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1 Einleitung 
 

Der permanente Hypoparathyreoidismus (Nebenschilddrüsenunterfunktion) ist eine irrever-

sible Reduktion des intakten Parathormons und des Gesamtkalziums im Blutserum des Pati-

enten mit eingeschränkter bzw. fehlender Funktion der Nebenschilddrüsen. Obwohl ein pri-

märer permanenter Hypoparathyreoidismus in Form eines autoimmunen Hypoparathyreoi-

dismus, des DiGeorge Syndroms oder des Kenny-Linarelli Syndroms vorliegen kann, ist der 

sekundäre Hypoparathyreoidismus als Folge des chirurgischen Eingriffs an der Schilddrüse 

oder den Nebenschilddrüsen die hauptsächliche Ursache dieser Erkrankung. Laut statisti-

schem Bundesamt werden in Deutschland 1.000 neu erkrankte Patienten pro Jahr gezählt. Die 

Inzidenz des permanenten Hypoparathyreoidismus bei Operationen an den Schilddrüsen be-

trägt 0,5-4% und hängt von den Operationsindikationen und von der chirurgischer Technik ab 

[63, 64]. 

 

Der permanente Hypoparathyreoidismus kann verschiedene klinische Beschwerden wie  Te-

tanie, Knochendeformationen, Haar- und Nagelwuchsstörungen, depressive Stimmungslagen 

und Herzstörungen verursachen [40]. Die Standardtherapie des Hypoparathyreoidismus be-

steht aus der bedarfsabhängigen Substitution von Kalzium und Vitamin D. Obwohl lebensbe-

drohende Situationen eines Patienten, wie  z. B. die hypokalzämische Krise, die mit schmerz-

haften tonischen Krämpfen der Muskulatur, Parästhesien und seltener mit Stimmritzenkrämp-

fen einhergehen, mit dieser Therapie sehr gut behandelbar sind und ihnen damit auch vorge-

beugt werden kann, bleibt die Kalzium/Phosphat-Homöostase unreguliert. Die chronische 

Hypokalzämie und das langfristige Fehlen des Parathormons führen zur Verschlechterung des 

Allgemeinbefindens und verschiedenen psychischen Störungen [5]; intrakranielle Verkalkun-

gen, Katarakte, sekundäre Candida- und Onychomykosen sind bei diesen Patienten ebenfalls 

zu beobachten [40]. Auf der anderen Seite ist diese konservative Therapie mit einigen Kom-

plikationen behaftet (osmotische Diarrhöe, Nephrolithiasis und Verkalkungen von verschie-

denen Geweben usw.) [24, 43]. Diese Nachteile der Substitutionstherapie sind der Grund für 

die Suche nach neuen, physiologischeren Behandlungsformen des permanenten Hypoparathy-

reoidismus. 

 

Die bis heute durchgeführten randomisierten klinischen Studien mit humanem rekombinan-

tem Parathormon (PTH-1-34) deuteten darauf hin, dass die Wiederherstellung der Kalzium-
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Homöostase nach der subkutanen Injektion des Hormons grundsätzlich möglich ist: Kalzi-

umwerte im Serum und Urin der Patienten liessen sich in normalen Grenzen nachweisen [65, 

72, 73]. Dennoch blieben die Phosphatwerte über dem normalen Niveau [72]. Da das Pa-

rathormon unstabil war, traten Fälle von Hypokalzämie während der Substitutionstherapie auf 

[72]. Ausserdem wurden einzelne Nebenwirkungen während dieser Therapie, wie Nocturia, 

Erbrechen, Hyperkalzämie und andere beobachtet [72, 73]. Obwohl keine negativen Verände-

rungen in den Knochen nach 3-jähriger PTH-Behandlung der 19 Patienten erkennbar waren 

[73], besteht jedoch das Risiko des dosisabhängigen Osteosarkoms bei solchen Patienten [74]. 

Um eine physiologischere Substitution des Parathormons zu erzielen, und um die potenzielle 

Gefahr der Komplikationen für den Knochen zu verringern, sollen neue Therapieansätze er-

probt werden: z. B. die PTH pump Therapie, die Gabe langfristig wirkender Parathormone 

und mehrmalige PTH-Injektionen [73]. Es scheint jedoch, dass die Transplantation des Ne-

benschilddrüsengewebes und die regulierbare De-Novo-Synthese des Parathormons eine sehr 

viel bessere Alternative zur artifiziellen Hormon-Substitution bei der konservativen Therapie 

des permanenten Hypoparathyreoidismus bieten. 

 

Die ersten Untersuchungen zur experimentellen Therapie der Tetanie nach Schilddrüsenope-

rationen mittels Transplantation des Schilddrüsen-Nebenschilddrüsen-Gewebes wurden von 

Anton von Eiselsberg (Professor der Chirurgie, Allgemeines Krankenhaus, Wien), Schüler 

von Theodor Billroth, im Jahr 1892,  und 5 Jahre später nach der Entdeckung der Neben-

schilddrüsen im Jahr 1887 von Ivar Victor Sandström (medizinischer Student an der Universi-

tät Uppsala), durchgeführt; dies, obwohl die genauen Ursachen der Tetanie weitgehend unklar 

waren [66]. Die ersten klinischen Versuche, die akuten Symptome des chronischen postopera-

tiven Hypoparathyreoidismus zu behandeln, erfolgten im Jahr 1907 von W. S. Halsted (Johns 

Hopkins Hospital) mittels einer Injektion von Nebenschilddrüsenextrakt und Kalzium. An-

schliessend konnten H. Pfeiffer und O. Mayer die ersten klinischen Erfolge nach Autotrans-

plantation der Epithelkörperchen im Jahr 1907 zeigen [66]. Seitdem wurden zahlreiche expe-

rimentelle und klinische Transplantationen autogenen bzw. allogenen Gewebes zur Therapie 

bzw. Prophylaxe des Hypoparathyreoidismus nach Schilddrüsen/Nebenschilddrüsenope-

rationen von verschiedenen Gruppen durchgeführt. 

 

Obwohl die Autotransplantation der Nebenschilddrüsen eine Routineprozedur geworden ist, 

ist ihre Allotransplantation bis heute noch kein Standardverfahren. Die ehemaligen Vermu-
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tungen, dass die Epithelkörperchen immunologisch privilegiert seien, bewahrheiteten sich 

nicht [68], und die ersten langfristigen Funktionen des transplantierten Gewebes waren aus-

schliesslich entweder in immunsupprimierten Empfängern [67, 2] oder durch die Transplanta-

tion an immunprivilegierte Orte zu erzielen [69, 70]. Ein erfolgreiches Ergebnis wurde auch 

nach der klinischen Isotransplantation (zwischen homozygoten Zwillingen) beobachtet [21]. 

Verschiedene experimentelle Untersuchungen zeigten, dass allogene Nebenschilddrüsentrans-

plantate ihre Funktion in Folge einer akuten zellulären Abstoßungsreaktion verlieren [20, 75]. 

Es stellte sich heraus, dass die Überlebenszeit der Epithelkörperchen von der Expression der 

Haupthistokompatibilitätsantigene abhängt, so dass Nebenschilddrüsen von den Inzuchtratten, 

die eine stärkere Expression der MHC Klasse I-Antigene zeigten, ihre Funktion in kürzester 

Zeit nach Allotransplantation (ohne Immunsuppression) einstellten [75]. Untersuchungen zur 

MHC-Expression von humanen Nebenschilddrüsenzellen wiesen darauf hin, dass sowohl die 

stromalen als auch die parenchymatösen Zellen des hyperplastischen Gewebes ein erhöhtes 

Niveau an MHC-Molekülen, im Vergleich zu normalen Nebenschilddrüsenzellen, besitzen: 

69% und 24% adenomatösen Zellen wiesen MHC-Antigene der Klasse I und der Klasse II 

auf; auf allen stromalen Zellen (bei sekundärem Hyperparathyreoidismus) fand man MHC-

Klasse II Antigene und bei 94% der Zellen MHC Klasse I Antigene; normale Nebenschild-

drüsenzellen exprimierten im Vergleich dazu in 23% MHC-Klasse I aber keine MHC Klasse 

II Antigene [71]. Ausserdem führte die Kultivierung mit IFN-γ bzw. IFN-γ zu einer Erhöhung 

von MHC Klasse I bzw. MHC Klasse II auf den hyperplastischen und adenomatösen Zellen, 

jedoch nicht auf den normalen Zellen [71]. 

 

Um eine langfristige Funktion des Allotransplantates zu erzielen, wurden verschiedene The-

rapieansätze erprobt: (1) Reduktion der Immunogenität des Gewebes, (2) Immunsuppression 

der Empfänger und (3) Immunprotektion des Gewebes. Die Reduktion der Immunogenität des 

Transplantates stützt sich darauf, dass durch Depletion der MHC Klasse II exprimierenden 

Zellen im Stroma des Nebenschilddrüsengewebes eine erniedrigte Immunogenität und damit 

Langfunktion des Transplantates zu erzielen wären. Im Bemühen, die Anzahl von passenger 

leukocytes zu reduzieren wurden verschiedene Ansätze, (a) die Zellkulturpassage [77, 79], (b) 

die Nacktmauspassage (interim host system) [20], und (c) Antikörper-gebundene magnetische 

Partikeln [78] verwendet. Obwohl die Depletion der passenger leukocytes der direkten Allo-

Antigenerkennung vorbeugen und damit das Überleben des Transplantates kurzfristig verlän-

gern konnte [77, 78, 79], wurde gezeigt, dass der indirekte Weg der Allo-Antigenerkennung 
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für die Abstossung des Nebenschilddrüsen-Allotransplantates eine sehr viel grössere Bedeu-

tung hat [80]. 

 

Da eine chronische Immunsuppression der Empfänger nach Allotransplantation der Epithel-

körperchen nicht gerechtfertigt ist, wurden verschiedene Versuche unternommen, um das Ü-

berleben des Transplantates mittels einer kurzfristigen immunsuppressiven Therapie zu ver-

längern. Obwohl manche Gruppen eine verlängerte Transplantatfunktion von mehr als 80 Ta-

gen nach zeitlich limitierter Medikation aus Cyclosporine A und anti-MHC Klasse I Antikör-

pern erzielen konnten [82], liessen sich diese Ergebnisse nicht reproduzieren [76, 80]. Aller-

dings stellt die Immunsuppression immer dann einen Therapieansatz dar, wenn Patienten im 

Rahmen einer kombinierten Nebenschilddrüsen/Nieren-Transplantationen eine lebenslange 

Medikation benötigen. [2]. 

 

Unter Immunprotektion des Gewebes versteht man eine Ummantelung des Gewebes bzw. der 

Zellen mit einer Membran, die selektiv permeabel ist und dadurch die Versorgung des Trans-

plantates mit low molecular weight Stoffen, wie Sauer- und Nährstoffen, erlaubt, während die 

immunreaktiven Zellen, Antikörper und Komplement vom Transplantat ferngehalten werden. 

Eine Vorbedingung für die Anwendung solcher Methoden ist die freie Ausschüttung des Zell-

produktes, z. B. des Parathormons, durch die Membran und seinen Übertritt in die Mikrozir-

kulation. Um die Immunprotektion des Transplantates zu gewährleisten, wurden zwei unter-

schiedliche Ansätze verwendet: die Makro- und die Mikroverkapselung [61]. Bei der Makro-

verkapselung überführt man das Gewebe bzw. die Zellen in eine Kammer, die von einer se-

mipermeablen Membran umgeben ist. Solche Makroverkapselungsanlagen sind beispielswei-

se Perfusionskammern (vascular devices) und Diffusionskammern (hollow fibers bzw. planar 

devices). Die Perfusionskammer besteht aus einer semipermeablen rohrförmigen Membran, 

die mittels eines Standard-PTFE-Graftes via arteriovenösem Shunt mit der Zirkulation des 

Empfängers verbunden ist; das Spendergewebe richtet sich in einem Reservoir um die semi-

permeable Membran herum ein [61]. Die Nachteile der Perfusionskammer (Notwendigkeit 

eines ‚grösseren’ operativen Eingriffs, Gefahr von Thrombosen und Infektionen) überwiegen 

jedoch deren Vorzüge: Diese Methode garantiert einen engen Kontakt zwischen arteriellem 

Blut und dem Transplantat und sichert damit die bessere Versorgung mit Sauer- und Nähr-

stoffen. Im Gegensatz zu den Perfusionskammern sind die verkapselten Zellen in den Diffusi-

onskammern sehr abhängig von der Diffusion  der Nährstoffe aus den umgebenden Geweben. 
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Zusätzliche äussere Schichten, die verschiedene Wachstumsfaktoren enthalten, können die 

Neovaskularisierung um das Transplantat herum aktivieren und damit die Ernährung der Zel-

len verbessern. Da besonders die makroverkapselten Zellen zur Verklumpung neigen, wurden 

zentrale Nekrosen in den Aggregaten beobachtet [85]. Dieses Problem wurde mittels Immobi-

lisierung der Zellen in verschiedenen Matrizes (Kollagen-Matrix, Ca2+-Alginat, Chitosan) ge-

löst [85, 86, 87]. Die klinischen Untersuchungen von Diffusionskammern zeigten, dass das 

makroverkapselte Nebenschilddrüsengewebe nach Allotransplantation mehr als 1 Jahr überle-

ben konnte; dennoch beobachtete man intensives Wachstum von Fibroblasten innerhalb der 

Kammer, womit sich die Anzahl von endokrinen Zellen verringerte, so dass sich der funktio-

nelle Effekt der Allotransplantation verringerte [83]. Trotzt anfänglich viel versprechender 

Ergebnisse auch mit der Makroverkapselung konnte bisher keine ausreichende Langzeit-

Transplantatfunktion erzielt werden. 

 

Eine Immunprotektion endokrinen Gewebes (z. B. von Inselzellen, Nebenschilddrüsenzellen) 

durch Mikroverkapselung wurde erstmals durch F. Lim und A. M. Sun beschrieben [88, 6] 

und von der Gruppe um C. Hasse seit einigen Jahren für die Nebenschilddrüsentransplantati-

on intensiv untersucht. Überlebenszeiten von bis zu 6 Monaten in iso-, allo- und xenogenen 

Rattenmodellen wurden hier berichtet [8, 9, 10]. Die Ummantelung des Spendergewebes mit 

einem hoch reinen Polymer bietet verschiedene Vorteile gegenüber der Makroverkapselung 

des Gewebes: Die sphärische Form der Mikrokapseln hat ein besseres Oberflächen-

/Volumen-Verhältnis als ein scheiben- oder rohrförmiges Gebilde und damit bessere Diffusi-

onsbedingungen; das Verkapselungspolymer dient zugleich als extrazelluläre Matrix für die 

verkapselten Zellen; Mikrokapseln sind mechanisch stabiler als Makrokapseln bzw. hollow 

fibers [61]. Als hauptsächliche Vorbedingung für die erfolgreiche klinische Anwendung der 

Mikroverkapselungstechnik hielten C. Hasse et al. vor allem eine hohe Reinheit des Alginates 

[4]. Im Rahmen der Inselzelltransplantation beobachtete man, dass, obwohl non-mitogenes 

Alginat verwendet wurde, die Mikrokapseln fibrosierten [17]. Dieses Ergebnis konnte vor al-

lem mit einer unvollständigen Verkapselung erklärt werden, da deformierte Mikrokapseln und 

unvollständig verkapselte Zellen auch dokumentiert wurden [17]. Allerdings wurde der Ein-

fluss der Präparation des Nebenschilddrüsengewebes wie auch der Mikroverkapselungstech-

nik auf die Qualität der Mikrokapseln und das Überleben der Nebenschilddrüsentransplantate 

überhaupt nicht hinreichend untersucht. Unklar ist auch, ob sich pathologisch verändertes Ne-

benschilddrüsengewebe für die Allotransplantation eignet. Zur Zeit gibt es kein allgemeingül-
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tiges Standardverfahren zur Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes; so unter-

scheidet man Mikrokapseln aus Poly-L-Lysin-Ca2+-Alginat [6], Ba2+-Alginat [8-10, 16] und 

Polyelektrolyten [7]; die Kapselgrössen messen zwischen 2 mm [16] und 500-600µm [6] im 

Durchmesser; als Methoden der Gewebepräparation dienen die mechanische Zerkleinerung 

mit anschliessender Verkapselung von Gewebepartikeln [8-10] und die enzymatische Di-

gestion und nachfolgende Verkapselung von Gewebebröckchen [7] bzw. Einzelzellen [16]. 

