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1. Einleitung

Das Wort Diabetes kommt urspriinglich aus dem Griechischen und bedeutet dort
Durchfluss. Als Beschreibung eines pathologischen Zustands taucht es erstmals bei dem
antiken Arzt Aretaios von Kappadokien (um 81-138 n. Chr.) auf, der den Diabetes als eine
Hratselvolle Krankheit“ bezeichnet. Auch bei Aretaios’ Zeitgenossen Galen (129-199 n.
Chr.) taucht der Diabetes auf; er fiihrt fir diese Krankheit noch einige andere
beschreibende Bezeichnungen an, wie hyderos eis amida ,,Nachttopfwassersucht* oder
dipsakos ,,Durstkrankheit*. Hiermit beschrieb er schon einige der wichtigsten Symptome.
Uberaschenderweise enthélt das Corpus Hippocraticum keine Beschreibung des Diabetes.
Der Zusatz mellitus (lat. honigsiiss) wurde allerdings vermutlich erst von Willis 1674 n.
Chr. eingefiihrt. Kurze Zeit spater differenzierte dann Michael Ettmueller (1644-1683 n.
Chr.) zwischen dem ,,Diabetes notha“ (stiss schmeckend) und dem ,,Diabetes vera* (spater
insipidus) (v. Engelhart et al. 1989; Gerabeh et al. 2005).

Nach dem Lehrbuch ,,Innere Medizin“ (Classen et al. 2004) versteht man heute unter
Diabetes mellitus (DM) folgendes: Unter der Bezeichnung Diabetes mellitus werden
Stoffwechselveranderungen unterschiedlicher Ursache zusammengefasst. Sie sind durch
eine dauerhafte Erhéhung der Blutglukose (Hyperglykamie) — klinisch manifester Diabetes
— oder durch eine zeitlich inadaquate Verwertung zugefiihrter Glukose — gestOrte
Glukosetoleranz — gekennzeichnet ist. Ursache ist immer ein absoluter oder relativer

Insulinmangel.

Das Peptidhormon Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans-Inseln, dem endokrinen
Gewebe des Pankreas, gebildet. Nach einer Mahlzeit steigt die Glukosekonzentration im
Blut an. Glukose wird dann uber den Insulin-unabhdngigen Glukosetransporter GLUT 2 in
die B-Zellen transportiert. In der Zelle wird die Glukose durch das Enzym Glukokinase zu
Glukose-6-Phosphat phoshoryliert. Uber die im Zellinneren ablaufende Glykolyse, sowie
uber den in den Mitochondrien lokalisierten Zitronensaurezyklus wird die Glukose
abgebaut und somit vermehrt ATP aus ADP gebildet. ATP kann dann die ATP-
empfindlichen K*-Kanile schliessen, ebenso werden durch den Abfall der ADP-
Konzentration K*-Kandle geschlossen. Das Schliessen der K'-abhingigen Kanile
depolarisiert die Zellmembran und 6ffnet dadurch spannungsabhangige Ca**-Kanale. Das
durch diese Kanile einstrémende Ca?* leitet die Verschmelzung der Insulin-haltigen
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Vesikeln mit der Zellmembran ein und damit die Insulin-Freisetzung (Aktories et al. 2005;
Schmidt et al. 2000).

Nach der Einteilung der WHO unterscheidet man zwei Arten von DM, und zwar den Typ-
1 Diabetes und den Typ-2 Diabetes. Die Pravalenz ist stark von geographischen und
ethnischen Bedingungen, dem Alter und den Lebensbedingungen der Bevolkerung
abhangig. In den westlichen Industrienationen liegt die Prévalenz etwa bei 2,5-8 %, davon
entfallen etwa 5-8 % auf den Typ-1 und 85-90 % auf den Typ-2 Diabetes (Classen et al.
2004).

Dem DM Typ-1 liegt eine irreversible Zerstérung der Insulin-produzierenden B-Zellen
durch einen Autoimmunprozess zugrunde. 70-80 % aller Félle manifestieren sich vor dem
35. Lebensjahr. Bei etwa 80 % der Erkrankten sind zum Zeitpunkt der Manifestation
verschiedene Autoantikorper als Marker fiir die Immundestruktion nachweisbar. Hierzu
zahlt man Inselzell-Autoantikdrper (ICA), Insulin-Autoantikorper (IAA), Autoantikorper
gegen Glutamat-Decarboxylase 65 (GAD 65) und Autoantikorper gegen Tyrosinphos-
phatasen 1A-2 und IA-2R. Atiologisch geht man von einer genetischen Pradisposition aus
(95 % HLA DR3/DR4) sowie von viralen und andersartigen Schadigungen der 3-Zellen
(Bach 1994; Lendrum et al. 1975; Cudworth et al. 1977; Wilkin et al. 1985).

Beim wesentlich hdufigeren DM Typ-2 handelt es sich pathophysiologisch um eine
Storung der Insulin-Sekretion auf einen Glukosereiz hin, bzw. um eine Resistenz der
Zielzellen gegenuber Insulin (periphere Insulin-Resistenz). Im Verlauf der Erkrankung
kommt es zur Abnahme der Anzahl der [3-Zellen, vermutlich aufgrund der chronischen
Uberstimulation. Die Atiologie ist bislang noch nicht vollstandig geklart, man geht von
einer genetischen Pradisposition aus, sowie von beglnstigenden exogenen Faktoren wie
Bewegungsmangel und Adipositas (Turner et al. 1995; Permutt 1998; Malecki 2005;
Buchwald et al. 2009).

Das Ziel jeder Behandlung ist die Normalisierung des Blutzuckerspiegels und damit eine
Verhinderung der Folgeerkrankungen. Wéhrend dieses bei Patienten mit DM Typ-2 ber
eine kontrollierte Di&t und vermehrte Bewegung oftmals schon zu erreichen ist, muss bei

Patienten mit DM Typ-1 immer exogenes Insulin zugefiihrt werden.



Als Folge des erhéhten Blutzuckerspiegels — haufig trotz optimaler Therapie — entwickeln
sich die schweren Folgeerkrankungen, wie Mikro- und Makroangiopathie (Besse et al.
1981; Tooke 1995), Nephropathie (Morgensen et al. 1981), Neuropathie (Clarke et al. 1979;
Deckert and Poulsen 1981) und Retinopathie (Davies 1986). Diese bestimmen zum grossen
Teil die weitere Krankengeschichte der Patienten. Als Ursache fir die Sekundér-
erkrankungen sieht man die irreversible Glykosylierung von Proteinen durch den erhéhten
Blutzuckerspiegel an. Es wurde gezeigt, dass Sekundarerkrankungen umso friiher auftreten,
je schlechter der Blutzucker eingestellt ist (The Diabetes Control and Complications Trial
Research Group 1993). Im Umkehrschluss kann man sagen, dass die exogene Zufuhr von
Insulin nie das von der Natur geschaffene System der auf den jeweilig aktuellen
Blutzuckerspiegel angepassten Insulin-Sekretion ersetzen kann. Deshalb ist die
Transplantation Insulin-produzierenden Gewebes, welche zurzeit klinisch und
experimentell erprobt wird, ein viel versprechender Therapieansatz. Auf diesem Gebiet
steht momentan die Transplantation von Pankreatae in Kombination mit einer
Nierentransplantation, im Stadium des absoluten Nierenversagens, an erster Stelle (Tyden
et al. 1999). Hieraus ergeben sich allerdings auch einige Nachteile:

(1) Bis eine durch den DM verursachte absolute Niereninsuffizienz auftritt, vergehen 10-25
Jahre, in denen auch die sonstigen Angiopathien fortschreiten. Mit der Transplantation
kann zwar die Nephropahtie behoben werden, die Neuro- und Retinopathien werden in
ihrer Entwicklung aber im giinstigsten Fall in einem spéten Stadium gehemmt.

(2) Es besteht die Gefahr des Wiederauftretens des DM.

(3) Die Patienten missen ihr Leben lang medikamentés immunsupprimiert werden.

(4) Es besteht weltweit ein Mangel an geeigneten Organspendern.

Aufgrund dieser gravierenden Faktoren ist die Transplantation beim jungen Diabetiker

nahezu ausgeschlossen.

Ein anderer Behandlungsansatz ist die Transplantation isolierter Langerhans-Inseln. Sie hat
einige Vorteile im Vergleich zur konventionellen kombinierten Pankreas-/Nieren-
transplantation:

(1) Eine Behandlung ist bereits im friihen Stadium der Erkrankung mdoglich, was die
Progression der Folgeerkrankungen bereits in einem friihen Stadium hemmt oder sogar
umkehrt.

(2) Es handelt sich um einen weniger belastenden chirurgischen Eingriff.



(3) Durch die Mikroverkapselung der isolierten Langerhans-Inseln mit immunologisch
inertem Material kann man - vielleicht sogar ganz — auf die medikamentdse
Immunsuppression verzichten (Lanza et al. 1991, 1995, 1999; Sun et al. 1996 ; Chaillous et
al. 1996; Jain et al. 1999; Begemann et al. 1999).

Die Ergebnisse der humanen Inselzell-Transplantation bleiben aber immer noch weit hinter
den Erwartungen und den Ergebnissen aus den Kleintiermodellen zurlick. Nach Angaben
des International Islet Transplant Registry (Brendel et al. 2000) wurden zwischen 1974
und 12/2000 weltweit 493 Inselzell-Transplantationen durchgefuhrt; 2008 waren es
insgesamt ca. 1.000 (mindliche Mitteilung Prof. Dr. M. Brendel, Giessen). Eine genauere
Analyse der Ergebnisse ergibt folgendes Bild: Nach einem Jahr lebten noch 97 % der
Patienten, bei 54 % der Patienten konnte eine Funktion des Transplantates nachgewiesen
werden. Nur 20 % der Patienten waren nach einem Jahr Insulin-unabhéngig. Die langste
Insulin-unabhangige Zeit betrug 6,5 Jahre (Bretzel et al. 2004). Nach funf Jahren lag die
Insulin-Unabhéngigkeit jedoch nur noch bei ca. 10 % (Shapiro et al. 2006; Ryan et al. 2001;
Srinivasan et al. 2007; Bretzel et al. 2007).

Das Problem des Organspendermangels kann umgangen werden, indem man die Inseln
anstatt aus humanem Pankreas aus tierischem Gewebe isoliert. Eine Grundvoraussetzung
hierfur ist die anndhernde Identitat der Aminosauresequenz zwischen dem humanen und
dem tierischen Insulin. Theoretisch lage es nahe, als Organspender die dem Menschen
genetisch und physiologisch verwanden Primaten zu nutzen. Diese scheiden jedoch sowohl
aus ethischen Griinden als Spendertiere aus, wie auch aufgrund der hohen Zucht- und
Haltungskosten, der Bedrohung durch das Aussterben einzelner Arten und der mdglichen
Ubertragung von Infektionserregern vom Primaten auf den Menschen. Eine andere
Madglichkeit ist die Verwendung von Nutztieren, z. B. von Rindern, Schafen und
Schweinen. Aus dieser Gruppe ist besonders das Schwein als Spendertier fur die
Xenotransplantation geeignet: Es ist ebenso wie der Mensch ein Allesfresser, und sein
Insulin unterscheidet sich nur an Position 30 der Betakette durch ein Alanin anstelle eines
Threonins im humanen Insulin. Vor der rekombinanten Herstellung von humanem Insulin
wurden mit der Gewinnung von Insulin aus porzinen Pankreatae schon einmal grosse
Erfolge in der Behandlung von Diabetikern erzielt. Nachdem mittlerweile die Isolierung
der porzinen Inseln perfektioniert wurde (Krickhahn et al. 2001, 2002), und die grossten

Probleme der Mikroverkapselung geldst sind, kann man nun ein Transplantattiberleben in



ca. 30 % der diabetischen Kleinnager feststellen (Meyer et al. 2001, 2008; Denner et al.
2008). Dies ist zwar schon ein beachtlicher Erfolg, aber er reicht er noch nicht aus, um mit
gutem Gewissen mit diesem Konzept in die Therapie von Diabetikern einzusteigen. Ein
weiteres Problem bei der klinischen Transplantation besteht darin, dass fur ein einziges
Transplantat etwa drei Spenderorgane notwendig sind, manchmal jedoch — abhangig von
der Qualitat des jeweiligen Organs — sogar noch viel mehr Organe. Das heisst, die
isolierten Langerhans-Inseln mussten tber viele Tage und Wochen kultiviert werden, bis
ein ausreichend grosses Transplantat verfugbar ist. Die in vitro Kultur vor Transplantation
bedingt aber zumeist unerwinschte Zellzahlverluste durch Apoptose (Andersson 1976).
Auch die Kryokonservierung von Langerhans-Inseln ist noch nicht so ausgereift, um
grossere Zeitfenster ohne Zellzahlverluste bis zur Transplantation zu Uberstehen (Rajotte
1999; Lakey et al. 1996).

Somit ist die Transplantation isolierter Langerhans-Inseln noch lange kein Standart-
verfahren in der Therapie des DM Typ-1, und schon gar nicht die Xxenogene
Transplantation, jene also, bei der vom Schwein stammende (porzine) Inseln verwendet
werden. Weshalb auch erst sehr selten porzine mikroverkapselte Langerhans-Inseln in
Menschen Ubertragen wurden (Sykes M and Cozzi E 2006; Elliott et al. 2007; Valdés-
Gonzélez 2007).

Zudem wurde von der Parlamentarischen Versammlung des Europarates einstimmig der
Beschluss gefasst, dem Ministerrat ein ,,Moratorium fur Xenotransplantationen am
Menschen* zu empfehlen. Die Versammlung begriindet ihre Empfehlung vor allem damit,
dass durch Xenotransplantate krankheitserregende tierische Retroviren und Prionen, die
das menschliche Immunsystem nicht bek&mpfen kann, auf die Empféanger ubertragen
wiirden, was durch die Ubertragung auf weitere Menschen im Umfeld des transplantierten
Patienten zu unkontrollierbaren Pandemien filhren konnte. Solche Ubertragungs-
maoglichkeiten werden derzeit in vitro und in vivo intensiv untersucht (Patience et al. 1997,
Denner et al. 2008; Wilson 2008; Denner 2008; Magre et al. 2003; Hering et al 2001).

Trotz dieser noch nicht in allen Einzelheiten gelésten Probleme erschien es uns
gerechtfertigt, die technischen Abldufe im Zusammenhang mit der Inselzell-
Transplantation in einem Grosstiermodell, hier Schwein-auf-Schwein, zu erproben und

Erfahrungen auf diesem Gebiet zu erlangen; die Verwendung von diabetisierten nicht-



humanen Primaten — der eigentliche préklinische Schritt — ware zum jetzigen Zeitpunkt
ethisch jedoch nicht gerechtfertigt. Der spezielle Fokus lag also auf der Diabetisierung von
Schweinen, der Koordination aller Abléufe, von der Organgewinnung bis zur Trans-

plantation, mit der sich daran anschliessenden Nachsorge.

