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1 Einleitung 
 

Die physiologische Balance verschiedener Parameter des menschlichen Organismus wie 

Blutdruck, Herzfrequenz oder Temperatur muss ständig kontrolliert und den aktuellen 

Bedürfnissen angepasst werden. Dies erfordert eine strenge Kontrolle durch ein exakt 

arbeitendes Steuerungssystem, das den jeweiligen Parameter innerhalb der physiologi-

schen Grenzen hält. 

Ein solcher Parameter ist auch der Blutkalziumspiegel. Er wird reguliert über die beiden 

Hormone Calcitonin, welches in den C-Zellen der Schilddrüse gebildet wird, und Pa-

rathormon, welches in der Nebenschilddrüse (Epithelkörperchen) produziert wird. Das 

Parathormon (PTH) wirkt aktivierend auf die Osteoklasten im Knochen, was zum 

Hydroxylapatitabbau und damit zur Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen ins Blut 

führt. In der Niere stimuliert es die Kalziumresorption und fördert die Phosphataus-

scheidung. Außerdem bewirkt PTH eine verstärkte Bildung von 1,25-

Dihydroxycholecalciferol, welches die enterale Resorption von Kalzium fördert. Es 

resultiert also eine Erhöhung des Blutkalzium- sowie eine Senkung des Blutphosphat-

spiegels. Calcitonin aktiviert die Osteoblasten und führt über einen verstärkten Einbau 

von Kalzium in den Knochen zu einer Senkung des Kalziumspiegels im Blut. 

Die Epithelkörperchen sind ovale Drüsenkörper mit einem Längsdurchmesser von ca. 4-

6 mm und werden über Endäste der Arteria thyroidea inferior mit Blut versorgt. Die 

meisten Menschen haben 4 Epithelkörperchen, gelegentlich sind auch 5 oder 6 angelegt, 

in seltenen Fällen auch nur 3. Die oberen Epithelkörperchen liegen fast immer oberhalb 

(kranial) der Arteria thyroidea inferior und hinter (dorsal) dem Nervus laryngeus recur-

rens. In seltenen Fällen können sie auch unterhalb der Arteria thyroidea inferior liegen. 

Die unteren Epithelkörperchen liegen unterhalb (kaudal) der Arteria thyroidea inferior 

und vor (ventral) dem Nervus laryngeus recurrens in der Nähe des unteren Schilddrü-

senpols. Hier sind Lagevariationen häufiger, sie liegen dann zum Beispiel im Thymus 

oder im vorderen Mediastinum. 

Eine Dysfunktion der Epithelkörperchen führt zur Ausbildung eines Hyper- oder eines 

Hypoparathyreoidismus, also einer Über- bzw. Unterfunktion der Nebenschilddrüsen. 

Bei der Überfunktion unterscheidet man prinzipiell zwei Formen. Beim primären Hy-



2 

perparathyreoidismus liegt die Ursache für die gesteigerte Produktion von Parathormon 

innerhalb der Epithelkörperchen. Man findet ein oder mehrere Adenome, also Zellver-

bände, die der Autoregulation des Organismus entzogen sind, oder eine diffuse Hy-

perplasie (Zellvermehrung) aller Epithelkörperchen. Beim sekundären Hyperparathyre-

oidismus liegt die Ursache für die Überfunktion außerhalb der Nebenschilddrüsen. Die 

vermehrte Ausschüttung von Parathormon erfolgt hier als Reaktion auf eine chronisch 

veränderte Stoffwechsellage, die meist durch eine chronische Niereninsuffizienz (einge-

schränkte Nierenfunktion) oder durch eine Kalziummalabsorption (verminderte Auf-

nahme von Kalzium aus dem Darm) verursacht wird. Man behandelt die Überfunktion 

indem man entweder das Adenom entfernt (primärer Hyperparathyreoidismus), dreiein-

halb Nebenschilddrüsen entfernt und einen Rest von der Größe eines normalen Epithel-

körperchens belässt (Hyperplasie) oder alle Epithelkörperchen entnimmt und Teile dar-

aus in die Unterarmmuskulatur implantiert (sekundärer Hyperparathyreoidismus). Das 

entnommene Gewebe wird in den beiden letzten Fällen tiefgefroren, um bei postopera-

tiver Nebenschilddrüsenunterfunktion für eine erneute Autotransplantation verwendet 

werden zu können. 

Der Unterfunktion (Hypoparathyreoidismus) liegt eine verminderte oder fehlende Sek-

retion von Parathormon zu Grunde. Dieser Mangel äußert sich in der Ausbildung einer 

Hypokalzämie und einer Hyperphosphatämie, also zu niedriger Spiegel von Kalzium 

und zu hoher Spiegel von Phosphat im Blut. Typisches Symptom des Hypoparathyreoi-

dismus ist die Tetanie, bei der es wegen einer gesteigerten neuromuskulären Erregbar-

keit zu schmerzhaften Krämpfen vor allem der Extremitätenmuskulatur kommt. Lang-

fristige Folgen sind zum Beispiel Katarakt, Depressionen und Stammganglienverkal-

kung. Ein solcher Ausfall der Epithelkörperchen kann zum Beispiel als Folge von Be-

strahlung oder Entfernung den Schilddrüse (Thyroidektomie) oder durch die operative 

Therapie eines Hyperparathyreoidismus auftreten. Bei der idiopathischen Form des Hy-

poparathyreoidismus ist die Ursache unbekannt, sie kommt aber nur sehr selten vor und 

ist gelegentlich verbunden mit Autoimmunerkrankungen wie z.B. Morbus Addison 

(eingeschränkte Funktion der Nebennierenrinde) oder perniziöser Anämie (Blutarmut 

wegen Vitamin-B12-Mangel). Bei Kindern mit dem Di-George-Syndrom kommt es zu 

einer Entwicklungsstörung der Nebenschilddrüsen, bei der Nebenschilddrüsenagenesie 

fehlen sie vollständig. Die bisherige Therapie des Hypoparathyreoidismus liegt in der 
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Substitution von Kalzium und Vitamin D. Diese Substitution muss in der Regel dauer-

haft erfolgen, da sich auch bei postoperativem, also erworbenem Hypoparathyreoidis-

mus, eine ausreichende Hormonproduktion nicht wieder einstellt. Weitere Probleme 

entstehen, wenn hohe Dosen Kalzium eventuell sogar intravenös appliziert werden müs-

sen. Auch kann die normale tageszeitliche Schwankung des Kalziumspiegels nicht be-

rücksichtigt werden. So entwickeln sich auch unter Substitution schleichend Beschwer-

den wie zunehmende neuromuskuläre Erregbarkeit, langsam progrediente geistige Re-

tardierung, Katarakt oder Skelettdeformitäten (3). Die Therapie mit synthetischem Pa-

rathormon ist möglich, bedarf aber einer regelmäßigen ärztlichen Überwachung um 

hyperkalzämische Krisen (bedrohlich ansteigender Kalziumspiegel) zu vermeiden. Zu-

dem ist die Entstehung von Antikörpern gegen dieses synthetische Parathormon be-

schrieben (4). 

Als eine mögliche kausale Therapie des Hypoparathyreoidismus ist eine allogene 

Transplantation (hierunter versteht man die Übertragung zwischen genetisch nicht iden-

tischen Individuen einer Art) von Nebenschilddrüsengewebe seit längerem Gegenstand 

experimenteller Forschung. Das grundlegende Problem der allogenen Transplantation 

ist die Transplantatabstoßung, eine von T-Lymphozyten vermittelte Immunantwort, 

deren Ursache in der Inkompatibilität des Major Histocompatibility Complex (MHC) 

zwischen Spender und Empfänger liegt (1). Es werden zwei Wege der Aktivierung von 

T-Lymphozyten unterschieden. Auf dem direkten Weg der Alloantigenerkennung er-

kennen die T-Lymphozyten des Transplantatempfängers fremde (allogene) MHC-

Moleküle direkt auf der Zelloberfläche des transplantierten Gewebes oder auf den mit 

dem Transplantat übertragenen Spender-Leukozyten ("passenger leukocytes"). In der 

Regel präsentieren diese Zellen neben allogenen MHC-Klasse-I und Klasse-II weitere, 

für die T-Zellaktivierung notwendige Oberflächenmoleküle (Kostimulation). Auf dem 

indirekten Weg der Alloantigenerkennung nehmen antigenpräsentierende Zellen des 

Empfängers allogene MHC-Moleküle auf, prozessieren sie zu Peptidfragmenten und 

präsentieren sie in Selbst MHC-Klasse-II-Molekülen auf ihrer Zelloberfläche den eige-

nen T-Lymphozyten. Über den direkten Weg kommt es sowohl zur Aktivierung von 

CD8- als auch CD4-positiven Effektor-T-Lymphozyten, während über den indirekten 

Weg ausschließlich CD4-positive Zellen aktiviert werden. CD8-positive Effektorzellen 

zerstören Zellen mit Spender-MHC-Klasse-I-Molekülen, während die aktivierten CD4-
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positiven Zellen in der Regel Helferfunktionen übernehmen, d.h. sie aktivieren ver-

schiedene, an der Transplantatzerstörung beteiligte Effektorzellen, wie z.B. Makropha-

gen oder B-Lymphozyten. 

