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Fir euch, Kinder der Wissenschaft und der
Weisheit, haben wir dieses geschrieben.
Erforschet das Buch und suchet euch unsere
Ansicht zusammen, die wir verstreut und an
mehreren Orten dargetan haben; was euch
an einem Orte verborgen bleibt, das haben
wir an einem anderen offengelegt, damit es
fassbar werde flr eure Weisheit.

Heinrich Cornelius Agrippa von Nettesheim,
»De occulta philosophia“, 3, 65
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1 Einleitung

Unter dem Begriff Diabetes mellitus (auch Zuckerkrankheit genannt) wird eine
Gruppe von Stoffwechselerkrankungen zusammengefasst, fir die der Nachweis
von Zucker im Urin charakteristisch ist. Bereits im Alten Agypten war Diabetes
bekannt — so sind im Papyrus Ebers (ca. um 1550 v. Chr.) Symptome der Poly-
urie beschrieben. Der Begriff Diabetes, der zum ersten Mal im antiken
Griechenland von Areatus von Kappadokien (81-133 v. Chr.) erwéhnt wurde,
lasst sich mit ,die Beine spreizend® Ubersetzen und beschreibt ein klassisches
Symptom dieser Erkrankung — das vermehrte Wasserlassen. Der Zusatz
.mellitus® wurde von Thomas Willis im Jahr 1675 hinzugefligt, nachdem
bekannt war, dass Urin und Blut von Diabetikern einen siBlichen Geschmack
aufweisen (Ahmed A.M., 2002).

Im Jahr 1889 gelang es Oskar Minkowski und Joseph von Mering einen urséach-
lichen Zusammenhang zwischen Diabetes und Organfunktion herzustellen.
Entfernten sie Hunden ihre Bauchspeicheldriise, so zeigten diese kurze Zeit
darauf die typischen Symptome dieser Erkrankung: starker Durst, vermehrtes
Wasserlassen und Gewichtsabnahme. SchlieBlich gelang es Frederick Banting
und Charles Best 1921 Insulin aus Pankreasgewebe zu extrahieren (King K.M.
und Rubin G., 2003). Heute wei3 man, dass die Betazellen in den von Paul
Langerhans 1869 entdeckten Inselzellen fir die Produktion und Ausschittung
von Insulin verantwortlich sind. Seit 1998 unterscheidet die Weltgesundheits-
organisation vier unterschiedliche Typen von Diabetes mellitus (Tab. 1.1).

1.1 Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2

Die Zahl der Falle von Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 steigt weltweit rasant
an (Zimmet P. et al.,, 2001). So leiden in Deutschland ca. 95 Prozent der
geschatzten 6 Millionen Diabetiker unter Typ 2 Diabetes und 5 Prozent unter
Typ 1 Diabetes. Beide Diabetesformen kénnen familiar gehauft vorkommen.
Beim Diabetes mellitus Typ 1 werden die Betazellen vom eigenen Immunsys-
tem zerstért und ,sichtbare® Symptome manifestieren sich, wenn ca. 80-90
Prozent der Insulin-produzierenden Betazellen in der Bauchspeicheldriise zer-



stért sind. Beim Diabetes mellitus Typ 1 handelt es sich um eine derzeit nicht
heilbare Autoimmunerkrankung, die sich aber gut mit exogenem Insulin be-
handeln lasst. Doch eine ungenaue Einstellung des Blutzuckerspiegels fuhrt zu
zahlreichen diabetischen Folgeerkrankungen, wie u.a. Mikroangiopathien, Poly-
neuropathien oder Retinopathien. Zudem verringert ein erhdhtes Risiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen die Lebenserwartung von Diabetikern (Pajunen
P. et al., 2005).

Beim Diabetes mellitus Typ 2 kommt es zu einer Insulin-Resistenz und/oder
abnormalen Insulin-Sekretion, wodurch Insulin nicht effizient wirkt bzw. in zu
geringen Mengen sezerniert wird. Eine exogene Insulinsubstitution ist zwar in
erster Linie nicht zwingend erforderlich, sie kann aber nétig werden, um die
Glukosehomdostase aufrechtzuerhalten. Einer der gr6Bten Risikofaktoren fir
Diabetes mellitus Typ 2 ist die Adipositas, unter der nicht nur die Menschen in
den Industrienationen leiden, sondern inzwischen auch zahlreiche Ureinwohner
aufgrund westlich orientierter Essgewohnheiten. Einer neuen Studie zufolge ist
in den USA bereits jedes zehnte Baby Ubergewichtig; zudem stieg innerhalb
von funf Jahren die Zahl der krankhaft Fettleibigen in den USA um 50 Prozent
an (www.sueddeutsche.de/ gesundheit/artikel/505/109396).

Tab. 1.1. Klassifikation des Diabetes mellitus. Verkirzte Tabelle zur evidenzbasierten
Leitlinie der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (http://www.deutsche-diabetes-gesellschaft.de/
redaktion/mitteilungen/leitlinien/ Uebersicht_leitlinien_evidenzbasiert.php).

Typ 1 Diabetes

Typ 2 Diabetes

Typ 3 Diabetes

Typ 4 Diabetes

Typ 1a: Immunologisch
vermittelte Form

Typ 1b: Idiopathische
Form

Kann sich von einer
vorwiegenden Insulin-
Resistenz mit relativem
Inuslinmangel bis zu
einem vorwiegend
sekretorischen Defekt
mit Insulin-Resistenz
erstrecken

Andere spezifische

Diabetes-Typen (A-H),

z.B.

A: genetische Defekte
der Betazelle

B: genetische Defekte
der Insulin-Sekretion
C: Erkrankung des
exokrinen Pankreas

Gestationsdiabetes




1.2 Therapien des Diabetes mellitus Typ 1

Nach einer Leitlinie der Deutschen Diabetes-Gesellschaft sind die Therapieziele
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 die ,Pravention diabetesbedingter Ein-
schréankungen der Lebensqualitat, schwerer Stoffwechselentgleisungen, mikro-
angiopathischer und anderer diabetesassoziierter Folgeschaden® (www.deut-
sche-diabetes-gesellschaft.de). Voraussetzung hierflr ist ein sorgfaltig einge-
stellter Blutzuckerspiegel. Die Behandlung der Typ1 Diabetiker mit exogenem
Insulin stellt eine lebensrettende Hormonersatztherapie dar, die zwingend
indiziert und ein Leben lang beizubehalten ist, um die verlorengegangene bzw.
beeintrachtigte Insulinsekretion auszugleichen. Seit 1922 wird Schweine- bzw.
Rinderinsulin eingesetzt, und seit 1982 steht rekombinantes Humaninsulin zur
Verfigung (Home P.D. und Alberti K.G., 1982). Wahrend bei Gesunden die
Betazellen durch kontinuierliches Messen des Blutzuckerspiegels den Insulin-
bedarf ermitteln (siehe auch Diskussion), steht dem Typ1 Diabetiker diese
hochempfindliche ,Messeinheit“ nicht mehr zur Verfligung. Bei ihnen hangt der
Erfolg der Insulinsubstitutionstherapie von den pharmakokinetischen und -dy-
namischen Eigenschaften der therapeutisch verwendeten Insuline ab
(www.diabetes-news.de/info/insulin-uebersicht.htm). Zudem muss der Patient
die Zusammenhéange zwischen Insulinbedarf und Nahrungsaufnahme ver-
stehen und dieses Wissen auch in die tagliche Praxis umsetzen; beides
beeinflusst maBgeblich den Therapieerfolg (Deutsche Diabetes Gesellschaft).
Aus diesen Grinden ist die Insulinsubstitutionstherapie noch weit davon
entfernt, den Stoffwechsel optimal einzustellen — trotz unbestrittener Erfolge
(,Writing Team for the Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology

of Diabetes Interventions and Complications*, 2003).

Eine Alternative zur Insulinsubstitutionstherapie kann die Transplantation
Insulin-produzierender Zellen sein (Lee D.D. et al., 2008). Hierzu gehdren die
Pankreastransplantation, die erstmals am 17. Dezember 1966 in Minneapolis
durchgefuhrt wurde, und die so genannte Inselzelltransplantation. Bei diesem
erstmals 1989 von Dr. E. Lacy klinisch durchgefihrten Verfahren werden die
aus Pankreata isolierten Langerhans-Inseln lbertragen (Shapiro A.M. et al.,

2000). Beide Verfahren ermdglichen zwar einen physiologisch regulierten



Blutzuckerspiegel, doch stehen sie aufgrund mangelnder humaner Spender-
organe nur einem sehr kleinen Patientenkreis zur Verfigung. Zudem lI&sst die
Leistung der Ubertragenen Langerhans-Inseln mit der Zeit nach, so dass die
Patienten wieder exogenes Insulin bendétigen. Beide Verfahren stellen zudem
eine allogene Transplantation dar, da sowohl die Pankreata als auch die
isolierten Langerhans-Inseln von fremden Spendern stammen. Sie werden des-
halb vom Immunsystem erkannt und zerstért. Um dies zu verhindern, missen
die Patienten ihr Immunsystem mit Medikamenten, so genannten Immunsup-
pressiva, unterdriicken — doch ist diese Strategie nicht ohne Nebenwirkungen.
So zeigen die Patienten eine deutlich erhdhte Infektanfalligkeit und eine
gesteigerte Krebshaufigkeit. Zudem sind viele Immunsuppressiva auch noch
diabetogen, d.h. sie zerstdren die Ubertragenen Langerhans-Insein.

Um den Uberblick der aktuell in Erprobung befindlichen zelltherapeutischen
Ansatze zu vervollstandigen, hier noch einige Worte zur Xenotransplantation.
Im Gegensatz zur Transplantation humaner Langerhans-Inseln (Allotransplan-
tation) unterliegt die Transplantation porciner Langerhans-Inseln keiner Limi-
tierung durch Spenderorgane. Auch wird das in der Offentlichkeit intensiv disku-
tierte Risiko einer mdglichen Gefahrdung durch freigesetzte Infektionserreger
aus Xenotransplantaten von den Virologen zwischenzeitlich weniger kritisch
beurteilt (Switzer W.M. et al., 2001). Die Transplantation porciner Langerhans-
Inseln wird nach Einschatzung der eigenen Arbeitsgruppe ohne MaBnahmen
zur Immunprotektion durch Verkapselung nicht erfolgreich sein (pers. Mitteilung
Prof. Ulrichs). Durch die Verkapselung werden die porcinen Langerhans-Inseln
vor den Attacken des Immunsystems geschitzt, wobei der Transfer von
Nahrstoffen und Insulin nicht behindert wird (Otto C., Moskalenko V., Ulrichs K.,
2004). Der Transplantation porciner Langerhans-Inseln (als Alternative zu
humanen Langerhans-Inseln) wird derzeit groBe Chancen zur Heilung des
Diabetes Typ 1 eingerdumt. So erhielt im Jahr 2007 das Unternehmen ,Aus-
tralia-based Living Cell Technologies* von der neuseelandischen Gesund-
heitsbeh6rde die Genehmigung, eine klinische Studie mit neonatalen porcinen

Langerhans-Inseln durchzuflihren (www.biospectrumasia.com).



1.3 Zielsetzung

Ein wesentlicher Vorteil zelltherapeutischer Anséatze ist die Vermeidung dia-
betischer Spatfolgen, da Insulin-produzierende Zellen die physiologische Regu-
lation des Blutzuckerspiegels sicherstellen. Neben der Transplantation aus-
differenzierter Langerhans-Inseln stehen seit einigen Jahren auch humane
embryonale und adulte Stammzellen als Quelle fUr Insulin-produzierende Zellen
im Zentrum des Interesses (Assady S. et al., 2001; Abraham E.J. et al., 2002;
Hao E. et al.,, 2006; Santana A. et al., 2006). In Tab. 1.2 sind Beispiele
erfolgreicher Zelltherapieansatze im diabetischen Tiermodell aufgelistet. Die
Experimente zeigen, dass Zelltherapien zur Behandlung des Diabetes mellitus
Typ 1 méglich sind, doch wird die klinische Umsetzbarkeit sicher noch einige
Zeit auf sich warten lassen. So ist die gezielte Differenzierung der Stammzellen
in Zielzellen mit Hilfe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren ein kritischer
Punkt. Auch die Zichtung ausreichender Mengen hochreiner Insulin-produ-

zierender Zellen ist bisher ein noch ungeldstes Problem (Roche E. et al., 2005).

Die Ubertragung autologer Zellen stellt fiir den Patienten kein immunologisches
Risiko dar — im Gegensatz zu allogenen Zellen (siehe Kapitel 1.2). Im Jahr 2005
beschrieb die Kieler Arbeitsgruppe um Professor F. Fandrich die Mdglichkeit,
aus humanen peripheren Blutmonozyten Insulin-positive Zellen in vitro zu
generieren (Ruhnke M. et al., 2005b). Hierzu wurden die Monozyten Uber
Adharenz angereichert und mit verschiedenen Cytokinen inkubiert. Die Autoren
vertreten in ihrer Publikation die Auffassung, dass Monozyten sich in vitro
dedifferenzieren lassen, um sie anschlieBend gezielt zu funktionsfahigen Zellen

der Langerhans-Insel zu differenzieren.