In der Literatur sind verschiedene autologe Inselzell-Transplantationen (Morsiani et al.
2002) allogene Inselzell-Transplantationen (Kumagai et al. 2002; Morsiani et al 2002; Kin
et al. 2005) und xenogene Inselzell-Transplantationen (Dufrane and Gianello 2008;
Edamura et al. 2003; Rood et al. 2006) in Schweinen, Hunden und Primaten beschrieben.
Die verwendeten diabetischen Empfénger, seien sie pankreatektomiert (Edamura et al.
2003; Kumagai et al. 2002; Morsiani et al. 2002; Kin et al. 2005; Kobayashi et al. 2004)
oder mittels Streptozotozin (STZ) diabetisiert worden (Dufrane and Gianello 2008;
Grussner et al. 1993; Gé&bel et al. 1985) unterschieden sich in ihrem Langzeituberleben
gravierend; gleiches gilt auch fir die verwendeten Transplantate (Larson and Rolin 2004).
Neben isolierten adulten Inselzellen (Dufrane and Gianello 2008) wurden auch
Langerhans-Inseln aus neugeborgenen Schweinen (Kin et al. 2005) oder Schweinefdten
(Dufrane and Gianello 2008) verwendet; ebenso speziell verénderte Insulin-produzierende
Zelllinien (Okitsu et al. 2004). Neben diesen Unterschieden hinsichtlich des diabetischen
Modells und der Transplantate, ist auch der Transplantationsort fir die Inseln Gegenstand
intensiver Analysen. In der Literatur werden folgende Transplantationsorte beschieben: das
Pfortadersystem der Leber und die Nierenkapsel (Rajab et al. 2008), das Unterhautgewebe
und das Omentum (van der Windt et al. 2008). Weitere Variablen im Ablauf der
Transplantation sind (1) die Versorgung der Empfénger nach der Transplantation, (2) das
Schema der medikamentdsen Immunsuppression und (3) die Tests zur Evaluierung der
post-diabetischen Stoffwechsellage. Mit anderen Worten, die Literatur-Analyse zeigt, dass
bis jetzt kein glltiges Protokoll existiert, wonach porzine Langerhans-Inseln -
mikroverkapselt oder unverkapselt — im vergleichsweise einfach zu handhabenden
Grosstiermodell Schwein mit Erfolg transplantiert werden konnten. Allerdings wurden in
den vergangenen Jahren mehrere Arbeiten zur Transplantation von porzinen Langerhans-
Inseln in nicht-humane Primaten publiziert: Dabei wurden Normoglykamie erzielt bzw.
porzines C-Peptid nachgewiesen. Mikroverkapselte Inseln (Gberlebten auch ohne
Immunsuppression, wéhrend unverkapselte Inseln mit einem ausgekligelten Schema zur
Immunsuppression vor Abstossung geschiitzt werden mussten (Sun et al. 1996; Hering et
al. 2006; Cardona et al. 2006; Dufrane et al. 2006).



2. Offene Fragen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, in einem gut etablierbaren Grosstiermodell
weitere essentielle Voraussetzungen zur spateren klinischen xenogenen Inselzell-Trans-
plantation Schwein-auf-Mensch zu evaluieren. Aus ethischen Grinden vor allem sollten
diese zunéchst im Grosstiermodell Schwein-auf-Schwein untersucht werden. Dabei waren

mehrere offene Fragen zu untersuchen:

1. Die wenigen und sehr variierenden Angaben aus der Literatur zur Glukosephysio-
logie von Miniaturschweinen waren mit grosser Vorsicht zu betrachten, da es sich
in den allermeisten Féllen um eng verwandte Tiere, nicht aber um etablierte In-
zuchten handelt. Hierzu sind auch die Gottinger Miniaturschweine aus der eigenen
Zucht zu zéhlen. So sollten die Blutzucker-, Insulin- und C-Peptidwerte in norma-
len, d. h. unbehandelten GMS und in diabetischen GMS (STZ-diabetisch und nach

Pankreatektomie) vergleichend untersucht werden.

2. Mittels der Pankreatektomie im Grosstier-OP sollten Spenderorgane fir die Insel-
zell-Isolierung ohne jegliche warme Ischamie gewonnen werden. Damit verband
sich die begrundete Erwartung, dass Langerhans-Inseln, die aus solchen Organen
gewonnen werden, eine signifikant hohere Vitalitat besitzen, als jene, die parallel

dazu auch weiterhin aus Schlachthofpankreata isoliert werden sollten.

3. Die im Zusammenhang mit der klinischen xenogenen Inselzell-Transplantation zu
erwartenden multiplen logistischen Ablaufe, einschliesslich der zahlreichen Mitar-
beiter, die fiir die unterschiedlichen Arbeitsschritte verantwortlich sein wirden (z.
B. fur die Pankreatektomie im Grosstier-OP, die Isolierung der Langerhans-Inseln,
die Mikroverkapselung der Inseln, die Transplantation und Nachsorge der Empfan-
gertiere) mussten erprobt, koordiniert und vielfach trainiert werden. Hierfir waren
mehrere Pilottransplantationen im experimentellen, allogenen Transplantationsmo-
dell Schwein-auf-Schwein geplant. Da das Team Uber keine diesbeziiglichen Erfah-
rungen zum Gesamtablauf verfugte, war vollig unklar, welche Arbeitsschritte be-

sonders fehler- oder stéranféllig sein wirden.



3. Material und Methoden

3.1. Schweine und ihre Haltung

Fur beide diabetischen Modelle (s. u.) wurden Gottinger Miniaturschweine (GMS) ver-
wendet. Bei ihnen handelt es sich um speziell fur die Forschung gezichtete 1-1,5 Jahre alte
Tiere mit einem Gewicht von 22-35 kg (6rtlicher Ziichter). Die Tiere wurden bei konstan-
ter Raumtemperatur von 15-20 °C, 60 %iger Luftfeuchtigkeit und einem 12-Stunden wah-
renden Tag/Nacht-Rhythmus in einem mit Stroh ausgelegten Stall im Grosstierhaus des
Klinikums der Universitat Wirzburg gehalten. Geflttert wurden die GMS zwischen 7 und
9 Uhr morgens mit Spezial-Trockenfutter (Altromin; Lage) und Trinkwasser ad libitum.
Alle Eingriffe an den GMS erfolgten im Rahmen genehmigter Tierversuchsvorhaben durch
die Regierung von Unterfranken.

3.1.1. Eingriffe und Behandlungen vor und nach der Diabetes-Induktion

3.1.1.1.  Zentraler Venekatheter

Fur verschiedene Interventionen im Verlauf der Experimente war die Anlage eines Zentra-
len Venenkatheters (ZVK) notwendig (Abbildung 1). Hierfir wurden die GMS mit 0,1-0,2
mg/kg Dormicum (Roche Pharma AG; Grenzach-Wyhlen) und 4-8 mg/kg Ketamin (Rati-
opharm GmbH; Ulm) intramuskul&r (i. m.) sediert. Nach Lagerung auf den Ricken wurde
der rechte Vorderfuss kaudalwarts gezogen und der Kopf tberstreckt. Es erfolgte der Ein-
stich mit der Spritzenkantle unter kontinuierlichem Sog senkrecht in der Mitte einer Ver-
bindungslinie zwischen Jugulum und Oberkante Schulter. Nach sicherer Punktion der V.
jugularis interna wurde mittels Seldinger-Technik der Katheter gelegt. Nach Kontrolle sei-
ner Lage durch Aspiration und Spulen, wurde der Katheter mit zwei Stichen an der Ein-
trittstelle fixiert.

Abb. 1: (A) Der Mittelpunkt der Verbindungslinie zwischen Oberkante Schulter und Jugulum ist
mit einem Kreuz markiert. (B) Zustand nach dem Legen des Zentralen Venenkatheters in Seldin-
ger-Technik.



3.1.1.2.  Hickman-Katheter

Beim Hickman-Katheter (Abbildung 2) handelt es sich um einen grosslumigen Dauerve-
nenkatheter, der wegen seines grossen Durchmessers und zur Vermeidung von Infektionen
operativ gelegt werden muss. Uber einen ca. 5 cm langen Einschnitt am Hals wurde die V.
jugularis interna dargestellt und freiprépariert. Nach Anschlingen der Vene wurde diese in
Langsrichtung eingeschnitten, der Katheter in die Vene geschoben, bis er in der V. cava
superior lag. Er wurde mittels einer Tabakbeutelnaht fixiert. Uber einen subkutanen Tunnel,
welcher stumpf freiprépariert wurde, wurde der Katheter an der Halsrlickseite ausgeleitet.
Danach erfolgte der schichtweise Wundverschluss. Der Katheter wurde sodann in einer

sterilen Kompresse verpackt und mit Heparinlésung geblockt.

Abb. 2: GMS mit dem Hickman-Katheter an der rechten und dem Real Time Glucose Monitoring
(RTGM) Messgerat an der linken Korperseite.

3.1.1.3.  Blutzuckermessung

Fur alle Blutzuckermessungen wurde nach Desinfektion, mittels Lanzettenpunktion, Kapil-
larblut aus dem Ohr gewonnen. Der erste Tropfen wurde verworfen, der zweite sodann auf
das Messfeld des Blutzucker-Messgerates (Ascensia Contour® Blutzuckermessgerat, Bayer

Health Care; Mishawaka, USA) aufgetragen.

3.1.1.4. Insulin-Applikation

Je nach Grosse der diabetischen GMS und Hohe ihres Blutzuckerspiegels wurde Insulin
mittels eines handelstblichen Insulin-Pens verabreicht. Die Applikation erfolgte subcutan
(s. c.) ins Fettgewebe hinter dem Ohr; hier ist die Haut besonders diinn und deshalb gut zu
punktieren. Bei den verwendeten Insulinen handelte es sich um (a) das Insulin-Analogon
Insulin glargin mit zwei veranderten Aminosauren, und daraus folgend einem verlangerten

Wirkungsprofil von tber 24 Stunden (Lantus®, FertigPen Solo Star, Sanofi-Aventis



Deutschland GmbH; Frankfurt), (b) das Insulin-Analogon Insulin aspart mit ebenfalls zwei
verdnderten Aminosauren, wodurch ein besonders rascher Wirkungseintritt innerhalb von
15 Minuten erfolgt (NovoRapid®, Flex Pen®, Novo Nordisk Pharma GmbH; Mainz), (c)
das Altinsulin (Insuman®, Aventis Pharma; Frankfurt) und (d) ein Kombinationsinsulin,
bestehend aus 30 % Insulin aspart und 70 % Intermedidrinsulin mit einem verlangerten
Wirkungsprofil bis zu 20 Stunden (NovoMix®, 30 Flex Pen®, Novo Nordisk).

3.1.2. Diabetes-Modelle

3.1.2.1.  Steptozotozin-Modell

Zur Diabetes-Induktion erhielten die sedierten GMS 150 mg/kg STZ (Sigma; Taufkirchen)
uber den ZVK (s. 0.). Das frisch angesetzte STZ in Citratpuffer (L6sung D s. u.) wurde
stets unmittelbar nach der Fertigstellung appliziert. Durch die rasch einsetzende spezifische
Zerstorung der Betazellen in den Langerhans-Inseln wird Insulin freigesetzt, und es besteht
die Gefahr, dass die GMS in den Zustand der Hypoglykamie geraten. Um dies zu vermei-
den, wurde nach STZ-Applikation eine Glukoseinfusion (G-5® 500 mL/Tier (iber 2 Stun-
den; Braun; Melsungen) gegeben und in den darauf folgenden Stunden der Blutzucker
engmaschig gemessen. Der Citratpuffer wurde wie folgt hergestellt: 6,3 mL Stammldsung
A (2,1 g Citronenséure + 10 mL H,O) wurden mit 8,2 mL Stammldsung B (2,94 g Tri-
Natriumzitrat-Dihydrat + 10 mL H,0) vermischt und diese Stammldsung C sodann 1:10
mit 0.9 %iger NaCl verdunnt. In der so vorbereiteten Lésung D wurde das STZ gel6st und
stets frisch verwendet.

3.1.2.2.  Pankreatektomie-Modell

Die GMS wurden fur den Transport vom Grosstierhaus zum Grosstier-OP mit 3 mL/25 kg
i. m. Stresnil VET® (Janssen Cilag; Neuss) sediert; nach dem Legen einer intravendsen
Kaniile erfolgte die Narkose-Einleitung mit 300-500 mg Trapanal® (Nycomed Deutschland;
Konstanz), die endotracheale Intubation und kontrollierte Beatmung unter Aufrechterhal-
tung der Narkose mit Luft/Sauerstoff und Isofluran. Pulsoximetrische Sattigung und die
endexpiratorische CO,-Messung wurden in einem Narkoseprotokoll dokumentiert. Bei den
narkotisierten GMS wurde das Abdomen durch eine mediane Laparotomie eréffnet. Der
Pankreasschwanz wurde vom Querkolon scharf abgetrennt und sodann bis etwa zur Mittel-
linie retroperitoneal freigelegt. Der Pankreaskopf wurde vom Duodenum getrennt, daher
war die Erhaltung der A. pancreaticoduodenalis bedeutsam. Der Pankreasgang wurde frei-
gelegt und durchgetrennt. Am Ende der Operation (Abbildung 3) folgten die sorgféltige
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Blutstillung und die Kontrolle der Organe Darm, Magen und Leber. Zur Prophylaxe septi-
scher Komplikationen wurde einmalig eine Antibiotikaprophylaxe durchgefihrt (1,5 g Ce-
furoxim i. v.; Hexal; Holzkirchen). Die Milz wurde bei diesem Eingriff erhalten. Der Gal-
lengang und der Pankreasgang haben bei den GMS getrennte Einmiindungen.

Abb. 3: Pankreatektomie in GMS zwecks Diabetes-Induktion. (A) Duodenum mit Pankreaskopf
vor Praparation; (B) Darstellung des D. pancreaticus am Ubergang zum Duodenum; (C) Verschluss
des D. pancreaticus nach Absetzen des Pankreas; (D) OP-Situs nach Pankreatektomie.

Nachsorge nach Pankreatektomie

Die GMS erholten sich unter einer Rotlichtlampe von der Operation. Danach wurden die
GMS in die Intensivhaltung tberfiihrt und ihr Allgemeinzustand (Wundheilung, Glykémie,
Gewicht, Appetit, Mobilitat) tdglich engmaschig tGberprift. Ab dem 2. post-operativen Tag
wurde mit der Insulin-Substitutionstherapie begonnen. Die Dosierung richtete sich dabei
nach folgendem Schema: Insulin-Bedarf (0,5-0,7 IE/kg) oder IE ((Blutglukosewert —
150)/5). Zwei Drittel der Dosis wurden morgens, ein Drittel der Dosis abends appliziert;
sie bestand aus NovoMix® (s. u.). Eine ausreichende Schmerztherapie wurde mittels i. m.
Injektionen von 1-2 mg Tramal/kg Korpergewicht (Ratiopharm; Ulm/Donautal) und 1 g/25
kg Novalgin® (Aventis Pharma) durchgefiihrt. Substitution der Pankreasenzyme nach
Pankreatektomie erfolgte mit Kreon 25.000° (Solvay Arzneimittel; Hannover) vor jeder
Mahlzeit. Die GMS wurden ab dem 2. post-operativen Tag zunachst mit flissiger Kost
(Altromin in Wasser) und anschliessend, nach dem ersten Stuhlgang, mit normaler Kost

(Altromin) gefttert. Wahrend der ersten 5-7 post-operativen Tage erfolgte die Flussigkeit-
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Substitution (Sterofundin®, Braun; Melsungen, 1.000 mL/Tag und Glukose 5 % (Braun,
1.000 mL/Tag) tiber den Hickman-Katheter. Die Darmperistaltik wurde mittels Paspertin®
(Ratiopharm GmbH; Ulm, 0,1 mg/kg i. m., maximal 0,5 mg/kg/Tag) und bei Bedarf mit
Neostigmin® (Delta Select GmbH; Dreieich, 0,5-1 mg/Tag i. m.) stimuliert.

3.1.3. Real Time Glucose Monitoring

3.1.3.1.  Beschreibung des Gerates

Das so genannte Real Time Glucose Monitoring (RTGM) wurde mit Hilfe des Continuous
Glucose Monitoring System® (CGMS; Medtronic GmbH; Dusseldorf) durchgefiihrt. Dieses
Geréat misst Uber eine subkutan implantierte Elektrode, die mit dem Messgerat verbunden
ist, kontinuierlich die interstitielle Glukosekonzentration und speichert die Werte. Uber
eine von der Firma mitgelieferte MiniMed Com Station konnen die gespeicherten Werte
auf einen handelstblichen Personal Computer transferiert und ausgewertet werden. Die
Sensorfunktion des Gerdtes beruht auf einer Oxidasereaktion mit Glukose im Interstitium
und verhélt sich proportional zu dieser. Die Glukosekonzentration wird alle 10 Sekunden
bestimmt und alle 5 Minuten gespeichert. Pro Tag werden zur Kalibrierung 3-4 konventio-

nelle Blutzuckerwerte gemessen und ins Gerat eingelesen.

3.1.3.2.  Implantation des Sensors im Gottinger Miniaturschwein

Die GMS wurden mit Dormicum und Ketanest (s. 0.) sediert. Anschliessend wurde der
Sensor in das subkutane Fettgewebe hinter dem Ohr eingepflanzt und fixiert (Abbildung
4). Das Messgerat selbst wurde mit einem Gurtsystem auf dem Ricken des Tieres fixiert.
Die GMS tolerierten das CGMS - nach einigem Training — durchweg gut. Alle weiteren

Kalibrierungen wurden ohne Sedierung durchgefihrt.
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Abb. 4: Real Time Glucose Monitoring (RTGM) im GMS. (A) Fertig implantierter Sensor (S), der
mit dem Messgerat (M) verbunden ist; (B) implantierter Sensor in Nahaufnahme; (C) GMS mit
dem CGMS wahrend der kontinuierlichen Messungen (hier liegt der Sensor hinter dem linken Ohr).

