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1 Einleitung

Die Inzidenz des Diabetes, der häufigsten Stoffwechselerkrankung, ist steigend [1]. Un-

terteilt wird der Diabetes in Typ 1- und Typ 2-Diabetes. Der Typ 2-Diabetes ist eine Zi-

vilisationskrankheit, Risikofaktoren sind insbesondere das Alter und die Adipositas. Pa-

thophysiologisch liegen eine Abnahme der Insulinsekretion im Pankreas und eine Insu-

linresistenz in der Peripherie vor [2]. Patienten mit Risikofaktoren für die Entwicklung 

eines Typ 2-Diabetes können den Ausbruch der Erkrankung in 60 % durch eine Ände-

rung ihrer Lebensführung verhindern;  dies beinhaltet  Umstellung der Ernährung und 

vermehrte körperliche Bewegung mit dem Ziel der Gewichtsreduktion. Diese Änderung 

der Lebensführung ist auch die wichtigste Säule in der Therapie des manifesten Typ 2-

Diabetes. Medikamentös kann der Typ 2-Diabetes mit oralen Antidiabetika behandelt 

werden [1].

Beim Typ 1-Diabetes, dem Insulin-abhängigen Diabetes, liegt ein absoluter Insulinman-

gel vor. Während beim Typ 1B kein Hinweis auf eine Autoimmunität vorliegt, sondern 

dieser durch operative Entfernung des Pankreas, durch Infarkte oder Gendefekte verur-

sacht wird, ist der Typ 1A-Diabetes eine chronisch verlaufende Autoimmunkrankheit. 

Er ist weitaus häufiger als der Typ 1B [3, 4]. Fünfzig bis sechzig Prozent der Patienten 

sind bei Manifestation jünger als 18 Jahre [3].

Es gibt eine genetische Veranlagung für den Typ 1A-Diabetes; ausserdem spielen Um-

welteinflüsse eine Rolle. Der Einfluss der Genetik wurde zuerst gezeigt für das HLA-

Gen auf Chromosom 6: Je nachdem, welchen Genotyp ein Individuum für HLA hat, ist 

sein Risiko, Diabetes zu entwickeln, im Vergleich zur Normalbevölkerung erhöht oder 

erniedrigt [5]. Das HLA-Gen ist für 50 % der familiären Häufungen verantwortlich [4]. 

Ein weiteres wichtiges Gen mit Einfluss auf die Entstehung des Typ 1A-Diabetes ist das 

Insulin-Gen auf Chromosom 11; ausserdem spielen mindestens  15 weitere  Gen-Loci 

eine Rolle [5]. Doch es muss noch andere Faktoren geben, die die Entstehung eines Typ 

1A-Diabetes fördern. Dies kann man daran erkennen, dass bei eineiigen Zwillingen die 

Konkordanzrate für den Ausbruch der Erkrankung nur bei 30 bis 50 % liegt [2]. Ausser-

dem spricht für den Einfluss von Umweltfaktoren, dass der Typ 1A-Diabetes in unter-

schiedlichen Ländern unterschiedlich hohe Inzidenzraten hat, Migranten die Erkrankung 
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aber mit der Inzidenz ihres neuen Landes entwickeln [3]. Interessant ist ausserdem, dass 

die Inzidenz des autoimmunen Typ 1A-Diabetes nur in den Ländern der Ersten Welt an-

steigt, nicht dagegen in den Entwicklungsländern [6]. Als Auslöser für die Erkrankung 

werden Einflüsse durch Stillen, Vitamin D-Mangel, die Exposition von Kuhmilch, Soja, 

Weizen, Omega-3-Fettsäuren und Toxinen diskutiert [2, 7]. Infektionen durch Entero-, 

Coxsackie-, Rota- und Mumpsviren sollen die Entstehung des Typ 1A-Diabetes fördern 

[3, 8]; eine klare kausale Beziehung wurde allerdings nur beim kongenitalen Röteln-

Syndrom nachgewiesen, das in 20 % zum Ausbruch der Erkrankung führt [4]. Auch die 

Rolle von Impfungen wird diskutiert, allerdings wurde bis jetzt kein Beweis für ein ge-

steigertes Risiko für den Typ 1A-Diabetes erbracht [4]. Teilweise wird auch eine pro-

tektive Wirkung durch Infektionen und Impfungen angenommen, weil sie das Immun-

system „trainieren“ [6].

 
Ob bei einem Patienten mit Typ 1A-Diabetes Autoantikörper gefunden werden, hängt 

von seinem Geschlecht und Alter und ausserdem vom Stadium der Erkrankung ab [9, 

10]. Insgesamt können bei 70 bis 80 % der Patienten mit der Erstdiagnose Inselzell-An-

tikörper  nachgewiesen werden:  häufig gegen Insulin und gegen die Betazellantigene 

Glutamic Acid Decarboxylase,  GAD 65, und  Protein  Tyrosine Phosphatase, IA-2A. 

Diese sind als Hinweis für den Autoimmunprozess zu werten, in dessen Verlauf eine 

Zerstörung  der  pankreatischen  Betazellen  durch  T-Lymphozyten  bewirkt  wird  [2]. 

Wenn 80 % dieser Zellen zerstört sind, kommt es zu Symptomen der Erkrankung. Diese 

Zerstörung verläuft oft über viele Jahre und ist deswegen ein möglicher Ansatzpunkt für 

Präventivmassnahmen, die momentan intensiv erforscht werden [5].

Der Typ 1-Diabetes ist eine chronische Erkrankung, die mit einer deutlichen Einschrän-

kung der Lebenserwartung einhergeht: Ein 10-jähriges Kind, das im Jahr 2000 einen 

Typ 1-Diabetes entwickelt, hat eine um durchschnittlich 19 Jahre verkürzte Lebenser-

wartung im Vergleich zu einem nichtdiabetischen Kind [3]. Dies liegt vor allem an der 

Entwicklung von Spätkomplikationen. Diese werden eingeteilt in mikrovaskuläre, also 

Retinopathie [11], Neuropathie [12] und Nephropathie [13, 14], und makrovaskuläre, 

das sind die ischämische Herzkrankheit, zerebro- und periphervaskuläre Erkrankungen 

[15]. Mikro- und makrovaskuläre Erkrankungen bestehen oft nebeneinander und erfor-

dern zur Primär- und Sekundärprävention eine gute Therapie der Grunderkrankung Dia-
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betes mellitus [16]. Hierbei müssen Hyperglykämien vermieden werden, die eine Gly-

kosylierung von Proteinen und Lipiden in Gefässwänden verursachen und dadurch Aus-

löser der Vaskulopathien sind [15].

Die Therapie des Typ 1-Diabetes wurde durch die Einführung neuer Insulin-Analoga er-

leichtert. Verabreicht werden sie meist in Form der intensivierten Insulin-Therapie, bei 

der der Patient seinen Blutzuckerspiegel misst und mit bis zu acht Insulin-Injektionen 

pro Tag stabilisiert. Die kontinuierliche subkutane Insulin-Infusionspumpe CSII ist eine 

Alternative mit den Vorteilen einer geringeren Variation des Blutzuckerspiegels, niedri-

geren HbA1c-Werten, einer geringeren Anzahl von Hypoglykämie-Episoden und einer 

verbesserten Lebensqualität [1, 17].

Allerdings ist die Insulin-Therapie in ihrer Antwort auf Blutglukoseschwankungen nie 

so präzise wie die Insulin-Ausschüttung aus den Betazellen. Erstrebenswert wäre ein Er-

satz durch eine Transplantation Insulin-produzierender Zellen [18]. Geforscht wird an 

verschiedenen Quellen für diese Zellen, zum Beispiel an Insulin-produzierenden Zellen, 

die aus embryonalen oder adulten Stammzellen differenziert werden [18, 19]. Möglich 

scheint auch eine Transdifferenzierung aus nicht-pankreatischen Vorläuferzellen, eine 

gentherapeutische Herstellung immortalisierter Betazellen oder eine In-Vitro-Expansion 

humaner Inselzellen mit Hilfe von Wachstumsfaktoren. Diese Ansätze sind allerdings 

noch weit  von einer  klinischen Anwendung entfernt  [20,  21].  Naheliegender  ist  die 

Transplantation von allogenem Pankreasgewebe, das von hirntoten Spendern gewonnen 

wird. Es kann das gesamte Pankreas transplantiert werden, als Alternative besteht auch 

die Möglichkeit der Transplantation von pankreatischen Langerhans-Inseln. Die Trans-

plantation des gesamten Organs ist etablierter, sie wird standardmässig durchgeführt zu-

sammen mit der Nieren-Transplantation beim niereninsuffizienten Diabetiker oder auch 

als reine Pankreas-Transplantation bei extremen, durch konservative Therapie nicht sta-

bilisierbaren Blutglukoseschwankungen [22]. Mit der Pankreas-Transplantation erreicht 

der Patient eine von exogenem Insulin unabhängige Regulierung seiner Blutglukose-

werte, eine Stabilisierung oder sogar eine Verbesserung der diabetischen Sekundärkom-

plikationen und eine verbesserte Lebensqualität. Nachteile der Pankreas-Transplantation 

sind  die  lebenslange  Immunsuppression  und die  hohe operationsbedingte  Morbidität 

[22, 23]. Eine Alternative zur Pankreas-Transplantation ist die Transplantation von Lan-
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gerhans-Inseln. Durch die Einführung des Edmonton-Protokolls mit einer verbesserten 

Auswahl von Immunsuppressiva im Jahr 2000 wurde der Prozentsatz der Patienten, die 

ein Jahr nach Inselzell-Transplantation Insulin-unabhängig waren, von    8 % auf ca. 70 

% verbessert [24, 25]. Und auch die Patienten, die durch die Transplantation nicht unab-

hängig von exogen zugeführtem Insulin wurden, erreichten durch die verbliebenen In-

selzellen eine bessere Kontrolle ihrer Blutglukosewerte [26]. Die Indikationen für die 

Transplantation von Inselzellen nehmen zu und umfassen heute unter anderem den me-

dikamentös  schwer  einstellbaren  Typ  1A-Diabetes  ohne Niereninsuffizienz  [22,  27]. 

Nachteile gegenüber der Transplantation des Einzelorgans sind die Notwendigkeit, Lan-

gerhans-Inseln aus mehr als einem Spenderpankreas zu isolieren und Komplikationen 

wie  Portale  Hypertension,  Thrombosen  und  Blutungen  nach  Infusion  der  Langer-

hans-Inseln in die Pfortader des Empfängers [28].

Ausserdem ist bei der Inselzell-Transplantation im Vergleich zur Pankreas-Transplanta-

tion eine höhere Rate des frühen Transplantatversagens zu beobachten [29]. Es ist be-

kannt, dass Zellen auf Signale von ausserhalb angewiesen sind, um zu überleben [30, 

31]. Der Grund für das frühe Versagen der Inselzellen kann also möglicherweise in der 

Isolierung der Langerhans-Inseln aus dem Spenderpankreas und in ihrer anschliessen-

den Reinigung und Kultur liegen [29]. Dadurch wird die Mikroanatomie des Pankreas 

zerstört,  Funktion und Überleben der Inselzellen werden negativ beeinflusst [31, 32]. 

Ausserdem wurde gezeigt, dass für das Anwachsen des Transplantates die Reinheit der 

Inselzell-Präparation nicht von Bedeutung ist, ein weiterer Hinweis darauf, dass eine 

Reinigung der Langerhans-Inseln vom restlichen Pankreasgewebe nach der Isolierung 

nicht  so wichtig ist,  wie zunächst  angenommen wurde [33,  34].  Ganz im Gegenteil 

scheint das Überleben der Langerhans-Inselzellen von anderen im Rahmen der Insel-

zell-Präparation entfernten Bestandteilen des Pankreas abhängig zu sein, möglicherwei-

se anderen Zellen: In der Inselzell-Kultur wurde nachgewiesen, dass eine Exposition mit 

Pankreasgangepithel zu einer verstärkten Inselzell-Proliferation führt und den Zelltod 

verhindert [34, 35]. Ein weiterer Ansatzpunkt, um für die Inselzellen möglichst physio-

logische Umgebungsbedingungen zu schaffen, ist die Exposition mit Proteinen der ex-

trazellulären Matrix (ECM). Die extrazelluläre Matrix ist ein wichtiger Bestandteil der 

direkten Umgebung von Zellen [29, 33] und wichtig für Entwicklung, Aufbau und die 

spezifische Funktion eines Gewebes [36]. Die ECM beeinflusst die Expression von Ge-
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nen und den Aufbau des Zytoskeletts und somit Zelldifferenzierung und Zellwachstum 

[37]. Darüber hinaus ist die extrazelluläre Matrix ein Überlebensfaktor für die Zelle: 

Wird die  Verbindung zwischen den beiden zerstört,  kommt es zum programmierten 

Zelltod, der Apoptose [38, 39]. Dieser Mechanismus ist bedeutend in der Embryogenese 

und bei der Verhinderung von Tumorentstehung: Zellen, die ihren Zellverband verlas-

sen und nicht mehr mit anderen Zellen über die ECM verbunden sind, stellen ein Risiko 

für den Organismus dar und fallen der Apoptose zum Opfer [40].

Die ECM kommt in zwei Formen vor [32]: als interstitielle Matrix und in ihrer speziali-

sierten Form als Basalmembran. Die Basalmembran liegt zwischen epithelialen und me-

senchymalen Geweben [41] und umgibt somit auch die Langerhans-Inseln, die sich aus 

epithelialen  Vorläuferzellen  entwickeln  [34].  Bei  der  enzymatischen  Präparation  der 

Langerhans-Inseln aus dem Spenderorgan wird nicht nur die interstitielle Matrix, son-

dern auch die Basalmembran zerstört [29]. Basalmembranen bestehen hauptsächlich aus 

Kollagen IV und Laminin [41-43], wobei Laminin wichtig ist für die Verbindung der 

epithelialen Zellen mit dem Kollagen IV [44]. Ein weiteres Protein der extrazellulären 

Matrix ist Fibronektin; es wird im Körper von vielen Zellen produziert und ist essentiell 

für normale Zelladhäsion und -mobilität [45, 46]. Bezüglich des Gehalts der ECM gibt 

es durchaus Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies: Während im menschlichen 

Pankreas die Langerhans-Inseln beinahe komplett von ECM umgeben sind, ist bei Lan-

gerhans-Inseln des Schweines wenig oder überhaupt keine ECM vorhanden [32, 43].

E. D. Hay stellte fest, dass die benachbarte ECM Teil der Zelle ist [44], und Meyer et al. 

forderten für die Inselzell-Präparation Spender mit einem hohen Anteil an ECM, um 

gute Bedingungen für die enzymatische Isolierung der Zellen zu schaffen und ihre Inte-

grität durch die verbleibende ECM zu stabilisieren [47, 48]. Es stellt sich die Frage, ob 

nach der Präparation durch einen Ersatz der extrazellulären Matrixproteine (ECMP) ein 

positiver Effekt auf die Kultur der Langerhans-Inseln erreicht werden kann. In der Tat 

wurde schon 1983 gezeigt, dass einzelne Ratten-Inselzellen bei Kultur auf einer Kolla-

genmatrix sich zu inselartigen Organoiden zusammenfügten [49]. In weiteren Versu-

chen wurde ein positiver Einfluss auf das Anhaften und Wachstum der Ratten-Inselzel-

len gezeigt, wenn sie auf ECM-beschichteten Platten kultiviert wurden [50]. Perfetti et 

al. zeigten, dass nach 6-wöchiger Kultur von Ratten-Inselzellen auf dem aus ECMP be-
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stehenden  Matrigel  die  Funktion  der  Inselzellen,  also  ihre  Insulin-Ausschüttung  auf 

einen Glukosereiz,  verbessert wird [51]. Nagata et  al.  kultivierten Langerhans-Inseln 

aus Ratten in Hydrogelen, bestehend aus verschiedenen Kollagenen und Laminin und 

erreichten bei einer Kulturdauer von 6 Tagen eine verbesserte Vitalität und Funktion der 

Zellen [33]. Bei fetalen inselartigen Zellverbänden aus Schweinen wurde bei Kultur auf 

Matrigel ein Erhalt  der dreidimensionalen Struktur nachgewiesen und eine Rolle der 

Matrix bei der Differenzierung dieser Zellen [52].

Die verbesserten Kulturbedingungen durch Exposition von ECMP sollen in dieser Ar-

beit für die Kultur von porzinen Langerhans-Inseln untersucht werden. Zum einen wer-

den die beiden Hauptbestandteile der ECM, Kollagen IV und Laminin, zur Inselzell-

Kultur zugegeben, in einem weiteren Versuch zusätzlich Fibronektin. Die Inselzellen 

werden über 6 Tage kultiviert; am Tag +1 und am Tag +6 wird die Funktion der Insel-

zellen mit Hilfe einer dynamischen Glukose- und Kaliumchloridstimulation überprüft 

und ausserdem ihre Vitalität bestimmt, um zu testen, ob die Exposition mit den ECMP 

einen positiven Effekt auf die Schweine-Inselzellen ausübt.