In vitro modifizierte Monozyten waren somit ein moglicher autologer Ersatz fir
untergegangene Betazellen (Abb. 1.1). Um ihre Eignung jedoch beurteilen zu

kénnen, sind weiterfihrende Untersuchungen erforderlich.



Tab. 1.2. Ubersicht iiber in vitro generierte Insulin-produzierende Zellen aus embryonalen
und adulten Stammzellen. In verschiedenen Publikationen wurden diese Zellen auf ihre
Fahigkeit getestet, Insulin auf einen Glukosereiz hin auszuschitten
Normoglykdmie in diabetischen Tieren (in vivo) zu induzieren. M = Maus; H = Human; R =
Ratte. Die untersuchten Eigenschaften wurden nachgewiesen (+) bzw. nicht nachgewiesen (-)

oder nicht untersucht (n.u.).

(in  vitro) und

Ursprungszellen Referenz In vitro  In vivo
Embryonale Stammzellen, M Soria B. et al., 2000 + +
Embryonale Stammzellen, M Lumelsky N. et al., 2001 + -
Embryonale Stammzellen, M Shiroi A. et al., 2002 - n.u.
Embryonale Stammzellen, M Hori Y. et al., 2002 + +
Embryonale Stammzellen, M Blyszczuk P. et al., 2003 + +
Embryonale Stammzellen, M Moritoh Y. et al., 2003 + -
Embryonale Stammzellen, M Kahan B.W. et al., 2003 n.d. n.u.
Embryonale Stammzellen, H Assady S. et al., 2001 - n.u.
Epithelzellen des Ductus pancreaticus, M Ramiya V.K. et al., 2000 + +
Epithelzellen des Ductus pancreaticus, H Bonner-Weir S. et al., + n.u.

2000
Epithelzellen des Ductus pancreaticus, H Gao R. et al., 2003 n.u.
Nestin-positive Zellen aus Langerhans Zulewski H. et al., 2001 n.d. n.u.
Inseln, R & H
Nestin-positive Zellen aus Langerhans Abraham E.J. et al., n.d. n.u.
Inseln, H 2002
Hepatische ovale Zellen, R Yang L. et al., 2002 + +
Gastrointestinales Epithel, M Suzuki A. et al., 2003 + +
Knochenmark, M lanus A. et al., 2003 n.u.
Knochenmark, M Hess D. et al., 2003 n.d. +




2 Fragen

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung in vitro modifizierter Insulin-
positiver Monozyten. Diese wurden von der Kieler Arbeitsgruppe 2005 als
mogliche Quelle fur Insulin-produzierende Zellen beschrieben (Ruhnke M. et al.,

2005b). Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. In Kooperation mit der Abteilung fir Transfusionsmedizin und Immun-
hamatologie wurden Leukozyten gesunder Spender gewonnen. Lassen sich

auch hieraus Insulin-positive Monozyten gewinnen?

2. Humane Monozyten wurden in vitro kultiviert und zu unterschiedlichen Zeit-
punkten immunhistochemisch und morphologisch untersucht. Fir welche
Marker sind die Zellen positiv und welche morphologischen Charakteristika
weisen sie auf? Stimmen die Ergebnisse mit den Beobachtungen der Kieler

Arbeitsgruppe Uberein?

3. Die in vitro kultivierten Monozyten waren positiv flr Insulin. Ist dieses
,Monozyten-Insulin® biologisch aktiv und senkt den Blutzuckerspiegel dia-

betischer Mduse?

Abb. 1.1. Mégliches Thera-

Anzucht Insulin-positiver piekonzept mit in vitro mo-
Monozyten in vitro difizierten Insulin-positiven
Monozyten. Eine Therapie
O mit autologen in vitro gene-
rierten Insulin-positiven Mo-
nozyten stellt einen &auBerst
attraktiven Ansatz dar, sollte
er sich Kklinisch umsetzen
Leukapherese Zell-Infusion lassen.

Diabetischer
Patient /




3 Material und Methoden

3.1  Leukozyten-Spender

Junge, gesunde Probanden beiderlei Geschlechts im Alter von 22 bis 26 Jahren
wurden als Spender ausgewahlt (Tab. 3.1). In Zusammenarbeit mit Dr. A. Opitz,
Abteilung fir Transfusionsmedizin und Immunha&matologie der Universitat
Wirzburg, wurden Leukozyten mit der Leukapherese gewonnen. Innerhalb von
ca. 4 Stunden wurden zwischen 10° und 10'" Zellen angereichert und an-
schlieBend im Labor aufgearbeitet. Die Leukapherese sowie die anschlieBen-
den ex vivo Untersuchungen wurden von der Ortlichen Ethik-Kommission ge-

nehmigt.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten Apheresen. Angegeben sind die
Initialen und das Alter (GD = Geburtsdatum) der Spender, ihr Geschlecht (m = méannlich, w =
weiblich) sowie die mit diesen Zellen durchgefihrten Experimente: (Vita) = Vitalitditsmessungen;
(Immu) = Immunhistochemie; (EM) = Elektronenmikroskopie.

Nr GD Spender Geschlecht Versuche

1 19.01.1980 AH m Vita, Immu (Cytospins)

2 08.03.1979 MU m Vita, Immu (Cytospins

3 13.10.1981 HH W m Vita, Immu (Cytospins)

4 25.04.1980 N R w Immu (Deckglaschen)

5 23.01.1979 NS m Immu (Deckgléaschen)

6 23.01.1979 NS m Immu (Deckglaschen)

7 19.01.1980 AH m Immu (Deckgléaschen)

8 19.02.1979 MG m Immu (Deckglaschen), EM
9 19.02.1979 MG m Immu (Deckgléaschen)

3.2 Zellkulturmedium

Das Medium zur Kultivierung der Monozyten bestand aus Phenolrot-freiem
RPMI 1640 Medium (Cell Concepts; Umkirch) erganzt mit folgenden Zusatzen:
1% hitzeinaktiviertes Humanserum (AB/Rhesus negativ; PAA; Célbe), 2 mmol/l
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (alle Reagenzien von
Cell Concepts), 0,05 mmol/l 2-Mercaptoethanol (Gibco-Invitrogen; Karlsruhe), 5
ng/ml M-CSF (human recombinant macrophage colony stimulating factor; R&D;
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Wiesbaden) und 0,4 ng/ml Interleukin 3 (IL-3; R&D). Dieses Medium wird im
Weiteren als X-Medium bezeichnet. Ein weiteres Medium mit der Bezeichnung
Y-Medium setzt sich wie folgt zusammen: 1% hitzeinaktiviertes Humanserum
(s. 0.), 2 mmol/l L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (Cell
Concepts), 10 ng/ml EGF (human recombinant epidermal growth factor; Fa.
R&D), 20 ng/ml HGF (human recombinant hepatocyte growth factor, Fa. R&D)
und 1,24 mg/ml Nicotinamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen). Um
die Zellen in situ zu farben, wurden sie auf sterilen Deckglaschen (24 x 24 mm)

in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen kultiviert.

3.3 Aufbereitung und Kultivierung von Monozyten

Jeweils 20 ml der Leukozytensuspension wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen
(Greiner; Frickenhausen) verteilt, in die jeweils 15 ml PBS, pH 7,2, vorgelegt
waren. Die Suspension (35 ml) wurde anschlieBend vorsichtig auf 15 ml Ficoll
(Linaris, Wertheim-Bettingen) in 50 ml Zentrifugen-Réhrchen aufgeschichtet
und 20 Minuten bei 850 xg ohne Bremse zentrifugiert. Die Leukozyten wurden
vorsichtig abgenommen, in ein neues Roéhrchen Uberfihrt und mit PBS auf
50 ml aufgefillt. Nach dem Zentrifugieren (10 Minuten, 800 xg mit Bremse)
wurden die Uberstéande verworfen und die Zellsedimente mit jeweils 2 ml PBS
resuspendiert. Die Zellsuspensionen von jeweils 2 Rdhrchen wurden vereint,
mit PBS auf 50 ml aufgeflllt und erneut zentrifugiert. Dies wurde solange
wiederholt, bis samtliche Zellen in einem Ro6hrchen vereint waren. An-
schlieBend wurde ihre Vitalitit mit Trypanblau bestimmt. Jeweils 4 x 107 Zellen
wurden mit 5 ml Medium pro Vertiefung in eine Zellkulturschale mit sechs
Vertiefungen ausgesat. Die Monozyten wuchsen auf sterilen Deckglaschen, die
sich in den Vertiefungen befanden. Zur Anreicherung der Monozyten wurden
die Leukozyten fir 1 Stunde im Brutschrank bei 37° C und 5% CO- inkubiert.
AnschlieBend wurden die nicht-adharenten Zellen vorsichtig abgesaugt und die
adharenten Monozyten fir 6 Tage in X-Medium und anschlieBend bis maximal
Tag 28 in Y-Medium kultiviert.



3.4 Mediumwechsel

Die Monozytenkulturen erhielten alle 3 Tage frisches Medium. Hierzu wurden
die Zellkulturschalen vorsichtig geschwenkt, um die nicht-adharenten Zellen zu
l6sen. AnschlieBend wurde die Halfte des Uberstandes abgesaugt und durch

unverbrauchtes Medium ersetzt.

3.5 Bezeichnung der kultivierten Zellen
Samtliche adharenten Zellen wurden unabhangig von der Kulturdauer und ihrer
Differenzierung zu Makrophagen (Zuckerman S.H. et al., 1979) als Monozyten

bezeichnet. Ein spezifischer Nachweis von Makrophagen wurde nicht gefiihrt.

3.6 Vitalitatstestungen

Farbung mit Fluoreszein-Diazetat (FDA) und Propidiumjodid (PI). Von einer
1 mg/ml FDA-LSsung (FDA geldst in Aceton) wurden 1 plin 1 ml PBS Gberflhrt.
Hiervon wurden 60 pl kombiniert mit 10 pl einer 0,05-prozentigen PI-PBS-
Lésung auf die Zellen gegeben. Vitale, metabolisch aktive Zellen besitzen zyto-
plasmatische Esterasen, die vom nicht-fluoreszierenden FDA das fluores-
zierende Fluoreszein abspalten. Die Zellen erscheinen unter UV-Licht leuch-
tend grin, wahrend sich tote bzw. apoptotische Zellen rot anfarben. lhre
Membranen sind bereits so geschéadigt, dass Pl in die Zelle und anschlieBend
in den Kern wandert, wo es an die DNA bindet.

3.7 Immunhistochemie

Soweit nicht anders erwahnt, wurden samtliche Chemikalien von Merck
Darmstadt bezogen. Die im Gefrierschrank aufbewahrten Deckglaschen wurden
aufgetaut, flr eine Stunde getrocknet und mit Entellan auf Objekttrager fixiert.
Am néachsten Tag wurden die Praparate fir 10 Minuten in Aceton fixiert, 20
Minuten getrocknet und dreimal flr jeweils 5 Minuten in Tris-NaCl (pH 7,4)

,gewaschen® "

. Die mit Primarantikdrpern (Tab. 3.1) bedeckten Praparate
wurden Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Antikdrper

wurden mit ,Antibody Diluent* (Dako; Hamburg) verdinnt und jeweils 200 pl auf

" Der Begriff ,Waschen“ beschreibt die Inkubation der Praparate in Pufferldsungen, um Reste von
Lésemittel bzw. nicht-gebundenen Antikérpern zu entfernen.
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die Praparate verteilt. Nach der einstliindigen Inkubation wurden die Zellen
dreimal fir 5 Minuten in Tris-NaCl ,gewaschen®, bevor sie bei 20°C in einer
feuchten Kammer firr eine Stunde mit den jeweiligen Sekundarantikérpern (Tab.
3.1) inkubiert wurden. Nach einem erneuten Waschschritt (3 x 5 Minuten in Tris-
NaCl) wurden die Praparate mit Liquid DAB (BioGenex; San Ramon, USA) fir 3
bis 5 Minuten inkubiert. Die Praparate wurden erneut mit Tris-NaCl (s. oben)
sowie einmal mit Aqua dest. ,gewaschen®, fir 5 Minuten mit Meier's Hamalaun
gefarbt und far 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser entfarbt. Die
Praparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, zweimal fr

10 Minuten in Xylol inkubiert und mit Entellan eingedeckt.

Tab. 3.2. Primare und sekunddre Antikdrper zur immunhistochemischen Charakterisierung
humaner Monozyten. Alle Sekundar-Antikérper (Ziege anti-Kaninchen bzw. Kaninchen anti-
Maus) waren von DAKO und wurden in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. (M) =
monoklonaler Antikérper; (P) = polyklonaler Antikdrper.