Die vorliegende Arbeit verfolgt daher drei Ziele. Das erste Ziel ist die Etablierung eines 

für basisimmunologische Fragestellungen geeigneten Rattenmodells zur Nebenschild-

drüsentransplantation einschließlich der Erarbeitung der Anatomie der Nebenschilddrü-

sen bei Ratten, der Überprüfung der technischen Durchführbarkeit einer heterotopen 

Transplantation (nicht an die anatomisch vorgegebene Position) und der Ermittelung 

bestimmter Normalwerte, wie z.B. des Kalziumspiegels bei Ratten. Das zweite Ziel ist 

die immunhistologische Untersuchung der Epithelkörperchen, um das Ausmaß der Ex-

pression der Histokompatibilitätsantigene MHC Klasse I und MHC Klasse II bei drei 

verschiedenen Rattenstämmen zu ermitteln. Das dritte Ziel ist die Durchführung von 

syngenen (Übertragung zwischen genetisch gleichen Tieren) und allogenen Transplanta-

tionen (Übertragung zwischen genetisch unterschiedlichen Tieren) zur Bestimmung des 

Einflusses der MHC-Antigene auf die Dauer der Transplantatfunktion. 
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2 Fragen 
 

Die Beantwortung folgender Fragen hinsichtlich der experimentellen Nebenschilddrü-

sentransplantation ist Gegenstand unserer Untersuchungen: 

 

1. Wie kann eine Nebenschilddrüsentransplantation an der Ratte technisch durch-

geführt werden? 

 

2. Wie viel Nebenschilddrüsengewebe muss für eine Normalisierung des Kalzium-

spiegels übertragen werden? 

 

3. Unterscheidet sich das Nebenschilddrüsengewebe der Inzuchtrattenstämme Le-

wis(Lew), Dark Agouti (DA) und Wistar Furth (WF) hinsichtlich der Expression 

von MHC Klasse I- und MHC Klasse II-Antigenen? 

 

4. Haben diese Unterschiede einen Einfluss auf die Dauer der Transplantatfunktion 

nach allogener Nebenschilddrüsentransplantation? 
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Technische Durchführung 

 

Anatomie: 

Im Gegensatz zum Menschen haben Ratten meist nur 2 Epithelkörperchen. Diese liegen 

seitlich am oberen Pol der Schilddrüsenlappen, meist zwischen einem kranial der 

Schilddrüse gelegenen Fettkörper und der Vena thyreoidea innerhalb der Organkapsel, 

Lagevariationen sind aber häufig. 

Es werden die Nebenschilddrüsen der Inzuchtstämme Lewis (Lew, RT1l), Wistar Furth 

(WF, RT1u) und Dark Agouti (DA, RT1avl) untersucht, alle Tiere sind Männchen zwi-

schen 150 und 250 g Körpergewicht. Die Epithelkörperchen imponieren als subkapsulär 

gelegene milchigtrübe linsenartige Drüsen. Die Abgrenzung zum Schilddrüsengewebe 

ist bei DA-Ratten schwieriger als bei den anderen Stämmen. 

 

Abbildung 3.1: Epithelkörperchen WF-Ratte, 16-fache Vergrößerung 
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Narkose: 

Die Narkose untergliedert sich in zwei Teile, in die Einleitungsnarkose und in die ei-

gentliche Injektionsnarkose. Die Einleitungsnarkose ist nur kurz wirksam und soll die 

Anwendung der Injektionsnarkose erleichtern. Als Narkosegas wird Isofluran mit einem 

Volumenanteil von 3,0% bei einem Fluss von 3,0 Liter/Minute verwendet. Nach Errei-

chen einer ausreichenden Narkosetiefe erhält die Ratte eine Injektion von Ketamin (10 

mg pro 100 g Körpergewicht) und Rompun (0,1 ml pro Tier) intramuskulär in die me-

diale Oberschenkelmuskulatur. 5-10 Minuten nach Injektion ist eine ausreichende Nar-

kosetiefe für operative Eingriffe erreicht, die für ca. 2 Stunden anhält. 

 

Blutentnahme: 

Zur Blutentnahme stehen drei Methoden zur Wahl: Punktion einer Schwanzvene, Punk-

tion eines hinter dem Auge liegenden, retrobulbären Venengeflechts und Punktion einer 

unterhalb der Zunge liegenden, sublingualen Vene. Die retrobulbäre Punktion kann 

zwar ausreichend Blut zur Verfügung stellen, ist aber technisch kompliziert, sehr invas-

siv und kann nicht in ausreichender Häufigkeit angewandt werden (maximal einmal pro 

Woche). Auch die Punktion der Schwanzvene erweist sich als technisch schwierig und 

ungeeignet für eine häufigere Blutentnahme. Die Punktion einer sublingualen Vene da-

gegen zeigt sich für unseren Bedarf als geeignet. Sie ist technisch einfacher als die an-

deren Methoden, liefert eine zur Kalziumbestimmung genügend große Menge Blut (250 

bis 300 l) und kann in ausreichender Häufigkeit (bis dreimal pro Woche) durchgeführt 

werden. Die anschließende Beobachtung der Tiere zeigt, dass sie durch die Blutentnah-

me nicht beeinträchtigt werden. So ist die Nahrungsaufnahme bereits wenige Stunden 

nach der Entnahme wieder möglich. 

Zur Durchführung der Blutentnahme wird die Ratte narkotisiert und in Rückenlage ge-

bracht. Dann werden Unter- und Oberkiefer fixiert, so dass man die Zunge vorsichtig 

mit einer Pinzette greifen und richtig positionieren kann. Nun sieht man zwei oberfläch-

lich verlaufende Venen, die zum Mundboden etwas stärker werden. Man punktiert eine 

dieser Venen mit einer 1ml-Spritze und einer 26G-Nadel und entnimmt ca. 300 l Blut. 

Anschließend wird die Punktionsstelle so lange komprimiert, bis die Blutung zum Still-

stand gekommen ist. 
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Parathyreoidektomie: 

Die Ratte wird narkotisiert, zwischen Brustbein und Unterkiefer vorsichtig rasiert und 

in Rückenlage gebracht. Die Vorderläufe werden durch Klebestreifen fixiert, ohne dass 

dabei eine zu große Spannung im Halsbereich entsteht. Der Hautschnitt erfolgt knapp 

oberhalb des Brustbeines über den Kehlkopf hinweg bis in den Bereich des Unterkie-

fers. Nun wird die Haut vorsichtig mit einer feinen Schere beiderseits ca. 1,5 cm nach 

lateral vom Unterhautfettgewebe abpräpariert, was den Blick auf einen Bindegewebs-

lappen freigibt, in dem die Speicheldrüsen der Ratte (Gl. submandibularis und Gl. 

sublingualis) eingelagert sind. Am kaudalen Ende dieses Lappens wird nun inzidiert 

und der Lappen mitsamt den enthaltenen Drüsen nach kranial bis zu den laterokranial 

liegenden Gefäßen freipräpariert. 