Ein weiteres Problem der Inselzell-Transplantation ist die Knappheit von Spenderorga-

nen, besonders weil hier zumeist 2 oder mehr Spenderpankreata pro Empfänger benötigt 

werden [18, 20]. Eine Lösung wäre die Xenotransplantation von Langerhans-Inseln aus 

Schweinepankreata. Schweine als Spender bieten sich an, weil sie in grossen Mengen 

verfügbar sind und sich ihr Insulin vom menschlichen nur in einer Aminosäure unter-

scheidet [27]. Gefürchtete Xenozoonosen können durch spezielle Aufzuchtbedingungen 

der Spendertiere verhindert werden. Allerdings besteht unverändert die Gefahr einer In-

fektion durch Porcine Endogenous Retrovirus (PERV), da sein Genom im Schweinege-

nom verankert ist. Bislang wurden aber keine Hinweise für eine Infektion in vivo gefun-

den, wenn Gewebe aus Schweinen in Menschen oder Hunde transplantiert wurde [53-

55].

Eine Möglichkeit, die xenogenen Transplantate vor dem Angriff des menschlichen Im-

munsystems  zu  schützen,  ist  die  Immunisolation durch  Verkapselung  der  Langer-

hans-Inseln.  Zusätzlich könnten die Empfänger  allogenener  Transplantate  durch eine 
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solche Verkapselung auf eine immunsuppressive Therapie mit ihren Nebenwirkungen 

verzichten [56, 57].

1980 wurden zum ersten Mal mikroverkapselte Inselzellen in Ratten transplantiert [58]. 

Hauptbestandteil dieser Mikrokapsel ist Alginat. Das Alginat wird über divalente Katio-

nen, entweder Kalzium oder Barium, vernetzt und bildet so Hydrogele, die zur Mikro-

verkapselung verwendet werden können [59]. In der allogenen Transplantation scheint 

diese Art der Verkapselung einen ausreichenden Schutz zu bieten; bei der Xenotrans-

plantation  wird  die  Alginatkapsel  mit  einer  zusätzlichen  Schicht  von  Polykationen, 

meist Poly-L-Lysine (PLL) ummantelt [60]. Dieses Vorgehen macht die Kapsel stabiler 

und ihre Durchlässigkeit wird verringert. Dies schützt die Inselzellen vor den Kompo-

nenten des Immunsystems, wie zum Beispiel Immunglobulinen [59]. Trotz intensiver 

Forschung zur Mikroverkapselung sind noch immer viele Fragen ungelöst, bevor die 

Transplantation  mikroverkapselter  Xeno-  und  Allotransplantate  im klinischen  Alltag 

routinemässig etabliert werden kann [61]. So wird ein standardisiertes Protokoll für die 

Alginat- und die Kapselherstellung gefordert. Ausserdem sind die verwendeten Polyka-

tionen, wie etwa PLL, wenig biokompatibel. Wie oben bereits erwähnt, wird deshalb 

bei allogenen Transplantationen oft auf die zusätzliche Schicht von Polykationen ver-

zichtet [60, 61]. Bei der Wahl der zu transplantierenden Zellen spielen ethische Beden-

ken und die Sorge vor einer möglichen PERV-Infektion eine Rolle. Ein weiteres Pro-

blem ist die Wahl des Transplantationsortes für mikroverkapselte Langerhans-Inseln, 

die ein grösseres Transplantat-Volumen im Vergleich zu den unverkapselten Inseln dar-

stellen; hier eignen sich die Peritonealhöhle [60, 62] oder das Omentum [63].

 
Ein weiterer Diskussionspunkt ist die spezifische Zusammensetzung des Alginats, wel-

che die Biokompatibilität entscheidend beeinflusst. Das Alginat besteht aus zwei Kom-

ponenten: Guluronic Acid (G) und Mannuronic Acid (M). Während teilweise ein hoher 

Anteil der G-Komponente mit einer besseren Biokompatibilität und Stabilität in Verbin-

dung gebracht wird [64], wurde von anderen Autoren bei Alginat/PLL-Kapseln unter 

Verwendung von Alginat mit einer hohen G-Komponente viel PLL gefunden, dessen 

freie  Bindungsstellen zu einer starken Fibrosierung führten.  Dies wiederum bedeutet 

eine niedrigere Biokompatibilität [65, 66]. De Vos forderte deshalb 1997 die Verwen-

dung von gereinigtem Alginat,  um eine bessere Biokompatibilität  zu erreichen [65]. 
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Doch  auch  bei  guter  Biokompatibilität  der  Alginatkapsel  und  geringer  fibrotischer 

Überwucherung der Kapseln wurde eine hohe Nekroserate der mikroverkapselten Insel-

zellen festgestellt [67-69]. Möglicherweise wird nicht nur durch die Fibrose, sondern al-

lein durch die Kapsel die Versorgung der Inselzellen mit Nährstoffen und Sauerstoff er-

schwert [67, 70]. Doch auch bei einer in einem In-Vivo-Versuch beobachteten Fibrose 

von nur  10 % der  Alginat/PLL-Kapseln werden die  Inselzellen  der  nicht  befallenen 

90 % der Kapseln geschädigt: Aktivierte Makrophagen an den fibrotisch überwucherten 

Kapseln produzieren Zytokine, die auch Inselzellen in unbefallenen Kapseln angreifen 

[71]. Ein Schutz vor toxischen Zytokinen kann durch eine längere Inkubation mit PLL 

erreicht werden [56] – das, wie schon erwähnt, für seine schlechte Biokompatibilität be-

kannt ist [69].

Es wurden einige Abwandlungen der klassischen Alginat/PLL-Kapsel vorgeschlagen, 

wobei Alginat weiterhin die Grundsubstanz aller Kapseln bleibt [72-74]. Teilweise wur-

den sie entwickelt,  um einen anderen Nachteil der Mikroverkapselung zu vermeiden: 

das hohe Volumen der verkapselten Langerhans-Inseln. Diesen Nachteil hat auch die 

zweite Art der Mikroverkapselung mit Agarose [75, 76]. Ganz verlassen wurde die Idee 

der Makroverkapselung: Hier ist das Volumen der verkapselten Langerhans-Inseln so 

hoch, dass nicht einmal mehr die Peritonealhöhle dem Transplantat ausreichend Platz 

bietet; ausserdem erfolgt die Sekretion des Insulins hier zu langsam für die gewünschte 

schnelle Regulation des Blutglukosespiegels [57].

Der Grundstein für eine weitere Art der Verkapselung wurde in den frühen 90er Jahren 

durch die Einführung der Layer-by-Layer (LbL)-Technik durch Decher gelegt [77]. Die 

LbL-Technik funktioniert über die schichtweise Anlagerung von Polyelektrolyten aus 

einer wässrigen Lösung an eine geladene Oberfläche oder ein geladenes Kolloid. Man 

beginnt mit einer geladenen Oberfläche und Polyelektrolyten mit einer ihr entgegenge-

setzten Ladung; diese lagern sich wegen der elektrostatischen Anziehung als eine erste 

Schicht an. Da es sich bei den Polyelektrolyten um Moleküle mit mehr als einer Ladung 

und einer teilweise dreidimensionalen Struktur handelt, führt ihre Bindung zu einer Um-

kehrung  der  Oberflächenladung  (Überkompensation  der  Primär-Ladung).  Dies  führt 

zum einen dazu, dass die Polyelektrolyte nur bis zu einer gewissen Schichtdicke binden 

(Abstossung mit den gleich geladenen Polymeren in Lösung), zum anderen wird da-
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durch im nächsten Schritt die Herstellung einer zweiten Schicht mit entgegengesetzter 

Ladung ermöglicht [77].

Durch abwechselnde Adsorption positiv, beziehungsweise negativ geladener Polyelek-

trolyte, können beliebig viele Schichten auf eine geladene Oberfläche aufgebracht wer-

den – in Experimenten wurden über 1.000 Schichten hergestellt, bei guter mechanischer 

Stabilität [78-81].

Die Technik ist sehr einfach, es wird mit Polyelektrolyten im Überschuss gearbeitet; un-

gebundene Polyelektrolyte  müssen nach der Herstellung einer Schicht in einem oder 

mehreren Waschschritten entfernt werden. Der Vorteil der Verwendung der relativ gros-

sen Polyelektrolyte liegt darin, dass sie wegen ihrer Grösse Defekte in unteren Schich-

ten überbrücken können [77].

In den letzten Jahren gab es viele Vorschläge zur Nutzung der LbL-Technik in der Me-

dizin: Die Biokompatibilität von Oberflächen wurde durch Polyelektrolytschichten ge-

steigert, so dass das Anwachsen von Endothelzellen gefördert wurde, hilfreich zum Bei-

spiel für den Einsatz als Gefässprothesen [82, 83]. Leere Kapseln wurden hergestellt 

und als Behältnisse oder Reaktionsgefässe vorgeschlagen [80]. Ausserdem denkbar ist 

die Verkapselung von Medikamenten, zum Beispiel von Insulin – Ort und Umstände 

der Freisetzung der Medikamente könnten so gesteuert werden [84]. Eine weitere An-

wendungsmöglichkeit ist die Immobilisierung von Zellen oder ihr Schutz vor mechani-

scher Beanspruchung [85, 86]: 2006 wurden zum ersten Mal menschliche Pankreaszel-

len mit einer multischichtigen, sogenannten Nanokapsel umhüllt [78]. Vorteile der Ver-

kapselung mit mehreren Schichten ist unter anderem die Wahl der Schichten bezüglich 

ihrer Aufgaben: Wünschenswert ist eine Unterstützung der Inselzell-Funktion durch die 

innere, und eine Anregung der Neovaskularisierung und Verhinderung der Fibrosierung 

durch die äussere Schicht [70]. Ein weiterer Vorteil der Nanoverkapselung ist die Mög-

lichkeit  der genauen Festlegung der Membranpermeabilität,  unter anderem durch die 

Auswahl der verwendeten Polyelektrolyte und die Anzahl der Schichten [84]. Vorteil-

haft  ausserdem ist  die  geringe  Dicke  der  Nanokapsel:  die  Inselzellen  können somit 

schnell auf den Glukosestimulus reagieren [78].
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Prinzipiell kommen viele Moleküle für die Nanoverkapselung in Frage, wobei viele Po-

lyelektrolyte  für ihre Zytotoxizität  bekannt sind [87]. Oft verwendet und gut erprobt 

sind zwei  synthetische  Polyelektrolyte,  das positiv  geladene  Poly(Allylamine  Hydro-

chloride) (PAH) und das negativ geladene  Poly(Styrene-Sulfonate)  PSS [77, 88]. Bei 

In-Vivo-Experimenten  mit  Ratten  hatte  PAH gute  Ergebnisse  gezeigt  [87].  In  vitro 

wuchsen  Endothelzellen  gut  auf  Polyelektrolytschichten,  deren  äussere  Schicht  aus 

PAH bestand [83] – ein Hinweis für die gute Biokompatibilität des PAH. Bei einem 

Versuch zur Insulin-Sekretion mit nanoverkapselten Zellen, bei denen PAH-Moleküle 

der Masse 15 kDa und 70 kDa verwendet wurden, hatte sich PAH mit der niedrigeren 

Molekülmasse als besser geeignet erwiesen [78].

Ein weiteres gern verwendetes Polyelektrolyt ist das positiv geladene natürliche Poly-

saccharid Chitosan, bekannt für seine gute Biokompatibilität und Nichttoxizität [82, 89].

Zwei verschiedene mit LbL-Technik hergestellte Polyelektrolytkapseln sollen in dieser 

Arbeit untersucht werden. Bezüglich der Anzahl der Schichten hatten Krol et al.  ge-

zeigt,  dass  Langerhans-Inseln  mit  einer  geraden  Anzahl  von Polyelektrolytschichten 

keine adäquate Reaktion auf einen Glukosestimulus zeigten [78]. Die Nanoverkapse-

lung mit drei Schichten erwies sich als geeignet; die Insulin-Ausschüttung im Vergleich 

mit unverkapselten Langerhans-Inseln war kaum vermindert und blieb abhängig von der 

Glukosestimulation [78].  Nanokapseln,  die aus drei  Schichten aufgebaut  sind,  haben 

eine positive Nettoladung, weil ihre äussere Schicht aus Polykationen besteht. Auf Na-

nokapseln mit einer positiven Nettoladung war ein verstärktes Wachstum von Zellen be-

obachtet worden, und eine geringere fibrotische Überwucherung [90].

Aus diesen Gründen sollen Polyelektrolyt-Nanokapseln aus drei Schichten untersucht 

werden. Für die erste, den Inselzellen nahe Schicht, wird das als biokompatibel bekann-

te Chitosan gewählt. Als äusserste Schicht wird einmal Chitosan, einmal PAH 15 kDa 

verwendet. Die mittlere der drei Schichten besteht bei einer der Kapseln aus Poly(Ethy-

lene  Glycol)-Block-Poly(Propylene  Glycol)-Block-Poly(Ethylene  Glycol)  (PEG-PPG-

PEG): PEGylierte Oberflächen werden in der Nanomedizin gerne verwendet, weil ge-

zeigt  werden konnte,  dass sie bei guter Biokompatibilität  unspezifische Protein-  und 

Zellbindungen verringern [91-94]. Bei der anderen Kapsel wurde Poly(Acrylic Acid-Co-
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Maleic  Acid)  Sodium Salt (PAAMA) verwendet:  Gute  Ergebnisse  mit  Poly(Acrylic  

Acid) (PAA) hatten sich in einem Versuch mit Zellen aus der Nebenschilddrüse erge-

ben,  die mit  Alginat  mikroverkapselt  worden waren: wurde eine zusätzliche  Schicht 

PAA verwendet, zeigte sich im Vergleich zu reinen Alginatkapseln eine geringere Fi-

brosierung [95]. Hydrogele, die unter anderem aus dem zweiten Bestandteil des PAA-

MA, der Maleic Acid, bestanden, hatten in In-Vivo-Versuchen in Ratten ihre Biokompa-

tibilität bewiesen [96]. Maleic Acid ist zudem biologisch abbaubar und wird deshalb für 

„drug delivery“-Systeme benutzt [97, 98]. Die Langerhans-Inseln werden über 6 Tage 

kultiviert, und am Tag +1 und am Tag +6 wird die Funktion der Inselzellen mit Hilfe ei-

ner dynamischen Glukose- und Kaliumchloridstimulation überprüft und ausserdem ihre 

Vitalität bestimmt. Damit soll überprüft werden, ob die Polyelektrolyt-Nanokapseln die 

Insulin-Ausschüttung verhindern oder verzögern, oder aber im Vergleich zu den unver-

kapselten Langerhans-Inseln der Kontrolle verbessern können.
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2 Fragen

2.1 Gibt es einen Unterschied in der Funktion der Langerhans-Inseln am Tag +1 und 

Tag +6 nach Versuchsbeginn? An welchem dieser Tage ist die Durchführung 

von Funktionsprüfungen, z. B. mittels Perifusion, sinnvoll und aussagekräftig?

2.2 Kann  durch  Exposition  von  extrazellulären  Matrixproteinen  eine  verbesserte 

Funktion der Langerhans-Inseln erreicht werden? Welche dieser Proteine, z. B. 

Kollagen Typ IV, Laminin und/oder Fibronektin, eignen sich als Zusätze zum 

Kulturmedium besonders gut?

2.3 Beeinflussen Polyelektrolytschichten die Funktion der nanoverkapselten Langer-

hans-Inseln? Verhalten sich die beiden hier untersuchten Nanokapseln gleichar-

tig?

2.4 Gibt es in der Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie Unterschiede zwischen 

den  einfach  Polyelektrolyt-nanoverkapselten  und den  unverkapselten  Langer-

hans-Inseln?

2.5 Kann man die Nanokapseln fluoreszenzmikroskopisch darstellen und mit Hilfe 

der Fluoreszenz den Nachweis für die Integrität der Polyelektrolytschichten um 

die Langerhans-Inseln erbringen?

12



3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Die Versuche erfolgten mit Langerhans-Inseln, die aus dem Pankreas hirntoter Schwei-

ne isoliert wurden; die Pankreata wurden im Rahmen des regulären Schlachtbetriebes 

des Schlachthofs Würzburg (Südfleisch Holding GmbH) gewonnen; Organspender wa-

ren 1-2 Jahre alte weibliche Zuchtsauen mit einem Gewicht von 150-200 kg.