Antigen Klon/Bestell-Nr.*) Firma Verdiinnung Spezies
Insulin IN 05 Exbio 1:100 Maus (M)
Glukagon V2025 Biomeda 1:100 Kaninchen (P)
Padx-1 AB5999 Chemicon 1:1000 Kaninchen (P)
C-Peptid C-PEP-01 Acris 1:100 Maus (M)
CD34 ICO-115 Biomeda 1:100 Maus (M)
CD14 B365.1 Biomeda 1:100 Maus (M)
Glut-2 199017 R&D Systems 1:20 Maus (M)
Albumin A0001 Dako 1:2000 Kaninchen (P)

Exbio: www.exbio.cz; Biomeda: www.biomeda.com; Chemicon: www.chemicon.com;
Acris: www.acris-antibodies.com; R&D Systems: www.rndsystems.com; Dako: www.dako.com

Um zu gewahrleisten, dass die Antikdrper optimal verdinnt waren, wurden sie
an humanen Pankreasschnitten (LabVision Gber Medac Diagnostika; Wedel)

Uberpruft.
Mit einem Mikrotom (2800 Frigocut N; Leica; Bensheim) wurden 5 um Gefrier-

schnitte angefertigt. Die Praparate waren zuvor in Tissue-Tek (Sakura; Zoeter-

woude, Niederlande) eingebettet und bei -80°C aufbewahrt.
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3.8 Prufung der biologischen Wirksamkeit von zellfreiem ,,Monozyten-
Insulin®

Hyperglykamie (d.h. Blutzuckerspiegel zwischen 300-600 mg/dl) wurde in
mannlichen Mausen des Stammes C57BL/6 (Harlan-Winkelmann, Borchen)
durch eine einmalige intraperitoneale Injektion von 200 pg Streptozotozin pro
Gramm Korpergewicht (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), gelést in
Citratpuffer, pH 4,5, induziert. Die Blutzuckerspiegel wurden mit einem Blut-
zuckermessgerat (Glucometer Elite, Bayer) bestimmt. Hierzu waren 2 ul Blut
aus der Schwanzvene notwendig. Die diabetischen Mause erhielten das aus 5
x10° kultivierten Monozyten isolierte Insulin. Hierzu wurden die Zellen im
Ultraschallbad fiir 4 Minuten aufgeschlossen und der zellfreie Uberstand den
diabetischen Mausen intraperitoneal injiziert. Die Blutzuckerspiegel wurden vor
Injektion und eine bzw. funf Stunden nach Insulininjektion bestimmt. Negativ-
kontrollen waren 100 pl PBS bzw. zellfreier Uberstand von Insulin-negativen
Monozyten. Diese Monozyten, die sich fir 24 Stunden in Kultur befanden,
wurden ebenfalls im Ultraschallbad aufgeschlossen. Als Positivkontrolle erhiel-
ten diabetische Mause 4 IE Humaninsulin, was ca. 170 pg Insulin entspricht ©.

3.9 Mikroskopie und Dokumentation

Die immunhistochemischen Praparate sowie die Dithizonfarbungen wurden mit
dem BX50 Mikroskop (Olympus; Hamburg) ausgewertet und mit der Digital-
kamera ColorView 12 (Olympus) unter Zuhilfenahme der Software analySIS®
(Fa. Soft Imaging System; Minster) dokumentiert. Zellen in Kultur wurden mit
dem IMT-2 Phasenkontrastmikroskop, sowie mit der Kamera OM-1 und mit der
Digitalkamera C-5050 Zoom fotografiert (Olympus).

3.10 Statistik

Die in vivo Versuche wurden mit der ,Graph Pad Prism“ Software Version 4
(GraphPad Software Inc.) statistisch ausgewertet. In den Diagrammen sind
Mittelwert und Standardabweichung angegeben.

@ Folgende Beziehung wurde fiir die Berechnung zugrunde gelegt: 1 mIE/I Insulin = 41,67 ng/l = 7,3 pmol/l.
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4 Ergebnisse

4.1 Antikoérperfarbungen am humanen Pankreasgewebe

Die Spezifitat der verwendeten Antikérper (Tab. 3.2) wurde an Gefrierschnitten
humaner Pankreasgewebe (bezogen von LabVision Uber Medac Diagnostika,
Wedel) Uberprift. Getestet wurden Antikdrper gegen Insulin (A), C-Peptid (B),
das bei der Prozessierung von Proinsulin zu Insulin freigesetzt wird, Glukagon

(C, roter Pfeil), Glukosetransporter GLUT-2 (D) und Transkriptionsfaktor PDX-1
(E).

Abb. 4.1. Gefrierschnitte humaner Pankreata. Insulin (A); C-Peptid (B); Glukagon
(C); GLUT-2 (D); PDX-1 (E); Albumin (F); CD14 (G); CD34 (H); Negativkontrolle (I).
In A, B und D sind die in das Pankreasgewebe eingebetteten Langerhans-Inseln zu
sehen. Innerhalb der Inseln sind Glukagon-positive Alpha-Zellen zu erkennen (C).
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Zusétzlich wurde die Prasenz von CD14-positiven Monozyten (Abb. 4.1G) und
CD34-positiven Stammzellen (Abb. 4.1H) Uberprift. Dabei wurden keine posi-
tiven Zellen vorgefunden. Auch die mégliche Anwesenheit von Albumin (Abb.
4 1F) wurde Uberpruft. Da die in vitro modifizierten humanen peripheren Blut-
monozyten u.a. mit dem hepatocyte growth factor (HGF) inkubiert wurden
(Kapitel 3.2), sollte Uberprift werden, ob die kultivierten Monozyten auch Eigen-

schaften von Hepatozyten aufweisen, wie z.B. die Synthese von Albumin.

4.2 Einfluss unterschiedlicher Serumkonzentrationen auf das Wachs-
tum von Monozyten ®

Um das Kulturmedium fir die Monozyten (Kapitel 3.2) zu optimieren, wurde der
Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen an Humanserum auf das
Zellwachstum getestet. Die Zellen wurden an den Kulturtagen 6, 14 und 18 auf
Anwesenheit von Insulin, C-Peptid, CD14 und GLUT-2 immunhistochemisch
untersucht. Da die Monozyten auf Deckglaschen (22x22 mm) kultiviert wurden,
lieBen sich auch morphologische Veranderungen erfassen. Auf Glas bzw.
Kunststoff (Kulturflaschen) kultivierte Monozyten zeigten ein vergleichbares
Wachstumsverhalten (nicht gezeigt).

4.2.1 Kulturmedium ohne Serumzusatz

Im Serum-freien Kulturmedium war ein geringer Anteil der Monozyten am 6.
Kulturtag schwach positiv fir Insulin und C-Peptid und stark positiv fir CD14
und GLUT-2. Dass die Kulturbedingungen nicht optimal waren, verdeutlicht die
Tatsache, dass zahlreiche Zellen tot bzw. stark ,angegriffen® waren; am 14.
Kulturtag schlieBlich war der GroBteil der Zellen tot. Nur wenige Zellen mit
Makrophagen-Morphologie waren zu finden (4.2 F, G). Lediglich in einigen
vitalen Zellklustern zeigten die Zellen eine deutliche Expression von GLUT-2.
Aufgrund des hohen Zellverlusts konnte die Farbung am 18. Kulturtag schlie3-
lich nicht mehr durchgefiihrt werden. Ohne Serumzusatz war ein Uberleben der
Monozyten bis Tag 18 nicht méglich.

® zur Bezeichnung der Zellen siehe auch Kapitel 3.5 in Material und Methoden.
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Abb. 4.2. Immunhistochemische Analyse und Morphologie von Monozyten im se-
rumfreien Medium am 6. (A-E) bzw. 14. (F-J) Kulturtag. A, F: Insulin; B, G: C-
Peptid; C, H: CD14; D, I: GLUT-2; E, J: Negativkontrollen. Die Daten deuten darauf
hin, dass Monozyten auch ohne Zusatz von Serum Insulin-positiv werden. Zwar konnte
im fetalen Kélberserum kein Insulin nachgewiesen werden, doch stellt Serum eine
maogliche Quelle fir Insulin dar (s. auch Antwort zur Frage 2, Kapitel 5). Die serum-
freien Bedingungen sind jedoch nicht geeignet, um die Vitalitdt der Monozytenkulturen
zu erhalten. Am Kulturtag 14 sind Makrophagen zu erkennen (F, G).

"'W‘E'- -

4.2.2 Kulturmedium mit 0,25 Prozent Serumzusatz

In 0,25 Prozent Humanserum zeigten die Monozyten ein deutlich besseres
Wachstum als die Zellen im serumfreien Kulturmedium. Jedoch wuchsen sie
wesentlich langsamer als bei héheren Serumkonzentrationen (s. u.).

Die Monozyten waren zu allen drei Zeitpunkten (6., 14. und 18. Kulturtag)
positiv fir die vier untersuchten Marker Insulin, C-Peptid, CD14 und GLUT-2,
wobei der Anteil positiver Zellen bei hdheren Serumkonzentrationen wesentlich
héher war (s. Kapitel 4.2.3 und 4.2.4).

Um einen vergleichbaren Anteil positiver Zellen wie bei 1 Prozent Serum zu

erhalten, mussten die Zellen bei 0,25 Prozent Serum um ca. 3-5 Tage langer

kultiviert werden.
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Abb. 4.3. Immunhistochemische Analyse und Morphologie von Monozyten im
Kulturmedium mit 0,25 Prozent Humanserum am 6. (A-E), 14. (F-J) und 18. (K-O)
Kulturtag. A, F, K: Insulin; B, G, L: C-Peptid; C, H, M: CD14; D, I, N: GLUT-2; E, J,
O: Negativkontrollen. Die Zellen zeigten ein deutlich starkeres Wachstum als im
serumfreien Medium (Abb. 4.2). Auch hier waren bereits am 6. Kulturtag Insulin-
positive Zellen nachzuweisen. Die Teilabbildungen C, H und M zeigen, dass nicht alle
adhéarenten Zellen CD14-positiv sind. Ab Tag 14 sind Makrophagen zu erkennen.

4.2.3 Kulturmedium mit 1 Prozent Serumzusatz

In 1 Prozent Humanserum entwickelten sich die ausgesaten Monozyten
optimal. Sie verdnderten sich morphologisch von kleinen runden Zellen tber
spindelférmige zu ovalen Zellen. Sie waren zu 100 Prozent vital und erreichten
ab dem 14. Kulturtag teilweise eine GréBe von Uber 600 um. Die Zellen wiesen
zudem morphologische Charakteristika von Makrophagen auf: breiter Cytoplas-
masaum mit teilweise mehreren Zellkernen.

Die Zellen waren fir alle 4 Marker an den drei Testtagen deutlich positiv. Ab
dem 4. Kulturtag waren teilweise adhéarente Zellverbande (,Kluster®) zu
beobachten, in denen mit hoher Wahrscheinlichkeit vermehrt Zellteilungen
stattfanden. Mit zunehmender Kulturdauer I6sten sich diese Zellverbande auf.
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Abb. 4.4. Immunhistochemische Analyse und Morphologie von Monozyten im
Kulturmedium mit 1 Prozent Humanserum am 6. (A-E), 14. (F-J) und 18. (K-O)
Kulturtag. A, F, K: Insulin; B, G, L: C-Peptid; C, H, M: CD14; D, I, N: GLUT-2; E, J,
O: Negativkontrollen. Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

Des Weiteren wurde die Vitalitat der auf Deckglaschen gezogenen Monozyten
in der Langzeitkultur Gberprift. Hierzu wurden sie zu unterschiedlichen
Kulturtagen mit FDA/PI gefarbt. lhre Vitalitdt war selbst am 26. Kulturtag, dem

Ende der Experimente, noch nahezu 100 Prozent.

Abb. 4.5. Uberpriifung der Vitalitat kultivierter Monozyten mit FDA/PI. Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen von den Kulturtagen 6 (A), 8 (B), 13 (C), 15 (D), 17
(E), 19 (F), 22 (G), 26 (H). Die fast vierwdchige Kultur auf Deckglaschen schadete der
Vitalitat der Zellen nicht, da nahezu samtliche Zellen (> 98%) grun fluoreszierend und
damit lebend waren.
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4.2.4 Kulturmedium mit 10 Prozent Serumzusatz

Im Kulturmedium mit 10 Prozent Humanserum entwickelten sich die Monozyten
hinsichtlich GroBe und Morphologie wie Monozyten, die mit einem Prozent
Humanserum kultiviert wurden (Kapitel 4.2.3). Ein schnelleres Wachstum oder
ein gréBerer Anteil der fir die getesteten Marker positiven Zellen wurde jedoch
nicht beobachtet. Ein wesentlicher Nachteil dieser Serumkonzentration war,
dass in der Immunhistochemie eine starke Hintergrund-Farbung auftrat. Auch
mehrmaliges griindliches Waschen ¥ der Praparate vor der immunhisto-
chemischen Farbung flihrte zu keinem Erfolg. Vielmehr l6sten sich vermehrt
Zellen durch haufiges Waschen von den Deckglaschen.