 

Abbildung 3.2: Hals einer Ratte, 16-fache Vergrößerung 

 

 

 

Darunter kommt der Musculus sternohyoideus zum Vorschein, welcher medial in 

Längsrichtung gespalten und gespreizt wird. 
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Abbildung 3.3: Hals einer Ratte, 16-fache Vergrößerung 

 

 

Jetzt hat man einen direkten Blick auf die Luftröhre und die beiderseits davon liegenden 

Schilddrüsenlappen mit dem verbindenden Isthmus in der Mitte. Um nun das Epithel-

körperchen zu finden, muss man den der Schilddrüse lateral anliegenden Musculus thy-

rohyoideus abpräparieren. Als Orientierung dient nun die Vena thyreoidea und ein am 

oberen Pol der Schilddrüse gelegenes Fettkörperchen. Das Epithelkörperchen liegt oft 

zwischen Vene und Fettkörperchen auf der lateralen Seite des Schilddrüsenlappens und 

erscheint meist als milchigtrübe, linsenartige Struktur. Das Epithelkörperchen wird nun 

vorsichtig mit einer Mikroschere aus dem Schilddrüsengewebe herausgeschnitten. Die 

Ratte wird anschließend noch in Narkose durch Injektion von T61 getötet. 

 

Implantation: 

Die Ratte wird narkotisiert, außerdem wird die kaudale Hälfte des Rückens im Bereich 

der Wirbelsäule und einseitig davon ca. 3 cm nach lateral vorsichtig rasiert und desinfi-

ziert. Der Hautschnitt erfolgt in der Mitte des rasierten Areals, etwa 0,5 cm neben der 

Wirbelsäule und auf einer Länge von ca. 2,5 cm. 
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Abbildung 3.4: Rücken einer Ratte, 16-fache Vergrößerung 

 

Man eröffnet die darunter liegende Muskulatur mit einer feinen Schere auf einer Länge 

von ca. 5 mm Länge und schafft sich durch Spreizung der Muskelfasern eine Tasche mit 

einer Tiefe von ebenfalls ca. 5 mm (im Bild ist die Tasche mit einer kleinen Kompresse 

gefüllt). 

Abbildung 3.5: Rücken einer Ratte, 16-fache Vergrößerung 
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Die Epithelkörperchen werden nun in diese Tasche gelegt, welche anschließend mit 2 

bis 3 Einzelknopfnähten verschlossen wird. Es wird ein nichtresorbierbarer Faden (Pro-

lene 5/0) verwendet, um das spätere Auffinden zu erleichtern. 

 

Abbildung 3.6: Rücken einer Ratte, 16-fache Vergrößerung 

 

 

Zum Abschluss wird der Hautschnitt mit Prolene 5/0 zugenäht. 

 

Normalwerte: 

Zur Festlegung des Normbereiches werden bei 10 Tieren Blutproben entnommen und 

der Kalziumspiegel bestimmt. Dieser Bereich wird als normokalzämisch definiert. Nach 

10 erfolgreich durchgeführten Parathyreoidektomien wird ebenfalls der Kalziumspiegel 

bestimmt. Dieser Bereich wird dann als hypokalzämisch definiert. 
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3.2 Ermittlung der benötigten Gewebemenge 

 

Um den Kalziumspiegel hypokalzämischer Tiere sicher zu normalisieren, ist eine Min-

destmenge an transplantiertem Gewebe erforderlich. Um genaue Vorgaben zu erhalten, 

führen wir Transplantationen mit unterschiedlichen Gewebemengen laut nachfolgender 

Tabelle durch. Alle als Organempfänger verwendeten Ratten sind parathyreoidektomiert 

und liegen im hypokalzämischen Bereich. Postoperativ wird überprüft, ob es zu einem 

Anstieg des Kalziumspiegels gekommen ist oder nicht. 

 

Tabelle 3.1: Übersicht der durchgeführten Transplantationen zur Ermittlung der benö-

tigten Gewebemenge 

Anzahl der transplantierten 

Nebenschilddrüsen pro 

Empfängertier 

Spender / Empfänger 

(Stamm) 

Anzahl der durchgeführten 

Transplantationen 

2 WF / Lewis 3 

4 Lewis / Lewis 

WF / Lewis 

1 

1 

6 WF / Lewis 2 

10 WF / Lewis 2 

14 WF / Lewis 2 
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3.3 Analyse der MHC-Antigene 

 

Um den Einfluss der MHC-Antigene auf eine Abstoßung besser abschätzen zu können, 

ist es erforderlich zu wissen, in welcher Menge diese auf den Nebenschilddrüsen der 

Ratten verschiedener Inzuchtstämme expremiert werden. Dazu werden Tiere jedes 

Stammes (Lewis, WF, DA) laut folgender Tabelle parathyreoidektomiert und das ent-

nommene Nebenschilddrüsengewebe immunhistologisch untersucht. 

 

Tabelle 3.2: Übersicht der histologisch untersuchten Epithelkörperchen 

Inzuchtstamm MHC-Antigen Anzahl der untersuchten 

Nebenschilddrüsen 

Lewis Klasse I 

Klasse II 

10 

10 

WF Klasse I 

Klasse II 

10 

10 

DA Klasse I 

Klasse II 

10 

10 

 

Das entnommene Gewebe wird in Tissue-Tek O.C.T. Compound der Firma Sakura ein-

gebettet und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

Die für die immunhistologischen Färbungen verwendeten Objektträger werden vor ihrer 

Verwendung mit einer Silanverbindung beschichtet, dies verbessert die Haftung der 

Organschnitte und erleichtert die Färbung. Dazu werden folgende 3 Lösungen zuberei-

tet: 

Lösung 1: 4 ml 3-Aminopropyltriethoxysilan 

  196 ml Aceton 

Lösung 2: 200 ml Aceton 

Lösung 3: 200 ml Aceton 

Die Objektträger werden der Reihe nach in die vorbereiteten Lösungen gegeben und 

verbleiben dort jeweils 1 Minute. Anschließend werden sie zum Trocknen ausgelegt. 
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Zum Schneiden der Gewebeproben steht ein Kryostat 2800 Frigocut N der Firma Rei-

chert-Jung zur Verfügung. Die Schnitte werden bei �26°C und mit einer Schichtdicke 

von 5 m angefertigt. Nach dem Auftragen auf die vorbereiteten Objektträger werden 

sie für 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Nun können sie sofort gefärbt oder 

bis zur späteren Färbung tiefgefroren werden. 

 

Immunhistologische Färbung: 

Zuerst werden die Objektträger in Aceton fixiert und anschließend luftgetrocknet. 

Dann muss das in den Zellen vorhandene Enzym Peroxidase inaktiviert werden, da im 

weiteren Verlauf der Färbung ebenfalls Peroxidase verwendet wird und nur diese an der 

Farbreaktion teilhaben soll. Dazu werden die Objektträger für eine Stunde in ein Ge-

misch aus Natriumacid und Wasserstoffperoxid gegeben. 

Als nächstes wird für 30 Minuten der Primärantikörper aufgetragen. Dieser bindet nur 

an spezielle Eiweißstrukturen des Objektes, in unserem Fall also an MHC-I- bzw. 

MHC-II-Antigene. Dann wird für weitere 30 Minuten der Sekundärantikörper aufgetra-

gen. Dieser ist gegen den Primärantikörper gerichtet und bindet nur an diesen. Danach 

wird ebenfalls für 30 Minuten der Tertiärantikörper aufgetragen, welcher nur an den 

Sekundärantikörper bindet. An einem Primärantikörper hängen nun mehrere Sekundä-

rantikörper und an diesen noch mehr Tertiärantikörper, welche mit dem Enzym Peroxi-

dase verbunden sind. Dies hat eine verstärkende Wirkung auf die folgende Farbreaktion, 

da so an einem Primärantikörper viele Enzyme gebunden sind und reagieren können. 

Zur eigentlichen Färbung kommen die Objektträger in ein Gemisch aus Diaminobenzi-

din und Wasserstoffperoxid. Dieses Gemisch reagiert mit der Peroxidase und führt zur 

Farbreaktion. 

Zum Abschluss werden die Objektträger noch mit Hämalaun gefärbt um wichtige Zell-

strukturen wie z.B. den Kern erkennen zu können. 

 

Auswertung der Färbungen: 

Um die durchgeführten Färbungen standardisiert auswerten zu können, verwenden wir 

ein semiquantitatives Schema, das der Anzahl der positiv gefärbten Zellen laut nachfol-

gender Tabelle eine Beschreibung des Ausmaßes der Expression von MHC-Antigenen 
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zuordnet. Diese Auswertung wird für Parenchym und Interstitium getrennt durchge-

führt. 