3.14. Intravenoser Glukosetoleranztest und Hyperglykamischer Clamp

3.1.4.1. Intravendser Glukosetoleranztest

Nach Einleitung der Narkose wurde, wie oben beschrieben, ein dreilumiger ZVK gelegt.
Anschliessend wurde das GMS druckfrei auf der Seite gelagert. Zu den Zeitpunkten -20, -
10,0, 1, 3,5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 91, 93, 95, 97, 100, 110 Minuten wurden
je 10 mL Vollblut zur Serumgewinnung abgenommen (S-Monovette®, Sarstedt; Niim-
brecht) und der Blutzuckerspiegel kapillar bestimmt. Das Blut wurde unverziglich gekunhit,
bei 2.000 x g und 5 °C flr 10 Minuten zentrifugiert, portioniert und bei -20 °C tief gefroren,
um spéater C-Peptid zu messen. Im Rahmen des intravendsen Glukosetoleranztests (IVGTT)
erhielten die GMS zum Zeitpunkt t, einen Glukosebolus i. v. von 0,5 g/kg Koérpergewicht.
Der Blutzuckerspiegel betrug zu diesem Zeitpunkt ca. 600 mg/dL und verénderte sich kon-
tinuierlich, abh&ngig von der Glukosetoleranz.

3.1.4.2.  Hyperglykadmischer Clamp

Dieser erfolgte zwischen der 60. und 110. Minute des IVGTT: In dieser Zeit wird mittels
kontinuierlicher Glukoseinfusion ein dauerhaft hyperglyk&mischer Zustand erreicht (>500
mg/dL). Mittels des dann folgenden Argininbolus sollte die maximale Insulin-Aus-

schuttung der Langerhans-Inseln erzielt werden. Die maximale Ausschuttung gilt als Pa-
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rameter flr die absolute Inselmasse. Der Argininbolus muss stets wéhrend der maximalen
Stimulation der Insulin-Sekretion durch eine kontinuierliche Glukose-Infusion erfolgen.
Abhangig vom jeweiligen Schwein (diabetisch vs. nicht diabetisch) wurden zwei unter-
schiedliche Protokolle angewendet:

(@) Normoglyk&mische GMS: Zum Zeitpunkt t=60n, erhielten die GMS erneut einen

Glukosebolus von 0,6 g/kg KG und nachfolgend folgend eine Glukoseinfusion von
2 g/kg KG pro Stunde. So sollte der Blutzuckerspiegel kontinuierlicher Gber 500
mg/dL gehalten und die maximale Insulinausschittung erreicht werden. Zum Zeit
punkt t=90y,, erhielten die GMS dann einen Argininbolus (67 mg/kg KG).

(b) Diabetische GMS: Hier erhielten die GMS zum Zeitpunkt t=60,j, den Argininbolus

(67 mg/kg KG). Auf die zusatzliche Gabe von Glukose wurde wegen des ausrei-

chend hohen Blutzuckerspiegels verzichtet. Blutentnahmen erfolgten zu den Zeit-
punkten 60, 61, 63, 65, 67, 70, 80 und 90 Minuten. Danach wurde der Test beendet

und die GMS erhielten Insulin-Injektionen zur Normalisierung ihres Blutzucker-

spiegels.
3.2. Transplantatgewinnung (Spenderschweine)
3.2.1. Deutsche Landrasse

(@) Als Spenderschweine fiir die Isolierung von Langerhans-Inseln fur experimentelle Un-
tersuchungen im Rahmen dieser Arbeit — nicht jedoch Transplantationen in vivo — wurden
verwendet: (I) hirntote Schweine der Deutschen Landrasse (weiblich, 100-200 kg, 1-2 Jah-
re alt) vom Schlachthof ,,Stdfleisch* in Wirzburg (Pankreas-Entnahme im Schlachthof),
und (11 hirntote Schweine der Deutschen Landrasse (weiblich, 100-110 kg, 6-7 Monate alt)
aus privater Zucht, nach biologisch-dynamischer Fitterung (Pankreas-Entnahme im
Schlachthof).

(b) Als Spenderschweine fir die Isolierung und zum Zeck der Transplantation in vivo wur-
den verwendet: (I) Schweine der Deutschen Landrasse (weiblich/ménnlich, 100-200 kg, 1-
2 Jahre alt) (Pankreatektomie im Grosstier-OP: in Tabelle 1 als ,,Mariensee” und ,,Rei-

chert” deklariert).
3.2.2. Gottinger Miniaturschwein

Verwendet wurden GMS (weiblich, 25-35 kg, 1-2 Jahre alt) aus privater Zucht (Pankrea-

tektomie im Grosstier-OP).
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3.2.3. Pankreasentnahme im Schlachthof

Die Organentnahme im Schlachthof bedingt ca. 15-30 Minuten warme Ischamie des Pank-
reas; bei der Pankreatektomie im Grosstier-OP entféllt diese. Fir alle Eingriffe an lebenden,
narkotisierten Schweinen lag eine entsprechende Genehmigung der Regierung von Unter-
franken vor. Die Schweine wurden mittels Elektroschock betaubt, mit einem Kehlenschnitt
getotet, durch ein 60 °C warmes Wasserbad gezogen, mit einem Gasbrenner abgeflammt
und enthaart, der Schlachtkdrper sodann mit einem medianen Bauchschnitt eréffnet und
der Magen-Darm-Trakt, inklusive Milz und Pankreas, entnommen. In einer back table Pra-
paration wurde die Milz aufgesucht, der dort anliegende Pankreasschwanz identifiziert,
freigelegt, von umgebendem Fett- und Bindegewebe freiprépariert und vom ubrigen Pank-
reasgewebe abgetrennt. Ein Teil des Pankreascorpus diente der spéateren immunhistoche-
mischen Analyse. Die warme Ischamie betrug 15-30 Minuten, das Gewebe wurde in einer
Plastiktute mit 300 mL steriler HBSS-Ldsung (Cell Concepts; Umkirch), welche mit 25
mM Kaliumdihydrogenphosphat (Sigma) versetzt war, auf Eis gelagert ins Labor transpor-
tiert. Die kalte Ischdmiezeit betrug 60-120 Minuten; im Labor erfolgte die endgultige Pré-
paration des Organs unter sterilen Bedingungen: Das Pankreas wurde hierfir in eine eisge-
kiihlte Nierenschale gelegt; mesenteriales Fett, Bindegewebe, Gefésse und Lymphknoten
wurden entfernt. Sodann wurde der D. pancreaticus major mit einer 18-23 G Brauniile
(Cavafix; Braun) kandiliert und gewogen. Die verwendeten Organteile hatten je nach Rasse

ein mittleres Gewicht zwischen 50 und 135 g.

3.2.4. Pankreasentnahme im Grosstier-OP

Ziel der Pankreatektomie (Abbildung 5) ist es, das Organ freizulegen, ohne seine Geféss-
versorgung zu unterbrechen. Analog zur Pankreatektomie wurden die Schweine pré-
operativ vorbereitet und narkotisiert. Die intra-operative Narkose erfolgte mit 2 Vol %
Isofluran (DeltaSelect; Dreieich) sowie einer kontinuierlichen Gabe von 2 mg/h Fentanyl
(Hexal; Holzkirchen). Als néchstes wurde die A. carotis communis dargestellt und so ein
arterieller Zugang zur kontinuierlichen Blutdruckmessung gelegt. Nach dem Rasieren des
Abdomens wurde das Operationsfeld mit Dibromol®-Tinktur (Trommsdorff Arzneimittel,
Alsdorf) desinfiziert und steril abgedeckt. Zunédchst wurde eine quere Oberbauchlaparoto-
mie durchgefuhrt, mit schichtweiser Durchtrennung von Haut, Muskulatur und Peritoneum
parietalis. Fir die Explantation (im Gegensatz zur Pankreatektomie zwecks Diabetes-
Induktion) wurde die quere Oberbauchlaparotomie vom Scheitelpunkt aus durch eine me-

diane Langslaparotomie nach kaudal erweitert.
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Sodann werden nacheinander die Milzgefésse zum Hilus hin dargestellt und ligiert, wobei
die Ligatur der A. und V. lienalis separat erfolgen, und die Milz entnommen. Dann wird
der Pankreasschwanz aufgesucht, das darliber liegende Peritoneum durchtrennt und unter
Schonung der Geféssversorgung der Schwanz so weit wie mdglich mobilisiert. Im Weite-
ren wird die A. gastrica sinister ligiert und durchtrennt. Sodann wird der Pankreaskopf
vom Duodenum abgesetzt. Hierfur wird das Peritoneum viszeral durchtrennt und ebenso
die zum Duodenum ziehenden Gefasse entlang der A. pancreaticoduodenale. Der D. panc-
reaticus wird angeschlungen, um ihn bei der spateren Entnahme wiederzufinden. Nach der
weitgehenden Freilegung des Pankreas wird die Aorta subdiaphragmal freipraperiert und
oberhalb des Truncus coeliacus angeschlungen. Ebenso wird die V. portae aufgesucht, dar-
gestellt und angeschlungen. Im nachsten Schritt wird die kaudale Bauchaorta dargestellt
und angeschlungen. Es folgt die Gabe von 10.000 IE Heparin. Nach Vorbereitung und Ent-
liftung des Perfusionssystems wird die Aorta proximal der Bifurkation ligiert. Es wird
nachfolgend eine Ligatur proximal angeschlungen und ein etwa 5 mm langer Langsschnitt
in die Aorta gemacht. Uber diese Inzision wird der Katheter des Perfusionssystems einge-
bracht und mittels Ligatur fixiert. Zur Sicherung des Katheters wird noch eine zweite Liga-
tur angebracht.

Nun wird mit kalter NaCl-Ldsung der Bauchraum gekdihlt. Nach etwa 3 Minuten wird die
Kihlldsung abgesaugt, die proximale Aorta aufgesucht und ausgeklemmt; sofort danach
wird die V. portae ligiert und etwa zu einem Drittel aufgeschnitten, im gleichen Moment
wird die Perfusion mit University of Wisconsin (UW)-Ldsung Gber den Katheter in der
distalen Aorta begonnen (insgesamt 2 — 2,5 L). Im Weiteren erfolgt die kontinuierliche
Kihlung des Bauchraums mit kalter Losung. Wenn die UW-L6sung im Darm und Pankre-
as ankommt, verférbt dieser sich weisslich. Nach etwa 10 Minuten ist das Pankreas gut
perfundiert und gekihlt, es wird nun grob von den noch haltenden Strukturen freipraperiert.
Als letztes wird der D. pancreaticus durchtrennt. Das so entnommene Pankreas wird nun
auf einem Eisbett von Faszien, Gefassen, Fett und Lymphknoten befreit (back table Prapa-
ration). Aus dem so gewonnenen Organ werden anschliessend im Labor die Langerhans-

Inseln isoliert.
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Abb. 5: Pankreasentnahme aus Schweinen der Deutschen Landrasse zur Isolierung von Langer-
hans-Inseln. (A) In die distale Aorta eingefiihrtes Perfusionssystem; dieses ist vor der eigentlichen
Perfusion noch retrograd mit Blut gefillt; (B) das bereits explantierte Pankreas nach der Perfusion;
das Organ ist blutleer und erscheint daher weisslich (siehe Kopfbereich); (C) back table Praparati-
on des explantierten Pankreas (Entfernung von Geféssen, Fett und Lymphknoten); (D) Pankreas
vor dem Transport ins Labor, wo sodann die Langerhans-Inseln isoliert werden; der Pankreasgang,
tiber den die Enzyml6sung in das Organ injiziert wird, ist bereits kandliert.

3.2.5. Isolierung, Reinigung und in vitro Kultur der Langerhans-Inseln

Die Isolierung der porzinen Langerhans-Inseln erfolgte mit der halbautomatischen Isolie-
rungstechnik nach Ricordi et al. (1990), modifiziert nach Heiser et al. (1994). Weitere
Grundlagen fir die vorliegende Dissertation bildeten Methoden und Techniken von Krick-
hahn et al. (2001, 2002) aus der eigenen Abteilung.

3.2.6. Mikroverkapselung

Fur die erste Transplantation von Langerhans-Inseln im diabetischen Schwein wurden die-
se extern bei der Firma CellMed (Alzenau) nach einem dort entwickelten Verfahren (Roth
2005) doppelt in Alginat mikroverkapselt. Fur die zweite Transplantation wurden die Lan-
gerhans-Inseln im hiesigen Labor nach einem Standardverfahren (Graf und Bothe 1984;
Klock et al. 1994) mit Alginat einfach mikroverkapselt (Abbildung 6).
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Abb. 6: Mikroverkapselung der isolierten Langerhans-Inseln mit hochreinem Alginat. (A) Doppelt
mikroverkapselte Langerhans-Inseln (mit freundlicher Genehmigung der Firma CellMed in Alze-
nau (s. Roth 2005); der Pfeil markiert den ,,Rand“ der Einfachkapsel. (B) Einfach mikroverkapselte
Langerhans-Inseln aus dem eigenen Labor. Kapseldurchmesser jeweils ca. 500p.

3.2.7. Transplantation

In der ersten Transplantation (Transplantation #1) wurde der grosste Teil der Inseln in das
Omentum transplantiert. Als weiteren Transplantationsort (Transplantation #2) testeten wir
die freie Bauchhohle und den Raum zwischen Leber und Zwerchfell. VVor der Transplanta-
tion wurde das diabetische Empfangerschwein in Isoflurannarkose intubiert. Nach Lage-
rung auf den Rucken, Rasur und Desinfektion des Abdomens erfolgte eine etwa 7 cm lange
mediane Laparotomie. Durch diesen Zugang wurden die Langerhans-Inseln Uber einen
Katheter in die Bauchhohle eingebracht. Beim Einbringen wurde besondere Sorgfalt auf
die gleichmassige Verteilung der Inseln gelegt und darauf geachtet, dass durch den Kathe-
ter keine iatrogenen Verletzungen erfolgten. Nach Transplantation der Inseln erfolgte der
schichtweise Verschluss der Bauchhohle. Post-operativ wurden die Transplantatempfanger
pulsoxymetrisch bis zum vollstandigen Ausschleichen der Narkose Uberwacht. In den ers-
ten 24 Stunden wurden regelmassige Blutzuckerkontrollen durchgefiihrt, um einer eventu-

ell auftretenden Hypoglykamie mittels Glukosegaben entgegenwirken zu kénnen.
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Tab. 1: Zusammenstellung der Isolierungen von Langerhans-Inseln aus dem porzinen
Pankreas mit dem Ziel der allogenen Transplantation.

Spender- Mikro- Trans- Empfangerschwein, | Transplantationsort
schweine verkapselung plantat Diabetesinduktion
IEQ
DL
TX »Mariensee* Alginat 858.860 STZ-GMS Omentum
#1 N=4 doppelt Freie Bauchhdéhle
DL
TX »Reichert"
#2 N=3 Alginat 425.713 STZ-GMS Freie Bauchhohle
GMS einfach
N=1
DL
X »Mariensee*
#3 N=4 n. t. n. t. PE-GMS n. t.
»Reichert"
N=1

Abkirzungen: IEQ: Inseldquivalent(e); TX: Transplantation; DL: Deutsche Landrasse; STZ: Strep-
tozotozin; GMS: Goéttinger Miniaturschwein; PE: Pankreatektomie; n: Anzahl der Versuche; n.t.:
nicht getestet.

3.3. Messungen

3.3.1L. Insulin-ELISA

Dieser kommerziell erhéltliche ELISA Kit (Biosource; Nivelles, Belgien) ist gegen huma-
nes und porzines Insulin gerichtet. Die gebrauchsfertigen Proben wurden bei zwei Wellen-
langen (450 nm und 490 nm) gegen einen Referenzfilter (650 nm) mit Hilfe eines ELISA-
Readers (Thermo Max Microplate Reader, MWG Biotech; Ebersberg) gemessen. Mittels
Computer-Software wurde eine lineare Standardkurve aus den im Kit enthaltenen Stan-
dards erstellt, die Insulin-Konzentration der Proben mittels dieser errechnet und in pU/mL

angegeben.