Die mechanische Stabilität der für die Nebenschilddrüsentransplantation vorherbestimmen 

Mikrokapseln wurde nicht untersucht.  

 

Die vorliegende Arbeit befasst sich zunächst mit der Untersuchung des hyperplastischen Ge-

webes (sekundärer Hyperparathyreoidismus) als potenzieller Quelle für die Allotransplantati-

on der Epithelkörperchen. Hierbei wird insbesondere die Funktion von frischem und kryokon-

serviertem Geweben analysiert. Der weiteren werden verschiedene Methoden der Gewebe-

präparation miteinander verglichen. Auch wird der Einfluss von verschiedenen Faktoren auf 

die Mikroverkapselungsqualität hinsichtlich einer späteren Allotransplantation untersucht. 

Analysiert werden auch die akuten In-Vitro-Sekretionsdynamiken von mikroverkapselten 

Gewebepartikeln bzw. Zellclustern/Einzellzellen und die Bedeutung der Gewebeintegrität für 

die regulierbare Funktion der Nebenschilddrüsenzellen. Abschliessend, und ebenfalls sehr be-

deutsam, wird die mechanische Stabilität der Barium-Alginat-Mikrokapseln geprüft. 
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2 Fragen 
 

1. Inwiefern eignet sich pathologisch verändertes Nebenschilddrüsengewebe für die spä-

tere Allotransplantation? In diesem Zusammenhang wurden die folgenden Parameter 

untersucht: die Morphologie des Gewebes und die Ca+2-abhängige Funktion von fri-

schem und kryokonserviertem Gewebe. 

 

2. Welche Methode der Gewebepräparation ist die am wenigsten belastende? Hier wurde 

die mechanische mit der enzymatischen Präparation verglichen. 

 

3. Welche Unterschiede gibt es hinsichtlich der Verkapselungsqualität, wenn Gewebe-

partikeln bzw. Zellcluster/Einzelzellen mikroverkapselt werden? Hier wurden folgen-

de Parameter untersucht: die Kapselform, die Kapselgrösse, die möglichst komplette 

Verkapselung, den Anteil leerer Kapseln an der Gesamtkapselzahl und die Vitalität 

der verkapselten Zellen. 

 

4. Welche funktionellen Unterschiede gibt es zwischen mikroverkapselten bzw. unver-

kapselten Nebenschilddrüsenpartikeln? Am Beispiel von frischem und kultiviertem 

Gewebe wurde die Frage geklärt, in wie fern die Verkapselung per se einen Einfluss 

auf die Gewebefunktion ausübt. Zusätzlich wurde analysiert, ob die Gewebeintegrität 

für die Funktion der mikroverkapselten Nebenschilddrüsenzellen bedeutsam ist. 

 

5. Sind die leeren Barium-Alginat-Kapseln ausreichend stabil? Wie beeinflusst die Dich-

te der mikroverkapselten Zellen die Stabilität der Kapseln, und welche Wirkung haben 

die Zellcluster auf die mechanische Stabilität der Kapseln? 
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Untersuchungsmaterial 

Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit war pathologisch verändertes Nebenschild-

drüsengewebe von Patienten mit sekundärem Hyperparathyreoidismus. Die Diagnose sekun-

därer Hyperparathyreoidismus wurde durch die klinischen Symptome und die histologischen 

Untersuchungen bestätigt. Sogleich nach der chirurgischen Entfernung wurden die Epithel-

körperchen in komplettes RPMI 1640 Medium (s. u.) überführt und bei 4°C ins Labor trans-

portiert. Die kalte Ischämiezeit betrug weniger als 15 min. Danach wurde die Eignung des 

Gewebes für die nachfolgenden Untersuchungen insofern geprüft, als hämorrhagisches und 

nekrotisches Gewebe von den Versuchen sicher ausgeschlossen wurde. Ein Teil des Neben-

schilddrüsengewebes wurde kryokonserviert und in flüssigem Stickstoff bis zur weiteren 

Verwendung gelagert. Alle Untersuchungen an menschlichem Material waren zuvor von der 

örtlichen Ethikkommission genehmigt worden. 

 

3.2 Chemikalien und Medien 

Das komplette Medium für die Gewebepräparation, die Gewebekultur und die Perifusion ba-

sierte auf RPMI 1640 Zellkulturmedium mit 25mM Hepes und stabilem L-Glutamin (Fa. 

CellConcepts; Umkirch) mit folgenden Zusätzen: 10% Hitze-inaktiviertem FCS (fetal calf 

serum; Fa. JUK Kraeber; Wedel), 1% Natriumpyruvat (Fa. Gibco BRL; Karlsruhe), 1% nicht-

essenziellen Aminosäuren (Fa. Gibco BRL), 1% Penicillin-Streptomycin (Fa. CellConcepts) 

und 5µM 2-Merkaptoethanol (Fa. Gibco BRL). Da der Gehalt des ionisierten Kalziums in 

komplettem Medium 0,42mM betrug, wurde letztes als Niedrig-Kalzium-Medium für die In-

Vitro-Untersuchungen verwendet. Um Medien mit einem erhöhten Kalziumgehalt herzustel-

len, wurde Kalziumchlorid (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) in komplettem 

Medium unter Kontrolle des ionisierten Kalziums aufgelöst, so dass Medien mit unterschied-

lichen Ca2+-Konzentrationen für die Perifusionen zur Verfügung standen. Der Magnesiumge-

halt im Medium betrug bei allen Versuchen 0,75mM. 

 

3.3 Alginat 

Für die Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes wurde hochreines Alginat, ent-

sprechend den GMP-Bedingungen, verwendet (Pronova UP MVG, Fa. NovaMatrix; Oslo, 

Norwegen). Der Gehalt an Endotoxinen betrug weniger als 100 EU/g. Das Alginat wurde 
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2,2%ig in A. bidest. gelöst, sein pH-Wert auf 7,0-7,5 eingestellt und durch einen Filter (FP 

30/0,2 CA-S; Fa. Schleicher & Schüll; VWR, Nürnberg) mit 0,2µm Porengröße steril filtriert. 

Die isotone 2%ige Alginatlösung bestand aus einer Mischung von 100µl steriler 9%iger 

NaCl-Lösung und 900µl Alginatlösung. Die non-mitogenen Eigenschaften des Alginates – 

keine Aktivierung von immunkompetenten Zellen und erniedrigte Ausschüttung von Enzün-

dungszytokinen im Vergleich zu mitogenem Alginat – wurden in vitro und in vivo (keine 

Fibrose nach der Transplantation leerer Kapseln) in eigenen, bisher unveröffentlichten Arbei-

ten bestätigt. 

 

3.4 Gewebepräparation 

Nach dem Transport ins Labor wurden die humanen Nebenschilddrüsen sofort gewogen und 

mit mikrochirurgischem Instrumentarium in komplettem Medium bei 4°C auf Partikeln von 

ca. 3 mm Kantenlänge mechanisch zerkleinert. So wurden auch Fettgewebe, nekrotische und 

hämorrhagische Bereiche entfernt. Nach der Entnahme der Gewebepartikeln für die histologi-

sche Untersuchung und die Kryokonservierung wurde das restliche Gewebe entweder mecha-

nisch oder enzymatisch weiter bearbeitet. 

 

3.4.1 Herstellung von Gefrierschnitten 

Die Gewebepartikeln für die histologische Untersuchung wurden in Blöckchen zerteilt und 

mit Tissue Tek Einfriermedium (Fa. Sakura, Sakura Finetek Europe B.V.; Zoeterwoude, Hol-

land) in Einfrierröhrchen (Fa. Brand GmbH; Wertheim) überführt und anschließend in flüssi-

gem Stickstoff bei –196°C tief gefroren. Mit Hilfe eines Kryostaten (Frigocut-N-2800, Rei-

chert Jung; Fa. Leica; Bensheim) wurden bei –20°C 10µm dicke Gefrierschnitte angefertigt. 

 

3.4.2 Hämalaun-Eosin Färbung 

Die Gewebemorphologie und verschiedene pathologische Veränderungen wurden mit der 

Hämalaun-Eosin-Färbung (H&E-Färbung) beurteilt. Dazu wurden die Gefrierschnitte zu-

nächst mit Aceton (Fa. Backer; Deventer-Holland, Holland) bei 4°C für 5 min fixiert. Die 

Zellkerne wurden sodann mit 1% wässriger Hämalaun-Lösung nach Mayer (Fa. Merck; 

Darmstadt) für 7-10 min gefärbt. Nach der Spülung der Präparate mit Leitungswasser und A. 

dest. erfolgte die Cytoplasma-Kontrast-Färbung für 1-3 min mit einer 0,5% wässrigen Eosin-

Lösung (Fa. Merck; Darmstadt). Unter Zusatz von 1 Tropfen Eisessig auf 100 ml Farblösung 

wurde durch Abbruch des alkalischen Bläuens die Kontrastbildung erleichtert, so dass Cy-
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toplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern kräftig rot gefärbt wurden. Anschließend wurde 

ausreichend mit A. dest. gespült. Nach beendeter Färbung wurden die Schnitte über die abso-

lute Alkoholreihe (4x pro min) und anschließend mit Xylol (Fa. Merck) entwässert. Die Ein-

bettung erfolgte konventionell mit dem Schnelleinbettmedium Pertex (Fa. Medite GmbH; 

Burgdorf). 

 

3.4.3 Mechanische Gewebezerkleinerung unter dem Dissektionsmikroskop 

Um Gewebebröckchen kleiner 500 µm herzustellen, wurden Gewebepartikeln von 3 mm Kan-

tenlänge unter dem Dissektionsmikroskop (Helmut Hund GmbH; Wetzlar) in komplettem 

Medium bei 4°C mit mikrochirurgischem Instrumentarium zerkleinert. So wurden Form und 

Grösse der Partikeln gezielt reguliert. Um eine bessere Verkapselungsqualität der Partikeln 

(bei Kapselgrößen unter 800 µm) zu erzielen, wurden gleichförmige Partikeln von 

200x300x300 µm Grösse für die Mikroverkapselung vorbereitet. Nach mechanischer Zerklei-

nerung und dem anschliessenden Vitalitätstest wurden die Partikeln 3x mit Medium gespült 

und vor Verkapselung bzw. Perifusion für ca. 60 min in komplettem RPMI 1640 Medium im 

Brutschrank kultiviert. 

 

3.4.4 Mechanische Gewebezerkleinerung mittels Siebpassage 

Das frische Nebenschilddrüsengewebe wurde durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 350 

µm passiert; so ließen sich gleichförmige Gewebebröckchen und Einzelzellen gewinnen. Die 

gesamte Prozedur wurde in komplettem Medium bei 4°C in Petrischalen (10 cm Ø) durchge-

führt. Die Präparationszeit betrug 5-10 min. Die Gewebebröckchen wurden mit PBS-Puffer 

gewaschen und in komplettem Medium suspendiert. 

 

 

3.4.5 Enzymatische Gewebezerkleinerung mit Kollagenase 

Die enzymatische Zerkleinerung des Nebenschilddrüsengewebes wurde in 75 cm2 Kulturfla-

schen (Cellstar®; Fa. Greiner Bio-One GmbH, VWR; Nürnberg) im Brutschrank bei 37°C 

und 4% CO2 durchgeführt. Als Enzym diente Kollagenase Typ II (Fa. Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH). 1,2 Milligramm Kollagenase wurden in 1 ml DMEM-HAM´s F-12 Medium (Fa. 

CellConcepts) gelöst. Dieser Verdauungslösung wurden die bereits unter RPMI 1640 genann-

ten Komponenten zugesetzt. 100 mg Nebenschilddrüsenpartikeln (3 mm Kantenlänge) wur-

den mit 10 ml Verdauungslösung im Brutschrank inkubiert. Um den   Desintegrationsvorgang 
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zu unterstützen, wurden die Gewebepartikeln mit einer 30 ml Pipette erstmalig nach 20 min 

und später alle 10 min vorsichtig durchmischt. Der Verdauungsgrad wurde kontinuierlich 

makroskopisch und mikroskopisch kontrolliert. Nach 30 min Verdauung wurde das Medium 

mit den Einzelzellen und kleinen Zellclustern abgesondert und für 5 min bei 500 xg zentrifu-

giert. Das Pellet wurde mit PBS-Puffer (pH 7,6) 3x gespült und in komplettes Medium über-

führt. Zum restlichen Gewebe wurde frische Verdauungslösung gegeben und die Digestion 

fortgesetzt. Nach 40 min und dann alle 10 min wurden 100 µl-Proben entnommen; in diesen 

wurden Vitalität (Trypanblau-Färbung) und Gewebeintegrität geprüft. Wenn Zellcluster (20-

300 µm Grösse) und einzelne Zellen erkennbar waren – nach 40-120 min – wurde die enzy-

matische Verdauung unterbrochen. Die Verdauungslösung wurde über ein Edelstahlsieb (Ma-

schenweite 350 µm) gegossen und nicht verdaute Gewebepartikeln abgetrennt. Nach der 

Zentrifugation (500 xg, 5 min) wurde das Pellet mit PBS-Puffer gespült, abschliessend in 30 

ml komplettem Medium resuspendiert und im Brutschrank weiter kultiviert. 

 

3.5 Vitalität des Nebenschilddrüsengewebes 

Die Vitalität des Nebenschilddrüsengewebes und der Einzelzellen wurde mit der Exklusions-

methode getestet, die darauf basiert, dass lebende Zellen einen geladenen Farbstoff, z.B. Try-

panblau oder Propidiumiodid, ab einem bestimmten Molekularradius nicht aufnehmen kön-

nen. Zellen mit geschädigter Zellmembran verlieren ihre Semipermeabilität, inkorporieren 

den Farbstoff und lassen sich so als tote Zellen identifizieren [90].  

 

3.5.1 Trypanblaufärbung 

Die Trypanblaufärbung wurde wie folgt durchgeführt: Etwa 100 µl Zellsuspension bzw. 2-3 

Gewebepartikeln wurden mit 3,6 ml PBS-Puffer (ohne Ca2+/Mg2+) versetzt und mit vorge-

wärmter Trypanblau-Lösung (2,7 ml einer 0,5%igen Lösung; Fa. Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH) versetzt. Die Suspension wurde mit einer Pipette durchgemischt und für 2-5 min bei 

37°C im Brutschrank inkubiert. Lebende Zellen blieben ungefärbt, während tote Zellen 

durchgängig blau waren. Diese Methode wurde vor allem für die Vitalitätstestung der unver-

kapselten Zellen/Zellcluster während der Gewebepräparation verwendet. 

