1. Einleitung

Im Jahr 1869 entdeckte der 22-jihrige Doktorand Paul Langerhans das nach ihm benannte
anatomische Korrelat fiir die aus dem Altertum herrithrende Krankheitsbezeichnung Dia-
betes mellitus. Allerdings ahnten zu dieser Zeit weder er noch sein Doktorvater Rudolf
Virchow, dass er die Struktur gefunden hatte, deren Defekt oder Insuffizienz sich im sym-
ptomatischen Bild der Typ 1 bzw. Typ 2 Diabetiker widerspiegelt [1]. 1889 entfernte Os-
kar Minkowski die Bauchspeicheldriise eines Hundes und induzierte damit unerwartet den
ersten iatrogen bedingten Diabetes mellitus. Daraus schloss er auf den antidiabetischen
Substanzgehalt des Pankreas. Die Suche nach dieser Substanz gestaltete sich aber schwie-
rig. Erst 1921 gelang die Isolierung des Insulins durch den kanadischen Biochemiker Fred-
erick Grant Banting (1891-1941, Nobelpreis 1923) und seinen Schiiler Charles Herbert
Best [5]. Seit der Franzose Gustave Edouard Laguesse 1893 seine Theorien iiber die von
ithm vermutete Sekretion der Zellgruppen verodffentlichte, ist fiir diese Zellgruppe der noch

heute in der medizinischen Welt gebrduchliche Namen llots de Langerhans bekannt [1].

Die Langerhans-Inseln sind das fiir die Glukosehomdoostase verantwortliche endokrine
Organ. Die meisten Langerhans-Inseln haben eine Grosse von 70 bis 400 um. Die Inseln
setzen sich hauptsédchlich aus 4 Zelltypen zusammen: Die Insulin-produzierenden B-Zellen
bilden mit ca. 65% die iiberwiegende Mehrzahl. Die Glukagon-produzierenden o-Zellen
zdhlen anteilig ca. 20%. Hinzu kommen Somatostatin-produzierende 6-Zellen zu 5-10%
und die 3-5% PP-Zellen, die das pankreatische Polypeptid sezernieren. In absoluten Zahlen
sind bis zu 6.000 B-Zellen in einer Langerhans-Insel (im Folgenden auch Insel genannt)
enthalten [74]. Die Anordnung der Zellen innerhalb einer Insel unterliegt einer festgelegten
Ordnung und weist tierartliche Unterschiede auf. Bei Nagetieren bilden die B-Zellen einen
Kern, der von den anderen Zellen umgeben ist. Humane neonatale Inseln weisen zunéchst
genau diese Anordnung auf, verlieren sie aber im Verlauf der Entwicklung teilweise wie-
der. Es verbleiben aber grosse zusammenhédngende B-Zellareale mit Kontakten zwischen
den B-Zellen und zu anderen Zelltypen [75]. Der Blutfluss innerhalb der Insel ist vom
Zentrum auf die Peripherie ausgerichtet (Abb. 1, Abb. 2). Somit werden zunichst die
zentrumnahen B-Zellen, dann erst die Mantelzellen erreicht. Folglich konnen hohe Insulin-
konzentrationen im Zentrum der Insel die peripheren a- und 6-Zellen hemmen. Diese wie-
derum haben aber, auler auf parakrinem Weg, nur die Moglichkeit, die B-Zellen durch eine

systemische Verdiinnung im Blut zu beeinflussen [76].



Abb. 1: Schema der Durchblutung der Langerhans-
Inseln. Aus Arteriolen (rot) wird Blut vom endokri-
nen in den exokrinen Teil des Pankreas gefiihrt.
Quelle: Endokrinologie-Modul, Prof. Spinas, Uni-
versitit Ziirich.

Abb. 2: Gefidss-Ausguss einer Langerhans-Insel
(Mitte) mit der zufithrenden Arteriole von links und
dem blutabfithrenden Portalsystem. Quelle: Endo-
krinologie-Modul, Prof. Spinas, Universitét Ziirich.

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Kohlenhydratstoffwechselstorung. Ausgehend
von der Therapie der Erkrankung, mit oder ohne Insulin, entwickelten sich die Begriffe
IDDM (insulin-dependent diabetes mellitus) und NIDDM (non-insulin dependent diabetes
mellitus) als Synonyme fiir Typ 1 und Typ 2 Diabetes mellitus [5]. Bei dieser Erkrankung
ist der Blutglukosespiegel durch einen absoluten oder relativen Insulinmangel chronisch
erhoht. Athiologisch muss der Diabetes mellitus als eine multifaktorielle Erkrankung be-

trachtet werden. Die American Diabetes Association (ADA) trug 1997 dieser Erkenntnis



Rechnung und gliedert sie seitdem in vier Hauptgruppen: Gruppe I beinhaltet den Typ 1
Diabetes, der autoimmunologisch oder idiopathisch verursacht wird [5]. Diese bereits hiu-
fig schon im Jugendalter auftretende Form fiihrt durch zytoplasmatische Autoantikdrper
gegen Inselzellen (ICA, islet cell antibodies), gegen Insulin (IAA, insulin autoantibodies)
oder gegen inselzelleigenes Protein, die Glutamatdecarboxylase (GADA, glutamic acid
decarboxylase antibodies) bzw. die Tyrosinphosphatase (IA-2), durch eine Betazellde-
struktion zu einem absoluten Insulinmangel [10, 12, 13]. Dieser kann nur durch exogene
Insulinzufuhr behandelt werden. Athiopathogenetisch fiir die Gruppe I werden genetische
Faktoren (HLA Typ DR3 und DR4, die gesunde Personen nur zu 6% aufweisen), virale
Infekte [14, 15] (Protein P2C von Coxsackie B4 Viren dhnelt der GAD (glutamic acid de-
carboxylase), was zu einem molekularen Mimikrie fiithrt [20]) und Nahrungsbestandteile
(in der Kuhmilch enthaltenes Beta-Casein entspricht der Struktur vom GLUT-2 Transpor-
ter der Betazelle [21]) verantwortlich gemacht. Zur Gruppe II wird der Typ 2 Diabetes
gerechnet, der aus einer Insulinresistenz heraus zu einem relativen Insulinmangel fiihrt [5,
11]. Als Insulinresistenz wird hierbei eine Verminderung der Insulinwirkung bezeichnet,
die unter anderem durch eine unzureichend gedrosselt postprandiale Glukosefreisetzung
aus der Leber gekennzeichnet ist. Durch die verminderte Insulinwirkung (periphere Insu-
linresistenz) wird Glukose nicht in ausreichender Menge in die insulinabhingigen Gewebe
aufgenommen [11, 16, 17]. Anfangs wird die daraus resultierende Hyperglykdmie noch mit
einer kompensatorisch gesteigerten Insulinausschiittung beantwortet. Im Verlauf der Er-
krankung erschopfen sich die Inselzellen, und es kommt zu typischen Verdnderungen im
Sekretionsprofil. Die Phase 1 zeigt eine nahezu komplette Ausloschung. Die Phase 2 ist
verzogert und vermindert [11, 18, 19]. Die Inzidenz dieses Erkrankungstyps nimmt mit
steigendem Lebensalter zu. Neben genetischen Faktoren werden begiinstigend exogene
Faktoren wie z. B. Bewegungsmangel und Adipositas fiir die klinische Manifestation ver-
antwortlich gemacht. Die erste Therapiemassnahme stellt hier eine angemessene Diét und
eine gednderte Lebensfithrung dar. Die dritte Gruppe fasst seltenere Ursachen wie geneti-
sche Defekte der Betazellfunktion und Insulinwirkung, exokrine Pankreaserkrankungen,
Endokrinopathien, medikamentos toxisch induzierte Formen und Infektionen zusammen.

Die Gruppe IV beschreibt den transienten Gestationsdiabetes [5].

Um die Sekundiarkomplikationen des Diabetes, wie Mikro- und Makroangiopathie [22,
23], Retinopathie [24], Nephropathie [25] und Neuropathie [26, 27] zu vermindern, besteht

die Therapie des Diabetes in der Normalisierung des Blutzuckers. Hierzu stehen unter-



schiedlich schnell wirksame Insuline und Insulinanaloga zur Verfiigung. Durch die Aus-
schaltung transienter Hyperglykdmien konnte die nicht-enzymatische Glykosilierung von
Proteinen, die als Hauptursache fiir die Sekundirschiden angesehen werden, verhindert
werden [29]. Da bisher, trotz moderner Insulinpridparate und intensivierter Insulintherapie,
eine kontinuierliche Kontrolle des Blutglukosespiegels, und damit die Vermeidung von
diabetischen Komplikationen, nur bedingt gelingt, wird weltweit nach Alternativen zur
Substitution mit exogenem Insulin gesucht. Die grofiten Anstrengungen konzentrieren sich
hierbei auf den zelltherapeutischen Ersatz der zerstorten Inselzellen mit intakten isolierten
Langerhans-Inseln oder in vitro differenzierten Stammzellen. Diese miissten entsprechend
ihrer Uberlebenszeit substituiert werden. Klinisch schon jetzt praktiziert wird die Pankreas-
transplantation, die zumeist in Kombination mit einer Nierentransplantation im Stadium
des chronischen Nierenversagens mit guten Erfolgen durchgefiihrt wird [30]. Wéhrend das
operative Vorgehen die Nephropathie und den Lipidstoffwechsel noch giinstig beeinflusst,
konnte keine Verbesserung bei bestehender Retinopathie und autonomer Neuropathie ge-
zeigt werden [34]. Eine Therapieoption fiir den jungen Typ I Diabetiker stellt dies nur in
Ausnahmefillen dar. Neben den operativen Risiken und der lebenslangen Immunsuppres-
sion wird die breite Anwendung dieser Methode durch den Spenderorganmangel limitiert.
Das Problem des Spendermangels kann mit der Verwendung von Nutztieren mittels Xe-
notransplantation umgangen werden. Darunter versteht man die Transplantation von le-
benden Zellen, Geweben und Organen von einer Spezies auf eine andere Spezies (z. B.
Schwein-auf-Mensch). Eine viel versprechende Alternative dazu stellt die Transplantation
isolierter Langerhans-Inseln dar. Insbesondere das Schwein wird heute als Spendertier fa-
vorisiert [79-81]. Das porzine Insulin unterscheidet sich von humanem Insulin in nur einer
Aminosdure und wurde vor der Zeit der rekombinanten Insuline schon sehr erfolgreich bei

Diabetikern eingesetzt.

Moskalewski gelang es 1965 als erstem, mit der Kollagenasetechnik eine Bauchspeichel-
driise enzymatisch zu ,,verdauen* und die freien Inseln mikroskopisch herauszupicken.
Aufgrund der funktionellen Trennung des exokrinen und des endokrinen Systems im Pank-
reas ist es moglich, die Langerhans-Inseln, bestehend aus den o. g. 4 Zelltypen, intakt zu
isolieren [73]. Isolierte Langerhans-Inseln bieten den Vorteil, dass ihr Insulinsekretions-
verhalten in Perifusionsversuchen dem des gesamten perifundierten Organs nahezu gleicht
[8, 9]. Seitdem 1981 von Horaguchi und Merrell [6] eine Standardmethode fiir die Isolie-

rung von Inselzellen aus dem Pankreas entwickelt wurde, standen nun isolierte Langer-



hans-Inseln in ausreichender Zahl zur Verfiigung. Eine entscheidende Weiterentwicklung
und Automatisierung der Methode gelang Camillo Ricordi [50-52]. Mit seiner verbesserten
Technik gelang es in den letzten Jahren, Langerhans-Inseln sowohl aus humanen Spendern
[53-56], als auch aus Sdugetieren, insbesondere aus dem Schwein [55-66] und aus Nagern,
noch erfolgreicher als bisher zu isolieren. Tierexperimente haben gezeigt, dass isolierte
Langerhans-Inseln die diabetische Stoffwechsellage korrigieren und Sekundirkomplikatio-
nen verhindern konnen [35-37]. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der Vollorgan-
transplantation liegt (1) im minimal invasiven operativen Zugangsweg und (2) in der Mog-
lichkeit der Immunogenitits-Senkung durch Anderung der Kultivierungsbedingungen in
vitro [38, 39] bzw. durch Verkapselung des Transplantates mit biokompatiblen Membra-
nen/Materialien [40-46]. Obgleich das Risiko der Ubertragung von artfremden Pathogenen
durch eine Xenotransplantation grundsitzlich gegeben ist, konnten Ubertragungen auf den
Menschen bisher nicht nachgewiesen werde. Insbesondere konnte sie fiir das Leukédmie-
assoziierte porzine endogene Retrovirus (PERV) ausgeschlossen werden [82, 83, 88-90,
92]. PERV, dessen genetischer Code permanent im porzinen Genom integriert ist, kann
Zellen anderer Organismen in vitro infizieren [85]. Neuere Untersuchungen belegen, dass
eine Infektion durch xenoreaktive Antikdrper im Organismus verhindert wird [88]. Die
experimentelle Ubertragung auf menschliche Zellen in vitro [84-86] und auf xenogen
transplantierte diabetische Miuse in vivo [86, 87, 93] sind jedoch widerspriichlich und las-
sen den Schluss zu, dass im Experiment die Infektion auf einen immunsupprimierten Emp-

fdnger-Organismus zuriickzufiihren ist [89].

Der bisherige entscheidende Nachteil der Inselzell-Transplantation mit humanen Langer-
hans-Inseln bestand in der nur etwa 10%igen Einjahresfunktionsrate, gegeniiber 65-80%
nach Transplantation des gesamten Pankreas (Vollorgan-Transplantation) [31-33]. Trotz
erfolgreicher Versuche in diversen Tiermodellen war also der klinische Erfolg bisher nur
sehr gering. Eine neue Untersuchung, das so genannte Edmonton Protocol, zeigt mit einem
verbesserten immunsupprimierten Regime demgegeniiber eine iiberraschend hohe Einjah-

resfunktionsrate nach der Transplantate isolierter Langerhans-Inseln von 85% [47-49].

Mehrere Arbeitsgruppen [7-9] entwickelten ab 1970 Systeme, um die Freisetzungskinetik
des Insulins zu untersuchen. Am Model einer neuartig miniaturisierten Mikroperifusi-
onskammer, der so genannten Wiirzburger Kammer [4], soll in dieser Arbeit der Schwer-

punkt auf die Funktionsdiagnostik der Alginat-mikroverkapselten porzinen Inselzellen ge-



legt werden. Dadurch soll ein besseres Verstidndnis fiir die Inselzellphysiologie geschaffen
werden, so dass eine weitere Qualitidtsoptimierung im Zuge der xenogenen Inselzell-
Transplantation erreicht werden kann. Aus physiologischen, diabetologischen und quali-
tiatsbezogenen Gesichtspunkten erfordert das Vorgehen bei der Isolierung und Transplanta-
tion nicht nur die Aussage, dass die Langerhans-Inseln Insulin enthalten, ausschiitten und
produzieren. Mit Sicherheit muss auch vor der Transplantation gewéhrleistet sein, dass das
Xenotransplantat in einer der humanen Langerhans-Insel, qualitativ und quantitativ ent-
sprechenden Art auf Néahrstoffe, Hormone und Neuromediatoren reagieren kann. Insbe-
sondere vor einer Transplantation in einen humanen diabetogenen Organismus muss dies
belegt werden konnen. Das Verhalten des Xenotransplantates sollte in physiologischen
Situationen (z. B. Nahrungsaufnahme) und patophysiologischen Situationen (z. B. Stress)
eine effektive metabolische Regulation gewdihrleisten, die mit der natiirlichen Reaktion im
Korper korrespondiert. Trotz der bislang mehr als 830 klinischen Inseltransplantationen
sind besonders die Erkenntnisse zur dynamischen Insulinausschiittung isolierter Langer-
hans-Inseln immer noch bruchstiickhaft und auch widerspriichlich [57, 58, 69-73]; dies ist

langfristig einer erfolgreichen Transplantation und der Deutung der Ergebnisse abtriglich.
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Fragestellung

Wie wirkt sich der ,natiirliche’ Glukosegehalt im Kulturmedium auf das Aktivitéts-
niveau der porzinen Langerhans-Inseln aus? Andert sich die sezernierte Insulin-
menge, wenn Ham’s F12 (Glukose hoch konzentriert) oder KRBB (Glukose niedrig
konzentriert) fiir die Perifusion verwendet werden?

Welche Unterschiede gibt es zwischen Hams’F12 und KRBB, wenn die Inseln zu-
satzlich mit Glukose stimuliert werden? Besteht ein Einfluss auf die Stimulierbar-
keit, die Insulinsekretion und die Time To Peak mikroverkapselter porziner Lan-
gerhans-Inseln? Sind die Inseln in einer hyperglykdmischen Umgebung durch zu-
sdtzliche Glukose noch stidrker stimulierbar?

Welchen Effekt haben unterschiedliche IEQ-Zahlen auf die Insulinausschiittung?
Steigt bei zunehmender IEQ-Zahl auch die sezernierte Insulinmenge? Setzt die ein-
zelne Langerhans-Insel stets gleich viel Insulin frei?

Weisen mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln im Vergleich zu unverkapsel-
ten Inseln ein verdndertes Ausschiittungsprofil auf? Verringert oder verzogert die
Mikroverkapselung die Insulinausschiittung?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Insel-Vitalitit und der Stimulierbarkeit
mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln? Wie korrelieren die Insulinsekreti-
on und die Time To Peak mit der Vitalitit? Erlaubt der Vitalitdts-Status der Lan-
gerhans-Insel eine Vorhersage iiber ihre Funktionalitét in vitro?

Welchen Einfluss haben unterschiedliche Mediatoren, Nihrstoffe, Hormone und
Neuromediatoren auf die Kinetik der Insulinsekretion der mikroverkapselten porzi-
nen Langerhans-Inseln? Zeigt sich ein stoffspezifisches Sekretionsprofil? Gibt es
Unterschiede in der Stimulation unter normoglykidmischen (KRBB) und hypergly-
kdmischen (Ham’s F12) Kulturbedingungen?

Wie wirken sich unterschiedliche Konzentrationen von Glukose und Arginin auf
das Sekretionsprofil aus? Gibt es Konzentrations-abhédngige Unterschiede bei Sti-
mulation unter normoglykdmischen (KRBB) und hyperglykdmischen (Ham’s F12)
Kulturbedingungen? Gibt es Grenzen der Stimulierbarkeit?

Wie verédndert sich bei einer mehrtigigen Langzeit-Perifusion im Kammersystem
die Ausschiittungskinetik und die Stimulierbarkeit mikroverkapselter porziner Lan-
gerhans-Insel?



3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial

Fiir die Funktionsdiagnostik porziner Langerhans-Inseln wurden Spender-Schweine der
Kreuzung Deutsche Landrasse x Piétrain (DL x PI), so genannte ausgemusterte Zuchtsauen
(ZS) und Hybridschweine (HY) untersucht. Die Zuchtsauen waren weibliche Schweine im
Alter von 1-2 Jahren mit einem Gewicht von 150-200 kg. Die Hybridschweine waren
weibliche Jungtiere im Alter von 6-7 Monaten mit einem Gewicht von 100-110 kg. Alle
Schweine stammten von verschiedenen Ziichtern aus dem Wiirzburger Umland. Im Rah-
men des Schlachtvorganges wurden die Pankreata von der Fa. Siidfleisch, Wiirzburg, und

der Fa. Hollerbach, Rimpar, fiir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt.

3.2. Isolierung porziner Langerhans-Inseln
Unter Anwendung der halb-automatischen Isolierungstechnik nach Ricordi [52] wurden
die porzinen Langerhans-Inseln, modifiziert nach Heiser [3], isoliert. Weitere Grundlagen

fiir die vorliegende Arbeit waren die Techniken der Arbeit von M. Krickhahn et al. [81].

3.2.1. Priparation der Pankreata

Alle porzinen Spender-Pankreata wurden im Rahmen des Schlachtvorganges aus hirntoten
Tieren entnommen. Es folgte die sterile Priaparation der Organe auf Eis im Labor (Entfer-
nung von Bindegewebe, mesenterialem Fettgewebe, Gefidssen, Lymphknoten). Danach
wurde der Ductus pancreaticus major zur Injektion der Enzymlosung mit einer 18-23G

Brauniile kaniiliert.

3.2.2. Aufbau der Isolierungsapparatur

Fiir die Isolierung wurde eine Edelstahlkammer verwendet. Sterile HBSS-Losung (mit 25
mM Hepes Puffer) wurde iiber einen Schlauch in die Verdaukammer gepumpt (Fa. Ismatec
MCP, Laboratoriumstechnik, Wertheim-Mondfeld). Die Ausflussoffnung der Kammer war

mit einem Stahlsieb von 0,54 mm Maschenweite gesichert (Einzelheiten: siehe [81]).

3.2.3. Pankreasdesintegration
Die Pankreasdesintegration gliederte sich in eine Rezirkulations- und eine Elutionsphase.
In der Rezirkulationsphase wurde in das Organ die in HBSS geloste LiberasePI (Fa. Roche

Diagnostics, Mannheim) injiziert. Sodann wurde das Pankreas zerteilt und im geschlosse-



nen System von der Enzymldsung umspiilt. Sobald mit der Dithizonfirbung die erste freie
Langerhans-Insel sichtbar war, wurde der Gewebebrei eluiert: Dazu wurde das System
geoffnet, gefiltert, und verdautes Gewebe in einem Auffanggefiss gesammelt und auf Eis

gekiihlt.

3.2.4. Reinigung und Kultur der Langerhans-Inseln

Die Trennung der Langerhans-Inseln vom exokrinen Gewebe (Reinigung) erfolgte mit dem
diskontinuierlichen OptiPrep-Dichtegradienten im COBE 2991 Cell Processor (COBE La-
boratories Inc., Lakewood, USA) [81]. Die Reinheit der Inseln wurde mit der Dithizon-
Farbung kontrolliert. Je 500 ml Kulturmedium Ham’s F12 (Fa. Cell Concepts, Taufkir-
chen) wurden 5 ml Penicillin/Streptomycin, Amphotericin B, L-Glutamin und 5% inakti-
viertes FCS (alle Fa. Cell Concepts) zugesetzt. Die Kultivierung der Inseln erfolgte fiir ca.

24 h im Brutschrank (Fa. Zapf, Saalstedt) bei 24°C, mit 5% CO; und 95% O,.

3.3. Mikroverkapselung der Langerhans-Inseln mit Alginat

Nach der Reinigung und ein- bis mehrtdgigen In-Vitro-Kultur erfolgte die Mikroverkapse-
lung (Fa. Steinau, Berlin) der porzinen Langerhans-Inseln nach der Methode von Zekorn
et. al. [78] mit hochreinem Bariumalginat (Fa. Pronova, Oslo, Norwegen). Jede Kapsel von
300-600 um Durchmesser (Abb. 3) enthielt ca. 5-12 Inseldaquivalente (IEQ). Ein IEQ ent-

spricht einer mittelgrolen porzinen Insel mit einem Durchmesser von 150 pum.