3.2 Isolierung und Reinigung der Langerhans-Inseln

Die enzymatische Isolierung und die Anreicherung der Langerhans-Inseln über Dichte-

gradienten-Zentrifugation erfolgten nach der halbautomatischen Isolierungstechnik von 

Ricordi et al. [99], modifiziert nach Heiser et al. [100] und Krickhahn et al. [101, 102] 

in der eigenen Arbeitsgruppe (Einzelheiten der Isolierung: siehe [99-102]). Unmittelbar 

nach der Isolierung wurden die Langerhans-Inseln mittels Dithizon-Färbung [103] auf 

ihre Reinheit überprüft: Dazu wurden 10 mg Dithizon (Diphenylthiocarbazon, Fa. Sig-

ma-Aldrich, Steinheim) in 1 mL DMSO (Dimethylsulfoxid, Fa. Sigma-Aldrich) und 9 

mL HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Fa. Cell Concepts, Umkirch) gelöst und mit 

einem 0,2 µm-Filter (PALL Acrodisc PF, Fa. PALL Corp., New York, USA) filtriert. 

Mit Dithizon färben sich die endokrinen Zellen rot an, die exokrinen Zellen bleiben un-

gefärbt. Dithizon ist ein Zink-spezifischer Farbstoff, der das zentrale Zinkatom im Zink-

Insulin-Komplex markiert. 

3.3 Vitalität der Langerhans-Inseln

Vitalitätsbestimmungen  der  Langerhans-Inseln  (besser:  Betazellen)  erfolgten  mit  der 

FDA/PI-Färbung [104]: 1 mg Fluoreszeindiacetat (FDA, Fa. Sigma-Aldrich) wurde in 1 

mL Aceton (Fa. Baker, Deventer, Holland) gelöst; 5 mg Propidiumiodid (PI, Fa. Sigma-

Aldrich) wurden in 10 mL PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) gelöst. FDA ist lipid-

löslich und wird im Zytoplasma der Zelle durch eine Esterase gespaltet, wodurch ein 

grüner Farbstoff entsteht; dieser ist nicht lipidlöslich und verbleibt deshalb ausschliess-

lich in den vitalen Zellen. PI dagegen färbt die Zellkerne avitaler Zellen mit einer Rot-

fluoreszenz. Die FDA-Lösung wurde im Verhältnis 1:1.000 zu der Suspension mit den 

Langerhans-Inseln gegeben. Die Proben wurden bei Raumtemperatur für 10 Minuten 
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lichtgeschützt  inkubiert.  Kurz  vor  der  dann folgenden  mikroskopischen  Auswertung 

wurden zu jeder Probe 10 µL PI-Lösung gegeben. Die mikroskopische Auswertung er-

folgte bei Durchlicht und bei Fluoreszenzlicht der Wellenlänge 488 nm (Olympus BX 

50 der Fa. Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) und einem Bandpassfilter von 530 

nm. Von den so gefärbten Inselzellen wurden bei 20-facher Vergrösserung mit Hilfe der 

analySIS-Software (Fa. Olympus Deutschland GmbH) mit der digitalen Kamera Color-

View 12 (Fa. SIS, Stuttgart) Aufnahmen im Durchlicht wie auch mit Fluoreszenzlicht 

gemacht.

3.4 Kulturbedingungen

3.4.1 Kultur vor Zugabe der extrazellulären Matrixproteine und vor Nanover-

kapselung

Nach Reinigung und Bestimmung ihrer Vitalität  wurden die Inselzellen in Kulturfla-

schen (Nunc Flasks Nunclon™Δ, Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold) im Brut-

schrank der Fa. NuAire Inc. (US Autoflow CO2 Water-Jacketed Incubator NU 4500 E, 

Plymouth, USA) bei 24°C und 5 % CO2 kultiviert. Kulturmedium war HAM’s F-12 (Fa. 

Cell  Concepts)  mit  Zusatz  von  10  %  FCS  (engl.  Fetal  Calf  Serum),  1  % 

Penicillin/Streptomycin, 1 % L-Glutamin, 1 % Amphotericin B (alle Fa. Cell Concepts) 

und 50 mM Nicotinamid (Fa. Sigma-Aldrich). Die Langerhans-Inseln wurden 24 Stun-

den in diesem Medium kultiviert, um ihnen Zeit zur Regeneration nach den enzymati-

schen und mechanischen Belastungen der Isolierung zu gewähren. Erst am Tag 0, also 

dem eigentlichen Versuchsbeginn, wurde das „Regenerations“-Medium gegen HAM’s 

F-12 mit allen o. g. Zusätzen, einschliesslich der extrazellulären Matrixproteine, ausge-

tauscht. Dieses Medium wurde während der Versuchsdurchführung nicht gewechselt. 

Langerhans-Inseln, die mit Polyelektrolyten nanoverkapselt wurden, wurden nach der 

Isolierung zunächst 3 Tage in HAM’s F-12 mit den o. g. Zusätzen kultiviert, ehe sie mit 

den Polyelektrolyten nanoverkapselt wurden. Das Kulturmedium HAM’s F-12 mit den 

o. g. Zusätzen wurde alle 3 Tage gewechselt.
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3.4.2 Kultur mit extrazellulären Matrixproteinen und Nanoverkapselung

In einer ersten Untersuchung wurde der Einfluss der extrazellulären Matrix auf die por-

zinen Langerhans-Inseln untersucht, in einer zweiten das Verhalten von Langerhans-In-

seln, die zuvor mit Polyelektrolyten beschichtet (nanoverkapselt) wurden.

3.4.2.1 Extrazelluläre Matrixproteine

Folgende ECMP wurden untersucht: Kollagen IV, Laminin und Fibronektin. Kollagen 

IV (Typ IV, gewonnen aus menschlicher Plazenta, Fa. Sigma-Aldrich) wurde im Ver-

hältnis 1 mg/mL in 0,05 M HCl gelöst. Diese 0,05 M HCl-Lösung wurde durch zwan-

zigfaches Verdünnen einer 1 M HCl-Lösung (Fa. Merck, Darmstadt) gewonnen. Lami-

nin (gewonnen aus menschlicher Plazenta, Fa. Sigma-Aldrich) wurde im Verhältnis 1:9 

in  HAM’s  F-12  mit  den  o.  g.  Zusätzen  gelöst.  Fibronektin  (löslich,  gewonnen  aus 

menschlicher Plazenta, Fa. Sigma-Aldrich) wurde im Verhältnis 1 mg/mL in HAM’s F-

12 mit den o. g. Zusätzen gelöst. Diese Lösungen wurden bei 4°C bis zu ihrer weiteren 

Verwendung gelagert. Entweder wurde 

• nur Fibronektin (F) oder 

• die Kombination aus Kollagen IV und Laminin (C+L) oder 

• die  Kombination  aus  Kollagen IV,  Laminin  und Fibronektin  (C+L+F) unter-

sucht.

Von der Kollagen IV- und der Laminin-Lösung wurden jeweils 200 µL, von der Fibro-

nektin-Lösung 300 µL zu jeder 7 mL-fassenden HAM’s F-12-Kultur gegeben.

3.4.2.2 Nanoverkapselung mit Polyelektrolyten

In einer zweiten Versuchsreihe wurden sogenannte Nanokapseln, also Kapseln, die aus 

verschiedenen Schichten von Polyelektrolyten bestehen, und die sich eng an die Langer-

hans-Inseln anlagern – die aber nicht mit den Alginat-Mikrokapseln verwechselt werden 

dürfen – untersucht. Es wurden zwei unterschiedliche Nanokapseln verwendet, die aus 

folgenden Materialien bestanden: Chitosan MMW (engl. Chitosan Medium Molecular  

Weight),  PEGPPGPEG  (engl.  Poly(Ethylene  Glycol)-Block-Poly(Propylene  Glycol)-

Block-Poly(Ethylene Glycol)), PAAMA (engl. Poly(Acrylic Acid-Co-Maleic Acid) Sodi-

um Salt) und PAH 15 kDa (engl. Poly(Allylamine Hydrochloride) 15 kDa) (alle Fa. Sig-
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ma-Aldrich).  Zwei unterschiedliche Nanokapseln wurden aus diesen Polyelektrolyten 

hergestellt: 

• die  erste  Nanokapsel  mit  den  Schichten  (von  innen  nach  aussen)  Chitosan 

MMW, PEGPPGPEG, Chitosan MMW (kurz CPC genannt) und 

• die zweite  Nanokapsel  mit  den Schichten (von innen nach aussen)  Chitosan 

MMW, PAAMA und PAH 15 kDa (kurz CPP genannt).

Die Polyelektrolyte lagen in Pulverform vor; sie wurden zu einer Endkonzentration von 

2 mg/mL in HBSS gelöst, mit einem pH-Wert zwischen 7,0 und 7,8. Die so vorbereite-

ten Polyelektrolyte wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Um die Kapseln später fluoreszenzmikroskopisch darzustellen, wurden neben einfachen 

Polyelektrolyten auch solche verwendet, an die ein Fluoreszenzfarbstoff kovalent ge-

bunden war. Dabei wurde für die Herstellung der äusseren Schicht an Stelle des her-

kömmlichen Polyelektrolyts ein an FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) gekoppelter Poly-

elektrolyt verwendet. Bei Anregung durch Licht der Wellenlänge 488 nm fluoreszieren 

diese Polyelektrolyte; auf diese Weise sollte die Nanokapsel sichtbar gemacht werden.

Für die Nanokapsel CPC mit Fluoreszenzfarbstoff (CPC*) wurde als äussere Schicht 

FITC-gekoppeltes  Chitosan MMW benötigt.  Dieses wird in einer  2-Phasen-Reaktion 

hergestellt: Chitosan MMW wurde in H2O gegeben, und nach 24 h bei Raumtemperatur 

mit  in  DMSO  (Dimethylsulfoxid,  Fa.  Sigma-Aldrich)  gelöstem FITC (FluoroTag™ 

FITC Conjugation Kit, Fa. Sigma-Aldrich) versetzt. Nach 1 Stunde Inkubation wurde 

das feste Chitosan MMW zehnmal mit H2O gewaschen. Das nun an FITC gekoppelte 

Chitosan MMW wurde lichtgeschützt in einem Eppendorfgefäss (1,5 mL, Fa. Eppen-

dorf, Hamburg) bis zur weiteren Verwendung gelagert.  Vor der Verkapselung wurde 

HBSS zugegeben, und der Überstand nach 24 h Inkubation für Experimente verwendet.

Für die Nanokapsel CPP mit  Fluoreszenzfarbstoff  (CPP*) wurde als äussere Schicht 

FITC-gekoppeltes PAH 15 kDa (Fa. Sigma-Aldrich) benötigt. Diese Lösung musste vor 

ihrer Verwendung im Verhältnis 1:10 mit dem zuvor angesetzten PAH 15 kDa verdünnt 

werden, da die Fluoreszenz sonst zu intensiv war.
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Bei beiden Polyelektrolyt-Lösungen wurde nach ihrer Fertigstellung der pH-Wert ge-

messen und auf Werte zwischen 7,0 und 7,8 eingestellt.  Danach wurden sie bei 4°C 

lichtgeschützt bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Technik der Nanoverkapselung

Die Nanoverkapselung erfolgte anhand der Layer-by-Layer-Technik [77]. Bei der LbL-

Technik werden die Schichten der Nanokapsel von innen nach aussen nacheinander auf 

die Langerhans-Inseln aufgebracht. Die in Lösung befindlichen Polyelektrolyte lagern 

sich an die peripheren Zellen der Langerhans-Inseln, bzw. an die zuvor bereits aufge-

brachten Polyelektrolyte an, und bilden so eine mehrschichtige, eng anliegende Kapsel 

um die Langerhans-Insel herum. Die dabei wirkende Kraft ist die elektrostatische An-

ziehung. Dabei ziehen sich Zelloberfläche und erste Schicht der Polyelektrolyt-Nano-

kapsel, beziehungsweise danach die Schichten der Polyelektrolyt-Nanokapsel unterein-

ander aufgrund ihrer gegensätzlichen Ladungen an. Bei der Wahl der Schichten muss 

also darauf geachtet werden, dass die verwendeten Polyelektrolyte abwechselnd positiv 

und negativ geladen sind, wobei mit einer positiv geladenen Schicht begonnen werden 

muss, die auf die negativ geladene Zellmembran der Inselzellen aufgebracht wird. Die 

Menge der an die Inselzellen oder an die vorhergehende Schicht gebundenen Polyelek-

trolyte wird durch die Überkompensation der Ladung begrenzt. Das heisst, sobald die 

entstehende Schicht der Kapsel dieselbe Ladung hat wie die Polyelektrolyte, die für ihre 

Herstellung verwendet werden, werden keine weiteren Polyelektrolyte mehr gebunden. 

Es wird mit Polyelektrolyten im Überschuss gearbeitet, was bedeutet, dass sich nach der 

Fertigstellung einer Schicht noch Polyelektrolyte in der Lösung befinden. Diese müssen 

durch mehrere Waschschritte entfernt werden. Prinzipiell können Nanokapseln mit be-

liebig vielen Schichten hergestellt werden. In den hier beschriebenen Versuchen besteht 

eine Nanokapsel aus 3 Schichten. Die verwendeten Polyelektrolyte sind von innen nach 

aussen: 

• Chitosan MMW, PEGPPGPEG und Chitosan MMW bei der Nanokapsel CPC, 

und

• Chitosan MMW, PAAMA und PAH 15 kDa bei der Nanokapsel CPP. 

Das Prinzip der Nanoverkapselung ist in  Abb. 1 schematisch dargestellt und wird im 

Folgenden detailliert beschrieben.
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Die Schichten der Nanokapsel CPC

PEGPPGPEG

Chitosan MMW

Chitosan MMW

Pankreasinsel

Inkubation 
in Chitosan

MMW

Inkubation in 
Chitosan

MMW

Waschen in 
HBSS

Inkubation in 
PEGPPGPEG

Waschen in 
HBSS

Waschen in 
HBSS

Waschen in 
HBSS

Herstellung der Nanokapsel CPC

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Herstellung der Polyelektrolyt-Nano-
kapseln – hier am Beispiel der Nanokapsel CPC. Im oberen Teil wird die fertige Nanokapsel  
mit  den drei eng anliegenden Polyelektrolytschichten gezeigt,  im unteren Teil  die einzelnen 
Schritte der LbL-Technik mit den jeweiligen Waschschritten.

Am Tag  der  Nanoverkapselung  wurden  die  Langerhans-Inseln  zunächst  zweimal  in 

HBSS gewaschen: Dazu wurden sie in ein 15 mL-fassendes Falcon-Röhrchen (BD Fal-

con™ Conical Tube, Fa. BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) überführt und wieder-

holt durch vorsichtiges Aufschwemmen, Sedimentieren und Verwerfen des Überstandes 

gewaschen.

Nach dem Waschen wurde die erste Schicht der Polyelektrolyt-Nanokapsel aufgebracht: 

Zu  den  sedimentierten  Langerhans-Inseln  wurde  die  Polykationlösung  für  die  erste 

Schicht hinzugegeben; in beiden Fällen handelt es sich um Chitosan MMW. Nach vor-

sichtigem Aufschwemmen der Inselsuspension in der Polykationlösung wurde den Po-

lykationen 13 Minuten Zeit für ihre Bindung an die Langerhans-Inseln gegeben. In die-

ser Zeit  sedimentierten die Langerhans-Inseln auf den Boden des Reaktionsgefässes. 

Danach  wurde  der  Überstand  vorsichtig  abgenommen,  und  es  folgten  zwei  weitere 

Waschschritte,  wie  oben beschrieben.  Wie  schon die  erste  Schicht,  wurde  auch  die 

zweite Schicht der Nanokapsel, aus Polyanionen bestehend, aufgebracht. Bei der Kapsel 
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CPC handelte es sich um PEGPPGPEG, bei der Kapsel CPP um PAAMA. Auch nach 

diesem Schritt wurde 2x mit HBSS gewaschen. Schliesslich wurde die dritte Schicht, 

wiederum aus Polykationen bestehend, aufgebracht. Bei der Kapsel CPC handelte es 

sich um Chitosan MMW, bei der Kapsel CPP um PAH 15 kDa. Zusätzlich wurde bei 

beiden Nanokapseln je ein Ansatz mit einer FITC-gekoppelten äusseren Schicht herge-

stellt; die weiteren Inkubationsschritte erfolgten lichtgeschützt. Nach dem Aufbringen 

der 3. Schicht wurden die nanoverkapselten Langerhans-Inseln 2x gewaschen und so-

dann in Kultur gegeben.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie von Nanokapseln mit Fluoreszenzfarbstoff

An den Tagen +1, +6 und +13 nach Nanoverkapselung wurden von den Langerhans-In-

seln digitale Bilder bei Durchlicht und bei Fluoreszenzlicht angefertigt (20-fache Ver-

grösserung; Fluoreszenzmikroskop BX50; analySIS-Software; digitale Kamera Color-

View 12; Fluoreszenzlicht der Wellenlänge 488 nm; Bandpassfilters von 530 nm; Be-

lichtungszeit der Fluoreszenzbilder 1.000 ms). Mit der Bildbearbeitungssoftware Micro-

soft Office PowerPoint wurden Farbton und Kontrast der Durchlichtbilder verbessert, 

sonst wurden keine Änderungen an den Bildern durchgeführt.