 

3.5.2 Fluoreszein-Diacetat Färbung 

Die Doppelfärbung mit Fluoreszein-Diacetat (FDA) und Propidium Jodid (PI) [89], beide von 

der Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, wurde für die Vitalitätsbestimmung unverkapselter als 
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auch mikroverkapselter Gewebepartikeln/Zellcluster/Einzelzellen verwendet. Der Esterase-

spezifische Farbstoff mit Grünfluoreszenz (FDA) färbt ausschließlich vitale Zellen. Im Ge-

gensatz dazu färbt PI nur die Kerne toter Zellen rot. Es wurden 1,25 mM FDA und 9,0 mM PI 

in N,N-Dimethylformamid (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gelöst und 1:100 mit HBSS 

(Fa. Gibco BRL) verdünnt. Je 100 µl Zellcluster und Einzelzellen sowie Gewebepartikeln 

wurden nach diesem Verfahren gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch (BX50, Fa. Olympus; 

Hamburg) beurteilt. 

 

3.6 Verkapselungsapparatur 

Mikrokapseln aus Barium-Alginat wurden nach dem Vertropfungsverfahren hergestellt [91]. 

Diese Art der Verkapselung basiert auf der Tropfenbildung mittels eines co-axialen Luftstro-

mes; hierbei wird durch Applikation des Luftstromes um die Verkapselungsdüse herum der 

Alginattropfen von der Düse „abgerissen“ (Abb. 1). Die Verkapselungsanlage besteht aus ei-

ner kleinen Zweikanaldüse, einem Druckluftballon mit einem regelbaren Kolbenvorschub als 

Dosiersystem, einer Spritzenpumpe (für 1ml Omnifix Spritzen) und einem Fällungsbad in ei-

ner Petrischale mit Vernetzerlösung. Die Zweikanaldüse besteht aus einer inneren Düse (0,8 

mm Ø), durch welche die Alginat-Zellsuspension mit der Spritzenpumpe gedrückt wird, und 

einer äusseren Düse (Luftfokussieraufsatz), deren Luftstrom die innere Düse umspült. Der 

Abstand der Düse zum Fällungsbad betrug in allen Experimenten 10 cm. Um Sterilität zu ge-

währleisten, wurde die Druckluft durch einen Membranfilter (Midisart® 2000, 0,2µm PTFE; 

Fa. Sartorius, VWR; Nürnberg) geführt, der vor den Druckreglern angebracht war. Der Vor-

druck wurde auf 3 bar eingestellt.  
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Abb. 1: Prinzip der Mikroverkapselung nach dem Luftstrom-Abrissverfahren (A) und die von uns be-
triebene Anlage der Firma Steinau, Verfahrenstechnik, Berlin (B). Die in Alginat suspendierten Ge-
webepartikeln/Zellen werden mittels einer Spritzenpumpe durch ein Düsensystem (C) getrieben. Der 
so erzielte Flüssigkeitsstrom wird mit Luftdruck unterbrochen. Die Alginattropfen fallen in ein Fäl-
lungsbad mit Bariumchlorid-Lösung; in dieser werden die langkettigen Alginatmoleküle kovalent mit-
einander vernetzt. 
 

 

3.7 Produktion leerer Barium-Alginatkapseln 

Die Verkapselungsparameter wurden zunächst durch die Herstellung leerer Mikrokapseln 

standardisiert. Hierfür wurde 1ml 2%ige Alginatlösung in einer 1ml-Spritze aufgenommen 

und mit der Spritzenpumpe durch den Zentralkanal der Zweikanaldüse getrieben. Die Kapsel-

größen liessen sich durch Änderung der Alginatviskosität, der Durchflussgeschwindigkeit des 

Alginates, des Luftstromes und des Düsendurchmessers variieren. Im Folgenden wurden die 

Kapselgrößen ausschliesslich durch Veränderung des Luftstromes variiert (Abb. 2); alle übri-

gen Verkapselungsparameter blieben stets konstant.  
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Abb. 2: Die Kapselgrößen wurden durch Veränderung des Luftstromes variiert; kleinere Kapseln wur-
den mit einem stärkeren Luftstrom hergestellt. Angezeigt sind die optimalen Parameter für jeden Kap-
seltyp: die mikroverkapselten Gewebepartikeln (*) und die Zellcluster/Einzelzellen (**). Obwohl 
Kapseln von weniger als 300µm Ø mit einem Luftstrom von 3,7 L/min produziert werden konnten 
(***), steigerte sich die Zahl der unvollständigen und deformierten Kapseln dramatisch; desgleichen 
nahm die Streuung der Kapselgrössen rapide zu. 
 

3.8 Mikroverkapselung von Nebenschilddrüsenpartikeln 

Die Zellkulturflasche mit den Nebenschilddrüsenpartikeln wurde nach der einstündigen Inku-

bation aus dem Brutschrank genommen und ihr Inhalt 3x mit 0,9% NaCl-Lösung gewaschen. 

Um ggf. vorhandene Luftblasen zu entfernen, wurde die Alginat-Lösung bei 1.000 xg für 4 

min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, und das Pellet wurde mit 1-3 ml Alginat-

Lösung vorsichtig resuspendiert. Diese Alginat-Partikel-Suspension wurde mit einer 1ml-

Spritze aufgezogen und diese in die Verkapselungsapparatur eingesetzt. Von entscheidender 

Bedeutung für eine gute Verkapselungsqualität waren die korrekte Regulation der Kapselgrö-

ße, entsprechend der Partikelgrößen, sowie die gute Gewebepräparation (s. Kapitel 4.3.1). 

Obwohl eine sehr gute Verkapselungsqualität bei Kapselgrößen über 1.000 µm erzielt wurde, 

wurden diese mittels Luftstromregulation (Abb. 2) bewusst in den Grenzen von 600-800 µm 

gehalten. Die Alginattropfen wurden für 4 min in 40 ml Vernetzerlösung, bestehend aus 20 

mM BaCl2, 10 mM MOPS (3-[N-morpholino]-propanesulfonic acid; Fa. Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH) und 115 mM NaCl, geliert. Anschliessend wurden die Kapseln 3x mit 0,9% 

NaCl-Lösung gewaschen und lichtmikroskopisch inspiziert. 
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3.9 Mikroverkapselung von Nebenschilddrüsenzellen/Zellclustern 

Die Mikroverkapselung der Einzellen/Zellcluster wurde in gleicher Weise wie die der Gewe-

bepartikeln durchgeführt, obwohl die Kapselgrößen bei guter Verkapselungsqualität breitere 

Grenzen aufwiesen (s. Kapitel 4.3.2). Mikrokapseln mit optimalen Parametern: Größe 

<600µm, gleichmässig runde Form, niedrige Anzahl defekter Kapseln, wurden bei einem 

Luftstrom von 3-3,5 L/min hergestellt. Die weitere Erhöhung des Luftstromes führte zu einer 

höheren Anzahl deformierter Kapseln mit unvollständig verkapselten Zellclustern/-

Einzelzellen und einer grösseren Schwankung der Kapselgrößen (20-350 µm). 

 

3.10 In-Vitro-Funktion von Nebenschilddrüsengewebe 

Die In-Vitro-Funktion des humanen Nebenschilddrüsengewebes wurde mit einem Mikroperi-

fusionssystem getestet, das im Rahmen der Doktorarbeit von Herrn A. Kerscher im Teilpro-

jekt D3 des IZKF Würzburg unter Leitung von Frau Prof. Dr. K. Ulrichs entwickelt wurde. 

Dieses System besteht aus einer Mikroperifusionskammer, einer Rollerpumpe, Verbindungs-

schläuchen und Perifusionsmedien. Die präzise technische und funktionelle Beschreibung des 

Systems erfolgt zeitgleich in der Doktorarbeit von Herrn A. Kerscher. Nebenschilddrüsenpar-

tikeln bzw. Mikrokapseln mit diesem Gewebe wurden von komplettem Medium (s.o.) um-

spült. Dieses enthielt unterschiedliche Kalziumkonzentrationen (0,42 mM; 1,3 mM bzw. 1,62 

mM; 2,1 mM bzw. 2,69 mM). Die Perifusionsproben wurden in regelmässigen  Abständen 

gewonnen  und  bis zur Messung des Parathormons (s. u.)  bei  –20°C gelagert. 

 

3.10.1 In-Vitro-Funktion von frischem hyperplastischem Nebenschilddrüsengewebe 

Um die PTH-Ausschüttung der Nebenschilddrüsenzellen nach Gewebepräparation (3 ver-

schiedene Spender) mittels mechanischer Zerkleinerung zu verringern, wurden die Gewebe-

partikeln mit PBS-Puffer 3x gespült und in komplettem Medium (RPMI 1640 + 10% FCS; 

1,3 mM Ca2+) im Brutschrank bei 370C und 5% CO2 für 60 Minuten vorkultiviert. Erst dann 

wurde ihre Funktion im o.g. Mikroperifusionssystem analysiert. 

 

3.10.2 In-Vitro-Funktion von kryokonserviertem Nebenschilddrüsengewebe 

Untersucht wurden die im Jahr 1998 kryokonservierten Nebenschilddrüsengewebe von drei 

verschiedenen Spendern. Zum Auftauen des Gewebes wurden die Kryoröhrchen nach ihrer 

Entnahme aus dem Stickstofftank in 37°C warmem Wasser so lange geschüttelt, bis sich das 

Einfriermedium vollständig verflüssigte (Auftaugeschwindigkeit ca. 50°C/min). Mit dem 
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Schütteln ließ sich eine homogene Temperaturverteilung in den Proben erzielen. Danach wur-

de das Medium abpipettiert und das Gewebe 5x im Abstand von jeweils 5 min mit RPMI 

1640 + 20% FCS bei 4°C gewaschen. Mit diesen Waschvorgängen ließ sich die Konzentrati-

on des cytotoxischen Dimethylsulfoxids auf unter 0,1% des ursprünglichen Wertes senken. 

Nach der mechanischen Zerkleinerung des Gewebes, dem Vitalitätstest und der Vorkultivie-

rung in komplettem Medium mit 1,3 mM Ca2+ für 60 min wurden die Gewebepartikeln von 

zwei Spendern und teilweise vom dritten Spender im o.g. Mikroperifusionssystem funktionell 

geprüft. Der verbliebene Teil des Gewebes des dritten Spenders wurde in komplettem Medi-

um mit 0,42 mM Ca2+ für 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und erst dann 

in vitro getestet. 

 

3.10.3 In-Vitro-Funktion von mikroverkapseltem Nebenschilddrüsengewebe 

Nach der mechanischen Präparation (n=4 Spender) bzw. der enzymatischen Präparation (n=2 

Spender), der Mikroverkapselung und der Inkubation im Brutschrank (komplettes Medium 

mit 1,3 mM bzw. 1,62 mM Ca2+; 37°C, 5% CO2, 24 h) wurden Perifusionen (s.o.) der mikro-

verkapselten Gewebepartikeln und Zellcluster/Einzelzellen durchgeführt. Die Gewebeparti-

keln eines Spenders wurden für 3 Tage kultiviert, erst am dritten Tag mikroverkapselt, sodann 

für weitere 3 Tage kultiviert (komplettes Medium mit 0,42 mM Ca2+; 37°C, 5% CO2) (Abb. 

3) und am 6. Tag funktionell analysiert (s. Kapitel  4.4.2). 

 

 

 
Abb. 3: Schematische Darstellung des Experimentes in 4.4.2. Nach der Kultivierung der mechanisch 
zerkleinerten Gewebepartikeln (für 3 Tage) und der Mikrokapseln (für weitere 3 Tage) wurden In-
Vitro-Funktion und Vitalität des hyperplastischen Gewebes getestet. 
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3.11 Bestimmung des Parathormons 

Der Gehalt an intaktem Parathormon (PTH) in den Perifusionsproben wurde mit dem 

IMMUNLITE 2000 PTH Intakt Assay (DPC Biermann GmbH; Bad Nauheim) gemessen. 

Nach Beschreibung der Hersteller handelt es sich hierbei um einen Festphasen-, sequestiellen 

Zweischritt-Chemilumineszenz-, Immuno-Assay, der im Labor der Abteilung für Endokrino-

logie (Leiter: Prof. Dr. B. Allolio) der Medizinischen Universitätsklinik etabliert ist. Der As-

say basiert auf der Bindung eines Antikörpers an der Festphase gegen die C-terminale Region 

(44-84-PTH) des PTH sowie der Bindung eines Enzym-markierten Antikörpers gegen den N-

Terminus (1-34-PTH) des PTH. So lässt sich intaktes Parathormon quantitativ nachweisen. 

 

3.12 Mechanische Stabilität der Barium-Alginat-Mikrokapseln 

Die mechanische Stabilität der Barium-Alginat-Mikrokapseln wurde mit dem osmotic pressu-

re test geprüft [15]. Um den Einfluss der Zellzahl in den Mikrokapseln zu untersuchen, wur-

den zunächst porzine Milzzellen mittels Siebpassage (Maschenweite 150 µm) aus Milzen des 

Schweins isoliert. Danach wurden die Zellen durch ein engeres Sieb (Maschenweite 70 µm) 

geschickt und 3x mit PBS-Puffer gespült. Nach der Zellzahlbestimmung in der Neubauer-

Kammer wurden die Zellen routinemäßig mit Ba2+-Alginat (105 und 106 Zellen/ml Alginat) 

verkapselt. Anschliessend wurde die mechanische Stabilität der leeren Kapseln mit der Stabi-

lität von Kapseln, die eine unterschiedliche Anzahl Zellen enthielten, verglichen. Der osmotic 

pressure test basiert auf osmotischem Quellen der Barium-Alginat-Mikrokapseln in hypoos-

motischer Lösung: 100 µl Mikrokapseln wurden zunächst in 500 µl serumfreiem Medium 

RPMI 1640 (Fa. CellConcepts; Umkirch) mit 70 µl Trypanblau-Lösung versetzt. Danach 

wurde der Überstand abpipettiert und die hypoosmotische Lösung in Form von A. dest. zu 

den Kapseln gegeben. Nach Inkubation für 24 h bei 24°C wurden die Mikrokapseln unter dem 

Lichtmikroskop auf ihre mechanische Stabilität untersucht (Bestimmung der Anzahl noch in-

takter Kapseln) sowie auf Vergrösserung ihres mittleren Durchmessers. Nach dem gleichen 

Verfahren wurde auch der Einfluss der Nebenschilddrüsen-Zellcluster auf mechanische Stabi-

lität der Mikrokapseln geprüft. 

 

3.13 Lichtmikroskopische Auswertung und Fotodokumentation 

Die lichtmikroskopische Auswertung und fotographische Dokumentation erfolgten mit einem 

BX50 Mikroskop (Fa. Olympus; Hamburg) und der digitalen Kamera ColorView12 (Fa. O-

lympus) unter Zuhilfenahme der Software analySIS® (Soft Imaging System; Münster). 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Morphologische und physiologische Untersuchungen des Spendergewebes 

Für die humane Transplantation der Nebenschilddrüsen steht grundsätzlich krankhaft verän-

dertes Gewebe zur Verfügung, welches bei primärem oder sekundärem Hyperparathyreoidis-

mus operativ entfernt wird und mittels Kryokonservierung für längere Zeit gelagert werden 

kann. Vorbedingungen für eine erfolgreiche Transplantation sind aber eine regulierbare, d.h. 

kalziumabhängige Funktion und eine hohe Viabilität des Transplantates. Daher wurde das 

Gewebe hinsichtlich seiner Eignung für eine spätere allogene Transplantation mit morpholo-

gischen und physiologischen Parametern untersucht. 

 

4.1.1 Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen des Spendergewebes 

Mit der makroskopischen Untersuchung des Spendergewebes wurde zunächst sondiert, ob 

sich die operativ entfernten Nebenschilddrüsen für eine Transplantation eignen. In Abb. 4 ist 

eine Nebenschilddrüse dargestellt, die anschliessend für eine In-Vitro-Untersuchung verwen-

det wurde (s. Kapitel 4.4.1, P5-02). 