3.4. Vitalitiatsfirbung der Langerhans-Inseln

Die Vitalitdt der Langerhans-Inseln wurde mittels Doppelfarbung mit Fluoreszein-Diacetat
(FDA, Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) und Propidium-Jodid (PI, Fa. Sigma-Aldrich) ge-
priift [2, 3]. Mit dem Fluoreszenzmikroskop BX50 (Fa. Olympus Optical Co. GmbH,
Hamburg) wurden die Zellen bei 488 nm Wellenlidnge betrachtet. Die Fluoreszenzfarbung
wurde unter einem 530+20 nm Bandpass-Filter beurteilt. Die Fotodokumentation erfolgte
mit der Digitalkamera ColorView 12 (Fa. Soft Imaging System SIS, Miinster) unter Ver-
wendung der Bilddarstellungs-Software Analy-SIS® Version 3.2 (Fa. Soft Imaging Sys-
tem SIS).



Abb. 3: Links unverkapselte Langerhans-Inseln nach Isolierung. Die vitalen Anteile (griin) grenzen
sich deutlich von vereinzelten avitalen (rot) Fragmenten ab. Rechts mikroverkapselte porzine Lan-
gerhans-Inseln (FDA/PI-Firbung). Der Kapseldurchmesser betriigt ca. 400-600 um. Neben den
stark griin gefidrbten Inselzell-Clustern sind auch weitere Zellfragmente des endokrinen
Pankreas verkapselt. Bilder mit freundlicher Genehmigung von Frau Prof. K. Ulrichs, Zentrum
fiir Operative Medizin, Chirurgische Klinik I, ETI, Wiirzburg.

3.5. In-Vitro-Funktionsdiagnostik von Langerhans-Inseln

Zur Analyse der In-Vitro-Funktion der isolierten Langerhans-Inseln wurde das in unserer
Arbeitsgruppe entwickelte Perifusionssystem Wiirzburger Kammer verwendet. Zellen und
Gewebe erfordern eine differenzierte In-Vitro-Untersuchung, bevor sie transplantiert wer-
den. Um die Kulturbedingungen isolierter Inselzellen au3erhalb der Bauchspeicheldriise zu
optimieren, und um sie einer exakten Funktionsdiagnostik zu unterziehen, wurde im Rah-
men der Promotion von Herrn Dr. A. G. Kerscher ein miniaturisiertes Mikroperifusions-
system entwickelt, das ausgiebig erprobt und stetig weiter verbessert wurde [4]. Zielset-
zung war der Aufbau eines halbautomatisierten Perifusionssystems, das auch fiir mikro-
skopische Analysen und diverse Firbetechniken zuginglich ist. Weitere Kriterien waren
eine einfache Handhabung, seine Wiederverwendbarkeit und seine Eignung fiir Langzeit-
kulturen. Die Kammer sollte auch bei laufendem Betrieb wiederholte mikroskopische In-
spektionen ermdoglichen. Dies wiirde die Beurteilung von Vitalitidt und Struktur der peri-
fundierten Inseln im Versuchsablauf sehr erleichtern. Auf Basis des von Dr. A. G. Ker-
scher entwickelten Kammermodells V5gy (S=Edelstahl, M=mikroskopierbar) wurde in
Zusammenarbeit mit F. Sauer (Physiologisches Institut, Universitit Wiirzburg) eine ver-
besserte Version mit Modifikationen am Dichtungssystem der Kammer angefertigt. Das
Modell erlaubt den gleichzeitigen Betrieb von bis zu 8 Kammern, bestiickt mit unter-
schiedlichen Medien und Stimulantien. Es ermdglicht die genaue Analyse der Insel-

Physiologie iiber Stunden, Tage oder sogar mehrere Wochen [4].
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3.5.1. Aufbau der Mikroperifusionskammer

Das Herzstiick des Perifusionssystems ist eine runde rost- und sdurebestindige Edelstahl-
kammer (Material der Gruppe 1.4301 X5CrNil8 10, Fa. Reinhard Stahlhandel, Wiirzburg)
mit einem Durchmesser von 27 mm und einem Innenvolumen von 0,25 ml (Abb. 4-7). Die
Kammer kann sterilisiert und wieder verwendet werden. Zudem ist sie frei transportierbar

und von Zellinkubatoren unabhingig.
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Abb. 4: Die Wiirzburger Kammer V5gy im Querschnitt im geschlossenen Zustand. Die Deckgléser
(blau) liegen jeweils einem Auflagerahmen B in Deck- und Bodenplatte auf, so dass Auflicht- und
Durchlichtmikroskopie moglich sind. Auf einem Nylonnetz (schwarz gestrichelte Linie) das einem
Gummiring (schwarz) aufliegt, liegen die Inselzellen (griin). Der Zufluss A steht iiber das Nylon-
netz mit dem Abfluss D in Verbindung. Uber einen weiteren Zugang C kann die Kammer V5gy z.
B. entliiftet werden. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. A. Kerscher, Niirnberg.

Abb. 5: Bemessungsplan der Perifusionskammer
V5gm in der Aufsicht. Abgebildet ist die Deck-
platte. Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von Dr. A. Kerscher, Niirnberg.
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Sie ist mit einem Zufluss (Abb. 4, A) in der Deckplatte und einem Abfluss (Abb. 4, D) in
der Bodenplatte ausgeriistet. Zudem verfiigt sie iiber einen dritten Zugang in der Deckplat-
te (Abb. 4, C), der dem Zugang gegeniiberliegt. Uber diesen kann das System befiillt und
entliiftet werden. Der urspriinglich von Dr. A. Kerscher verwendete Verschlussmechanis-
mus mit zwei gegeniiberliegenden Schrauben (Abb. 5, A), wurde wegen mangelhafter Ab-
dichtung in einen Dreipunkteverschluss geidndert. Die 3 Bohrungen lagen dabei vom Zent-
rum aus im Abstand von jeweils 120 Grad. Alle weiteren Spezifikationen und Bemessun-
gen entsprachen der urspriinglichen Kammer V5gy. Die Deck- und Bodenplatten konnen
mit drei Schraubverbindungen (A4-Schrauben, Fa. Hummer und Rief3, Niirnberg) mitein-
ander fixiert werden. Ein handelsiiblicher O-Ring aus Gummi mit einem Aussendurchmes-
ser von 12 mm (Fa. Obi, Baufachmarkt) liegt der Bodenplatte auf und sorgt fiir die Ab-
dichtung der beiden Metallplatten. Dem Ring wurde ein rundes engmaschiges Nylonnetz
mit einer Maschenweite von 20 pm und einem Gesamtdurchmesser von ca. 20 mm aufge-
lagert, das dafiir mit einer Schere passend zugeschnitten wurde; auf diesem Netz liegen die
Zellen wihrend des Versuchs. Uber die Maschengrosse kann die Auflagefliche fiir die
Zellen reguliert werden. Die Langerhans-Inseln befinden sich somit zwischen dem Nylon-
netz, das dem Gummiring aufliegt, und der Deckplatte der Kammer. In die Deck- und Bo-
denplatten ist jeweils ein rundes Deckglas von 20 mm Durchmesser (Fa. VWR Internatio-
nal GmbH, Niirnberg) eingelassen. Mit hochviskosem Silikonkleber (Fa. GE Bayer Silico-
nes, Leverkusen) erfolgt die Befestigung der Deckglidser auf einem dafiir vorgesehenen
runden Auflagerahmen (Abb. 4, B). Durch die Deckglischen kann man auch wihrend des

Versuchs in die Kammer schauen.

3.5.2. Aufbau des Mikroperifusionssystems

Die Kammer hat einen Zu- und einen Abfluss, iiber den Medien zu- und abgeleitet werden
(Abb. 6). Der Zufluss gliedert sich, von der Kammer aus beginnend, in (1) eine Verbin-
dungsleitung, (2) einen Pumpenschlauch und (3) eine weitere Verbindungsleitung. Der
Kammerzufluss (Abb. 4, A) ist iiber eine sterile Verbindungsleitung (Fa. Impromediform
GmbH, Liidenscheid) (Abb. 7, A) mit einem Pumpenschlauch (Fa. Ismatec, Wertheim-
Mondfeld) (Abb. 7, B) verbunden. Dem Pumpenschlauch wird iiber eine Verbindungslei-
tung Medium zugeleitet. Das Ende der Verbindungsleitung wird luftdicht durch einen De-
ckel gefiihrt, der ein passendes Plastikrohrchen mit dem gewiinschten Medium darin ver-
schliessen kann. Auf das Abflussstiick der Kammer (Abb. 4, B) wird eine Verbindungslei-
tung aufgesteckt, die das Eluat der Kammer in Plastikrohrchen ableitet (Abb. 6, Abb. 7).
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Die dritte Offnung der Perifusionskammer (Abb. 4, C) wird mit einer kurzen Verbindungs-
leitung bestiickt, an deren Ende sich ein Gummipfropfen befindet. Uber diesen lisst sich
das Leitungssystem entliiften. Der Pumpenkopf (ISM 724, Fa. Ismatec, Glattbrugg-Ziirich,
Schweiz) mit 8 Rollen wird von einer peristaltischen Pumpe (ISM 404B, Fa. Ismatec) an-
getrieben (Abb. 6, Abb. 7, C). Im Inneren der Kammer ruhen die Zellen auf einer Triger-
vorrichtung und werden von Kulturmedium gleichm:iBig umstréomt. Uber ein Heizelement
(Abb. 6, Abb. 7, E), auf dem die Kammern ruhen, lésst sich die Temperatur des Kulturme-
diums regulieren. Das Heizelement wird von Wasser durchstromt, das von einem Heiz-

wirmer (WTE var 3185/4, Fa. Assistent, Sondheim) temperiert wird (Abb. 7, D).

Pumpe Wiirzburger Abtropfanlage
Kammer mit Auffang-
VOsvte rohrchen

Flasche mit T
Medium Heizplatte

Abb. 6: Schematische Darstellung des Aufbaus des Mikroperifusionssystems. Das Eluat der Perifu-
sionskammer (rot) wird iiber einen Schlauch in Auffangrohrchen weitergeleitet. Eine der Kammer
vorgeschaltete Pumpe fordert das Medium (Kultur- oder Stimulationsmedium) iiber einen Schlauch
in die Kammer. Die Perifusionskammer ruht auf einer Heizplatte. Im Gegensatz zu der hier skiz-
zierten Kammer V6gy g wurde eine modifizierte Kammer auf Basis der Kammer V5g,; verwendet
(vgl. Kapitel 3.5.1.). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. A. Kerscher, Niirnberg.

3.5.3. Einbringen der Zellen in die Perifusionskammer

Um die gewiinschte Anzahl Langerhans-Inseln in die einzelnen Perifusionskammern zu
iberfithren, wurde eine bedienungsfreundliche Technik gesucht, die eine moglichst geringe
Abweichung von der benétigten Inselzahl/Kapselzahl in der Kammer gewéhrleistet. Weiter
waren eine kurze Transferzeit (von der Zellkulturflasche in die Perifusionskammer) und

ein moglichst geringer Zellstress wihrend des Transfers zu fordern.
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Pumpenschlauch B mit der Pumpe C verbunden. Die Perifusionskammern (n=6) ruhen
auf dem Heizelement E, das von dem Heizwiarmer D gesteuert wird. Bereitgestellt von
H. Bergauer, Zentrum fiir Operative Medizin, Chirurgische Klinik I, Wiirzburg.

Ein hohes Mass an Zellintegritit sollte bewahrt und prizise Messwerte garantiert werden.
Die in vitro kultivierten sterilen verkapselten Inseln wurden noch in den Kulturflaschen
sedimentiert (durch Aufrechtstellen der Flaschen). Sie wurden vorsichtig in eine 10 ml
Pipette aufgenommen, die Pipette senkrecht gestellt, so dass sich von der Pipettenspitze
aus ein Kapselsediment bildete. Die Kapseln wurden dann vorsichtig und mit wenig Medi-
um in ein 1,5 ml Eppendorf Cap tiberfiihrt. In einem kleinen Volumen wurde die Kapsel-
anzahl lichtmikroskopisch bestimmt. Im folgenden Schritt wurde das Volumen mit der
gewiinschten Kapselzahl mittels einer Insulinspritze (ohne Injektionsnadel) aus dem Ep-
pendorf Cap entnommen und in die Perifusionskammer iiberfiihrt. In der Regel wurden
150-200 Kapseln pro Kammer verwendet. Da die Kapseln trotz unterschiedlicher Grossen
im Sediment gleich verteilt sind, darf man von einem identischen B-Zellvolumen/Kammer
ausgehen. Vorversuche hatten Abweichungen von nur 1% gezeigt. Nachdem die Kapseln
in die Perifusionskammer tiberfiithrt waren, wurden sie mit 2 Tropfen Kulturmedium tiber-
schichtet, um ihr Austrocknen zu verhindern. Ein rundes Nylonnetz (Durchmesser 20 mm)

wurde mit einer Pinzette iiber die Kapseln gelegt. Dieses verhindert das Ausschwemmen
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der Kapseln aus der Kammer iiber die Zu- und Abflussstutzen. Anschliessend wurde die
Deckplatte mit der Bodenplatte (dazwischen der R-Ring zur Abdichtung) an drei Punkten

verschraubt.

3.6. In-Vitro-Funktionsanalysen

Fiir alle Funktionsanalysen der isolierten Inseln in vitro wurde die oben beschriebene
Wiirzburger Kammer verwendet. Die Langerhans-Inseln waren entweder verkapselt (Abb.
8 links)oder unverkapselt. In den Kammern wurden die Inseln/Kapseln kontinuierlich von
Medium umspiilt (Abb. 8 rechts), wobei das aus der Kammer stromende Medium in Pro-
benrohrchen fiir die spéteren Insulinmessungen aufgefangen wurde. Anschliessend wurde
der Insulingehalt im Kulturmedium gemessen. Nachdem die zuvor geforderte Zell- oder
Kapselzahl in die Perifusionskammern eingebracht war, wurde die Kammer an die Perifu-
sionsanlage angeschlossen. Mit einer konstanten Pumpgeschwindigkeit von 0,147 ml/min
wurde Medium durch die Kammern gepumpt. Die Inselzellen wurden nach Kurzzeitperifu-

sion, Mehrfachperifusion oder Langzeitperifusion funktionell getestet.

=

Abb. 8: Links eine durchlichtmikroskopische Aufnahme von Alginat-mikroverkapselten porzinen
Langerhans-Inseln auf einem Objekttriger. Neben intakten Langerhans-Inseln sind auch endokrine
Zellfragmente intrakapsulir erkennbar. Der Kapseldurchmesser betrigt 400-600 pm. Die Vergros-
serung ist 40-fach. Rechts: durchlichtmikroskopische Aufnahme von Alginat-mikroverkapselten
porzinen Langerhans-Inseln in der Perifusionskammer (Kapitel 3.5.1.). Die Aufnahme erfolgte bei
verschlossener Kammer wihrend der Perifusion (durch das Deckgldschen in der Deckplatte mikro-
skopiert), daher die etwas unscharfe Darstellung (vgl. Abb. 4). Die verkapselten Langerhans-Inseln
liegen auf einem Nylonnetz und werden von Zellkulturmedium umstromt. Kapseldurchmesser 400-
600 pm, VergroBerung 50-fach.

Bei der Kurzzeitperifusion (Dauer 70-160 min) wurden die Inselzellen einmalig einem
definierten Stimulus (Dauer 30-40 min) ausgesetzt (Abb. 9). Bei der Mehrfachperifusion

wurden die Inselzellen mindestens 2 x im Abstand von 20-70 min stimuliert (Abb. 10). Bei
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der Langzeitperifusion (Dauer 70-315 min) wurden dieselben Zellen in einem Zeitraum
von 2-11 Tagen wiederholt entsprechend Abb. 9 stimuliert. In der Phase zwischen den
Stimulationen wurden die Zellen in der Kammer mit Ham’s F12 (Flussrate 1 ml/h) und
37°C kultiviert. Stets folgte nach Einbringen der Zellen in die Kammer eine Adaptations-
phase (AP), die sich je nach Versuch iiber 10 bis 80 min erstreckte. Wihrend der AP wur-
den die Zellen von Kulturmedium (Basalmedium) umflossen. Auf die AP folgte die Stimu-
lationsphase (SP). Hier wurden sie mit verschiedenen Substanzen stimuliert, die dem Ba-
salmedium beigemengt waren. Anschliessend folgte wieder eine AP. Wihrend bei der
Kurzzeitperifusion der Versuch hier endete, erfolgte bei der Mehrfachperifusion eine wei-
tere SP. Der Ablauf der Langzeitperifusion entsprach jenem der Kurzzeitperifusion mit
Wiederholung der Perifusion an aufeinander folgenden Tagen. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte zwischen den Perifusionen im Brutschrank bei 24°C im Kulturmedium (Ham’s
F12 bzw. KRBB). In der AP und SP wurde den Perifusionskammern in definierten Zeitab-
stinden Proben entnommen. Die Sammelintervalle betrugen in der AP 10 bis 50 min, in
der SP wurden die Intervalle auf 2 bis 20 min verkiirzt. Die Proben wurde jeweils in 5 ml
fassenden Plastikrohrchen (Cat.-No. 55.525, Fa. Sarstedt AG) aufgefangen, mit Plastik-
stopfen (Cat.-No. 68.806.507, Fa. Sarstedt AG) verschlossen und bei -20°C tief gefroren;

spiter wurde ihr Insulingehalt mit dem ELISA bestimmt.
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AP SP AP
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400 -

300 -
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Insulin [pU/ml]
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0 T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t [min]

Abb. 9: Schematische Darstellung einer Kurzzeitperifusion mit Adaptationsphase (AP) und Stimu-
lationsphase (SP, gelber Balken). Die Kurvenpunkte geben die Probennahme wieder. Die Y-
Achse entspricht der gemessenen Insulinkonzentration [pU/ml]. Die X-Achse dokumentiert den
Zeitpunkt der Probennahme.
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Abb. 10: Schematische Darstellung einer Mehrfachperifusion. Auf eine Kurzzeitperifusion nach
dem Schema in Abb. 9 folgt eine weitere Stimulationsphase (SP).

3.6.1. Basalmedien
Als Basalmedien wurde einmal modifizierte Ham’s F12 Losung (Cat.-No. M-L1404-1, Fa.
CellConcepts) mit 180,2 mg/dl Glukose verwendet, ein anderes mal KRBB mit 54 mg/dl

Glukose. Die Kulturmedien setzten sich wie folgt zusammen (Tab. 1):

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kulturmedien KRBB und Ham’s F12.

Zusammensetzung | Konzentration Zusammensetzung Konzentration
KRBB Ham’s F12
CaCl, 2.4 mM Ham’s F12 -—--
Kulturmedium

NaCl 120 mM Hepes 25 mM

MgSO,-heptahydrat 1.2 mM Fetal Calf Serum (FCS) 100 ml/1

KCl 54 mM Penicillin/Streptomycin 10 ml/

KH,PO, 1.2 mM Amphotericin B 10 ml/1

HEPES 20 mM L-Glutamin 10 mi/l

BSA 0.1% Nicotinamid (NAD) 50 mM

Glukose 3mM Glukose* 9.9 mM

Die Losung wurde steril gefiltert (Cat.-No. S4654, Firma PALL Life Sciences, Dreieich)
und ihr pH-Wert auf 7.4 eingestellt. * Bereits im Ham’s F12 Kulturmedium enthalten.

Mit beiden Basalmedien wurden identische Stimulationsversuche durchgefiihrt, unter Zu-
satz der in Tab. 2 genannten 8 Mediatoren. Um die Stimulationsfihigkeit der Zellen in

Basalmedien mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen genauer zu erkunden, wurden
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auch direkt vergleichende Perifusionen mit Ham’s F12 (Glukose 180,2 mg/dl), KRBB
(Glukose 54 mg/dl) und einem dritten Kulturmedium, Hanks BSS (Cat.-No. B-L0200-1,
Fa. CellConcepts; Glukose 100 mg/dl) durchgefiihrt. Die vergleichenden Untersuchungen
erstreckten sich einerseits auf die Insulinsekretion in unstimulierten Phasen, andererseits
auf die Insulinsekretion wihrend eines Glukosestimulus. Mit Ham’s F12 wurden mikro-
verkapselte porzine Langerhans-Inseln hinsichtlich ihrer Funktionalitit im diabetogenen
bzw. hyperglykdmischen Milieu untersucht. Da die Zellen nach Transplantation diesem
direkt ausgesetzt sind, erschien es sinnvoll, die 3-Zellen unter diesen Bedingungen zu un-
tersuchen. Die Versuche mit dem in vielen Publikationen beschriebenen KRBB sollten die

Aussagen der Kurven unter Glukosebelastung zusitzlich validieren.

3.6.2. Stimulationsmedien

Die acht verwendeten Stimulationsmedien wurden in vier Untergruppen eingeteilt (Tab. 2).
Die erste Gruppe entsprach (a) nutritiven Faktoren, die auf die Langerhans-Inseln im Rah-
men des Energiestoffwechsels und verschiedener Feedback-Mechanismen Einfluss aus-
iiben. Die zweite Gruppe (b) schloss Mediatoren des sympathischen Nervensystems ein.
Die dritte Gruppe (c) untersuchte das hormonale Ansprechverhalten mittels Glukagon. Die
vierte Gruppe (d) setzte sich mit dem elektrochemischen Ansprechverhalten der Kanalphy-
siologie der Langerhans-Inseln auseinander. Fiir die Herstellung der Stimulationsmedien
wurden in dem jeweiligen Basalmedium, Ham’s F12 oder KRBB, gelost. Da fiir die Stimu-
lationsversuche vornehmlich verkapselte Langerhans-Inseln untersucht wurden, lag ein
besonderer Schwerpunkt auf dem moglichen Einfluss der Mikroverkapselung auf das An-
sprechverhalten. Mit den Stimulationsmedien in unterschiedlichen Konzentrationen sollten
das Ansprechverhalten der Zellen und ihre maximale Stimulierbarkeit genauer untersucht

werden. Tab. 2 zeigt die genaue Zusammensetzung der Stimulationsmedien.
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Tabelle 2: Die Stimulationsmedien, geordnet nach Reaktionsgruppen.