3.6 Stimulation der Langerhans-Inseln mit Glukose (Perifusion)

Die Perifusion der Inselzellen diente dem Nachweis ihrer Funktion. Es wurde die Sekre-

tionsdynamik der Inselzellen – mit und ohne ECMP beziehungsweise nach Nanover-

kapselung mit Polyelektrolyten – auf einen Glukose-Stimulus hin untersucht. Im Fol-

genden werden zunächst die verwendeten Medien beschrieben, sodann ein Überblick 

über die Perifusionsanlage gegeben und anschliessend die praktische Durchführung der 

Perifusion erläutert. Dr. A. Kerscher hat die Perifusionskammer und -apparatur entwi-

ckelt [105] und sie für diese Untersuchungen freundlicherweise zur Verfügung gestellt.

3.6.1 Perifusionsmedien

3.6.1.1 Krebs-Ringer-Lösung

Zur Herstellung der  Krebs-Ringer-Lösung (KRL) wurden in 1.000 mL Reinstwasser 

(Milli-Q®  Synthesis  A10,  Fa.  Millipore,  Billerica,  USA) die  folgenden Salze  gelöst: 
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6,721 g NaCl, 350,4 mg KCl, 163,3 mg KH2PO4, 295,8 mg MgSO4 * 7 H2O (alle Fa. 

Merck) und 376 mg CaCl2  (Fa. Sigma-Aldrich). Danach wurden 1,68 g NaHCO3  (Fa. 

Merck) und 10 mL 1 M Hepes-Puffer (Fa. Cell Concepts) dazugegeben. Der pH-Wert 

lag zwischen 7,2 und 7,4. Die KRL war die Stammlösung für die Perifusion und bildete 

die Grundlage für alle in der Perifusion verwendeten Lösungen. Für die Perifusion von 

zwei Kammern (s. u.) wurden 500 mL KRL benötigt, aus der alle übrigen Perifusions-

medien angesetzt wurden. Dazu wurde zunächst noch BSA (Bovines Serumalbumin, Fa. 

Serva, Heidelberg) in der Konzentration 1 mg/mL der KRL hinzugefügt.

3.6.1.2 Stimulationsmedien

In jeder Perifusion wurden die Langerhans-Inseln mit zwei verschiedenen Medien sti-

muliert. Wenn nicht anders beschrieben, gilt folgender Ablauf:

- Bei den Versuchen mit den ECMP handelt es sich um eine hochmolare Glukose-

Lösung (20 mM), zusätzlich wurde mit 20 mM KCl-Lösung stimuliert, um die 

Langerhans-Inseln zur Insulin-Freisetzung anzuregen.

- Bei den Versuchen mit den Polyelektrolyt-nanoverkapselten Langerhans-Inseln 

handelt es sich um eine niedrigmolare (3 mM) und eine hochmolare (20 mM) 

Glukose-Lösung.

Vor und nach den Stimulationsphasen wurden die Langerhans-Inseln mit KRL + BSA 

perifundiert. Abbildung 2 zeigt die verschiedenen Schritte der mehrstündigen Perifusi-

on, die verwendeten Stimulationsmedien und die Perifusionszeiten.

Abb. 2: Experimenteller Aufbau der Perifusion von porzinen Langerhans-Inseln in unterschied-
lich konzentrierten Glukose-Lösungen und in 20 mM KCl-Lösung. Die Inselzellen werden vor 
der Perifusion entweder mit ECMP im Medium kultiviert oder mit Polyelektrolyten nanover-
kapselt.
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Pro Perifusionskammer wurden jeweils 50 mL Stimulationsmedium benötigt: 

- Für  die  Stimulation  mit  3  mM  Glukose  wurden  27  mg  D(+)-Glukose  (Fa. 

Merck) in 50 mL KRL+BSA gelöst,

- für die Stimulation mit 20 mM Glukose wurden 180 mg D(+)-Glukose in 50 mL 

KRL+BSA gelöst und

- für die Stimulation mit 20 mM KCl wurden 329 µL KCl (3 M, Fa. VWR Inter-

national GmbH, Darmstadt) in 50 mL KRL+BSA gelöst.

3.6.2 Perifusionskammer und Zubehör

Im Folgenden werden die Perifusionskammer und das notwendige Zubehör beschrie-

ben. Abbildung 3 stellt den Aufbau der Perifusionsapparatur schematisch dar.

Abb. 3: Schematische Anordnung der Perifusionsapparatur: Während der Perifusion wird das 
Medium (1) über ein Schlauchsystem (2) und eine Rollenpumpe (3) in die Perifusionskammer 
transportiert. Das Medium umspült die Langerhans-Inseln in der Perifusionskammer (4), wird 
sodann aus der Perifusionskammer gespült und in einem Probengefäss (5) aufgefangen. Es kön-
nen mehrere Perifusionskammern gleichzeitig betrieben werden. Sie bestehen aus Edelstahl und 
liegen auf einer Heizplatte (6), die über ein Schlauchsystem, das aus einem beheizten Wasser-
bad (7) kommt, beheizt wird. Die Temperatur des Wasserbades wird über ein Thermoelement 
(8) gesteuert.  Verwendung der  Perifusionsanlage mit  freundlicher Genehmigung von Dr.  A. 
Kerscher [105].

3.6.2.1 Perifusionskammer

Die Langerhans-Inseln befinden sich während der Perifusion in der Perifusionskammer, 

bzw. in mehreren Perifusionskammern (Abb. 4), die gleichzeitig betrieben werden kön-

nen. Sie sind rund, bestehen aus einem Bodenteil und einem Deckel aus Edelstahl. Bei-

de Teile haben eine zentrale Bohrung mit einem Durchmesser von 8 mm, die jeweils 
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mit einem Stück Plexiglas verschlossen werden; so entstehen 2 Fenster. Am oberen Teil 

der Kammer sind zwei zuführende Schläuche befestigt, die mit einem Adapter mit In-

jektionsmembran (IN-Stopper, Fa. B. Braun, Melsungen) enden. An diese kann jeweils 

ein Schlauch über eine Kanüle (Sterican® 1,10 x 30 mm, Fa. B. Braun) angeschlossen 

werden. Vom Unterteil der Kammer führt ein Schlauch weg, der mit einer Kanüle endet. 

In eine Vertiefung des Unterteils wird ein Gummiring (Aussendurchmesser 13 mm) ge-

legt. Wird nun der obere Teil mit Hilfe von drei Schrauben an dem unteren Teil der Pe-

rifusionskammer befestigt,  entsteht in ihrer Mitte  ein Hohlraum. Dieser ist  luft-  und 

wasserdicht verschlossen und mit dem Äusseren nur über die drei Schläuche verbunden. 

Während der  Perifusion  befinden sich  hier  die  Langerhans-Inseln,  die  innerhalb  der 

Kammer noch auf einem wasserdurchlässigen Gazefilter liegen, welcher vom O-Ring 

gehalten wird.

Abb. 4: Aufbau der Perifusionskammer. Auf das Unterteil aus Edelstahl (1) werden ein Gummi-
ring (2) und ein Gazefilter (3) gelegt; der obere Teil der Kammer (4) wird mit 3 Schrauben (5)  
am unteren Teil befestigt. Der obere Teil der Kammer hat 2 zuleitende Schläuche mit Adapter 
(6), der untere Teil einen ableitenden Schlauch (7).  Verwendung der Perifusionskammern mit 
freundlicher Genehmigung von Dr. A. Kerscher [105].

3.6.2.2 Heizplatte und Wasserbad

Die Kammern liegen während der Perifusion auf einer Heizplatte, die aus Aluminium-

teilen (Dicke 2 mm, Baufachmarkt Obi, Würzburg) aufgebaut ist. Die Heizplatte mit 

den Kammern liegt  als  Brücke in einem modifizierten  Perifusionsgerät  (Suprafusion 

1.000, Fa. Brandel, USA). Auf der Heizplatte liegen die Kammern über einem Plastik-

ständer, in dem die Plastikröhrchen zum Auffangen der Perifusionsflüssigkeit stehen. 

Die Heizplatte wird über ein Schlauchsystem mit Hilfe eines Wasserbades (006 T, Fa. 

Lauda, Lauda-Königshofen) mit Thermoelement (Ecoline E200, Fa. Lauda) auf 37,5°C 

erwärmt. Ausserdem dient das Wasserbad dazu, die Perifusionslösungen vor ihrer Ver-

wendung auf 37,5°C zu erwärmen.
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3.6.2.3 Schlauchrollenpumpe

Zu jeder Perifusionskammer führt ein Schlauch, in dem das Perifusionsmedium trans-

portiert wird. Die Schläuche führen über eine Rollenpumpe (MCP Standard, Fa. Ismatec 

Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld), welche den Vorschub für das Me-

dium liefert. Die pro Zeiteinheit beförderte Menge der Flüssigkeit kann durch Regulie-

ren der Pumpgeschwindigkeit von 0,1 bis 200 mL/h eingestellt werden.

3.6.2.4 Schlauchsysteme

Die Verbindung zwischen dem Perifusionsmedium in den Falcon-Röhrchen und den Pe-

rifusionskammern besteht aus einem System aus mehreren Schläuchen (Tygon LFL, Fa. 

Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH) mit einem Innendurchmesser von 0,27 mm. Un-

tereinander  sind  die  Schläuche  über  Metallröhrchen  verbunden.  Das  eine  Ende  des 

Schlauchsystems,  welches  das  Perifusionsmedium  aufnimmt,  ist  offen.  Das  andere 

Ende, das zur Perifusionskammer führt, trägt eine Kanüle, über die dieser Schlauch mit 

dem zuführenden Schlauch der  Perifusionskammer  (s.  Abb.  4;  Punkt 6) verbunden 

wird.

3.6.2.5 Einwegartikel

Die  für  die  Perifusion  verwendeten  Lösungen  wurden  in  Falcon-Röhrchen  (BD 

Falcon™ Conical Tubes, 50 mL, Fa. BD Biosciences) abgefüllt, in den Plastikständer 

im Wasserbad gestellt und auf 37,5°C erwärmt. Die während der Perifusion gewonne-

nen Mediumproben werden in 5 mL-Plastikröhrchen (Fa. Sarstedt, Nürmbrecht) aufge-

fangen, in Eppendorfgefässen portioniert, beschriftet und bei -20°C bis zur Insulinbe-

stimmung tief gefroren.

3.6.3 Durchführung der Perifusion

Alle Perifusionslösungen wurden – wie oben beschrieben – im Wasserbad vorgewärmt; 

ebenso die Perifusionskammern – noch unverschlossen – auf der Heizplatte  beheizt. 

Alle Schläuche wurden vor der Perifusion mit KRL durchgespült, um sie von restlicher 

Reinigungslösung – falls vorhanden – zu befreien und um ihre Durchgängigkeit zu prü-

fen. Für jede Perifusionskammer wurden 1.000 Inseläquivalente (IEQ) benötigt. Aus je-

der Kulturflasche mit Langerhans-Inseln wurden 2x 50 µL Zellsuspension entnommen; 
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diese wurde in eine Multiwellplatte pipettiert und die IEQ bei 5-facher Vergrösserung 

im Lichtmikroskop (Axiovert 40C, Fa. Carl Zeiss AG, Jena) ausgezählt. Der Durchmes-

ser der Langerhans-Inseln bildete die Basis für die Berechnung der jeweils benötigten 

IEQ-Anzahl pro Perifusionskammer.

Aus jeder Kulturflasche wurde die zuvor berechnete Anzahl Langerhans-Inseln entnom-

men und in ein Eppendorfgefäss übertragen. Die Langerhans-Inseln sedimentierten bei 

Zimmertemperatur,  der  Überstand  wurde  vorsichtig  abgenommen  und  die  Langer-

hans-Inseln in möglichst kleinem Mediumvolumen in die Perifusionskammer überführt. 

Nacheinander wurden die Perifusionskammern mit den Langerhans-Inseln bestückt. Das 

Überführen der Langerhans-Inseln auf den Gazefilter in den Kammern erfolgte mit ei-

ner Glaspipette. Der Einschluss von Luftblasen in die Inselsuspension war in jedem Fall 

zu vermeiden. Anschliessend wurden oberer und unterer Teil der Kammer über die 3 

Schrauben (s. o.) miteinander verbunden und auf die Heizplatte gelegt.

Nach  Verbinden  aller  Perifusionsteile  wurde  die  Perifusion  mit  einer  Durchlaufge-

schwindigkeit von 1 mL/min gestartet. Begonnen wurde mit der KRL+BSA nach dem 

in Abb. 2 gezeigten Schema. Nach den ersten 2 Minuten wurde geprüft, ob sich unter 

den Deckgläschen (Fenstern) der Perifusionskammern Luftblasen gebildet hatten. War 

dies der Fall, wurden sie mit einer 1 mL-Einmalspritze (Omnifix F, Fa. B. Braun) aus 

dem zweiten blind verschlossenen Schlauch des Oberteils der Perifusionskammer abge-

zogen. Anschliessend wurde die Perifusion fortgesetzt.  Die Perifusionsflüssigkeit  der 

ersten 5 Minuten wurde verworfen. Sodann wurde von der perifundierten KRL + BSA 

alle 5 Minuten eine Probe gewonnen und wie oben beschrieben für die spätere Insulin-

bestimmung prozessiert (s. Abb. 2).

Nach 40 Minuten wurde die Perifusion kurz für den Wechsel des Perifusionsmediums 

gestoppt. Beim ersten Stimulationsmedium (3 bzw. 20 mM Glukose, s. Abb. 2) wurde 5 

Minuten lang jede Minute eine neue Probe gewonnen, danach dreimal alle 5 Minuten. 

Nach diesem Zeitablauf erfolgte auch die Probengewinnung bei den dann folgenden Pe-

rifusionsschritten.  Immer wenn das Perifusionsmedium gewechselt  wurde, wurde die 

Perifusion gestoppt, um das Ansaugen von Luftblasen in die Schläuche und Kammern 

zu verhindern.
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Nach Gewinnung von ca. 8 Proben wurden diese in die vorbereiteten Eppendorfgefässe 

pipettiert  und  bei  -20°C  tief  gefroren.  Nach  dem  Ende  der  Perifusion  wurden  die 

Schläuche und Kammern mit 70 %igem Ethanol und Reinstwasser gespült.

3.7 Insulinbestimmung

Der Insulingehalt der Perifusionsproben wurde mit dem ELISA (engl.  Enzyme-Linked  

Immunosorbent Assay) bestimmt. Verwendet wurden 2 verschiedene nicht-kompetitive 

Assays: Überwiegend wurde ein im Rahmen einer früheren Dissertation im eigenen La-

bor entwickelter ELISA (im Folgenden Labor-ELISA genannt) verwendet [105]. Die 

Überprüfung der Messgenauigkeit dieses Labor-ELISA erfolgte mit einem kommerziel-

len ELISA (Fa. Biosource, Camarillo, USA), im Folgenden Biosource-ELISA genannt.

3.7.1 Labor-ELISA

Im Folgenden wird der Labor-ELISA für eine 96-Well-Platte (Fa. Nunc GmbH & Co. 

KG) beschrieben. Wenn nicht anders vermerkt, wurden in jedem Versuchsschritt 100 

µL der jeweiligen Versuchslösung in jedes Well der Platte pipettiert, sodann folgte eine 

1-stündige Inkubation bei Raumtemperatur.  Als Waschlösung diente PBS-Tween-Lö-

sung: 10 PBS-Tabletten (Fa. Oxoid Ltd, Hampshire, UK) und 500 µL Tween® 20 (Fa. 

Sigma-Aldrich) wurden in 1 L Reinstwasser gelöst. Hiermit wurden die Platten nach je-

dem Inkubationsschritt  3x  im ELISA-Washer  (Fa.  Dynatech  Medical  Products  Ltd., 

Guernsey, GB) gewaschen, um ungebundene Substanzen zu entfernen. Einen Tag vor 

Beginn des Labor-ELISA wurden 31,5 µL des Maus-anti-human-Insulin Antikörpers 

(Fa. Biomedicals AG, Augst, Schweiz) in 10,5 mL 50 mM NaHCO3 gelöst,  die 96-

Well-Platten damit beschichtet und inkubiert (4°C über Nacht). Am folgenden Tag wur-

den, um freie Adhäsionsstellen für Proteine zu blockieren, in jedes Well 300 µL PBS-T-

ween-BSA-Lösung pipettiert  (10 mg BSA/mL PBS-Tween-Lösung).  Die Standardlö-

sungen zur Berechnung der Insulinkonzentrationen wurden mit Reinstwasser angesetzt. 