Am 18. Kulturtag war die Hintergrundfarbung so hoch, dass keine auswertbaren
Ergebnisse erzielt wurden, weshalb immunhistochemische Daten von diesem

Kulturtag fehlen.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden samtliche in Kapitel 4.3 beschriebenen

Versuche in Kulturmedium mit 1 Prozent Humanserum durchgefiihrt.

Abb. 4.6: Immunhistochemische Analyse und Morphologie von Monozyten im
Kulturmedium mit 10 Prozent Humanserum am 6. (A-E) und 14. (F-J) Kulturtag. A, F:
Insulin; B, G: C-Peptid; C, H: CD14; D, I: GLUT-2; E, J: Negativkontrollen. Die Monozyten
entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

“) Zum Begriff ,Waschen* siche auch Kommentar zum Kapitel 3.7 in Material und Methoden.
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4.3 Immunhistochemische und morphologische Charakterisierung
kultivierter Monozyten

In diesem Kapitel wird die immunhistochemische und morphologische Charak-
terisierung der kultivierten Monozyten Uber einen Zeitraum von 26 Tagen
gezeigt. Dabei wurden die Zellen auf die Prasenz folgender ,Marker® Gberprift:
Insulin, C-Peptid, Glukagon, CD14, CD34, GLUT-2, PDX-1 und Albumin.
Hierbei handelt es sich um Marker einer funktionstichtigen Beta-Zelle bzw.
Langerhans-Insel.

»1ag 0“-Monozyten. ,Tag 0“-Monozyten sind Uber Adharenz angereicherte
Monozyten, die bereits nach einem Tag in Kultur geerntet wurden. Hierzu
wurden die auf Deckgldschen ausgesaten Leukozyten flr eine Stunde im
Brutschrank inkubiert, die nicht-adharenten Zellen abgesaugt und die
adhdrenten Zellen Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die CD14-positiven
Zellen waren zu diesem Zeitpunkt eindeutig negativ fir Insulin, Glukagon, C-
Peptid, GLUT-2, PDX-1 und den hamatopoetischen Stammzellmarker CD34.
Vereinzelte Zellen waren hingegen positiv fur Albumin. Hierbei handelte es sich
sicherlich um Albumin aus den Seren der Spender (s. auch Kapitel 4.3.7).

Monozyten der Kulturtage 6-26. Zu definierten Zeitpunkten wurden die auf
Deckglaschen kultivierten Monozyten geerntet und immunhistochemisch unter-
sucht. Am 6. Kulturtag wurde das X-Medium gegen Y-Medium ausgetauscht
und am 26. Kulturtag die Kultur beendet (Kapitel 3.2 ,Zellkulturmedium®). Die
nachfolgenden Abbildungen sind so gewahlt, dass sie einen reprasentativen
Ausschnitt der Gesamtkultur wiedergeben und nicht ein einzelnes Ereignis. Die
Bilder wurden mit 600facher VergréBerung aufgenommen.

Abb. 4.7 (Seite 20). Immunhistochemische Analyse kurzzeitig (zwischen 1 und 16
Stunden) adharierter Monozyten (,,Tag 0“-Monozyten). A: Insulin; B: C-Peptid; C:
Glukagon; D: CD14; E: CD34; F: GLUT-2; G: PDX-1; H: Albumin; |: Negativkon-
trolle. Im Gegensatz zu kultivierten Monozyten sind die unmittelbar nach Adharenz
untersuchten Zellen eindeutig negativ far Insulin, C-Peptid, CD34, Glut-2 und PDX-1.
Auch ist zu erkennen, dass nicht alle adhdrenten Zellen CD14-positiv sind. Die
Albumin-positiven Zellen sind sicherlich das Ergebnis von anheftendem Albumin und
nicht auf eine aktive Synthese von Albumin zuriickzufihren (Kapitel 4.3.7).
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4.3.1 Nachweis CD14-positiver Monozyten

Als erstes wurde Uberprift, ob und wie lange adharente Monozyten CD14-
positiv blieben. Mit Beginn der Kultur war ein deutlicher Anteil der adharenten
Zellen CD14 positiv (Abb. 4.7D), der sich bis zum Kulturtag 6 noch wesentlich
erhdhte (Abb. 4.8A). In der Kultur noch vorhandene Lymphozyten waren als
kleine immunhistochemisch ungeféarbte Zellen zu erkennen. Die kultivierten
Monozyten lieBen sich in zwei unterschiedliche ,Makrophagen-Phanotypen®
unterteilen: Der erste Phanotyp (Typ 1), wie z.B. in Abb. 4.6J gut zu erkennen,
war oval mit Zellauslaufern. Er erinnerte an neuronale Zellen bzw. Fibroblasten.
Der zweite Phanotyp (Typ 2), z. B. in Abb. 4.8D abgebildet, war sehr groB, teil-
weise mit einem Durchmesser von tber 500 um, von ovaler Form und haufig
polynukledr. Dieser Zelltyp wies oft einen sichtbaren Saum auf, der um das
Kerngebiet gruppiert war. Mit zunehmender Kulturdauer dominierte dieser
Zelltyp in der Kultur. Ob die CD14-positiven Monozyten auch die Zellen sind,
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die in Kultur doppelt-positiv fir Insulin und C-Peptid waren, lasst sich zum
jetzigen Zeitpunkt nicht entscheiden, da keine Doppelfarbungen in dieser Arbeit
durchgefuhrt wurden. Da jedoch ein recht hoher Prozentsatz der Zellen sowohl
positiv fir Insulin als auch C-Peptid waren (zwischen 40 und 70% am Tag 14),

wird dies vermutet.

Abb. 4.8: Nachweis von CD14. Immunhistochemische Analyse und Morphologie von
Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativkontrolle
(F). An dieser Serie ist gut zu erkennen, dass die groBen ovalen Zellen (Zelltyp 2;
siehe auch 4.3.2) die Kultur dominieren. Am Kulturtag 6 (A) sind noch kontaminierende
Lymphozyten zu erkennen. Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makro-
phagen.

4.3.2 Nachweis von Insulin

Erste positive Zellen waren bereits am 6. Kulturtag nachzuweisen. Nach dem
Wechsel in das Y-Medium wurde eine massive GréBenzunahme der ad-
harenten Zellen beobachtet. Die Anzahl der kleineren Insulin-positiven Zellen
nahm bis zum 26. Kulturtag ab (Abb. 4.9E). Inwieweit die immunhistologischen
Daten fur die Makrophagen, die die Kultur zum spéaten Zeitpunkt dominierten,
gesichert sind, darf bezweifelt werden.

Alle Kulturen waren mehr oder weniger stark mit Lymphozyten ,kontaminiert®,
wie z.B. in Abb. 4.8C zu sehen, die sich trotz intensiven Waschens nicht
entfernen lieBen (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9. Nachweis von Insulin. Imnmunhistochemische Analyse und Morphologie von
Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativkontrolle
(F). Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

4.3.3 Nachweis von C-Peptid

Auch C-Peptid-positive Monozyten wurden bereits am 6. Kulturtag nachge-
wiesen. Teilweise waren, wie in allen Kulturen, adharente Zellkluster (Abb.
4.10B) zu beobachten, die sich im Laufe der Kultur jedoch auflésten. Zeitweilig
entstand der Eindruck, dass die Zellen vom Typ 1 sich aus diesen Zellverban-
den ,l6sten“. Mdglich erscheint aber auch, dass diese Zellkluster auf den ad-
harenten Zellen von Typ 1 lagen. In jedem Fall sind diese Zellkluster auf ver-
mehrte Zellteilungen zurtckzuflhren. Die Zellen in diesen Klustern waren
positiv fir C-Peptid (Abb. 4.10B) bzw. Insulin (nicht gezeigt). Zudem schienen
sich die adharenten Zellen am Anfang der Kultur vermehrt zu teilen, wahrend

zum spateren Zeitpunkt ein GréBenwachstum zu beobachten war.
Wie bereits flr Insulin beobachtet wurde (Kapitel 4.3.2), war zwischen den Kul-

turtagen 18 und 21 ein Maximum an C-Peptid-positiven Monozyten zu erken-

nen.
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Abb. 4.10: Nachweis von C-Peptid. Immunhistochemische Analyse und Morphologie
von Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativ-
kontrolle (F). Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

4.3.4 Nachweis von Glukagon

Glukagon-positive Zellen wurden nicht nur am 6. Kulturtag (Abb. 4.11B),
sondern bereits am 2. Kulturtag vorgefunden (nicht gezeigt). Im Gegensatz zu
den immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis von Insulin und C-
Peptid waren auch die Typ-2 Zellen (siehe hierzu Kapitel 4.3.5 auf der nachsten
Seite) stark positiv fur den anti-Glukagon-Antikérper V2025 (Tab. 3.2). Ab dem
14. Kulturtag war ein GroBteil der Zellen stark positiv.
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Abb. 4.11. Nachweis von Glukagon. Immunhistochemische Analyse und Morphologie
von Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativ-
kontrolle (F). Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

4.3.5 Nachweis von GLUT-2

Der Glukosetransporter GLUT-2 (Fukumoto H. et al., 1988) aus der Familie der
SCLC2A-Transporter wird von Betazellen (Permutt M.A. et al., 1989), aber auch
von Zellen der Leber, Niere und des Dinndarms exprimiert. Er ist in der Lage,
Glukose, Fruktose und Glukosamin zu transportieren. Er gehért, zusammen mit
den Isoformen GLUT-1, -3, -4 und -14 zur Klasse 1 der Zuckertransporter. Er
besitzt eine niedrige Affinitdt und seine Aktivitat ist vom Blutzuckerspiegel
abhangig (Scheepers A. et al., 2004).

Frisch isolierte Monozyten exprimierten kein GLUT-2 (Abb. 4.7). Ab dem 6.
Kulturtag sind sowohl Zellen des Typs 1, als auch des Typs 2 (s. Kapitel 4.3.1)
deutlich positiv fur GLUT-2. Ein Maximum an GLUT-2-positiven Zellen war nicht
erkennbar, doch schien am 14. Kulturtag der Anteil GLUT-2-positiver Zellen am
héchsten zu sein. Auffallig ist, dass nicht alle Bereiche der Plasmamembran
angefarbt waren; insbesondere die weiter vom Kern entfernten Bereiche waren
nur schwach gefarbt.
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Abb. 4.12. Nachweis von GLUT-2. Immunhistochemische Analyse und Morphologie von
Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativkontrolle (F). Die
Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

4.3.6 Nachweis von PDX-1

Der Transkriptionsfaktor PDX-1 (,pancreatic duodenal homeobox-1), der sich
auf Chromosom 13 befindet (Stoffel M. et al., 1995), spielt eine wichtige Rolle in
der Entwicklung des endokrinen als auch exokrinen Pankreas. Die Aus-
schaltung von PDX-1 beeintrachtigt die Funktion der Betazellen und flhrt zu
Diabetes mellitus (Ahigren U. et al., 1998). Ferner ist PDX-1 ein wichtiger
Faktor, um die Transkription des Insulingens zu aktivieren. Darlber hinaus
reguliert PDX-1 auch die Expression verschiedener Proteine, die fir die Glu-

kosemessung und -sekretion verantwortlich sind (Waeber G. et al., 1996).

Da die Spezifitat des anti-PDX-1 Antikdérpers AB5999 (Tab. 3.2) nicht geprift
wurde, kénnen die Daten hierzu nicht abschlieBend kommentiert werden. Die
Monozyten in den Zellklustern waren positiv (Abb. 4.13D), wahrend die Ergeb-
nisse fur die Makrophagen (Abb. 4.13 E) mit Vorsicht zu betrachten sind. Die
Farbungen zu anderen Zeitpunkten (Abb. 4.13A-C) unterscheiden sich nicht

wesentlich von der Negativkontrolle.
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Abb. 4.13. Nachweis von PDX-1. Immunhistochemische Analyse und Morphologie
von Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D), 26 (E), Negativ-
kontrolle (F). Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen.

4.3.7 Nachweis von Albumin

Albumin, ein wasserlésliches Monomer, macht ca. die Halfte der menschlichen
Serumproteine aus. Im Blut dbernimmt Albumin den Transport von Steroiden,
Fettsduren und Hormonen. Zudem halt es das extrazellulare Flissigkeits-
volumen aufrecht. Albumin wird zwar von der Leber synthetisiert, doch wurde
die Prasenz dieses Proteins auch in den kultivierten Monozyten Uberprift. Der
Grund hierflr ist, dass in dieser Arbeit das Cytokin HGF (Kapitel 3.2) verwendet
wurde, ein fir die Entwicklung von Hepatozyten wichtiger Faktor. Deshalb
wurde Uberprift, ob die kultivierten Monozyten maoglicherweise positiv fir
Albumin waren. Wie in 4.7 gezeigt, sind bereits am Tag 0 einige Zellen

Albumin-positiv.