 

                   
 
Abb. 4: Eine aufgeschnittene humane Nebenschilddrüse ex vivo (sekundärer Hyperparathyreoidis-
mus). Die Drüse ist wegen einer sekundären Hyperplasie vergrössert (im Original ca. 19x23x26 mm 
gross). Das angrenzende Fettgewebe (gelber Pfeil), die Fibrosekapsel (weisse Pfeile) und das Gewebe 
mit den blutunterlaufenen Stellen (schwarzer Pfeil) werden vor Versuchsbeginn präparativ entfernt.  
 

1 cm 
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Mit der mikroskopischen, bzw. histologischen Untersuchung sollte die klinische Diagnose des 

sekundären Hyperparathyreoidismus bestätigt werden (Abb. 5 und Abb. 6). Damit lassen sich 

auch die nekrotischen und die hämorrhagischen Zonen als Folge der Gewebehyperplasie bzw. 

des chirurgischen Eingriffs nachweisen. Derartiges Gewebe wurde nicht für die folgenden 

Versuche verwendet. Mit der Histologie wurde auch das Verhältnis von Fett- und Bindege-

webe zum endokrinen Gewebe abgeschätzt (Abb. 5).  

 

                  
 
Abb. 5: Lichtmikroskopische Darstellung eines Epithelkörperchens (humanes Gewebe, sekundärer 
Hyperparathyreoidismus):  Fibrosekapsel  (schwarze Pfeile);  Fett-  und  Bindegewebe  (blaue  Pfeile); 
Epithelzellhaufen aus oxyphilen Zellen (roter Pfeil); Epithelzellstränge aus den Hauptzellen (grüner 
Pfeil); Färbung mit Hämalaun-Eosin; 10x. 
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Abb. 6: Lichtmikroskopische Darstellung eines Epithelkörperchens in stärkerer Vergrösserung (huma-
nes Gewebe, sekundärer Hyperparathyreoidismus): Polygonale Hauptzellen (schwarze Pfeile); stark 
azidophile oxyphile Zellen (rote Pfeile), die grösser sind als die Hauptzellen; Bindegewebe mit dem 
Kapillarnetz (blaue Pfeile); Färbung Hämalaun-Eosin; 40x.  
 

4.1.2 In-Vitro-Funktion von frischem hyperplastischem humanem Nebenschilddrüsen-

gewebe 

Untersucht wurde humanes Nebenschilddrüsengewebe, das im Rahmen von Operationen we-

gen eines sekundären Hyperparathyreoidismus entfernt wurde. Nach der mechanischen Zer-

kleinerung des Gewebes unter dem Dissektionsmikroskop und dem Vitalitätstest wurden die 

Gewebepartikeln (ca. 300-500 µm) im Mikro-Perifusionssystem (s. Kapitel 3.10) kontinuier-

lich mit Medium, welches verschiedene Kalziumkonzentrationen aufwies, umspült. In regel-

mässigen Abständen wurden Proben aus den Perifusionslösungen entnommen und der Gehalt 

des intakten Parathormons mit dem Chemilumineszenz-Immuno-Assay (s. Kapitel 3.11) be-

stimmt. Ein typisches Perifusionsexperiment zur Untersuchung der In-Vitro-Funktion von fri-

schem, hyperplastischem humanem Nebenschilddrüsengewebe ist in Abb. 7 dargestellt.  
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Abb. 7: Dynamische Parathormon(PTH)-Ausschüttung in vitro als Folge erniedrigter bzw. erhöhter 
Ca2+-Konzentration im Perifusionsmedium (frisches humanes Gewebe, sekundärer Hyper-
parathyreoidismus). 
 

Es zeigte sich, dass es eine adaptierte kalziumabhängige Funktion des hyperplastischen Ne-

benschilddrüsengewebes gibt. Nach 20-minütiger Stimulation mit der niedrigen Kalziumkon-

zentration im Medium ist ein 3-facher Anstieg des PTH-Gehaltes sichtbar. Nach Perifusion 

im Medium mit erhöhtem ionisiertem Kalzium lässt sich eine tiefe Suppression der PTH-

Sekretion nachweisen (ca. 7,3-facher Abfall im Vergleich mit dem Sekretions-Maximum). Es 

dauert ca. 30 Minuten, um dieses Niveau zu erreichen. Am Ende der Perifusion, nach 4 Stun-

den, bewahren die Gewebepartikeln unverändert ihre gute Funktion (s. Abb.7) und ihre Vitali-

tät (Daten nicht gezeigt). 

 

4.1.3 In-Vitro-Funktion von kryokonserviertem humanem Nebenschilddrüsengewebe 

Um den Einfluss der Kryokonservierung von Nebenschilddrüsengewebe auf die Sekretions-

dynamik des Parathormons zu untersuchen, wurden weitere Perifusionsversuche durchge-

führt: Das im Jahr 1998 kryokonserviertete Nebenschilddrüsengewebe wurde im Wasserbad 

bei 37°C aufgetaut, mit RPMI Medium gespült und mechanisch zerkleinert. Nach der Be-

stimmung seiner Viabilität wurden die so vorbereiteten Gewebepartikeln halbiert: Der eine 

Teil wurde für die Perifusion verwendet, der zweite Teil wurde in RPMI Medium + 10% FCS 
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bei 37°C, 5% CO2  im Brutschrank kultiviert. Nach der 24-stündigen In-Vitro-Kultur wurde 

die Ausschüttung des Parathormons gemessen. Abbildung 8 zeigt den Einfluss der Kryokon-

servierung auf die Funktion des Gewebes nach dem Auftauen. Danach ist eine dynamische,  

d. h., regulierbare Funktion nicht zu beobachten. 

 

 
 
Abb. 8: Basale Sekretion des Parathormons (PTH) von kryokonserviertem Nebenschilddrüsengewebe 
unmittelbar nach dem Auftauen. Eine regulierbare Funktion des Gewebes ist nicht erkennbar. 
 

Innerhalb der 24-stündigen In-Vitro-Kultur wurde jedoch die kalziumabhängige Funktion des 

Gewebes wieder hergestellt. Abbildung 9 dokumentiert die dynamische Ausschüttung des Pa-

rathormons. Der Abfall des PTH-Gehaltes während der ersten 40 Minuten der Perifusion deu-

tet an, dass die Gewebepartikeln im Medium mit einem niedrigeren Gehalt des ionisierten 

Kalziums (0,42 mMol) vorinkubiert wurden.  
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Abb. 9: Dynamische Ausschüttung des Parathormons (PTH) aus kryokonserviertem humanem Neben-
schilddrüsengewebe nach dessen Auftauen und einer 24-stündigen In-Vitro-Kultur. 
 

4.2 Untersuchungen zur Optimierung der Gewebepräparation 

Da die Versorgung des Spendergewebes nach der Mikroverkapselung mit Barium-Alginat (s. 

u.) über Gefässverbindungen nicht möglich ist, muss das Transplantat per diffusionem mit 

Nährstoffen und Sauerstoff versorgt werden. Um die Diffusionsstrecken so gering wie mög-

lich zu halten und damit das Überleben des Transplantates zu verbessern, bestand ein Ziel 

darin, das Nebenschilddrüsengewebe ohne den Verlust der Viabilität und der Funktion zu 

zerkleinern. Drei unterschiedliche Methoden, (1) die mechanische Zerkleinerung unter dem 

Dissektionsmikroskop, (2) die Gewebepassage durch ein Sieb und (3) die enzymatische Di-

gestion des Gewebes mittels Kollagenase wurden hierzu vergleichend untersucht. 

 

4.2.1 Mechanische Gewebezerkleinerung unter dem Dissektionsmikroskop 

Bei der humanen Autotransplantation und der überwiegenden Mehrheit experimenteller Allo- 

und Xenotransplantationen des Nebenschilddrüsengewebes verwendet man die mechanische 

Zerkleinerung des Spendergewebes unter dem Dissektionsmikroskop [8-10]. Damit lassen 

sich Grösse und Form der Partikeln beliebig verändern, ohne dass die Gewebeintegrität grös-

seren Schaden erleidet. Untersucht wurde der Einfluss dieses mechanischen Zerkleinerungs-

prozesses auf die Viabilität und die Funktion des späteren Transplantates. Dazu wurden die 

frischen Nebenschilddrüsen von verschiedenen Patienten mit sekundärem Hyperparathyreoi-
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dismus mit mikrochirurgischem Instrumentarium und Skalpellen entsprechend bearbeitet (s. 

Kapitel 3.4.3). Die Präparationszeit betrug ca. 50-90 Minuten. Anschliessend wurden die Ge-

webebröckchen mittels Trypanblau und Fluoreszein-Diacetat/Propidium-Jodid (FDA/PI) auf 

ihre Vitalität geprüft. Abbildung 10 zeigt deutlich, dass diese Methode der Gewebezerkleine-

rung das Gewebe traumatisiert. Ein „Kranz“ toter Zellen umgibt die Peripherie der Gewebe-

partikeln als Folge des mechanischen Schadens. Der Vitalitätsverlust beträgt schätzungsweise 

5-40%. Dieser Wert steigt mit zunehmender Präparationsdauer und abnehmender Partikel-

grösse stetig an. Da die toten Zellen Parathormon in das umgebende Medium ausschütten, 

kommt es unmittelbar nach der Gewebezerkleinerung zum kräftigen Anstieg des PTH-Wertes 

in der Perifusion (Daten nicht gezeigt). Ausgehend von dieser Beobachtung wurden die Ge-

webepartikeln vor dem eigentlichen Funktionstest in der Perifusion für 60 Minuten in vitro 

kultiviert (s. Kapitel 3.10.1), um so die PTH-Ausschüttung aus dem nekrotischen Gewebe zu 

verringern. Nach dieser kurzen Phase der In-Vitro-Kultur ist eine normal regulierbare PTH-

Sekretion erkennbar (vergl. dazu Abb. 7).  

 

 

            

Abb. 10: Vitalität von frischem humanem Nebenschilddrüsengewebe (sekundärer Hyperparathyreoi-
dismus) unmittelbar nach mechanischer Zerkleinerung mit mikrochirurgischem Besteck und Skalpel-
len unter dem Dissektionsmikroskop. Zum Nachweis von lebenden bzw. toten Zellen wurden die so 
gewonnenen Gewebepartikeln in Trypanblau (A) und FDA/PI (B) inkubiert. Die blau und rot gefärb-
ten Areale an der Peripherie der Partikeln zeigen einen „Kranz“ toter Zellen als Folge des mechani-
schen Traumas; die grüne Fluoreszenz hingegen überwiegend vitale Zellen im Zentrum der Patikeln 
(B). 
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4.2.2 Mechanische Gewebezerkleinerung mittels Siebpassage 

Um die Prozedur der mechanischen Gewebezerkleinerung zu beschleunigen und gleichmässig 

grosse Partikeln von weniger als 500µm zu gewinnen, wurde das frische humane Neben-

schilddrüsengewebe durch ein Sieb mit 350µm Maschenweite passiert (s. Kapitel 3.4.4) und 

mit der Trypanblau-Färbung (s. o.) auf seine Vitalität überprüft. Das Ergebnis war enttäu-

schend. Obwohl man mit dieser Methode die gewünschten gleich grossen Gewebebröckchen 

(ca. 10-200 Zellen pro Bröckchen) und Gewebepartikeln von weniger als 500µm herstellen 

konnte, verringerte sich deren Vitalität auf nur noch 40-60 % (Daten nicht gezeigt). 

 

4.2.3 Enzymatische Gewebezerkleinerung mit Kollagenase 

Da das mechanische Trauma eine negative Wirkung auf die Vitalität der Zellen ausübte, 

wurde die enzymatische Zerkleinerung des Gewebes erprobt. Dazu wurde die Kollagenase 

Typ II in der Kozentration 1,2 mg pro 1 ml Medium (DMEM-F-12) verwendet (s. Kapitel 

3.4.5). Die Verdauungszeit betrug 40-120 Minuten und hing von der Gewebequalität ab. Um 

die Digestion zu kontrollieren, wurden die Gewebepartikeln makroskopisch beobachtet. 

Ausserdem wurden Proben von je 100 µl zur mikroskopischen Prüfung der Vitalität 

(Trypanblau Färbung, s. o.) und der Verdauungsqualität, d. h. der Grösse der Zellbrocken, 

erstmalig nach 40 Minuten und später jede 10 Minuten entnommen. Um den enzymatischen 

Schaden der einzelnen Zellen und der kleinen Zellbrocken zu verringern, wurden diese nach 

30 Minuten Verdauung abgesondert und in Medium plus 10% FCS aufgenommen. Mit dieser 

Technik liessen sich sowohl einzelne Nebenschilddrüsenzellen als auch Zellcluster 

unterschiedlicher Grösse (von 2-10 Zellen pro Cluster bis zu 200-300 µm grossen Cluster) 

isolieren. Deren Vitalität betrug 65-90 % und hing von der Gewebequalität  und der 

Verdauungszeit ab. Mit zunehmender Dauer der Digestion nahm die Anzahl der toten Zellen 

zu. Den grössten Vitalitätsverlust erlitten hauptsächlich die Einzelzellen. In der Peripherie der 

Gewebepartikeln wurden keine nekrotischen Zonen beobachtet (Abb. 11). Im Vergleich zu 

frischem Gewebe waren die Ergebnisse mit kryokonserviertem Gewebe insgesamt deutlich 

schlechter.  
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Abb. 11: Vitalität von frischem humanem Nebenschilddrüsengewebe (sekundärer Hyperparathyreoi-
dismus) unmittelbar nach enzymatischer Digestion mit Kollagenase. Nach Inkubation der Partikeln in 
Trypanblau (A) bzw. in FDA/PI (B) ist hier keine dunkelblaue Färbung (A) bzw. rote Fluoreszenz (B) 
in der Peripherie der Partikeln zu erkennen, d.h., es gibt keine toten/nekrotischen Zellen. 
 

4.3 Untersuchungen zur optimalen Methode der Mikroverkapselung des Neben-

schilddrüsengewebes 

Obwohl bereits experimentelle und sogar klinische Transplantationen mit mikroverkapseltem 

Nebenschilddrüsengewebe durchgeführt worden sind, war die Überlebenszeit der Transplan-

tate, trotz der guten Biokompatibilität der zur Mikroverkapselung verwendeten Alginate, in 

den meisten Fällen begrenzt. Dieses Ergebnis ist möglicherweise auch auf die noch unzurei-

chende Verkapselungsqualität zurückzuführen. Da die inadäquate Ummantelung des Gewebes 

mit dem Polymer, hierfür wird auch der Begriff Immunisolation verwendet, das Risiko der 

Fibrose um die Kapseln verstärkt und die Chancen für eine langfristige Funktion des Trans-

plantates in vivo reduziert, wurden im Folgenden jene Faktoren, welche die Qualität der Mik-

roverkapselung beeinflussen, definiert. 