3.3.2. C-Peptid-RIA

Es wurde der RIA-Kit (PCP-22K) verwendet (Linco Research; Missouri, USA), bei dem
die C-Peptid-haltigen Proben mit Hilfe von Radioaktivitat bestimmt werden. Die resultie-
rende Radioaktivitat wurde mit einem Gamma-Counter der (Berthold; Bad Wildbad) in
counts per minute (cpm) gemessen. Mittels einer Standardkurve wurde das C-Peptid in
ng/mL berechnet.
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3.4. Histologie

3.4.1. Herstellung von Gefrierschnitten

Das Gewebesttick flr die Anfertigung histologischer Préparate wurde von Fett, Bindege-
webe, Gefassen und Lymphknoten befreit und in Blockchen von 0,5 cm Kantenldnge zer-
teilt. Die Pankreasblocke wurden mit Einfriermedium (Tissue Tek, Sakura Finetek; Zee-
terwoude, NL) in Einfrierrohrchen (Brand GmbH; Wertheim) uberfihrt, fir 2 Minuten
inkubiert und anschliessend in flissigem Stickstoff bei -196 °C schockgefroren. Die weite-
re Lagerung erfolgte bei -80 °C. Mit Hilfe eines Kryostaten (Leica Mycrosystems; Wetzlar)
wurden bei -20 °C 5 pm dicke Gefrierschnitte angefertigt.

3.4.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) ist geeignet, um die Morphologie eines
Gewebes und ihre pathologischen Veranderungen zu beurteilen. H&E-Féarbungen wurden
stets parallel zu den histochemischen Féarbungen erstellt. Nach Acetonfixierung der Ge-
frierschnitte bei 4 °C (J. T. Backer; Deventer, NL) fur 5 Minuten, erfolgte fiir 7-10 Minu-
ten die Kernfarbung mit 1 % wassriger Hamalaun-L6sung nach Mayer (Merck; Darmstadt).
Danach wurden die Schnitte unter fliesendem Leitungswasser gebldaut und anschliessend
mit Aqua destillata (A. dest.) mehrfach gespult. Die Cytoplasma-Kontrast-Farbung gegen
den geféarbten Kern erfolgte fir 1-3 Minuten mit 0,5 % wassriger Eosin-Losung (Merck).
Mit dem Zusatz von einem Tropfen Eisessig auf 100 mL Farblésung konnte durch Ab-
bruch des alkalischen Blauens die Kontrastbildung erleichtert werden, so dass Cytoplasma,
Bindegewebe und Kollagenfasern kraftig rot gefarbt wurden. Anschliessend wurde ausrei-
chend mit A. dest. gespilt. Nach beendeter Farbung wurden die Schnitte iber die absolute
Alkoholreihe (4x je 1 Minute) und anschliessend mit Xylol (Merck) entwéssert. Die Ein-
bettung erfolgte konventionell mit dem Schnelleinbettmedium Pertex (Medite GmbH;
Burgdorf). Mit der H&E-Farbung wurden die Pankreata zunéachst voruntersucht, um si-
cherzustellen, dass nur hochwertiges Gefriermaterial in der dann folgenden Immunhisto-

chemie verwendet wurde.

3.4.3. Insulin-Farbung

Zum Nachweis Insulin-positiver Zellen wurde an Gefrieschnitten eine Farbung auf intra-
zellul&res Insulin durchgefuhrt. Die Schnitte wurden zunéchst fir 15 Minuten luftgetrock-
net. Anschliessend wurde die endogene Peroxidase mit einem Gemisch aus H,O, und Me-
thanol (3 mL 30 % H,0, in 200 mL Methanol) blockiert. Es folgten drei Waschschritte & 5
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Minuten mit PBS-Puffer (pH 7,3), danach die 10-minitige Blockierung unspezifischer
Reaktionen durch den Protein Block (BioGenex; San Ramon, USA) bei Raumtemperatur.
Sodann erfolgte die Inkubation mit dem Primdrantikorper (Meerschweinchen-anti-
Schwein-Antiserum, Dako; Hamburg, Verdinnung 1:75 mit Dako-Antikorper-
Verdinnungsmedium) gegen Insulin bei 4 °C in einer feuchten Kammer Gber 12 Stunden.
Es folgte 3x Waschen mit PBS, dann die Zugabe des Peroxidase-konjungierten Sekunda-
rantikdrpers (polyklonaler Kaninchen-anti-Meerschweinchen Ig/HRP, Dako; 1:100 ver-
dunnt) und erneutes Waschen (3x) mit PBS; dann erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle
fir ca. 3 Minuten die Inkubation mit dem DAB-Reagenz (HK130-5KE, BioGenex; San
Ramon, USA). Anschliessend wurden die Schnitte kurz (ca. 20 Sekunden) mit A. dest.

gespult und es erfolgte die Hamalaunfarbung, wie oben beschrieben.

3.4.4. Dithizon-Farbung

Zur Unterscheidung der Langerhans-Inseln von den exokrinen Gewebebestandteilen wurde
die zinkspezifische Dithizonfarbung verwendet. Dazu werden 10 mg Dithizon (Sigma) in 1
mL Dimethyl-Sulfoxyd (Sigma) geldst. Dann werden 9 mL HBSS dazu pipettiert und alles
durch einen 0,2 um Filter filtriert. Pro Schnitt wurden je 100 pL fertige Dithizonldsung
pipettiert und die sofort eintretende Farbung des Gefrierschnitts lichtmikroskopisch beur-

teilt. Die zinkhaltigen Betazellen wurden rot gefarbt, die Azinuszellen blieben ungefarbt.

3.4.5. FDA/PI-Farbung

Die Vitalitat der Zellen wurde mit Hilfe von Fluoreszeindiacetat (FDA) und Propidiumjo-
did (PI) durch das Vorhandensein von cytoplasmatischen Esterasen direkt bestimmt. Das
Verhaltnis von vitalen und avitalen porzinen Langerhans-Inseln kann sichtbar gemacht
werden aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von vitalem und avitalem Gewebe ge-
geniiber dem FDA. FDA passiert die intakte Zellmembran, wird in der vitalen Zelle aktiv
angereichert von vorhandenen Esterasen hydrolytisch gespalten und zu einem griinen Farb-
stoff verstoffwechselt. PI ist ein DNS-Fluorochrom, kann nur avitale Membranen passiv
durchdringen, reagiert dort mit den Nukleinsduren und ergibt einen rot fluoreszierenden
Farbstoff. Dazu wurde 1 mg FDA (Sigma) mit 1 mL Aceton frisch angesetzt. Dann wurden
1,5 pL der Aceton/FDA-L6sung zu 1 mL Zellsuspension hinzugegeben und alles fiir 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Kurz vor Aufbringen der Probe auf den Objekttrager wurden
zu diesem Gemisch ca. 10 pL PI-Farbstoff (Sigma) gegeben. Die Probe wurde sofort an-

schliessend unter dem Fluoreszenzmikroskop (BX50, Olympus; Hamburg) bei 488 nm
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Wellenlange betrachtet und die Fluoreszenz mit einem 530 = 20 nm Bandpassfilter sichtbar
gemacht. Anhand der Anzahl der rot und griin gefarbten Zellen wurde das Verhaltnis von
vitalem und avitalem Gewebe geschétzt und so die Vitalitat der zu transplantierenden Zel-

len aus der Quersumme der betrachteten Langerhans-Inseln bestimmt und dokumentiert.

3.5. Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert + SD (Standardabweichung) angegeben. Signifikanzen
fur verschieden Ergebnisse wurden mit Hilfe des Student-t-Test flir ungepaarte Stichpro-
ben gepriift. Ergebnisse waren statistisch signifikant, wenn sich fr sie ein p<0,05 ergab.
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4, Ergebnisse

4.1. Etablierung von zwei Diabetes-Modellen

In der ersten experimentellen Phase wurden zwei unterschiedliche Diabetes-Modelle im
Grosstier Schwein, hier im Gottinger Miniaturschwein, etabliert. Kontrolltiere waren nor-
moglykamische GMS, deren Glukosephysiologie als Referenz fiur die diabetischen Tiere

diente.

41.1. Glukosephysiologie gesunder Gottinger Miniaturschweine

41.1.1. Intravendser Glukosetoleranztest

Der intraventse Glukosetoleranztest wurde bei drei gesunden erwachsenen, weiblichen
GMS durchgefuhrt. Abbildung 7 zeigt, dass alle drei untersuchten GMS eine gute Gluko-
setoleranz zeigen und 60 Minuten nach dem Glukosebolus Blutzuckerwerte unter 126
mg/dL besitzen. Sofort nach der Glukosegabe steigen die C-Peptidwerte signifikant an und
erreichen ca. 10 Minuten nach der Gabe ein Plateau. Der rechte Teil der Abbildung doku-
mentiert, dass die C-Peptidausschiittung durch eine kontinuierliche Glukosegabe (Hy-
perglykédmischer Clamp) nochmals gesteigert werden kann und tber einen langen Zeitraum
auf einem kontinuierlich hohen Niveau verharrt. Die Gabe des Argininbolus zum Zeitpunkt

t=90min induziert eine maximale Insulin- und damit auch C-Peptidausschittung.
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Abb. 7: Intravendser Glukosetoleranztest (0-60. Minute) normoglykamischer GMS mit anschlies-
sendem Hyperglykamischem Clamp (61.-110. Minute) und Argininbolus (90. Minute); n=3.
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4.1.1.2. Real Time Glucose Monitoring

Je nachdem, wie lange das Continuous Glucose Monitoring System (CGMS) vom Schwein
toleriert wurde (s. Material und Methoden), wurden Messungen der interstitiellen Glukose-
konzentration zwischen 48 und 120 Stunden durchgefuhrt. Innerhalb von 24 Stunden wur-
den zusétzlich 3-4 konventionelle Blutzuckermessungen vorgenommen und im System
gespeichert. Die interstitiellen Glukosewerte des CGMS wurden mit den konventionellen
Werten verglichen. Nur Messungen mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,95 wurden

verwendet.

Zunachst wurden mehrere Implantationsorte fiir die subkutane Elektrode getestet, da hierzu
mit dem GMS keine Erfahrungen vorlagen: auf der Flanke, im Nacken und hinter dem Ohr.
Es zeigte sich, dass die Elektrode hinter dem Ohr am ldngsten verweilte. Hier ist die Haut
des GMS diinner; zudem kann das Tier sich die Elektrode nur schwer abstreifen. Das
Messgerat wurde mit dem mitgelieferten Bauchgurt am GMS befestigt (s. Material und
Methoden). Zudem wurde Uber dem Bauchgurt ein Baumwollstoff befestigt, um das Gerat

vor Beschadigungen zu schiitzen und ein Abstreifen zu verhindern.
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Abb. 8: Real Time Glucose Monitoring in einem normoglykédmischen GMS ber 27 Stunden. Lila
Vierecke: konventionelle Blutzuckermessungen; roter Kreis: Fitterung mit Trockenfutter.
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Bei allen drei normoglykédmischen GMS wurde das RTGM durchgefiihrt. Abbildung 8
zeigt exemplarisch, dass GMS einen deutlich niedrigeren Blutzuckerspiegel besitzen als
Menschen. Nuchtern betrégt er ca. 50 mg/dl. Nach der Futteraufnahme steigt er deutlich an,
uberschreitet aber nicht den oberen Grenzwert von 126 mg/dl und sinkt dann innerhalb
kurzer Zeit wieder ab. Bei allen drei normoglykédmischen GMS wurden mit dem CGMS
verlassliche Daten erzielt. Die Abbildung zeigt die exemplarische Messung (ber 27 Stun-

den in einem der drei Tiere.

4.1.1.3. Spontane Blutzuckerwerte

Parallel zum RTGM wurden Blutzuckerwerte spontan konventionell gemessen. Diese la-
gen nie Uber 126 mg/dL. Bei 20 Messungen an unterschiedlichen Tagen ergaben sich fir
die drei Tiere Blutzuckerwerte von durchschnittlich 61,15 + 13,8 mg/dL.

4.1.1.4. Korpergewicht
Das Korpergewicht der nicht-diabetischen Tiere blieb tber den gesamten Beobachtungs-

zeitraum zwischen 35 und 55 kg konstant (s. unten).

4.1.15. Pankreashistologie

Nach dem Ende der Blutzuckermessungen wurde das Pankreas der drei GMS auf die An-
zahl ihrer Insulin-produzierenden Langerhans-Inseln immunhistochemisch untersucht. In
allen drei Pankreatae wurden gut ausgebildete Langerhans-Inseln mit starker Farbreaktion
auf Insulin gefunden. Allerdings variierte die Anzahl der Langerhans-Inseln von Schwein
zu Schwein sehr stark. Abbildung 9 zeigt exemplarisch Insulin-positive Langerhans-Inseln

in einem der drei normoglykdmischen GMS.

25



Abb. 9: Immunhistochemie des Pankreas eines normoglykédmischen GMS (A) in 10- und (B) in 60-
facher Vergrosserung. Farbung mit dem anti-Insulin-Antikorper (s. Material und Methoden). Das
Pankreas zeigt gut ausgebildete, Insulin-positive, grosse und kleine Langerhans-Inseln.

4.1.2. Glukosephysiologie diabetischer Gottinger Miniaturschweine

Diabetisch waren alle GMS, die, dem humanen Diabetes vergleichbar, einen Blutzucker-
wert (niichtern) tber 126 mg/dL oder einen spontanen Blutzuckerwert von >200 mg/dL
zeigten. Im IVGTT waren alle GMS diabetisch, wenn sie Blutzuckerwerte von >200
mg/dL zum Zeitpunkt t=60mi, nach Glukosebolus sowie C-Peptidwerte (ntichtern) <0,4
ng/mL aufwiesen.

4.1.2.1. Streptozotozin-Diabetes

Diabetes-Induktion und Nachsorge

Alle 5 GMS wurden nach Applikation von STZ diabetisch; Abbildung 10 zeigt das Er-
gebnis fir 3/5 Tieren: Ein GMS war flir 5 Tage diabetisch, bevor es mit exogenen Insulin-
Gaben therapiert wurden, zwei GMS wurden bereits nach 24 Stunden mit Insulin substitu-
iert. In allen 5 GMS induzierte die STZ-Injektion innerhalb von 24 Stunden den gewinsch-
ten diabetischen Effekt. Die GMS konnten ohne medizinische Komplikationen tber einen
langeren Zeitraum gehalten werden. Das Messen des Blutzuckers und die Applikation des
Insulins gelangen immer dann gut, wenn die Tiere mit Futter abgelenkt wurden und sich

somit relativ ruhig verhielten.
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Abb. 10: Blutzuckerwerte in drei GMS nach Injektion des Betazellgiftes Streptozotozin. Alle drei
GMS werden innerhalb von 24 Stunden irreversibel diabetisch. Dies gilt auch fir die zwei nicht voll-
stdndig dokumentierten Tiere, die im Gegensatz zum dritten GMS bereits nach 24 Stunden mit Insulin
therapiert wurden.

Intravendser Glukosetoleranztest

Abbildung 11 zeigt den IVGTT in drei STZ-diabetischen GMS: Alle drei Tiere zeigen das
erwartete typische Blutzuckerprofil mit nur langsam sinkenden Blutzuckerwerten von 600
mg/dL (t=0) auf 300 mg/dL (t=60min) nach dem Glukosebolus zum Zeitpunkt t=0. Die Ar-
giningabe zum Zeitpunkt t=60ni, vermag den Blutzucker nicht weiter zu senken; die C-

Peptidwerte — zwischen 0,2 und 0,3 ng/mL —, steigen kurzfristigen auf 0,4 ng/mL an.
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Abb. 11: Intravendser Glukosetoleranztest 25 Tage nach Diabetes-Induktion mittels Streptozotozin in
GMS (n=3); Glukosebolus zum Zeitpunkt t=0, Argininbolus zum Zeitpunkt t=60;n.