Stimulantien Konzentration
Nutritive Faktoren
Glukose (Gluk) 16,6 mmol/l
33,2 mmol/l
5 mmol/l
L-Arginin (Arg) 10 mmol/l
20 mmol/l
40 mmol/1
D-(-)-p-OH-Butyrat (Bs) 10 mmeol/1
Neuromediatoren
L-Phenylephrin (Pe) 100 pmol/1
Carbamylcholinchlorid 500 mmol/l
(Cmc)
Clonidin (Clo) 50 pmol/l
Hormon
Glukagon (Glgn) 2 umol/l
Sulfonylharnstoff
Tolbutamid (Tb)* 100 pmol/1
Tolbutamid plus 100 pmol/l
Glukose (Tb+Gluk)** 16,6 mmol/l

Die Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen von (D-(+)-Glukose, Cat.-No. G-
6152, Fa. Sigma-Aldrich), soll es ermoglichen, Aussagen iiber die Konzentrations-
abhidngige Stimulierbarkeit der Inseln zu treffen. Die Stimulantien Arginin (L-Arginin,
Cat.-No. A-8094, Fa. Sigma-Aldrich) und B-Hydroxy-Buttersdure (DL-B-OH-Buttersiure-
NaCl, Cat.-No. H-6501, Fa. Sigma-Aldrich) komplettieren die Gruppe der nutritiven Fak-
toren, bestehend aus Kohlenhydraten (Glukose), Eiweiss (Arginin) und Fett (B-Hydroxy-
Buttersdure). Das Ansprechverhalten durch die parasympatische Steuerung wurde mittels
Carbamylcholin (Carbamylcholin Chlorid (Carbachol), Cat.-No. C-4382, Fa. Sigma-
Aldrich), einem mACh-Agonist, ermittelt, die sympatische Steuerung mittels Phenylephri-
ne (L-Phenylephrine, Cat.-No. P-6126, Fa. Sigma-Aldrich), einem o;-Agonist, und Cloni-
din (Clonidin, Cat.-No. C- 7897, Fa. Sigma-Aldrich), einem o,-Agonist. Die endokrine
Funktion nach Isolierung und Mikroverkapselung soll mit Glukagon-Stimulation (Gluka-

gon, Cat.-No. G-3157, Fa. Sigma-Aldrich) nachgewiesen werden; ebenso die Kanal-
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Physiologie des auswirts gerichteten K-Kanals, dessen SUR1 Komponente durch Tolbu-
tamid (Tolbutamid, Cat.-No. T-0891, Fa. Sigma-Aldrich) blockiert wird. Dadurch wird die
B-Zelle depolarisiert und setzt am Ende einer Kaskade Insulin frei. Die Temperatur aller

Perifusionsmedien (Basalmedien und Stimulationsmedien) lag entweder bei 37 oder 25°C.

3.7. Messdaten und ihre Auswertung

3.7.1. Berechnung der Inseliquivalente

Um eine vergleichbare quantitative Aussage iiber die Funktion der porzinen Langerhans-
Inseln zu treffen, war es notig, die Zellbeladung bzw. Kapselbeladung der Kammern zu
quantifizieren. Ohne ein derartiges Vorgehen wiren ausschliesslich qualitative Aussagen
zu treffen, die einer genaueren Analyse entgegengestanden hitten. Um die Anzahl der
Langerhans-Inseln nach Dichtegradienten-Zentrifugation zu berechnen, wurde ein Drei-
fach-Ansatz vorgenommen. Fiir die mathematische Berechnung wurden jeweils 100 pl der
Inselsuspension mit 10 pl Dithizon in einer 24-Lochplatte gefdrbt und lichtmikroskopisch
ausgewertet. Gezidhlt wurden ausschliesslich Langerhans-Inseln mit einem Durchmesser
>50um, die frei von exokrinem Gewebe waren. Um die unterschiedlichen Grossen der iso-
lierten Inseln innerhalb einer einzigen sowie zwischen verschiedenen Isolierungen zu ver-
gleichen, wurden die Inseln in Inseldquivalente (IEQ) umgerechnet: Ein IEQ entspricht

einem Inseldurchmesser von 150 um [52].

oca. 75 um=21EQ o ca. 150 um =1 IEQ o ca. 300 um = 2 IEQ

Abb. 11: Schematische Darstellung der Anzahl der Inseldquivalente anhand des lichtmikroskopisch
ermittelten Durchmessers der Langerhans-Inseln.

20



Anhand des mikroskopisch ermittelten Durchmessers wurden die Langerhans-Inseln einer
der folgenden Grossengruppen zugeteilt: 50-99 um, 100-149 pm, 150-199 pm, 200-249
um, 250-299 pm, 300-349 um und > 350 pum. Die Anzahl in jeder Durchmessergruppe

wurde mit dem entsprechenden Umrechnungsfaktor multipliziert (Tab. 3).

Tabelle 3: Darstellung der Umrechnungsfaktoren fiir die
unterschiedlichen Durchmesser der Langerhans-Inseln.

Durchmesser der Umrechnungsfaktor
Langerhans-Insel [um]
50-99 0,16
100-149 0,66
150-199 1,7
200-249 3,5
250-299 6,3
300-349 10,4
> 350 15,8

Die Gesamtzahl der gewonnenen IEQ wurde mit Formel 1 errechnet. Teilt man die IEQ
gesamt durch das Organgewicht vor der Isolierung, so erhilt man die IEQ/g Organ, womit

unterschiedliche Isolierungsergebnisse quantitativ gut vergleichbar werden.

B+Ph+P
IEQ gesamt = \% XVg
p
Dabei entspricht
IEQ gesamt
P, -P; Anzahl IEQ in der Priparation
Vo Volumen der Proben in ml
V, Volumen der Gewebesuspension in
ml

Formel 1: Mathematisches Schema zur Berechnung der IEQ-Zahl in einer
Isolierung.
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Wurden fiir die Experimente unverkapselte Langerhans-Inseln verwandt, erfolgte die Kal-
kulation der entnommenen Zellen (IEQ p;ope) aus der Kulturflasche mittels einfachem Drei-
satz, bei dem eine zumindest kurzfristige Gleichverteilung der durchmischten Inseln im

Kulturmedium vorausgesetzt wurde.

I E Q gesamt
IEQ Probe = X VPr obe
gesamt
Dabei entspricht

IEQ gesamt Gesamt IEQ der Priparation im Kulturme-

dium
Vgesamt Volumen des Kulturmediums in ml
Verobe Volumen der entnommenen Probe in ml

Formel 2: Mathematisches Schema zur Berechnung der IEQ-Zahl in einer ver-
wendeten Probe.

Ausgehend von der IEQ-Zahl der Priparation (IEQ gesam:) erfolgte bei der Verkapselung der
isolierten Langerhans-Inseln eine weitergehende Kalkulation, um die Anzahl der in der

Kapsel eingeschlossenen Langerhans-Inseln zu ermitteln.

3.7.2. Reinheit und Ausbeute der Langerhans-Inseln

Die Reinheit der Inselpriparationen nach der Dichtegradienten-Zentrifugation bezeichnet
den Anteil des endokrinen Gewebes an der Gewebesuspension. Der Anteil an reinen Inseln
wird in Prozent ausgedriickt und lichtmikroskopisch nach Dithizon-Féarbung beurteilt. Um
die Ausbeute der Inseln zu bestimmen, wurde das Verhéltnis IEQ/g nach der Desintegrati-

on mit IEQ/g nach der Dichtegradienten-Zentrifugation prozentual ausgedriickt.
3.7.3. Insulinbestimmung

Die quantitative Insulinmessung wurde mittels eines selbst angefertigten ELISA durchge-

fiihrt. Der ELISA ist spezifisch fiir humanes Insulin, wobei eine Kreuzreaktivitit von
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100% zu porzinem und bovinem Insulin besteht. Eine Kreuzreaktivitidt mit humanem oder
porzinem Proinsulin wird ausgeschlossen. Als Standards (0, 7, 13, 33, 91, 230 uIU/ml) und
Kontrollen (16,5+4,1 uIU/ml 52,9413,2 uIU/ml) wurden Produkte aus einem handelsiibli-
chen ELISA (Human Insulin EASIA, Fa. Biosource International, Camarillo, USA) ver-
wendet. Die Beschichtung der 96-Loch ELISA-Platte (Cat.-No. NUNC442404, NUNC-
IMMUNO-Plate, Maxisopr F96, Fa. Nunc A/S, Roskilde, Dianemark) erfolgte durch einen
monoklonalen Maus-anti-human Insulin Antikoérper IN-05 (Cat.-No. T-1321, Fa. BMA
Biomedicals AG, Augst, Schweiz), der mit einer Konzentration von 3 pg/ml in 50 mM
NaHCOj; Puffer (Cat.-No. 106329, Fa. Merck KGaA, Darmstadt) gelost wird, der zuvor
auf pH 9,6 eingestellt wurde. Nach einstiindiger Inkubation wurde die Platte zunichst mit
einer Waschlosung aus PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung, Cat.-No. BR0014G, Fa. O-
xoid Limited, Hampshire, England) und 0,05%igem TWEEN 20 (Polyoxyethylensorbit-
monolaurat, Fa. Sigma-Aldrich) gewaschen. Danach wurde mit einer Losung aus PBS-
Puffer, 0,05%igem Tween 20 und 1%igem BSA (Bovines Serum Albumin, Cat.-No.
11925, Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), kurz PBS/BSA/TWEEN, die Platte
fiir eine Stunde blockiert. Nach dem Waschen wurden die aus der Perifusion gewonnenen
Proben mit einer bedarfsgerechten Verdiinnung, die Standards, Kontrollen und der Hinter-
grund in Form des Grundmediums in die 96-Loch ELISA-Platte pipettiert. Nach zweistiin-
diger Inkubation wurde die Platte wie oben beschrieben gewaschen. Als Primérantikdrper
wurde sodann ein polyklonaler Meerschweinchen-anti-Insulin Antikérper (Polyclonal Gui-
nea Pig Anti-Insulin, Cat.-No. A0564, Fa. DAKO Corporation, Carpinteria, USA), in einer
Konzentration von 10 pg/ml in PBS/BSA/TWEEN, einpipettiert und fiir eine Stunde inku-
biert. Danach wurde die Platte wiederum gewaschen und der Peroxidase-konjugierte anti-
Meerschweinchen IgG Sekundérantikorper (Peroxidase conjugated Affinity Purified anti-
Guinea Pig IgG, Cat.-No. 606-103-129, Fa. Rockland, Gilbertsville, USA), in einer Kon-
zentration von 1 pug/10ml in PBS/BSA/TWEEN, einpipettiert und fiir eine Stunde inku-
biert. Nach nochmaligem Waschen der Platte wurde die Farbstoffentwicklung durch hin-
zugesetztes ABTS (2,2’ Azino-bis-(3-ethylenbenzthiazoline-6-sulfonic acid, Cat.-No. A-
1888, Fa. Sigma-Aldrich), das in 0,1 M Citratpuffer (Citronensdure-Monohydrat, Cat.-No.
100244, Fa. Merck KGaA) mit pH 4,35 und 1:10.000 verdiinnt in Wasserstoffperoxid
(H,0O, 30%ige Stammlosung, Cat.-No. 31642, Fa. Sigma-Aldrich) vorliegt, erreicht. Die
Absorption wurde bei 405 nm Wellenlidnge mit Hilfe eines Readers (MRX Microplate Re-
ader, Fa. Dynatech Medical Products Limited, Guernsey, Great Britain) gemessen. Mittels

Computer Software (Bio Linx™™ Version 2.21, Fa. Dynatech Laboratories Incorporated,
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Chantilly, USA) wurde eine Standardkurve erstellt, mit der die Extinktionswerte des Rea-

ders in eine Stoffkonzentration (Einheit: pU/ml) umgerechnet wurden.

3.7.4. Faktoren bei der Analyse des Insulin-Ausschiittungsprofils

Um die Funktion der Langerhans-Inseln zu analysieren, wurden die gemessenen Insulin-
konzentrationen in ein Koordinatensystem eingetragen. Die x-Achse gab die Zeit der Pro-
beentnahme wieder. Die y-Achse entsprach der gemessenen Insulinkonzentration. Hieraus
ergab sich ein graphisch anschauliches Sekretionsprofil iiber die Zeit der Perifusion. Da
aufgrund verschiedener Einflussgrossen (Organgewicht, Alter des Spendertiers, Funktiona-
litdt der B-Zellen) ein exakt gleiches Profil bei Versuchen mit unselektierten Langerhans-
Inseln von verschiedenen Spendertieren nicht zu erwarten war, mussten zur Analyse der
Funktion und Reaktion der Langerhans-Inseln zusitzliche Faktoren herangezogen werden.
Diese fiihrten nicht nur zu einer besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Perifusionsergeb-
nisse unterschiedlicher Isolierungen, sondern zu einer detaillierteren Analyse des einzelnen
Versuches. Ein Mittelwert, gebildet aus den Profilen unterschiedlicher Inselzellisolierun-
gen, aufgetragen iiber die Zeit, ergab in Vorversuchen nur eine unzureichende Aussage-
kraft. Ursdchlich war hier, dass ein urspriinglich deutliches Profil in der Insulinausschiit-
tung nach Stimulation aufgrund von zeitlichen Verzogerungen, Verschiebung oder Versa-
gen anderer Isolierungen, verloren geht. Hierdurch wiirde die Aussagekraft vermindert und
das Ergebnis verfilscht. Fiir die Analyse der Kurven wurde deshalb folgendes Vorgehen
gewdhlt: Um Kurven vergleichbar zu machen, die die Insulinausschiittung unterschiedlich
vieler Zellen widerspiegeln, wurde fiir alle Konzentrationen neben den Absolutwerten
(Cabs), die Konzentrationen auch als Absolutkonzentration pro vorhandenem IEQ (c/IEQ)
bestimmt. Dieser Wert gibt die von einem Inselzelliquivalent ausgeschiittete Insulinmenge
iber einen bestimmten Zeitraum wieder. Der Vergleich zwischen Perifusionskammern, die
mit einer unterschiedlichen IEQ-Zahl befiillt sind, wurde dadurch moglich. Bei séamtlichen
gemessenen Konzentrationen wurde der Basalwert, also die Insulinkonzentration der zuge-
horigen unstimulierten Langerhans-Inseln (Kontrollkammer), vom Wert nach Stimulation
abgezogen. Dieser Wert gibt die relative Konzentration (cj) an und ist mit anderen Isolie-
rungen vergleichbar. Die Konzentrationen jedes Einzelwertes lagen so in vier Formen vor

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Unterschiedliche Konzentrationsangaben des in der Mikroperi-
fusion ausgeschiitteten Insulins.

Cabs Insulinkonzentration in der stimulierten Probe

Cans/IEQ Insulinkonzentration in der stimulierten Probe,
geteilt durch die Anzahl der Inseldquivalente
(IEQ) aus der Perifusionskammer, von der die
Probe stammt

Crel relative Insulinkonzentration: Insulinkonzentra-
tion in der stimulierten Probe, abziiglich des
Kontrollwerts der unstimulierten Probe

co/IEQ relative Insulinkonzentration in der stimulierten
Probe, geteilt durch die IEQ-Zahl in der Perifusi-
onskammer, von der die Probe stammt

Ausgehend vom Sekretionsprofil des Insulins, das, ausgedriickt als relative Insulinkonzent-
ration iiber die Zeit, aufgetragen wurde, wurden die Flichen unter der Kurve (AUC, Abk.
fiir engl. Area under the curve) bestimmt. Hierzu wurde die Fliche unter jedem gemesse-
nen Konzentrationspunkt bis zu dem vorangegangenen ermittelt. Grundlage fiir die Aus-
wertungen bilden keine Einzelpunkte, sonder die Flichen unter den Kurven. Die Berech-

nung erfolgt iiber die Trapezregel (Formel 3):

(yi+1 +yi)
2

n—1
Z (X = X)X
i=1

Formel 3: Berechnung der area
under the curve (AUC) im Inter-
vall (Trapezregel).

Um verldssliche Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde zur Kontrolle eine prézisere mathe-
matische Methode benutzt. Aus einem Datensatz wurde mit der Software Mathematika 3.0
eine Naherungsfunktion erstellt. Durch Integration dieser Funktion wurde die Flache unter
der Kurve prizise berechnet. Unterschiede zwischen der Trapezregel und der Integration
lagen unter 0,1%. Da in der Analyse der Kurven die Kinetik der Insulinsekretion im Mit-
telpunkt steht, wurden die Fldchen unter den Kurven getrennt nach AUC A-E und AUC,..
samt berechnet und miteinander verglichen (Tab. 5). Fiir AUCyeqam: und AUC B wurden zu-

sitzlich Indices AUCgesame ret und AUC By gebildet. Diese wurden als Quotient aus AUC,.

25



samt DZW. AUC B und dem zugrunde liegenden Zeitintervall der jeweiligen Phase gebildet

und beziffern die Insulinausschiittung pro Zeit.

Tabelle 5: Darstellung der unterschiedlichen AUC-Formen.

AUC A Fliche unter der Kurve vor der ersten Sti-
mulation

AUCB Fliche unter der Kurve wihrend der ersten
Stimulation

AUC B, Fliche unter der Kurve wiahrend der ersten
Stimulation geteilt durch Stimulationsdauer

AUCC Fliche unter der Kurve nach der ersten Sti-
mulation

AUCD Bei Mehrfachstimulation: Fliche unter der
Kurve wihrend der zweiten Stimulation

AUCE Bei Mehrfachstimulation: Fliche unter der
Kurve nach der zweiten Stimulation

AUCgeamt | Gesamtfliiche unter der Kurve = Gesamtin-
sulinausschiittung bei Perifusion

AUCgesamt rel | Gesamtfliiche unter der Kurve, geteilt durch
die Perifusionsdauer

Fiir jedes Stimulationsprofil wurde ein Stimulationsindex (SI) gemill Formel 4 errechnet.
Die grosste gemessene Insulinkonzentration cyax (stimulierte Kammer) in der Zeitphase
der Stimulation wird durch den Mittelwert aller Konzentrationen (der unstimulierte Kon-

trollkammer) geteilt.

C

max

I =
¢ (Mittelwert Kontrolle)

Formel 4: Mathematische For-
mel zur Berechnung des Stimula-
tionsindex SL

Da davon auszugehen war, dass das Alter der Langerhans-Inseln nach Isolierung einen
Einfluss auf die Funktionalitit und die Stimulierbarkeit hat, wurden jeweils nur gleich alte
Inseln miteinander verglichen und das entsprechende Alter der Langerhans-Inseln nach

Isolierung der jeweiligen Perifusion zugeordnet.
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3.8. Fotodokumentation

Die Fotodokumentation erfolgte mit der Digitalkamera ColorView 12 (Fa. Soft Imaging
System SIS, Miinster) unter Verwendung der Bilddarstellungs-Software analySIS® Version
3.2 (Fa. Soft Imaging System SIS). Das Bildmaterial wurde digital im JPEG-Format ge-
speichert. Der interne Vergrosserungsfaktor betrug 2,5. Weitere Abbildungen wurden mit

einer Kamera des Herstellers Sony (Modell Ixus V) angefertigt.

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Aufbearbeitung der Ergebnisse wurde mit der
Software SPSS Version 13.0.1, Microsoft® Excel/Word 2002 durchgefiihrt. Die methodi-
sche Beratung erfolgte durch Herrn Dr. Leising (Interdisziplindres Zentrum fiir klinische
Forschung IZKF, Universitit Wiirzburg). Da sich bei Analyse der Daten herausstellte, dass
keine Normalverteilung der Messwert vorlag, wurde die Entscheidung gegen eine para-
metrische Varianzanalyse getroffen. Im verteilungsfreien Verfahren wurden die Ergebnisse
durch eine Ranganalyse im nonparametrischen Mann-Whitney-Wilcoxon-Test fiir abhiin-
gige Stichproben analysiert. Parameterfreie statistische Methoden sind mathematische Pro-
zeduren zum Testen statistischer Hypothesen. Anders als parametrische statistische Tests
machen sie keine Annahmen iiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der untersuchten Va-
riablen. Die Proben im Test entsprachen dabei einer Perifusionskammer, aus der eine
Stichprobe zum Zeitpunkt t gezogen wurde. Den statistischen Berechnungen liegen unter-
schiedlich grosse Zahlen an Datenpunkten zugrunde. Dies wurde im Ergebniskapitel fiir
den Einzelfall vermerkt. In den Sekretionsgrafiken sind jeweils Mittelwerte + Standardfeh-
ler der Mittelwerte angegeben. Die Ergebnisse waren statistisch signifikant, wenn p<0,05

war.
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4. Ergebnisse

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden auf der Grundlage von 285 Einzelperifusionen mit
unstimulierten und stimulierten, mit unverkapselten und mikroverkapselten porzinen Lan-
gerhans-Inseln erarbeitet. Neben dem routineméssigen Qualitdtsmanagement vor, wihrend
und nach der Isolierung und der Verkapselung, wurden fiir die Auswahl der Spendertiere
und Langerhans-Inseln keine besonderen Auswahlkriterien angelegt. Eine definierte An-
zahl Inseldquivalente (IEQ) wurde stets nach dem Zufallsprinzip auf die Perifusionskam-
mern verteilt. Die Vitalitit der IEQ, die aus hirntoten Schweinen mit einer 20-30-

miniitigen warmen Ischémie isoliert wurden, lag in der Regel bei 80-85%.

4.1. Einfluss unterschiedlicher Zellkulturmedien auf die Insulin-Ausschiittung
4.1.1. Ham’s F12 und KRBB ohne Glukose-Zusatz

Um den Einfluss der gebriduchlichsten Zellkulturmedien auf die Insulinausschiittung der
Langerhans-Inseln in vitro zu erfassen, wurden zunéchst vergleichende Perifusionen mit
Ham’s F12 und KRBB durchgefiihrt. Diese erfolgten ohne zusétzliche Stimuli. Ziel war es,
die basale Insulinsekretion in beiden Medien zu ermitteln, da in der Literatur sehr unter-
schiedliche Medien — unmodifiziert und modifiziert — verwendet werden, ohne jedoch die
genauen Auswirkungen auf das Ergebnis der Perifusion zu kennen. Der wichtigste Unter-
schied dieser beiden Medien besteht in ihrer unterschiedlichen Glukosegrundkonzentrati-
on. Da zu erwarten ist, dass die porzinen Langerhans-Inseln auf einen Glukosereiz mit In-
sulinfreisetzung reagieren, war davon auszugehen, dass die Glukose im Ham’s F12 die

Perifusion im Sinne einer Stimulation beeinflusst.
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Abb. 12: Glukosegrundkonzentration in den fiir die Kul-

tur der Langerhans-Inseln gebrdauchlichen Medien Ham’s
F12 und KRBB.
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Im Ham’s F12 betridgt der Glukosegehalt laut Hersteller 180 mg/dl (10 mM), im KRBB
54,05 mg/dl (3 mM). Der Normalwert von Glukose im Niichternzustand liegt im gesunden
Menschen zwischen 70 und 110 mg/dl. Ein Wert iiber 110 mg/dl wird nach ausgiebigen
Mahlzeiten erreicht. Dieser sinkt dann bei Stoffwechselgesunden schnell wieder auf unter
100 mg/dl. Ein Diabetiker hingegen weist Niichternblutzuckerwerte von iiber 126 mg/dl (7
mM) auf. Bei Werten unter 50 mg/dl handelt es sich um eine Hypoglykdmie.

Die beiden Medien entsprechen somit unterschiedlichen physiologischen Grundzustinden
im Organismus. Ham’s F12 stellt fiir die Zellen somit schon in der Adaptationsphase eine
hyperglykdmische Umgebung dar, und somit einen Stressfaktor, auf welchen die Langer-
hans-Inseln mit einer gesteigerten Insulinfreisetzung reagieren diirften. Der Glukosegehalt
des KRBB liegt im unteren Normalbereich und entspricht einem normoglykdmischen Mi-

lieu im Gesunden.