 

4.3.1 Mikroverkapselung der Gewebepartikeln 

Nach der Präparation der Gewebepartikeln (s. Kapitel 4.2.1) wurden Ba2+-Alginatkapseln mit 

der Zweikanaldüse hergestellt (s. Kapitel 3.8). Die Kapselgrösse war abhängig von dem Luft-

strom, von der Durchflussgeschwindigkeit des Alginates, der Alginattemperatur, der Alginat-

viskosität und dem Düsendurchmesser. Um die Verkapselungsparameter zu standardisieren, 

wurden zunächst leere Kapseln bei konstanten Parametern produziert (s. Kapitel 3.7). Die lee-

ren Kapseln waren transparent und gleichmässig geformt. Durch die Veränderung des Luft-

stromes von 3 auf 1,5 l/min liess sich der Kapseldurchmesser von 500 auf 1.500 µm vergrös-

sern. Bei der mikroskopischen Inspektion der mikroverkapselten Nebenschilddrüsenpartikeln 
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konnte man feststellen, dass die Verkapselungsqualität entscheidend von der Qualität der Ge-

webepräparation abhing. In Abbildung 12 beispielsweise wurde die defekte längliche Kapsel 

als Folge des unproportionalen Verhältnisses zwischen der Grösse des Gewebebrockens und 

dem zuvor definierten Kapselvolumen gebildet. Da aber Gewebepartikeln unmittelbar nach 

ihrer Präparation aneinander haften können, sind solche grossvolumigen unperfekten „Mikro-

kapseln“ sogar nach optimaler Gewebezerkleinerung nachweisbar. 

 

   
Abb. 12: (A) Eine längliche defekte Kapsel als Folge einer unangemessenen Gewebepräparation ist 
hier dargestellt. Ein Bereich unverkapselten Gewebes (blauer Pfeil) und ein Fragment einer leeren 
Kapsel (L) sind deutlich sichtbar. (B) FDA/PI-Färbung des mikroverkapselten Gewebebrockens. 
Sichtbar ist auch eine rote Fluoreszenz (rote Pfeile), die nekrotische Zonen in der Peripherie des Ge-
webes als Folge des mechanischen Traumas andeutet. 
 

Nach Optimierung der Mikroverkapselungstechnik verringerte sich die Anzahl der Kapseln 

mit partiell unverkapseltem Gewebe (Abb. 13C) von ca. 50 % auf nur noch 4-8 %. Gleich-

mässige runde Kapseln, die 1-5 Gewebebrocken enthielten (Abb. 13A und B) waren gut er-

kennbar. Ein Vitalitätsverlust während der Mikroverkapselung wurde nicht beobachtet. Die 

Anzahl der leeren Kapseln betrug schätzungsweise 30-60%.  
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Abb. 13: Mikroverkapselte Gewebepartikeln (A-C) und Einzelzellen (D). (A) Die Kapsel enthält drei 
Gewebebrocken; „nackte“, d. h., unverkapselte Gewebezonen sind hier nicht erkennbar. (B) Ein Ge-
webepartikel richtet sich exzentrisch in der Kapsel aus. (C) Grosse Teile des Gewebes bleiben hier 
unverkapselt, obwohl die Partikelgrösse zum Kapselvolumen passen dürfte. (D) Mikroverkapselte 
Einzelzellen und kleine Bröckchen. Hier ist die Verkapselung komplett. 
 
 
4.3.2 Mikroverkapselung von Einzelzellen und kleinen Zellclustern  

Als Folge der erfolgreichen enzymatischen Digestion waren nun Nebenschilddrüsen-

Einzelzellen und kleinere Zellcluster alternativ zu den sehr viel grösseren Gewebepartikeln 

für die Mikroverkapselung verfügbar. Die „Verpackung“ der Zellen und Zellcluster, d. h. die 

Anzahl der Zellen/Cluster pro 1 ml Alginat und die mittlere Grösse der Kapseln sind mit un-

serer Verkapselungstechnologie beliebig regulierbar. So hergestellte Mikrokapseln waren in 

hohem Masse gleichförmig (Abb. 14A), die mikroverkapselten Zellen/Cluster verteilten sich 

sehr gleichmässig in der Kapsel und der Anteil deformierter Mikrokapseln betrug weniger als 

4% nach dieser Herstellungsmethode (s. Kapitel 3.9). Eine Vitalitätsverschlechterung mit die-

sem Verfahren wurde nicht beobachtet (Abb. 14B). Alle Mikrokapseln enthielten lebende 

Zellen/Cluster, d. h. es bildeten sich keine leeren Mikrokapseln. 
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Abb. 14: A. Mikroverkapselte Nebenschilddrüsenzellen und Zellcluster (schwarze Pfeile). Die Kap-
seln sind gleichförmig und gleichmässig gefüllt. Leere Kapseln sind nicht erkennbar. B. Vitalitätsfär-
bung mit FDA/PI; (frisches humanes Nebenschilddrüsengewebe, sekundärer Hyperparathyreoidis-
mus). 
 

 

Dennoch, trotz der sehr guten Qualität der mikroverkapselten Einzelzellen, kann man verein-

zelt Zellen in der Peripherie erkennen, die nicht komplett verkapselt sind (Abb. 15).  

 

                                         
 

Abb. 15: Die Nebenschilddrüsenzellen und Zellcluster (ZK-5-03) verteilen sich gleichmässig in der 
Mikrokapsel. Einzelne Zellen in der Kapselperipherie sind unvollständig vom Alginat umhüllt (Pfei-
le). 
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4.4 In-Vitro-Funktion des mikroverkapselten Nebenschilddrüsengewebes 

Essentielle Vorbedingungen für die spätere klinische Verwendung „bioartifizieller“ Neben-

schilddrüsen sind (1) ein adäquater Transport der Nährstoffe, des Sauerstoffs und der regula-

torischen Stimuli ins Kapselinnere und (3) ein adäquater Transport des produzierten Hormons 

durch die Kapselmembran in das umgebende Gewebe. Wie sich die Mikroverkapselung auf 

die In-Vitro-Funktion des Nebenschilddrüsengewebes auswirkt, wurde im Folgenden unter-

sucht. 

 

4.4.1 Frisches mikroverkapseltes Nebenschilddrüsengewebe 

Um mögliche funktionelle Unterschiede zwischen mikroverkapselten und „nackten“ Gewebe-

partikeln nachzuweisen, wurde das frische Nebenschilddrüsengewebe eines Spenders in vitro 

vergleichend untersucht. Da durch die Mikroverkapselung kein Vitalitätsverlust dokumentiert 

wurde (s. Kapitel 4.3.1) und deshalb keine zusätzliche Ausschüttung von PTH aus absterben-

den Zellen zu erwarten war, lassen sich die Sekretionsdynamiken von mikroverkapselten 

(Abb. 16) und „nackten“ (s. Abb. 7) Gewebepartikeln gut miteinander vergleichen. Danach 

übte die Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes keine negative Wirkung auf die 

PTH-Sekretionsdynamik aus. Sowohl ein etwa 2,6-facher Anstieg der PTH-Sekretion, als 

auch eine ca. 8,8-fache Suppression des PTH waren erkennbar. Am Ende des Experimentes 

war das mikroverkapselte Gewebe immer noch vital (FDA/PI-Färbung, Daten nicht gezeigt). 

Dieses Perifusionsergebnis wurde insgesamt mit Gewebe von vier verschiedenen Spendern 

reproduziert. 
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Abb. 16: In-Vitro-Funktion mikroverkapselter Gewebepartikeln (frisches humanes Nebenschilddrü-
sengewebe, sekundärer Hyperparathyreoidismus). Die PTH-Sekretion ist sehr gut regulierbar und ent-
spricht der Sekretionsdynamik des unverkapselten Gewebes vom gleichen Spender (s. Abb. 7).   
 
 
4.4.2 Kultiviertes mikroverkapseltes Nebenschilddrüsengewebe 

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine In-Vitro-Kultur des Nebenschilddrüsengewebes die 

Immunogenität des Transplantates über eine Depletion der passenger cells reduzieren kann 

[77]. Unklar ist jedoch, ob die Viabilität, d. h. die Funktion der Zellen unter einer mehrtägigen 

In-Vitro-Kultur vor und nach der Mikroverkapselung leidet. Um diese Frage zu klären, wur-

den mikroverkapselte Gewebepartikeln von Patienten mit sekundärem Hyperparathyreoidis-

mus untersucht. Unmittelbar nach der mechanischen Zerkleinerung betrug die Vitalität mittels 

FDA/PI-Färbung annähernd 80%. Anschliessend wurden die Partikeln für 3 Tage kultiviert, 

am dritten Tag mit Barium-Alginat mikroverkapselt und danach für 3 weitere Tage kultiviert. 

(Siehe schematische Darstellung des Experimentes und Kultivierungsbedingungen im Kapitel 

3.10.3, Abb.3). Am sechsten Tag wurden Vitalitäts- und Funktionsteste durchgeführt; hier 

betrug die Vitalität des Gewebes immer noch ca. 75% (FDA/PI). Die Funktion der mikrover-

kapselten Gewebepartikeln nach der 6-tägigen Kultivierung ist in Abb. 17 dargestellt.   
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Abb. 17: In-Vitro-Funktion der Gewebepartikeln nach 3-tägiger In-Vitro-Kultur des frischen humanen 
Nebenschilddrüsengewebes (sekundärer Hyperparathyreoidismus), anschliessender Mikroverkapse-
lung und weiterer 3-tägiger In-Vitro-Kultur. Erkennbar ist ein Sekretionsabfall während ersten 30 Mi-
nuten als Folge der Vorinkubierung in einem Medium mit niedrigerem Kalziumniveau. Weitere Un-
terschiede in der Sekretionsdynamik zu Gewebepartikeln, die nicht vorinkubiert wurden, sind nicht 
nachweisbar. 
 
 
Eine gut regulierbare kalziumabhängige Funktion des Transplantates war sichtbar. Ein nega-

tiver Einfluss der 6-tägigen In-Vitro-Kultur auf die anschliessende Sekretion des PTH war 

nicht zu beobachten: Die mikroverkapselten Nebenschilddrüsenpartikeln reagierten mit dem 

ca. 4-fachen Anstieg der Ausschüttung des PTH auf die Stimulation mit erniedrigtem Kalzi-

um. Während der Perifusion mit der hoch konzentrierten Kalziumlösung kam es zu dem er-

warteten tiefen Abfall der PTH-Sekretion. Das Ergebnis zeigt, dass Vitalität und In-Vitro-

Funktion des mikroverkapselten Gewebes auch nach mehrtägiger Kulturdauer nicht beein-

trächtigt wird. 

 
 
4.4.3 Mikroverkapselte Zellen und Zellcluster 

Da die enzymatische Zerkleinerung die normale Architektur des Gewebes bricht, d. h., die  

üblichen Wechselbeziehungen zwischen den epithelialen Zellen und dem Bindegewebe unter-

bindet, könnte die Regulation der PTH-Sekretion von Einzelzellen und Zellclustern erheblich 

beeinträchtigt sein. Im Folgenden sollte die Bedeutung der Gewebeintegrität für die Funktion 
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der mikroverkapselten Epithelkörperchen evaluiert werden. Dazu wurden die Nebenschild-

drüsenzellen und Zellcluster aus dem frischen hyperplastischen Gewebe (sekundärer Hyper-

parathyreoidismus) mittels Kollagenasedigestion isoliert (s. Kapitel 4.2.3) und mit dem Bari-

um-Alginat mikroverkapselt (s. Kapitel 4.3.2). Die Vitalität der mikroverkapselten Zel-

len/Cluster betrug ca. 85-90% (FDA/PI-Färbung). Die Ergebnisse dieser Perifusion sind in 

Abb. 18 dargestellt.  

 
 
 

 
 
Abb. 18: In-Vitro-Funktion der mikroverkapselten Nebenschilddrüsenzellen und Zellcluster (frisches 
humanes Nebenschilddrüsengewebe, sekundärer Hyperparathyreoidismus).  
 
 

Die Einzelzellen zeigten eine deutlich regulierbare Sekretionsdynamik. Die enzymatische 

Zerkleinerung des Gewebes wie auch die Mikroverkapselung störten die kalziumabhängige 

Funktion der Nebenschilddrüsenzellen und Zellcluster nicht: Der schon bekannte Anstieg wie 

auch der Abfall der PTH-Ausschüttung, Folge des erniedrigten bzw. erhöhten ionisierten Kal-

ziums, sind gut sichtbar. Dass die PTH-Werte bei der Perifusion mit 1,62 mM Ca2+ bzw. 2,69 

mM Ca2+ nahezu identisch waren, dürfte keine Folge der Gewebedesintegration, sondern die 

Folge einer veränderten Kalziumsensitivität der Nebenschilddrüsenzellen sein, die in hyper-
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plastischem Gewebe unterschiedlich sein kann (siehe Diskussion im Kapitel 5). Nach der 4-

stündigen Perifusion der Zellen/Cluster war deren Vitalität unverändert. 

 
 
4.5 Untersuchungen zur mechanischen Stabilität der Mikrokapseln 

 Manche bioartifiziellen Transplantate verlieren ihre Funktion in vivo wegen der Zerstörung 

der Mikrokapseln [10]. Dann käme es zur Exposition der ungeschützten Zellen und folglich 

zur Aktivierung des Immunsystem des Empfängers; anschliessend würden die Zellen vernich-

tet werden, oder es käme, als Folge der Aktivierung des Immunsystems, zu einer Fibrose und 

Infiltration immunkompetenter Zellen um die noch intakten Mikrokapseln herum. Die me-

chanische Stabilität von Alginat-Mikrokapseln kann mittels des osmotischen Quellens, mit 

dem so genannten osmotic pressure test in hypo-osmolarer Lösung, z. B. in destilliertem 

Wasser, geschätzt werden [14, 15]. 

 

4.5.1 Einfluss der Zelldichte auf die mechanische Stabilität der Alginat-Mikrokapseln 

Unklar ist bislang, wie sehr die Zelldichte in der Mikrokapsel deren mechanische Stabilität 

beeinflusst. Um dies zu untersuchen, wurde die Stabilität leerer Mikrokapseln mit der Stabili-

tät von Mikrokapseln verglichen, die eine unterschiedliche Anzahl porziner Milzzellen (105 

und 106 Zellen pro 1 ml Alginat) enthielten. Dazu wurde eine Hälfte der Mikrokapseln in 

komplettem RPMI 1640-Medium (normo-osmolare Lösung) und die andere Hälfte in A. dest. 

(hypo-osmolare Lösung) inkubiert. Die Stabilität der Mikrokapseln wurde nach 1, 2, 3 und 24 

Stunden bewertet (s. Kapitel 3.12). Erst nach 3 Stunden Inkubationsdauer vergrösserten sich 

die Mikrokapseln als Folge des osmotischen Quellens wie folgt: (A) Leere Mikrokapseln von 

571 µm mittlerem Durchmesser auf 828 µm; (B) Mikrokapseln mit 105 Zellen pro 1 ml Algi-

nat von 595 µm auf 929 µm; (C)  Mikrokapseln mit 106 Zellen pro 1 ml Alginat von 525 µm 

auf ca. 750 µm) (Tab.1). Nach 24 Stunden Inkubationsdauer wurde keine zusätzliche Ver-

grösserung der Kapseln dokumentiert (Daten nicht gezeigt). Trotz des starken Quellens der 

Kapseln wurden zu keinem der vier Zeitpunkte zerplatzte Mikrokapseln beobachtet. Dieses 

Ergebnis signalisiert, dass die mikroverkapselten Zellen selbst keinen zusätzlichen, die Stabi-

lität der Mikrokapseln vermindernden Einfluss ausüben. 
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Tabelle 1: Ergebnisse der In-Vitro-Untersuchung zum Einfluss der zu verkapselnden Zellzahl auf die 
mechanische Stabilität der Ba-Alginat-Mikrokapseln. *Durchmesser der Kapseln nach 3 Stunden In-
kubationszeit in komplettem RPMI 1640-Medium; **Durchmesser der Kapseln nach 3 Stunden Inku-
bationszeit in Aqua destillata. 