Insulin-Konzentrationen (Standardlösungen) waren bei den ersten Versuchen: 0, 6, 14,4, 

40, 119 und 310 µIU/mL, später wurde mit 0, 5,1, 13,8, 44,4, 128 und 324 µIU/mL (alle 

Fa. Biosource) gearbeitet. Die mit Standardlösungen und den mit PBS verdünnten Pro-

ben belegte Platte wurde zwei Stunden inkubiert.  Primärantikörper zur Detektion des 

Insulins war “Guinea Pig-anti-Insulin” (Fa. Dako Deutschland GmbH, Hamburg), von 
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diesem  wurden  12,5  µL  in  10,5  mL  PBS-Tween-BSA-Lösung  gelöst.  Der  nächste 

Schritt war das Aufbringen der Sekundärantikörperlösung, dafür waren 1 µL “Horsera-

dish Peroxidase Conjugated Affinity Purified anti-Guinea Pig” (Fa. Rockland, Gilberts-

ville, USA) in 10,5 mL PBS-Tween-BSA gelöst worden. Die an den Sekundärantikör-

per gebundene  Horseradish Peroxidase (HRP) wandelte das ABTS der Farbstoffent-

wicklungslösung (15 mg ABTS (Fa. Sigma-Aldrich) in 10,5 mL 0,1 M Citratpuffer (Fa. 

Merck) gelöst,  danach Zugabe von 10 µL H2O2  (Fa. Merck)) in eine fluoreszierende 

Form um. Im ELISA-Reader (Fa. Dynatech Medical Products Ltd.) wurde die Menge 

des Farbstoffes bei Licht der Wellenlänge 405 nm gemessen. Anhand der Menge des 

Farbstoffes, der bei den Standardlösungen mit bekannten Insulinkonzentrationen gemes-

sen wurde, berechnete die Software Biolinx2 (Fa. Dynatech Laboratories Inc., Chantil-

ly, USA) eine sigmoide Standardkurve, mit deren Hilfe der Insulingehalt der Proben be-

stimmt wurde.

3.7.2 Biosource-ELISA

Alle Lösungen und Antikörper für den Biosource-ELISA wurden gemäss mitgelieferter 

Anleitung angesetzt. Zur Durchführung des Biosource-ELISA: Je 50 µL der Standardlö-

sungen und verdünnten Proben wurden in ein Well der 96-Well-Platte pipettiert. Sodann 

wurde der HRP-konjugierte Anti-Insulin-Antikörper hinzugefügt. Nach der 30-minüti-

gen Inkubation und 3x Waschen wurden in jedes Well 200 µL Chromogen-Lösung hin-

zugefügt. Die Farbstoffentwicklung wurde nach einer 15-minütigen Inkubation durch 

Zugabe von 50 µL Stopplösung je Well  beendet.  Innerhalb einer  Stunde wurde die 

Farbstoffmenge bei 450 nm im ELISA-Reader gegen einen Referenzfilter von 650 nm 

gemessen. Mit der Biolinx2-Software wurde die Standardkurve berechnet, anhand derer 

der Insulingehalt der Proben ermittelt wurde.

4 Ergebnisse

4.1 Perifusion von Langerhans-Inseln nach Zusatz von extrazellulären Matrix-

proteinen zum Kulturmedium

Hierfür wurden 4 unterschiedliche Präparationen von porzinen Langerhans-Inseln ver-

wendet: I-01-06, I-04-06 und I-12-06, die I-08-06 nur in einem ergänzenden Versuch. 
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Die 4 Inselzell-Präparationen stammten von unterschiedlichen Spendertieren, alle übri-

gen Parameter waren identisch. Die mittels Dithizon-Färbung bestimmte Reinheit der 

Inselzellen betrug in allen 4 Präparationen 90-95 %, die mittels FDA/PI-Färbung be-

stimmte Vitalität 85-90 %.

4.1.1 Kultur und Perifusion ohne extrazelluläre Matrixproteine

Unmittelbar nach der Isolierung begann die Kultur der Langerhans-Inseln in HAM’s F-

12-Medium. Perifusionen nach Stimulation mit 20 mM Glukose erfolgten am Tag +1 

und Tag +6, jeweils von der 40. bis zur 60. Minute. Die Langerhans-Inseln sollten hier-

auf mit einer erhöhten Insulin-Ausschüttung reagieren. Zugabe von 20 mM KCl zur In-

selzell-Kultur sollte die maximale Insulin-Ausschüttung provozieren.

Abb. 5: Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln, die ohne extrazelluläre Matrixproteine 
kultiviert wurden; Tag +1; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = 
Kaliumchlorid.
Vor und nach den Stimulationsphasen (mit 20 mM Glukose bzw. 20 mM KCl) wurden 

die  Inselzellen  mit  dem neutralen  Medium KRL+BSA perifundiert,  hier  wurde eine 

gleichmässig niedrige Insulin-Basisausschüttung erwartet.

Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der Perifusion für die 3 unterschiedlichen Inselzell-Prä-

parationen und den Tag +1. Danach reagiert lediglich I-01-06 mit einer ca. 10-fachen 

Insulin-Ausschüttung nach Glukosestimulation; I-12-06 reagiert zeitlich verzögert. Bei 
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I-04-06 kommt es zu einem Rückgang der Insulin-Ausschüttung. Auf KCl reagieren nur 

2 von 3 Präparationen sofort mit gesteigerter Insulin-Ausschüttung, I-12-06 erneut ver-

zögert.  Abbildung 6 dokumentiert das Ergebnis für die Perifusion der 3 Präparationen 

am Tag +6: Präparation I-01-06, die am Tag +1 eine vergleichsweise hohe Insulin-Aus-

schüttung nach Glukose- und Kaliumchloridstimuli gezeigt hatte, hat am Tag +6 offen-

bar ihre Stimulierbarkeit eingebüsst. Präparation I-04-06 zeigt einen sehr viel besseren 

Kurvenverlauf als am Tag +1; auffällig ist die um den Faktor 5 erhöhte Insulin-Aus-

schüttung, wenn die Langerhans-Inseln mit 20 mM Glukose stimuliert werden.

Abb. 6: Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln, die ohne extrazelluläre Matrixproteine 
kultiviert wurden; Tag +6; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = 
Kaliumchlorid.

Die Insulin-Messungen für Präparation I-12-06 dagegen brechen in der 64. Minute ab, 

da die folgenden absoluten Messwerte alle unter der Standardkurve lagen. [Um Mess- 

und Gerätebedienungsfehler auszuschliessen, wurden die Proben in einem 2. Insulin-E-

LISA erneut gemessen; in diesem Versuch brach die Kurve bereits in der 61. Minute ab, 

womit das Ergebnis des 1. Insulin-ELISA bestätigt wurde.]

4.1.2 Kultur und Perifusion mit extrazellulären Matrixproteinen

Da die 3 Präparationen sehr unterschiedliche und zugleich sehr unbefriedigende Insulin-

Ausschüttungen nach Stimulation mit Glukose gezeigt hatten, was bei identischem Iso-
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lierungsverlauf und einwandfreien Perifusionen überrascht, stellt sich die Frage, ob die 

Kultur der Langerhans-Inseln unter Zusatz von extrazellulären Matrixproteinen ihre Sti-

mulationsfähigkeit verbessern würde. Nagata et al. hatten nämlich gezeigt, dass die Zu-

gabe von ECMP zur Inselzellkultur, im Vergleich zu einer Kontrollkultur ohne ECMP, 

die Vitalität und Funktion von Ratten-Inselzellen verbesserte [33]. ECMP, die physiolo-

gisch im Pankreas vorkommen, sind unter anderem Kollagen IV, Laminin und Fibro-

nektin [29, 32, 36]. Diese ECMP wurden dem Kulturmedium HAM’s F-12 hinzugefügt, 

einmal in der Kombination Kollagen IV + Laminin (C+L) und einmal in der Kombinati-

on Kollagen IV + Laminin + Fibronektin (C+L+F). Ergänzend wurde noch Fibronektin 

allein untersucht.

4.1.2.1 Kultur und Perifusion mit Kollagen IV und Laminin

Einem Teil der Inselzell-Kultur der o. g. Präparationen wurden die ECMP Kollagen IV 

und Laminin hinzugegeben (s. Material und Methoden). 24 Stunden später (Tag +1) er-

folgten die Perifusionen dieser ECMP-behandelten Langerhans-Inseln, gleichzeitig mit 

den Perifusionen der unbehandelten Inselzellen. Abbildung 7 zeigt das Ergebnis dieses 

Versuches für den Tag +1: Präparation I-01-06 zeigt einen Rückgang der Insulin-Sekre-

tion nach Stimulation mit Glukose und reagiert nicht auf die KCl-Stimulation. I-04-06 

und I-12-06 reagieren auf die Glukose-Stimulation mit einer Verdoppelung der Insulin-

ausschüttung; auf die KCl-Stimulation reagiert nur Präparation I-04-06 mit einer 4-fa-

chen Insulinausschüttung.
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Abb. 7: Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln nach Zusatz der extrazellulären Matrix-
proteine Kollagen IV und Laminin zum Kulturmedium; Tag +1; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; 
BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = Kaliumchlorid.

In Abb. 8 wird das Ergebnis der 3 Perifusionen am Tag +6 dargestellt. 

Abb. 8: Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln nach Zusatz der extrazellulären Matrix-
proteine Kollagen IV und Laminin zum Kulturmedium; Tag +6; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; 
BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = Kaliumchlorid.

I-01-06 zeigt, wie schon am Tag +1, keine gesteigerte Insulin-Ausschüttung auf die Sti-

mulation, sondern erneut einen Rückgang der Sekretion nach der Gabe von Glukose. 
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Präparation I-04-06, die am Tag +1 deutlich auf die beiden Stimuli reagierte, zeigt hier 

nur einen sehr geringen Anstieg der Insulinausschüttung nach Glukose-Stimulation und 

einen verspäteten und langsamen Anstieg 10 Minuten nach KCl-Stimulation.  I-12-06 

hingegen reagiert deutlich stärker als am Tag +1 und zeigt eine 6-fache Insulinausschüt-

tung nach Glukose-Stimulation und auch nach KCl-Stimulation, hier allerdings um 5 

Minuten verzögert. Unerwartet ist, dass die Insulinausschüttung nach Überführung der 

Langerhans-Inseln in das „neutrale“ Medium KRL + BSA um den Faktor 6 ansteigt.

4.1.2.2 Kultur und Perifusion mit Kollagen IV, Laminin und Fibronektin

Im folgenden Experiment wurden die beiden ECMP Kollagen IV und Laminin um das 

ECMP Fibronektin erweitert. Ansonsten waren die Insel-Präparationen, Kultur- und Pe-

rifusionsbedingungen mit den vorherigen Versuchen identisch. Die Ergebnisse der Peri-

fusionen für den Tag +1 sind in Abb. 9 zusammengefasst.

Abb. 9: Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln nach Zusatz der extrazellulären Matrix-
proteine Kollagen IV, Laminin und Fibronektin zum Kulturmedium;  Tag +1; KRL = Krebs-
Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = Kaliumchlorid.

I-01-06 zeigt einen 1,5-fachen Anstieg der Insulinausschüttung nur nach Stimulation 

mit Glukose. Bei I-04-06 ist die Reaktion auf den Glukose-Stimulus um mehr als das 

1,5-fache erhöht, auch hier erfolgt keine Reaktion auf die KCl-Stimulation. I-12-06 rea-

giert  deutlich mit  einer 4-fachen Insulinausschüttung nach Glukose-Stimulation,  aber 
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auch hier erfolgt keine Reaktion auf KCl. Es bleibt festzuhalten, dass keine der drei Prä-

parationen am Tag +1 auf die KCl-Stimulation reagiert; hier kommt es zu einem leich-

ten Abfall der Insulin-Ausschüttung.

Abbildung 10 dokumentiert das Ergebnis der Perifusionen für die Inselzell-Kultur mit 3 

ECMP und den Tag +6: Alle 3 Präparationen zeigen eine 4- bis 5-fach erhöhte Insulin-

Ausschüttung nach Glukose-Stimulation. Unerwartet ist, dass jetzt auch eine Reaktion 

auf das „neutrale“ Medium KRL + BSA erfolgt: In allen 3 Präparationen ist die Insulin-

Ausschüttung um das 2- bis 3-fache erhöht. Auf KCl hingegen reagieren nur I-01-06 

und I-12-06 mit einer 2-fach höheren Ausschüttung, I-04-06 zeigt keine Reaktion. Ins-

gesamt zeigen die Insel-Präparationen nach Zusatz von Kollagen IV, Laminin und Fi-

bronektin am Tag +6 die höchsten Insulin-Freisetzungen: Alle 3 Präparationen reagie-

ren deutlich auf den Glukose-Stimulus, die Reaktion auf den KCl-Stimulus erfolgt in 2 

von 3 Präparationen.

Abb.  10:  Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln nach Zusatz der extrazellulären Ma-
trixproteine Kollagen IV, Laminin und Fibronektin zum Kulturmedium; Tag +6; KRL = Krebs-
Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin; KCl = Kaliumchlorid.

Kultur und Perifusion mit Fibronektin 

Nachdem die Zugabe von C+L+F zu einem besseren Ergebnis als die Zugabe von nur 

C+L geführt hatte, wurde in einem ergänzenden Versuch der Effekt von Fibronektin 
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ohne Kollagen IV und Laminin auf die Langerhans-Inseln untersucht. Die Durchfüh-

rung der Perifusionen entsprach den Versuchen mit den anderen ECMP; hier dargestellt 

sind die Ergebnisse vom Tag +6 (Abb. 11). Offensichtlich führt die Exposition von Fi-

bronektin zu einer schlechteren Inselzell-Funktion: Nur I-12-06 reagiert mit einer Ver-

doppelung der Insulin-Sekretion auf die Stimulation mit 20 mM Glukose; abgesehen da-

von fehlen die erwarteten Insulin-Peaks.

Abb.  11:  Perifusion isolierter  porziner Langerhans-Inseln,  die nur  mit  Fibronektin kultiviert 
wurden; Tag +6; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin, KCl = Kalium-
chlorid.

4.2 Perifusion der nanoverkapselten Langerhans-Inseln

Diese Versuche wurden mit 4 Präparationen porziner Langerhans-Inseln durchgeführt: 

I-16-06, I-19-06, I-32-06 und I-08-07. Die Reinheit der Inselzellen nach der Präparation 

(Dithizon-Färbung) betrug jeweils 90 %, ihre Vitalität (FDA/PI-Färbung) 80-90 %.

4.2.1 Kultur und Perifusion der unverkapselten Langerhans-Inseln

Nachdem die ECMP-behandelten Inselzellen sehr unterschiedliche Ergebnisse nach Sti-

mulation ergeben hatten, und daher die Perifusionsergebnisse nicht einfach zu beurtei-

len waren, sollte das System in einer zweiten Versuchsreihe mit Polyelektrolyt-nanover-

kapselten Inselzellen vereinfacht werden. So wurde festgelegt, dass nur noch mit einer 

Glukoselösung stimuliert wurde; auf die Stimulation mit der KCl-Lösung wurde ver-
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zichtet. Bei den Perifusionen mit der Präparation I-16-06 wurde einmal mit 20 mM Glu-

kose nach 40 Minuten stimuliert und die Perifusion nach 80 Minuten beendet. Bei den 

drei anderen Präparationen wurde nach 40 Minuten mit 3 mM Glukose, nach 80 Minu-

ten mit 20 mM Glukose stimuliert; in diesen Fällen dauerte die gesamte Perifusion 120 

Minuten.  Auch hier  wurde  vor  und  nach  den  Stimulationsphasen  mit  der  neutralen 

KRL+BSA perifundiert und dabei eine niedrige Insulin-Basisausschüttung erwartet.

Abb. 12:  Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln ohne Polyelektrolyt-Nanoverkapse-
lung; Tag +1; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Im Falle der roten 
Kurve (* signalisiert  die Kurve und die zugehörigen Medien) werden die Langerhans-Inseln 
nach 40 Minuten mit 20 mM Glukose stimuliert.

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Insulin-Ausschüttung für die 4 Präparationen 

und den Tag +1. Die Ergebnisse ähneln jenen der Kontroll-Inselzellen der o. g. ECM-

Versuche am Tag +1: I-16-06 reagiert gar nicht, I-19-06 mit einem Rückgang der Insu-

lin-Sekretion nach dem Glukosestimulus. In I-32-06 dagegen verdoppelt sich die Insu-

lin-Ausschüttung sowohl nach dem Stimulus mit 3 mM als auch mit 20 mM Glukose. I-

08-07 zeigt eine 5-fache Insulinausschüttung nach 3 mM Glukose-Stimulation, nach 20 

mM eine Verdoppelung. 