Abbildung 13 zeigt, dass die Inseln in Ham’s F12 deutlich stirker stimuliert werden und
folglich mehr Insulin freisetzen. Der Mittelwert der Insulinsekretion in Ham’s F12 betrigt
nach einer 160-miniitigen Perifusion pro Messung 113+18 uU/ml (n=4). In KRBB wird bei

Verwendung identischer Inseln nur ein Mittelwert von 384+6,8 uU/ml erreicht (n=4).
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Abb. 13: Perifusion von porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12 und KRBB (jeweils ohne
Glukose-Zusatz). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert (MW) von vier Einzelversuchen
(n=4) £ Standardabweichungen (SA). Die Messung erfolgte kontinuierlich iiber 160 Minuten.
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Betrachtet man die Gesamtmenge des freigesetzten Insulins (Abb. 14), so wird in Ham’s
F12 iiber den gesamten Messzeitraum die dreifache Insulinmenge, verglichen mit KRBB,
sezerniert. Die statistische Auswertung fiir nonparametrische Daten bestitigt fiir die Insu-
lingesamtsekretion (AUCgesame) €inen signifikanten Unterschied (p=0,000) zwischen beiden

Medien (vgl. Tab. 6).
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Abb. 14: Perifusion von porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12 und
KRBB (jeweils ohne Glukose-Zusatz). Dargestellt ist das wihrend der

Dauer einer Perifusion freigesetzte Gesamtinsulin in Ham’s F12 und
KRBB. MW+SA (n=4). *p=0,000 s. (vgl. Tab. 6).

4.1.2. Ham’s F12 und KRBB mit Glukose-Zusatz

Es wurde separat untersucht, wie sich Ham’s F12 und KRBB, nun mit Glukose-Zusatz, auf
das Aktivierungsniveau der Inseln auswirken. In jeweils 4 Perifusionen wurden die Inseln
30 Minuten mit 300 mg/dl Glukose stimuliert und die Ausschiittungskinetik (SI und Time
To Peak (TTP)) ermittelt. Das zugehorige Ausschiittungsprofil ist in Abb. 15 dargestellt.
Danach weisen Inseln in Ham’s F12 die grossere Stimulierbarkeit auf; tatsidchlich jedoch
muss hier das gegeniiber KRBB erhohte Ausgangsniveau der Basalsekretion (vgl. Abb. 13)
beriicksichtigt werden. Berichtigt ergibt sich daraus fiir Ham’s F12 ein SI von 3,54+0,78
und fiir KRBB ein SI von 4,97+0,63 (Abb. 16). Das Verhiltnis der SI von Ham’s F12 und
KRBB betrigt somit 1:1,4. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,000) (vgl.
Tab. 7).
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Abb. 15: Vergleich der Insulinfreisetzung aus porzinen Langerhans-Inseln, die in Ham’s F12 und
KRBB, jeweils mit dem bekannten Glukose-Zusatz, kultiviert wurden: Nach 60 Minuten erfolgte
die Stimulation mit 300 mg/dl Glukose fiir 30 Minuten (gelber Balken). Jeder Datenpunkt ent-
spricht dem MW=+SA aus n=4 Versuchen.
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Abb. 16: Stimulationsindex von porzinen Abb. 17: Time To Peak von porzinen Lan-
Langerhans-Inseln in Ham’s F12 und gerhans-Inseln in Ham’s F12 und KRBB mit
KRBB mit Glukose-Zusatz. MW+SA (n=4). Glukose-Zusatz. MW+SA (n=4). *p=0,1 n. s.

*p=0,000 s. (vgl. Tab. 7).

(vgl. Tab. 7).
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Fiir die TTP besteht zwischen beiden Gruppen mit 8 und 5,75+1,5 Minuten kein statistisch
signifikanter Unterschied (Abb. 17). Die Neigung zu einer verlingerten TTP bei Kultur der

Inseln in Ham’s F12 ist jedoch deutlich erkennbar.

4.2. Einfluss der IEQ-Zahl auf die Insulin-Ausschiittung

Ziel dieses Versuchs war es, den Einfluss unterschiedlicher IEQ-Zahlen auf die Insulin-
Ausschiittung — bei konstantem Kammervolumen — zu bestimmen. Wiinschenswert wére
es, liber die so ermittelten Werte Riickschliisse auf das notwendige Transplantatvolumen in
vivo zu ziehen. Langerhans-Inseln aus zwei unterschiedlichen Isolierungen wurden mit 300
mg/dl Glukose stimuliert. Wihrend der Stimulationsphase wurden 7-9 Bestimmungen der
Insulinkonzentration durchgefiihrt (d. h. Kulturiiberstinde gewonnen, deren Insulingehalt
spater mit dem entsprechenden ELISA bestimmt wurde). Aus den Einzelwerten wurden die
AUC B-Werte (vgl. Tab. 5) fiir jede Perifusion ermittelt. Abbildung 18 zeigt Mittelwert
und Standardabweichungen aus 4 gleichartigen Perifusionen. Um eine bessere Vergleich-
barkeit der Werte zu erhalten, wurden die AUC B-Werte durch die Dauer der Stimulation

und die Anzahl der IEQ in der Perifusionskammer geteilt.
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Abb. 18: Insulinfreisetzung aus porzinen Langerhans-Inseln nach
Stimulation mit Glukose. Drei Perifusionskammern wurden mit 24,
600 und 2.100 IEQ gefiillt. Dargestellt ist die ausgeschiittete Insu-
linmenge pro IEQ und Minute wihrend der (ersten) Stimulation (vgl.
Tab. 5), die hier als Area under the curve B (AUC B) angegeben ist.
MW=SA (n=4).
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Betrachtet man Abb. 18 genauer, so ist erkennbar, dass ein IEQ in der Kammer mit 24 In-
seln bis zu 70 mal mehr Insulin freisetzt als ein IEQ in den Kammern mit den héheren In-
sel-Zahlen: Wihrend ein ,,JEQ-24* pro Minute im Mittel 8,94+2,63 uU/ml Insulin sezer-
niert, sezerniert ein ,,JEQ-600* im Mittel nur noch 0,40+0,13uU/ml und ein ,,IEQ-2.100*
nur noch 0,16+0,03 pU/ml Insulin.

Die graphische Darstellung der Messergebnisse in Abb. 19 ermoglicht die mathematische
Berechnung der IEQ-Funktion in Abhéngigkeit von der IEQ-Zahl. Als numerisches Giite-
kriterium der Funktion dient der Nash-Sutcliffe Koeffizient Rsq, der analog dem Korrelati-
onskoeffizienten (BestimmtheitsmaB) r* in der Statistik einen Hinweis iiber die durch das
Modell erklédrte Varianz der Insulinfreisetzung pro Minute und IEQ liefert. Rsq strebt bei
perfekter Ubereinstimmung gegen 1.0, kann aber bei schlechter Ubereinstimmung auch
Werte bis -1.0 annehmen. Allerdings muss man beriicksichtigen, dass die Empfindlichkeit
von Rsq auch von der Gesamtvarianz der zuvor gemessenen Insulinkonzentrationen ab-
hingt (vgl. Abb. 18). Mathematisch ldsst sich in Abhédngigkeit von der IEQ-Zahl mit der
Funktion (f) invers y = -0,2363 + (215,966/IEQ) die nach Glukosestimulation zu erwarten-
de Insulinfreisetzung pro Minute und IEQ berechnen. Der Nash-Sutcliffe Koeffizient Rsq

erreichte bei dieser Funktion einen Wert von 0,952.
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Abb. 19: Einfluss unterschiedlicher IEQ-Zahlen auf die Insulin-Ausschiittung
pro IEQ und Minute.
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Vergleicht man die von den verschiedenen IEQ sezernierte Gesamtinsulinmenge AUC B
wihrend der ersten Stimulationsphase (Abb. 20), so zeigt sich, dass zwischen 24 und 600
IEQ kein signifikanter Unterschied besteht. Bei nahezu 100-fach hoherer IEQ-Zahl von
2.100 wurden aufgrund der verminderten Insulinfreisetzung pro IEQ (vgl. Abb. 18) ledig-

lich 60% mehr Insulin sezerniert als von den 24 IEQ.
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Abb. 20: Sezernierte Gesamtinsulinmenge der Area under the curve B (AUC B)
wihrend der ersten Stimulationsphase, dargestellt fiir die drei unterschiedlich ge-
fiillten Perifusionskammern. MW=SA (n=4).

4.3. Einfluss der Mikroverkapselung auf die Insulin-Ausschiittung

Um den Einfluss der Mikroverkapselung auf die Freisetzungskinetik der Inseln auszu-
schliessen, wurden Perifusionen mit Alginat-mikroverkapselten und unverkapselten IEQ
durchgefiihrt. Die Frage war, ob es nach der Stimulation der mikroverkapselten IEQ mit
300 mg/dl Glukose zu einer verzdgerten Insulin-Ausschiittung, gemessen als Time To Peak
(TTP), kommt. Da die Alginat-Mikrokapsel trotz guter Semipermeabilitit eine Barriere
bildet und so die Diffusion von Sauerstoff und Niahrstoffen erschweren oder verzogern
kann, wurde die TTP untersucht. Zusitzlich wurden die Gesamtinsulin-Ausschiittung
(AUCgesum) und der SI bestimmt und miteinander verglichen. Auf die 80-miniitige Adapta-
tionsphase folgte die 50-miniitige erste Stimulationsphase, dann nochmals eine 75-
miniitige Adaptionsphase. Als Basalmedien dienten Ham’s F12 (n=6) und KRBB (n=6),
denen fiir die Dauer der Stimulation 300 mg/dl Glukose zugesetzt wurden. Der Insulinge-
halt an den 17 Messpunkten (Kulturiiberstinde) wurde mittels ELISA bestimmt und in

pU/ml ausgedriickt. Fiir die statistische Berechnung wurden 6 Perifusionen mit den Inseln
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von 2 Isolierungen durchgefiihrt; ihr Mittelwert diente fiir die Darstellung der Perifusi-
onskurve. In Abb. 21 werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die mit Ham’s F12
erhobenen Daten dargestellt (Ausschnitt mit 11 Messpunkten). Die Kurve dokumentiert die
dynamische Insulin-Ausschiittung von mikroverkapselten und unverkapselten Inseln wéh-

rend der (ersten) Stimulationsphase von der 80. bis zur 130. Minute.
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Abb. 21: Insulinfreisetzung aus mikroverkapselten und unverkapselten porzinen Langerhans-Inseln
in Ham’s F12 nach Stimulation mit 300 mg/dl Glukose von der 80. bis zur 130. Minute (gelber
Balken). Die Insulinkonzentrationen in den Kulturiiberstinden wurde mittels ELISA ermittelt und
sind in pU/ml ausgedriickt. MW=SA (n=6). *p=0,240 n. s. (vgl. Tab. 8, Abb. 21°).
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=Y
Stimulationsindex
(7]

O unverkapselt @ mikroverkapselt @ unverkapselt @ mikroverkapselt

Abb. 22: TTP von unverkapselten und Abb. 23: SI von unverkapselten und mikro-
mikroverkapselten Inseln in Ham’s F12 verkapselten Inseln in Ham’s F12 nach Sti-
nach Stimulation mit 300 mg/dl Glukose. mulation mit 300 mg/dl Glukose. MW+SA
MW4+SA (n=6). *p=0,589 n. s. (vgl. Tab. (n=6). *p=0,699 n. s. (vgl. Tab. 8).
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In beiden Gruppen vergehen bis zum Time To Peak wihrend der Stimulation 7 Minuten
(Abb. 22). Dabei ist die Insulin-Ausschiittung der unverkapselten Inseln 7,7-fach (+1,3)
gegeniiber der unstimulierten Kontrolle (nicht dokumentiert), die der mikroverkapselten

Inseln hingegen 8,7-fach (£1,8) erhoht (nicht signifikant) (Abb. 23).

Betrachtet man zusétzlich das Gesamtprofil der Perifusionskurve in Abb. 21, so verlduft sie
in beiden Gruppen sehr gleichformig. Die AUCgeqan fiir beide Gruppen ergibt nahezu glei-
che Mengen an freigesetztem Insulin. Mit 35.882+4.818 uU/ml x min setzen die mikrover-
kapselten Inseln, verglichen mit den unverkapselten Inseln (34.910+£3.635 uU/ml x min)
kaum mehr Insulin frei (Abb. 24). Fiir keinen der untersuchten Funktionsparameter, SI,

AUCesam: und TTP konnte ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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Abb. 24: Gesamtinsulinsekretion von mikrover-
kapselten und unverkapselten Inseln in Ham’s
F12 nach Stimulation mit 300 mg/dl Glukose.
Die Insulinmenge ist als pU x min/ml angege-
ben. MW=+SA (n=6). *p=0,240 n. s. (vgl. Tab.8).
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4.4. Einfluss der Insel-Vitalitiit auf die Insulin-Ausschiittung

Zur Kontrolle der Qualitit nach Isolierung und Mikroverkapselung wurde u. a. die Vitalitét
der porzinen Langerhans-Inseln mit FDA/PI bestimmt. Auch unmittelbar vor Transplanta-
tion ist diese Messung iiblich. Wie weit jedoch Informationen hieraus Riickschliisse auf die
eigentliche Transplantat-Funktion in vivo zulassen, ist derzeit noch unklar. Im Hinblick auf
die Prozess- und Transplantat-Optimierung stellte sich also die Frage, ob die Vitalitit mit
den diversen Zellfunktions-Parametern, AUC B, AUCgeqam: und SI, korreliert. Das iibliche
Verstiandnis ist, dass eine hohere Vitalitdt mit einer besseren Funktionalitit der Inseln ein-
hergeht. Nach 21 Stimulationsversuchen mit 300 mg/dl Glukose in Ham’s F12 Medium
konnte lediglich fiir den Stimulationsindex SI eine (negative) Korrelation von -0,609 mit
der Insel-Vitalitiit ermittelt werden (p=0,000, vgl. Tab. 9): Bei 70%iger Vitalitit der Inseln
wurde, entsprechend Abb. 25, ein mittlerer SI von 5,24+1,09 ermittelt; bei 85-90%iger
Vitalitit dagegen betrug der mittlere SI nur 3,05+0,299. Vergleiche hierzu auch die Perifu-
sionsdaten in der Abb. 25’ im Anhang. Sie zeigt exemplarisch, dass Inseln mit hoherer
Vitalitdt aufgrund ihrer hoheren Basalsekretion gemiss Formel 4 einen geringeren Quo-
tienten, d. h. geringeren SI aufweisen. Im Gegensatz zum SI korrelierten weder die Insulin-
sekretion wihrend der Stimulationsphase (AUC B,;) noch die Gesamtinsulinsekretion

(AUCgesame re1.) mit der Inselzell-Vitalitit (vgl. Tab. 9).
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Abb. 25a: Insulin-Ausschiittung von mikroverkapselten porzi-
nen Langerhans-Inseln mit 70%iger (n=14) und 85-90%iger
(n=7) Vitalitit nach Isolierung. Ermittelt wurde der Stimulati-
onsindex nach Zugabe von 300 mg/dl Glukose zum Ham’s F12
Medium. MW=+SA. *p=0,000 s. (vgl. Tab. 9).
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Abb. 25b: Insulin-Ausschiittung von mikrover-
kapselten porzinen Langerhans-Inseln mit
70%iger (n=14) und 85-90%iger (n=7) Vitalitit
nach Isolierung. Ermittelt wurde die AUC By,
die Insulinausschiittung/min wéhrend der Sti-
mulationsphase mit 300 mg/dl Glukose in
Ham’s F12 Medium. MW=+SA. *p=0,950 n. s.
(vgl. Tab. 9).

Abb. 25c¢: Insulin-Ausschiittung von mikrover-
kapselten porzinen Langerhans-Inseln mif
70%iger (n=14) und 85-90%iger (n=7) Vitalité
nach Isolierung. Ermittelt wurde die AUCgequm
rel, die Insulinausschiittung/min iiber die gesamte
Perifusionsdauer. Stimulation mit 300 mg/d]
Glukose in Ham’s F12 Medium. MW+SA
*p=0,233 n. s. (vgl. Tab. 9).

4.5. Einfluss diverser Mediatoren auf die Insulin-Ausschiittung

Um die Stimulierbarkeit und Insulinsekretion der porzinen Langerhans-Inseln in nor-
moglykdmischer (KRBB) und hyperglykdmischer (Ham’s F12) Umgebung genauer zu
analysieren, wurden beiden Medien nutritive Faktoren, Neuromediatoren, ein Hormon und
ein Sulfonylharnstoff beigefiigt (Tab. 10) und die Insulinausschiittung der verkapselten
porzinen Langerhans-Inseln gemessen. Das Ziel bestand darin, mogliche Unterschiede im
Sekretionsprofil und ggf. Verzogerungen der Insulinssekretion durch die genannten Media-
toren herauszufinden. Als Referenz diente die Stimulation der Inseln mit 300 mg/dl Gluko-

se in KRBB, bzw. in Ham’s F12.

38



Tabelle 10: Liste der untersuchten Mediatoren mit Angabe ihrer Konzentration und der jeweiligen

Anzahl der Versuche.
Anzahl Anzahl
Stimulantien Konzentration der Versuche der Versuche
mit KRBB mit Ham’s F12

Nutritive Faktoren

Glukose (Gluk) 300 mg/dl 20 32
(16,6 mmol/l)

L-Arginin (Arg) 20 mmol/1 6 12
D-(-)-B-OH-Butyrat (Bs) 10 mmol/1 6 6

Neuromediatoren
L-Phenylephrin (Pe) 100 pmol/1 6 6
Carbamylcholinchlorid 500 mmol/1 3 7

(Cmc)
Clonidin (Clo) 50 umol/1 5 5
Hormon

Glukagon (Glgn) 2 pmol/l 5 6

Sulfonylharnstoff
Tolbutamid (Tb)* 100 pmol/1 2% 2%
Tolbutamid plus 100 pmol/1 7 2

Glukose (Tb+Gluk)** 300 mg/dl

* statistisch nicht erfasst; ** Erlduterungen zum Glukose-Zusatz: vgl. Kapitel 3.6.2.

4.5.1. Einfluss der Mediatoren im normoglykémischen Milieu (KRBB)

Um einen aussagekriftigen Vergleich zwischen den Mediatoren zu ermdoglichen, wurden
der Stimulationsindex und die Time To Peak gemessen. Fiir diesen Vergleich in KRBB
(entspricht einem normoglykdmischen Milieu) wurden insgesamt 54 Einzelperifusionen
mit mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln bei 37°C durchgefiihrt. Die Anzahl der
Mediator-spezifischen Versuche zeigt Tab. 10. Beriicksichtigt werden muss aber, dass In-
seln aus unterschiedlichen Isolierungen verwendet wurden. Deren Vitalitit lag stets zwi-
schen 70% und 80%. Ausgehend von methodisch-technisch gleichwertigen Perifusionen,
wurden fiir die o. g. Mediatoren die in Abb. 26 dokumentierten Stimulationsindices ermit-
telt; diese sind — gemessen am SI fiir Glukose — statistisch nicht signifikant (vgl. Tab. 11).
Fiir die Time To Peak gelten die in Abb. 27 dokumentierten Werte. Hier wurde die TTP der
einzelnen Mediatoren mit der TTP von Glukose (7,9+3,1) verglichen: Arg 150 (p=0,000,
signifikant, s.), Bs 6,67+2,58 (p=0,421, nicht signifikant, n. s.), Pe 7,17£2,79 (p=0,700, n.
s.), Cmc 520 (p=0,196, n. s.), Clo 13£2,74 (p=0,012, s.), Glgn 22,4+10 (p=0,003, s.) und
Tb 11,14£1,07 (p=0,031, s.) (vgl. Tab. 12).
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Abb. 26: Stimulationsindex (SI) der Insulinausschiittung mikroverkapselter porziner Langerhans-
Inseln, die in KRBB mit unterschiedlichen Mediatoren stimuliert wurden: Glukose (Gluk; n=20),
Arginin (Arg; n=6), B-OH-Buttersdure (Bs; n=6), Phenylephrin (Pe; n=6), Carbamylcholin (Cmc;
n=3), Clonidin (Clo; n=5), Glukagon (Glgn; n=5), Tolbutamid (Tb; n=2) und Tolbutamid plus Glu-
kose (Tb+Gluk; n=7). Der SI wurde aus dem Quotient von maximaler Konzentration wihren Sti-
mulationsphase und dem Mittelwert der unstimulierten Kontrolle gebildet. MW=+SA. *p=0,882 n.
s., ¥p=0,976 n. s., ¥**p=0,700 n. s., *p=0,763 n. s., #p=0,869 n. s., **p=0,303 n. s., *p=nicht be-
rechnet , §§p=0,766 n. s (vgl. Tab. 11).
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Abb. 27: Time To Peak (TTP) der Insulinausschiittung mikroverkapselter porziner Langerhans-
Inseln, die in KRBB mit unterschiedlichen Mediatoren stimuliert wurden: Glukose (Gluk; n=20),
Arginin (Arg; n=6) und B-OH-Buttersdure (Bs; n=60), Phenylephrin (Pe; n=6), Carbamylcholin
(Cmc; n=3), Clonidin (Clo; n=5), Glukagon (Glgn; n=5), Tolbutamid (Tb; n=2) und Tolbutamid
plus Glukose (Tb+Gluk; n=7). Die TTP ist die Zeitspanne vom Stimulationsbeginn bis zum Errei-
chen der maximalen Insulin-Konzentration. MW=SA. *p=0,000 s., **p=0,421 n. s., ***p=0,700 n.
s., p=0,196 n. s., #p=0,012 s., *p=0,003 s., *p= nicht berechnet, ¥*p=0,031 s. (vgl. Tab. 12).
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4.5.2. Einfluss der Mediatoren im hyperglykimischen Milieu (Ham’s F12)

Im hyperglykdmischen Milieu wurden insgesamt 76 Einzelperifusionen bei 37°C durchge-
fiihrt. Die Vitalitdt der Zellen betrug zwischen 70 und 80%. Die Stimulationsindices (SI)
fiir die Insulinausschiittung der porzinen Langerhans-Inseln unter Verwendung der o. g.
Mediatoren, diesmal in Ham’s F12, sind in Abb. 28 dokumentiert (vgl. Tab. 13): Arg
5,9742,42 (p=0,026, s. bezogen auf den SI von Glukose), Bs 4,9+2,27 (p=0,653, n. s.), Pe
4,59+1 (p=0,297, n. s.), Clon 1,39+£0,51 (p=0,000, s.), Glgn 5,84+0,63 (p=0,041, s.), Tb
1,39+0,08 (statistisch nicht erfasst) und Tb+Gluk 2,07+0,21 (p=0,071, n. s.). Wihrend der
SI von Arginin und Glukagon gegeniiber Glukose ansteigt, féllt er bei Tolbutamid (n. s.)
und Clonidin ab.
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Abb. 28: Stimulationsindex (SI) der Insulinausschiittung mikroverkapselter porziner Langerhans-
Inseln, die in Ham’s F12 mit unterschiedlichen Mediatoren stimuliert wurden: Glukose (Gluk;
n=32), Arginin (Arg; n=12), B-OH-Buttersiure (Bs; n=6), Phenylephrin (Pe; n=6), Carbamylcholin
(Cmc; n=7), Clonidin (Clo; n=5), Glukagon (Glgn; n=6), Tolbutamid (Tb; n=2) und Tolbutamid
plus Glukose (Tb+Gluk; n=2). Der SI wurde aus dem Quotient von maximaler Konzentration wih-
ren Stimulationsphase und dem Mittelwert der unstimulierten Kontrolle gebildet. MW=SA.
#p=0,026 s., **p=0,653 n. s., ***p=0,297 n. s., *p=0,761 n. s., #p=0,000 s., *p=0,041 s., *p= nicht
berechnet, §§p= 0,071 n. s. (vgl. Tab. 13).

