannt werden, auf das Ausmalf} der Fibrose
und des interkapsuldren Zellinfiltrates machen. Man muss davon ausgehen, dass xenogene
Peptide die Kapsel passieren konnen, da unser Alginat ein polymeres Geflecht und kein
System mit einer definierten Porengrosse (cut-off) darstellt. Wir streben derzeit Kapsel-
Modifikationen an, die den Ausschluss von IgG (ca. 150 kDa Molekulargewicht) erlauben;
danach konnten kleinere Peptide in jedem Fall aus der Kapsel in den Empféanger gelangen.
Da, wie oben bereits gesagt, die Doppelverkapselung inzwischen technisch durchfiihrbar
ist, sollten Fibrose und Zellinfiltrate folglich zukiinftig keine oder nur eine untergeordnete

Rolle spielen.

Die partielle Regeneration des Empfinger-Pankreas

Interessant ist der Befund, dass die STZ-behandelten Pankreata und die Pankreata der Tie-
re mit Kurzzeit-Funktion nur noch sehr vereinzelt Betazellen enthalten, die Pankreata der
Tiere mit Transplantat-Langzeit-Funktion jedoch zu 30% gut nachweisbare Betazellen be-
sitzen. Dieses Ergebnis hatten wir nicht erwartet. Es deutet darauf hin, dass es unter dem
Schutz eines langfristig funktionierenden Transplantates zur partiellen Regeneration des
Empfinger-eigenen Pankreas kommt. Ob diese Betazellmasse, die wir bislang nicht ausrei-
chend vermessen und analysiert haben, geniigt, um anstelle des eigentlichen Transplantates
Normoglykdmie im Empfinger aufrecht zu erhalten, ist noch unklar. Ein sicherer Nach-
weis fiir die genuine Funktion des Transplantates wire der Nachweis von porzinem C-
Peptid in den Ratten; zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen war dieser artspezifische
ELISA noch nicht verfiigbar, der es uns erlaubt hitte, diese Frage zweifelsfrei zu

beantworten.

Ob die partielle Betazell-Regeneration auf die urspriinglichen Langerhans-Inseln begrenzt
bleibt, oder ob neue Langerhans-Inseln aus duktalen Stammzellen gebildet werden, wie

dies in der Literatur wiederholt beschrieben wurde [203-205], ist ohne weitere Untersu-
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chungen nicht erkennbar. Unsere Vermutung, dass mit dem Transplantat ein Mikromilieu
im Empfinger geschaffen wird, das die Regeneration des Empfanger-eigenen endokrinen
Pankreas ermoglicht, wird durch die Arbeit von Kim et al. [206] bestitigt. Die Autoren
zeigen, dass es mittels eines Extraktes aus dem regenerierenden Pankreas der Ratte gelingt,
die STZ-abhingige Betazell-Zerstorung in Miusen riickgéngig zu machen. In unserem Fall
konnten Cytokine, Botenstoffe und/oder Wachstumsfaktoren aus den endokrinen
transplantierten Zellen (das wire also noch spezifischer als der o. g. Pankreas-Extrakt) iiber
Speziesgrenzen hinweg Betazellen zur Teilung anregen. Dass diese Annahme richtig sein
diirfte, bestitigt Rosenberg, der mit lokalen Pankreas-Wachstumsfaktoren die Neubildung
von Betazellen anregt und mit ihrer Hilfe einen STZ-Diabetes therapieren kann [207].
Auch im humanen Pankreas kommt es durch Wachstumsfaktoren, wie Inferferon-o und
den Pankreas- und Diinndarm-spezifischen Transkriptionsfaktor PDX-1 zur Regeneration
der Inselzellen nach einer Verletzung oder partiellen Pankreatektomy [208, 209]. In wie
weit sich ausdifferenzierte Betazellen unter dem Einfluss der Wachstumsfaktoren teilen
konnen, oder ob diese sich aus den adulten Stammzellen innerhalb der Langerhans-Inseln
regenerieren, wie es bereits nachgewiesen wurde [210, 211], bleibt in unserem System
noch offen. Wir vermuten, dass wir diese regenerierenden Zellen nur im STZ-induzierten
Diabetes nachweisen konnen — im Falle eines Autoimmundiabetes wiren sie vermutlich