4.1.2.2. Diabetes nach Pankreatektomie

Diabetes-Induktion und Nachsorge

Bei n=5 GMS wurde der Diabetes mittels Pankreatektomie induziert. Alle 5 Tiere waren
unmittelbar nach dem chirurgischen Eingriff diabetisch und zeigten Blutzuckerwerte >400
mg/dL. Bei den ersten drei Tieren erfolgte postoperativ lediglich die Behandlung der ho-
hen Blutzuckerwerte mit Insulin. Sie wurden innerhalb von 4-6 Tagen aus dem Versuch
genommen: wegen eines paralytischen lleus (n=2) und eines mechanischen lleus (n=1).
Wegen dieser negativen Erfahrungen entwickelten wir fir die GMS #4 und #5 eine inten-
sivierte Nachsorge: Diese GMS erhielten die ersten 14 Tage post-operativ taglich 1 L Ste-
rofundin per infusionem, 2 g Novalgin und 20 mg Paspertin. Zusétzlich zu den téaglich
mehrmaligen Untersuchungen (Allgemeinzustand, Vitalitat, Blutzuckerspiegel, Darmge-
rausche) wurden weitere Massnahmen durchgefiihrt: die Gaben von Insulin oder G-40, K*,
Neostigmin, Tramal, Antibiotika und ,,Krankengymnastik®. Der Festnahrung wurden
Pankreasenzyme beigemischt. Wéhrend dieser intensiven Nachsorge wurden alle o. g.
Massnahmen problemlos Gber den Hickman-Katheter durchgefuhrt. Die Pankreasenzyme
wurden in einen Apfel hineingedrickt und als kombiniertes Apfel/Enzym-Préaparat verab-

reicht. Wie bereits oben beschrieben, konnten auch diese GMS bei allen anstehenden Mes-
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sungen mit Futter abgelenkt und ruhig gehalten werden. Unter dieser intensiven Nachsorge
nahmen die GMS am 4. bzw. 7. post-operativen Tag erstmals eigenstandig feste Nahrung
auf und setzten am 6. bzw. 8. post-operativen Tag erstmals Kot ab. Innerhalb von 20 Tagen
nach der Operation zeigten die GMS einen guten Allgemeinzustand und bewegten sich frei
und ohne Komplikationen. In der dann folgenden Zeit erhielten sie taglich exogenes Insu-
lin und exogene Pankreasenzyme. Mit diesem Protokoll (genaue Darstellung: siehe An-
hang) wurden beide GMS flr 28 Tage gehalten — bei sehr gutem Allgemeinzustand und
ohne Komplikation.

Fur die taglichen Kontrollen, die Futterung, das Messen der Blutzuckerwerte und die Insu-
lin-Applikationen wurden 2x téglich 30-45 Minuten bendtigt, fiir die intensive Nachsorge

nach Pankreatektomie dartber hinaus noch einmal 60-120 Minuten.

Intravenoser Glukosetoleranztest

Auch bei den beiden pankreatektomierten GMS #4 und #5 wurde 25 bzw. 27 Tage post-
operativ ein IVGTT durchgefihrt. Abbildung 12 dokumentiert das Ergebnis: Anstieg von
400 mg/dL (das ist der Ausgangswert) auf 600 mg/dL unmittelbar nach Gabe des Glukose-
bolus zum Zeitpunkt t=0, und anschliessend Abfall der Blutzuckerwerte auf 450 mg/dL bis
zum Zeitpunkt t=60n,. Die C-Peptidwerte liegen im Schnitt bei 0,1 ng/mL und steigen zu
keinem Zeitpunkt uber 0,2 ng/mL. Die Reaktion auf den Glukose- und Argininbolus ist

erwartungsgemass negativ.
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Abb. 12: Intravendser Glukosetoleranztest 25 Tage nach Diabetes-Induktion mittels Pankreatektomie
in GMS (n=3); Glukosebolus zum Zeitpunkt t=0, Argininbolus zum Zeitpunkt t=60;p.

Real Time Glucose Monitoring

STZ-Diabetische Schweine ohne Insulin-Therapie

Das RTGM in diabetischen GMS erfolgte zu ganz unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Diabetes-Induktion. Bei jenen GMS, die keine Insulin-Therapie erhielten, verschlechterte
sich der Allgemeinzustand so schnell, dass nur an einem einzigen Tier eine kontinuierliche
Messung vorgenommen werden konnte, und zwar am ersten Tag nach STZ-Applikation.
Alle tGbrigen GMS wurden mit Insulin behandelt und standen fiir die Ausgangsmessung
nicht mehr zur Verfligung. Abbildung 13. zeigt, dass die interstitielle Glukosekonzentrati-
on bereits einen Tag nach dem Insel-schédigenden Eingriff ansteigt und sich auf einem
hohen Niveau um 300 mg/dL einpendelt. Die ca. 230 mg/dL Ausgangswert sind bereits
eine Folge des seit 24 Stunden wirkenden Betazellgiftes. Es ist gut zu erkennen, dass die
konventionell erhobenen Blutzuckerwerte (lila Vierecke) gut mit den interstitiellen Gluko-
sekonzentrationen korrelieren. Ebenso ist nach jeder Fltterung (rote Kreise) ein Anstieg
der interstitiellen Werte erkennbar, was, wie erwartet, fir die gestorte Glukosetoleranz

dieses Tieres spricht.
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Abb. 13: Real Time Glucose Monitoring (RTGM) Uber 67 Stunden bei einem STZ-diabetischen
GMS, das nicht mit Insulin therapiert wurde. Der Messbeginn erfolgte ca. 24 Stunden nach STZ-
Applikation. Blaue Dreiecke: interstitielle Glukosekonzentration; lila Vierecke: konventionell ge-
messene Blutzuckerwerte; rote Kreise: Fltterung mit Trockenfutter.

STZ-Diabetische Schweine mit Insulin-Therapie

Bei jenen STZ-diabetischen GMS, die mit Insulin behandelt wurden, waren grosse
Schwankungen im RTGM (ber die gesamte Messzeit von 94 Stunden erkennbar. Die
Schwankungen bewegten sich zwischen 40 und 400 mg/dL. Abbildung 14 dokumentiert
diese kontinuierliche Messung tber 94 Stunden eines STZ-diabetischen GMS unter Insu-
lintherapie. Gut erkennbar ist, wie das GMS jeweils mit einem starken Anstieg der Gluko-
sekonzentration auf die Fitterung (rote Kreise) reagiert sowie mit einem mehr oder minder
starken Abfall der Glukosekonzentration auf die Applikation von Insulin. Deutlich erkenn-
bar ist auch das unterschiedlich Wirkungsprofil beider Insuline (dunkelgriine Dreiecke =
Alt-Insulin, schnelles Wirkungsprofil; orange Dreiecke = Lantus-Insulin, verzdgertes Wir-
kungsprofil). Besondere Probleme bestanden (a) in der nicht vorhandenen Compliance der

GMS sowie (b) den wiederholt auftretenden deutlichen Blutzucker-Senkungen.
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Abb. 14: Real Time Glucose Monitoring iber 94 Stunden bei einem STZ-diabetischen GMS, das mit
Lantus-Insulin (orange Dreiecke) und Alt-Insulin (dunkelgriine Dreiecke) therapiert wurde. Lila Vier-
ecke: konventionell gemessene Blutzuckerwerte. Rote Kreise: Fitterung mit Trockenfutter.

STZ-Diabetische Schweine mit optimierter Insulin-Therapie

Ausgehend von den Erfahrungen, die wir hinsichtlich Fitterung und Insulin-Therapie mit
den STZ-diabetischen GMS gemacht hatten, wurde die Insulin-Therapie wie folgt veran-
dert: Jetzt erfolgte nur eine Fitterung pro Tag sowie eine zweimalig Applikation des Insu-
lins pro Tag nach folgendem Schema: Morgens zur Fltterung wurde das Kombinations-
Insulin Novomix® verabreicht, bestehend aus einem kurzfristig und einem langfristig wir-
kenden Insulin, und abends das langfristig wirkende Lantus-Insulin. Dieses veradnderte Ap-
plikationsschema resultierte in Glukosekonzentrationen unter 200 mg/dL. Abbildung 15
zeigt das Ergebnis dieser optimierten Therapie an einem STZ-diabetischen GMS mit dem
RTGM.
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Abb. 15: Real Time Glucose Monitoring tiber 81 Stunden bei einem STZ-diabetischen GMS unter
optimierter Insulin-Therapie: Gabe von Lantus-Insulin (orange Dreiecke), Novomix®-Insulin (hell
grine Dreiecke). Lila Vierecke: konventionell gemessene Blutglukosewerte. Rote Kreise: Fitterung
mit Trockenfutter.

Pankreatektomierte Schweine mit Insulin-Therapie

GMS #4

Abbildung 16 dokumentiert das RTGM eines pankreatektomierten GMS unter Insulin-
Therapie. Dieses Tier wurde, abhéngig vom aktuellen Blutzuckerwert, nur mit dem lang-
fristig wirkenden Lantus-Insulin behandelt. Zudem wurde das Tier wegen langer anhalten-
der Hypoglykamien mehrmals pro Tag gefittert. In der Graphik enden die Messungen aus
geratetechnischen Grunden bei 40 mg/dL, die tatsachlichen Werte durften phasenweise
deutlich darunter gelegen haben. Gut erkennbar sind die starken Schwankungen der inter-
stitiellen Glukosekonzentration nach einer Intervention, sei es die Reaktion auf 12 IE Lan-
tus-Insulin (starker Abfall der Glukosekonzentration), sei es die Reaktion auf die Fltterung
(starker Anstieg der Glukosekonzentration).
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Abb. 16: Real Time Glucose Monitoring tber 115 Stunden bei dem pankreatektomierten GMS #4
unter Insulin-Therapie. Orange Dreiecke: Lantus-Insulin. Lila Vierecke: konventionell gemessene
Blutglukosewerte. Rote Kreise: Fltterung mit Trockenfutter.

GMS #5

Abbildung 17 zeigt das zweite pankreatektomierte Schwein, GMS #5; bei diesem Tier
wurde eine weniger intensivierte Insulin-Therapie angewandt. Das Tier erhielt jeweils zur
Futterung (einmal téglich morgens) 14 IE Novomix®-Insulin. Damit wurden grossere
Schwankungen und langer andauernde Hypoglykamien weitgehend vermieden. Die inter-
stitielle Glukosekonzentration blieb bei diesem Schema auf mittelhohen Werten weitge-
hend konstant. Der starke Glukoseabfall nach Gabe der Insulindosis zum Zeitpunkt der
morgendlichen Futterung, durfte auf eine verzdogerte Nahrungsaufnahme zuriickzufiihren

sein.
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Abb. 17: Real Time Glucose Monitoring iber 94 Stunden bei dem pankreatektomierten GMS #5 un-
ter Insulin-Therapie. Hellgriine Dreiecke: Novomix®-Insulin; lila Vierecke: konventionell gemessene
Blutglukosewerte. Rote Kreise: Fltterung mit Trockenfutter.

Korpergewicht diabetischer Goéttinger Miniaturschweine

Vergleichende Messungen des Korpergewichts erfolgten lediglich Giber einen Zeitraum von
24 Tagen (Abbildung 18). Regelmassige Messungen des Korpergewichts, wie in der Ab-
bildung dokumentiert, konnten aus logistischen Griinden nicht Gber die gesamte Beobach-
tungszeit und nicht fur alle Tiere durchgehalten werden; daher erfolgten nach den 24 Ta-
gen vergleichender Messungen lediglich sporadische Messungen, die hier nicht dokumen-
tiert werden. Wahrend die nicht-diabetischen, normoglykédmischen Schweine im Verlauf
von 24 Tagen ihr Ausgangsgewicht konstant hielten, verloren die diabetischen Schweine —
erwartungsgeméss — kontinuierlich an Korpergewicht. Das in der Abbildung aufgefiihrte
STZ-diabetische GMS verlor 6,95 % seines Ausgangsgewichtes innerhalb von 24 Tagen,
das pankreatektomierte Tier verlor erheblich mehr, ndmlich 13,38 %. Die Abbildung do-
kumentiert diesen Befund fir alle drei experimentellen Gruppen und fiir 24 Tage (nor-
moglykamische GMS (n=3); STZ-diabetisches GMS (n=1); pankreatektomiertes GMS

(n=1).
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Abb. 18: Gewichtverlauf normoglykamischer (lila Kurve), STZ-diabetischer (orange Kurve) und
pankreatektomierter (dunkelblaue Kurve) GMS Uber 24 Tage.

Blutzuckerwerte diabetischer Gottinger Miniaturschweine

Da das RTGM lediglich uber kurze Zeitrdume — hier maximal 1 Woche — erfolgreich an-
wendbar ist, die experimentelle Phase aber bis zu 28 Tagen andauerte, mussten bei allen
diabetischen Tieren die Blutzuckerwerte — zur Festlegung der Insulin-Therapie — spora-
disch bestimmt werden. Sporadische Messungen erfolgten mindestens alle 48 Stunden,
haufig sogar alle 12 Stunden. Je nach Intensitat der Insulin-Therapie lag der morgendliche
(00:00-14:00 Uhr) Nichternblutzuckerwert im Mittel bei 228 = 77 mg/dL (STZ-
diabetische GMS) und 234 + 105 mg/dL (pankreatektomierte GMS); die abendlichen Wer-
te (14:00-00:00) lagen bei 271 + 101 mg/dL (STZ-diabetisch) und 192 + 98 mg/dL
(pankreatektomiert). Abbildung 19 dokumentiert dieses Ergebnis.
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Abb. 19: Spontan gemessene morgendliche und abendliche Blutzuckerwerte in STZ-diabetischen GMS
(rote Séulen) und pankreatektomierten GMS (blaue S&ulen). Morgendliche Messungen: n=134 (STZ)
und n=81 (pankreatektomiert); abendliche Messungen: n=95 (STZ) und n=51 (pankreatektomiert); STZ
morgens vs. abends: p<0,005; pankreatektomiert morgens vs. abends: nicht signifikant.

Pankreas-Histologie in STZ-diabetischen Goéttinger Miniaturschweinen

Am Ende der Versuche wurden die Pankreatae der STZ-diabetischen Gottinger Miniatur-
schweine enthommen, zu Gefrierschnitten verarbeitet und immunhistochemisch mit einer
anti-Insulin-Farbung analysiert. Die STZ-diabetischen Pankreata enthalten keine intakten
Langerhans-Inseln mehr — vergleichbar den Pankreatae der normoglykamischen Kontroll-
tiere (s. Abbildung 9); die anti-Insulin-Féarbung ist negativ. In grésserer Vergrosserung
sind sehr selten lediglich Reste von Langerhans-Inseln erkennbar, die aber keine intakten
Betazellen enthalten. Dies gilt fur alle 5 STZ-behandelten Schweine. Die Abbildung 20

zeigt beispielhaft das Ergebnis flr ein Tier.
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Abb. 20: Immunhistochemische Farbung eines Pankreas aus einem STZ-behandelten GMS nach
Beendigung des Versuchs. Anti-Insulin-Farbung. (A) Die STZ-Behandlung hat nahezu alle Langer-
hans-Inseln irreversibel zerstort. (B) Es sind selten Reste von Insulin-positiven Betazellen, aber
keine intakten Langerhans-Inseln, erkennbar.

4.2. Isolierung von Langerhans-Inseln nach Pankreatektomie aus Schweinen
der deutschen Landrasse

Wie aus Abbildung 21 ersichtlich ist, wurde in den vergangenen 7 Jahren die Vitalitat der
aus hirntoten Schweinen der Deutschen Landrasse enzymatisch isolierten porzinen Lan-
gerhans-Inseln im eigenen Labor kontinuierlich gesteigert. Allerdings sind Ergebnisse mit
ca. 20 % avitalen Langerhans-Inseln auch 2007 — im Hinblick auf deren spétere Transplan-
tation — nicht zufriedenstellend. Ursache fir die mangelnde Vitalitat ist vermutlich die
durch den Experimentator nicht beeinflussbare warme Ischdmiezeit von ca. 20-30 Minuten
bei der Gewinnung der Spenderorgane aus hirntoten Schweinen wahrend des Schlachtpro-
zesses. Unsere Hypothese ist, dass die Vitalitat durch Verkirzen der warmen Ischdmiezeit
signifikant verbessert werden kann. Die mittels Pankreatektomie gewonnenen Spenderor-
gane sollten nach Mdglichkeit keine warme Ischdmie und zusétzlich eine stark verkdrzte
kalte Ischamie (bisher 120-180 Minuten) haben.
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Abb. 21: Prozentualer Anteil vitaler Langerhans-Inseln an der Gesamtausbeute nach enzymatischen
Isolierung aus dem Pankreas hirntoter Schweine der Deutschen Landrasse (DL) (Vitalfarbung mit
FDAJ/PI). Alle Isolierungen erfolgten in der Experimentellen Transplantations-Immunologie in den
Jahren 2001-2007. Der Autor hat sich von 2006 bis 2007 an den Isolierungen aktiv beteiligt. Die Vi-
talitdt kann wegen der 20-30-mindtigen warmen Ischdmiezeit der Pankreata und der damit verbunde-
nen partiellen Autolyse 100 % nicht erreichen. Die Zahlen in den Saulen geben die Gesamtzahl der
Isolierungen/Jahr an.