Die Werte fiir die Time To Peak (TTP) sind in Abb. 29 dargestellt (vgl. Tab. 14). Ver-
gleichswert ist wiederum die TTP von Glukose (6,91£2,76): Arg 11,5+6,46 (p=0,004, s.),
Bs 18,3348,16 (p=0,002, s.), Pe 5,5+1,22 (p=0,316, n. s.), Cmc 10,71+5,34 (p=0,113, n.
s.), Clo 13+6,8 (p=0,041, s.), Glgn 13,11+5,47 (p=0,003, s.), Tb 5+0 (statistisch nicht er-
fasst) und Tb+Gluk 742,12 (p=0,913, n. s.).
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Abb. 29: Time To Peak (TTP) der Insulinausschiittung mikroverkapselter porziner Langerhans-
Inseln, die in Ham’s F12 mit unterschiedlichen Mediatoren stimuliert wurden: Glukose (Gluk;
n=32), Arginin (Arg; n=12), B-OH-Buttersdure (Bs; n=6), Phenylephrin (Pe; n=6), Carbamylcholin
(Cmc; n=7), Clonidin (Clo; n=5), Glukagon (Glgn; n=6), Tolbutamid (Tb; n=2) und Tolbutamid
plus Glukose (Tb+Gluk; n=2). Die TTP ist die Zeitspanne vom Stimulationsbeginn bis zum Errei-
chen der maximalen Insulin-Konzentration. MW=SA. *p=0,004 s., **p=0,002 s., ***p=0,316 n. s.,
#p=0,133 n. s., ##p=0,041 S., ###p=0,003 S., §p: nicht berechnet, §§p= 0,9131 n. s. (vgl. Tab. 14).
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Abb. 30: Perifusion von porzinen mikroverkapselten Langerhans-Inseln in Ham’s F12 Medium,
dem von Minute 50 bis Minute 80 (gelber Balken) 300 mg/dl Glukose zugesetzt wurde. Die Kon-
trolle besteht aus Ham’s F12 ohne Glukose-Zusatz. Verwendet wurden Inseln des gleichen Spen-
derschweins am Tag +3 nach Isolierung. Glukose MW=SA (n=3); Kontrolle (n=1).
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Es folgen Perifusionskurven, die den o. g. Auswertungen zugrunde liegen. Abb. 30 zeigt
das typische Perifusionsprofil einer Glukose-Stimulation in Ham’s F12. Wird dem Grund-
medium Ham’s F12 die Aminosdure L-Arginin zugesetzt, ist eine konzentrationsabhéngige
Steigerung der Insulin-Ausschiittung messbar (Abb. 31). Der SI von Arginin entspricht bei
Normoglykdmie dem von Glukose (vgl. Abb. 26). Im hyperglykdmischen Milieu des
Ham’s F12 erhoht sich der SI von Arginin gegeniiber Glukose um den Faktor 1,38 (nicht
dokumentiert). Die TTP von Arginin ist gegeniiber der TTP von Glukose um das 1,7-fache
verldngert, weist jedoch zur TTP unter Normoglykédmie keinen Unterschied auf (nicht do-
kumentiert). Wenn mit 10 mM Arginin stimuliert wird, ist das Sekretionsprofil biphasisch
und erst bei 40 mM Arginin als solches nicht mehr erkennbar. Betrachtet man die Sekreti-
onsleistungen in den Perifusionsphasen AUC B und AUC C in Relation zu AUC A (Abb.
32) wird deutlich, dass der Stimulationseffekt iiber AUC B hinaus bis AUC C anhalt.
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Abb. 31: Perifusion von porzinen mikroverkapselten Langerhans-Inseln in Ham’s F12 Medium,
dem von Minute 50 bis Minute 80 und von Minute 110 bis Minute 125 Arginin unterschiedlicher
Konzentrationen (10, 20, 40 mM) zugesetzt wurde (gelbe Balken). Die Inseln wurden also zwei-
fach stimuliert. Verwendet wurden Inseln eines Spenderschweins am Tag +3 nach Isolierung.
Arginin MW+SA (n=3 pro Konzentration); Kontrolle (n=1).
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Abb. 32: Anderung der Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der ersten
Stimulation der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit Arginin in unterschiedlichen
Konzentrationen (5 mM (n=8); 10 mM (n=8); 20 mM (n=12); 40 mM (n=10)). Als Grundmedium
diente Ham’s F12. Die den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 60 Minuten
(AUC A), 30 Minuten (AUC B) und 30 Minuten (AUC C). Verwendet wurden Inseln unter-
schiedlicher Isolierungen. Dargestellt sind hier die Mittelwerte der entsprechenden Versuche auf
der Basis von AUC A = 100% (= Insulinsekretion vor Stimulation/min).
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Abb. 33: Perifusion von mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem in der
Stimulationsphase (gelber Balken) 10 mM DL-B-Hydroxybutyrat zugesetzt wurde. Griin dargestellt
ist die Kontrolle mit unstimulierten Inseln. Verwendet wurden Inseln des gleichen Spenderschweins
am Tag +3 nach Isolierung. DL-B-Hydroxybutyrat MW=SA (n=6); Kontrolle (n=1).
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Die Insulinausschiittung unter Stimulation mit dem Ketonkorper DL-B-Hydroxybutyrat
zeigte bei Normo- (KRBB) und Hyperglykdmie (Ham’s F12) fiir die Funktionsparameter
SI und TTP Ergebnisse, die denen von Glukose entsprachen (vgl. Abb. 26-29). Neben dem
First Peak ist in Abb. 33 deutlich eine so genannte Second Phase erkennbar. Abbildung 34
zeigt die unter Stimulation in KRBB mit DL-B-Hydroxybutyrat iberproportionale Zunahme
der Insulinsekretion wéhrend der Phase AUC B und AUC C. Bei Stimulation in Ham’s
F12 war diese Zunahme der Insulinsekretion auf der Basis der Phase AUC A (entspricht

100%) sehr viel geringer ausgepragt.
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Abb. 34: Anderung der Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der Stimulation
der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 10 mM DL-B-Hydroxybutyrat (n=6). Die
den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 20 Minuten (AUC A), 30 Minuten (AUC
B) und 20 Minuten (AUC C). Verwendet wurden Inseln unterschiedlicher Isolierungen. Dargestellt
sind die Mittelwerte der entsprechenden Versuche auf der Basis von AUC A = 100% (= Insulinsek-
retion vor Stimulation/min).

Stimulation der Langerhans-Inseln mit dem Neuromediator und al-Agonist (R)-(-)-
Phenylephrin Hydrochlorid (100 umol/l) wich in Art und Umfang nicht vom SI und der
TTP der entsprechenden Werte fiir Glukose ab. Dies galt fiir beide Medien, KRBB und
Ham’s F12. Exemplarisch ist dies fiir Ham’s F12 in Abb. 35 und Abb. 36 dargestellt. Wih-
rend das Sekretionsprofil einen eindeutigen First Peak zeigt, war die Second Phase (nicht
zu verwechseln mit dem (Second Peak) kaum sichtbar. Die Inseln sind kiirzester Zeit ein

zweites mal stimulierbar.
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Abb. 35: Perifusion von mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem in den
beiden Stimulationsphasen (gelbe Balken) 100 pmol/l (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlorid zugesetzt
wurde. Griin dargestellt ist die Kontrolle mit unstimulierten Inseln. Verwendet wurden Inseln des

gleichen Spenderschweins am Tag +3 nach Isolierung. (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlorid MW+SA
(n=3); Kontrolle (n=1).
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Abb. 36: Anderung der relativen Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der
Stimulation der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 100 pmol/l (R)-(-)-
Phenylephrin Hydrochlorid (n=6). Die den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 60
Minuten (AUC A), 30 Minuten (AUC B) und 45 Minuten (AUC C). Berechnet wurde nur die Peri-
fusionsphase von Minute 1 bis Minute 135. AUC D, also die 2. Stimulationsphase geht in diese

Berechnung nicht ein. Angegeben sind die MW (n=3) auf Basis AUC A=100% (= Insulinsekretion
vor Stimulation/min).
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Die Untersuchung des muskarinischen Rezeptors der Langerhans-Inseln mit dem mACH-
Agonist Carbamylcholin (500 mmol/l) ist in Abb. 37 exemplarisch fiir Ham’s F12 gezeigt.
Es kommt zu einer schnellen Stimulation innerhalb von 5-10 Minuten, die auch bei Wie-
derholung identisch ausfillt. Abbildung 38 belegt graphisch, dass wihrend der Stimulation

in Ham’s F12 die Insulinsekretion pro Zeiteinheit um mehr als 800% gesteigert wird.
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Abb. 37: Perifusion von mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem in den
beiden Stimulationsphasen (gelbe Balken) 500 mmol/l Carbamylcholin zugesetzt wurde. Griin dar-
gestellt ist die Kontrolle mit unstimulierten Inseln. Verwendet wurden Inseln des gleichen Spender-
schweins am Tag +3 nach Isolierung. Carbamylcholin MW=+SA (n=7); Kontrolle (n=1).
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Abb. 38: Anderung der relativen Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der

Stimulation der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 500umol/l Carbamylcholin

(n=3). Die den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 60 Minuten (AUC A), 30 Mi-
nuten (AUC B) und 45 Minuten (AUC C). Berechnet wurde nur die Perifusionsphase von Minute 1
bis Minute 135. AUC D, also die 2. Stimulationsphase geht in diese Berechnung nicht ein. Angege-
ben sind die MW (n=3) auf Basis AUC A = 100% (= Insulinsekretion vor Stimulation/min).
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Abb. 39: Perifusion von mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem in der
Stimulationsphase (gelber Balken) 50 pmol/l Clonidin zugesetzt wurde. Griin dargestellt ist die
Kontrolle mit unstimulierten Inseln. Verwendet wurden Inseln des gleichen Spenderschweins am
Tag +3 nach Isolierung. Clonidin MW=SA (n=5); Kontrolle (n=1).
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Die Stimulation mit dem oa2-Agonist Clonidin zeigte in unseren Versuchen nur unter hy-
perglykdmischen Bedingungen (Ham’s F12) eine Suppression der Insulinsekretion wih-
rend der Stimulationsphase (Abb. 39, Abb. 40). Der SI von Clonidin betrug 1,39+0,51, das
sind lediglich 32% des SI fiir Glukose (vgl. Abb. 28). Unter normoglykdmischen Bedin-
gungen (KRBB) betrug der Wert 3,75+1,12 (vgl. Abb. 26). In beiden Medien war die TTP
von Clonidin gegeniiber jener von Glukose verldngert: in KRBB um den Faktor 1,65, in

Ham’s F12 um den Faktor 1,88.
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Abb. 40: Anderung der relativen Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der
Stimulation der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 50 pmol/l Clonidin (n=5). Die
den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 20 Minuten (AUC A), 30 Minuten (AUC
B) und 20 Minuten (AUC C). Verwendet wurden Inseln desselben Spenderschweins. Dargestellt
sind lediglich die Mittelwerte der entsprechenden Versuche auf der Basis von AUC A=100% (=
Insulinsekretion vor Stimulation/min).

Nach Zugabe von Glukagon unter hyperglykdmischen Bedingungen (Ham’s F12) betrug
die TTP 22,4+10 Minuten und war um den Faktor 2,83 gegeniiber der TTP von Glukose
verzogert. Im Vergleich zur TTP in KRBB stieg sie sogar um den Faktor 4. In KRBB stieg
der SI unter Glukagon signifikant auf 5,84+0,63, also um den Faktor 1,35 verglichen mit
dem SI von Glukose in diesem Medium. Das Perifusionsprofil von Glukagon in Ham’s
F12 zeigt in Abb. 41 einen monophasischen Verlauf. Die relative Insulinausschiittung
steigt um mehr als 500% an (Abb. 42). Nach Stimulation erreichte die Insulinsekretion in

AUC C erneut ihre Ausgangswerte aus AUC A.
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Abb. 41: Perifusion von porzinen Langerhans-Inseln mit 2 pmol/l Glukagon Als Grundmedium
diente Ham’s F12. Verwendet wurden Zellen des gleichen Spendertiers am Tag 3 nach Isolierung
(n=6). Angegeben in MW=SA.
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Abb. 42: Anderung der relativen Insulinsekretion/min wihrend (AUC B) und nach (AUC C) der
Stimulation der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 2 umol/l Glukagon (n=6). Die
den AUC zugrunde liegenden Perifusionszeiten betrugen 20 Minuten (AUC A), 30 Minuten (AUC
B) und 20 Minuten (AUC C). Verwendet wurden Inseln desselben Spenderschweins. Dargestellt
sind lediglich die Mittelwerte der entsprechenden Versuche auf der Basis von AUC A=100% (=
Insulinsekretion vor Stimulation/min).
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Werden unter hyperglykidmischen Bedingungen (Ham’s F12) 300 mg/dl Glukose den Lan-
gerhans-Inseln zugesetzt, wird ein SI von 1,59+0,12 erzielt (der viel hohere SI fiir Glukose
in Abb. 28 wurde aus vielen Versuchen gemittelt), unter identischen Bedingung fiir Tolbu-
tamid (100 umol) ein vergleichbarer SI von 1,39+0,08 (Abb. 43). Kombiniert man beide
Mediatoren steigt der SI auf 2,07+0,21 und ist erwartungsgemiss gegeniiber dem SI von

Glukose um 30% erhoht.
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Abb. 43: Perifusion von mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem in der
Stimulationsphase (gelber Balken) 300 mg/dl Glukose (n=2), 100 umol Tolbutamid TB (n=2) und
die Kombination beider Substanzen (n=2) zugesetzt wurde. Griin dargestellt ist die Kontrolle mit
unstimulierten Inseln. Verwendet wurden Inseln des gleichen Spenderschweins am Tag +3 nach
Isolierung. Glukose MW+SA (n=2); Tolbutamid MW=+SA (n=2); Glukose + Tolbutamid MW+SA
(n=2); Kontrolle (n=1).
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4.6. Einfluss der Mediator-Konzentration auf die Insulin-Ausschiittung

Um den Einfluss der Mediator-Konzentration auf die Insulinsekretion mikroverkapselter
porziner Langerhans-Inseln genauer zu beurteilen, wurden Glukose und Arginin in nor-
moglykdmischem (KRBB) und hyperglykdmischem (Ham’s F12) Medium genauer analy-
siert. Ziel war es, die Grenzen der Stimulierbarkeit (Belastbarkeit) der Inseln zu finden, um

so die Effizienz eines Transplantates beurteilen zu konnen.

4.6.1. Einfluss der Mediator-Konzentration im normoglykimischen Milieu (KRBB)
4.6.1.1. Glukose

Zundchst wurde im normoglykidmischen Milieu perifundiert. Dem KRBB als Grundmedi-
um (Glukosekonzentration 54 mg/dl) wurden in der Stimulationsphase 300 mg/dl und 600
mg/dl Glukose zugesetzt. Mit mikroverkapselten porzinen Inseln aus 7 Isolierungen wur-
den in diesem Milieu insgesamt 15 Perifusionen bei 37°C durchgefiihrt. Die Vitalitit der
Inseln betrug 70-80%. Abbildung 44 dokumentiert die prozentuale Verdnderung des SI
und der TTP fiir die hohere der beiden Glukose-Konzentrationen: Der SI steigt um 70%
auf 170% (p=0,0249; s.), die TTP (p=0,0049; s.) verdoppelt sich (vgl. Tab. 15). Wegen der
grosseren Schwankungen von SI und TTP — von Isolierung zu Isolierung — wurde das Er-

gebnis relativ (zu 300 mg/dl) dargestellt.
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Abb. 44: Relativer Stimulationsindex (SI) und Time To Peak (TTP) (min) wihrend der Stimulation
mikroverkapselter, porziner Langerhans-Inseln mit 600 mg/dl Glukose in KRBB (300 mg/dl Glu-
kose dient als Basiswert). Glukose 300 mg/dl (n=9); Glukose 600 mg/dl MW=SA. (n=6).
*p=0,0249 s., **p=0,049 s., (vgl. Tab. 15).
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4.6.1.2. Arginin

Es folgte die konzentrationsabhingige Untersuchung mit Arginin (5, 10, 20 und 40 mM) in
KRBB. Dazu wurden 15 Perifusionen bei 37°C durchgefiihrt mit Inseln, deren Vitalitit 70-
80% betrug. Abbildung 45a/b dokumentiert das Ergebnis der Stimulation mit Arginin, den
SI und die TTP (vgl. Tab. 16). Wihrend fiir den SI bei 5 mM (1,81+0,17; p=0,045 s.), 10
mM (2,44+0,63; p=0,045 s.) und 20 mM (5,014£2,43; p=0,045 s.) signifikante Unterschiede
ermittelt wurden, war das Ergebnis fiir die Stimulation mit 40 mM (3,01+0,68; p=0,197 n.
s.) nicht signifikant von der Stimulation mit 20 mM. Somit errechnet sich fiir die signifi-
kanten SI ein Verhiltnis von 1 (5 mM) : 1,35 (10 mM) : 2,82 (20 mM). Die TTP war nach
Stimulation mit 20 mM Arginin gegeniiber jener mit 5 und 10 mM um 90% (p=0,045) sig-
nifikant verlangert. Der Absolutwert fiir die TTP und 20 mM Arginin betrug 15,8+2,04
Minuten gegeniiber 8,33+7,28 Minuten fiir die 5 mM Arginin. Die TTP fiir 40 mM Arginin
(MW 10,66+2,31) scheint sich gegeniiber der TTP fiir 20 mM zu verkiirzen; dies ist jedoch
nicht signifikant (vgl. Tab. 16).
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Abb. 45a: Stimulationsindex der Insulin- Abb. 45b: Time To Peak der Insulin-Ausschiit-

Ausschiittung fiir Arginin-stimulierte mikrover-
kapselte porzine Langerhans-Inseln in KRBB:
Arginin MW=£SA 5 mM (n=3), 10 mM (n=3), 20
mM (n=6) und 40 mM (n=3). *p=0,049 s.,
**p=0,197 n. s., (vgl. Tab. 16).
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4.6.2. Einfluss der Mediator-Konzentration im hyperglykimischen Milieu

(Ham’s F12)
4.6.2.1. Glukose
Die o. g. Versuche sollten im hyperglykdmischen Milieu des Ham’s F12 — zunéchst mit
Glukose — wiederholt werden. So liegt schon in der Adaptationsphase der Wert fiir die
Glukosekonzentration gegeniiber jener in KRBB um 130 mg/dl hoher, und zwar bei 180
mg/dl). Wiederum wurden die mikroverkapselten Inseln 300 mg/dl (n=53) und 600 mg/dl
(n=17) Glukose stimuliert. Die absoluten Glukosekonzentrationen betrugen somit 480
mg/dl (26,67 mM) und 780 mg/dl (43,33 mM). In diesem Versuchsansatz wurden insge-
samt 70 Perifusionen bei 37°C durchgefiihrt (Insel-Vitalitit 70-80%).

Abbildung 46 dokumentiert die absolute Veridnderung des SI und TTP fiir beide Konzent-
rationen (vgl. Tab. 17). Die grosseren Schwankungen der Standardabweichungen sind auf
die Verwendung von Inseln aus unterschiedlichen Isolierungen zuriickzufiihren. Der nied-
rigere SI fiir 600 mg/dl Glukose (3,31£1,47) ist gegeniiber jenem fiir 300 mg/dl Glukose
(4,98+2,82) statistisch signifikant (p=0,039; s.). Nicht signifikant hingegen ist die niedrige-
re TTP fiir 600 mg/dl Glukose (5%0,87; p=0,058; n. s.) verglichen mit jener fiir 300 mg/dl
Glukose (8,57+1,47).
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Abb. 46: Stimulationsindex (SI) und Time To Peak (TTP) (min) wihrend der
Stimulation mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln mit (300 mg/dl
und 600 mg/dl) Glukose in Ham’s F12. MW=SA; Glukose 300 mg/dl (n=53),
Glukose 600 mg/dl (n=17). *p=0,039 s., **p=0,058 n. s., (vgl. Tab. 17).
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4.6.2.2.Arginin

Es folgten die Versuche mit 5, 10, 20 und 40 mM Arginin in Ham’s F12. Es wurden 34
Perifusionen bei 37°C durchgefiihrt Insel-Vitalitit 70-80%. Abbildung 47 zeigt SI und
TTP wihrend der Stimulation. Die hoheren Standardabweichungen sind erneut auf die
Verwendung von Inseln aus unterschiedlichen Isolierungen zuriickzufiihren. Kein SI,
5,26%2,15 fiir 5 mM Arginin, 5,62+2,16 fiir 10 mM, 5,97+2,42 fiir 20 mM und 6,15+3,5
fiir 40 mM zeigte signifikante Unterschiede (p=0,89, n. s.). Fiir die TTP konnte weder mit
dem Mann-Whitney-Test (p=0,975 n. s.) noch mit dem Chi-Quadrat-Unabhingigkeits-Test
(p=0.5490, n. s.) (vgl. Tab. 18). Konzentrations-abhingige Unterschiede errechnet werden.
Hier graphisch nicht gezeigt ist der signifikante Unterschied der Insulin-Sekretion pro Mi-
nute wihrend der Stimulation (AUC By mit 40 mM Arginin, verglichen mit jener mit 5
mM Arginin (p=0,0121, s.) (vgl. Tab. 18). Diese erhohte Sekretion betréagt fiir 40 mM Ar-
ginin >300%. Uber die gesamte Perifusionsdauer sezernieren die Inseln pro Minute (AUC-

gesamt rel) Unter 40 mM Arginin sogar 420% mehr Insulin — verglichen mit den 5 mM Argi-

nin.
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Abb. 47a: Stimulationsindex (SI) der Insulin- Abb. 47b: Time To Peak (TTP) der Insulin-Aus-
Ausschiittung fiir Arginin-stimulierte mikrover-  schiittung fiir Arginin-stimulierte mikroverkap-
kapselte porzine Langerhans-Inseln in Ham’s selte porzine Langerhans-Inseln in Ham’s F12:
F12: Arginin MW+SA 5 mM (n=8), 10 mM  Arginin MW+SA 5 mM (n=8), 10 mM (n=4), 20
(n=4), 20 mM (n=12) und 40 mM (n=10). mM (n=12) und 40 mM (n=10). *p=0,975 n. s.
*p=0,89 n. s., (vgl. Tab. 18). (vgl. Tab. 18).
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4.7. Einfluss der Kulturdauer auf die Insulin-Ausschiittung

Um die Frage zu beantworten, wie sich wihrend der mehrtégigen Perifusion (Langzeitperi-
fusion) im Kammersystem die Ausschiittungskinetik iiber die Zeit (AUC B, SI) éndert,
wurden mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln aus drei verschiedenen Isolierungen
iber einen Zeitraum von 11 Tagen untersucht. Um die Ergebnisse der Perifusionen mitein-
ander zu vergleichen, wurden sie mit jenen von Tag +3 in Beziehung gesetzt. (Tag +3 ist
der 3. Tag nach der Isolierung und der 1. Tag nach der Mikroverkapselung der Inseln mit
Barium-Alginat). Fiir die Tage +3 und +5 wurden insgesamt 17 Perifusionen durchgefiihrt
und ausgewertet, fiir die Tage +7 und +11 jedoch insgesamt nur 5 Perifusionen. (Undichte
Kammern und Lufteinschliisse z. B. fiihrten zum unvorhergesehenen Abbruch einer Perifu-
sion/Kultur). Ham’s F12 diente als Kulturmedium. Fiir die Stimulation wurden 300 mg/dl
Glukose verwendet, die Perifusionen erfolgten stets bei 37°C, mit einer Flussrate von
0,147 ml/min in der 70-miniitigen Stimulationsphase der Tage +3, +5, +7 und +11. In der
tibrigen Zeit wurde das Medium mit einer Geschwindigkeit von 0,02 ml/min durch die
Anlage gepumpt. Abbildung 48 dokumentiert die Verldufe der Sekretionsprofile kurz vor,
wihrend und unmittelbar nach der Glukose-Stimulation fiir die Tage +3 und +11. Aus
Griinden der besseren Ubersicht wurden die Profile fiir die Tage +5 und +7 hier nicht do-
kumentiert; sie flossen jedoch sowohl in die statistische Auswertung mit ein, als auch in
die Darstellungen in Abb. 49 und Abb. 50. Die Kurven fiir die Tage +5 und +7 liegen zwi-

schen den beiden hier gezeigten Extremen.