 

Tabelle 3.3: semiquantitatives Auswertungsschema 

Anzahl der positiv gefärb-

ten Zellen 

Ausmaß der Expression Abkürzung 

keine keine Expression - 

weniger als 1/3 schwache Expression + 

zwischen 1/3 und 2/3 mittelstarke Expression ++ 

Mehr als 2/3 starke Expression +++ 

 

 

3.4 Transplantation zur Ermittlung des MHC-Einflusses 

 

Um den Einfluss der MHC-Expression für die Transplantatfunktion untersuchen zu 

können, werden Transplantationen entsprechend der folgenden Tabelle durchgeführt. 

Bei der syngenen Transplantation von Lewis auf Lewis überprüfen wir, ob hier die 

Transplantatfunktion auch über einen längeren Zeitraum erhalten bleibt. Die allogene 

Transplantation von WF auf Lewis und von DA auf Lewis soll überprüfen, ob die unter-

schiedliche Expression von MHC-Antigenen auf den Nebenschilddrüsen von WF und 

DA mit einer unterschiedlichen Dauer der Transplantatfunktion in Zusammenhang ge-

bracht werden kann. Dazu werden die beiden allogenen Gruppen untereinander und mit 

der syngenen Gruppe verglichen und mittels Student-t-Test auf Signifikanz geprüft. 

 

Tabelle 3.4: Übersicht der durchgeführten Transplantationen 

 Spender Empfänger Anzahl der Trans-

plantationen 

syngen Lewis Lewis 2 

allogen WF 

DA 

Lewis 

Lewis 

5 

4 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Technische Durchführung 

 

Normalwerte: 

Die bei den gesunden Ratten gemessenen Blutkalziumwerte ergeben einen physiologi-

schen Normbereich von 2,2-2,6 mmol/l. Nach Entfernung der Nebenschilddrüsen sinkt 

der Spiegel auf Werte im Bereich von 1,4-1,9 mmol/l. Man kann von einer ausreichen-

den Parathyreoidektomie ausgehen, wenn der Kalziumspiegel auf unter 2,0 mmol/l ab-

fällt, optimal sind Werte zwischen 1,5 und 1,8 mmol/l. Nur Ratten, deren Kalziumwert 

entsprechend abfällt, sind als Empfänger geeignet. Inkomplett parathyroidektomierte 

Ratten werden in Narkose getötet. Eine zweite Operation ist nicht Erfolg versprechend, 

da bei diesen Tieren auch akzessorische Epithelkörperchen vorhanden sein könnten, 

deren Auffinden nicht möglich ist. 

 

Anatomie und Explantation: 

Wir verwenden für unsere Versuche Ratten der Inzuchtstämme Lewis, WF und DA, die 

von uns hinsichtlich der technischen Durchführbarkeit einer Parathyreoidektomie unter-

sucht werden. Es zeigt sich, dass bei den Stämmen Lewis und WF 9 von 10 Epithelkör-

perchen sicher identifiziert und entfernt werden können. Die Abgrenzung der Epithel-

körperchen vom Schilddrüsengewebe beim Stamm DA ist schwieriger als bei den ande-

ren Stämmen, hier können etwa 8 von 10 Epithelkörperchen sicher identifiziert werden. 

Wir erreichen also für die Durchführung der Parathyreoidektomie eine Erfolgsrate von 

90% für die Stämme Lewis und WF und 80% für den Stamm DA. 

 

Implantation: 

Nach Implantation zeigt sich bei etwa 8 von 10 Transplantationen ein Kalziumanstieg 

auf über 2,0 mmol/l, was einer Erfolgsrate von 80% entspricht. 
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Transplantation: 

Zur Überprüfung der Transplantatfunktion transplantieren wir 6 Epithelkörperchen syn-

gen von Lewis auf Lewis. Am 39. Tag nach der Operation werden die transplantierten 

Epithelkörperchen wieder entnommen. Zur Dokumentation des Kalziumspiegels wer-

den vom Tag der Transplantation (Tag 0) bis Tag 56 nach Transplantation Blutentnah-

men durchgeführt. Der Verlauf des Kalziumspiegels (in mmol) wird graphisch darge-

stellt. 

 

Abbildung 4.1: Ca-Verlauf bei syngener Transplantation 
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Die Auswertung zeigt, dass nach Implantation der Epithelkörperchen der Kalziumspie-

gel in den Normbereich ansteigt und nach deren Explantation wieder in den hypokalzä-

mischen Bereich abfällt. Das gewählte Versuchsmodell ist daher prinzipiell zur Beant-

wortung der gestellten Fragen geeignet. 
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4.2 Ermittlung der benötigten Gewebemenge 

 

Zur Ermittlung einer ausreichenden Gewebemenge werden die unten aufgeführten 

Transplantationen in den genannten Spender- und Empfängerkombinationen und der 

jeweils angegebenen Zahl an Epithelkörperchen durchgeführt. Transplantiert wird ent-

weder syngen oder allogen. Außerdem wird am Tag der Transplantation (Tag 0) und am 

Tag 7 nach Transplantation (Tag 7) Blut zur Ermittlung des Kalziumspiegels entnom-

men. Wenn der Kalziumwert über 2,0 mmol/l steigt, kann man von einer erfolgreichen 

Transplantation ausgehen, falls der Wert unter 2,0 mmol/l bleibt, war die Transplantati-

on nicht erfolgreich. 

 

Tabelle 4.1: Ergebnisse nach allogener Transplantation zur Funktionskontrolle 

Zahl der 

Epithelkör-

perchen 

Art der 

Transplanta-

tion 

Spender Empfänger Ca in 

mmol/l an 

Tag 0 

Ca in 

mmol/l an 

Tag 7 

2 allogen 

allogen 

allogen 

WF 

WF 

WF 

Lewis 

Lewis 

Lewis 

1,7 

1,6 

1,5 

2,5 

1,6 

2,2 

4 syngen 

allogen 

Lewis 

WF 

Lewis 

Lewis 

1,6 

1,6 

1,7 

2,7 

6 allogen 

allogen 

WF 

WF 

Lewis 

Lewis 

1,7 

1,6 

2,5 

2,5 

10 allogen 

allogen 

WF 

WF 

Lewis 

Lewis 

1,6 

1,6 

2,3 

2,2 

14 allogen 

allogen 

WF 

WF 

Lewis 

Lewis 

1,5 

1,6 

2,6 

2,2 

 

Man sieht, dass erst ab 6 übertragenen Epithelkörperchen bei allen durchgeführten 

Transplantationen ein Anstieg in den normokalzämischen Bereich erfolgt. Es sind also 

mindestens 6 Epithelkörperchen nötig, um einen ausreichenden Anstieg des Kalzium-

spiegels zu erhalten. 
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4.3 Analyse der MHC-Antigene 

 

Durch Beurteilung einer Hämalaun-Eosin-Färbung (HE-Färbung) lässt sich das Neben-

schilddrüsengewebe in Parenchym und Interstitium einteilen. Im Parenchym kann man 

überwiegend Hauptzellen für die Hormonproduktion und einige oxyphile Zellen mit 

bisher unbekannter Funktion erkennen, das Interstitium wird hauptsächlich aus Septen 

und Endothelzellen gebildet. 

Abbildung 4.2: Schnitt durch Epithelkörperchen, HE-Färbung, 200-fache Vergrößerung 

 

 

Das Nebenschilddrüsengewebe wird nun immunhistologisch zum Nachweis von MHC-

Antigenen angefärbt. Bei der Auswertung der Präparate mit spezifischer Anfärbung der 

MHC-I-Antigene zeigt sich, dass im Interstitium aller drei Rattenstämme nur wenige 

positive Zellen nachgewiesen werden können. Im Parenchym findet sich ein deutlicher 

Unterschied zwischen den einzelnen Stämmen in der Anzahl der positiv gefärbten Zel-

len. Bei Lewis sind weniger als 1/3 der Zellen positiv gefärbt, bei WF etwa 1/3 bis 2/3 

der Zellen, bei DA mehr als 2/3 der Zellen. 
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Die Präparate mit spezifischer Anfärbung der MHC-II-Antigene fallen für alle drei 

Stämme gleich aus. Im Interstitium finden sich nur vereinzelt positiv gefärbte Zellen, im 

Parenchym sind keine Zellen angefärbt. 