Insgesamt wurden fir die hiesige Arbeit 26 porzine DL-Pankreatae — ohne warme Ischa-
miezeit — durch operative Explantation mit retrograder Perfusion der Organe (s. Material
und Methoden) gewonnen. Die kalte Ischdmiezeit betrug hier 30-45 Minuten, da der
Grosstier-OP und das Isolierungslabor nur wenige hundert Meter voneinander entfernt la-
gen. Aus allen 26 Organen wurden anschliessend intakte Langerhans-Inseln enzymatisch
isoliert. Mittels dieser aufwandigeren Form der Pankreasgewinnung wurden die Parameter
Ausbeute, Reinheit und Vitalitat vergleichend untersucht (Abbildung 22).
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Abb. 22: Vergleichende Darstellung der Parameter Ausbeute, Reinheit und Vitalitat von enzymatisch
isolierten intakten Langerhans-Inseln aus DL-Pankreatae nach Pankreatektomie (blaue S&ulen, n=26,
keine warme Ischadmiezeit, kalte Ischdmiezeit 30-45 Minuten) und aus den Pankreatae hirntoter DL-
Schlachtschweine (rote Sdulen; n=219, Mittelwert der Jahre 2001-2007 in Abbildung 21, warme
Ischédmiezeit 20-30 Minuten, kalte Ischdmiezeit 120-180 Minuten). Ausbeute und Reinheit nicht sig-
nifikant verschieden; Vitalitat in beiden Gruppen signifikant verschieden (p<0,0005).

Wihrend sich Ausbeute und Reinheit in beiden Gruppen nicht voneinander unterscheiden,
ist die Vitalitat der Langerhans-Inseln in der Pankreatektomiegruppe mit fast 90 % im Mit-
tel signifikant hoher (p<0,0005) als in der Gruppe der Schlachthofpankreatae. In Einzelfél-
len betrug sie sogar 99 % (mikroskopische Auswertung durch zwei Personen unabhéngig

voneinander).

Eine weitere Beobachtung in der Pankreatektomiegruppe war, dass der pH-Wert der enzy-
matischen Isolierungslésung in der gesamten Phase der ca. 20-minitigen Rezirkulation
stabil Gber 7,3 blieb. In etwa jeder zweiten Isolierung mit Schlachthofpankreatae beobach-
ten wir einen schnellen Abfall des pH-Wertes auf Werte unter 7,1 (nicht dokumentiert).
Dieser korreliert mit dem Verlust der Vitalitat der isolierten Langerhans-Inseln, welcher
bis zu 100 % betragen kann.

In ca. 5 % aller Falle traten bei der Isolierung von Langerhans-Inseln aus Schlachthof-
pankreatae, unter den dortigen halbsterilen Bedingungen, bakterielle Kontaminationen in
der Inselzell-Kultur auf. Diese fallen fir alle weiteren zellbiologischen Untersuchungen

aus. Bei Pankreatae, die durch Pankreatektomie im Grosstier-OP unter hygienisch ein-
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wandfreien Bedingungen gewonnen wurden, zeigten die Langerhans-Inseln keine einzige

Kontamination.

Neben der Vitalitdt der Langerhans-Inseln ist die aus einem einzigen Organ isolierbare
Anzahl (Masse) ein wichtiger Faktor fiir den spéteren Transplantationserfolg. Pankreatae,
die im Schlachthof geerntet wurden, wurden vor der Isolierung histologisch auf Anzahl,
Grosse und Integritat der zu isolierenden Langerhans-Inseln untersucht. Es werden nur
solche Organe verwendet, die viele grosse Langerhans-Inseln aufweisen. Bei der Pankrea-
tektomie wird jedes Spendertier, sofern es gesund ist und die erwiinschte Kérpergrosse
besitzt, zur Organgewinnung genutzt. Da Pankreasbiopsien am lebenden Tier noch nicht
mdoglich sind, werden hier auch Organe verwendet, die sich moglicherweise nicht oder nur
begrenzt zur Gewinnung von Langerhans-Inseln eignen. Abbildung 23 zeigt die Gesamt-
zahl der Langerhans-Inseln als auch die Anzahl der isolierten Langerhans-Inseln pro
Gramm Organ in den beiden Versuchsgruppen. In beiden Fallen liegt die Anzahl der Lan-
gerhans-Inseln, die nach Pankreatektomie im Grosstier-OP isoliert werden signifikant

(p<0,0005) unter jener, die aus Schlachthofpankreatae gewonnen werden.
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Abb. 23: Anzahl der enzymatisch isolierten Langerhans-Inseln aus Pankreatae von DL-Schweinen;
(A) Gesamtzahl der isolierten IEQ (IEQ gesamt) und (B) der IEQ pro Gramm Organ (IEQ/g) flr
beide Versuchsgruppen. Blaue Séule: Spenderorgane nach Pankreatektomie im Grosstier-OP und
ohne warme Ischamiezeit (n=26); rote S&ule: Spenderorgane aus dem Schlachthof mit warmer I-
schamiezeit (n=219); Signifikanz blau vs. rot in beiden Abbildungen p<0,0005; ein IEQ entspricht
einer Langerhans-Inseln mit 150 um Durchmesser.
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4.2.1. Intravenodser Glukosetoleranztest in DL-Spenderschweinen

Aufgrund vielfacher Beobachtungen mit den Schlachthofpankreatae, die darauf hinweisen,
dass DL-Schweine gleicher Herkunft, gleichen Alters, Geschlechts und Gewichts Pankrea-
tae sehr unterschiedlicher Qualitat (Grdsse und Anzahl der Langerhans-Inseln) aufweisen,
wurde bei 5 gesunden DL-Spenderschweinen vor Pankreatektomie der intravendse Gluko-
setoleranztest durchgefiihrt. Die Abbildungen 24-26 zeigen den IVGTT bei 3/5 Spender-
schweinen. Bestimmt wurden Blutzucker sowie Insulin und C-Peptid im Serum der DL-
Schweine. Alle 3 Tiere zeigen sehr unterschiedliche Verlaufe: Das Schwein in Abbildung
24 zeigt eine sehr gute Glukosetoleranz, gekennzeichnet durch den starken Anstieg des C-
Peptids nach dem ersten Glukosebolus, und den schnellen Abfall des Blutzuckers auf
Normalwerte bereits nach 40 Minuten. Es folgt der starke Anstieg des C-Peptids wahrend

des Hyperglyk&dmischen Clamp und erneut nach dem Argininbolus zum Zeitpunkt t = 90n;n.
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Abb. 24: Intraventser Glukosetoleranztest (0-60. Minute) mit nachfolgendem Hyperglykédmischem
Clamp (61.-110. Minute) in einem normoglykémischen DL-Spenderschwein.

Das DL-Spenderschwein in Abbildung 25 dagegen zeigt eine gestorte Glukosetoleranz,
dokumentiert durch die Nicht-Erreichen normaler Blutzuckerwerte nach 60 Minuten sowie
des Fehlen des schnellen Anstiegs des C-Peptids nach Glukosestimulation. Ein langsamer

Anstieg des C-Peptids hingegen ist vorhanden, das am Ende Werte von 6 ng/mL erreicht.
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Abb. 25: Intravendser Glukosetoleranztest (0-60. Minute) mit nachfolgendem Hyperglykdmischem
Clamp (61.-110. Minute) in einem normoglykamischen DL-Spenderschwein.

Das dritte Spenderschwein in Abbildung 26 zeigt ebenfalls eine gestorte Glukosetoleranz
(Nicht-Erreichen normaler Blutzuckerwerte nach 60 Minuten) sowie einen deutlich verrin-

gerten Anstieg des C-Peptids, sowohl nach Glukose- als auch Argininstimulation.
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Abb. 26: Intravendser Glukosetoleranztest (0-60. Minute) mit nachfolgendem Hyperglykdmischem
Clamp (61.-110. Minute) in einem normoglykadmischen DL-Spenderschwein.
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4.3. Allogene Transplantationen in diabetischen Gottinger Miniaturschweinen

Der letzte Teil der Arbeit bestand darin, Pilotversuche zur Transplantation isolierter, mik-
roverkapselter Langerhans-Inseln in diabetischen GMS vorzunehmen, um deren Funktion
im Grosstier Schwein zu evaluieren. Ein weiterer Untersuchungsparameter waren die Ana-
lyse und das Zusammenspiels der verschiedenen beteiligten ,,Bausteine®: der Pankreas-
Entnahme im Grosstier-OP, der Isolierung der Langerhans-Inseln im Labor, ihrer Mikro-
verkapselung bei einer auswartigen Firma und im eigenen Labor, die eigentliche Trans-
plantation und das Management der Tiere nach der Transplantation. Das bedeutete, die
verschiedenen Teams zu organisieren, die zeitlichen Arbeitsabldufe zu koordinieren und

die Daten dieses Zusammenspiels anschliessend auszuwerten.

4.3.1. Transplantation #1

4.3.1.1. Pankreatektomie, Isolierung, Mikroverkapselung, Transplantation

Der erste Empféanger war ein STZ-diabetisches, weibliches GMS mit einem Kdrpergewicht
von 32,5 kg. Vor Transplantation wurde bei diesem Tier der IVGTT durchgefihrt (s. 0.)
und das RTGM (nicht dokumentiert), um die diabetische Stoffwechsellage zu bestatigen.
Es wurden ca. 30.000 IEQ/kg Kdorpergewicht fiir die Transplantation angestrebt, ein Wert
der sich aus der experimentellen Inselzell-Transplantation mit nicht-humanen Primaten
ableitet (Sun et al. 1996; Cardona et al. 2006). Da aus langjahrigen Versuchen bekannt war,
dass ein einzelnes Pankreas die geforderte Anzahl Langerhans-Inseln nicht hergeben wiirde,
beschlossen wir, eine Serie von 4 Explantationen mit anschliessender Isolierung an 4 auf-
einanderfolgenden Tagen vorzunehmen. Abbildung 27 zeigt die zeitlichen Abl&ufe bis zur
Transplantation. Spenderschweine waren weibliche DL-Schweine (1-2 Jahre alt; 100-200
kg Korpergewicht). Die Pankreatektomie erfolgte im Grosstier-OP des Zentrums flr Expe-
rimentelle Molekulare Medizin (ZEMM) der Universitdt Wirzburg, die Isolierungen in
den Laboratorien der Experimentellen Transplantations-Immunologie in der Chirurgischen
Klinik 1 im Zentrum fur Operative Medizin. Die 4 Entnahmen und die 4 Isolierungen ver-
liefen insgesamt technisch fehlerlos. Die Langerhans-Inseln wurden unmittelbar nach Iso-
lierung und Reinigung in vitro kultiviert (s. Material und Methoden). Die Mikroverkapse-
lung dieser Langerhans-Inseln erfolgte durch die Firma CellMed in Alzenau. Die Inseln
wurden zundchst einfach und dann doppelt verkapselt — mit einem medizinisch zugelasse-
nen Alginat (Klock et al. 1994). Am 9. Tag nach Beginn dieses Versuches wurden 873.000
doppelt mikroverkapselte Langerhans-Inseln (IEQ) (a) frei in die Bauchhohle und (b) in
das Omentum des STZ-diabetischen GMS transplantiert. Die Vitalitdt der Langerhans-
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Inseln betrug vor der Mikroverkapselung tber 90 %, nach Mikroverkapselung und vor
Transplantation nur noch 40 %. Die Transplantation erfolgte durch einen 7 cm langen me-
dianen Bauchschnitt am narkotisierten GMS. Etwa 50 % der mikroverkapselten Langer-
hans-Inseln wurden frei in die Bauchhohle und ca. 50 % in das Omentum transplantiert.
Nach der Transplantation traten keine narkose- oder operationsbedingten Komplikationen

auf.

Pankreatektomie im Grosstier-OP

Isol-1.1

Transport zu CellMed
am 4. Tag Isol-1.2

Einfache Mikroverkapselung
am 4. Tag

Doppelte Mikroverkapselung

Isol-1.4
am 7. Tag

Transport nach Wirzburg
am 8. Tag
Vitalitat ca. 45%

Transport zu CellMed am 7. Tag
Einfache Mikroverkapselung am 7. Tag

Transplantation in STZ-diabetisches GMS

am 9. Tag; Vitalitat ca. 40%

Abb. 27: Transplantation #1. Zeitlicher Ablauf der verschiedenen Arbeitsschritte bis zur Transplantati-
on doppelt mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln in ein STZ-diabetisches GMS (Einzelheiten s.
Text).

4.3.1.2. Blutzuckerwerte, Real Time Glucose Monitoring, Glukosetoleranztest

Die Uber die Beobachtungszeit von 45 Tagen gemessenen Blutzuckerwerte unterscheiden
sich nicht von jenen, die vor der Transplantation gemessen wurden (nicht dokumentiert).
Auch die téaglich verabreichte Insulin-Dosis blieb nach Transplantation unveréndert. Auch
im RTGM war kein Unterschied zu den Werten vor Transplantation festzustellen (nicht
dokumentiert). Im Glukosetoleranztest zeigten sich im Verlauf des Blutzuckerprofils keine
Unterschiede. Allerdings waren die C-Peptidwerte nach Transplantation héher und stiegen
nach Glukose- und Argininstimulation deutlich an (vergl. Abbildung 28 mit Abbildung
29). Der absolute C-Peptidwert lag mit 0,5 ng/mL nach 80 Minuten knapp Uber dem

Grenzwert von 0,4 ng/mL.
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Abb. 28: Intravendser Glukosetoleranztest des GMS vor Transplantation #1. Dargestellt sind die
Blutzucker- und C-Peptidwerte.

600 0,9
{08
500 & T
= \ 10,7 —
Ky -|- i
S 400 E 06 £
€ o
= 300 05 &
= ]
X 04 =
S o
N 200 03 &
3 1
o +0,2°©
“ 100 -
01
0 I I I I o
-20 0 20 40 60 80
Zeit [min]

Abb. 29: Intravendser Glukosetoleranztest des GMS nach Transplantation #1. Dargestellt sind die
Blutzucker- und C-Peptidwerte.

4.3.1.3. Explantation des Transplantates

Am 45, Tag nach Transplantation wurde das Tier in Narkose getttet und das Transplantat
von beiden Transplantationsorten entnommen. Nach Eréffnung der Bauchhdhle wurden die
inneren Organe makroskopisch inspiziert: Es gab keine sichtbaren Verénderungen. Die

urspringlich frei in den Bauchraum transplantierten mikroverkapselten Langerhans-Inseln
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Zwerchfell

L ——L . Il b

Abb. 30: Situs bei Explantation der mikroverkapselten Langerhans-Inseln. Blick von kaudal auf die
abdominelle Seite des Zwerchfells. Erkennbar sind in beiden Abbildungen (A) und (B) grosse
Gruppen miteinander verwachsener und am Zwerchfell haftender Mikrokapseln.

Abb. 31: Situs bei Explantation der mikroverkapselten Langerhans-Inseln; (A) einzelne Mikrokap-
seln am Omentum haftend; (B) eine kleine Kapselgruppe auf der Milzoberflache.