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe für den Tag +6. Hier fällt der 

im Vergleich zu den drei anderen Präparationen deutlich höhere Kurvenverlauf bei I-08-

07 auf; es kommt zur Verdoppelung der Insulin-Ausschüttung nach 3 mM und 20 mM 

Glukosegabe. 
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Abb. 13:  Perifusion isolierter porziner Langerhans-Inseln ohne Polyelektrolyt-Nanoverkapse-
lung; Tag +6; KRL = Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Im Falle der roten 
Kurve (* signalisiert die Kurve und die zugehörigen Medien) werden die Inselzellen nach 40 
Minuten mit 20 mM Glukose stimuliert. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde 
der Maximalwert der Ordinate bei 3000 µIU/ml belassen. Höhere Insulinwerte werden als Zahl 
an der entsprechenden Kurve vermerkt.

Ausserdem kommt es hier zu einem zusätzlichen, verspäteten 4-fachen Insulinanstieg 

nach Stimulation mit 20 mM Glukose und zu einem mehr als 2-fachen nach der Gabe 

von KRL+BSA. Bei der I-16-06 führen 20 mM Glukose zur 4-fachen Insulinausschüt-

tung; auch hier ist eine unspezifische Stimulation durch KRL+BSA zu beobachten (9-

fache Steigerung der Insulin-Ausschüttung). I-19-06 zeigt eine Verdoppelung der Insu-

lin-Freisetzung nach Gabe von 3 mM Glukose, aber keine besondere Reaktion auf die 

Gabe von 20 mM Glukose. I-32-06 reagiert auf keine der beiden Lösungen mit einer 

verstärkten Insulin-Freisetzung.

4.2.2 Kultur und Perifusion der nanoverkapselten Langerhans-Inseln

Die Langerhans-Inseln wurden nach der Isolierung und Reinigung zunächst 3-7 Tage in 

HAM’s F-12 kultiviert, danach mit Hilfe der LbL-Technik mit Polyelektrolyten nano-

verkapselt (s. Material und Methoden). Am Tag +1 und am Tag +6 erfolgten zeitgleich 

mit den unverkapselten Langerhans-Inseln die Perifusionen. Die technischen Bedingun-

gen waren für unverkapselte und nanoverkapselte Langerhans-Inseln gleich.
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4.2.2.1 Kultur und Perifusion der CPC-nanoverkapselten Langerhans-Inseln 

Die erste Polyelektrolyt-Nanokapsel besteht aus Chitosan MMW/PEGPPGPEG/Chito-

san MMW (CPC). Mit CPC wurden drei Inselzell-Präparationen nanoverkapselt: I-19-

06, I-32-06 und I-08-07. Die Ergebnisse der Perifusion mit Glukose am Tag +1 sind in 

Abb. 14 dargestellt. 

Abb. 14: Perifusion isolierter porziner CPC-nanoverkapselter Langerhans-Inseln; Tag +1; KRL 
= Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Zur besseren Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse wurde der Maximalwert der Ordinate bei 3000 µIU/ml belassen. Höhere Insulinwerte 
werden als Zahl an der entsprechenden Kurve vermerkt.

Die Präparation I-19-06 reagiert mit einem Rückgang der Insulin-Sekretion auf den Sti-

mulus, vergleichbar den Kontroll-Inselzellen. I-32-06 zeigt eine Verdoppelung der Insu-

lin-Ausschüttung nur nach Gabe von 3 mM Glukose. I-08-07, die auch in der Kontrolle 

am Tag +6 durch hohe Insulinwerte aufgefallen war, zeigt hier nach 60 Minuten eine 

sehr  hohe Insulin-Ausschüttung,  unter  anderem einen 8-fachen Anstieg  des  Insulins 

nach Gabe von 20 mM Glukose, allerdings erst 10 Minuten nach Beginn der Glukose-

gabe. Nach der Gabe von 3 mM Glukose kommt es auch hier zu einem Rückgang der 

Sekretion.
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Abb. 15: Perifusion isolierter porziner CPC-nanoverkapselter Langerhans-Inseln; Tag +6; KRL 
= Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Zur besseren Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse wurde der Maximalwert der Ordinate bei 3000 µIU/ml belassen. Höhere Insulinwerte 
werden als Zahl an der entsprechenden Kurve vermerkt.

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der CPC-nanoverkapselten Inseln am Tag +6. 

Am Tag +6 ist die Insulin-Ausschüttung im Vergleich zum Tag +1 gesteigert. Die Kur-

ve von I-19-06 verzeichnet nach 3 mM Glukose einen leichten Anstieg um den Faktor 

1,5; auf die Gabe von 20 mM reagieren die CPC-nanoverkapselten Langerhans-Inseln 

nicht. I-32-06 reagiert nach 3 mM Glukose mit einem Rückgang der Sekretion, nach 20 

mM Glukose kommt es zur 2-fachen Insulin-Ausschüttung. Abgesehen davon, dass die 

Inselzellen von I-08-07 die Perifusion mit höheren Insulinwerten beginnen und auf 3 

mM Glukose eine 3-fache Insulinausschüttung zeigen, gleicht ihr Insulinprofil  jenem 

vom Tag +1: Ab der 60. Minute erkennt man mehrere hohe Insulinwerte, davon einer 

mit der 15-fachen Insulin-Ausschüttung 10 Minuten nach Gabe von 20 mM Glukose 

und wie am Tag +1 verzögert. Die hohen Insulinwerte, die bei der I-08-07 nach 60 Mi-

nuten auftreten, sind bei den CPC-nanoverkapselten Inseln kräftiger ausgeprägt als im 

Kontrollversuch am Tag +6.
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4.2.2.2 Kultur und Perifusion der CPP-nanoverkapselten Langerhans-Inseln

Die zweite  Polyelektrolyt-Nanokapsel  besteht  aus Chitosan MMW/PAAMA/PAH 15 

kDa (CPP). Mit diesen Polyelektrolyten wurden die Präparationen I-16-06, I-32-06 und 

I-08-07 nanoverkapselt. Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Perifusion am Tag +1. 

Abb. 16: Perifusion isolierter porziner CPP-nanoverkapselter Langerhans-Inseln; Tag +1; KRL 
= Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Im Falle der roten Kurve (* signali-
siert die Kurve und die zugehörigen Medien) werden die Inselzellen nach 40 Minuten mit 20 
mM Glukose stimuliert. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der Maximalwert  
der Ordinate bei 3000 µIU/ml belassen. Höhere Insulinwerte werden als Zahl an der entspre-
chenden Kurve vermerkt.

I-16-06 reagiert nicht auf den Glukose-Stimulus, I-32-06 zeigt nach Stimulation mit 3 

mM Glukose eine 2-fache Steigerung der Insulin-Ausschüttung, nach 20 mM Glukose 

kommt es zur verminderten Sekretion. I-08-07, deren Kurve auf einem höheren Niveau 

verläuft, verglichen mit den beiden anderen Präparationen, zeigt keine erhöhten Insulin-

werte und reagiert auf beide Glukosegaben mit einem Rückgang der Insulin-Ausschüt-

tung.

Das Ergebnis der Perifusion am Tag +6 ist in Abb. 17 dargestellt. Während es bei I-32-

06 als Reaktion auf die Stimulation mit Glukose zum Rückgang der Insulin-Sekretion 

kommt, zeigen I-16-06 und I-08-07 erhöhte Insulin-Ausschüttungen nach Gabe von 20 

mM Glukose; wobei I-16-06 eine 4-fach gesteigerte Insulin-Ausschüttung zeigt, aller-

dings 5 Minuten verspätet. Bei I-08-07 ist diese um den Faktor 1,5 gesteigert. Das Insu-
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linprofil von I-08-07 verläuft, wie schon zuvor, auf einem höheren Niveau als die Profi-

le der beiden übrigen Präparationen.

Abb. 17: Perifusion isolierter porziner CPP-nanoverkapselter Langerhans-Inseln; Tag +6; KRL 
= Krebs-Ringer-Lösung; BSA = Bovines Serumalbumin. Im Falle der roten Kurve (* signali-
siert die Kurve und die zugehörigen Medien) werden die Inselzellen nach 40 Minuten mit 20 
mM Glukose stimuliert.

Bei den CPP-nanoverkapselten Langerhans-Inseln fehlen – im Gegensatz zu den CP-

C-nanoverkapselten Langerhans-Inseln und jenen der Kontrollversuche – die sehr hohen 

Insulinwerte. Besonders zu beobachten ist, dass es im Falle der CPP-Nanokapseln am 

Tag +1 kaum zu einem Anstieg der Insulin-Ausschüttung kommt. Am Tag +6 dagegen 

sind bei 2 von 3 Präparationen deutliche Anstiege nach der Gabe von 20 mM Glukose 

erkennbar. Auffallend ist ausserdem die hohe Insulin-Basisausschüttung bei I-08-07.

4.3 Verwendung von FITC-gekoppelten Polyelektrolyten

In  diesen  Versuchen  sollte  die  Polyelektrolyt-Nanokapsel  sichtbar  gemacht  werden. 

Dazu wurde ein Teil der Inselzellen mit Polyelektrolyten nanoverkapselt, an die FITC 

gekoppelt war. Die damit verbundene Fluoreszenz wurde mittels Fluoreszenzmikrosko-

pie detektiert. Diese Versuche wurden mit zwei Präparationen durchgeführt, die bereits 

für die Perifusionen mit Polyelektrolyt-nanoverkapselten Langerhans-Inseln eingesetzt 

wurden: I-32-06 und I-08-07; ihre Reinheit betrug 90 %, ihre Vitalität 80-85 %. 
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4.3.1 Fluoreszenzmikroskopie unverkapselter Langerhans-Inseln (Kontrollen)

Die unverkapselten Langerhans-Inseln (Kontrollen)  wurden nacheinander  mit  Durch-

licht und Fluoreszenzlicht betrachtet; es galt sicher auszuschliessen, dass die Langer-

hans-Inseln keine Autofluoreszenz aufweisen.  In  Abb. 18  dargestellt  sind Bildpaare: 

Die Nummer über der Abbildung gibt die Inselzell-Präparation an, links erscheint das 

Ergebnis der Durchlichtmikroskopie, rechts das der Fluoreszenzmikroskopie (bei 488 

nm Anregungs-Wellenlänge). Die obere Reihe stellt das Ergebnis für den Tag +1 dar, 

die mittlere Reihe für den Tag +6 und die untere Reihe für den Tag +13. Die Abbildung 

zeigt jeweils für den Versuch typische Bildpaare. Die unverkapselten Langerhans-Inseln 

sind im Durchlicht gut erkennbar; im Fluoreszenzlicht sind sie – wie erwartet – nicht 

oder nur schwach erkennbar, da hier noch keine FITC-gekoppelten Polyelektrolyte ver-

wendet wurden. Die Hintergrund-Fluoreszenz der Langerhans-Inseln ist vernachlässig-

bar.

Abb. 18:  Unverkapselte porzine Langerhans-Inseln (Kontrollen), aufgenommen im Durchlicht 
und im Fluoreszenzlicht. Obere Reihe: Tag +1; mittlere Reihe: Tag +6; untere Reihe: Tag +13.  
Linker Teil der Abbildung: Präparation I-32-06; rechter Teil der Abbildung: Präparation I-08-
07. Durchlicht: Belichtung automatisch; Fluoreszenzlicht: Belichtungszeit eine Sekunde.
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4.3.2 Fluoreszenzmikroskopie von Langerhans-Inseln mit Nanokapseln aus einfa-

chen und aus FITC-gekoppelten Polyelektrolyten

4.3.2.1 CPC-Nanokapseln

Nanokapseln ohne FITC-Kopplung (CPC)

Zunächst wurden CPC-Nanokapseln ohne FITC-Kopplung mikroskopiert. Zur Erinne-

rung: Die Polyelektrolyt-Nanokapsel bestand aus den Schichten Chitosan MMW/PEG-

PPGPEG/Chitosan MMW. Auch hier sollte eine Autofluoreszenz der Polyelektrolyte si-

cher ausgeschlossen werden. Abbildung 19 zeigt die Durchlicht- und die Fluoreszenz-

licht-Aufnahmen der CPC-nanoverkapselten Langerhans-Inseln. Das Ergebnis der Fluo-

reszenzmikroskopie der CPC-Nanokapseln entspricht jenem der unverkapselten Kon-

trollen (s. Abb. 18). Die Langerhans-Inseln sind im Durchlicht gut erkennbar, eine Au-

tofluoreszenz findet nicht statt. Die schwache Hintergrund-Fluoreszenz ist vernachläs-

sigbar. 

Abb. 19: CPC-nanoverkapselte porzine Langerhans-Inseln, aufgenommen im Durchlicht und im 
Fluoreszenzlicht. Obere Reihe: Tag +1; mittlere Reihe: Tag +6; untere Reihe: Tag +13. Linker 
Teil  der  Abbildung:  Präparation  I-32-06;  rechter  Teil  der  Abbildung:  Präparation  I-08-07. 
Durchlicht: Belichtung automatisch; Fluoreszenzlicht: Belichtungszeit eine Sekunde.
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Nanokapseln mit FITC-Kopplung (CPC*)

Die äussere Schicht der CPC-Nanokapsel wurde jetzt also mit FITC gekoppelt und mit 

einem * gekennzeichnet: Chitosan MMW/PEGPPGPEG/Chitosan MMW-FITC-gekop-

pelt (CPC*). Abbildung 20 zeigt das Ergebnis für die CPC*-nanoverkapselten Langer-

hans-Inseln der beiden o. g. Präparationen in der Durchlicht- und Fluoreszenzmikrosko-

pie. Bei beiden Präparationen fluoreszieren die FITC-gekoppelten CPC*-Nanokapseln. 

Das unterscheidet sie von den unverkapselten Kontrollen und den nur CPC-nanoverkap-

selten Langerhans-Inseln. Allerdings ist an allen vier Versuchstagen (Tag +6 und Tag 

+13 der Präparation I-08-07 fehlen) eine ungleichmässige Verteilung der Fluoreszenz 

zu beobachten. Ausserdem ist die Hintergrundfluoreszenz, vor allem an den Tagen +1 

und +6, stärker als zuvor.

Abb. 20: CPC*-nanoverkapselte porzine Langerhans-Inseln, aufgenommen im Durchlicht und 
im Fluoreszenzlicht. Obere Reihe: Tag +1; mittlere Reihe: Tag +6; untere Reihe: Tag +13. Lin-
ker Teil der Abbildung: Präparation I-32-06; rechter Teil der Abbildung: Präparation I-08-07. 
Aus technischen Gründen fehlen die Ergebnisse für Tag +6 und Tag +13. Durchlicht: Belich-
tung automatisch; Fluoreszenzlicht: Belichtungszeit eine Sekunde.
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4.3.2.2 CPP-Nanokapseln

Nanokapseln ohne FITC-Kopplung (CPP)

Jetzt wurden die CPP-Nanokapseln ohne FITC-Kopplung mikroskopiert. Sie bestanden 

aus den Schichten Chitosan MMW/PAAMA/PAH 15 kDa. Auch hier sollte eine mögli-

che Autofluoreszenz der Polyelektrolyte sicher ausgeschlossen werden.  Abbildung 21 

zeigt die Durchlicht-  und die Fluoreszenzlicht-Aufnahmen der CPP-nanoverkapselten 

Langerhans-Inseln.

Auffällig bei den Langerhans-Inseln mit der CPP-Nanokapsel ist deren Morphologie. 

Die  Langerhans-Inseln  sind nicht  mehr  überwiegend glatt  begrenzt,  sondern „laufen 

auseinander“, bzw. sie verlieren ihre inselförmige Integrität. Die Fluoreszenzmikrosko-

pie zeigt unerwartet vor allem an den Tagen +6 und +13 eine Autofluoreszenz der CPP-

Nanokapseln, wenn man sie mit den Kontrollen (s. Abb. 18) und den CPC-Nanokapseln 

(s. Abb. 19) vergleicht.

Abb. 21: CPP-nanoverkapselte porzine Langerhans-Inseln, aufgenommen im Durchlicht und im 
Fluoreszenzlicht. Obere Reihe: Tag +1; mittlere Reihe: Tag +6; untere Reihe: Tag +13. Linker 
Teil  der  Abbildung:  Präparation  I-32-06;  rechter  Teil  der  Abbildung:  Präparation  I-08-07. 
Durchlicht: Belichtung automatisch; Fluoreszenzlicht: Belichtungszeit eine Sekunde.