Abbildung 49 zeigt die sezernierte Insulinmenge wihrend der Stimulationsphase, bezogen
auf Tag +3 (=100%). Die Standardabweichungen an den jeweiligen Versuchstagen zeigt
die Schwankung der Insulinsekretion als Folge der unterschiedlichen Isolierungen. Der
Abfall der Sekretion iiber den gesamten Zeitraum ist statistisch signifikant (vgl Tab. 19):
Tag +3:Tag +5; Tag +5:Tag +7; Tag +7:Tag +11, p=0,016, s.. Innerhalb von zwei Tagen
(Tag +3:Tag +5) kommt es zu einem Sekretionsabfall unter Stimulation um 30%. Nach
zwei weiteren Tagen (Tag +5:Tag +7) kommt es wéhrend der Stimulation nochmals zu
einem Sekretionsabfall von 40% auf jetzt nur noch 30% des Ausgangswertes am Tag +3.
Am Tag +11 betrdgt die in der Stimulationsphase freigesetzte Insulinmenge noch 10,5%
vom Ausgangswert am Tag +3. Die mathematisch berechnete Funktion (f) y = 252,58¢
0-2916% qrijckt diesen Verlust der Insulinantwort iiber die Zeit [t] graphisch aus. Der Nash-

Sutcliffe Koeffizient Rsq betrédgt bei dieser Funktion 0,9864 (bei dem Maximalwert von 1).
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Abb. 48: Insulinsekretion mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln nach mehrtégiger In-
Vitro-Kultur in Ham’s F12 und wiederholter 70-miniitiger Glukose-Stimulation (300 mg/dl, gel-
ber Balken). Glukose-Stimulationen erfolgten an den Tagen +3, +5, +7, +11. Hier dargestellt sind
die Sekretionsprofile an den Tagen +3 und +11. MW+SA; Tag 43 (n=3), Tag +11 (n=3).
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Abb. 49: Abfall der Insulinsekretion mit zunehmender Kulturdauer. Angegeben ist die AUC B
(Glukose-Stimulation, vgl. Abb. 48) an den Tagen +3, +5, +7 und +11. MW+SA. Tag +3 (n=17),
Tag +5 (n=17), Tag +7 (n=5), Tag +11 (n=5). *p=0,016 s. (vgl. Tab. 19).
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Wihrend die unter Glukose-Stimulation sezernierte Insulinmenge iiber die Zeit abnimmt
(vgl. Abb. 48 und Abb. 49), steigt im gleichen Zeitraum (Tag +3 bis Tag +11) der Stimula-
tionsindex signifikant an (p=0,012, s.) (Abb. 50). Ausgehend von einem 100%igem SI-
Niveau am Tag +3, wird am Tag +11 nach Isolierung mit den gleichen Inseln ein SI von
777% erreicht. Abbildung 50 zeigt diese Entwicklung. Die Funktion (f) y = 3,7825x* +
48,095x — 115,78 driickt mit einem Nash-Sutcliffe Koeffizient Rsq von 0,9555 diese Ent-

wicklung prozentual aus (vgl. Tab. 19).
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Abb. 50: Prozentualer Anstieg des Stimulationsindex mit zunehmender Kulturdauer. Angegeben ist
der jeweilige Wert fiir die Tage +3, +5, +7 und +11. MW+SA. Tag +3 (n=17), Tag +5 (n=17), Tag
+7 (n=5), Tag +11 (n=5). *p=0,016s. (vgl. Tab. 19).
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5. Diskussion

5.1. Insulinsekretion mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln im normogly-

kidmischen und hyperglykimischen Milieu

Laut Angaben der Herstellerfirma ist das hier verwendete Ham’s F12 Medium eine Modi-
fikation des komplexeren Ham’s F10 Mediums und enthélt Aminosduren, Vitamine und
Spurenelemente in optimalen Konzentrationen. Es wurde urspriinglich fiir die serumfreie
Kultur von CHO-Zellen, primdren Ratten-Hepatozyten und Prostata-Epithelzellen entwi-
ckelt. Differenzierte Untersuchungen mit 10 verschiedenen Zellkulturmedien brachten
Holmes et al. 1995 zu der Schlussfolgerung, dass Ham’s F12 fiir die In-Vitro-Kultur von
porzinen Insel am besten geeignet sei [69]. CMRL 1066 hingegen favorisierte er fiir die
Kultur humaner Inseln. Ham’s F12 ist daher in vielen Arbeitsgruppen heute das Medium

der Wahl fiir die Kultur porziner Inseln.

5.1.1. Insulinsekretion ohne Glukose-Stimulation

Bei den Untersuchungen zur Auswirkung héherer Glukose-Konzentrationen im Kulturme-
dium auf die Insulinsekretion zeigte sich, dass bereits in Ham’s F12 Medium mit 10 mM
Glukose die 3,3-fache Insulinmenge gegeniiber dem KRBB Medium mit 3 mM Glukose
freigesetzt wird. Ein @hnliches Ergebnis zeigten Untersuchungen von Gouin et al. [108].
Entgegen unseren Versuchen am Tag +3 nach Isolierung folgten ihre Untersuchungen erst
nach 7-tdagiger Kulturdauer und mit 5,5 und 2,8 mM Glukose im Medium. Auch hier wurde
im glukosereicheren Medium 2,6 mal mehr Insulin (MW 185 puU/min) sezerniert — aller-
dings handelte es sich hier um unverkapselte Langerhans-Inseln. Die erhohte basale Insu-
linsekretion im glukosereicheren Medium ist somit nicht zeitlich begrenzt, sondern besteht
durchaus iiber eine lingere Kulturphase. Brandhorst et al. konnten in diesem Zusammen-
hang zeigen, dass die Vitalitit porziner Inseln (im Gegensatz zu humanen) nach 8-tdgiger
Kultur und 200 mg/dl (11,1 mM) Glukose im Kulturmedium mit 83% am hochsten ist
[105]. Bei niedrigem Glukosegehalt (100 mg/dl) sank die Vitalitit der porzinen Inseln auf

58%, die der humanen Inseln stieg sogar an.

5.1.2. Insulinsekretion mit Glukosestimulation
Werden die mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln mit 300 mg/dl (16,6 mM) Glu-
kose stimuliert, so ist das Verhiltnis der Stimulationsindices von Ham’s F12 (MW

3,5440,78) zu KRBB (MW 4,97+0,63) in unseren Untersuchungen 1:1,4. Trotz des hy-
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perglykdmischen Milieus im Ham’s F12 konnte die Insulinsekretion mit 480 mg/dl (26,6

mM) Glukose nochmals deutlich gesteigert werden.

Fiir die zeitliche Latenz, die Time To Peak (TTP), bis zum hochsten Punkt der Insulinsek-
retion gibt es in beiden Kulturmedien keinen signifikanten Unterschied (MW 5,75-8 Minu-
ten). Goin et al. demonstrieren fiir die Stimulation von porzinen Inseln mit 22,2 mM Glu-
kose (dieser Stimulus liegt annidhernd zwischen unseren Werten von 26,6 mM fiir Ham’s
F12 und 12,65 mM fiir KRBB) mit 3,6+0,2 einen unseren Werten vergleichbaren SI [108].
Auch nach Stimulation humaner Inseln mit 16,7 mM Glukose wurde, bei einer vergleich-
bar langen TTP von 6 Minuten, und dhnlich wie bei unseren porzinen Inseln, ein SI von
2,8 gezeigt [101]. Die Ergebnisse von Davalli [70], die 1993 unter Verwendung der Me-
dien (alle mit Zusatz von 10% FCS) CMRL 1066, RPMI 1640, RPMI 1640 plus 11 mM
Glukose, Ham’s F12 und TCM 199, nur fiir TCM 199 eine Glukose-induzierte Insulinsek-
retion der unverkapselten porzinen Inseln zeigen konnten (nach 2-tdgiger Kulturdauer),
sind mit unseren Ergebnissen und denen anderer Forschergruppen nicht erklarbar [69, 100,
105]. Da TCM 199 das einzige Kulturmedien mit Adenosinphosphat- und Xantinzusatz
war, schloss er, dass diese Zusitze fiir die Kultur porziner Inseln wichtig sind [70]. Ebenso
vermutete er, dass die relativ hohen Glukose-Konzentrationen in Ham’s F12 (10 mM) und
RPMI (11 mM) fiir die porzinen Inseln toxisch seien. Unabhéngig von der Toxizitét zeig-
ten Brandhorst et al., dass porzine Inseln bei erhohtem Glukosegehalt im Kulturmedium
mit zunehmender Kulturdauer eine reduzierte Insulinsekretion auf den Glukosereiz zeigen
[105]. Ein volliges Fehlen der Insulinsekretion nach nur 2-tigiger Kulturzeit lésst sich je-

doch mittels dieser Erkenntnisse nicht erkldren.

Wir konnten die Hypothese von Holmes et al. klar widerlegen, wonach das mangelnde
Ansprechen der Inseln auf die Glukose-Stimulation bei Davalli auf die nur 2-tigige Kul-
turzeit zuriickzufiihren sei [69]. Unsere Perifusionsversuche in Ham’s F12 zeigen auch am
Tag +2 nach Isolierung eine gute Stimulierbarkeit der unverkapselten und mikroverkapsel-

ten porzinen Langerhans-Inseln.

5.2. Einfluss der IEQ-Zahl auf die Insulinsekretion
Im so genannten Edmonton Protocol wurden fiir das Transplantat 11.547+1.604 IEQ/kg
Korpergewicht verwandt [49]. Fiir ein erfolgreiches Transplantat waren dabei im Mittel

drei humane Spenderorgane notig. Daten des International Islet Transplant Registry in
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Giessen gehen von ca. 1 Million Inseln pro humanem Pankreas aus [112]. Somit wurden
nur etwa 1/3 der insgesamt verfiigbaren Langerhans-Inseln aus einem Organ verwendet.
Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass fiir die erfolgreiche xenogene Transplantation
porziner Inseln in Miusen und Ratten, ca. 10-20 mal mehr Gewebe benétigt wird, als fiir
die allogene Transplantation, z. B. humaner oder porziner Inseln [94, 122, 123]. Griinde
hierfiir werden in der schwierigen Prédparation und Isolierung qualitativ hochwertiger por-
ziner Inseln gesehen. Ebenso werden Unterschiede in der Physiologie der porzinen Inseln
und ein unterschiedliches Ansprechen auf porzines Insulin in den verwendeten Tiermodel-
len diskutiert [124]. Es fehlen bisher genauere Untersuchungen zur Dynamik der Insulin-
Ausschiittung porziner Inseln. Fiir unverkapselte Inseln sind die Daten liickenhaft und zu-
meist ohne genaue Angabe der verwendeten Inselzahl [103, 108]. Fiir mikroverkapselte

Inseln gibt es bisher kaum diesbeziigliche Untersuchungen [103].

Auf der Basis eigener Vorversuche zeichnete sich eine Abhédngigkeit der Insulinsekretion
von der Anzahl IEQ ab. Diese Abhédngigkeit wurde jetzt hier erstmals und statistisch signi-
fikant mit der Funktion (f) invers y=-0,2363 + (215,966/IEQ) beschrieben. Die Funktion
driickt eine negative Korrelation von IEQ-Zahl und Insulinsekretion/IEQ aus. Wihrend
dieses Ergebnis bei einer geringeren IEQ-Zahl, bis etwa 100, grosse Unterschiede in der
sezernierten Insulinmenge erklért, féllt die Insulinsekretion pro IEQ bei einer Anzahl iiber
1.000 stark ab. So féllt der Zuwachs an Insulinsekretion bei Erhohung der IEQ-Zahl iiber
diese Grenze nur sehr gering aus. Dies erkldrt, warum bei Perifusionsversuchen mit 1.000
und 3.000 IEQ kaum Unterschiede in der sezernierten Insulinmenge gemessen werden. Die
Menge des sezernierten Insulins ist somit vor allem im Bereich bis 1.000 IEQ stark von der

Anzahl der Inseln abhingig, wihrend sich ihr Einfluss iiber 1.000 IEQ kaum auswirkt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich die absolut sezernierte Insulinmenge nach Stimulation
von 24 1IEQ nicht wesentlich von jener von 600 IEQ unterscheidet. Auch nach Erhohung
auf 2.100 IEQ wurde die sezernierte Insulinmenge, verglichen mit jener von 600 IEQ, nur
um 60% gesteigert. Dieser Zusammenhang deutet auf einen negativen Feedbackmecha-
nismus der f-Zellen untereinander hin, da auf alle Inseln die gleiche Glukosekonzentration
einwirkt, und die mikroverkapselten Inseln vorbildlich mit Medium perifundiert werden.
Da die mikroverkapselten Inseln — schon allein wegen ihrer grosseren Masse — nicht zu-
sammengequetscht werden, wie u. U. die unverkapselten Inseln durch den Perifusi-

onsstrom, ist davon auszugehen, dass an und in allen Zellen dieselbe Glukose-
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Konzentration ,,ankommt*. Daraus kann man folgern, dass das sezernierte porzine Insulin
eine parakrine Wirkung in Form eines negativen Feedbacks in den benachbarten Inseln
auslost. Eine derartige Wirkung ist auch bei fiir die Releasing Hormone, Melatonin, Sero-
tonin und Histamin bekannt. Eine autokrine Riickkoppelung miisste dagegen eine lineare
Abhingigkeit ergeben und kann aufgrund der von uns ermittelten Daten ausgeschlossen
werden. Ausser bei dem von uns gezeigten Riickkopplungsmechanismus durch Insulin, ist
eine negative Riickkopplung bei hormonalen Regulationen im Korper ein héaufig verwand-
tes Prinzip [125]. Da einerseits die B-Zellen auch im Pankreas voneinander durch A-, D-,
PP-Zellen und exokrine Anteile voneinander getrennt sind [125] und andererseits durch
obige Versuche der Nachweis gelang, dass wenige Zellen pro IEQ mehr Insulin sezernie-
ren, stellt sich folgende Frage: Ist es fiir die Transplantation von mikroverkapselten porzi-
nen Inseln vorteilhaft, diese im Empfinger an mehreren Orten zu verteilen und dabei die
Inselzahl pro Lokalisation zu reduzieren? Unsere Ergebnisse wiirden sehr fiir eine multifo-
kale Transplantation der Inseln sprechen. Wie unsere Perifusionsversuche zeigen, kommt
es durch das sezernierte Insulin bei der Perifusion, und vermutlich auch bei der Transplan-
tation, bei einer groBeren Anzahl von Inseln zu einer negativen Riickkopplung auf die In-
sulinsekretion. Fiir dieses Ergebnis spricht auch, dass Inseln in geringerer Zahl (wegen der
geringeren Insulinkonzentration) dieser Riickkopplung nicht ausgesetzt sind und so pro
IEQ absolut mehr Insulin freisetzen. Da die rdaumlich dichte Packung der Inselzellen, wie
oben erldutert, in der Natur nicht vorkommt, sollte dieses Prinzip bei der Transplantation
beriicksichtigt werden. Eine multifokale Verteilung der mikroverkapselten porzinen Inseln
im Empfanger wiirde somit — wenn unsere Hypothese stimmt — zu einer hoheren Insulin-

sekretion bei gleicher IEQ Anzahl fiihren.

5.3. Einfluss der Mikroverkapselung auf die Insulinsekretion

Um die Gefahr einer Host versus Graft Reaktion nach Transplantation zu vermindern, be-
gann unsere Arbeitsgruppe bereits vor vielen Jahren mit der Mikroverkapselung der iso-
lierten porzinen Langerhans-Inseln mit Bariumalginat. Da besonders die isolierten Inseln
des Schweins, verglichen mit humanen Inseln, unverkapselt zur Fragmentierung neigen
[95], wurden mit der Mikroverkapselung gleichzeitig zwei Probleme gelost. Ob und wenn
ja, in welcher Weise die Mikroverkapselung die Insulinsekretion der porzinen Langerhans-
Inseln beeinflusst, wurde bisher nicht wirklich untersucht. Unsere Ergebnisse belegen, dass
die Mikroverkapselung keine Diffusionsbarriere darstellt. Die Zeit (TTP), die bis zum An-

sprechen der Zellen auf den Glukosereiz vergeht, ist mit jener bei Verwendung unverkap-
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selter Inseln — das Gewebe stammt aus ein und derselben Isolierung — identisch. Auch der
Stimulationsindex, also die Ansprechbarkeit der Inseln auf den Glukosereiz, zeigte zwi-
schen beiden Gruppen, unverkapselt und mikroverkapselt, keinen signifikanten Unter-
schied. Da iiberdies auch fiir die Gesamtinsulinausschiittung, die AUCgesm:, lber einen
Zeitraum von mehr als 3 Stunden ein identisches Sekretionsprofil bestimmt wurde, ist da-
von auszugehen, dass das physiologische und biochemische Verhalten der mikroverkapsel-
ten Inseln unbeeinflusst bleibt. Unsere Hypothese der Glukose- bzw. Stimulus-
Akkumulation innerhalb der Kapsel, die zu einer lokal iibersteigerten Reizung beitragen
konnte, wurde in unseren Versuchen nicht bestdtigt. Unterschiedliche Glukose-

Konzentrationen hatten auf die Ergebnisse ebenfalls keinen Einfluss.

5.4. Bedeutung der Vitalitiit fiir die Inselfunktion

Die aus den Perifusionsversuchen mit mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln ge-
sammelten Erfahrungen zur Evaluation der Inselfunktion haben gezeigt, dass der Stimula-
tionsindex eine wichtige Messgrofe fiir das Aktivierungspotential einer Insel ist. Korreliert
man diesen Parameter mit der zuvor bestimmten Inselvitalitdt (diese lag im Bereich von
70-80%), so zeigte sich vollig unerwartet eine signifikante negative Korrelation zwischen
beiden Parametern. Auch fiir Inseln mit geringerer Vitalitit ergibt sich nach unseren Er-
kenntnissen ein hoher SI. Dieser iibertrifft sogar den SI fiir Inseln mit hoher Vitalitat. Ur-
sache hierfiir ist die Berechnung des SI als das Verhiltnis (Quotient) der maximalen Insu-
linkonzentration bei Stimulation ¢, und der unstimulierten Basalsekretion. Da die Basal-
sekretion des Insulins bei geringer Vitalitéit niedrig ist, erhoht sich der SI (durch Verminde-
rung im Nenner) bei sinkender Vitalitidt; zudem sinkt die basale Insulinsekretion wesent-
lich stirker ab als die cyax bei Stimulation. Kurzzeitig ist somit auch bei Inseln niedrigerer
Vitalitdt mit einer hohen Insulinsekretion aus den Speichern zu rechnen. Diese kdnnen
allerdings bei mehreren Stimulationen hintereinander nicht mehr aufgefiillt werden (vgl.

Kap. 4.7).

Korrelieren die Funktionsparameter (AUC B, AUCgesam:) mit der Inselvitalitit, konnte auf
das zeitaufwendige Auszdhlen der Inseln unter dem Mikroskop verzichtet werden. Die
Vitalitdat wiirde somit einen direkten Riickschluss auf die zu erwartende Insulinsekretion
zugelassen. Diese Korrelation liess sich durch unsere Untersuchungen nicht bestitigen. Es
muss konstatiert werden, dass die Inselvitalitit keine Aussagen iiber die tatsdchliche B-

Zellfunktion im Sinne der Insulinsekretionsfahigkeit (AUC B und AUCgegame) zulésst. Un-
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sere Ergebnisse zeigen klar, dass es sowohl bei dlteren Inseln am Tag +11 bzw. auch bei
frisch isolierten Inseln am Tag +2, trotz guter Vitalitdt zu einer nur geringen Sekretion
kommen kann (vgl. Kap. 4.7). Aufgrund unserer Ergebnisse ist dringend davon abzuraten,
die Qualitit eines Transplantates allein anhand der Inselvitalitit zu definieren. Um eine
optimale Inselfunktion in vivo zu garantieren, sollte eine Perifusion mit einer Stichprobe
IEQ vor der Transplantation durchgefiihrt werden. Nur so lédsst sich eine Aussage zur Qua-
litdt des Transplantates machen — diese Qualitdt wird jedoch nicht ausschliesslich von der
Vitalitdt der Inseln bestimmt. Allerdings, sind die Inselzellen avital, d.h. tot, erlischt

selbstverstindlich auch ihre Funktion.