 
 

 
4.5.2 Einfluss der Zellcluster auf die mechanische Stabilität der Alginat-Mikrokapseln 

Da die mikroverkapselten Zellen und Zellcluster die Struktur der Barium-Alginat-Matrix ver-

ändern können, wurde deren Wirkung auf die mechanische Stabilität der Kapseln mittels des 

osmotic pressure testes (s. o.) untersucht. Nach 3 Stunden Inkubation von 185 Mikrokapseln 

in A. dest., welche die Nebenschilddrüsenzellen und Zellcluster enthielten, steigerten sich die 

mittleren Durchmesser von 604 µm auf 1.006 µm, während sich die Durchmesser jener 210 

Mikrokapseln nach 3 Stunden Inkubation in Medium nicht veränderten (602 µm und 607 µm 

entsprechend) (Abb. 20). Auch waren zu keinem Zeitpunkt zerbrochene Kapseln zu erkennen 

(Abb. 20). Die Stabilitäten von Mikrokapseln mit Einzelzellen, mit Zellclustern und grösseren 

Gewebepartikeln unterschieden sich nicht voneinander.  
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Abb. 20: Mikrokapseln mit den Nebenschilddrüsenzellen/Zellclustern (schwarze Pfeile) nach 3 Stun-
den Inkubation in Medium (A) bzw. in Aqua destillata (B). B. Es sind keine geplatzten Mikrokapseln 
nach der Inkubation in hypo-osmolarer Lösung sichtbar. Mit dem blauen Kreis ist die mittlere Grösse 
der Kapseln vor dem osmotischen Quellen dargestellt. Obwohl die Mikrokapseln quellen, bleibt ihre 
Stabilität unbeeinflusst. 

A B 
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5 Diskussion 
 
Gegenwärtig besteht kein Zweifel daran, dass eine Allotransplantation des Nebenschilddrü-

sengewebes die bessere Alternative zur konservativen Therapie des Hypoparathyreoidismus 

darstellt [5, 11]. Eine lebenslange Immunsuppression der Empfänger ist ausschliesslich nach 

Kombinationstransplantation, z.B. einer Nieren-Nebenschilddrüsentransplantation [2], ge-

rechtfertigt, nicht aber nach alleiniger Nebenschilddrüsentransplantation; hier bietet die Mik-

roverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes eine ausgezeichnete Möglichkeit zur Immun-

protektion des Spendergewebes [6], so dass die Immunsuppression entfallen kann. Obwohl 

experimentell eine Dauerfunktion allo- und sogar xenogener Transplantate erzielt wurde 

[9,10], ist die Übertragung dieser Langzeitergebnisse auf den Menschen bisher nicht gelun-

gen. Im Jahr 2003 wurden in Nature Medicine die Vorbedingungen für den klinischen Erfolg 

der Mikroverkapselung von Zellen/Geweben wie folgt zusammengefasst [3]: (1) Eine ausrei-

chende Menge funktioneller Zellen, (2) Biokompatibilität der Materialen für die Mikroverkap-

selung, (3) entsprechende Permeabilität der Mikrokapseln, (4) mechanische und chemische 

Stabilität der Mikrokapseln, (5) biologische Sicherheit, (6) adäquate Funktion und (7) lang-

fristiges Überleben des Transplantates. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Faktoren hin-

sichtlich der späteren Allotransplantation der Nebenschilddrüsen analysiert. Da sich in der 

Literatur widersprüchliche Angaben zur Regulation der PTH-Sekretion pathologisch verän-

derter Nebenschilddrüsenzellen finden, wurden Funktionsteste mit hyperplastischem Gewebe 

(sekundärer Hyperparathyreoidismus) durchgeführt. Hier zeigte sich, dass hyperplastisches 

Gewebe mit einer dynamischen Ausschüttung des Parathormons auf die unterschiedlichen 

Ca2+-Konzentrationen reagiert. Hinsichtlich der Gewebepräparation sind verschiedene Ver-

fahren beschrieben worden [6, 7, 9, 16]. Ein Vergleich der mechanischen Zerkleinerung mit 

der enzymatischen Digestion deutet darauf hin, dass die enzymatische Präparation infolge des 

besseren Erhalts der Zellvitalität vorteilhafter zu sein scheint. Da die Reinheit des Polymers 

eine wichtige Bedeutung für das Überleben des Transplantates hat [3, 4], wurde bei unseren 

Versuchen hoch reines Alginat für die Mikroverkapselung verwendet (s. Kapitel 3.3), das per 

se keine Mitogenität besitzt. In der aktuellen Literatur wird angenommen, dass trotzt der ho-

hen Variabilität der Porengrössen (cut off) die einfachen Alginat-Mikrokapseln, d.h. Kapseln 

ohne zusätzliche Schichten (z.B., aus den Polykationen: Poly-L-Lysin, Poly-L-Ornithin), eine 

gute Verkapselungsqualität vorausgesetzt, eine adäquate Immunprotektion des Allotransplan-

tates gewährleisten [3, 12, 18]. Wir konnten zeigen, dass sich Zellcluster/Einzelzellen im 
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Vergleich zu den Gewebepartikeln sehr viel besser ummanteln lassen. Die Verwendung von 

Ba2+-Ionen für die Polymerisierung des Alginates führte zur Bildung mechanisch sehr stabiler 

Mikrokapseln, die mit dem osmotic pressure test eindrucksvoll bestätigt wurde. Die Mikro-

verkapselung per se hatte keinen negativen Einfluss auf die Funktion des Nebenschilddrüsen-

gewebes: Beide, mikroverkapselte Gewebepartikeln als auch Zellcluster/Einzelzellen, zeigten 

sehr gute akute Sekretionsdynamiken. 

 

Untersuchungen des Spendergewebes 

Ein potenzieller Vorteil der Allotransplantation des mikroverkapselten Gewebes ist die kon-

trollierte und kontinuierliche Ausschüttung eines biologischen Produktes an den Empfänger, 

das von den Spenderzellen de novo sezerniert wird. So lassen sich physiologischere Konzen-

trationen der therapeutischen Proteine erzielen [38]. Die Wahl der richtigen Quelle des Spen-

dergewebes spielt eine wichtige Rolle für das Schicksal des Transplantates und für den klini-

schen Erfolg der Therapie [3]. Für die humane Allotransplantation der Nebenschilddrüsen 

kann man normales und pathologisch verändertes (primärer bzw. sekundärer Hyperpara-

thyreoidismus), bzw. frisches und kryokonserviertes Gewebe verwenden. Der Vorteil der hy-

perplastischen Nebenschilddrüsen als Spendergewebe besteht ohne Frage in ausreichenden 

Mengen Gewebe, das man nach der operativen Entfernung vor Ort verarbeiten kann. 

 

Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen des Spendergewebes wurden vor der 

Gewebepräparation routinemässig durchgeführt. Nur so ließ sich die Eignung der Neben-

schilddrüsen zur Transplantation prüfen, denn Nebenschilddrüsen, die breite hämorrhagische 

Zonen bzw. Nekrosen als Folge der Operation aufwiesen, wurden von den folgenden Versu-

chen ausgeschlossen. Die mikroskopische Bestätigung der Diagnose sekundärer Hyperpa-

rathyreoidismus ist bedeutsam, weil das makroskopische Erscheinungsbild der Epithelkörper-

chen (d.h. Form, Größe, Farbe, Konsistenz) den Lymphknoten bzw. dem Fettgewebe sehr 

ähnlich sein kann. 

 

Bei der Allotransplantation der Epithelkörperchen erwartet man eine adäquate, d.h. regulier-

bare Sekretion des Parathormons. Die Biosynthese des Parathormons lässt sich in zwei Ebe-

nen regulieren: (1) Sekretion des Hormons bzw. (2) Proliferation und Wachstum der Neben-

schilddrüsenzellen [30, 40]. Während des primären oder sekundären Hyperparathyreoidismus 

verändern sich sowohl die Proliferation der Zellen als auch die normale Kalziumregulation 
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der PTH-Sekretion: Mehr PTH lässt sich bei niedrigem, normalem und sogar erhöhtem Blut-

kalzium ausschütten (Abb. 21) [30].  

 

 
Abb. 21: Schematische Darstellung der Sekretionsdynamiken des Parathormons von normalem und 
pathologisch verändertem Gewebe. Obwohl eine regulierbare, kalziumabhängige Funktion des hyper-
plastischen Gewebes (primärer und sekundärer Hyperparathyreoidismus) existiert, verschiebt sich der 
set-point der Regulation, und zugleich erhöht sich auch die basale Sekretion des Hormons. Beim auto-
nomen Hyperparathyreoidismus ist eine regulierbare Sekretionsdynamik nicht zu erkennen.  
 

Es ist bekannt, dass die hyperplastischen Epithelkörperchen weniger Kalziumrezeptoren tra-

gen als normale [39]. Obwohl in der aktuellen Literatur keine Fälle von Hyperparathyreoi-

dismus nach Allotransplantation des Nebenschilddrüsengewebes beschrieben wurden, findet 

man einen tertiären Hyperparathyreoidismus nach autologer Transplantation bei 7-30% der 

Patienten [22]. In Tab. 2 sind verschiedene Faktoren zusammengefasst, die zur Hyperfunktion 

des Autotransplantates führen könnten. So entsteht ein tertiärer Hyperparathyreoidismus vor 

allem bei jenen Patienten, denen hyperplastisches Gewebe autolog transplantiert wurde [35, 

36]; dennoch bleibt unklar, ob die veränderte Regulation der PTH-Ausschüttung oder die Hy-

perplasie des Gewebes für die Hyperfunktion nach Autotransplantation verantwortlich sind. 
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set-point 1 
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Basale Sekretion 1 

Basale Sekretion 2 

Keine Allotransplantation 

Allotransplantation, aber un-
ter lokaler Kontrolle über die 
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Tabelle 2. Fälle von tertiärem Hyperparathyreoidismus nach Autotransplantation von Nebenschilddrü-
sengewebe. Die Risikofaktoren der Hyperfunktion des Autotransplantates sind in Spalte 3 zusammen-
gefasst. Erklärung: 1°HyperPTH – primärer Hyperparathyreoidismus; 2°HyperPTH – sekundärer Hy-
perparathyreoidismus; FHPH – familiärer Hyperparathyreoidismus; nFHPT – unfamiliärer Hyperpa-
rathyreoidismus; FHHH – familiärer hypokalzurischer, hyperkalzämischer Hyperparathyreoidismus. 
 

Literaturstelle Gewebeart  

% der Rezidive 

Voraussichtliche Risikofaktoren des ter-

tiären Hyperparathyreoidismus nach 

Autotransplantation 

S. A. Wells et al. 

1980 [35] 

1°HyperPTH:  nFHPT – 20 Patien-

ten; FHPT – 16 Patienten (9 – 

MEN I; 3 – MEN II;  4 –FHHH) 

 

30% 

Typ des Gewebes bzw. empfängerabhängige 

Bedingungen? Rezidivrate bei FHPT > nFHPT 

(p<0.005). 100% Rezidivrate bei den Patienten 

mit FHHH. 0% Rezidivrate bei Patienten mit 

nFHPT, die nur eine  Operation wegen 

10HyperPTH erhalten hatten.  

A. Saxe 1984 

[42] 

 

2°HyperPTH 

 

6,4 % 

Erhöhte Phosphatkonzentration und erniedrig-

te Vitamin D-Metabolite als Folge des Nieren-

versagens? Veränderte Regulation der PTH-

Sekretion des pathologisch veränderten Gewe-

bes (shift to the right and upward)?  

L. E. Mallette et 

al. 1987 [36] 

 

1°HyperPTH: nFHPT – 9 Patien-

ten, FHPT – 6 Patienten mit MEN I 

HyperPTH; 4 von 6 Patienten mit 

MEN I, im Vergleich zu 0 von 9 

Patienten mit nFHPT, hatten ein 

Rezidiv des HyperPTH 

Typ des Gewebes bzw. empfängerabhängige 

Bedingungen? Rezidive nur bei den Patienten 

mit FHPT. Die Menge des autotransplantierten 

Gewebes? 

M. Brandi et al. 

1986 [37], 1988 

[55] 

Experimentelle Kultivierung der 

Kalbnebenschilddrüsenzellen mit 

den Seren von den Patienten mit 

MEN I 1°HyperPTH 

Humoral parathyroid mitogenic factor im Blut 

der Patienten mit familiärem MEN I Hy-

perPTH. 

 

A. D’Avanzo et 

al. 2000 [22] 

 

normales Gewebe; 3 Fälle 

#1: Therapeutische Bestrahlung des Halses, 

#2: Nierenversagen und 

#3: Hypokalzämie  
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Es scheint so, als habe die zuletzt genannte hier die größere Bedeutung, weil der tertiäre Hy-

perparathyreoidismus auch nach Transplantation normalen Gewebes dokumentiert wurde 

[22]. Ausserdem ist bekannt, dass eine erhöhte Phosphatkonzentration und erniedrigte Vita-

min D-Metaboliten im Blut des Rezipienten (eine gewöhnliche Situation bei Patienten mit 

Nierenversagen) Hyperplasie und Hypertrophie der Nebenschilddrüsenzellen verursachen 

können [30, 32, 33]. 

 

Da jedoch die Gefahr existiert, dass man nach Allotransplantation des hyperplastischen Ge-

webes sowohl eine Hypo- als auch eine Hyperfunktion des Transplantates erhält, wurden in 

der vorliegenden Arbeit die Funktionen der hyperplastischen Gewebe (sekundärer Hyperpa-

rathyreoidismus) näher analysiert. 

 

Bei pathologisch verändertem Nebenschilddrüsengewebe, adenomatös wie auch hyperplas-

tisch, erwartet man eine regulierbare Sekretion des Parathormons; dennoch kann sich der set-

point für die Kalziumsuppression der PTH-Ausschüttung verschieben (shift to the right and 

upwards), so dass ein erhöhtes Kalziumniveau notwendig ist, um die PTH-Sekretion zu ver-

ringern (s. Abb. 21) [40]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass frische Gewebeparti-

keln (sekundärer Hyperparathyreoidismus) von verschiedenen Spendern auf die Stimulation 

mit niedrigem Kalziumgehalt im Medium mit einem Anstieg der PTH-Sekretion reagieren 

und bei Erhöhung der Kalziumkonzentration auf das basale Sekretionsniveau zurückkehren. 

Damit lässt sich die dynamische minute-to-minute Regulation der PTH-Ausschüttung bestäti-

gen. Unsere Perifusionsergebnisse korrelieren sehr gut mit den Resultaten, die von anderen 

Gruppen sowohl bei statischen Inkubationen (flask incubation), aber auch bei Perifusionen 

des hyperplastischen Nebenschilddrüsengewebes erzielt wurden [29, 40]. Es wurde keine au-

tonome Sekretion des Parathormons beobachtet. Da sich die basale PTH-Ausschüttung der 

hyperplastischen Zellen, d.h. jenes Niveau, bei dem keine Suppression der PTH-Produktion 

mehr stattfindet (s. Abb. 21), infolge der Hyperplasie verändert, kann die Anzahl der funktio-

nellen Zellen eine entscheidende Bedeutung für die Hypersekretion des Parathormons haben 

[29]. Deshalb sollte man bei der Allotransplantation von krankhaft verändertem Gewebe, 

hierzu gibt es bisher kaum Literaturdaten, eine lokale Kontrolle über die Proliferation der Zel-

len herstellen. Die Mikroverkapselung mit hoch reinen Polymeren bietet grundsätzlich eine 

solche Möglichkeit. 
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Die Kryokonservierung der Nebenschilddrüsen hat eine wichtige Bedeutung für die Behand-

lung jener Patienten, bei denen wiederholte Parathyreoidektomien infolge eines persistieren-

den Hyperparathyreoidismus bzw. eine totale/subtotale Parathyroidektomie wegen eines pri-

mären, eines sekundären bzw. eines tertiären Hyperparathyreoidismus durchgeführt werden 

[23]. Die zeitlich unbegrenzte Lagerung des kryokonservierten Gewebes gewährleistet ein 

hohes Mass an Flexibilität der experimentellen Untersuchungen und der klinischen Therapie. 