Bei Anwendung der semiquantitativen Bewertung auf die durchgeführten Färbungen 

erhält man folgende Ergebnisse: 

 

Tabelle 4.2: Ergebnisse der MHC-Färbungen an Nebenschilddrüsen in Abhängigkeit 

vom Tierstamm 

Stamm Antigen Anzahl der 

Färbungen 

Expression im 

Interstitium 

Expression im 

Parenchym 

Lews MHC I 

MHC II 

5 

5 

+ 

+ 

+ 

- 

WF MHC I 

MHC II 

5 

5 

+ 

+ 

++ 

- 

DA MHC I 

MHC II 

5 

5 

+ 

+ 

+++ 

- 

 

Die hier interpretierten Färbungen sind im Anhang als Bilder angefügt. 
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4.4 Transplantation zur Ermittlung des MHC-Einflusses auf die 
Transplantatfunktionszeit 

 

Syngene Kontrollgruppe: 

Es werden 2 syngene Transplantationen von Lewis auf Lewis durchgeführt, um zu zei-

gen, dass hier die Transplantatfunktion auch über einen längeren Zeitraum nachgewie-

sen werden kann. Es werden 10 Epithelkörperchen pro Transplantation übertragen. Der 

Verlauf des Kalziumspiegels (in mmol/l) wird durch Blutentnahmen zwischen Tag 0 

und Tag 34 dokumentiert und graphisch dargestellt. 

 

Abbildung 4.3: Serum-Ca-Spiegel bei syngener Transplantation von Lewis auf Lewis 
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Man erkennt, dass der Kalziumspiegel zwischen Tag 3 und Tag 4 nach Transplantation 

in den normokalzämischen Bereich ansteigt und bis zum Ende des Versuches dort 

bleibt. Bei einer syngenen Transplantation mit der Übertragung gleicher MHC-Antigene 

ist auch über einen längeren Zeitraum hinweg kein Nachlassen der Transplantatfunktion 

nachweisbar. 

 



22 

Allogene Transplantationsgruppe I: 
 
Zur Bestimmung der Dauer der Transplantatfunktion werden nun allogene Transplanta-

tionen von WF auf Lewis durchgeführt, es werden 10 Epithelkörperchen pro Transplan-

tation übertragen. Der Verlauf des Kalziumspiegels wird durch Blutentnahmen von Tag 

0 bis Tag 18 dokumentiert und graphisch dargestellt. 

 

Abbildung 4.4: Serum-Ca-Spiegel bei allogener Transplantation WF auf Lewis 
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Hier steigt der Kalziumspiegel ebenfalls zwischen dem 3. und 4. Tag nach Transplanta-

tion in den normokalzämischen Bereich. Im Gegensatz zur syngenen Gruppe kommt es 

aber zwischen den Tagen 12 und 16 (Mittelwert 13,9, Standardabweichung 1,68) nach 

Transplantation zu einem Abfall in den hypokalzämischen Bereich. Bei einer allogenen 

Transplantation von WF auf Lewis ist also die Transplantatfunktion nur zwischen den 

Tagen 4 und 14 nach Transplantation nachweisbar. 
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Allogene Transplantationsgruppe II: 

Wir transplantieren nun allogen von DA auf Lewis, es werden 10 Epithelkörperchen pro 

Transplantation übertragen. Der Verlauf des Kalziumspiegels wird wieder durch Blut-

entnahmen von Tag 0 bis Tag 18 dokumentiert und graphisch dargestellt. 

 

Abbildung 4.5: Serum-Ca-Spiegel bei allogener Transplantation DA auf Lewis 
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Auch hier steigt der Kalziumspiegel zwischen dem 3. und 4. Tag nach Transplantation 

in den normokalzämischen Bereich an, fällt allerdings bereits zwischen dem 8. und 11. 

Tag (Mittelwert 9,4, Standardabweichung 1,14) nach Transplantation wieder in den 

hypokalzämischen Bereich zurück. Die Transplantatfunktion ist also bei allogener 

Transplantation von DA auf Lewis nur zwischen dem 4. und 9. Tag nach Transplantati-

on nachweisbar. Dieser Unterschied zwischen den beiden allogenen Gruppen ist signifi-

kant (siehe Statistik im Anhang). Im Vergleich beider Gruppen stellt man fest, dass eine 

Übertragung von Nebenschilddrüsengewebe mit einer höheren Expression von MHC-I-

Antigen (DA) eine kürzere Transplantatfunktion zur Folge hat als eine Übertragung von 

Gewebe mit einer niedrigeren Expression von MHC-I-Antigen (WF). 
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5 Beantwortung der Fragen 
 

Zu 1.: Eine experimentelle Nebenschilddrüsentransplantation kann erfolgreich durch-

geführt werden. Der Kalziumspiegel, der als Kontrolle dient, fällt ca. 1 Woche 

nach Entfernung der Epithelkörperchen unter den Normbereich ab und kehrt in-

nerhalb von ca. 4 Tagen nach erfolgter Transplantation wieder in diesen zurück. 

 

Zu 2.: Für die Aufrechterhaltung einer ausreichenden Transplantatfunktion, gemessen 

an einem permanenten Kalziumspiegel von über 2,0 mmol/l, muss eine Min-

destmenge von 6 Nebenschilddrüsen im Rattenmodell transplantiert werden. 

Dies entspricht einem Spender-Empfänger-Verhältnis von 3:1. 

 

Zu 3.: Die Expression von MHC Klasse I Antigen auf Nebenschilddrüsenzellen unter-

liegt einer stammabhängigen Varianz: Tiere des Stammes Lewis zeigen eine 

schwache Expression, Tiere des Stammes WF eine mittelstarke und Tiere des 

Stammes DA eine starke Expression. MHC Klasse II Antigen ist auf den Neben-

schilddrüsenzellen nicht vorhanden und nur im Interstitium schwach nachweis-

bar. 

 

Zu 4.: Es findet sich eine Transplantatfunktion in Abhängigkeit vom Ausmaß der MHC 

Klasse I Expression auf Spendernebenschilddrüsenzellen. Starke MHC I Expres-

sion führt zu einem schnelleren Transplantatfunktionsverlust. Die Anzahl der 

MHC II exprimierenden Zellen im Interstitium scheint hierauf keinen Einfluss 

zu haben. 
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6 Diskussion 
 

Laut statistischem Bundesamt werden in Deutschland jährlich circa 100.000 Patienten 

einer Schilddrüsenresektion und etwa 1000 Patienten einer Thyreoidektomie unterzo-

gen. Legt man für diese Eingriffe eine Inzidenz des permanenten Hypoparathyreoidis-

mus von 1-5% zugrunde, so ergibt sich eine Zahl von über 1000 Patienten, die pro Jahr 

an einer Nebenschilddrüsenunterfunktion erkranken (31). Aufgrund der komplexen 

Funktion des Parathormons und der physiologischerweise vorhandenen Tagesrhythmik 

der Hormonproduktion ist die konservative Therapie der Nebenschilddrüsenunterfunk-

tion schwierig. Häufig bedürfen die Patienten hoher intravenöser Dosierungen von Kal-

zium. Daher besteht nach wie vor Bedarf an einer kausalen Therapie dieser Mangeler-

scheinung. Aufgrund der Erkenntnisse, die im Rahmen der Nebenschilddrüsenauto-

transplantation nach Operationen an Schilddrüsen und Nebenschilddrüsen gesammelt 

wurden, ist belegt, dass dieses Gewebe prinzipiell ohne Funktionsverlust übertragbar ist 

(31). Daher ist die Nebenschilddrüsentransplantation als mögliche kurative Therapie des 

Hypoparathyreoidismus seit längerem Gegenstand experimenteller und klinischer For-

schung (9, 13, 14, 15). Zur Therapie eines postoperativen Hypoparathyreoidismus 

müsste jedoch eine Gewebeübertragung von einem Patienten auf einen anderen Patien-

ten erfolgen. Die hierbei zu erwartende Abstoßungsreaktion kann aber nicht, wie bei 

anderen Organübertragungen üblich, durch eine lebenslange Immunsuppression verhin-

dert werden, da die Nebenwirkungen dieser Therapie den Nutzen der Transplantation 

relativieren würden. 

Eine Analyse der Abstoßungsvorgänge könnte weitere Erkenntnisse zur Lösung der 

immunologischen Probleme liefern. Daher ist es wichtig, ein geeignetes experimentelles 

Tiermodell zu finden, dessen Ziel und Nutzen in der Entwicklung alternativer Formen 

der Beeinflussung der Abstoßungsreaktion nach allogener Nebenschilddrüsentransplan-

tation liegen. 
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6.1 Tiermodell 

 

Zur Überprüfung der Transplantatfunktion wird der Kalziumspiegel herangezogen. Um 

den Normbereich zu definieren, werten wir Blutproben gesunder Tiere aus und erhalten 

einen Normbereich von 2,2 bis 2,6 mmol/l. Nach erfolgter Parathyreoidektomie fällt der 

Kalziumspiegel signifikant auf Werte zwischen 1,6 und 1,9 mmol/l ab, so dass wir Wer-

te kleiner als 2,0 mmol/l als den hypokalzämischen Bereich definieren. 