Nanokapseln mit FITC-Kopplung (CPP*)

Die äussere Schicht der CPP-Nanokapsel wurde jetzt also mit FITC gekoppelt und mit 

einem  *  gekennzeichnet:  Chitosan  MMW/PAAMA/PAH  15  kDa-FITC-gekoppelt 
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(CPP*). Abbildung  22 zeigt  das  Ergebnis  für  die  CPP*-nanoverkapselten  Langer-

hans-Inseln der beiden o. g. Präparationen in der Durchlicht- und Fluoreszenzmikrosko-

pie. Die Morphologie dieser Langerhans-Inseln ist weniger auffällig als die der CPP-na-

noverkapselten Langerhans-Inseln. Die CPP*-nanoverkapselten Langerhans-Inseln zei-

gen eine sehr starke Fluoreszenz der äusseren Schicht, auch wenn diese am Tag +13 bei 

I-08-07 etwas weniger stark ausgeprägt ist.

Abb. 22: CPP*-nanoverkapselte porzine Langerhans-Inseln, aufgenommen im Durchlicht und 
im Fluoreszenzlicht. Obere Reihe: Tag +1; mittlere Reihe: Tag +6; untere Reihe: Tag +13. Lin-
ker Teil der Abbildung: Präparation I-32-06; rechter Teil der Abbildung: Präparation I-08-07. 
Durchlicht: Belichtung automatisch; Fluoreszenzlicht: Belichtungszeit eine Sekunde.

4.4 FDA/PI-Färbung der Langerhans-Inseln

Mit der FDA/PI-Färbung sollte die Vitalität der Langerhans-Inseln im Verlauf der Ver-

suchsdurchführung untersucht werden. Dabei ergab sich bei den CPP-nanoverkapselten 

Langerhans-Inseln eine Besonderheit  (Abb. 23): Im Gegensatz zu den Langerhans-In-

seln der Kontrolle und den mit CPC nanoverkapselten Langerhans-Inseln ist die Ab-

grenzung von grünen (vitalen) bzw. roten (avitalen) Zellen nicht möglich, somit lässt 

sich hier keine Vitalitätsbestimmung durchführen.
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Abb. 23: Präparation I-32-06 am Tag +6, FDA/PI-Färbung, Auswertung mit Fluoreszenzlicht.  
Links unverkapselte Inselzellen (Kontrolle), in der Mitte CPC-nanoverkapselte und rechts CPP-
nanoverkapselte Inselzellen.
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5 Diskussion

Auch nach jahrelanger intensiver experimenteller Forschung ist die klinische Transplan-

tation von isolierten Langerhans-Inseln viel weniger verbreitet als die Transplantation 

des gesamten Pankreas [22]. Ein Grund ist die hohe Rate frühen Transplantatversagens 

nach Inselzell-Transplantation [29]. Hier spielt möglicherweise der Verlust der peri-in-

sulären extrazellulären Matrix bei der Präparation der Langerhans-Inseln aus dem Pan-

kreas eine wichtige Rolle [29, 32]. Die vorliegende Arbeit dokumentiert, dass die Bei-

mengung bestimmter ECM-Proteine zum Kulturmedium die Kulturbedingungen für die 

Langerhans-Inseln verbessert, und diese so eine bessere Funktion behalten.

Ein weiteres ungelöstes Problem ist der weltweite Mangel an Spendern für Langerhans-

Inseln  [18,  20];  ein  möglicher  Weg ist  die  Verwendung von Langerhans-Inseln aus 

Schweinen  [27].  Diese  xenogenen  Langerhans-Inseln  müssen  vor  dem  Angriff  des 

Empfänger-Immunsystems geschützt  werden (Immunisolation) [57]. Eine Technik ist 

die Mikroverkapselung mit medizinisch zugelassenem hochreinem Alginat, das mit 2-

wertigen Kationen vernetzt wurde [59]. Eine Alternative dazu ist die vergleichsweise 

neue Nanoverkapselung mit der  Layer-by-Layer-Technik: die verschiedenen Schichten 

der Nanokapseln bestehen abwechselnd aus positiv und negativ geladenen Polyelektro-

lyten; anders als die Alginat-Mikrokapseln schmiegen sie sich eng an die Oberfläche der 

Inselzellen an [77], womit der Vorteil verbunden ist, dass das Transplantat-Volumen ge-

ringer wird. Diese Arbeit zeigt, dass bei Verwendung bestimmter Polyelektrolyte  die 

Funktion der Langerhans-Inseln nicht beeinträchtigt wird. Zudem lassen sich diese Na-

nokapseln  mit  FITC-gekoppelten  Polyelektrolyten  fluoreszenzmikroskopisch 

darstellen/identifizieren.

5.1 Insulinprofile unbehandelter/unverkapselter Langerhans-Inseln am Tag +1 

und am Tag +6

Um den Einfluss der ECMP, beziehungsweise der diversen Polylelektrolytschichten auf 

die Langerhans-Inseln zu verstehen, muss man zunächst das Verhalten der unbehandel-

ten/unverkapselten Langerhans-Inseln studieren. In dieser Arbeit wurden Präparationen 

von Langerhans-Inseln aus acht verschiedenen Isolierungen, d.h. acht porzinen Pankrea-

ta verwendet. Die Perifusionen wurden an den Tagen +1 und +6 nach Versuchsbeginn 
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durchgeführt. Es stellte sich die Frage, wie sich die Profile der Insulin-Ausschüttung im 

Verlauf der Zellkultur entwickeln.

 
Durchweg sind die Insulin-Profile am Tag +6 besser ausgeprägt als am Tag +1, die In-

sulin-Peaks somit höher (s. Abb. 5, Abb. 6, Abb. 12, Abb. 13). Besonders am Tag +1 

zeigte sich das Phänomen des paradoxen Rückgangs der Insulin-Sekretion nach Gluko-

se-Stimulation.  Dieses wurde von Davalli  et  al.  für porzine Langerhans-Inseln einen 

Tag nach ihrer Präparation beschrieben [106], durch frühere Arbeiten der hiesigen Ar-

beitsgruppe bestätigt [105] und wird mit den jetzigen Untersuchungen erneut unterstri-

chen. Einige Tage später zeigen dieselben Langerhans-Inseln die erwarteten positiven 

Reaktionen auf den Glukose-Reiz.  Dieses Verhalten wird besonders deutlich bei der 

Präparation I-04-06: Am Tag +1 zeigt sie die paradoxe Reaktion, am Tag +6 reagiert sie 

hingegen mit einem deutlichen Insulin-Peak (s. Abb. 5, Abb. 6).

Allerdings gibt es auch das Negativ-Beispiel der Präparation I-01-06: Sie zeigt am Tag 

+1 eine befriedigende Insulin-Ausschüttung, am Tag +6 hingegen reagiert sie auf kei-

nen der Stimuli (s. Abb. 5, Abb. 6). Möglicherweise werden am Tag +1 restliche Insu-

lin-Bestände aus den Zellen freigesetzt, die aber dann im Verlauf der Inselzell-Kultur 

nicht mehr nachgebildet werden.

 
Langerhans-Inseln, und in ihnen die Betazellen, benötigen die In-Vitro-Kultur, um sich 

vom mechanischen und chemischen Stress der Isolierung aus dem Pankreas zu erholen 

[106, 107]. Somit erscheint eine zu frühe Untersuchung ihrer Insulin-Sekretion, wie sie 

hier für den Tag +1 vorgenommen wurde, auf den ersten Blick wenig sinnvoll. Dennoch 

kann es durchaus erhellend sein, die Insulin-Sekretion zu diesem sehr frühen Zeitpunkt 

zu untersuchen; denn, wie in den oben genannten Beispielen gezeigt, entwickeln sich 

die Insulin-Profile der verschiedenen Inselzell-Präparationen sehr unterschiedlich. So-

mit setzt die Untersuchung der Insulin-Sekretion am Tag +1 einen Bezugspunkt für die 

Beurteilung der Inselzell-Funktion zu einem späteren Zeitpunkt. Ein direkter Vergleich 

der Insulin-Sekretionen einzelner  Präparationen an einem definierten Versuchstag ist 

dagegen nur sehr bedingt möglich: Die hiesigen Ergebnisse mit unterschiedlichen Prä-

parationen zeigen starke Schwankungen. Geht man von konstanten Isolierungs-Bedin-

gungen im Labor aus, so ist der Grund dafür möglicherweise bei den Spendertieren und 
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den damit verbunden schwankenden Qualitäten der Langerhans-Inseln zu suchen, was 

sich immer wieder in sehr unterschiedlichen Isolierungs-Ergebnissen, variierender An-

zahl und Morphologie der Langerhans-Inseln widerspiegelt [48, 108, 109].

5.2 Zugabe von extrazellulären Matrixproteinen zum Kulturmedium

Die Zugabe von extrazellulären Matrixproteinen zum Kulturmedium sollte bessere Kul-

turbedingungen für die unverkapselten Langerhans-Inseln schaffen. Mehrere Publikatio-

nen haben beschrieben, dass der Zusatz von ECM zur Inselzell-Kultur positive Effekte 

auf Langerhans-Inseln aus Ratten und Schweinen hatte [33, 49-51]. In dieser Arbeit 

wurden  für  einen  Teil  der  Langerhans-Inseln  Kollagen  IV  und  Laminin  verwendet 

(Kurzform: C+L). Die beiden Hauptbestandteile der Basalmembran, die während der 

enzymatischen Isolierung der Inselzellen zerstört wird, werden so ersetzt [29, 41-43]. 

Andere Langerhans-Inseln erhielten zusätzlich noch Fibronektin (Kurzform: C+L+F), 

also einen weiteren wichtigen Bestandteil der ECM, der für die Zelladhäsion wichtig ist 

[45, 46]. 

Unverkapselte Langerhans-Inseln, die mit C+L oder C+L+F kultiviert wurden, zeigen 

am Tag +1 sehr ähnliche Ergebnisse wie die unbehandelten Langerhans-Inseln (s. Abb. 

5, Abb. 7, Abb. 9). Die Insulin-Peaks sind, wenn vorhanden, sehr niedrig oder es ist 

eine paradoxe Reaktion auf die Glukose-Stimulation zu beobachten. Offensichtlich wird 

bei dieser kurzen Exposition mit ECM kein positiver Effekt auf die Insulin-Ausschüt-

tung der Langerhans-Inseln erzielt. Auffallend ist, dass bei den Langerhans-Inseln, die 

mit C+L+F kultiviert wurden, keine Reaktion auf die Stimulation mit Kaliumchlorid er-

folgt. Dies könnte bei nur drei untersuchten Inselzell-Präparationen durchaus ein zufälli-

ger Befund sein, oder aber die fehlende Reaktion ist auf den kurzen zeitlichen Abstand 

zum Stress der Isolierung zurückzuführen.

Betrachtet man die Entwicklung der Perifusionen der Inselzellen, die mit C+L von Tag 

+1  bis  Tag  +6  kultiviert  wurden,  so  ist  das  Ergebnis  ähnlich  wie  bei  den 

unbehandelten/unverkapselten Langerhans-Inseln. Die Erwartung, dass die Inselzellen 

nach der Kultur mit C+L mehr Insulin ausschütten, bestätigt sich nicht (s. Abb. 7, Abb. 

8). Interessant ist das Ergebnis der mit C+L+F kultivierten Langerhans-Inseln am Tag 

+6:  Die Insulin-Ausschüttung aller  drei  Präparationen ist  im Vergleich  zum Tag +1 
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deutlich erhöht, ein 4-5-facher Insulin-Peak ist nach der Gabe der Glukose-Lösung zu 

beobachten, und 2/3 Präparationen reagieren nun auch auf Kaliumchlorid. Offensicht-

lich führt die Kultur mit C+L+F zu einer Verbesserung der Inselzell-Funktion im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrolle und ist der Kultur mit C+L überlegen  (s. Abb. 9, 

Abb. 10).

Interessanterweise  führt  der  alleinige  Zusatz  von Fibronektin zum Kulturmedium zu 

schlechten Ergebnissen bei der Insulin-Ausschüttung (s. Abb. 11). In der Natur besteht 

die ECM nicht nur aus einem Protein, sondern bildet eine Einheit aus mehreren Protei-

nen [29], die offensichtlich interagieren: Beispielsweise wurde gezeigt, dass Fibronektin 

das Anheften von Zellen an Kollagen fördert [44] – ein Hinweis auf die komplexen 

Verbindungen zwischen den ECMP und der Zelle, passend zu dem hier gezeigten Er-

gebnis, dass Fibronektin das Zusammenspiel mit den anderen ECMP benötigt.

Wir können also die schon früher beschriebenen positiven Einflüsse der ECM auf iso-

lierte Langerhans-Inseln, in dieser Arbeit für porzine Inselzellen, bestätigen. Wie oben 

dargestellt zeigt die hiesige Arbeit allerdings auch, dass das Zusammenwirken der ein-

zelnen Bestandteile der ECM eine essentielle Bedeutung für das Ergebnis hat. Wang et 

al. hatten gezeigt, dass durch Zugabe von Fibronektin die Funktion der Langerhans-In-

seln nach 2 Tagen im Vergleich zur Kontrolle besser erhalten blieb [29], und auch Na-

gata et al. hatten einen positiven Effekt auf Inselzellen bei verschiedener Zusammenstel-

lung der Proteine Kollagen I, III bzw. IV und Laminin nachgewiesen [33]. Allerdings 

wurde hier mit Langerhans-Inseln aus dem Pankreas von Hunden und Ratten gearbeitet. 

Physiologisch gibt es jedoch grosse Unterschiede in der Ausprägung der ECM zwischen 

den Spezies: Während Langerhans-Inseln vom Hund von viel ECM umgeben sind, feh-

len diese beim Schwein fast vollständig. Ratte und Mensch nehmen mit einer mittelmäs-

sig ausgeprägten ECM eine Zwischenstellung ein [32, 43]. Möglicherweise liegt der 

Unterschied nicht nur in der Ausprägung der ECM, sondern die Inselzellen verschiede-

ner  Spezies  reagieren auch unterschiedlich  auf  Zugabe bestimmter  ECMP: Während 

sich bei Langerhans-Inseln vom Hund bei Zugabe von nur einem ECMP schon ein posi-

tiver Effekt zeigt [29], brauchen Langerhans-Inseln vom Schwein möglicherweise das 

oben dargestellte Zusammenspiel der drei ECMP Kollagen IV, Laminin und Fibronek-

tin. 
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5.3 Insulin-Profile nanoverkapselter Langerhans-Inseln

Für die aus Polyelektrolyten bestehenden Nanokapseln gibt es viele Verwendungsmög-

lichkeiten [80-86]. Eine ist die Nanoverkapselung von Langerhans-Inseln bevor sie zur 

Therapie des Typ 1-Diabetes transplantiert werden [78]. In der hier vorgelegten Arbeit 

wurde untersucht, ob die diversen Polyelektrolytschichten die Insulin-Ausschüttung der 

Inselzellen beeinträchtigen. Es wurden zwei unterschiedliche Nanokapseln untersucht, 

jeweils  aus  drei  Polyelektrolytschichten  bestehend.  Anschliessend  wurde  die  Insu-

lin-Ausschüttung mit 3 mM bzw. 20 mM Glukose stimuliert.

Die  Ergebnisse  der  unbehandelten/unverkapselten  Langerhans-Inseln  der  Kontrolle 

wurden in 5.1 beschrieben.

Im Vergleich  dazu schlechter  sind  die  Perifusionskurven der  CPC-nanoverkapselten 

Langerhans-Inseln:  Die  Insulin-Peaks  auf  Glukose-Stimulation  sind  niedriger,  dafür 

werden die Insulin-Peaks bei Stimulation mit KRL+BSA durch die Verkapselung mit 

CPC noch verstärkt.  (s. Abb. 14, Abb. 15). Die zweite untersuchte Nanokapsel CPP 

zeigt am Tag +1 deutlich den beschriebenen paradoxen Rückgang der Insulin-Ausschüt-

tung. Am Tag +6 zeigt  sich ein den Langerhans-Inseln der Kontrolle  vergleichbares 

Bild. Bemerkenswert ist aber das hohe Niveau der Insulin-Ausschüttung bei einer der 

drei Präparationen (I-08-07), das  in vivo  zu einer Hyperinsulinämie des Transplantat-

empfängers führen würde. Allerdings zeigen die Inselzellen mit der Nanokapsel CPP 

eine gleichmässigere Insulin-Sekretion, die hohen Peaks bei Perifusion mit KRL+BSA 

fehlen. Die Nanokapsel CPP führt also zu einer Stabilisierung der Insulin-Sekretion mit 

Erhaltung der erwünschten Peaks bei Glukose-Stimulation (s. Abb. 16, Abb. 17) und ist 

somit der Nanokapsel CPC überlegen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse überraschen. Ein möglicher Grund liegt in der Wahl 

der einzelnen Polyelektrolyte und ihrer möglichen toxischen Wirkung auf die Inselzel-

len. Allerdings wurden hier ausschliesslich Polyelektrolyte verwendet, deren Biokom-

patibilität in anderen Versuchen nachgewiesen worden war. Das gilt zunächst für Chito-

san, das für seine gute Biokompatibilität bekannt ist [89], gezeigt zum Beispiel in meh-

reren Versuchen mit humanen Nabelschnur-Endothelzellen [82], und das bei beiden Po-

lyelektrolyt-Nanokapseln für die den Inselzellen nahe innere Schicht verwendet wurde. 
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PEGPPGPEG, die mittlere Schicht der CPC-Nanokapsel, wurde wegen der positiven 

Erfahrungen mit  PEGylierten Oberflächen verwendet:  Sie werden in der Biomedizin 

gerne verwendet, weil sie bei guter Biokompatibilität eine unspezifische Proteinbindung 

verhindern  [91-94].  Für  Poly(Acrylic  Acid) wie  in  der  Schicht  PAAMA  (engl. 