=

A

Abb. 32: (A) Lichtmikroskopische Darstellung einer Kapselgruppe aus der Bauchhdhle; gut er-
kennbar ist die starke Fibrosierung der Kapseln und als graue Elemente die Langerhans-Inseln in
der Doppelkapsel; (B) die Langerhans-Inseln in den Mikrokapseln sind nach FDA/PI-Féarbung avi-
tal.
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waren zumeist in grésseren Gruppen miteinander und mit ihrer Umgebung verwachsen, z.
B. auf der abdominellen Seite des Zwerchfells (Abbildung 30), auf der Milzoberflache
(Abbildung 31B) und Leberoberflache. Die urspringliche Struktur des Omentums konnte
nicht mehr dargestellt werden. Allerdings fanden sich zahlreiche Mikrokapseln einzeln
(nicht in Gruppen) am Omentum haftend (Abbildung 31A). Die mikroskopische Inspekti-
on der stark fibrosierten Mikrokapselgruppen (Abbildung 32A) ergab, dass die Langer-
hans-Inseln in den Mikrokapseln nach der FDA/PI-Farbung (Abbildung 32B) avital waren.

4.3.2. Transplantation #2

4.3.2.1. Pankreatektomie, Isolierung, Mikroverkapselung, Transplantation

Fur die Transplantation #2 wurde wiederum ein STZ-diabetisches GMS als Empfanger
verwendet. Bei ihm wurde vor der Transplantation der IVGTT durchgefiihrt, wie auch das
RTGM nach Diabetes-Induktion. Das Transplantat bestand aus 426.000 IEQ mit einer Vi-
talitdt von 90-95 % vor Verkapselung, die an 4 aufeinanderfolgenden Tagen aus drei DL-
Schweinen und einem GMS mittels Pankreatektomie und anschliessender enzymatischer
Isolierung gewonnen wurden. Abbildung 33 zeigt die zeitlichen Abldufe von Pankreatek-
tomie im Grosstier-OP, Isolierung im eigenen Labor, der einfachen Mikroverkapselung mit
hochreinen Alginaten im eigenen Labor und der Transplantation der mikroverkapselten
Langerhans-Inseln in das diabetische GMS am 6. Tag wiederum im Grosstier-OP. Wah-
rend der ersten Pankreatektomie aus einem der DL-Schweine ereignete sich ein ungeklarter
Narkosezwischenfall, der die weitere Explantation und Isolierung aus diesem Individuum
unmdoglich machte. Als Ersatz wurde das GMS 1.5 gewdhlt (s. Abbildung 33). Die Vitali-
tat der mikroverkapselten Langerhans-Inseln betrug 90 % zum Zeitpunkt der Transplanta-
tion. Auch hier erfolgte die Transplantation durch einen 7 cm langen medianen Bauch-
schnitt gleichmassig in alle vier Quadranten frei in die Bauchhéhle. Eine Transplantation

in das Omentum fand nicht statt.
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Pankreatektomie im Grosstier-OP
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Abb. 33: Transplantation #2. Zeitlicher Ablauf der verschiedenen Arbeitsschritte bis zur Transplanta-
tion einfach mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln in ein STZ-diabetisches GMS (Einzelhei-
ten s. Text).

Isol-11.2

1.5

4.3.2.2. Blutzuckerwerte, Real Time Glucose Monitoring, Glukosetoleranztest

Die (ber die Beobachtungszeit von 30 Tagen gemessenen Blutzuckerwerte unterscheiden
sich nicht von jenen, die vor der Transplantation gemessen wurden (nicht dokumentiert).
Auch hier blieb die taglich verabreichte Insulin-Dosis nach Transplantation unverandert.
Auch im RTGM war wieder kein Unterschied zu den Werten vor Transplantation festzu-
stellen (nicht dokumentiert). Im IVGTT konnte zwar ein, im Vergleich zum Glukosetole-
ranztest vor Transplantation, wesentlich besseres Blutzuckerprofil nachgewiesen werden,
welches allerdings noch im diabetischen Bereich verharrt (vergl. Abbildung 34 mit Ab-
bildung 35). Das C-Peptid steigt nach Argininstimulation an, allerdings nicht tber Werte
von 0,4 ng/dL; beide C-Peptidkurven unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander.
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Abb. 34:. Intravendser Glukosetoleranztest des GMS vor Transplantation #2. Dargestellt sind die
Blutzucker- und C-Peptidwerte.
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Abb. 35: Intravendser Glukosetoleranztest des GMS nach Transplantation #2. Dargestellt sind die
Blutzucker- und C-Peptidwerte.

4.3.2.3. Explantation des Transplantates

Nach 30 Tagen Beobachtungszeit bei bis dahin gutem Allgemeinzustand, entwickelte das
GMS eine Pneumonie und der Versuch musste beendet werden.
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5. Diskussion

Unsere Arbeitsgruppe hat in den vergangenen Jahren grosse Fortschritte in der Isolierung,
Reinigung, Kultivierung und Transplantation porziner Langerhans-Inseln im Kleintiermo-
dell Ratte erzielt (Krickhahn et al 2001, 2002; Meyer et al. 1998, 2001, 2008; Ulrichs et al
1999). Auf diesen Vorarbeiten bauen die hier vorgelegten Experimente auf. Ziel dieser
Arbeit waren weitere wichtige Schritte in Richtung Diabetes-Therapie im Grosstiermodell
— allerdings noch nicht in nicht-humanen Primaten, sondern im allogenen Modell Schwein-
auf-Schwein, d. h. Spender der Langerhans-Inseln ist das Schwein, ebenso wie auch der
diabetische Empfanger. Hierfiir wurden im Schwein zwei unterschiedliche Diabetes-
Modelle induziert, (a) der Streptozotozin-Diabetes und (b) der Diabetes mittels Pankrea-
tektomie. Beide Modelle wurden physiologisch detailliert analysiert. Ein weiteres Ergebnis
war die Verbesserung der Qualitdt der Langerhans-Inseln mittels Isolierung aus Spender-
organen ohne warme Ischimie (Pankreatektomie). Im dritten Abschnitt erfolgten zwei Pi-
lot-Transplantationen von mikroverkapselten Langerhans-Inseln in STZ-diabetische Got-
tinger Miniaturschweine; mittel dieser Transplantationen sollte die Logistik der Diabetes-
Induktion, der Transplantatgewinnung und -kultivierung, der Mikroverkapselung und allo-
genen Transplantation sowie die Nachsorge und das Zusammenspiel dieser arbeits- und

zeitaufwéndigen Abldufe tiberpriift wurden.

5.1. Vergleichende Betrachtung der beiden Diabetes-Modelle

Jahrzehntelange Forschungen haben gezeigt, dass sich das Schwein sehr gut fiir die Simu-
lierung medizinischer Vorginge im Humansystem eignet (Larson and Rolin 2004). Seine
dem Menschen vergleichbare Erndhrung und Physiologie (Zhang et al. 2000) geben Grund
zu der Annahme, dass sich die am Schwein erhobenen Daten auch auf den Menschen iiber-
tragen lassen. Untersuchungen in nicht-humanen Menschenaffen bilden sozusagen die letz-
te Stufe vor dem Schritt in die Klinik; sie sind in dieser Spezies aber auf das Allerndtigste
zu beschrianken — ethische Bedenken, komplexe Haltungsbedingungen, hohe Kosten und

die Tatsache, dass es sich um zu schiitzende Arten handelt, setzen ihnen enge Grenzen.

5.1.1 Diabetes-Induktion
Die beiden Strategien fiir die Induktion eines Diabetes, chirurgisch mittels Pankreatekto-
mie und chemisch mit dem Betazellgift Streptozotozin, sind bereits fiir Schweine beschrie-

ben worden (Larson and Rolin 2004; Gébel et al. 1985; Griissner et al. 1983; Kobayashi et
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al. 2004). Alle hier STZ-behandelten GMS wurden innerhalb von 24 Stunden diabetisch;
dies bestdtigt Berichte aus der Literatur (Griissner et al. 1983); somit stand ein erstes Dia-
betes-Modell fiir weiterfiihrende Versuche zur Verfiigung. Insbesondere bei der Pankrea-
tektomie aber unterschieden sich die Literaturdaten erheblich, zum einen wird beschrieben,
dass das Diabetes-Modell Pankreatektomie wegen der hohen Mortalitit und der kurzer
post-operativen Uberlebenszeit nicht als Diabetes-Modell geeignet sei (Kobayashi et al.
2004); zum anderen gibt es Verdffentlichungen, die sich gerade der Pankreatektomie als
Diabetes-Modell, speziell zur Inselzell-Transplantation, bedienen (Edamura et al. 2003;
Kumagai et al. 2002). In den zuletzt genannten kommen post-operative Probleme nicht vor,
und ein Langzeitiiberleben der diabetischen Schweine scheint problemlos zu verlaufen.
Wir konnen insofern beide Berichte zur Pankreatektomie bestétigen, als (a) auch keines
unserer Tiere ohne eine intensive Nachsorge {iberlebt hitte und (b) nur die intensive medi-
kamentose Nachsorge das Langzeitiiberleben der Tiere — in unserem Fall bis zu 28 Tagen
und damit bis zur allogenen Transplantation — sicherte. Nach unseren Erfahrungen sind
beide Diabetes-Modelle fiir den Langzeitgebrauch verwendbar. Allerdings sollte vor Ver-
suchsbeginn das dann letztlich zu verwendende Modell intensiv diskutierte werden: Die
pankreatektomierten GMS bieten die Sicherheit, dass sie kein endogenes Insulin, bzw. kein
C-Peptid mehr bilden. Fiir die spétere Beurteilung einer zumeist noch marginalen Trans-
plantatfunktion ist dies ein sehr wichtiger Gesichtspunkt. Beziiglich der Nachteile muss
sorgfiltig zwischen den Faktoren Operation, Nachsorge und Physiologie unterschieden
werden. Zur Operation: Sie stellt einen hohen zeitlichen, technischen, personellen und,
draus bedingt, auch einen hohen finanziellen Aufwand dar. Sie setzt ein eingespieltes er-
fahrenes Operationsteam voraus. Nach der Operation schliesst sich die zeitlich und perso-
nell sehr aufwendige Nachsorge an, die ggf. {iber einen lingeren Zeitraum, bis zur Erho-
lung des Tieres von der Operation, tdglich mehrfach erfolgen muss. Dies sind zwei essen-
tielle Nachteile gegeniiber dem STZ-Modell, das sich schnell induzieren lidsst und ohne
eine kritische intensivmedizinische Phase in die zeitsparende Nachsorgephase iibergeht.
Physiologisch gesehen birgt der eigentliche Hauptvorteil, die absolute Ausschaltung der
empfingereigenen Insulin-Produktion, allerdings auch erhebliche Nachteile: Hierbei muss
wiederum zwischen den operationsbedingten und den physiologisch bedingten Faktoren
unterschieden werden. Zum operationsbedingten Nachteil ist zu sagen: Durch den massi-
ven operativen Eingriff wird die gesamte Homdostase des Organismus extrem stark beein-
trachtigt, mit der Folge, dass der diabetische Organismus jetzt viel grossere Schwierigkei-

ten mit der Wundheilung hat und die Restitution der iibrigen Korperfunktionen Zeit bend-
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tigt. Physiologisch nachteilig zum einen ist das Fehlen des Anti-Insulin-Hormons Gluka-
gon und das Fehlen der fiir die Verdauung wichtigen exokrinen Pankreasenzyme. Die
STZ-diabetischen GMS haben den Vorteil, dass die Induktion des Diabetes nur ein mini-
maler Eingriff ist (Anlegen des zentralen Venenkatheters), und die anschliessende Regene-
rationsphase nach der Operation entféllt. Die Injektion des STZ ins Tier zerstort selektiv
die B-Zellen; somit bleiben die glukagonproduzierenden a-Zellen erhalten, was die Gefahr
der Hypoglykdmie verringert; auch bleibt die exokrine Pankreasfunktion erhalten, und die
Nahrungsaufnahme kann ungestort vonstatten gehen. Der grosste Nachteil des STZ besteht
in der nicht sicheren und 100 %igen Zerstorung der B-Zellen, was histologisch durch resi-
duale B-Zellen und ein partielles Ansprechen auf einen Glukose- und Argininbolus im

IVGTT in den eigenen Untersuchungen gezeigt wurde.

5.1.2. Monitoring der diabetischen Stoffwechsellage

Intravendser Glukosetoleranztest

Die hier an den GMS durchgefiihrten intravendsen Glukosetoleranztests mit anschliessen-
dem Hyperglykdmischem Clamp sind ein allgemein akzeptiertes Verfahren zur Verifizie-
rung einer Diabetes-Erkrankung (Marcelli-Tourvielle et al. 2006; Rakotoambinina et al.
1997). Auch wir konnten zeigen, dass dieser Test mit der Bestimmung des Blutzuckers,
des C-Peptids und des Insulins sehr gut geeignet ist, um einen Diabetes zu identifizieren.
Allerdings sollte man die verschieden Daten immer vergleichend betrachten. Eine Verin-
derung der Glukosetoleranz oberhalb der diabetischen Grenzwerte ist nicht verwertbar.
Abbildung 11 und Abbildung 12 reprisentieren zwei diabetische Blutzuckerprofile, die
sich auf den ersten Blick erheblich voneinander unterscheiden; betrachtet man allerdings
den Verlauf der C-Peptidkurven, dann befinden sich diese in einem vergleichbaren Bereich
und unterscheiden sich keineswegs voneinander. Anders als Blutzucker und C-Peptid kann
Insulin im diabetischen Schwein mit den von uns verwendeten Methoden (ELISA) nicht
nachgewiesen werden. In nicht-diabetischen Schweinen hingegen zeigt Insulin einen dem
C-Peptid vergleichbaren Verlauf im IVGTT. Aus den von uns erarbeiteten Daten lésst sich
somit ein Algorithmus zur Interpretation eines IVGTT wie folgt ableiten: Zunéchst sollte
immer das Blutzuckerprofil betrachtet werden und zwischen einer diabetischen und nicht-
diabetischen Stoffwechsellage unterschieden werden. Sodann sollten die C-Peptidwerte
betrachtet werden, um eventuell noch vorhandenes, aber nicht ausreichendes, Insulin bzw.

C-Peptid, zu verifizieren.
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Real Time Glucose Monitoring

Das von uns angewandte RTGM ist ein fiir die Diagnostik und Einstellung diabetischer
Patienten entwickeltes System. Aus der Literatur sind keine Anwendungen am Grosstier
Schwein bekannt, weder am normoglykédmischen noch am diabetischen Schwein. Die von
uns mit dem RTGM erarbeiteten Daten lassen zwei Riickschliisse zu: Zum Einen ist dieses
neue Diagnosesystem auch im Biosystem Schwein mit grossem Erfolg anwendbar; hierfiir
spricht, dass die in unseren Messungen beobachteten Schwankungen stets gut mit dem
jeweiligen, die Glukosehomoostase beeinflussenden Ereignis, der Fiitterung oder der Insu-
lin-Injektion, korrelieren. Zum Anderen spiegeln die gemessenen Werte die Stoffwechsel-
lage wider und geben damit wertvolle Hinweise auf die aktuelle Glukosetoleranz. Eine
Verbesserung der Glukosetoleranz, mit z. B. einem geringeren Anstieg des Blutzuckers
nach der Fiitterung oder einem postprandial schnellerem Blutzuckerabfall, kann so lang-
fristig gut sichtbar gemacht werden. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zum IVGTT, der
immer nur eine zeitlich begrenzte Aufnahme iiber 120 Minuten bietet, nach einem Gluko-

sebolus.

Spontanblutzucker

Die parallel gemessenen Spontanblutzuckerwerte zeigen lediglich die diabetische Stoft-
wechsellage der GMS an und sind fiir die akute Abschidtzung des Insulinbedarfs aus-
schlaggebend. Fiir die hoheren abendlichen Blutzuckerwerte STZ-diabetischer Tiere gibt
es mehrere Erkldrungen, zum Einen war die Nachbeobachtungszeit STZ-diabetischer GMS
langer und deren Blutzuckereinstellungen weniger konsequent als die pankreatektomierter
GMS, zum Anderen haben pankreatektomierte GMS neben der gestorten Glukosestoff-

wechsellage auch eine gestorte bzw. verminderte intestinale Nahrstoffaufnahme.