Die bereits veröffentlichte Literatur von Hasse (13) gibt einen Normbereich von 2,4 bis 

2,6 mmol/l an. Hasse definiert den hypokalzämischen Bereich von 1,4 bis 1,9 mmol/l, 

Xiao Wen Fu alle Werte kleiner 1,7 mmol/l. 

Innerhalb von etwa einer Woche nach Entfernung der Epithelkörperchen werden die 

Tiere hypokalzämisch, ca. 3 bis 6 Tage nach erfolgter Transplantation ist der Kalzium-

spiegel wieder in den Normbereich angestiegen und verbleibt dort. Nach Explantation 

der Nebenschilddrüsen am Tag 30 fällt der Kalziumwert wieder auf hypokalzämische 

Werte ab. 

Alle von uns ermittelten Werte stimmen mit den in der Literatur (13) veröffentlichten 

Werten überein, der Kalziumspiegel verläuft erwartungsgemäß und ebenfalls konform 

mit den verfügbaren Literaturergebnissen. 

 

6.2 Spender-Empfänger-Verhältnis 

 

Um eine für eine ausreichende Transplantatfunktion nötige Gewebemenge zu ermitteln, 

führen wir Transplantationen mit der Übertragung von 2, 4, 6, 10 und 14 Epithelkörper-

chen durch. Bei 2 und 4 übertragenen Epithelkörperchen kommt es bei einigen 

Transplantationen nicht zu einem Anstieg der Kalziumwerte, so dass man davon 

ausgehen muss, dass diese Verhältnisse für eine funktionale Transplantation nicht 

ausreichend sind. Ab einer Menge von 6 Epithelkörperchen ist bei der Verwendung von 

nativem Gewebe eine ausreichende Transplantatfunktion nachweisbar. Wird eine 

zusätzliche Behandlung des transplantierten Gewebes oder des Empfängers 

durchgeführt, sollten 10 Epithelkörperchen übertragen werden. Dies entspricht einem 

Spender-Empfänger-Verhältnis von 5:1. Eine Übertragung von 14 Epithelkörperchen 
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Verhältnis von 5:1. Eine Übertragung von 14 Epithelkörperchen ergibt keine nennens-

werte Verbesserung der Ergebnisse. 

Hasse (15) verwendet für seine Transplantationen ein Verhältnis von 10:1, er transplan-

tiert also 20 Epithelkörperchen. Das von ihm entnommene Gewebe durchläuft eine Kul-

turpassage und wird im Anschluss daran mikroverkapselt. Wir nehmen an, dass Hasse 

eine höhere Ausgangsmenge verwendet, um das möglicherweise bei der traumatisieren-

den Vorbehandlung zugrunde gehende Gewebe kompensieren zu können. 

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass durch eigene Versuche der in der Literatur 

veröffentlichte Wert von 10:1 auf 5:1 gesenkt werden konnte, ohne die Transplantat-

funktion zu gefährden. 

 

 

6.3 Transplantationen 
 

Syngene Kotrollgruppe: 

Bei der Betrachtung des Kalziumspiegels zeigt sich, dass der Wert der transplantierten 

Tiere, der am Tag der Transplantation (Tag 0) bei 1,6 mmol/l liegt, bereits am Tag 5 

nach Operation auf 2,2 bzw. 2,3 angestiegen ist und auch im weiteren Verlauf der Beo-

bachtung sehr stabil bleibt. Die Ratten sind also schon wenige Tage nach der Transplan-

tation normokalzämisch und bleiben dies auch bis zum Ende des Versuches. Das trans-

plantierte Gewebe wird offensichtlich ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen ver-

sorgt, so dass es auch über längere Zeit vital bleibt, das produzierte Parathormon kann 

abtransportiert und dem gesamten Körper systemisch zu Verfügung gestellt werden, und 

die transplantierten Epithelkörperchen können so gut auf Schwankungen im Kalzium-

spiegel reagieren, dass dieser auch über Wochen stabil bleibt. Dies zeigt eindeutig den 

Erfolg der Transplantation. 

Auch diese Ergebnisse stimmen mit der Literatur überein. Hasse (13) gibt an, dass nach 

syngener Transplantation nach 42 Tagen 100% und nach 90 Tagen immer noch 57% der 

transplantierten Tiere normokalzämisch waren. Bei Transplantation von mit Barium-

Alginat (15) verkapselten Epithelkörperchen konnte er die Funktion sogar über einen 

Zeitraum von 26 Wochen nachweisen. 
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Allogene Gruppen: 

Es werden die beiden Gruppen mit Transplantationen von WF auf Lewis und DA auf 

Lewis untersucht. Die Kalziumwerte liegen am Tag 0 zwischen 1,5 und 1,9 mmol/l 

(Mittelwert 1,68 mmol/l) und steigen ähnlich wie in der Kontrollgruppe am Tag 6 auf 

2,3 bis 2,5 mmol/l an. Da auch in diesen Gruppen der Kalziumwert innerhalb weniger 

Tage den Normalbereich erreicht, kann davon ausgegangen werden, dass die Transplan-

tationen hier ebenfalls erfolgreich waren. Im weiteren Verlauf treten jedoch Unterschie-

de zur Kontrollgruppe auf, die im Einzelnen nun diskutiert werden sollen. Die Gemein-

samkeit beider Gruppen ist der Abfall des Kalziumspiegels, der Unterschied ist der Zeit-

punkt dieses Abfalls. Man kann erkennen, dass die Grenze von 2,0 mmol/l in der 

Gruppe WF auf Lewis zwischen dem 12. und dem 16. postoperativem Tag unterschrit-

ten wird (Mittelwert: Tag 13,9), in der Gruppe DA auf Lewis geschieht dies zwischen 

Tag 8 und Tag 11 (Mittelwert: Tag 9,35). Der Abfall des Kalziumspiegels lässt vermu-

ten, dass eine Reaktion des Immunsystems auf das körperfremde Gewebe erfolgt ist, so 

dass es in den beiden Gruppen etwa an den Tagen 9 (DA auf Lewis) bzw. 14 (WF auf 

Lewis) nach Operation zu einer Abstoßung des transplantierten Gewebes kommt. Ver-

mutlich hat hier die unterschiedliche Expression von MHC-I einen wichtigen Einfluss, 

denn in der Gruppe, die nach etwa 9 Tagen abgestoßen hat, ist Gewebe mit einer höhe-

ren MHC-I Expression transplantiert worden als in der Gruppe, die nach etwa 14 Tagen 

abgestoßen hat. Diese zeitliche Differenz ist, mittels t-Test (Student-Test) verifiziert, 

signifikant unterschiedlich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 1%. 

Man kann also folgern, dass eine höhere Expression von MHC-I eine schnellere Absto-

ßungsreaktion bewirkt. Dies wäre dadurch zu erklären, dass eine höhere Expression von 

MHC-I einen stärkeren Reiz auf T-Lymphozyten ausübt, sich in stärkerem Maß in zyto-

toxische T-Lymphozyten umzuwandeln, welche bei einer höheren Expression von 

MHC fremde Zellen dann auch schneller erkennen und abtöten können. 