Dennoch beträgt die Erfolgsrate bei der Autotransplantation des kryokonservierten Neben-

schilddrüsengewebes nur 17-80% [23]. Trotz technisch verbesserter und standardisierter 

Einfrier-/Auftauprotokolle [44, 45] wurde eine Verringerung der Vitalität der Nebenschild-

drüsenzellen nach dem Auftauen dokumentiert, die letztlich zum Verlust des Autotransplanta-

tes führen dürfte [23, 46, 58]. Allerdings bescheinigen manche Autoren den Einzelzellen, die 

sie mittels enzymatischer Digestion aus kryokonserviertem Gewebe gewinnen [56], eine gute 

Vitalität (über 88%). Dennoch, andere Autoren konstatieren, dass die Vitalität der Einzelzel-

len nach dem enzymatischen Verdau von kryokonserviertem Gewebe (80-97%) und die An-

zahl der toten Zellen in den kryokonservierten Gewebepartikeln (0,1%-30,5% tote Zellen, 

morphometrische Analyse) nicht miteinander korrelieren [58]. Daraus schliessen sie, dass die 

toten Zellen (in den Gewebepartikeln) infolge der Enzymbehandlung „zerplatzen“ und daher 

als solche nicht mehr identifizierbar sind [58]. Ausserdem wurde gezeigt, dass die Kryokon-

servierung nach dem Auftauen zu einer 70-90%igen Reduktion der Anzahl vitaler Zellen pro 

1 Gramm kryokonservierten Nebenschilddrüsengewebes bzw. pro 1 Gramm kryokonservier-

ter Einzelzellen (im Vergleich mit frischen Gewebepartikeln bzw. frischen Einzelzellen) führ-

te [23]. Unsere Arbeitsgruppe hat solche Vitalitätsverluste ebenfalls beobachtet; aber im Ge-

gensatz zu anders lautenden Berichten [23, 56, 58], konnten wir keine dynamische kalzium-

abhängige Funktion der kryokonservierten Gewebepartikeln nach dem Auftauen (Gewebe 

von 3 verschiedenen Spendern) nachweisen. Ursache dafür könnten die Nekrose und die da-

mit verbundene erhöhte Ausschüttung des Parathormons aus den sterbenden Zellen während 

der ersten Stunden nach dem Auftauen sein. Dies scheint plausibel, da bei einem der drei 

Spender die dynamische Regulation nach 24-stündiger Inkubation der Gewebepartikeln wie-

der hergestellt wurde. Die indirekte Bestätigung dieser Beobachtung ist die Verbesserung der 

Vitalität der Nebenschilddrüsenzellen nach der 24-stündigen Kultur von 54,9% auf 89,8%, die 

von einer anderen Arbeitsgruppe berichtet wurde [46]. 
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Optimierung der Gewebepräparation 

Obwohl die Autotransplantation des Nebenschilddrüsengewebes ein standardisiertes Verfah-

ren ist, beträgt die Erfolgsrate zwar ca. 80-90% nach der Transplantation frischen, aber nur 

etwa 17-83% nach Transplantation kryokonservierten Gewebes [23]; dies bedeutet, dass das 

Überleben des Transplantates von der Vitalität des Spendergewebes und von der Versorgung 

des Transplantates mit Sauerstoff und Nährstoffen abhängt. Gewebepartikeln von der Grösse 

einiger Kubikmillimeter können nicht mittels Diffusion von Nährstoffen und Sauerstoff über-

leben, sondern benötigen die Versorgung über neu gebildete Blutgefäße [60]. Nach Auto-

transplantation von Nebenschilddrüsenpartikeln (Grösse 1-3 mm3) findet die Revaskularisie-

rung des Gewebes innerhalb von 10-20 Tagen statt [35, 54]. Da eine direkte Verbindung der 

Empfängergefässe mit den transplantierten Zellen im Falle von mikroverkapseltem Gewebe 

nicht möglich ist, spielt die Diffusion der Nährstoffe durch die Mikrokapsel bei der Al-

lotransplantation eine sehr viel bedeutendere Rolle (s. auch Abb. 22) [13]. 

 

Obwohl in der aktuellen Literatur zwei prinzipiell unterschiedlichen Methoden der Gewebe-

präparation des Nebenschilddrüsengewebes (mechanische Zerkleinerung und enzymatische 

Digestion) beschrieben worden sind, bleibt die Präparation der Nebenschilddrüsenzel-

len/Gewebepartikeln dennoch für verschiedene Zwecke eine Hausprozedur mit einer Vielzahl 

von Modifikationen (Tab. 3). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die mechanische 

Zerkleinerung zur Nekrose der Zellen in der Peripherie der Gewebepartikeln führt. Damit 

kann die massive Ausschüttung der verschiedenen Proteine aus den sterbenden Zellen zu ei-

ner Immunisierung des Empfängers über den  indirect pathway der T-Zellaktivierung [12] 

oder zu einer unspezifischen Entzündungsreaktion mit der Folge des Verlustes des Al-

lotransplantates führen. Im Gegensatz dazu lassen sich die Zellcluster/Einzelzellen ohne einen 

„Kranz“ toter Zellen mit Hilfe der enzymatischen Digestion gewinnen. Die Vitalität der mit-

tels Kollagenasedigestion gewonnenen Zellcluster war signifikant besser, als die Vitalität der  

Gewebepartikeln nach mechanischer Zerkleinerung. Dieses Ergebnis korreliert sehr gut mit 

den aktuellen Literaturdaten (s. Tab. 3.) 
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Tabelle 3. Methode der Präparation des Nebenschilddrüsengewebes. Zwei verschiedene Ansätze, die 
enzymatische Digestion und die mechanische Zerkleinerung sind beschrieben. Obwohl die enzymati-
sche Digestion (ED) bisher nicht standardisiert ist (Typ und Konzentration der Enzyme, Verdauungs-
zeit usw.), sind die Präparationsergebnisse durchaus vergleichbar. Auch für die Mikroverkapselung 
des Nebenschilddrüsengewebes (Gewebeart, Methode der Gewebepräparation, Kapseltyp, Kapselgrös-
se usw.) ist in der aktuellen Literatur bislang kein Standardverfahren beschrieben worden. 
 

Literatur-
stelle 

Methode 
der 

Gewebepräparation 

Vitalität 
nach Prä-
paration 

Untersuchungen 
des Nebenschilddrüsengewebes 

nach Präparation 
M. L. Brandi 
et al. 1986 [47] 

ED: Kollagenase II 
(1,5mg/ml) + DNAase 
(50µg/ml), 180 min 

>90% nach 
24-stündiger 
Inkubation 

Die erste langfristige In-Vitro-Kultivierung 
der Nebenschilddrüsenzellen (bovine Ne-
benschilddrüsen): über 140 Kulturpassagen 

X. W. Fu et al. 
1989 [6] 

ED: Kollagenase I 
(2mg/ml) + DNAase 
(40µg/ml), 60 min 

92% Vitalität Die erste Allotransplantation der mikrover-
kapselten Zellen (mehr als 8 Wochen Funk-
tion in vivo). Alginat-Poly-L-Lysin Kapseln, 
500-600µm 

C. Hasse et al. 
[4, 8, 9, 10,11] 

Mechanische Gewebe-
zerkleinerung 

Keine 
Angaben 

Die ersten langfristigen experimentellen 
Funktionen von Iso-, Allo- und Xe-
notransplantaten  (mikroverkapselte Gewe-
bepartikeln). Die erste klinische Allo-
transplantation der mikroverkapselten Ge-
webepartikeln [11]. Ba-Alginat Mikrokap-
seln; die Kaselgrössen unbekannt 

M.-C. Rous-
sanne et al. 
1998 [48] 

ED: Kollagenase II 
(0,1%), 90 min 

Keine 
Angaben 

Die erste langfristige (5 Monate) Kultivie-
rung der humanen  Nebenschilddrüsenzellen 
(sekundärer Hyperparathyreoidismus) 

S. Kobayashi 
et al. 2000 [7] 

ED: Kollagenase I 
(2mg/ml) + DNAase 
(40µg/ml) 

Keine 
Angaben 

In-Vitro-Kultivierung der mikroverkapsel-
ten Gewebepartikeln. Mikrokapseln aus Po-
lyelekrolyen; die Kapselgrössen unbekannt 

L. Picariello et 
al. 2001 [16] 

ED: Kollagenase II 
(1,2 mg/ml), 120 min 

 90% Vitali-
tät nach 24 h 
in Kultur 

In-Vitro-Untersuchungen (flask incubation) 
der mikroverkapselten Nebenschilddrüsen-
zellen (Alginat-Poly-L-Lysin Kapseln; 
Durchmesser 2 mm) 

 
 

Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes 

Obwohl bereits einige exzellente experimentelle Transplantationen von mikroverkapseltem 

Nebenschilddrüsengewebe durchgeführt wurden [6, 8, 9, 10], findet sich in der aktuellen Lite-

ratur kein Standardverfahren für die Mikroverkapselung im Zusammenhang mit der Behand-

lung des permanenten Hypoparathyreoidismus. Dies hat zur Folge, dass die bisherigen expe-

rimentellen Ergebnisse von anderen Gruppen nicht reproduziert werden konnten. Für eine we-

sentliche Vorbedingung der erfolgreichen Transplantation von Nebenschilddrüsengewebe 

hielt die Arbeitsgruppe von C. Hasse die Reinheit des Alginates [4]; andere Parameter,  die 
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das Überleben des Transplantates sehr wohl auch beeinflussen können, wurden nicht voll-

ständig analysiert. Bei der Transplantation mikroverkapselter Langerhans-Inseln wurde näm-

lich gezeigt, dass eine unvollständige Ummantelung des Gewebes mit dem Polymer, ebenso 

wie die ungenügende Biokompatibilität des Alginates, zur Fibrose der Mikrokapseln führen 

kann [17]. In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Faktoren betrachtet, welche 

die Qualität der einfachen Barium-Alginat-Mikrokapseln verändern können. Als optimal wur-

den runde Mikrokapseln mit vollständiger Ummantelung des Gewebes/der Zellen angenom-

men. Auf der Grundlage unserer Ergebnisse konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen 

der Verkapselungsqualität der Gewebepartikeln und der Qualität der Gewebepräparation ge-

zeigt werden. Obwohl die Gewebepartikeln im Durchmesser kleiner als 500 µm waren und 

zum Kapselnvolumen passen dürften, betrug die Anzahl der unperfekten Kapseln ca. 50%. So 

waren einerseits die inkomplette Ummantelung des Gewebes, andererseits deformierte Kap-

seln zu beobachten. Diese Probleme konnten einmal durch Vergrösserung der Mikrokapseln 

und des Weiteren durch Optimierung der Gewebepräparation, bzw. das Handverlesen der op-

timal gefüllten Kapseln gelöst werden. So verbesserte sich die Verkapselungsqualität deut-

lich: Die Anzahl der deformierten Kapseln sank auf 4-8%. Allerdings ist aus der Literatur be-

kannt, dass die längeren Diffusionsstrecken bei grösseren Kapseln zu einem Nährstoff- und 

Sauerstoffmangel führen können: So wurden zentrale Nekrosen, die ein deutliches Zeichen 

der Ernährungsinsuffizienz sind, nach Transplantation mikroverkapselter Nebenschilddrüsen-

partikeln (Partikelgrösse <500 µm) und Langerhans-Inseln (>100 µm gross) beobachtet [10, 

13] (s. auch Abb. 22). Um den Zellverlust durch zentrale Nekrosen nach Iso-, Allo- oder Xe-

notransplantation der mikroverkapselten Gewebebröckchen zu kompensieren und das normale 

Niveau des ionisierten Blutkalziums zu erreichen, wurden die Gewebepartikeln in der Propor-

tion 1:10 (Empfängernebenschilddrüsen : Spendernebenschilddrüsen) transplantiert [8-10]. 

Zudem bildeten sich bei der Mikroverkapselung der Gewebebröckchen vermehrt leere Kap-

seln, womit sich das Volumen des Transplantates erhöhte. In aktuellen Untersuchungen ü-

berwiegt die Herstellung kleinerer Kapseln (<400 µm) [84]. Ein weiterer Nachteil der Mikro-

verkapselung von Gewebepartikeln ist die dezentrale Lage der Bröckchen in manchen Kap-

seln (s. Abb. 10B). Ursachen dafür dürften sein: (1) die niedrige Viskosität des Alginates, (2) 

die hohe Oberflächenspannung des Fällungsbades und damit die erhöhte Kraft beim Eintrop-

fen und (3) die zufällige Lage der Gewebepartikeln im Alginat während der Verkapselung, 

die mit dem hier verwendeten Zweikanaldüsen-Sprühverfahren nicht gesteuert werden kann. 
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  Kx= Ke – (Q/D x 1/6R2) 

Kx 
R 

 
Ke 

Empfängergefäße 

A B
 

Abb. 22. Schematische Darstellung der Versorgung des (A) unverkapselten und (B) mikoverkapselten 
Gewebes mit Sauerstoff und Nährstoffen. Die direkte Verbindung der Spender- und Empfängergefässe 
erfolgt ausschliesslich nach Transplantation von unverkapseltem  Gewebe, während die mikroverkap-
selten Gewebepartikeln durch Diffusion ernährt werden. Somit hängt die Konzentration des Sauer-
stoffs in der Mitte der Kapsel (Kx) von der Konzentration des Sauerstoffs auf der Oberfläche der Mik-
rokapsel (Ke), dem Radius der Kapsel (R), dem Diffusionskoeffizienten des Sauerstoffs (D) und dem 
Konsum des Sauerstoffes durch die vitalen mikroverkapselten Zellen (Q) ab. Eine besonders schlechte 
Ernährungslage für die Zellen besteht in den grösseren Kapseln (längere Diffusionsstrecken), bei zu-
niedriger Sauerstoffkonzentration (ungeeigneter Transplantationsort) und bei einer zu grossen Anzahl 
vitaler Zellen in den Kapseln (intensiver Konsum von Sauerstoff und Nährstoffen).  
 

Die Viskosität des Alginates und die Oberflächenspannung des Fällungsbades lassen sich ver-

ändern, während die zufällige Lage der Bröckchen nur mit einer zusätzlichen Schicht des Al-

ginates, wie sie mit der Doppelverkapselungsmethode erzielbar ist, korrigierbar ist. Die 

exzentrische Position der Gewebepartikeln kann potenziell zum Bruch der Kapsel, vor allem 

an Stellen, an denen die Hülle sehr dünn ist, führen. Nach unseren Erfahrungen sind die Zell-

cluster (<100 µm) und die Einzelzellen eine sehr viel bessere Quelle für die Mikroverkapse-

lung als die Gewebepartikeln: Die Kapselgrössen lassen sich ohne Verschlechterung der Kap-

selqualität beliebig regulieren; in ihnen sind die Zellcluster/Einzelzellen gleichmässig verteilt. 

Trotz der guten Verkapselungsqualität der Zellcluster/Einzelzellen finden sich aber noch un-

vollständig verkapselte Zellen auf den Kapseloberflächen. Ob diese unvollständig ummantel-

ten Zellen zur Immunisierung des Empfängers führen und ggf. auch das Überleben des Trans-

plantates vermindern, muss allerdings noch untersucht werden. Dennoch lässt sich dieses 
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Problem grundsätzlich mit der Technik der Doppelverkapselung (z.B. Alginat-Alginat; Algi-

nat-Poly-L-Ornithin Kapseln) lösen. 