Die Daten fir die Alouminfarbung lassen sich nicht eindeutig dahingehend inter-
pretieren, dass kultivierte Monozyten Aloumin synthetisieren, da nicht geklart
ist, ob das Ergebnis nicht durch zustande kam, dass diesen Zellen Albumin aus

den Seren anhaftet.
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Abb. 4.14: Nachweis von Albumin. Immunhistochemische Analyse und Morphologie
von Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E). Negativ-
kontrolle (F). Die Monozyten entwickelten sich eindeutig zu Makrophagen..

4.3.8 Nachweis von CD34

Das Glykoprotein CD34 ist ein wichtiger Marker fir hamatopoetische Vorlaufer-
zellen (Sutherland D.R. et al., 1988). Im peripheren Blut kommen unter physio-
logischen Bedingungen nur auBerst wenige CD34-positive Zellen vor (Abb.
4.16).
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Abb. 4.15 (Seite 27): Nachweis von CD34. Immunhistochemische Analyse und Morphologie
von Monozyten an den Kulturtagen 6 (A), 14 (B), 18 (C), 21(D) und 26 (E), Negativkontrolle (F).

CD34-positive Zellen waren nicht nachweisbar.

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass kultivierte Monozyten zu keinem Zeit-

punkt eindeutig CD34-positiv waren.

Um die Spezifitdt des anti-CD34 Antikérpers zu Uberprifen, wurden uns

freundlicherweise von der Abteilung fir Transfusionsmedizin mit GM-CSF

stimulierte Zellen zur Verfliigung gestellt. Diese Zellen farbten sich deutlich
positiv fir CD34 (Abb. 4.16).

Abb. 4.16: GM-
CSF stimulierte
periphere Blut-
leukozyten.

A: CD34 posi-
tive Zellen;

B: Negativ-Kon-
trolle.

Tabellarische Zusammenfassung des Kapitels 4.3

Tag 0 Monozyten (Abb. 4.7)

kultivierte Monozyten (Abb. 4.8 - 4.15)

nicht alle adharenten Zellen waren CD14
positiv; samtliche Zellen waren jedoch
negativ far: Insulin, C-Peptid, Glukagon,
CD34, Glut-2, PDX-1; vereinzelt Albumin-
positive Zellen (s. auch Kapitel 4.3.7).

Die Zellen wurden an den Kulturtagen 6, 14,
18, 21 und 26 untersucht. Bereits am Tag 6
war ein Teil der Zellen (ca. 40-70%) positiv
far: Insulin, C-Peptid, Glut-2, CD14, Gluka-
gon, Albumin und negativ fir: CD34 und
PDX-1.

Die Zellen waren bis zum Ende der Kultur
positiv fiir diese vier Marker.

Die Zellmorphologie &nderte sich mit der
Zeit sehr stark und groBvolumige Zellen
dominierten die Kultur (s. auch Kapitel
4.3.1). Makrophagen waren deutlich zu er-
kennen
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4.4 Prufung der biologischen Wirksamkeit von zellfreiem ,,Monozyten-
Insulin®

Um die biologische Aktivitat von ,Monozyten-Insulin“ zu testen, wurden zellfreie

Uberstande lysierter Zellen diabetischen Mause vom Stamm C57BL/6 intra-

peritoneal injiziert. Bei allen Tieren kam es zu einem deutlichen Abfall des

Blutzuckerspiegels innerhalb einer Stunde (Tab. 4.1). Nach 5 Stunden stieg der

Blutzuckerspiegel wieder an.

Tab. 4.1: Verdanderung der Blutzuckerspiegel diabetischer Mause 1 und 5 Stunden nach
Injektion von ,Monozyten-Insulin® (ca. 10-20 pg Insulin pro Maus). Gezeigt sind die
Blutzuckerwerte in mg/dl zum Zeitpunkt der Insulin-Injektion (z. Z. Injek.) sowie 1 und 5 Stunden
danach. Alle Tiere zeigten einen deutlichen Abfall des Blutzuckerspiegels innerhalb einer
Stunde. Vier von finf Tieren waren im normoglyk&mischen Bereich. Nach 5 Stunden wurden
die Ausgangswerte wieder nahezu erreicht (s. auch Tab. 4.2).

Kulturtag Apherese Tier z.Z.lnjek. 1Stunde 5 Stunden

6 12 K4, #4 420 220 458
18 6 K1, #3 560 165 330
20 6 K1, #4 522 105 317
22 6 K2, #1 438 116 306
25 6 K2, #2 455 187 307

Mittelwert: 479 159 344

Standardabweichung: 59,5 48,2 64,7

Der prozentuale Abfall des Blutzuckerspiegels 1 und 5 Stunden nach Injektion
von ,Monozyten“Insulin ist in Tab. 4.2 dargestellt.

Tab. 4.2. Prozentuale Anderung des Blutzuckerspiegels 1 und 5 Stunden nach Injektion
von ,Monozyten-Insulin“ (s. auch Tab. 4.1). Die Abnahme des Blutzuckerspiegels (= A
Blutzuckerspiegel in %) wurde nach folgender Formel berechnet: (a-b/a) x 100, fir a > b und —
(a-b/) fir a < b; a = Blutzuckerspiegel zum Zeitpunkt der Injektion und b = Blutzuckerspiegel 1
Stunde bzw. 5 Stunden nach Injektion. Mit (+) wird der Anstieg und mit (-) der Abfall des
Blutzuckerspiegels markiert.

A Blutzuckerspiegel in %

Kulturtag Apherese Tier 1 Stunde 5 Stunden
6 12 K4, #4 -47,6 +8,2
18 6 K1, #3 -70,5 -41,1
20 6 K1, #4 -79,9 -39,3
22 6 K2, #1 -73,5 -30,1
25 6 K2, #2 -58,9 -32,5
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Der Blutzuckerspiegel fiel innerhalb einer Stunde um 66,1+12,8 Prozent (n=5)
ab; nach 5 Stunden um 35,845,3 Prozent (n=4) (Tab. 4.2). Auch wurde
Uberprift, ob exogenes Human-Insulin den Blutzuckerspiegel diabetischer
Mause verringert. Hierzu erhielten die Tiere jeweils 100 pl einer Insulin-Lésung
mit 4 IE (dies entspricht ca. 170 pg Insulin © pro Maus) intraperitoneal injiziert.
Nach 5 Stunden waren bei vier Tieren die Blutzuckerwerte weiterhin abgesenkt
(Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Veranderung der Blutzuckerspiegel (BZ) diabetischer Mause 1 und 5 Stunden
nach Injektion von Human-Insulin. Alle Tiere zeigten normoglykdmische Werte (<200 mg/dl)
1 Stunde nach Insulininjektion. Nach 5 Stunde wiesen noch drei Tiere normoglykdmische Werte
auf. Die Blutzuckerspiegel sind in mg/dl angegeben. In Klammern sind die Schwankungen der
Blutzuckerspiegel (- = Abfall, + = Anstieg) im Vergleich zum Zeitpunkt der Injektion (z. Z. Injek.)
in Prozent angegeben. Der Grenzwert fir den prozentualen Abfall des Blutzuckerspiegels
wurde bei 30 Prozent gelegt (Tab. 4.4).

Tier z. Z. Injek. 1 Stunde 5 Stunden

K4, #4 392 67 (- 83,0) 420 (+7,10)

K1, #3 501 54 (- 89,2) 163 (- 67,5)

K2, #4 391 69 (- 82,4) 247 (- 36,8)

K2, #5 349 20 (- 94,3) 187 (- 46,4)

K4, #2 203 57 (-71,9) 89 (- 56,2)
Mittelwert: 367 53 (84,2) 221 (51,7)
Standardabw.: 107,7 19,7 (8,4) 124,7 (13,2)

* Die prozentuale Senkung des Blutzuckerspiegels wurde wie folgt berechnet:
A =BZ ;. 7. njek) = BZ (1 bzw. 5 Stunden n. injektion) / BZ (2. 7. injeky X100

Als Negativkontrolle wurden jeweils 100 pl PBS intraperitoneal in 5 diabetische
Tiere injiziert, wobei natlrliche Schwankungen des Blutzuckerspiegels nach
,oben“ und ,unten beobachtet wurden. Zur Beurteilung der Schwankungen
sind ausschlieBlich die Absenkungen der Blutzuckerspiegel von Interesse. In
Tab. 4.4 wird die prozentuale Durchschnittsschwankung mit 13 Prozent (1
Stunde nach Injektion) bzw. mit 21 Prozent (5 Stunden nach Injektion) be-
rechnet.

©) Siehe hierzu Kapitel 3.8.
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Tab. 4.4: Veranderung der Blutzuckerspiegel diabetischer Mause 1 und 5 Stunden nach
Injektion von PBS. Jeder Maus wurden 100 ul PBS i.p. injiziert. Die Messungen ergaben
natirliche Schwankungen der Blutzuckerspiegel, aber kein Absinken in den normoglyka-
mischen Bereich. Die Blutzuckerspiegel sind in mg/dl angegeben. In Klammern ist die
Schwankung des Blutzuckerspiegels (- = Abfall, + = Anstieg) im Vergleich zum Ausgangswert
zum Zeitpunkt der Injektion (z. Z. Injek.) angegeben (zur Berechnung s. Tab. 4.2). Die prozen-
tuale Schwankung des Blutzuckerspiegels liegt somit 1 Stunde nach Injektion bei 13 Prozent
und 5 Stunden nach Injektion bei 21 Prozent. Als Grenzwert wurde 30 Prozent festgelegt.

Tier z. Z. Injek. 1 Stunde 5 Stunden

K1, #3 339 307 (-9,0) 478 (+41)
K2, #5 393 410  (+4,3) 333 (-15,3)
K4, #3 276 241 (-12,7) 200 (-27,5)
K8, #1 287 240 (-16,3) 337 (+17,4)
K8, #5 374 377  (+0,8) 300 (-19,9)
Mittelwert: 334 315 330
Standardabw.: 51,7 77,5 99,7

* Die prozentuale Senkung des Blutzuckerspiegels wurde wie folgt berechnet:
A =BZ ;. 7. njek) = BZ (1 bzw. 5 Stunden n. injektion) / BZ (2. 7. injeky X100

Um zu zeigen, dass Insulin-negative Blutmonozyten (so genannte ,Tag 0*
Monozyten; Kapitel 4.3) nicht in der Lage waren, den Blutzuckerspiegel diabeti-
scher Mause zu senken, wurden jeweils 1x10” Monozyten, resuspendiert in 100
ul PBS, im Ultraschallbad aufgeschlossen und der zellfreie Uberstand diabe-
tischen Tieren injiziert. Wie aus Tab. 4.5 zu entnehmen ist, liegen die Absen-
kungen der Blutzuckerspiegel unterhalb der definierten Schwankungsbreite von
30 Prozent. Mit diesen Experimenten wurde somit eindeutig gezeigt, dass sich
aus Insulin-negativen Monozyten (Uberprtft in der Immunhistochemie; Abb. 4.7)

auch kein Insulin isolieren lasst.

Tab. 4.5 (Seite 32): Veranderung der Blutzuckerspiegel diabetischer Mause 1 und 5
Stunden nach Injektion von jeweils 5x10° aufgeschlossenen peripheren Blutmonozyten.
Die Zellen waren negativ fir Insulin und C-Peptid (Abb. 4.7). Zu keinem Zeitpunkt (1 bzw. 5
Stunden nach Injektion im Vergleich zum Zeitpunkt der Injektion (z. Z. Injek.) erreichten die
abgesenkten Blutzuckerwerte den Grenzwert von 30 Prozent.
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Tier Apherese z. Z. Injek. 1 Stunde 5 Stunden

K6, #1 15 329 493 455

K6, #4 15 266 270 275

K11, #1 15 600 547 (-8,8) 600

K11, #2 15 505 498 (-1,4) 600

K11, #3 15 561 486 (-13,4) 541 (-3,6)
Mittelwert: 452 459 494
Standardabweichung: 146,9 108,2 136,2

* Die prozentuale Senkung des Blutzuckerspiegels wurde wie folgt berechnet:
A =BZ ;. 7. njek) = BZ (1 bzw. 5 Stunden n. injektion) / BZ (2. 7. injeky X100

Vor Injektion [:

Extrahiertes
,Monozyten-Insulin® 1 Stunde ———
5 Stunden
nach Injektion |

Vor Injektion [

Human-Insulin 1 Stunde —

5 Stunden
nach Injektion |

PBS| Vor Injektion [:
1 Stunde

|_|
5 Stunden o ——
Zellfreier Extrakt | Vor Injektion f

nach Injektion |
Insulin-negativer 1 Stunde

|_|
Monozyten 5 Stunden ///////////////////////M—'

nach Injektion

0 100 200 300 400 500 600 700

Bluzuckerspiegel (mg/dl)

Abb. 4.17: Veranderung der Blutzuckerspiegel diabetischer Mause 1 und 5 Stunden nach
Injektion von ,,Monozyten-Insulin“, Human-Insulin, PBS und zellfreier Extrakte Insulin-
negativer Monoyzten. Hierbei handelt es sich um die grafische Zusammenfassung der Tab.
4.1, 4.3-4.5. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von jeweils finf in vivo
Experimenten.
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4.5 Elektronenmikroskopischer Nachweis Insulin-positiver Granula

Um die in dieser Arbeit prasentierten in vitro und in vivo Ergebnisse (Immun-
histochemie bzw. Uberpriifung der biologischen Aktivitdit von ,Monozyten-
Insulin®) zu stitzen, wurden die kultivierten Monozyten in Zusammenarbeit mit
Prof. Martini aus der Klinik fir Neurologie der Universitat Wirzburg elektronen-
mikroskopisch auf das Vorhandensein Insulin-haltiger Granula Uberprift. Hierzu
wurden die Zellen am 14. Kulturtag geerntet und mit dem anti-Insulin Antikdrper
IN-05 immunhistochemisch gefarbt. Die weitere Bearbeitung erfolgte freund-
licherweise durch Mitarbeiter von Prof. Martini. Um die Zellen mit dem Ultra-
mikrotom schneiden zu kénnen, wurden sie auf sterilen Plastikfolien gezlchtet.