Hasse (13) beschreibt nach allogener Transplantation einen Abfall des Kalziumwertes 

nach 21 Tagen. Der Unterschied kann möglicherweise durch die Verwendung einer an-

deren Stammkombination (hier Transplantation von Lewis auf DA) erklärt werden. Das 

Resultat kann aber auch mit unseren oben diskutierten Ergebnissen erklärt werden, da 

Lewis als Spender eine niedrige MHC-I Expression aufweist als WF oder DA und man 

so eine längere Abstoßungszeit erwarten würde. 
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6.4 Expression der MHC Antigene 
 

Entgegen früherer Vermutungen, endokrines Gewebe sei � immunologisch privilegiert�, 

da es aufgrund mangelnder Expression von Histokompatibilitätsantigenen vom Emp-

fängerimmunsystem nicht als fremd erkannt und abgestoßen werden kann (29), zeigen 

neuere Untersuchungen jedoch, dass sowohl MHC I als auch MHC II Antigene auf 

menschlichem Nebenschilddrüsengewebe nachweisbar sind. Das Ausmaß der Expressi-

on scheint hierbei von pathologischen Veränderungen des Gewebes abhängig zu sein, 

wie eine Publikation von Bjerneroth et al zeigen konnte (6). Die Autoren fanden hier 

einen Unterschied in der Expression von MHC-I zwischen normalem, hyperplastischem 

und adenomatösem Gewebe, und dass auch MHC-II in unterschiedlichem Ausmaß 

exprimiert wird. Sie beschreiben für gesundes Gewebe eine sehr schwache Expression 

sowohl an MHC-I als auch an MHC-II, für pathologisch verändertes Gewebe dagegen 

eine deutlich gesteigerte Expression beider Antigene. Eine gezielte Untersuchung zur 

Expression der Histokompatibilitätsantigene auf Rattennebenschilddrüsengewebe findet 

sich bei der Literatursuche nicht, lediglich die Existenz MHC Klasse II exprimierender 

Zellen im Interstitium, also dem Bindegewebsraum zwischen den einzelnen Zellen, 

wurde beschrieben (25). Diesen Zellen, den so genannten �passenger leucocytes�, 

kommt bei der Vermittlung einer zellulären Abstoßungsreaktion eine besondere Rolle 

zu, weshalb deren Entfernung aus dem Transplantat vor einer Transplantation Gegens-

tand verschiedener experimenteller und klinischer Untersuchungen gewesen ist (32, 33, 

34).  

Unsere eigenen immunhistologischen Untersuchungen zur Expression von Histokompa-

tibilitätsantigenen auf Nebenschilddrüsengewebe der Ratte zeigen eine regelmäßige 

Expression des MHC Klasse I Antigens auf den Zellen. Die Intensität der Expression ist 

dabei stammabhängig und findet sich in einem semiquantitativen Scoring-System 

schwach für den Lewis-Stamm, mittelstark für WF-Stamm und stark für DA-Stamm. 

Die Anzahl der MHC Klasse II positiven Zellen im Interstitium hingegen war bei allen 

untersuchten Stämmen gleich schwach. Die beobachteten Unterschiede bezüglich der 
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Dauer der Transplantatfunktion können demzufolge nicht ursächlich hierauf zurückge-

führt werden.  

Hinsichtlich der Mechanismen, welche eine zelluläre Abstoßungsreaktion initiieren 

können, werden derzeit zwei mögliche Aktivierungskaskaden diskutiert. 1.: Der direkte 

Weg der Antigenpräsentation, bei dem einer T-Zelle des Empfängers durch eine Spen-

derzelle fremdes MHC-Antigen präsentiert wird. Die Spenderzelle wird bei der Trans-

plantation mit dem Organ in den Empfänger übertragen (passenger leucocytes). Diese 

Form der Antigenpräsentation stellt den stärksten Stimulus der T-Zell vermittelten Im-

munantwort dar und wird im Wesentlichen für die akute Abstoßungsreaktion verant-

wortlich gemacht. 2.: Bei der indirekten Antigenpräsentation wird der Empfänger-T-

Zelle prozessiertes Fremd-MHC in Form von Peptiden auf der Zelloberfläche einer 

Empfängerzelle von MHC-Molekülen des Empfängers präsentiert. Derzeit wird der 

indirekte Weg der allogenen Transplantaterkennung im Wesentlichen als ursächlich für 

die chronische Abstoßungsreaktion angesehen.  

Zwei hypothetische Schlussfolgerungen lassen sich daher aus Vorgesagtem im Bezug 

auf die in unseren Versuchen feststellbaren Unterschiede der Transplantatfunktionsdau-

er ziehen: 1.: Die Anzahl der MHC Klasse II positiven Zellen im Interstitium der Trans-

plantate unterscheiden sich bei den verschiedenen Stämmen nicht, so dass die Bedeu-

tung dieser Zellen für das Abstoßungsverhalten aufgrund unserer Daten unklar bleibt. 

Dies steht im Gegensatz zu der Erkenntnissen aus zwei klinischen Studien. Die Arbeits-

gruppe um Sollinger konnte nach Entfernung von passenger leucocytes aus Neben-

schilddrüsentransplantaten durch vorübergehende Implantation in Nacktmäuse eine sig-

nifikant verlängerte Transplantatfunktion nachweisen (25). In einer Arbeit von Anton et 

al wurde einem Patient Nebenschilddrüsengewebe transplantiert aus dem zuvor sämtli-

che MHC Klasse II positiven Zellen entfernt wurden, was ebenfalls zu einer verlänger-

ten Transplantatfunktion führte (35). Genauere Analysen hinsichtlich der Art der Ab-

stoßungsreaktion und der beteiligten Zellen wurden in diesen Arbeiten nicht durchge-

führt. 2.: Die Dauer der Transplantatfunktion in unseren Untersuchungen war abhängig 

vom Ausmaß der MHC Klasse I Antigene auf den Nebenschilddrüsenzellen des Spen-

ders. Hierbei zeigte sich eine signifikant längere Funktionsdauer bei Transplantaten mit 

geringer ausgeprägter MHC Klasse I Expression im Vergleich zu stark exprimierendem 

Spendergewebe. Dies deutet darauf hin, dass der indirekte Weg der Antigenpräsentation 
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bei der allogenen Nebenschilddrüsentransplantation möglicherweise eine bedeutendere 

Rolle spielt, als bisher vermutet. Weiterführende Untersuchungen hierzu sollten daher 

neben der exakten Analyse der Abstoßungsreaktion in diesem Transplantationsmodell 

auch die Evaluation einer gezielten Vorbehandlung des Spendergewebes mit dem Ziel 

der Reduktion der MHC Klasse I Antigene auf den Nebenschilddrüsenzellen oder eine 

entsprechende spenderspezifische Vorbereitung der Empfängertiere beinhalten. 

 

 

6.5 Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wird ein Modell zur Transplantation von Epithelkörperchen 

in der Ratte entwickelt, um grundlegende immunologische Daten für eine mögliche 

kausale Therapie des Hypoparathyreoidismus zu erhalten. 

Es zeigt sich, dass ab einer Mindestmenge von 6 transplantierten Nebenschilddrüsen 

eine sichere Transplantatfunktion nachgewiesen werden  kann. Die Dauer dieser Trans-

plantatfunktion ist von der Stammkombination der Inzuchtratten abhängig, bei einer 

Transplantation von DA auf Lewis ist sie kürzer als bei einer Transplantation von WF 

auf Lewis. Bei der Untersuchung der MHC-Antigene kann eine stammabhängige Ex-

pression von MHC-I-Antigen nachgewiesen werden. Lewis zeigt eine schwache, WF 

eine mittelstarke und DA eine starke Expression, ein Student-t-Test ergibt einen signifi-

kanten Zusammenhang zwischen dieser Expression und der Dauer der Transplantat-

funktion. Die Expression von MHC-II-Antigen weist keinen Unterschied zwischen den 

beschriebenen Rattenstämmen auf. 

Die logische Fortführung der Forschung und dieser Ergebnisse liegt zum Beispiel in 

einer genaueren Untersuchung und Verfeinerung der transplantationsbegleitenden The-

rapie mit Immunsuppressiva wie zum Beispiel Cyclosporin A oder anderen experimen-

tellen Ansätzen zur Immunmodulation wie z.B. Zellkulturpassage oder präoperativer 

Antikörpertherapie. 
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8 Anhang 

8.1 Verwendete Chemikalien und Antikörper 

- Aceton 

- 3-Aminopropyltriethoxysilan 

- Natriumacid (NaN3) 

PBS    1 Liter 

NaN3    1-2 g 

- Wasserstoffperoxid (H2O2) 30% 

- Phosphate Buffered Saline (PBS) 

Aqua Destillata  1 Liter 

NaCl    8,20 g 

Na2HPO4 x 2H2O  0,89 g 

  KH2PO4   0,68 g 

  pH    7,4 

- Bovines Serum Albumin (BSA) 2%, 0,5% 

- Rattennormalserum (RNS) 

- Tris-HCl-Puffer 

Aqua Destillata  1 Liter 

Tris-HCl   7,88 g 

pH    7,6 

- 3,3-Diaminobenzidin (C12H14N4 x 4HCl x 2H2O, DAB) 

- Hämalaun nach Mayr � wässrig 

Aqua Destillata  5 Liter 

Hämatoxylin   6 g 

Natriumjodat   1 g 

Kaliumaluminiumsulfat 250 g 

Zitronensäure   5 g 

Zutaten mit Aqua dest. anrühren, danach 6 Wochen im Dunkeln unver-

schlossen reifen lassen. 