 

In-Vitro-Funktion des mikroverkapselten Nebenschilddrüsengewebes 

In der aktuellen Literatur finden sich nur unvollständige Informationen über die In-Vitro-

Funktion des mikroverkapselten Nebenschilddrüsengewebes. Es ist unklar, ob die Mikrover-

kapselung mit Barium-Alginat auf die Sekretion und Regulation der Parathormon-

Ausschüttung einen negativen Einfluss hat. Da sich die divalenten Kationen Ba2+, Ca2+ oder  

Mg2+ während der Diffusion mit den 1,4-linked-α-guluronic und β-D-mannuronic Säuren des 

Alginates verbinden können, birgt dies die Gefahr, dass sich die kalziumabhängige Funktion 

des mikroverkapselten Gewebes verändern kann. Der Vergleich der Perifusionsergebnisse der 

unverkapselten und der mikroverkapselten Gewebepartikeln spricht allerdings dafür, dass sich 

die Mikroverkapselung per se nicht negativ auf die akuten Sekretionsdynamiken des Neben-

schilddrüsengewebes auswirkt: Sowohl die Suppressions- als auch die Stimulationsraten wa-

ren vergleichbar. Wir konnten eine minute-to-minute Regulation der PTH-Ausschüttung von 

mikroverkapseltem Gewebe klar dokumentieren. Wir konnten weiter zeigen, dass weder die 

Vitalität noch die Funktion der mikroverkapselten Gewebepartikeln durch eine mehrtägige 

Kultivierung beeinträchtigt werden. 

 

Zur Zeit ist allerdings die Frage offen, ob die enzymatische Digestion des Gewebes und auch 

die Mikroverkapselung der Zellcluster/Einzelzellen langfristig deren Funktion verändern. Die 

hauptsächliche Ursache dafür, dass für die Allotransplantation der Epithelkörperchen Gewe-

bepartikeln verwendet wurden, war der Wunsch, die Gewebeintegrität zu erhalten [9]. Es 

wurde beobachtet, dass für die phosphatabhängige Regulation der Parathormon-Ausschüttung 

cell-to-cell Kontakte wichtig waren: Für Rattennebenschilddrüsenzellen konnte – im Gegen-

satz zu Rattennebenschilddrüsenpartikeln – keine regulierbare Sekretion dokumentiert werden 

[62]. Andererseits bleibt völlig unklar, wie die Regulation über cell-to-cell Kontakte funktio-

nieren kann, da die elekronmikroskopische Analyse der Hauptzellen keine spezifischen inter-

zellulären Verbindungsstellen (gap junctions) demonstrieren konnte [40]. Unsere Perifusio-

nen der mikroverkapselten Zellcluster/Einzelzellen zeigten hingegen eine völlig normale re-

gulierbare kalziumabhängige Sekretionsdynamik des Parathormons. Allerdings konnten wir 

keine Unterschiede in den PTH-Werten bei Perifusion mit 1,62 mM Ca2+ bzw. 2,69 mM Ca2+ 

feststellen; möglicherweise hängt dies mit der veränderten Kalziumsensitivität des Gewebes 
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(shift to the right and upwards) ab (s. o.). Kalziumabhängige PTH-Ausschüttungen wurden 

auch von der Arbeitsgruppe Picariello et al. nach statischer Inkubation der mikroverkapselten 

Nebenschilddrüsenzellen (Kapselgrösse 2 mm) dokumentiert [16]. 

 

Stabilität der Barium-Alginat-Mikrokapseln 

Die dauerhafte mechanische Stabilität der Mikrokapseln ist eine essentielle Vorbedingung für 

die erfolgreiche Allotransplantation des mikroverkapselten Gewebes [3]. Nach Hasse et al. 

[10] waren 80% der Mikrokapseln bei den Ratten, die am Ende des Versuches leicht hypokal-

zämisch waren, zerbrochen. Diese Beobachtung kann mechanische Ursachen infolge anhal-

tender Muskelkontraktionen nach intramuskulärer Transplantation haben. Es ist bekannt, dass 

die runde Form der Kapseln die stabilste ist und mit der Vergrösserung der Mikrokapseln de-

ren Stabilität nachlässt [61]. Deshalb kann die Optimierung der Mikroverkapselung indirekt 

zur Verbesserung der Stabilität der Kapseln führen (s. o.). Ein unzureichender Widerstand der 

Kapseln gegen das osmotische Quellen wurde bei der Mikroverkapselung schnell proliferie-

render, immortalisierter Zellen bemerkt [14]. Obwohl ein verändertes Wachstum und die Tei-

lung der hyperplastischen Nebenschilddrüsenzellen, besonders in einem Milieu, das zur einer 

Hyperplasie führen kann (s. o.), bestätigt wurden [30], sind die Proliferationsraten der hyper-

plastischen Nebenschilddrüsenzellen und der immortalisierten Zellen [14] nicht vergleichbar. 

Ausserdem wurde eine verlangsamte Proliferation jener Zellen, die in Barium-Alginat immo-

bilisiert wurden, bemerkt [14]. Mit dem osmotic pressure test konnten wir zeigen, dass die 

Barium-Alginat-Kapseln auch nach dem Quellen sehr stabil sind. Dieses Ergebnis korreliert 

sehr gut mit den Daten von J. M. van Raamsdonk et al. [15]. Obwohl bei anderen Kapselty-

pen, z.B. den Alginat-Poly-L-Lysin-Kapseln, eine Verringerung des osmotischen Widerstan-

des bei zunehmender Anzahl von Zellen im Kapselinneren bestätigt wurde [15], konnten wir 

keinen negativen Einfluss einer erhöhten Anzahl mikroverkapselter Zellen, bzw. keinen Ein-

fluss der Zellcluster auf die Stabilität der Barium-Alginat-Kapseln dokumentieren. 
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6 Zusammenfassung 

 

Der permanente Hypoparathyreoidismus besteht in einer irreversiblen Verminderung der Pa-

rathormon-Konzentration im Blutserum und löst in der Folge Störungen des Kalzium- und 

Phosphatstoffwechsels aus; so besteht die Standardtherapie bis heute in einer bedarfsabhängi-

gen Substitution von Vitamin D und Kalzium. Trotzt suffizienter Regulation des Kalzium-

spiegels findet ein Ersatz des Parathormons nicht statt, was zu einer bleibenden Dysregulation 

der Kalzium- und Phosphat-Homöostase führt. Daher leidet ein Grossteil der Patienten mit 

chronischem Hypoparathyreoidismus an unterschiedlichen somatischen und psychischen 

Krankheitserscheinungen mit einer insgesamt schlechten Lebensqualität. Die Allotransplanta-

tion der Epithelkörperchen mit regulierbarer De-Novo-Sekretion des Parathormons stellt eine 

gute Alternative zur konservativen Therapie dar. Wesentliche Vorbedingung ist jedoch für die 

Anwendung dieser Therapie in der Klinik die Transplantation der Nebenschilddrüsen ohne 

dauerhafte Immunsuppression. Ein Ausweg aus diesem Dilemma ist die Mikroverkapselung 

mit hoch reinem Polymer, womit sich eine ausgezeichnete Möglichkeit für die Immunprotek-

tion des Spendergewebes bietet. Obwohl anfänglich viel versprechende Ergebnisse nach ex-

perimenteller Iso-, Allo- und sogar Xenotransplantation mikroverkapselten Nebenschilddrü-

sengewebes erzielt wurden, konnten solche Resultate von anderen Gruppen bislang nicht re-

produziert werden. So ist die Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes bis heute 

kein Standardverfahren. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse verschiedener Faktoren, 

die das Überleben des Nebenschilddrüsentransplantates sowie seine Funktion beeinflussen 

können. Hierbei wurden die Funktionen von frischem und kryokonserviertem hyperplasti-

schem Nebenschilddrüsengewebe vergleichend untersucht. Auch zwei unterschiedliche Ver-

fahren der Gewebepräparation wurden miteinander verglichen. Abschliessend erfolgten Un-

tersuchungen zur Qualität der Mikroverkapselung des Nebenschilddrüsengewebes, der Ver-

gleich der In-Vitro-Funktionen mikroverkapselter Gewebepartikeln und Zellcluster/-Einzel-

zellen und die Analyse der mechanischen Stabilität der Barium-Alginat-Mikrokapseln. Die 

wichtigsten Ergebnisse werden im Folgenden zusammengefasst: 

 

1. Frisches hyperplastisches Nebenschilddrüsengewebe von Patienten mit sekundärem 

Hyperparathyreoidismus eignet sich grundsätzlich für die Allotransplantation und die 

Therapie des permanenten Hypoparathyreoidismus, da das Gewebe unterschiedlicher 

Spender eine regulierbare, Ca2+-abhängige Funktion aufwies. Da sich aber die basale 
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Sekretion und der set point der Sekretion des Parathormons wegen der Hyperplasie 

verschieben können, besteht jedoch das Risiko eines Hyperparathyreoidismus nach 

Allotransplantation pathologisch veränderten Nebenschilddrüsengewebes. Dieses 

Problem scheint lösbar, wenn die Gewebeproliferation kontrollierbar ist, z. B. durch 

die Mikroverkapselung. Obwohl eine zeitlich unbegrenzte Lagerung des Nebenschild-

drüsengewebes durch Kryokonservierung möglich ist, verringert sich die Vitalität des 

Gewebes; ebenso fehlt die adaptierte In-Vitro-Funktion des Gewebes unmittelbar nach 

dem Auftauen. Eine 24stündige In-Vitro-Kultur stellt die regulierbare Funktion des 

kryokonservierten Gewebes allerdings wieder her.  

2. Die mechanische Zerkleinerung des Nebenschilddrüsengewebes führt zu Nekrosen an 

der Peripherie der Gewebepartikeln und zur massiven Ausschüttung des Parathormons 

aus den sterbenden Zellen. Im Gegensatz dazu kann man mittels enzymatischer Ver-

dauung Einzelzellen und Zellcluster ohne diesen „Kranz“ toter Zellen gewinnen.  

3. Die Verkapselungsqualität der Gewebepartikeln hängt von der Qualität der Gewebe-

präparation ab. Nach präziser Gewebepräparation und Vergrösserung der Mikrokap-

seln von 600 auf 800µm Durchmesser sank die Anzahl der deformierten Kapseln und 

der unvollständig verkapselten Gewebepartikeln drastisch. Auch war eine Zunahme 

des Transplantvolumens zu verzeichnen, da sich vermehrt leere Kapseln bildeten. Die 

mittels enzymatischer Verdauung gewonnenen Einzelzellen und kleinen Zellcluster 

sind eine sehr viel bessere Quelle für die Mikroverkapselung und Allotransplantation, 

da sich die Verkapselungsparameter ohne Verschlechterung der Verkapselungsqualität 

gezielt regulieren lassen. Die Zellcluster/Einzelzellen verteilen sich gleichmässig in 

den Mikrokapseln, während bei der Mikroverkapselung der Gewebepartikeln eine 

vornehmlich dezentrale Lage der Partikeln zu beobachten ist. Die Mikroverkapselung 

per se hat keine negativen Auswirkungen auf die Vitalität der Nebenschilddrüsenzel-

len.  

4. Auch übt die Mikroverkapselung allein keinen Einfluss auf die adaptierte Funktion 

des Nebenschilddrüsengewebes aus: Die akuten Sekretionsdynamiken unverkapselten 

und  verkapselten Gewebes waren vergleichbar. Weder die Vitalität, noch die Funkti-

on des mikroverkapselten Gewebes wurden durch eine mehrtägige Kultivierung beein-

flusst. Die Gewebeintegrität war für die normale kalziumabhängige Funktion der mik-

roverkapselten Spenderzellen nicht bedeutsam. 
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5. Die Barium-Alginat-Mikrokapseln waren ausreichend stabil, auch nach Steigerung der 

Zelldichte in den Mikrokapseln. 

 

An Hand der hier erarbeiteten Ergebnisse kann festgestellt werden, dass die Allotransplantati-

on mikroverkapselten Nebenschilddrüsengewebes keine triviale Aufgabe ist. Die richtige 

Wahl des Spendergewebes und die Standardisierung der Verkapselungsparameter sind essen-

tielle Vorbedingungen für die Reproduktion langfristiger Ergebnisse. Infolge der höheren Vi-

talität und Verkapselungsqualität, sowie gut regulierbarer Funktion und besserer Diffusions-

eigenschaften ist die Mikroverkapselung der Zellcluster/Einzelzellen – verglichen mit den 

Gewebepartikeln – die bessere Alternative. Zukünftig kann insbesondere die Verkapselungs-

qualität durch Anwendung der Doppelverkapselung (Alginat-Alginat-Kapseln; oder eine zu-

sätzliche Schicht aus Poly-L-Ornithin) noch verbessert werden. Ausgehend von einer opti-

mierten Verkapselungsqualität, einer hohen Vitalität und gut regulierbaren Funktion der mik-

roverkapselten Zellen sowie ausreichender Stabilität der Mikrokapseln, können in naher Zu-

kunft weitere Parameter in vivo untersucht werden, die einen wesentlichen Einfluss auf das 

Überleben des Transplantates ausüben könnten: z. B. die Vitamin D-Therapie nach Al-

lotransplantation, die Erhöhung des Transplantatvolumens und die Analyse des geeigneten 

Transplantationsortes. 

 

Die Standardisierung der Transplantationsparameter und das so angestrebte langfristige Über-

leben des Transplantates sind essenzielle Voraussetzungen für die erfolgreiche humane Al-

lotransplantation von Nebenschilddrüsenzellen im Rahmen einer modernen Therapie des 

permanenten Hypoparathyreoidismus. 
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Teilname an den Studienkonferenzen für Wissenschaft: 

1998 Der erste Preis der Republikanischen Studienkonferenz für Wissen-

schaft (Sektion für Onkologie), 

1998 Der erste Preis der Republikanischen Studienkonferenz für Wissen-

schaft (Sektion für Anatomie), 

1999 Der erste Preis der Republikanischen Studienkonferenz für Wissen-

schaft (Sektion für Onkologie), 

2000 Der erste Preis der Republikanischen Studienkonferenz für Wissen-

schaft (Sektion für Onkologie). 

2000 Abschluss der Weißrussischen Staatlichen Medizinischen Universität, 

Minsk; Diplom in Medizin mit Auszeichnung. 



 

Berufliche Tätigkeit 

2000-2001 Spezialisierung im Fach Onkologie an der Belorussischen Akademie für 

Nachdiplomausbildung und in der Klinik für Onkologie der Weißrussi-

schen Staatlichen Medizinischen Universität. 

2001-2002 Tätigkeit als Chirurg an der Minsker Städtischen Klinischen Onkologi-

schen Beratungsstelle (Klinik für Onkologie, Weißrussische Staatliche 

Medizinische Universität, Minsk, Weißrussland). 

07/2002–11/2002 DAAD-Stipendiat in der Chirurgischen Universitätsklinik und Polikli-

nik der Universität Würzburg (Prof. Dr. A. Thiede) und der dortigen 

Experimentellen Transplantations-Immunologie (Frau Prof. Dr. K. Ul-

richs). 

12/2002–03/2003 Gastwissenschaftler im Teilprojekt D3 des IZKF Würzburg in der Ex-

perimentellen Transplantations-Immunologie. 

Seit 04/2003 Wissenschaftlicher Assistent in der Chirurgischen Universitätsklinik 

und Poliklinik und der dortigen Experimentellen Transplantations-

Immunologie. 

 

 

 

 

 

 

 

Würzburg, im März 2004      Vasiliy Moskalenko 

 



 

 