Auch auf dieser Oberflache adhérierten die Zellen sehr stark.

Die folgenden Abbildungen zeigen Monozyten mit Insulin-haltigen Granula,
vergleichbar einer humanen Betazelle Abb. 4.18); einige der Granula sind stark
vergroBert dargestellt. Sie haben sich um den Zellkern gruppiert, andere liegen
in unmittelbarer Nahe der Phospholipidmembran. Im Vergleich zu humanen
Betazellen ist der Anteil an Insulin-haltigen Granula jedoch wesentlich geringer
(siehe hierzu Abb. 10.4).

Abb. 4.18. Elektronenmikroskopische Aufnahmen in vitro modifizierter Monozyten. Ge-
zeigt ist ein Ausschnitt einer Zelle mit Insulin-haltigen Granula. Im rechten Bild ist dieser Bereich
nochmals vergréBert.
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5 Beantwortung der Fragen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in vitro modifizierte Monozyten
Insulin-positiv sind. Zudem wurde die biologische Aktivitat des isolierten Insulins

in diabetischen Tieren gezeigt.

1. In Kooperation mit der Abteilung fir Transfusionsmedizin und Immun-
hamatologie wurden Leukozyten gesunder Spender gewonnen. Lassen sich

auch hieraus Insulin-positive Monozyten gewinnen?

Leukapheresen gesunder Spender eignen sich hervorragend zur Gewinnung
peripherer Blutmonozyten. Der groBe Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass
stets mit Zellen eines einzelnen Spenders gearbeitet werden kann und nicht,
wie die Kieler Gruppe, mit einem Gemisch von Zellen unterschiedlicher
Spender. Zudem lassen sich die erzielten Ergebnissen eindeutig einem Spen-
der zuordnen, um gegebenenfalls eine weitere Leukapherese von ihm zu erhal-

ten.

2. Humane Monozyten wurden in vitro kultiviert und zu unterschiedlichen Zeit-
punkten immunhistochemisch und morphologisch untersucht. Fir welche
Marker sind die Zellen positiv und welche morphologischen Charakteristika
weisen sie auf? Stimmen die Ergebnisse mit den Beobachtungen der Kieler
Arbeitsgruppe uUberein?

Die kultivierten Monozyten entwickelten sich, wie erwartet, mit der Zeit zu
Makrophagen. Dies wird von der Makrophagen-typischen Morphologie der
Zellen abgeleitet, obgleich immunhistochemische Farbungen zu ihrem Nach-
weis nicht durchgefihrt wurden. Die friihe Phase der Kultur (bis ca. Tag 6) war
von einer starken Zellteilung charakterisiert, wahrend spater eine deutliche
Zunahme der ZellgréBe zu beobachten war. Der GroBteil der adharenten Zellen
war CD14-positiv und diese waren zusétzlich positiv fir: Insulin, C-Peptid,
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Glukagon und Glut-2. CD34- und PDX-1-positive Zellen waren nicht sicher
nachzuweisen. Zudem wurden die von der Kieler Arbeitsgruppe beschriebenen
,Neolslets* nicht beobachtet: Hierbei handelt es sich um Inselzell ©-ahnliche
Gebilde, die sich aus dedifferenzierten Monozyten entwickeln sollen.

Im Gegensatz zu Publikationen (z.B. Rajagopal J. et al., 2003), die zeigen, dass
der alleinige Nachweis von Insulin nicht ausreicht, um Insulin-produzierende
Zellen sicher zu identifizieren, war der Nachweis von C-Peptid, einem Neben-
produkt der de novo Insulinsynthese, fur die in vitro modifizierten Monozyten
erfolgreich. Zudem wurden die Zellen in Insulin-freiem Medium kultiviert (Kapitel
3.2).

3. Die in vitro kultivierten Monozyten waren positiv fir Insulin. Ist dieses
»Monozyten-Insulin® biologisch aktiv und senkt den Blutzuckerspiegel
diabetischer Mause?

Das aus in vitro kultivierten Monozyten isolierte Insulin war in diabetischen
Mausen eindeutig biologisch aktiv. Hierzu wurden Zellen von unterschiedlichen
Kulturtagen untersucht (Tab. 4.1). Auch aus Kulturen, die von Makrophagen
dominiert waren, wurde Insulin isoliert. Die Injektion von ,Monozyten-Insulin®,
das aus ca. 5x10° Zellen isoliert wurde, senkte den Blutzuckerspiegel diabeti-
scher Mause innerhalb einer Stunde um durchschnittlich 66 Prozent (Tab. 4.2).
Zum Vergleich: Die Injektion von ca. 170 pg Humaninsulin verringerte den Blut-
zuckerspiegel um durchschnittlich 84 Prozent (Tab. 4.3). Erste Daten der elek-
tronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben zudem, dass die in vitro modi-

fizierten Zellen vom Kulturtag 10 mdglicherweise Vesikel mit Insulin enthielten.

Eine Erkldrung fur die biologische Relevanz Insulin-positiver Monozyten /
Makrophagen steht noch aus. Mdglicherweise sind sie fur eine lokal begrenzte
Aktivierung der Zellteilung (Insulin ist ein wichtiger Wachstumsfaktor) von

groBer Bedeutung — wie z.B. bei der Wundheilung.

® Synonym fir Langerhans-Inseln.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, ein etabliertes Protokoll zur in-vitro Generierung Insulin-
produzierender Monozyten zu Uberprifen. Zudem wurden die Zellen immun-
histochemisch-morphologisch charakterisiert und das aus diesen Zellen isolierte
Insulin in diabetischen Mausen erfolgreich getestet.

6.1  Ansatze zur Therapie des Diabetes mellitus Typ 1

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine Autoimmunerkrankung der Bauchspeichel-
driise, bei der die Insulin-produzierenden Betazellen zerstért werden. Ohne
Aussicht auf Heilung sind die Patienten auf die Zufuhr von Insulin angewiesen.
Wesentliches Ziel bei der Behandlung des Diabetes mellitus Typ 1 ist ein
sorgfaltig eingestellter Blutzuckerspiegel, um die geflrchteten Spéatfolgen zu
vermeiden. Mit zugeflihrtem Insulin ist der Blutzuckerspiegel nicht optimal zu
kontrollieren, weshalb schwerwiegende diabetische Komplikationen unvermeid-
bar sind (s. auch Einleitung). Haufiges Messen des Blutzuckerspiegels bedeutet
zudem eine erhebliche Belastung und Beeintrachtigung der Lebensqualitat
(-Writing Team for the Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology
of Diabetes Interventions and Complications®, 2003). Insulin-produzierende
Zellen hingegen ermdglichen eine physiologische Regulation des Blutzucker-
spiegels. Der Vorteil zelltherapeutischer Anatze ist somit die Vermeidung diabe-
tischer Spatfolgen.

Doch sollte sich der Zellersatz hinsichtlich Glukosesensitivitdt und Insulinaus-
schittung nicht wesentlich von Betazellen unterscheiden (Falqui L. et al., 1999).
Als attraktive ,Quelle far Insulin-produzierende Zellen werden embryonale und
adulte Stammzellen gesehen (Assady S. et al., 2001; Abraham E.J. et al., 2002;
Hao E. et al.,, 2006). Ohne an dieser Stelle auf die ethische Dimension der
Stammzell-Forschung einzugehen, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklart,
ob sich die viel versprechenden experimentellen Ergebnisse auch klinisch um-
setzen lassen. Um ausreichend groBe Mengen an Insulin-produzierenden
Zellen zu erhalten, missen sie sich in vitro vermehren lassen, wobei ein unkon-

trolliertes Wachstum (Tumorwachstum) auszuschlieBen ist. Weiterhin ist sicher-
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zustellen, dass die Zellen keine infektidsen Erreger Ubertragen. Auch ist nicht
geklart, wie lange gezlchtete Betazellen im Organismus nach ihrer Transplan-

tation Uberleben.

Bei Langerhans-Inseln aus embryonalen Stammzellen wird es sich in der Regel
um allogene Transplantate handeln, d.h. sie sind mit dem Empfénger nicht
genetisch identisch. Um allogene Langerhans-Inseln vor dem Immunsystem zu
schitzen, wird es notwendig sein, sie in biokompatible Polymere einzukapseln.
Auch ist der optimale Transplantationsort fir solche eingekapselten Zellen noch
nicht geklart, auch wenn die Bauchhdhle aufgrund der einfachen Zugénglichkeit
bevorzugt wird. Um aus embryonalen Stammzellen autologe Langerhans-Inseln
zu zlchten, ware die Technik des therapeutischen Klonens anzuwenden. Diese
fir den Mensch ethisch bedenkliche Technik wurde z.B. beim Schaf Dolly ange-
wandt (Wilmut I. et al., 1997).

Eine Alternative zur Zellersatztherapie mit embryonalen Stammzellen ist die
Anregung ortsstandiger Stammzellen zur Neogenese Insulin-produzierender
Zellen (Dor Y. et al., 2004). ). Uber die Herkunft sich neu entwickelnder Langer-
hans-Inseln herrscht momentan noch Unklarheit. So wurden Vorlauferzellen
innerhalb der Pankreasgange, aber auch in den Langerhans-Inseln selbst iden-
tifiziert (Ramiya V. et al., 2000). Nach Pankreatektomie kommt es zu einer
vermehrten Entwicklung von neuen Langerhans-Inseln, die sich aus Zellen der
Pankreasgange entwickeln. Wahrend der Regeneration ist die Expression des
Transkriptionsfaktors IDX-1 erhéht (Sharma A. et al., 1999). Jedoch sind die
Mechanismen, die die Regeneration von Betazellen steuern, noch weitgehend
ungeklart (Kojima H. et al., 2003).

Pankreas und Leber entwickeln sich wahrend der Embryogenese aus dem
Endoderm. Kojima et al. zeigten 2003, dass es mdglich ist, Leberzellen in
Insulin-produzierende Betazellen ,umzuwandeln® (Kojima H. et al., 2003). Sie
fihrten mit Hilfe eines adenoviralen Expressionssystems die genetische Infor-
mation der fUr die Entwicklung von Betazellen wichtigen Gene Neurod1 und
Betacellulin in Hepatozyten ein. Die transfizierten Hepatozyten waren an-
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schlieBend in der Lage, Insulin, Glukagon, Somatostatin und pankreasspezi-
fische Polypeptide innerhalb Inselzell-dhnlicher Zellansammlungen zu syntheti-
sieren. In diabetischen Tieren, die einer solchen Gentherapie unterzogen
wurden, normalisierte sich der Blutzuckerspiegel. Zudem wiesen die Autoren in
Leberzellisolaten eine Glukose-gesteuerte Insulin-Ausschttung nach.

6.2 Periphere Blutmonozyten und ihr Potential zur Zelldifferenzierung
Auf der Suche nach weiteren Alternativen beschrieb die Kieler Arbeitsgruppe
um Professor F. Fandrich die Mdglichkeit, humane Insulin-positive Zellen aus in
vitro modifizierten Monozyten zu differenzieren (Abb. 6.1).

RAPID COMMUNICATIONS Abb. 6.1: Die Originalpublikation der
Kieler  Arbeitsgruppe um  Prof.
Differentiation of In Vitro-Modified Human Peripheral Blood Féndrich in Gastroenterology 2005. In
Monocytes Into Hepatocyte-like and Pancreatic Islet-like Cells dleser Arbelt beschrleben S|e elnen S|Ch
R , aus Monozyten entwickelnden Zelltyp

MAREN RUHNKE,* HENDRIK UNGEFROREN,* ANDREAS NUSSLER,' FRANZ MARTIN, X @ = . . )
MARC BRULPORT,! WIEBKE SCHORMANN,| JAN G. HENGSTLER.! WOLFRAM KLAPPER." mit ”lnselze” -ahnhchen E|genschaf-

KARIN ULRICHS, JAMES A. HUTCHINSON,* BERMAT SORIA® REZA M. PARWARESCH,Y

ten.

olkagy, Department ¢ Suge:

GASTROENTEROLOGY 2005;128:1774-1786

In den mit dem ,Kieler Protokoll* gezlichteten Zellen wurden Insulin und C-
Peptid immunhistochemisch nachgewiesen (Abb. 4.9, 4.10), ebenso der zur
Steuerung der Insulin-Ausschuttung wichtige Transporter GLUT-2 (Abb. 4.12).
Zudem lassen die in dieser Arbeit prasentierten elektronenmikroskopischen
Daten vermuten, dass in vitro modifizierte Monozyten Insulin-haltige Granula
enthalten. Ebenfalls wurde gezeigt, dass dieses Insulin biologisch aktiv ist.
Wourde es diabetischen M&usen injiziert, so war ein kurzeitiger Abfall des Blut-
zuckerspiegels zu messen (Abb. 4.17).