- Ethanol 
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- Xylol 

- Eukit Kleber 

 

Verwendete Primär-Antikörper: 

 Mouse anti Rat MHC Class 1 RT1a 

MCA280 

Clone Number:  MN4-91-6 

Arbeitsverdünnung:  1:50 

 Mouse anti Rat RT1a Class 1 

      MCA51G 

  Clone Number:  OX 18 

  Arbeitsverdünnung:  1:100 

 Mouse anti I-A (Mouse/Rat) (IgG) 

      MCA46G 

  Clone Number:  MRC OX 6 

  Arbeitsverdünnung:  1:100 

 Mouse anti I-A (Mouse/Rat) (IgG) 

      MCA45R 

  Clone Number:  MRC OX 3 

  Arbeitsverdünnung:  1:100 

  

Sekundär-Antikörper: 

Rabbit anti Mouse 

Code No. P0161 

DAKO A/S, Denmark 

 1 : 50 Verdünnung mit 30% Rattennormalserum (RNS) 

 

Tertiär-Antikörper: 

 Goat anti Rabbit 

 Code No. L42007 

 Caltag Laboratories, Burlingame, CA 

 1 : 50 Verdünnung mit 30% Rattennormalserum (RNS) 
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8.2 Immunhistochemisches Färbeprotokoll 

 

Fixierung: 

- Silan-beschichtete Objektträger in 4°C kaltes Aceton stellen 

- 15 min in Aceton auf rocking platform wirken lassen 

- Objektträger einzeln auf Papier legen, mindestens 20 min an Luft trocknen las-

sen 

- 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform waschen 

 

Peroxidase-Hemmung: 

- Objektträger in 200 ml Natriumacid-Lösung + 2 ml H2O2 60 min auf rocking 

platform wirken lassen 

- 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform waschen 

- Objektträger mit 500 l BSA 2% beschichten und 15 min bei 37°C inkubieren 

 

Primär-Antikörper: 

- Antikörperkonzentrat mit BSA 0,5% auf Arbeitskonzentration verdünnen 

- Rück- und Vorderseite des Objektträgers trocknen, ohne den Schnitt zu berühren 

und ohne ihn austrocknen zu lassen 

- Objektträger mit Primär-Antikörper (100 l pro Objektträger) beschichten 

- 30 min bei Raumtemperatur inkubieren 

- 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform waschen 

 

Sekundär-Antikörper: 

- Antikörperkonzentrat mit RNS 30% auf Konzentration 1:50 verdünnen 

- Rück- und Vorderseite des Objektträgers trocknen, ohne den Schnitt zu berühren 

und ohne ihn austrocknen zu lassen 

- Objektträger mit Sekundär-Antikörper (100 l pro Objektträger) beschichten 

- 30 min bei Raumtemperatur inkubieren 

- 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform waschen 
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Tertiär-Antikörper: 

- Antikörperkonzentrat mit RNS 30% auf Konzentration 1:50 verdünnen 

- Rück- und Vorderseite des Objektträgers trocknen, ohne den Schnitt zu berühren 

und ohne ihn austrocknen zu lassen 

- Objektträger mit Tertiär-Antikörper (100 l pro Objektträger) beschichten 

- 30 min bei Raumtemperatur inkubieren 

- 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform waschen 

 

Entwicklung: 

- in 200 ml Tris-HCl-Puffer 40 mg DAB lösen und filtrieren 

- starten der Entwicklung: 34 l H2O2 in Tris/DAB-Lösung pipettieren 

- Objektträger in dieser Lösung entwickeln (Dauer abhängig von Primär-

Antikörper) 

- Entwicklung in Spülung mit 2 x 5 min in 200 ml PBS auf rocking platform stop-

pen 

 

Abschließen der Färbung: 

- Objektträger 1 min in Hämalaun färben 

- 10 min unter fließendem Wasser spülen 

- in aufsteigende Ethanol-Reihe (60%, 80%, 100%) jeweils ca. 10 s wirken lassen 

- in Xylol ca. 10 s wirken lassen 

- Eindeckeln der Objektträger mit Eukit 
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8.3 Immunhistologische Färbungen 

 

Lewis: 

Abbildung 8: Lewis MHC-I, immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 

 

 

Abbildung 9: Lewis MHC-II, immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 
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WF: 

Abbildung 10: WF MHC I , immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 

 

 

Abbildung 11: WF MHC II , immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 
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DA: 

Abbildung 12: DA MHC I , immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 

 

 

Abbildung 13: DA MHC II , immunhistologische Färbung, 200-fache Vergrößerung 
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8.4 Tabellen 

 

Tabelle 8.1: Kalziumverlauf zur Überprüfung der Transplantatfunktion: 

Tag 0 7 14 21 28 35 42 49 56 

Wert in mmol /l 1,6 2,6 2,4 2,5 2,5 2,5 2,0 1,5 1,5 

 
 
Tabelle 8.2: Syngene Kontrollgruppe: 

 
 
Tabelle 8.3: Allogene Transplantationsgruppe I: 

 
 
Tabelle 8.4: Allogene Transplantationsgruppe II:

Tag 0 5 12 20 27 34 

Wert in mmol/l bei Tier 1 1,6 2,3 2,4 2,3 2,4 2,4 

Wert in mmol/l  bei Tier 2 1,6 2,2 2,4 2,4 2,5 2,5 

Tag 0 4 6 7 8 11 13 14 15 16 18 

Ca in mmol/l bei Tier 1 1,8 2,1 2,3  2,1  2,1  2,0  1,9 

Ca in mmol/l bei Tier 2 2,0 2,1 2,5  2,5 2,1 1,9  1,9  2,0 

Ca in mmol/l bei Tier 3 1,5   2,2    2,1  2,0 1,8 

Ca in mmol/l bei Tier 4 1,6   2,7    2,0  1,8  

Ca in mmol/l bei Tier 5 1,5   2,6    1,8  1,6 1,5 

Tag 0 4 7 9 11 14 18 

Ca in mmol/l bei Tier 1 1,4 2,0 2,5 2,0 1,9 1,9 1,8 

Ca in mmol/l bei Tier 2 1,5 2,0 2,2 1,9 1,8   

Ca in mmol/l bei Tier 3 1,3 1,8 2,4 2,0 1,8 1,4 1,4 

Ca in mmol/l bei Tier 4 1,4 2,1 2,1  2,0 1,4  
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8.5 Statistik: 
 

Tabelle 8.5: Transplantatfunktionsdauern in Gruppe I: WF → Lewis: 

Tier 1 2 3 4 5 

Tage 15,0 11,9 16,0 14,0 12,6 

 

Tabelle 8.6: Transplantatfunktionsdauern in Gruppe II: DA → Lewis: 

Tier 1 2 3 4 

Tage 9,0 8,4 9,0 11,0 

 

Tabelle 8.7: Mittelwerte (x) und Standardabweichungen (s): 

Gruppe n x s 

I 5 13,9 1,68 

II 4 9,35 1,14 

 

Berechnung der Prüfgröße t nach dem t-Test (Student-Test): 
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Berechnung der Anzahl der Freiheitsgrade: 
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Setzt man die oben genannten Zahlen in die Formeln ein, erhält man für die Prüfgröße t: 
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Bei der Berechnung der Freiheitsgrade erhält man: 

7

245





v
v  

 

In der Tabelle in Kapitel 8.1 werden á (die Wahrscheinlichkeit mit der die beiden Grup-

pen fälschlicherweise für signifikant unterschiedlich gehalten werden) und í gegenein-

ander aufgetragen. Wir wählten  á = 0,01 und í = 7 und erhalten den kritischen Wert 

 

50,3kritt  

 

Da unser berechnetes t größer ist als tkrit, kann also mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit 

von unter 1% angenommen werden, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen besteht. 

 

Wir können also zeigen, dass ein signifikanter Unterschied der Transplantatfunktions-

dauer zwischen höherer und niedrigerer Expression von MHC-I-Antigen besteht. 
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