vom Empfinger-eigenen Immunsystem ldangst erkannt und zerstort worden.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegender Arbeit sind detaillierte histologische und immunhistochemische
Analysen von mikroverkapselten xenogenen Inseltransplantaten in ehemals Streptozoto-
zin(STZ)-diabetischen Wistar WU-Ratten; ihnen waren zuvor mikroverkapselter porzine
Langerhans-Inseln (mpLI) intraperitoneal und unter die linke Nierenkapsel transplantiert
worden — ohne jegliche medikamentdse Immunsuppression. So sollten Erkenntnisse iiber
die zellvermittelten Reaktionen des Empfingers gegen die mikroverkapselten artfremden
Zellen gewonnen werden, iiber die Fibrosierung des Transplantates und ihre Neo-
Vaskularisierung, mit dem Ziel, mit dieser Art von xenogener Inselzell-Transplantation
(xITX) eine wirkungsvolle Therapie des Typ-1-Diabetes zu ermoglichen. Dazu wurden
komplexe immunhistochemische Nachweissysteme etabliert. Sofern keine Spezies-
Spezifischen Antikorper/Antiseren verfiigbar waren, wurde die Kreuzreaktivitit von Hu-
man-spezifischen Reagenzien genutzt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten von 18
Tieren nach Leerkapsel-Implantationen und von 65 Tieren, die einer Xenotransplantation
unterzogen wurden, retrospektiv analysiert. Folgende Fragen sollten geklédrt werden:

1. Wie ist die Funktionsdauer unverkapselter und Alginat-mikroverkapselter porziner
Langerhans-Inseln in STZ-diabetischen Wistar WU-Ratten?

2. Wie verhilt es sich mit der Biokompatibilitit leerer Alginat-Mikrokapseln in vivo
an unterschiedlichen Implantationsorten und nach verschiedenen Expositions-
zeiten?

3. Wie verhalten sich Alginat-mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln an unter-
schiedlichen Transplantationsorten und nach unterschiedlichen Expositionszeiten?

Besonderes Augenmerk wurde auf die Vitalitdt der Inselzellen, die Fibrose und Neo-
Vaskularisation der Mikrokapseln sowie die interkapsuldren Zellinfiltrate gelegt. Die
wichtigsten Befunde lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Von den 64 transplantierten Ratten verloren 20 ihre unverkapselten Transplantate
erwartungsgemil bis zum Tag +5. Aus den 44 mikroverkapselten Transplantaten
kristallisierte sich eine Gruppe mit Kurzzeit-Funktion (n=30; bis Tag +40) und eine
mit Langzeit-Funktion (n=14; bis Tag +502) heraus. Kriterium der Transplantat-
Funktion waren Normoglykidmie (tigliche Messung der Blutglukosewerte) und

Gewichtsbestimmungen.
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2. Leere Alginat-Mikrokapseln zeigten nach Implantation und Verbleib in den Ratten
bis zu 200 Tagen eine ausgezeichnete Biokompatibilitit; sie behielten ihre
urspriingliche Form und GroBe bei; der Besatz mit inflammatorischen Zellen war
gering und entsprach jenem bei der normalen Wundheilung; Neo-Vaskularisation
oder Fibrosierung der leeren Mikrokapseln waren nicht erkennbar.