5.4.1. Einflussfaktoren auf Vitalitit und Insulinsekretion

Wegen der genetisch heterogenen Spendertiere aus dem Schlachthaus ist eine gleich blei-
bende Inselqualitiit nur zu schwer zu gewdhrleisten. Trotz ausgefeilter und reproduzierba-
rer technischer Ablidufe im Labor im Rahmen des Isolierungs-Prozesses ist ein limitieren-
der Faktor die Organqualitit des Spenders. Bei den sehr unterschiedlichen Aufzucht- und
Haltungsmethoden der Tiere, als Produzenten von Biofleisch oder herkommlichem
Fleisch, ist davon auszugehen, dass zumindest ein Teil der Schweine an einem Typ 2 Dia-
betes erkrankt ist. Dies wurde bisher nie untersucht. Wegen der betrichtlichen Schwan-
kungsbreite hinsichtlich der Anzahl und Form der Langerhans-Inseln kann nicht ausge-
schlossen werden, dass einzelne Tiere erkrankt waren und von diesen pathologische Insel-

zellen isoliert wurden. Abbildung 51 zeigt dies schematisch.
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Abb. 51: Schematische Darstellung der Langerhans-Inseln im Pankreas weiblicher Zuchtsauen der
Deutschen Landrasse (ca. 110 kg Korpergewicht, 1-2 Jahre alt; rot wegen Dithizon-Firbung; Ge-
frierschnitt). Es gibt gravierende Unterschiede hinsichtlich Anzahl und Grosse der Inseln im Spen-
derorgan. Ublicherweise werden nur aus den griin umrandeten ,,Pankreata* Inseln isoliert.
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Abb. 52a: Perifusion von porzinen mikroverkapselten Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem fiir 30
Minuten 300 mg/dl Glukose zugesetzt wurde (gelber Balken). Verwendet wurden Inseln eines
Spenderschweins am Tag +3 nach Isolierung mit 75% Vitalitdt Oben rechts: Korrespondierende
Insulinfiarbung der perifundierten Langerhans-Inseln, hier im Pankreas vor Isolierung. Die Firbung
verteilt sich gleichmissig liber das gesamte endokrine Gewebe und ist intensiv. (Mit freundlicher
Genehmigung von Frau Dr. I. Chodnevskaja).
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Abb. 52b: Perifusion von porzinen mikroverkapselten Langerhans-Inseln in Ham’s F12, dem fiir 30
Minuten 300 mg/dl Glukose zugesetzt wurde (gelber Balken). Verwendet wurden Inseln eines
Spenderschweins am Tag +3 nach Isolierung mit 75% Vitalitdt. Oben rechts: Korrespondierende
Insulinfirbung der perifundierten Langerhans-Inseln, hier im Pankreas vor Isolierung. Die Firbung
ist unregelmassig mit grossen ungefarbten Bereichen. (Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr.
I. Chodnevskaja).
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Wir haben bereits 2002 Daten veroffentlicht, wonach grosse, runde Langerhans-Inseln in
jungen und alten Hybridschweinen prozentual sehr unterschiedlich vorkommen [80, 81].
Hinzu kommt, dass es in wohl geformten Langerhans-Inseln eines Mastschweins grosse
Areale geben kann, die Insulin-negativ sind, d. h. offenbar degranuliert sind (Abb. 52a,
Abb. 52b). Beide Inseltypen stammen von ,,normalen, also dusserlich gesunden 110 kg
schweren weiblichen Zuchtsauen der Deutschen Landrasse. Trotz vergleichbarer Vitalitit
zeigen sich deutliche Unterschiede in Bezug auf den Insulingehalt der B-Zellen und die
Insulin-Sekretion. Somit wird klar, dass es nicht nur altersabhéngige Unterschiede hin-
sichtlich Inselzahl und Grosse gibt, sondern der Insulingehalt der einzelnen Insel bei
Schweinen gleichen Alters und gleicher Rasse stark schwankt. Man darf vermuten, dass
dies auf die Haltungs- und Fiitterungsbedingungen zuriickzufiihren ist. Als pathophysiolo-
gisches Korrelat eines manifesten Typ 2 Diabetes wiren so auch die Abweichungen von
Insulin-Sekretionsprofilen erkldarbar (Abb. 52a, Abb. 52b). Erste interessante Untersuchun-
gen dazu kommen von Kaiser et al. [126]. Diese Autoren beobachten an der Sandratte,
einem Wiistenbewohner, dass schon eine 26-tdgige hochkalorische Didt zu einer reduzier-
ten B-Zellmasse und abnehmenden Insulinspeichern im Pankreas fiihrt. Dieser Prozess ist
zunéchst reversibel, fithrt aber bei lingerer Dauer zur Zerstérung der B-Zellen und allen
Anzeichen eines manifesten Typ 2 Diabetes. In wie weit dhnliche Prozesse auch fiir ,,unse-
re* Spendertiere, die fiir die Fleischproduktion mit hochkalorischem Futter gemistet wur-
den, gilt, ist zur Zeit nicht klar. Die sehr @hnlichen pathophysiologischen Veridnderungen
an den Langerhans-Inseln in beiden Spezies nihren allerdings den Verdacht, dass auch im

Schwein dhnliche Prozesse ablaufen.

Um eine optimale Inselqualitit fiir die Isolierung und spitere Transplantation zu gewihr-
leisten, muss zukiinftig ein intensiveres Screening der Spendertiere erfolgen, moglichst vor
ihrer Totung. Da aber auch die histologischen Untersuchungen, vor oder nach Isolierung,
eine mogliche Zuckererkrankung als Folge der Fiitterungsbedingungen nicht ausschliessen
konnen, sollte der Niichternblutzuckerspiegel gemessen oder ein oraler Glukose-
Toleranztest vor Totung durchgefiihrt werden. Zudem muss die Genetik der Spendertiere
in den Vordergrund riicken, da eine neuere Arbeit an der Maus genetische Faktoren fiir die
Ausprigung der Langerhans-Inseln im Pankreas verantwortlich macht [127]. Andere For-
schergruppen, die mit Specific Pathogen Free Pigs arbeiten, konnen zumindest mit identi-

schen Zucht- und Haltungsbedingungen der Tiere systematische Nachteile ausschliessen

66



[103]. Wegen der eingeschrinkten Aussagekraft der Inselvitalitit zur Insulin-Sekretion

sollte in jedem Fall prae transplantationem eine Perifusion erwogen werden.

5.5. Der Einfluss diverser Mediatoren auf die Insulinsekretion

In der Literatur finden sich bis dato kaum Versuche iiber die Stimulierbarkeit von mikro-
verkapselten porzinen Langerhans-Inseln. Die Daten zur Insulinfreisetzung frisch isolierter
Inselzellen werden kontrovers diskutiert. Unsere Inseln wurden am Tag +3 nach Isolierung
perifundiert. Untersuchungen mit humanen und porzinen Langerhans-Inseln konzentrieren
sich bisher nahezu ausschliesslich auf die Stimulierbarkeit mit Glukose. Deshalb legten wir
bei unseren Versuchen den Schwerpunkt auch auf die Stimulierbarkeit mit anderen Media-
toren. Versuche zum Einfluss nutritiver Faktoren (Aminoséduren, Fette), Neuromediatoren
(Phenylephrin, Carbamylcholin, Clonidin), Hormone (Glukagon) oder Sulfonylharnstoff (Tol-
butamid) auf die Insulin-Freisetzung wurden bisher nur in sehr geringer Zahl und unsyste-
matisch durchgefiihrt [108]. Fraglich ist, ob die Insulinsekretion direkt oder indirekt durch
solche Mediatoren beeinflusst wird. Es galt die Pramisse, dass die Inselzellen im menschli-
chen Organismus nicht ausschliesslich unter dem Einfluss von Glukose stehen [125].
Demzufolge sollten die o. g. Mediatoren hinsichtlich ihrer Wirkung als stimulierende oder

inhibierende Mediatoren auf die Insulinsekretion untersucht werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich der Stimulationsindex im normogly-
kdamischen Milieu (KRBB) zwischen den von uns untersuchten Mediatoren nicht wesent-
lich unterscheidet. Die TTP hingegen war bei Arginin 1,9-fach, bei Clonidin 1,65-fach, bei
Glukagon 2,83-fach und bei Tolbutamid 1,44-fach (gegeniiber dem Basiswert bei Stimula-
tion mit 300 mg/dl Glukose in KRBB) verldngert. Bei Stimulation im hyperglykdamischen
Ham’s F12 hingegen zeigten sich andere Ergebnisse: Der SI war bei Stimulation mit Argi-
nin 1,38-fach und bei Glukagon 1,35-fach signifikant erhoht, bei Clonidin hingegen um
68% erniedrigt. Mit einer Reduktion des SI um 52% verfehlte Tolbutamid das Signifikanz-
niveau nur knapp. Wie schon in Kapitel 4.1. beschrieben, war der Mittelwert des SI bei
Stimulationsversuchen in Ham’s F12 gegeniiber KRBB erwartungsgemaiss erniedrigt. Die
Differenz betrug ca. 10%. Die TTP in Ham’s F12 war bei Stimulation mit Arginin 1,66-
fach, mit B-OH-Buttersdure 2,65-fach, mit Clonidin 1,88-fach und mit Glukagon 1,9-fach
signifikant verlangert. Die TTP der Glukosestimulation war in beiden Gruppen (KRBB,
Ham’s F12) wie erwartet identisch (vgl. Kapitel 4.1).
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Stimulationsversuche mit 16,7 mM Glukose (in KRBB) ergaben fiir humane Inseln einen
SI von 2,8 [101]; bei Gouin et al. zeigte sich mit 20 mM Glukosestimulation (in KRBB)
auch fiir unverkapselte porzine Inseln ein nahezu identischer SI von 3,6 (Cpax 261 pU/ml,
Basalsekretion 72 uU/ml) [108]. Die Perifusionskurven zeigten — anders als unsere — je-
doch keinen biphasischen Verlauf [108]. Der in unseren Versuchen gemessene SI (in
KRBB) betrug nach Stimulation mit 20 mM Glukose 7,345,1. Dies zeigt das gute Anspre-
chen der mikroverkapselten porzinen Langerhans-Inseln auf den Glukosereiz und ist dem
Ansprechen von humanen und unverkapselten porzinen Inseln absolut gleichwertig. Die
Schwankungen des SI (2,2-12,4) und der Peakwert cyax (145-1000 pU/ml) in Versuchen
mit unterschiedlichen Spendertieren waren, trotz nahezu gleicher Inselvitalitdt, bemer-
kenswert. Daraus darf man schliessen, dass unterschiedliche Haltungs- und Fiitterungsbe-
dingungen, das Alter und die Genetik der Spendertiere, wie auch Abweichungen in der

Kollagenase-Qualitét zu solchen Abweichungen fiihren diirften.

Um dennoch die funktionelle Evaluation mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln im
Hinblick auf die spétere Transplantation oder In-Vitro-Versuche zu forcieren, schlagen wir
folgende Kriterien vor, die wir aus den Erfahrungen mit den hiesigen Perifusionsversuchen
ableiten: (1) eine Basalsekretion von mindestens 50 ulU/ml, (2) bei Stimulation mit 20
mM Glukose Auftreten eines First Peak innerhalb der ersten 10 Minuten, der (3) von ei-
nem signifikanten Second Peak innerhalb oder nach der Stimulationsphase gefolgt wird.
Fiir die Evaluation der Inselfunktion scheint ein bestidndiges Sekretionsprofil aussagekrif-
tiger zu sein als die absoluten Peakwerte cn,x. Unsere Versuche haben gezeigt, dass die
kurzzeitige Insulinausschiittung nach Stimulation keine hinreichende Aussage iiber die
Insel-Qualitdt ermoglicht, da auch gealterten Inseln kurzzeitige hohe Insulinmengen aus-

schiitten konnen (vgl. Kap. 4.7, Abb. 48).

Bei der Analyse eines weiteren nutritiven Faktors, der Aminosidure L-Arginin, zeigte sich
die TTP in KRBB gegeniiber jener von Glukose verldngert, wihrend der SI dem von Glu-
kose entsprach. Im hyperglykdmischen Ham’s F12 waren beide Faktoren erhoht bzw. ver-
langert. Entgegen anderen Ergebnissen, die bei Arginin-Stimulation von monophasischen
Sekretionsprofilen berichten [108], zeigte unser Perifusionsprofil mit hochvitalen Inseln
einen biphasischen Verlauf. Erst bei einsetzender Alterung der Inseln ging dieses langsam
in einen monophasischen Verlauf iiber (vgl. Kapitel 4.7). Wie unsere Ergebnisse zeigen,

kam es auch bei niedrigen Glukose-Konzentrationen in KRBB (3 mM) zu einer Stimulati-
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on mit Arginin. Marchetti et al. erzielten eine Stimulation mit Arginin nur dann, wenn das
Medium hohe Glukose-Konzentrationen enthielt [58, 109, 110]. Auch bei uns war die ab-
solute Insulinsekretion im glukosereicheren Ham’s F12 hoher als in KRBB. Betrachtet
man aber die SI in beiden Medien, so ist kein signifikanter Unterschied feststellbar. Unter
normalen Bedingungen konnten wir bei Stimulation keine starke time dependent inhibition
beobachten, wie dies von Cerasi et al. berichtet wurde [106, 107]. Darunter versteht er ei-
nen starken Abfall der Insulinsekretion direkt nach dem Ende der Stimulation mit Arginin.
Bei einer 120-miniitigen Perifusion mit einer Adaptationsphase AUC A (60 Minuten) und
einer Stimulationsphase Bei Arginin-Stimulation in Ham’s F12 war die sezernierte Insu-
linmenge in der Stimulationsphase AUC B 45 mal hoher als in der Adaptationsphase AUC
A zuvor. Nach dem Ende der Stimulation war die ausgeschiittete Insulinmenge in AUC C
immer noch 20 mal hoher als vor der Stimulation (in AUC A). Die typische time dependent
inhibition war in unseren Versuchen vielmehr ein Charakteristikum alternder bzw. avitaler
Inselzellen, die lediglich einen First Peak produzierten (vgl. Kapitel 4.7). Moglich ist auch,
dass nach den Untersuchungen mit Ratten-Inseln Verallgemeinerungen getroffen wurden,

die fiir porzine Langerhans-Inseln so nicht nachvollziehbar sind.

Uber die Wirkung von Ketonkorpern auf die Sekretionsleistung lagen bisher nur Ergebnis-
se aus Perifusionen von Gouin et al. mit DL-B-Hydroxybutyrat vor [108]. Er zeigte bei
Stimulation unverkapselter porziner Langerhans-Inseln mit 10 mM DL-B-Hydroxybutyrat
eine Zunahme der Insulinsekretion. Der von ihm gemessene SI von 4,3+0,3 [108] ent-
spricht sehr gut unseren Ergebnissen mit einem SI von 5,1 fiir KRBB und 4,9 fiir Ham’s
F12. Ausgehend von unseren Ergebnissen in Kapitel 4.6. zeigte sich mit zunehmender
Glukose-Konzentration in Ham’s F12 eine um das 2,5-fache verzdgerte TTP, die in KRBB

mit dem geringeren Glukosegehalt nicht messbar war.

Die Stimulation mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln mit dem Neuromediator
und al-Agonist (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlorid fiihrte zur Steigerung der Insulinsekre-
tion. Sowohl in KRBB als auch in Ham’s F12 waren SI und TTP mit den entsprechenden
Werten fiir die Stimulation mit Glukose identisch. Identisch war auch das Ergebnis der
Simulation mit 500 mmol/l Carbamylcholin. Entsprechend der cholinergen Steuerung hu-
maner Inselzellen reagierten die mikroverkapselten porzinen Inseln mit einer Steigerung

der Insulinsekretion [116, 117].
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Stimulationsversuche mit dem Neuromediator und a2-Agonist Clonidin (50 umol/l) zeigten
bei Gouin et al. einen Einbruch der Insulinsekretion, wenn sie unverkapselte porzine Inseln
stimulierten [108]. Der SI sank dann bis auf Werte von 0,7 + 0,1 [108]. In unseren Versu-
chen war, unter normoglykamischen Bedingungen, lediglich die TTP gegeniiber jener bei
Glukosestimulation um das 1,65-fache verldangert. Der SI fiir Clonidin wich jedoch nicht
signifikant vom SI bei Glukosestimulation ab, war im Mittel jedoch leicht erniedrigt. Bei
der Betrachtung des Sekretionsprofils fillt auf, dass die Insulinsekretion bei Stimulation
einbricht — insbesondere im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollinseln. Obgleich die-
se Ergebnisse im Einklang mit den Versuchen von Gouin et al. stehen, sind sie jedoch
widerspriichlich zu jenen von Gregersen et al. [117]. Diese beobachten fiir porzine Langer-
hans-Inseln eine Inhibition der Insulinsekretion ausschliesslich iiber den al-Rezeptor-
vermittelten Aktivierungsweg, nicht jedoch iiber den a2-Rezeptor-vermittelten Aktivie-
rungsweg, den Gouin et al. und wir beschreiben. Da die Stimulation des a2-Rezeptors auch
bei humanen Langerhans-Inseln zu einer Hemmung der Insulinsekretion fiihrt [118, 119],
ist die Reaktion unserer Inseln auf die a2-Rezeptor-Aktivierung mit jener humaner Inseln
identisch. Wie es zur al-vermittelten Hemmung der Insulin-Ausschiittung von porzinen
Inseln bei Gregersen et al. kommen konnte [117], ist ohne weitere detaillierte Untersu-
chungen nicht nachvollziehbar. Wie mit dem al-Agonist (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlo-
rid von uns gezeigt wurde, fiithrt die Stimulation zu einer deutlichen Insulin-

Sekretionssteigerung.

Glukagon ist der direkte Gegenspieler des Insulins und steigt physiologisch bei Blutgluko-
sekonzentration unter 80 mg/dl im Korper an. Wihrend Insulin die Glykogen-Synthese
fordert, resultiert die physiologische Freisetzung von Glukagon in einem Abbau von
Glykogen und damit im Anstieg des Blutglukosegehalts. Untersuchungen zum Sekretions-
profil bei Glukagon-Stimulation von Gouin et al. zeigen ein monophasisches Profil mit
einem einen SI von 1,740,2 [108]. In unseren Untersuchungen war der SI sowohl in KRBB
als auch in Ham’s F12 mit 5,5-5,8 deutlich hoher. Verglichen mit der Glukose-Stimulation
war die TTP bei Stimulation mit Glukagon in KRBB signifikant verldngert, in Ham’s F12
insgesamt etwas niedriger, allerdings im Vergleich zur Glukose-Stimulation signifikant
verzogert. Aufgrund der deutlichen Verzogerung der Insulin-Ausschiittung ist davon aus-
zugehen, dass sie unter Glukagon iiber einen anderen Mechanismus getriggert wird, der
eine langere Zeitspanne benotigt. Durch eine direkte Riickkopplung auf die -Zellen verur-

sacht Glukagon eine gesteigerte Insulin-Ausschiittung im Organismus — so auch in der Pe-

70



rifusion — was zu einem verminderten Glukosegehalt im Blut oder Medium fiihrt. Dies ist
ein gutes Beispiel fiir ein biologisches System im Steady State Gleichgewicht. Die hier
durchgefiihrten Stimulationen mikroverkapselter porziner Inseln mit Glukagon zeigen,
dass das Hormon Glukagon, neben seinem bisher bekannten Einfluss auf Leber und Fett-
gewebe [120], die Insulinsekretion der B-Zelle direkt beeinflusst; das war, nach dem Stand

der Literatur, bisher nicht bekannt [120].

Der Mechanismus von Tolbutamid besteht in einer Blockierung des auswirtsgerichteten K-
Kanals der Inselzelle, dessen SUR1-Komponente blockiert wird [121]. Bei Stimulation mit
dieser Substanz wird somit direkt eine membrangebundene Komponente der porzinen In-
selzellen angesprochen. Sowohl im normoglykidmischen als auch im hyperglykdmischen
Milieu gab es eine deutliche Stimulation der Insulinsekretion. In Ham’s F12 war die Aus-
schiittung bei Stimulation mit 300 mg/dl Glukose und Tolbutamid um 30% gegeniiber je-
ner bei Stimulation mit Glukose gesteigert. Wihrend mit 300 mg/dl Glukose in Ham’s F12
ein SI von 1,59 erzielt wird, wird durch Stimulation mit 100 pmol Tolbutamid ein SI von
1,39 provoziert. Der additive Effekt von Glukose und Tolbutamid zeigt sich in einem SI
von 2,07. Der in KRBB (SI 5,75) gegeniiber Ham’s F12 (SI 2,07) deutlich erhdhte SI deu-
tet auf die exzessive Bindung von Tolbutamid an Albumin in Losung hin. Aufgrund der
Bindung von 80-99% des Tolbutamids, kann die in Losung erhaltene Konzentration in
diesen Fillen bei einem Viertel der errechneten liegen [121]. Da KRBB nur 0,1% BSA
enthilt, Ham’s F12 hingegen 10% FCS, darf man vermuten, dass Tolbutamid wegen seiner

starken Bindung an FCS in Ham’s F12 seine Wirkung nicht voll entfalten kann.

5.6. Einfluss der Mediator-Konzentration auf die Insulinsekretion

Die Konzentrations-abhéngige dynamische Insulinantwort auf eine Stimulation ist eine
essentielle Vorbedingung fiir ein erfolgreiches Transplantat. Grundsitzlich gibt es zwei
Thesen, um die Konzentrations-abhidngige Insulinausschiittung zu erkldren: Die erste geht
davon aus, dass die Glukose-Konzentration in jeder Einzelzelle das Ausmal des intrazellu-
laren Signals direkt induziert. Untersuchungen, die Konzentrations-abhidngige Verinde-
rungen der elektrischen Zellaktivitit und des Ca**-Fluxes feststellten, sprechen fiir diese
These. Zusitzliche Ergebnisse sprechen fiir eine elektrische Kopplung zwischen den [-
Zellen [113]. Die zweite These geht davon aus, dass jede B-Zelle nach einem All Or None
Modus auf einen gegebenen Glukosereiz reagiert und ihren Insulin-Vorrat entleert. Da die

B-Zellen unterschiedliche Reizschwellen haben, reagieren auf hohere Konzentrationen
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mehr Zellen. Pipeleers et al. konnten die unterschiedlichen Reizschwellen von B-Zellen
belegen [114, 115]. Eine Variante sieht vor, dass verschieden sensitive Pools vorliegen, die

bei Stimulation mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen entleert werden.

Wir konnten in vitro zeigen, dass mikroverkapselte porzine Inseln selektiv auf einen Sti-
mulus reagieren. Im normoglykdmischen KRBB (mit 3 mM Glukosegrundgehalt) zeigte
sich bei Stimulation mit 36,3 mM Glukose gegeniiber 19,6 mM ein signifikanter Anstieg
des SI um 70%. Die TTP verldangerte sich um 100%. Untersuchungen von Duvivier et al.
zur Langzeitkultur mikroverkapselter porziner Inseln belegen die Korrelation von SI und

Stimulus-Konzentration eindeutig [103]

Trotz der unterschiedlichen SI nach Glukose-Stimulation mit 19,6 mM und 36,3 mM in
Ham’s F12, war die absolute Insulinsekretion in beiden Fille nahezu identisch. Untersu-
chungen von Gouin et al. mit porzinen Inselzellen zeigen im Stimulationsintervall (mit 5,5
mM und 11 mM Glukose) einen Anstieg des SI um 24% bei Verwendung von 11 mM
[108]. Die Verdopplung der Konzentration auf 22 mM Glukose fiihrt jedoch nur noch zu
einer SI Zunahme von 16%. Dies deutet auf eine Séttigungskonzentration hin. Nesher et al.
fanden heraus, dass die Sittigungskonzentration von isolierten humanen Inselzellen mit
Glukose bei 15-20 mM liegt [106]. Auch die von uns gemessene konstante Insulinsekreti-
on nach Stimulation mit 19,6 bis 36,3 mM Glukose in diesem Intervall deutet auf eine Sit-

tigung hin.