@) Synonym fir Langerhans-Inseln.
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Weiter zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass in vitro modifizierte Monozyten
sich eindeutig von frisch isolierten Monozyten unterschieden. Sie waren, im
Gegensatz zu den kultivierten Zellen, bis auf CD14 fir samtliche getesteten
Marker eindeutig negativ (Abb. 4.7).

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen zudem, dass sich die kultivierten Mono-
zyten zu Makrophagen differenzierten; zumindest der GroBteil der Zellen. Die
hier beobachteten Zellformen wurden bereits von Zuckerman et al. 1979
beschrieben (Zuckerman S.H. et al., 1979). Charakteristische Formen in vitro
kultivierter Monozyten wurden auch von weiteren Autoren beschrieben (Zhao Y.
et al. 2003; Kuwana M. et al. 2003). Flr den hier bezeichneten Zelltyp 2 (s.
auch Kapitel 4.3.1) war eine starke GréBenzunahme, die Ansammlung zahl-
reicher perinukleérer Organellen, wie Granula und Vakuolen, charakteristisch.
Zudem waren cytoplasmatische Mikro- und Makroauslaufer zu beobachten.
Hierbei handelt es sich um Merkmale, die Makrophagen in der Dauerkultur
zeigen (Zuckerman S.H. et al., 1979) (Abb. 10.6).

Insbesondere die im X-Medium befindlichen Cytokine IL-3 und M-CSF
induzierten eine starke Zellproliferation. Im Gegensatz zu Ruhnke et al. wurden
in dieser Arbeit keine CD34-positiven Zellen nachgewiesen. Dennoch finden
sich in der Literatur weitere Hinweise auf Monozyten mit pluripotentem Potential
(Elsheikh E. et al. 2005; Kodama H. et al. 2005; Zhao Y. et al., 2003). Der von
Kuwana et al. beschriebene Zelltyp wies eine Fibroblasten-ahnliche Morpho-
logie auf und differenzierte sich in verschiedene Zellen der mesenchymalen
Linie wie Knochen-, Muskel- und Fettzellen aus (Kuwana M. et al., 2003). In
Abbildung 6.2 sind zudem weiteren Daten Uber das Differenzierungspotential

peripherer Blutmonozyten zusammengefasst.
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Abb. 6.2. Das Differenzierungs-
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6.3 Insulin-Ausschittung durch Betazellen und in vitro modifizierten
Blutmonozyten

Die Glukose-abhangige Insulinausschittung durch Betazellen ist ein sehr fein
regulierter Vorgang. Damit Zellersatzverfahren zur Therapie des Diabetes
mellitus geeignet sind, missen ,Surrogat“-Betazellen in der Lage sein, den Blut-
zuckerspiegel im physiologischen Bereich zu halten. Hierzu haben sie jede
Anderung des Blutzuckerspiegels zu registrieren und entsprechend zu rea-
gieren. Nicht nur die Ernahrung beeinflusst den Blutzuckerspiegel, auch Ande-
rungen beim Gewicht des Patienten, sein Alter und kérperliche Anstrengungen
(Halban P.A. et al., 2001).

Der Anstieg des Blutzuckerspiegels sollte eine gesteigerte Transkription, Trans-
lation und Sekretion von Insulin nachsichziehen. Die Menge des sezernierten
Insulins auf einen Glukosereiz ist keine ,Alles-oder-Nichts“-Antwort, sondern
richtet sich streng nach der Héhe des Blutzuckerspiegels. Wahrend einer
Nahrungskarenz wird Insulin pulsatil aus der Betazelle freigesetzt. Es gibt
schnelle Pulse (alle 8-15 Minuten) und langsame Pulse (alle 80-150 Minuten),
die den Blutzuckerspiegel im physiologischen Rahmen von 70-80 mg/dI (3,9-4,4
mmol/L) halten. Steigt nun postprandial der Blutzuckerspiegel an, so sezer-
nieren die Betazellen vermehrt Insulin. Sinkt der Blutzucker wieder, wird ent-
sprechend weniger Insulin ausgeschittet.
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Der Glukosetransporter GLUT-2 gehért zusammen mit den Isoformen GLUT-1,
-3, -4 und -14, zur einer Familie von Transportproteinen, die den Einstrom von
Glukose durch die Zellmembran ins Zellinnere vermitteln (Fukumoto H. et al.,
1988) (Kapitel 4.3.5). GLUT-2 wird von den Betazellen des Pankreas, von
Hepatozyten, von Zellen der Darmmukosa und den Epithelzellen der Niere
exprimiert (Permutt M.A. et al., 1989).

GLUT-2 ist Insulin-unabhangig und besitzt eine geringe Affinitat fir Glukose,
sodass dieser Transporter bei hohen Blutzuckerspiegeln mehr Glukose ein-
schleust. Hierdurch wird die Synthese und Freisetzung von Insulin in den
Betazellen aktiviert und der Glukoseabbau in der Leber gehemmt
(Scheepers A. et al., 2004). Dies ermdglicht der Betazelle die genaue Uber-
wachung des Blutzuckerspiegels (Newgard C.B. und McGarry J.D., 1995).
Anderungen in der intrazellularen ATP-Konzentration regulieren die Insulin-
freisetzung (Deeney J.T. et al., 2000). Der Karp-Kanal Kir6.2 und ansteigendes
Calcium im Zytoplasma sind fir die exakte Steuerung der Insulin-Exozytose

notwendig (Aguilar-Bryan L. et al., 2001).

In weiterflhrenden Experimenten ist daher zu untersuchen, ob auch die in vitro
modifizierten Monozyten Uber diesen Mechanismus verfligen bzw. ob sie an
bestimmten Stellen Defekte aufweisen, die dazu fihren, dass die Zellen zu
einer gleichwertigen Insulin-Ausschittung nicht in der Lage sind.

Gegenwartig wird die Glukose-abhangige Insulin-Ausschittung von in vitro
modifizierten Monozyten bestimmt ©®. Uber die biologischen Sinn dieses Phano-
mens, dass Monozyten / Makrophagen Insulin synthetisieren, kann zum jet-
zigen Zeitpunkt nur spekuliert werden (s. hierzu Beantwortung der Fragen).

® sebastian Heil: Bestimmung der Glukose-abhéngigen Insulinausschiittung in vitro modifizierter Mono-
zyten. Inaugural-Dissertation der Medizinischen Fakultdt der Bayerischen Julius-Maximilians-Unviersitat
Wiirzburg. Fertigstellung 2009.
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Abb. 6.3. Schema der Insulin-Sekretion durch eine Betazelle. Entscheidend fur die Insulin-
Ausschittung ist die Anreicherung von Adenosintriphosphat (ATP), das durch die Oxidation von
Glucose bereitgestellt wird. Glucose wird durch den Carrier GLUT-2 in die Betazelle geschleust.
Durch das steigende Verhéltnis von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) wird der Kaliumkanal
Kir6.2 gehemmt. Es kommt zur Depolarisation, wodurch spannungsabhéngige Calciumkanéle
gedffnet werden (Yang S.N. und Berggren P.O. 2005). Calcium strdmt in die Zelle und bewirkt
eine schnelle Freisetzung von Calcium, dass im endoplasmatischen Retikulum gespeichert wird
(Islam M.S. 2002). Dieser schnelle intrazelluldre Calciumanstieg I6st die Exozytose der Insulin-
Granula aus.

6.4 Immunhistochemische Charakterisierung in vitro modifizierter Blut-
monozyten
Die immunhistochemischen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein Teil der
kultivierten Monozyten ebenfalls positiv fir Glukagon waren. Dies mag erstaun-
lich erscheinen, doch belegen Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen mit humanen
und murinen Stammzellen, dass die hieraus differenzierten Zellen ebenfalls die
beiden endokrinen Hormone Insulin und Glukagon gleichzeitig ausschutten
(Peck A.B. und Ramiya V., 2004; Seaberg R.M. et al., 2004). Verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie c-Maf, Pax6, Cdx-2, HNF3p und Nkx2.2, regulieren
die Transkription von Proglukagon (Cao X. et al., 2003). In weiterfiihrenden
Arbeiten sollten die in vitro kultivierten Monozyten auf die Prasenz dieser

Faktoren untersucht werden.
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Im Y-Medium (Kapitel 3.2) befindet sich der Wachstumsfaktor HGF (Gohda E.
et al., 1988), der bei der Entwicklung der Leber eine wichtige Rolle spielt.
Knock-out-Mause ohne HGF-Gen sterben noch in utero an einer Hypoplasie
der Leber (Schmidt C. et al., 1995). Zhao et al. zeigten, dass sich Monozyten
unter dem Einfluss von HGF in die hepatozytédre Richtung differenzieren
kénnen und zudem Albumin exprimieren (Zhao Y. et al., 2003). Ruhnke et al.
konnten zeigen, dass die Wachstumsfaktoren HGF und EGF in Monozyten die
Expression von Markern induziert, die auch in Hepatozyten vorkommen
(Ruhnke M. et al., 2005a). Daher wurden die kultivierten Monozyten immun-
histochemisch untersucht, ob sie, wie Hepatozyten, auch Albumin syntheti-
sieren. Wie in Abb. 4.14 dokumentiert, waren die Monozyten zu jedem Unter-
suchungszeitpunkt positiv fir Albumin. Es ist aber nicht auszuschlieBen, dass
der Nachweis von Albumin darauf zurlickzuflhren ist, dass Albumin, welches in
groBen Mengen im Serum zu finden ist, den kultivierten Monozyten anhaftet

und nicht von ihnen produziert wird. Dies ist in weiteren Arbeiten zu klaren.

Ein wichtiger Marker fir die Differenzierung in eine Betazelle ist der Trans-
kriptionsfaktor PDX-1. Experimente mit Knock-out Mausen zeigen, dass ohne
Expression von PDX-1 sich der Pankreas wahrend der Embryogenese nicht
ausbildet (Jonsson J. et al.,, 1994). PDX-1 wird vor allem in Betazellen
exprimiert und ist ein wesentlicher Aktivator des Insulin-Gens (Melloul D. et al.,
2002). Die Kieler Arbeitsgruppe zeigte, dass neben PDX-1 noch weitere
wichtige Transkriptionsfaktoren wie Neurogenin 3, Nkx6.1, Beta2/NeuroD und
MafA (Soria B. et al., 2001; Jensen J. et al., 2004; Kataoka K. et al., 2002)
nachzuweisen waren (Ruhnke M. et al. 2005b). Der immunhistochemische
Nachweis von PDX-1 in dieser Arbeit ist jedoch nicht gesichert.

Der Weg vom Gen zum Insulin ist sehr gut erforscht (Steiner D.F. und Oyer
P.E. 1967; Bell G.I. et al. 1980; Ullrich A. et al. 1980). Ersatz-Betazellen
mussen in der Lage sein, nicht nur Insulin zu produzieren und zu speichern,
sondern als Antwort auf eine vermehrte Insulin-Ausschittung eine sofortige
Synthese von Proinsulin auszuldésen (Goodge K.A. und Hutton J.C., 2000). Die
Glukose-induzierte Hochregulierung der Proinsulin-Biosynthese auf Ebene der
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Translation ist wahrscheinlich spezifisch fur die Betazelle, da sie in dieser
Komplexitat in Surrogat-Zellen bisher nicht beobachtet wurde (Wicksteed B. et
al. 2001).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht geklart, ob die fiir eine Ubertragung notwen-
digen Mengen an Insulin-produzierenden Zellen sich Gberhaupt aus Blutmono-
zyten gewinnen lassen. Uber die Dauer der Insulinproduktion kann zum jetzigen
Zeitpunkt ebenfalls keine Aussage gemacht werden — doch scheint der Anteil
Insulin-positiver Zellen abzunehmen. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass sich
auch mit dem ,Kieler Protokoll“ Monozyten zu Makrophagen differenzieren.

Experimentell ist gesichert, dass die in Kultur modifizierten Monozyten biolo-
gisch aktives Insulin enthalten, das den Blutzuckerspiegel diabetischer Tiere
verringert. Inwieweit diese Zellen auch zur Glukose-abhangigen Insulin-Aus-
schiuttung in der Lage sind, muss in weiteren Experimenten gezeigt werden.
Von diesen Daten héngt sicherlich ab, ob in vitro modifizierte Monozyten tber-
haupt als Therapeutikum geeignet sind. Doch ohne Frage erweitern diese
Untersuchungen unser Wissen Uber Monozyten / Makrophagen.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit wurden mit dem ,Kieler Protokoll* (Ruknke M. et al., 2005b) in
vitro modifizierte Monozyten kultiviert, die Insulin positiv waren. Auch gelang der

Nachweis, dass das von diesen Zellen produzierte Insulin biologisch aktiv war.