3. Die mikroverkapselten Langerhans-Inseln wurden ausnahmslos an beiden
Transplantationsorten wiedergefunden: im Peritoneum bildeten sich ,neue
Inselorgane®, vornehmlich an der Milz, Leber, Pankreas, Diinndarm und Omentum.
Es formierten sich Kapsel-Aggregate, die zum Teil in das jeweilige ,,Gastorgan*
eingewachsen waren. Jede Mikrokapsel war von einem dichten Kapillarnetz
(Empfinger-Gefisse) umgeben. Trotz Normoglykdmie waren jedoch nur noch
wenige Insulin® Zellen in den Mikrokapseln vorhanden. Jede einzelne Kapsel
behielt ihre urspriingliche runde und stabile Form und Gré8e bei. Es wurden keine
zerbrochenen/zerquetschten oder deformierten Mikrokapseln beobachtet. In 30%
der Empfanger-eigenen Pankreata stellten wir eine partielle Inselzell-Regeneration
fest. Sie war in Ratten mit Transplantat-Langzeit-Funktion stirker ausgeprégt als in
Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion. mpLI zeigten je nach Transplantationsort
und Transplantat-Funktion unterschiedlich starke Fibrosen: in Ratten mit Kurzzeit-
Funktion war die Fibrose stirker ausgepridgt als in Ratten mit Langzeit-Funktion;
wir fiihren sie retrospektiv auf eine niedrigere Vitalitit und Reinheit des
Transplantates zuriick. Fibroblasten ummantelten die mpLI, drangen aber nicht in
das Alginat ein. Es wurden wiederholt fibrosierte und nicht-fibrosierte mpLI auch
nach langen Expositionszeiten in vivo direkt nebeneinander beobachtet; die
Ursachen fiir das partielle Fehlen der Fibrose sind nicht bekannt. Unerwartet war
die starke Neo-Vaskularisierung der mpLI, und zwar jeder einzelnen Kapsel, die
bei leeren Mikrokapseln nie beobachtet wurde. Die Kapillaren lagen ausschlie3lich
im interkapsuldren Raum an der Peripherie des Fibroseringes, sie durchdrangen ihn
nicht und wuchsen auch nicht in die Mikrokapseln ein. Aus dieser Beobachtung
schlieBen wir, dass die GefdBneubildung durch mpLI angeregt wird und der
Transplantatversorgung dient. Die immunhistochemische Untersuchung der mpLI
ergab auch nach 502 Tagen noch zahlreiche Insulin® Betazellen, iiberwiegend
Einzelzellen und kleinere Zellaggregate, selten groflere intakte Inseln. Die
immunhistochemische Untersuchung der interkapsuldren Riume der mpLlI zeigte

Zellinfiltrate, die bei leeren Mikrokapseln nicht beobachtet wurden, und die
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offenbar durch die mikroverkapselten Zellen ausgelost wurden: Infiltrate von
CD4", CDS8", ED1", HIS48" Zellen wurden in Transplantaten mit Kurzzeit-Funktion
hiufiger nachgewiesen als in Transplantat mit Langzeit-Funktion. In beiden
Transplantat-Typen wurden schwache Infiltrate von NK* Zellen, jedoch keine
TNFoa" Zellen beobachtet. Die Zellinfiltrate waren in den Transplantaten im
Peritoneum schwicher ausgeprigt als in den Transplantaten unter der Nierenkapsel.
In unserem experimentellen STZ-diabetischen Rattenmodel konnten wir zeigen, dass mpLlI
lange anhaltende Normoglykdmie, auch ohne Immunsuppression, induzieren. Trotzt des
wirkungsvollen Schutzes vor akuter AbstoBung (Alginat-Mikrokapsel) entwickeln sich
jedoch eine milde spezifische wie auch unspezifische Immunantwort gegen die artfremden
Zellen, deren Ursachen noch genauer analysiert werden miissen. Da sich Qualitdt und
Funktion der porzinen Langerhans-Inseln weiterhin kontinuierlich verbessern lassen,
erwarten wir in allerndchster Zeit in diesem Modell einen sehr viel hoheren Prozentsatz
von normoglykidmischen Ratten mit Transplantat-Langzeit-Funktion.
Zusammengenommen ist die XxITX ein viel versprechendes Verfahren, um die ausgefallene

endokrine Funktion des Pankreas langfristig zu ersetzen.
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6. Summary

The aim of this study was the detailed histological and immunohistochemical analyzation
of microencapsulated xenogeneic islet grafts in previously streptozotozin (STZ)-diabetic
Wistar WU rats. Microencapsulated porcine islets of Langerhans (mpLI) were transplanted
intraperitoneal and under the left renal capsule of these rats without any medical immune
suppression. New insights were to be gained into the cell-mediated reactions of the recipe-
ent to the microencapsulated foreign cells and into the fibrosis of the grafts and their ne-
ovascularization with the goal of establishing an effective therapy for type I diabetes with
this form of xenogeneic islet cell transplantation (xITX). Complex immunohistochemical
assays were established to accomplish this goal. When no species-specific antibodies or
antisera were available, the cross reaction of human-specific reagents was used. This work
analyses in retrospect the data of 18 animals following the implantation of empty
microcapsules and 65 animals that underwent xenotransplantation. The following questions
were examined:

1. How long will non-encapsulated and alginate-encapsulated porcine islets of
Langerhans function in STZ-diabetic Wistar WU rats?