Auch fiir Arginin zeigte sich in vitro eine Konzentrations-abhéngige Stimulierung der In-
selzellen. Im normoglykamischen KRBB konnte fiir den Stimulationsbereich zwischen 5,
10 und 20 mM Arginin, eine signifikante Steigerung von SI und TTP gezeigt werden. Die
Stimulation mit 40 mM Arginin zeigte bei uns gegeniiber den Werten bei 20 mM abfallen-
de SIund TTP Werte. Vermutlich aufgrund der kleineren Versuchszahlen war dieser Un-
terschied jedoch gegeniiber 20 mM Arginin nicht statistisch signifikant. Die maximalen

Grenzen der Stimulierbarkeit mit Arginin in KRBB lagen so im Intervall von 20-40 mM.

Bei Stimulation mit Glukose im hyperglykdmischen Ham’s F12 zeigt sich, dass der SI bei
Uberschreiten einer Sittigungskonzentration nicht weiter ansteigt sondern sogar wieder
abfillt. Bei Stimulation mit 600 mg/dl (43,3 mM) Glukose verringerte sich der SI gegen-
iiber der Stimulation mit 300 mg/dl (26,6 mM) signifikant um 33.5%. Auch die TTP ver-
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kiirzte sich um 41,6%. Diese eindeutige Tendenz war jedoch nicht statistisch signifikant.
Aus den vorliegenden Daten wird klar, dass der SI bei Uberschreiten der maximalen Sti-
mulierbarkeit nicht etwa ein Plateau bildet sondern wieder abfillt, wihrend die absolute
Insulinsekretion AUC B (wie fiir die Stimulation mit Glukose in KRBB gezeigt) ein kon-

stantes Niveau beibehilt.

Bei der Konzentrations-abhidngigen Stimulation mit Arginin wurden in Ham’s F12 fiir den
SI und die TTP keine Unterschiede ermittelt. Moglich ist, dass hier durch das Zusammen-
treffen von zwei Stimuli (Glukose im Grundmedium und Arginin im Stimulationsmedium)
die Grenzen der Stimulierbarkeit (SI) a priori iberschritten waren. (Andererseits miisste
dann, wie oben geschildert, bei noch hoheren Konzentrationen ein SI-Abfall beobachtet
werden; dies war nicht der Fall und ist vorldufig nicht zu erkldren.) Da jedoch die AUC B,
und AUCeame im Intervall von 5 mM auf 40 mM um iiber 300% signifikant ansteigen, ist
zu folgern, dass die Stimulation ihr Maximum noch nicht erreicht hatte. Aus diesem Ver-
such wird deutlich, dass zwischen der Stimulierbarkeit der Zellen (ausgedriickt als SI) und
der Sekretionsfihigkeit bei Stimulation (ausgedriickt als AUC B) unterschieden werden
miissen. Wihrend der SI nur das Ansprechverhalten auf Stimulation bzw. die Aktivierbar-
keit widerspiegelt, trifft man mittels AUC B Aussagen iiber die Sekretionsleistung der In-
selzellen. Aus den vorliegenden Daten zur Konzentrations-abhingigen Glukose- und Argi-
nin-Stimulation wird ersichtlich, dass bei Uberschreiten der Stimulierbarkeit ST und TTP

abfallen, nachdem sie zuvor Konzentrations-abhingig angestiegen waren.

5.7. Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Insulinsekretion

Die Entwicklung eines idealen Kulturmediums fiir porzine Inseln ist bis heute nicht ge-
gliickt. ,,Goldstandard* ist bisher Ham’s F12, das sich nach Untersuchungen von Holmes et
al. fiir die Kultivierung porziner Inseln am besten eignet [69]. Auch in unseren Versuchen
wurde fiir die Perifusion und Zellkultur modifiziertes Ham’s F12 verwandt (vgl. Kapitel
3.6.1). Obgleich Davalli et al. in ihren Untersuchungen vor einer zu hohen Glukosekon-
zentration in Ham’s F12 warnen [95], wurde bisher kein besseres Medium entwickelt. Ne-
ben dem Medium mit allen Nahrungsbestandteilen ist die erfolgreiche Kultur der porzinen
Inseln von der ausreichenden Versorgung mit Sauerstoff abhingig. Diese ist besonders
wichtig fiir die erfolgreiche Langzeit-Perifusion. Unklar ist auch, wie sich die Mikrover-
kapselung auf die Sauerstoffversorgung der Inseln im Inneren der Kapsel auswirkt. Unter

hypoxischen Bedingungen kommt es zunichst zu einer Ausschopfung aller Energiespei-
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cher der Zellen. Nach Dionne et al. zeigt sich dies zunichst in einer verminderten Second
Phase Insulinfreisetzung [95]. In der Folge fillt die basale Insulinsekretion iiber die Zeit
ab. Unsere eigenen Perifusionen mit mikroverkapselten porzinen Inselzellen zeichnen die-
se Entwicklung exemplarisch nach. Wihrend in unseren Versuchen ein First Phase Peak
am Tag +3 und Tag +11 vorhanden ist, bleibt der Second Phase Peak am Tag +11 weitge-
hend aus. Der Stimulationsindex erhoht sich unseren Untersuchungen zufolge in dieser
Phase, da bei Stimulation am Tag +11 noch ein hoher First Phase Peak sezerniert wird, die
Basalsekretion aber abgenommen hat. Wihrend der Kulturdauer von 8 Tagen wurde ein
kontinuierlicher Anstieg des SI um das 10-fache des Ausgangswertes beobachtet. Im glei-
chen Zeitraum fiel die Insulinfreisetzung unter Stimulation um mehr als 80% ab. Die Insel-
zellen waren wesentlich ldnger in der Lage, unter Stimulation einen Peak zu bilden, als
eine ausreichende basale Sekretion an Insulin. Der SI ist somit kein Mass fiir die Funkti-
onsfahigkeit der Inselzellen, er zeigt lediglich ihre Reaktionstdhigkeit. Als Mass fiir den
Abfall der Inselzellfunktion iiber die Zeit verwenden wir deshalb die Gesamtinsulinaus-
schiittung (%) wihrend der Stimulation, AUC B. Der Abfall der Insulinausschiittung wih-
rend der Zellkultur folgt mit den von uns verwendeten Inseln und Kulturbedingungen der
Funktion (f) y = 252,58¢ %1 Dabei gibt x den Tag nach Isolierung und y den AUC B
Gehalt in Prozent vom Ausgangswert am Tag +3 nach Isolation wider. Demgegeniiber
stieg der SI im Zeitverlauf gemiss der Funktion (f) y = 3,7825)(2 + 48,095x — 115,78 auf
der Basis des Wertes am Tag +3 nach Isolation prozentual an (vgl. Kap. 4.7).

Entgegen unseren Ergebnissen belegen Untersuchungen von Gouin et al. auch zwischen
dem 7. und 21. Tag nach Isolierung eine unveridndert hohe basale Insulinsekretion. Sie
verwenden allerdings unverkapselte Inseln von SPF-Schweinen. Fiir die Stimulation wurde
1/40 der isolierten Inseln eines Pankreas verwendet [108]. Genauere Angaben iiber die
verwendete Inselzellzahl unterbleiben. Legt man die Annahme von 100.000 isolierten IEQ
pro Spendertier zugrunde, dies sind ausgehend von unseren Ergebnissen sehr konservative
Zahlen, entspricht dies bei einem mittleren IEQ von ca. 10, einer Zellzahl von etwa 1,0 x
10° Inselzellen (Ergebnisse laut Isolierungsprotokoll). Die basale Sekretionsleistung betrug
mit diesen Zellen am 7. Tag 72,2+7,6 uU/ml bzw. am 21. Tag 67,7+10 uU/ml. Das
Grundmedium enthielt 2,8 mM Glukose, die wihrend der Stimulation auf 8,3 mM angeho-
ben wurde. Vergleicht man die von Gouin et al. [108] beschriebene Insulinsekretion bei
Stimulation von 25.000 IEQ mit 8,3 mM Glukose mit unseren Ergebnissen, so sezernieren

am Tag +7 bei Gouin etwa 10x mehr Zellen — wir verwendeten nur 2.160 IEQ — lediglich
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die 5-fache Insulinmenge. Dieses Niveau wird bei Gouin et al. entgegen unseren Ergebnis-
sen aber iiber 2 Wochen beibehalten, wobei sich in diesem Zeitraum weder der maximale
Peak (184 uU/ml) noch der SI signifikant verdndert. Da Gouin et al. nicht angeben, ob sie
die Messungen mit ein und denselben Inselzellen machten, oder andere Inseln kultiviert
und nach 21 Tagen das erste Mal perifundiert wurden, ist nicht auszuschliessen, dass die
Zellen ihre vorhandenen Speicher leerten ohne jedoch neues Insulin nachzubilden. Diese
Vermutung wird durch die dortigen Perifusionen unterstrichen, deren Profile an allen Ver-
suchstagen lediglich einen First Phase Peak, aber keinen Second Phase Peak aufweisen.
Die dortigen Profile entsprechen vom ersten Tag an schematisch unserem Perifusionsprofil
am Tag +11 und weisen keine Second Phase Peaks auf. Die von uns an den Tagen +3, +5,
+7 und +11 verwendeten Inseln wurden an jedem Versuchstag erneut perifundiert und
mussten somit stets Insulin nachbilden. Gouin et al. machen dazu in ihrer Arbeit keine An-

gaben.

Es ist zu vermuten, dass Inselzellen ihre vorhandenen Insulinspeicher wesentlich ldnger
entleeren, als neues Insulin nachbilden konnen. Fiir zukiinftige Untersuchungen muss dem-
zufolge auf Mehrfachperifusionen der gleichen Inseln zuriickgegriffen werden. Nur so er-
hilt man ein reprisentatives Bild. Wiirde dieses Vorgehen die Ergebnisse von Gouin et al.
bestitigen, wire das Ham’s F10 Medium (5,5 mM Glukose, 2% Ultroser®, Penicillin,
Streptomycin, Fungizone) dem von uns verwendeten modifizierten Ham’s F12 Medium
klar tiberlegen (bei angenommen gleicher Zellqualitidt). Wéahrend Davalli et al. fiir Ham’s
F12 iiberhaupt keine Glukose-induzierte Insulinsekretion zeigten [95], setze diese bei Ber-
tuzzi et al. erst nach 10 Tagen ein [104]. Unseren Untersuchungen zufolge waren auch am
Isolierungstag selbst Glukose-induzierte Sekretionen der Zellen zu messen. Moglich wire,
dass hier andere Faktoren, wie z. B. das Alter des Spendertiers, die Ischdmiezeit des Or-
gans, Verdauungsenzyme oder unterschiedliche Isolierungsschritte die Ergebnisse beein-
flussen. Duvivier et al. konnten in statischen Langzeit-Perifusionen die Insulinausschiit-
tung von unverkapselten porzinen Inseln iiber einen Zeitraum von 3 Monaten belegen
[103]. Auch aus dieser Arbeit geht nicht klar hervor, ob die Zellen lediglich einmalig oder
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten mehrfach stimuliert wurden. Verwendet wurden hier
Aliquots von 200 ul Inselsuspension. Wie vielen IEQ (150 pm Durchmesser) das genau
entspricht, ist ebenfalls nicht ersichtlich. Innerhalb des Beobachtungszeitraums fillt die
Sekretionsleistung bei Stimulation auf 1,7% der Ausgangsleistung ab. Nach 3 Monaten

werden mit 5,5 mM Glukosestimulation jedoch noch beachtliche 80 pU/ml Insulin gebil-
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det. Der SI betrdgt dabei 1,64+0,4. (Die Zahl der beobachteten Aliquots fiel von n=10 in
der ersten Woche auf n=3 nach 3 Monaten ab.) Der statische Versuch ermdglicht leider
nicht die Darstellung von Sekretionsprofilen. Sekretionsprofile liefern Duvivier et al. nur
fiir mikroverkapselte Inseln im Beobachtungszeitraum von 3 Wochen. Bei einem Glukose-
grundgehalt von 2,8 mM in RPMI 1640 (plus 10% NCS) stimuliert er mit 10 mM Glukose
und 5,5 mM Theophyllin zeitgleich iiber 60 Minuten. Warum er von der Monostimulation
mit Glukose abweicht, und ob eine Mehrfachperifusion verwandt wurde, bleibt ungeklirt.
Ein breiter First Phase Peak wird sowohl nach einer Woche (279+£28 uU/ml) als auch nach
drei Wochen (14713 pU/ml) erst nach 20 Minuten gemessen. Dieser bildet iiber einen
Zeitraum von 40 Minuten einen Buckel ohne dass ein klarer Second Phase Peak erkennbar
ist. Der SI bleibt mit 2,2 bzw. 2,1 konstant. Unsere Insulinsekretion lag auf Glukosereiz
mit 26,6 mM am Tag +7 nach Isolierung noch bei einem Peak von 300 uU/ml und damit
vergleichbar hoch. Bis zum Tag +11 féllt unser Peak (100 pU/ml) allerdings unter die
Werte von Duvivier et al. nach drei Wochen (147+13 pU/ml) ab. Abgesehen von der un-
terschiedlichen Qualitét der Inseln wurde fiir die Kultur modifiziertes Ham’s F10 Medium
(mit 2% Ultroser®, 6 mM Glukose, 1 mM Na-Pyruvat, 2 umol/ml L-Glutamin, 10 g/ml
Penicillin-Streptomycin, 10 pg/ml Tienam, 2,5 pg/ml Fungizon) verwandt. Die Kultur
selbst erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Unklar bleibt, ob die gute Funktionsleistung iiber die

Zeit Folge einer Einmal- oder Mehrfach-Perifusion der Inseln ist.
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6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer neuartig miniaturisierten Mikroperifusi-
onskammer die Zellphysiologie von porzinen Langerhans-Inseln nach Isolierung und Mik-
roverkapselung untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die porzinen Inseln nach Art und Um-
fang der Reaktion auf korpereigene Mediatoren humanen Inseln entsprechen. Zukiinftige
Forschungsanstrengungen sollten sich auf diese drei Bereiche konzentrieren: 1. Optimierte
Auswahl der Spendertiere, 2. Verbesserung der Kulturbedingungen und Uberlebensdauer
der Inseln, 3. Erprobung einer multifokalen Insel-Transplantation im Empfinger (d.h. we-
niger IEQ/Ort ergibt bei gleicher Gesamtzahl eine hohere Insulinsekretion). Neben der
Auswahl der besten Schweinerasse, sollten standardisierte Aufzucht- und Haltungsbedin-
gungen die Qualitdt der Inseln vereinheitlichen. Schwankungen der basalen Insulinsekreti-
on wiirden dadurch vermieden. Da klinisch keine Wildtypen verwendet werden diirfen,
miissen SPF-Tiere der qualitativen Standardisierung und Prozesskontrolle unterliegen. Die
bei Perifusionen gewonnenen Ergebnisse iiber die Langzeit-Funktion der Inseln in Kultur
sind noch ungeniigend. Die Kulturbedingungen miissen kontinuierlich verbessert werden.
Der Zusatz von Nikotinamid hat hier bereits zur Optimierung beigetragen. Neue Medien,
wie das Pancreatic Islet Medium (Fa. hCell Technology Inc., Reno, USA), das in unserem
Labor derzeit evaluiert wird, zeigt gegeniiber der Kultur in Ham’s F12 bereits deutliche
Vorteile. Aufgrund der momentanen Situation sollte die Kulturzeitzeit vor Insel-
Tansplantationen nicht ldnger als notig ausfallen. Die Inselqualitit muss multifaktoriell
beurteilt werden. Die Vitalitit als einziges Kriterium vor Transplantation ist unzureichend.
Fiir zukiinftige Perifusionsversuche sollte eine aktive Oxygenierung des Kulturmediums
angestrebt werden. Dies miisste zur Verbesserung der Langzeit-Ergebnisse beitragen. Re-
gelmissige vergleichende Perifusionen sind zukiinftig ein sehr geeignetes Mittel zur Eva-
luation der Prozessqualitidt auf dem Weg zur klinischen Anwendung xenogener Insel-

Transplantate.
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7. Zusammenfassung

Die Forschung um die Optimierung der Insel-Transplantation nimmt in der Behandlung
des Typ I Diabetes eine Vorreiterstellung ein. Nachdem im Zeitraum von drei Jahrzehnten
Fortschritte im Bereich der Insel-Isolierung und Immunosuppression gemacht wurden,
stehen wir heute am Beginn des klinischen Einsatzes dieser Technik an ausgewihlten Pati-
entengruppen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die umfassende Funktionsdiagnostik isolier-
ter porziner mikroverkapselter Inseln. Mit Hilfe einer miniaturisierten Mikroperifusi-
onskammer wurde der Einfluss des Kulturmediums, der [EQ-Zahl sowie der Mikroverkap-
selung auf die Insulinsekretion untersucht. Zusétzlich wurde die Insel-Vitalitit den Perifu-
sions-Parametern gegeniibergestellt. Untersucht wurden zudem die dosisabhingige Stimu-
lierbarkeit der Inseln mit Nihrstoffen, Hormonen und Neuromediatoren unter normo- und
hyperglykdmischen Bedingungen und ihre Aktivierbarkeit bei anhaltender In-Vitro-Kultur.
Die wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(1) Die Verwendung unterschiedlicher Kulturmedien hat gravierende Auswirkungen:
Ham’s F12 Medium (10 mM Glukose) fiihrt gegeniiber KRBB (3 mM Glukose) zu einem
Anstieg der basalen Insulinausschiittung um den Faktor 3,3. Dieser Unterschied ist iiber
langere Zeitraume konstant und gleicht sich nicht aus.

(2) Werden porzine Inseln mit Glukose stimuliert, ist die Insulinsekretion qualitativ und
quantitativ mit jener humaner Inseln vergleichbar. Ein First Phase Peak erfolgt — unab-
hingig von der Glukose-Konzentration im Medium — innerhalb von 8 Minuten. Im hy-
perglykdmischen Ham’s F12 ist die Stimulierbarkeit der Inseln aufgrund der erhohten Ba-
salsekretion gegeniiber KRBB vermindert.

(3) Die IEQ-Zahl hat einen signifikanten Einfluss auf die Hohe der Insulinsekretion pro
IEQ. Es gibt eine negative Korrelation von IEQ-Zahl und Insulinsekretion: Bei niedriger
IEQ-Zahl in der Kammer sezernieren die Inseln pro Zeit bis zu 70x mehr Insulin als bei
hoheren IEQ-Zahlen. Mit 300 mg/dl Glukosestimulation folgt die zu erwartende Insulin-
freisetzung pro Minute und IEQ folgender Funktion (f): invers y = -0,2363+(215,966/IEQ).
(4) Die Mikroverkapselung der Inseln hat — im Vergleich mit unverkapselten Inseln — kei-
nen Einfluss auf das Sekretionsprofil bei Stimulation, verdndert dieses also nicht. Dies be-
trifft sowohl die Zeitverzogerung bis zum maximalen Peak (der Time To Peak, TTP), den
Stimulationsindex (SI) und die Gesamtinsulinsekretion im Stimulationsintervall. Auch bei

Verwendung verschiedener Medien wurden keine Unterschiede festgestellt.
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(5) Weder die Insulinsekretion wihrend der Stimulation noch die Gesamtinsulinsekretion
korrelierten mit der Vitalitdt. Wir gehen davon aus, dass die Vitalitét allein keine Aussagen
tiber die Inselfunktion in vivo und in vitro zuldsst. So ist dringend davon abzuraten, die
Transplantat-Qualitit allein iiber die Vitalitidt zu definieren. Die Mikroperifusion ist ge-
miss unseren Ergebnissen dafiir besser geeignet.

(6) Verkapselte Inseln reagieren im normoglykédmischen (KRBB) und hyperglykédmischen
(Ham’s F12) Medium auf Néhrstoffe, Hormone und Neuromediatoren. Wéhrend stoffspe-
zifische Sekretionsprofils nicht erkennbar waren, gab es deutliche Unterschiede in Bezug
auf den Stimulationsindex und die Zeit bis zum Sekretionsmaximum TTP. Der a2-Agonist
Clonidin fiihrte unter Hyperglykémie zu einem Einbruch der Insulinsekretion wéhrend der
Stimulationsphase. Mit Tolbutamid wurde die SUR1 Komponente der Inseln angespro-
chen, mit Blockierung des auswirtsgerichteten K-Kanals und gesteigerter Insulinsekretion.
(7) Inseln reagieren bei Normo- und Hyperglykdmie mit dosisabhidngiger Steigerung der
Insulinsekretion auf Glukose und Arginin. Dabei kommt es zu einem Anstieg des Stimula-
tionsindex SI und der Time To Peak (TTP). Die maximale Sekretion wird bei Normogly-
kdmie (54 mg/dl Glukose) mit Arginin im Intervall zwischen 20 mM und 40 mM erreicht.
Fiir die Glukosestimulation der Inseln lédsst sich das Plateau zwischen 26,6 mM und 43,3
mM eingrenzen. Bei Uberschreiten des maximalen Stimulus fallen die Gesamtinsulinsekre-
tion, SI und TTP ab.

(8) Die bisherige Kultur der porzinen Langerhans-Inseln ist bei einem Abfall der Sekreti-
onsleistung um 90% innerhalb von 11 Tagen suboptimal. Bei alternden Inseln ist der Sti-
mulationsindex mit der Vitalitit negativ korreliert. Die basale Insulinsekretion nimmt iiber
die Zeit ab. Die Second Phase der Insulin-Neuproduktion flacht zunéchst ab bevor die ganz
verschwindet. Die hiesigen Messungen basieren auf Mehrfachperifusionen der gleichen
Inseln und stellen deren Funktion sehr genau dar. Damit sind Literaturberichte kritisch zu
sehen, die sehr viel bessere Ergebnisse mit einmaligen Perifusionen zu verschiedenen Zei-
ten erhielten.

Die hiesigen Ergebnisse tragen insbesondere zum besseren Verstindnis der Insel-
Physiologie bei. Der Erkenntnisgewinn zu jenen Einflussfaktorenfaktoren, die Inselfunkti-
on und Insulinsekretion steuern, sollte eine Optimierung der Insel-Transplantation ermog-
lichen. Weitere Forschung ist besonders zur Kultur der porzinen B-Zellen notig. Augen-
merk gilt besonders auch der multilokalen Transplantation kleinerer Inselmengen; und
Spenderschweinen von einheitlicher Qualitidt mit gleich bleibend guter Insel-Physiologie

als Voraussetzung fiir den spéteren Transplantationserfolg.
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