Eine wichtige Beobachtung dieser Arbeit ist, dass kultivierte Monozyten auch
dann positiv fur Insulin sind, wenn sie nicht mit den von den Autoren des ,Kieler
Protokolls* angegebenen Cytokinen kultiviert wurden (Abb. 4.2). Wir vermuten,
dass die Adharenz ein wesentlicher Ausldser flr die Expression unterschied-
licher Gene darstellt. Der Zusammenhang zwischen Adharenz und Genexpres-

sion sollte deshalb in weiteren Arbeiten untersucht werden.

Auch die auBerst wichtige Frage, ob die in vitro modifizierten Monozyten
Glukose-abhéngig Insulin ausschutten, ist unbedingt zu kléren. Die Experimen-
te hierzu entscheiden darlber, ob die Zellen tatséachlich in der Lage sind, den
Blutzuckerspiegel diabetischer Tiere systemisch zu regulieren. Es kénnte auch
sein, dass Monozyten die Fahigkeit, Insulin zu produzieren, ausschlieBlich lokal

nutzen, um z.B. die Regeneration geschadigter Gewebe zu férdern.
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8 Zusammenfassung

Insulin-produzierende Zellen als Ersatz fir die beim Diabetes mellitus Typ 1
zerstOrten Betazellen stellen einen hochattraktiven Forschungsansatz dar. Ziel
dieser Arbeit war, Insulin-positive Zellen aus in vitro modifizierten Blutmono-
zyten zu gewinnen. Blutmonozyten sind nicht nur, wie bereits seit langerem
bekannt, in der Lage, sich in Makrophagen und dendritischen Zellen zu differen-
zieren, sondern auch in eine Vielzahl nicht-phagozytierender Zellen, wie z.B.

Insulin-produzierender Zellen.

FUr die optimale Zelltherapie ist zu fordern, dass die gewlnschten Zellen in vivo
nicht nur ihre Funktion beibehalten, sondern dass von diesen Zellen auch kein
immunologisches Risiko fir den Patienten ausgeht. Eine dauerhafte Immun-
suppression, wie sie fir die Vollorgantransplantation notwendig ist, ist far
Zelltransplantate nicht angebracht. Hier besteht Ubereinkunft, dass Immunsup-
pressiva, wenn Uberhaupt, nur kurzfristig einzusetzen sind. Blutmonozyten
lassen sich einfach gewinnen und stiinden somit als autologer Zellersatz fur
eine mogliche Zelltherapie zur Verfigung.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit war, die in vitro Differenzierung von Blut-
monozyten zu charakterisieren. Dabei sollte die Expression von Insulin, Gluka-
gon und dem Glukosetransporter Glut-2 nachgewiesen werden. Auch morpho-
logische Veranderungen wahrend der Kultur sollten beobachtet werden.

Die kultivierten Monozyten entwickelten sich mit zunehmender Kulturdauer
eindeutig zu Makrophagen. Dabei waren zwei verschiedene Zellmorphologien
zu unterscheiden: Der erste Zelltyp (Typ 1) war oval mit Auslaufern. Der zweite
Zelltyp (Typ 2) war sehr groB, teilweise mit einem Durchmesser von Uber 500
um, haufig von ovaler Form und polynuklear. Dieser Zelltyp wies zudem haufig
einen breiten, um das Kerngebiet gruppierten Saum auf. Mit zunehmender
Kulturdauer dominierte dieser Zelltyp die Kultur. Der GroBteil der Typ 1-Zellen
blieb CD14 positiv. Gab es CD14-negative Zellen in der Kultur, so gehérten sie
mit groBer Wahrscheinlichkeit zu den Typ 2-Zellen.
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Nur in den in vitro modifizierten, nicht aber in den frisch isolierten Monozyten
waren Insulin, C-Peptid, Glukagon und GLUT-2 immunhistochemisch nachzu-
weisen. Mit zunehmender Kulturdauer dominierten stark adharente Makro-
phagen die Kultur.

Das aus ca. 5x10° Monozyten isolierte Insulin senkte den Blutzuckerspiegel
diabetischer Mause innerhalb einer Stunde nach Injektion um 66,1+12,8
Prozent (n=5). Zum Vergleich: 170 pg Humaninsulin senkten den
Blutzuckerspiegel um 84,218,4 Prozent (n=4). Insulin-negative Monozyten
beeinflussten nicht den Blutzuckerspiegel diabetischer Mause. Zudem lassen
erste elektronenmikroskopische Aufnahmen von in vitro modifizierten

Monozyten Insulin-haltige Vesikel erkennen.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist gesichert, dass in vitro modifizierte Monozyten tber
biologisch aktives Insulin verfligen, das den Blutzuckerspiegel diabetischer
Tiere senkt. Der Nachweis von C-Peptid deutet zudem darauf hin, dass es sich
hierbei um de novo Insulin handelt. Dies bedeutet, dass das Insulin-Gen in den
in vitro modifizierten Monozyten aktiv ist und sie Insulin mMRNA exprimieren, die
anschlieBend in |Insulin translatiert wird. Der elektronenmikroskopische
Nachweis Insulin-haltiger Granula deutet auBerdem darauf hin, dass diese
Zellen Insulin speichern kénnen. Inwieweit sie jedoch auch zur Glukose-ab-
hangigen Insulin-Ausschittung in der Lage sind, ist in weiteren Experimenten
zu Uberprifen.
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10 Appendix

Zu 3.1 Leukapherese

Die Gewinnung der Leukozyten geschieht mittels der Technik der Leuka-
pherese. Hierbei wird dem Spender in beide Unterarme eine Infusionsnadel in
ein BlutgefaB eingefihrt. Aus dem einen Arm flieBt das Blut in eine Zentrifuge
und wird im Zentrifugalfeld in seine Bestandteile aufgetrennt. Durch automa-
tisches Vorschieben einer Nadel in die Schicht der Leukozyten, auch buffy-coat
genannt, werden diese abgesaugt und in einem separaten Beutel gesammelt.
Der Rest des Blutes wird Uber die andere Nadel dem Kérper wieder zugeflhrt.
Damit das Blut in der Maschine nicht gerinnt, wird ein gerinnungshemmendes
Mittel verabreicht. Die Leukapherese dauert ca. vier Stunden.

Abb. 10.1. Gewinnung (links) und Aufreinigung (rechts) von Leukapheresen. In Zusam-
menarbeit mit Herrn Dr. A. Opitz aus der Abteilung fir Transfusionsmedizin des Universitats-
klinikums Wirzburg erfolgt die Zellspende mit einer Zentrifuge (linkes Bild). Eine Sitzung dauert
ca. 4 Stunden. Das rechte Bild zeigt das Ergebnis der Leukozytenaufreinigung mit Ficoll.
Zwischen der klaren Ficolllbsung und dem Plasma (gelb) haben sich die Leukozyten ange-
reichert.

Zu 4.1 Immunhistologische Farbungen am humanen Pankreas

Dithizon ist ein Komplexbildner, der u. a. zweiwertige Zinkionen bindet. Mit
diesem Farbstoff wird das in den Betazellen gespeicherte Insulin indirekt
nachgewiesen, da sich je sechs Insulin-Molekile um ein Zinkion lagern. So
erscheinen ausschlieBlich die Betazellen leuchtend rot unter dem Durchlicht-
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mikroskop (Abb. 10.1). Die Dithizonlésung (10 mg Farbstoff gelést in 1 ml 99,5-
prozentiges Dimethylsulfoxid (beides Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wird mit 9
ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution; Cell Concepts) aufgeflillt und steril
filtriert (Vorschrift aus: Latif Z.A. et al., 1988). Von dieser frisch angesetzten
Lésung wurden 100 pl fir jeweils 100 ul Zellsuspension eingesetzt und im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Farbung adhérenter Zellen einer
75 cm? Kulturflasche wurden 5 ml Dithizonlésung verwendet. Nach 1 und nach
24 Stunden wurden die Monozyten lichtmikroskopisch begutachtet und das
Ergebnis photographisch dokumentiert.

Abb. 10.2. Gefrierschnitt eines Ratten-Pan-

2 g .
v kreas. Nur Zellen, die Zink enthalten, erschei-
i nen in dem Dithizon-gefarbten Préaparat
k adt | leuchtend rot. So lassen sich die Langerhans-
.}tsg.ﬁ, Inseln sehr gut vom exokrinen Gewebe
SR unterscheiden.
P
A
" e

Abb. 10.3. Mit Dithizon gefarbte Monozyten vom Kulturtag 14. Nach einstindiger (A) und 24-
stlindiger (B) Inkubation. Im Gegensatz zu Inselzellen (Abb. 10.1) war bei den in vitro modifi-
zierten Monozyten eine deutliche Rotfarbung erst nach einer 24-stiindigen Inkubation zu
erkennen.
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Zellernte und Cytospins (zu Abb. 10.3)

Ein kleiner Teil der Leukozyten wurde in 75 cm? Kulturflaschen kultiviert (4x10®
Zellen pro Flasche). Nach 14 Tagen in Kultur wurden die adharenten Monzyten
mit einem Zellschaber (Nunc; Wiesbaden), der bei gleichmaBigem Druck
vorsichtig iber die Kunststoffoberflache hin und her bewegt wurde, geerntet .
Hierzu wurde das Kulturmedium gegen PBS ausgetauscht. Nach der Ernte
wurden die Zellen in ein 50 ml Zentrifugen-Réhrchen (Greiner) Uberfihrt. Um
die Zellausbeute zu optimieren, wurden erneut 10 ml PBS (pH 7,2) zu den
verbliebenen Zellen gegeben und die Prozedur wiederholt. Die abgeldsten
Zellen wurden bei 402 xg fiir 6 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und das Zellsediment erneut mit PBS resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in einer Zahlkammer nach Neubauer gezahlt und mit Hilfe einer Cyto-
spin-Zentrifuge (Thermo Shandon; Pittsburgh) auf Objekttrager zentrifugiert.
Dazu wurden die Zellen mit PBS auf 2x10° Zellen/ml eingestellt und pro Objekt-
trager 100 pl der Zellsuspension eingesetzt. Die Zellen wurden fir 1 Minute bei
34 xg auf eine 16 mm? groBe Flache zentrifugiert. Die Cytospin-Praparate
wurden entweder sofort geféarbt oder bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -

20°C eingefroren.

Farbung mit Trypanblau. Hierzu wurden je 100 pl Zellsuspension mit 100 pl
einer gebrauchsfertigen Trypanblaulésung (0,4%; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH; Taufkirchen) versetzt. Unter dem Mikroskop erscheinen vitale Zellen
ungefarbt, tote Zellen hingegen blau. Diese Farbung wurde zur Bestimmung
von Vitalitat und Zellzahl verwendet.

®) Diese Methode wurde in einer spateren Arbeiten optimiert.
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4.7.1 Humane Betazelle

Abbildung 10.4 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme einer humanen
Betazelle mit Insulin-positiven Granula. Sie variieren im Durchmesser zwischen
200 und 300 nm und kénnen mehr als 250.000 Insulin-Molekile enthalten, die
beim Anstieg des Blutzuckerspiegels durch Exozytose in das Blut abgegeben
werden (siehe auch Abb. 6.3). In diesen Granula gruppieren sich jeweils sechs
Insulin-Molekuile um ein zentrales Zinkion. Die Betazellen liegen verstreut im
exokrinen Drisengewebe des Pankreas in den sog. Langerhans-Inseln; ca. 80
Prozent der Zellen sind Betazellen. Daneben kommen noch drei weitere Zell-
arten vor, die jeweils unterschiedliche Hormone sezernieren: Alphazellen

(Glukagon), Deltazellen (Somatostatin) und PP-Zellen (Pankreatisches Poly-
peptid).

Abb. 10.4. Insulin sezer-
nierende humane Betazelle
aus einer Langerhans Insel
des Pankreas mit Insulin-
Granula (schwarze Pfeile).
Quelle: www.lifesci.sussex.
ac.uk
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Zu 4. VergroBerung einzelner Abbildungen
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Abb. 10.5. Ver-
gréBerung  der
Abbildungen 4.4
K (A), 4.4 N (B);
45B (C)und 4.6
J (D). Deutlich zu
erkennen ist,
dass ,Makropha-
gen“ die Kultur
dominieren. Nur
die kleineren
Zellen in  der
Kultur scheinen
Insulin-positiv zu
sein (A).

Abb. 10.6. Ver-
gréBerung  der
Abbildungen 4.4
D (A), 49 D (B),
411 E (C) und
414 E (D).
Schén zu erken-
nen ist die
Morphologie der
Makrophagen.
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