2. How is the biocompatibility of empty alginate microcapsules in vivo in different
transplantation sites and with different exposure times?

3. How do alginate-microencapsulated porcine islets of Langerhans behave in
different transplantation sites and with different exposure times?

Special attention was given to the vitality of the islet cells, the fibrosis and
neovascularization of the microcapsules, and the inner cell infiltrates. The most important
results were:

1. As expected, 20 of the 64 transplanted rats lost their non-encapsulated grafts by day
+5. The 44 microencapsulated grafts evolved into two groups; those with short-
term function (n=30; up to day +40) and those with long-term function (n=14; up to
day +502). Criteria for the graft function were normoglycemia (daily testing of the
blood glucose levels) and body weight.

2. Empty alginate microcapsules showed an excellent biocompatibility up to 200 days
after implantation; they kept their original form and size; few inflammatory cells
developed (no more than in a normal wound healing process); no

neovascularization or fibrosis was evident on the empty capsules.
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The microencapsulated islets of Langerhans were found, without exception, in both
transplantation sites: “new islet organs” developed in the peritoneum, mainly in the
spleen, liver, pancreas, small intestine, and omentum. Some of the capsule
aggregates that evolved were embedded in the “guest organ”. Each microcapsule
was surrounded with a dense net of capillaries (recipient vessels). Despite the
normoglycemia, only a few insulin-positive cells were present on the
microcapsules. Every capsule maintained its original round, firm form and size. No
broken, crushed or damaged microcapsules were observed. Partial islet cell
regeneration was shown in 30% of the recipient-specific pancreata. This was more
distinctive in the rats with long-term function than in those with short-term function
of the graft. mpLI showed different degrees of fibrosis depending on the
transplantation site and the function. The fibrosis was much stronger in the rats
with short-term function of the graft; we attribute this to the lower vitality and
purity of the graft. Fibroblasts encased the mpLI, but didn’t infiltrate the alginate.
Fibrotic and non-fibrotic mpLI were repeatedly observed alongside each other even
after long exposure in vivo. The reasons for this are unknown. The strong
neovascularization of each and every mpLI was surprising; this was never observed
in the empty microcapsules. The capillaries lay solely in the inner capsule on the
periphery of the fibrotic ring. They did not infiltrate the ring or grow into the
microcapsules. Therefore, we conclude that the mpLI stimulate the regeneration of
the vessels and support the nutrition of the graft. Even after 502 days the
immunohistochemical tests of the mpLI showed several insulin-positive beta cells,
mainly single cells and smaller cell aggregates, few larger, intact cells. The
immunohistochemical tests of the mpLI inner capsule showed cell infiltrates which
were not seen in empty capsules and which were obviously activated by the
microencapsulated cells: Infiltrates from CD4*, CD8+, ED1+, and HIS48+ cells
were found more often in grafts with short-term function than in those with long-
term function. Both graft types contained weak NK+ cell infiltrates but no TNFo+
cells were observed. The cell infiltrates were more distinctive in the grafts under

the kidney capsules than in the grafts in the peritoneum.

In our experimental STZ-diabetic rat model we were able to show that mpLI induce

long-term normoglycemia, even without immunosuppression. Despite the effective

prevention of acute rejection (by the alginate microcapsule), a slight specific and non-

specific immune response to the foreign cells develops which must be further
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investigated. The quality and function of the porcine islets of Langerhans continues to
improve so that we expect a much higher percentage of normoglycemic rats with long-
term graft function in this model. All in all, the xITX appears to be a very promising

method to replace the absent endocrine function of the pancreas on a long-term basis.
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