Poly(Acrylic  Acid-Co-Maleic  Acid)  Sodium Salt) war zwar eine leichte  Zytotoxizität 

nachgewiesen worden, allerdings hatte die Verwendung dieses Materials zu guten Er-

gebnissen  bei  der  Nanoverkapselung von porzinen  Nebenschilddrüsenzellen  geführt, 

und auch die Biokompatibilität von Maleic Acid war bestätigt worden [95, 96]. PAH 15 

kDa schliesslich, die äussere Schicht der CPP-Nanokapsel, ist eines der am häufigsten 

verwendeten Polyelektrolyte [77, 88] mit guten Ergebnissen in Versuchen mit humanen 

Inselzellen, humanen Nabelschnur-Endothelzellen und bei In-Vivo-Versuchen in Ratten 

[78, 83, 87]. Für die Polyelektrolyt-Nanoverkapselung, hier mit drei Schichten, wurde 

gezeigt, dass die Glukose-abhängige Insulin-Sekretion der Langerhans-Inseln erhalten 

blieb [78], möglicherweise wegen der dafür als vorteilhaft erwiesenen positiven Netto-

ladung der Nanokapsel [87, 90]. Eine mögliche Erklärung für die unbefriedigenden Pe-

rifusionsergebnisse mit der CPC-Nanokapsel ist die verminderte Permeabilität der Poly-

elektrolytschichten für Insulin, allerdings gibt es hier durchaus auch hohe Insulin-Peaks, 

so dass diese Erklärung für sich genommen nicht befriedigt.

5.4 Fluoreszenzmikroskopie der Nanokapseln

Durch Verwendung  von FITC-gekoppelten  Polyelektrolyten  in  der  äusseren  Schicht 

konnten die Nanokapseln fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden.

 
Zunächst  wurden  Aufnahmen  der  unverkapselten  Langerhans-Inseln  erstellt.  Dabei 

zeigten  die  Langerhans-Inseln  der  Kontrolle  und die  CPC-nanoverkapselten  Langer-

hans-Inseln  (ohne  FITC-gekoppeltes  Polyelektrolyt)  sehr  ähnliche  Ergebnisse:  im 

Durchlicht  morphologisch  unauffällige  Langerhans-Inseln,  im  Fluoreszenzlicht  sind 

diese nicht oder kaum erkennbar (s. Abb. 18, Abb. 19). Auffallend jedoch sind die Er-

gebnisse mit der CPP-Nanokapsel: Schon in den Durchlichtaufnahmen fällt auf, dass 

die Langerhans-Inseln im Gegensatz zu den Langerhans-Inseln der Kontrolle und den 

CPC-nanoverkapselten Langerhans-Inseln nicht glatt begrenzt sind, sondern im Randbe-

reich „ausgefranst“  sind; um die grossen Langerhans-Inseln herum liegen gruppierte 
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und einzelne Inselzellen  (s. Abb. 21). Wie oben beschrieben scheint diese veränderte 

Morphologie keine Auswirkungen auf die Funktion der Inselzellen zu haben: Die CPP-

nanoverkapselten  Langerhans-Inseln zeigen gute Ergebnisse in den Perifusionsversu-

chen.

Eine weitere Auffälligkeit ist die im Vergleich zu den Langerhans-Inseln der Kontrolle 

und  den  CPC-nanoverkapselten  Langerhans-Inseln  verstärkte  Eigenfluoreszenz  der 

CPP-nanoverkapselten Langerhans-Inseln.  Da hier keine FITC-gekoppelten Polyelek-

trolyte verwendet wurden, muss die Autofluoreszenz also an den für die Nanoverkapse-

lung verwendeten Polyelektrolyten Chitosan MMW/PAAMA/PAH 15 kDa liegen. Eine 

verstärkte Autofluoreszenz von Zellen korreliert mit deren Metabolismus und wird als 

ein Zeichen für Stress gewertet [110, 111]. Auch die Färbung mit FDA/PI, die zur Vita-

litätsbestimmung der Langerhans-Inseln eingesetzt wird, zeigt bei der Nanokapsel CPP 

eine Besonderheit (s. Abb. 23): Offensichtlich gelangt das FDA in das Zytoplasma der 

Inselzellen, wo der grüne Farbstoff entsteht; das rote PI dagegen bindet an die freien 

Bindungsstellen der Polyelektrolytschichten und erreicht nicht das Zellinnere. Die CPP-

Nanokapsel führt also zu einer offensichtlichen Eigenfluoreszenz der Langerhans-Inseln 

und macht die Vitalitätsbestimmung mit FDA/PI unmöglich. 

Die CPC*-nanoverkapselten Langerhans-Inseln (nur das Chitosan MMW in der äusse-

ren Schicht ist mit FITC gekoppelt) zeigen eine ungleichmässige Fluoreszenzverteilung 

(s. Abb. 20). Möglicherweise werden durch die äussere FITC-Chitosanschicht die Lan-

gerhans-Inseln nicht vollständig bedeckt. 

Die Bilder der CPP*-Nanokapsel  (s. Abb. 22; hier ist das PAH 15 kDa FITC-gekop-

pelt) zeigen dagegen eine sehr starke und gleichmässige Fluoreszenz. Alle Bereiche der 

Langerhans-Insel fluoreszieren. Hier scheint allerdings zuviel FITC an die Polyelektro-

lyte gebunden zu sein, bei zukünftigen Versuchen sollte das Mischungsverhältnis des 

FITC-PAH 15 kDa mit dem herkömmlichen PAH 15 kDa (hier 1:10, Mischung vor der 

Verkapselung) zu Gunsten des herkömmlichen PAH 15 kDa verändert werden.

Insgesamt ist die Integrität der Polyelektrolyt-Nanokapseln, die den Langerhans-Inseln 

eng anliegen, mit der hier verwendeten Epifluoreszenzmikroskopie schwer zu beurtei-

len: sie projiziert das dreidimensionalen Molekül in ein zweidimensionales Bild. Durch 
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die Summation der Fluoreszenzsignale und die zu geringe Auflösung des Mikroskops 

können eventuelle Lücken in der Nanokapsel schlecht erkannt werden. Besser zu beur-

teilen wären Schnittbilder durch die FITC-Polyelektrolyt-nanoverkapselten Langerhans-

Inseln, wie sie mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie erstellt werden kön-

nen. Hier wird ein optisches Schnittbild durch das mikroskopierte Objekt erstellt. Bei 

der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie der Polyelektrolyt-nanoverkapselten Inselzel-

len würde so eine eindeutige Darstellung der Kapsel als eine die Langerhans-Insel um-

gebende, fluoreszierende Schicht gelingen.
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6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von extrazellulären Matrixproteinen be-

ziehungsweise  von Polyelektrolytschichten  als  Nanokapsel  auf  die  porzinen  Langer-

hans-Inseln untersucht, ausserdem die mikroskopische Darstellbarkeit der Nanokapseln. 

Dabei konnte zunächst eine Verbesserung der Funktion der Langerhans-Inseln durch 

Exposition der ECMP Kollagen IV, Laminin und Fibronektin (C+L+F) gezeigt werden. 

Ist eine gute Auswahl der Spendertiere und eine hohe Qualität der Isolierung gewähr-

leistet,  so  ist  die  dadurch  erzielte  Verbesserung  der  Kulturbedingungen  der  nächste 

wichtige Schritt, um gut funktionierende Langerhans-Inseln zu erhalten. Nachdem ge-

zeigt wurde, dass durch Exposition von C+L+F (nicht aber von C+L) die Ergebnisse in 

den Perifusionen im Vergleich mit den Langerhans-Inseln der Kontrolle stabilisiert wer-

den konnten, muss dieses Ergebnis jetzt in Langzeitversuchen bestätigt werden. Ausser-

dem muss untersucht werden, ob durch Variieren des ECMP-Gehalts im Kulturmedium 

weitere Verbesserungen erzielt werden. Der nächste Schritt in Richtung Transplantation 

ist die Verkapselung der Langerhans-Inseln. Hier wurde untersucht, ob durch die soge-

nannte  Layer-by-Layer-Technik  mit  Aufbringen  unterschiedlicher  Polylelektrolyt-

schichten als Nanokapsel die Funktion der Langerhans-Inseln beeinflusst wird. Es wur-

den zwei verschiedene Polyelektrolyt-Kombinationen untersucht. Nur bei der Nanokap-

sel CPP zeigte sich ein zufrieden stellendes Ergebnis, durch die Schichten CPC dagegen 

wurde die Funktion der Inselzellen negativ beeinflusst. Das Ergebnis der Nanokapsel 

CPP ist viel versprechend, eine unbeeinträchtigte Funktion der verkapselten Inselzellen 

ist Voraussetzung für eine erfolgreiche Transplantation.  Neben den hier verwendeten 

gibt es aber noch eine Vielzahl anderer Polyelektrolyte mit sehr guter Biokompatibilität. 

In weiteren Versuchen muss sich zeigen, welche Polyelektrolyte am besten für die Na-

noverkapselung geeignet sind. Die Darstellung der Nanokapseln mit dem Fluoreszenz-

mikroskop stellte sich schwierig dar. Hier muss die Konzentration der FITC-gekoppel-

ten Polyelektrolyte optimiert werden. Ein weiteres Problem ist die Darstellung der Poly-

elektrolytschichten, die durch die Erstellung von optischen Schnittbildern mit Hilfe der 

konfokalen Fluoreszenzmikroskopie besser gelingen könnte.  Schliesslich muss unter-

sucht werden, ob die Nanokapsel neben der mechanischen Stabilisierung einen guten 

Schutz der Langerhans-Inseln vor dem Empfänger-Immunsystem bietet; dies erfordert 

Versuche mit gegen die Inselzellen gerichteten Antikörpern.
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7 Zusammenfassung

Auch nach jahrelanger Forschung ist eine Transplantation von Langerhans-Inseln noch 

keine Standard-Therapie des Insulin-abhängigen Diabetes mellitus. Ein Problem ist die 

grosse Anzahl benötigter Pankreata, mögliche Lösung die Verwendung porziner Lan-

gerhans-Inseln. Damit die späteren Spender-Langerhans-Inseln ein gutes In-Vivo-Ergeb-

nis erzielen können, muss bereits eine gute Funktion  in vitro  gewährleistet sein. Ziel 

dieser  Arbeit  ist  es  zu  untersuchen,  ob  sich  eine  verbesserte  Funktion  der  Langer-

hans-Inseln durch eine Exposition von extrazellulären Matrixproteinen erreichen lässt. 

Weiterhin wird ein Einfluss von Polyelektrolytschichten auf die Funktion der Langer-

hans-Inseln und ihre mikroskopische Darstellbarkeit  untersucht.  Mit der sogenannten 

Nanoverkapselung soll bei der Transplantation eine Immunisolation der Spender-Inseln 

als Schutz vor dem Immunsystem des Empfängers erreicht werden. Im Folgenden wer-

den die wichtigsten Ergebnisse der Funktionsversuche mit den ECMP und den Poly-

elektrolyten und die mikroskopische Auswertung der Versuche mit den Polyelektrolyten 

dargestellt.

1. Die Funktion der Langerhans-Inseln ist generell am Tag +6 besser als am Tag 

+1, weil  diese sich zunächst vom Stress der Isolierung erholen müssen. Da 

sich aber die Qualität der einzelnen Präparationen stark unterscheidet und so-

mit ihre Vergleichbarkeit untereinander erschwert ist, ist es sinnvoll, die Ver-

suche auch am Tag +1 durchzuführen. So hat man für die späteren Versuchser-

gebnisse – getrennt  für jede einzelne Präparation – einen individuellen Be-

zugspunkt. Aussagekräftiger ist also die Beurteilung einer Perifusion am Tag 

+6, aber diese muss mit der Funktion der Langerhans-Inseln am Tag +1 vergli-

chen werden. 

2. Eine Verbesserung der Inselzell-Funktion durch die ECMP kann bestätigt wer-

den, allerdings hängt sie von den jeweils verwendeten Komponenten der ECM 

ab. Durchweg gute Perifusionsergebnisse am Tag +6 werden nach Exposition 

mit Kollagen IV, Laminin und Fibronektin erreicht. Fehlt dagegen Fibronektin 

(Exposition nur mit Kollagen IV und Laminin), ergibt sich im Vergleich zu 

den Langerhans-Inseln der Kontrolle kein verbessertes Ergebnis.
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3. Bei den Versuchen mit den Polyelektrolyt-Nanokapseln ergeben sich deutliche 

Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Nanokapseln. Bei allen ver-

wendeten  Polyelektrolyten  war auf  gute Biokompatibilität  geachtet  worden. 

Dennoch scheinen die Schichten CPC einen negativen Einfluss auf die Langer-

hans-Inseln zu haben: Hier kommt es zu einer verschlechterten Funktion der 

Langerhans-Inseln  am Tag  +6.  Die  Langerhans-Inseln  mit  der  Nanokapsel 

CPP dagegen zeigen am Tag +6 einen im Vergleich mit den Langerhans-In-

seln  der  Kontrolle  gleichmässigeren  Kurvenverlauf,  ohne  dass  die  Insu-

lin-Ausschüttung nach Glukose-Stimulation fehlt. 

4.  Unverkapselte und nanoverkapselte Langerhans-Inseln wurden an den Tagen 

+1, +6 und +13 durchlichtmikroskopisch beurteilt. Dabei sind die CPC-nano-

verkapselten  Langerhans-Inseln morphologisch  unauffällig,  bei  den Langer-

hans-Inseln  mit  der  CPP-Nanokapsel  zeigen sich  Unregelmässigkeiten:  Die 

Langerhans-Inseln zeigen „ausgefranste“ Ränder und einzelne und gruppierte 

Zellen um die Langerhans-Inseln herum. In der Fluoreszenzmikroskopie zeigt 

sich bei den CPP-Nanokapseln eine verstärkte Autofluoreszenz, ein Zeichen 

für  zellulären  Stress.  Dies  korreliert  allerdings  nicht  mit  einer  schlechteren 

Funktion: die CPP-Langerhans-Inseln zeigten gute Ergebnisse in den Perifu-

sionen.

5. Durch die Verwendung von FITC-gekoppelten Polyelektrolyten lässt sich mi-

kroskopisch  eine  verstärkte  Fluoreszenz  der  Langerhans-Inseln  nachweisen. 

Allerdings ist die Auswertung der zweidimensionalen Bilder schwer. Hier sol-

len in Zukunft mit der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie Schnittbilder durch 

die Langerhans-Inseln erstellt werden; dadurch könnte die Nanokapsel eindeu-

tig sichtbar gemacht werden.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse über die extrazellulären Matrixproteine C+L+F sind 

zunächst  für zukünftige Versuche wichtig:  Die Funktion der Langerhans-Inseln wird 

verbessert, dies ist eine Voraussetzung für erfolgreiche Versuche. Ausserdem spielt sie 

für die spätere Vorbereitung von Langerhans-Inseln vor der Transplantation eine wichti-

ge Rolle. Entscheidend ist also, dass die Langerhans-Inseln für mehrere Tage mit den 
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ECMP inkubiert werden, um so ihre Funktion zu verbessern. Bei der Polyelektrolyt-Na-

noverkapselung besteht noch viel Forschungsbedarf: Anhand des Erfolg versprechenden 

Ergebnisses  mit  der  CPP-Nanokapsel  muss  weitergearbeitet  werden.  Offensichtlich 

führt – bei Auswahl der richtigen Polyelektrolyte – die Nanoverkapselung nicht zu einer 

verschlechterten Funktion der Langerhans-Inseln.  Bei  einer  grossen Anzahl  in Frage 

kommender Polyelektrolyte  muss die optimale Kombination von Schichten gefunden 

und ihre Fähigkeit zur Immunisolation untersucht werden. Bezüglich der Darstellung 

der Nanokapseln bietet sich die konfokale Fluoreszenzmikroskopie an.
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