Gewicht

Die kontinuierliche Gewichtabnahme diabetischer Tiere ldsst sich aus der gestdrten Gluko-
setoleranz erkldren und ist auch in der klinischen Versorgung von Typ-1 Diabetikern be-
kannt. Die deutlich stirkere Gewichtabnahme in pankreatektomierten GMS lésst sich
durch den operativen Eingriff und die anschliessend verminderte Néhrstoffaufnahme erkla-
ren. Die Kontrollgruppe nimmt im Beobachtungszeitraum nicht an Gewicht zu, was darauf

zuriickzufiihren ist, dass es sich hier um bereits ausgewachsene GMS handelt.
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5.2. Optimierung der Isolierung porziner Langerhans-Inseln

Fiir alle bisherigen in vitro Versuche und auch die xenogenen Transplantationen im STZ-
diabetischen Kleintier Ratte wurden Langerhans-Inseln aus porzinen Pankreata isoliert, die
aus hirntoten Schlachtschweinen der Deutschen Landrasse gewonnen wurden (Meyer et al.
2008). Der Schlachtprozess im Schlachthof Wiirzburg verlduft nach den Richtlinien der
Européischen Union und bedingt durch Brithen und Abflammen des Schlachtkorpers war-
me Ischdmiezeiten von 20-35 Minuten. Diese Zeit verstreicht, bis die Bauchhohle eroffnet
und das Pankreas aus dem Bauchpaket in einer back table Priaparation gewonnen werden
kann. Die halbsterile Praparation des Pankreas und anschliessende Kiithlung im Kulturme-
dium auf Eis erfolgt dann schnell, innerhalb von 2-3 Minuten noch im Schlachthaus. Die
kritische Phase sind die ersten 20-30 Minuten vor der Prdparation, in der die Autolyse des
Organs bereits einsetzt (Nakagawara et al. 1981). Der damit einhergehende Verlust der
Viabilitdt von 10-20 % (Goto et al. 2005; Stadlbauer et al. 2003; Tanioka et al. 1997) ist in
vielen experimentellen in vitro Untersuchungen vernachldssigbar, nicht aber in den pré-
klinischen und spéteren klinischen Untersuchungen. Hier sollte mit der maximal verfiigba-
ren Zellvitalitdt begonnen werden, und sie ist nur durch Vermeidung der warmen Ischa-
miezeit zu erzielen, das heisst, durch Gewinnung des Spenderorgans mittels Pankreatekto-
mie. Es folgen dann zwangslaufig eine Reihe von Arbeitsschritten (z. B. die die Inseln me-
chanisch sehr belastende Isolierung und Reinigung, die anschliessende in vitro Kultur bis
genligend Langerhans-Inseln fiir ein Transplantat vorhanden sind, die Mikroverkapselung,
die erneute Zellkultur, mikrobiologische und funktionelle Untersuchungen vor Transplan-
tation etc., etc.), die dazu fiihren, dass das Transplantat nicht zeitnah iibertragen werden
kann, was stets — und ganz besonders bei den sehr empfindlichen Langerhans-Inseln — mit

Viabilitdtsverlusten einhergeht.

Belastend hinzu kommt die kalte Ischdmiezeit, bedingt durch den Transport des Organs
vom Schachthof ins Labor und die sich anschliessende Feinprédparation des Spenderorgans
(Abtrennen von Fett, Lymphknoten, Gefédssen); sie betrdgt bis zu 120 Minuten. Die hier
etablierte Pankreatektomie am GMS wie auch an den grosseren und zum Teil 200 kg Kor-
pergewicht messenden DL-Schweinen hatte den Vorteil, dass die warme Ischdmiezeit —
sofern nicht anders vermerkt — vollig vermieden, und die kalte Ischdmiezeit — wegen der
engen rdumlichen Nihe von Grosstier-OP und Isolierungslabor auf 30 Minuten verringert
werden konnte. Dieser Prozess flihrte dazu, dass die Viabilitit der Langerhans-Inseln, mit

den technisch bedingten Ausnahmen, stets iiber 90 % lag. Dieses Ergebnis wurde fluores-

55



zenzmikroskopisch mit Hilfe von FDA/PI ermittelt, wobei immer mehrere Personen das
Ergebnis unabhédngig voneinander dokumentierten. Eine weitere Steigerung der Viabilitét
diirfte damit kaum moglich sein. Die kontinuierliche Zunahme der Viabilitit nach Isolie-
rung in den vergangenen Jahren (Krickhahn et al. 2001, 2002), ist zum Einen durch die
stete Verbesserung der Isolierungstechnik und zunehmend grossere Erfahrungen des Isolie-
rungsteams bedingt, zum Anderen durch die immer striktere Auswahl der fiir die Isolie-
rung verwendeten Spenderorgane mittels histologischer Voruntersuchung. Abbildung 22
zeigt den Vergleich hinsichtlich Ausbeute, Reinheit und Vitalitit der Isolierungen aus

Spenderorganen mit und ohne warme Ischdmiezeit.

Die vergleichbar hohe Ausbeute und Reinheit der Langerhans-Inseln sind starke Hinweise
darauf, dass die technischen Abldufe bei der Isolierung und den sich anschliessenden Ar-
beitsschritten jeweils unter identischen Bedingungen abliefen, also vergleichbar sind. Da
also Ausbeute und Reinheit sich nicht unterscheiden, wohl aber die Vitalitét in beiden Iso-
lierungsgruppen signifikant verschieden ist, darf der Riickschluss gezogen werden, dass die
Reduktion der warmen Ischidmie auf Null die exzellente Viabilitit der Langerhans-Inseln

bedingt.

Ein weiterer wichtiger Parameter nach der Isolierung der Langerhans-Inseln ist ihre Masse
bzw. ihre Anzahl. Hierfiir gibt es zwei Messwerte, einerseits die Gesamtzahl der isolierten
Langerhans-Inseln (gemessen als IEQgesamt), andererseits die IEQ pro Gramm Organ. Beide
Messwerte sind nach der Isolierung aus Organen ohne warme Ischdmiezeit signifikant
niedriger als aus Organen mit warmer Ischidmiezeit. Da die Verdnderung beide Messwerte
gleichermassen betrifft, ist nicht von einem Messfehler auszugehen. Die niedrige 1EQ-
Anzahl aus Organen ohne warme Ischdmiezeit ldsst sich damit erkldren, dass an diesen
Organen kein histologisches pre-screening, also keine Auswahl des am besten geeigneten
Organs vor Isolierung, erfolgte, wihrend dies bei den Organen mit warmer Ischdmiezeit
die Regel war. Fiir die Organe nach Pankreatektomie gilt das Motto: Einem geschenkten
Gaul... wahrend man bei den anderen aus bis zu 5 Spenderorganen auswéhlen kann und
jenes selektiert, das im bereits im Schnittpréaparat moglichst viele gut strukturierte Langer-
hans-Inseln enthilt. Im Falle der Pankreatektomie wire es hilfreich, wenn man anhand
einer Biopsie vor der Organentnahme und noch am lebenden Tier feststellen konnte, ob das
Spendertier sich fiir die Entnahme eignet oder nicht. Genetische Marker oder Serummarker,

die Hinweise auf die Qualitdt und Quantitidt der Langerhans-Inseln im Pankreas geben
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konnten, sind aus der Literatur nicht bekannt. Das von uns etablierte histologische pre-
screening stellt lediglich eine Option fiir die hirntoten Tiere dar, sofern diese in ausrei-

chender Anzahl und zu vertretbaren Kosten zur Verfiigung stehen.

Eine interessante, aber zeit- und arbeitsaufwéandige in vivo Methode des pre-screenings ist
der IVGTT am normoglykdmischen potentiellen Spenderschwein, kombiniert mit dem
histologischen pre-screening post mortem. Die in den Abbildungen 24-26 dargestellten
IVGTT wurden alle bei Schweinen vergleichbaren Alters, vergleichbarer Grésse und Her-
kunft durchgefiihrt. Deutlich erkennbar ist, dass die Tests sehr unterschiedlich ausfallen; so
scheint es zu einer schleichenden Entwicklung einer diabetischen Stoffwechsellage zu
kommen. Vergleichbar dem Diabetes mellitus Typ-2 im Menschen kommt es zuerst zu
einer Storung der Glukosetoleranz mit noch erhaltener bzw. gesteigerter C-
Peptidausschiittung, in dessen Verlauf dann aber die C-Peptidausschiittung, und damit auch
Insulin-Sekretion, abnehmen. Wenn nun dem jeweiligen IVGTT spezielle histologische
Merkmale zugeordnet werden konnten (wie bereits gesagt, fehlen diese Tests noch), die
mit einer hohen IEQ-Anzahl korrelieren, konnte man zukiinftig ein Spenderschwein in vivo
vortesten und anhand des IVGTT-Ergebnisses Riickschliisse auf die zu erwartende TEQ-
Anzahl ziehen. Eine sehr hdufige Beobachtung in den Spenderschweinen der Deutschen
Landrasse, vor allem wenn sie 1-2 Jahre alt sind und ca. 200 kg wiegen, sind Langerhans-
Inseln mit einer ,,lockeren Textur* (Abbildung 36); ideal aber sind Langerhans-Inseln wie
sie Abbildung 9 zeigt, wie wir sie aber nur in ca. 10 % aller Spendertiere finden. Wir ha-
ben immer wieder beobachtet, dass diese Langerhans-Inseln, sofern die viabel sind, in vitro
und in vivo einwandfrei funktionieren. Diese Beobachtung korreliert mit Beobachtungen in
der ,,Fetten Sandratte* (Psammomys obesus), einem Modell zum Typ-2 Diabetes, wo sich
die gut strukturierten, kompakten Langerhans-Inseln zu Inseln mit ,lockerer Textur* ent-
wickeln, wenn die Tiere mehrere Wochen mit hochkalorischer Didt gefiittert und am Ende
diabetisch werden (EI Aoufi et al. 2007; Kaiser et al. 2005; Shafrir et al. 2001, 2006). Die-
se Langerhans-Inseln dhneln sehr jenen, die wir in vielen DL-Schweinen finden — zumeist
ja auch nach einer schnellen hochkalorischen Fiitterung, denn die Tiere sollen ja moglichst
schnell marktreif und geschlachtet werden. Da sich aber in der Schweinemast niemand fiir
den Typ-2 Diabetes, geschweige denn, Anzahl und Form der Langerhans-Inseln interes-
siert, und die Tiere dem dusseren Anschein nach gesund sind, ist diese Beobachtung fiir
den Alltag der Schweineziichter/Schweinemaister uninteressant; fiir die allogene bzw. xe-

nogene Transplantation von porzinen Langerhans-Inseln hiesse dies, dass die herkémmli-
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chen Schweine keine geeigneten Organspender darstellen. Bei der Fetten Sandratte ist der
Prozess der Inselzellzerstorung und damit der Diabetes-Induktion bis zu einem gewissen
Zeitpunkt reversibel; ob dies auch bei den 200 kg wiegenden dlteren Spenderschweinen
moglich ist, miisste gepriift werden. In jedem Fall wére es sinnvoll, den IVGTT an einer
grosseren Anzahl potentieller Spenderschweine zu testen, um zu erfahren, ob die ,,lockere

Textur®, bzw. die partielle Zerstorung ihrer Langerhans-Inseln, wie wir sie immer wieder
b

beobachten, mit einem Typ-2 Diabetes einhergeht.

Abb. 36: Langerhans-Inseln im Pankreas von DL-Schweinen (Gefrierschnitte; Anti-Insulin-
Férbung). Zunehmend héufiger besitzen porzine Pankreatac Langerhans-Inseln mit einer ,,lockeren
Textur*; diese Inseln fragmentieren wéhrend der enzymatischen Isolierung (angedeutet durch die
Linien in (D)) und sind fiir eine Transplantation ungeeignet; zu den moglichen Ursachen dieser
Morphologie: s. Text; vergl. dazu auch Abb. 9. (A) Ubersicht (Vergrosserung x25); (B) und (C)
sind Vergrosserungen aus (A) (Vergrosserungen x50 und x100); (D) Langerhans-Insel aus einem
anderen Pankreas (Vergrosserung x50).
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5.3. Allogene Transplantation mikroverkapselter porziner Langerhans-Inseln
in STZ-diabetischen Empfangerschweinen
Die beiden Pilotversuche zur allogenen Transplantation wurden mit dem Ziel durchgefiihrt,
unterschiedliche Aspekte der Transplantation im Grosstier Schwein néher zu untersuchen,
bzw. moglichst viele Erkenntnisse vor der spateren xenogenen Transplantation Schwein-
auf-Mensch zu gewinnen. Folgende Aspekte waren nidher zu analysieren: die Zusammen-
setzung und das Zusammenspiel aller am Geschehen beteiligten Mitarbeiter, die Gewin-
nung ausreichender Langerhans-Inseln fiir ein allogenes Transplantat, die Mikroverkapse-
lung mit medizinisch zugelassenen Alginaten, die Transplantation als operativer Eingriff
und die Wahl des geeigneten Transplantationsortes, die medizinische Versorgung der

transplantierten GMS und nicht zuletzt die Therapie des experimentellen Diabetes.

Die Transplantation isolierter Alginat-mikroverkapselter Langerhans-Inseln in ein STZ-
diabetisches GMS wiirde die beiden ersten Teile dieser Arbeit zusammenfiihren. Wir hat-
ten noch keine allzu grossen Hoffnungen auf einen durchgreifenden Transplantationserfolg
— dazu waren die vielfdltigen und iiber viele Tage ineinandergreifenden Arbeitsabldufe

géinzlich unerprobt und Fehler sehr wahrscheinlich.

5.3.1. Logistik und Koordination

Die Transplantation isolierter mikroverkapselter Langerhans-Inseln in ein diabetisches
Empfangerschwein erfordert einen sehr hohen personellen, zeitlichen und natiirlich auch
finanziellen Aufwand, wobei der letzte Punkt in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt werden
soll. Man darf annehmen, dass unser Experiment die spitere klinische Situation, den damit
verbundenen Personalaufwand und den zeitlichen Aufwand ziemlich genau abbildet. Die
Koordination des Teams ist essentiell, und damit einhergehen muss die fehlerlose Kom-
munikation; Chirurgen miissen sich mit den Naturwissenschaftlern, mit Tierpflegern und
dem Laborpersonal abstimmen [die midnnliche Schreibweise gilt ab jetzt auch fiir das weib-
liche Geschlecht]. Eine Person, am besten der Leiter des Isolierungslabors, ein Wissen-
schaftler, sollte die Gesamt-Koordination iibernehmen; er hat den Uberblick iiber das ge-
samte Geschehen, ist ganztdgig vor Ort und kann jederzeit kleinere Probleme selbst 16sen,
ihre Losung anordnen und/oder Fragen zum Versuchsablauf beantworten. Tabelle 2 zeigt

wie viele Personen an den einzelnen Arbeitsschritten beteiligt waren und ihre Qualifikation.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die an den verschiedenen Arbeitsabldufen beteiligten Personen, ihre

Qualifikation und den benétigten Zeitaufwand.

Tatigkeit Anzahl der Personen* Zeitaufwand
Quialifikation
2 Personen
Diabetes-Induktion mit STZ | Wissenschaftler/Chirurg (1) 3 Stunden
Tierpfleger (1)
5 Personen
Diabetes-Induktion mit PEX O(lil-l::srigsfélniz()l) 6 Stunden
Andésthesisten (2)
Nachsorge STZ und 1 Person
Nachsorge PEX: Stabile . 2 x 30 Minuten/Tag
Tierpfleger (1)
Phase
Nachsorge PEX: Friihphase C]ili‘izo(q) bis zu 4 Stunden/Tag
6 Personen
Pankreasexplantation OP?ilsr:ig%eerllltérzl)(Z) 5 Stunden
Andésthesisten (2)
Isolierung (I) und in vitro 3 Personen 1 Tag (1)
Kultur (K) von Langerhans- Wissenschaftler (1) I Stunde/Tag (K)
Inseln Technische Assistenten (2)
Mikroverkapselung (MV), 2 Personen 1 Tag (MV)
in vitro Kultur (K) und Wissenschaftler (1) 1 Stunde/Tag (K)
in vitro Testung (T) Technischer Assistent (1) 4 Tage (T)
4 Personen
Transplantation Chirurgen (2) 2 Stunden
Anisthesisten (2)

STZ: Streptozotozin; PEX: Pankreasexplantation im Grosstier-OP; * die minnliche Schreibweise gilt
fiir beide Geschlechter.

Fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente — und hier insbesondere die beiden
Transplantationen — gilt: Alle in der Tabelle genannten Ablaufe in ihrer gesamten Komple-
xitdt wurden fehlerlos und in der vorgegebenen Zeit absolviert (Ausnahme: Narkosezwi-
schenfall, s. u.). Das darf als ein erstes hervorragendes Ergebnis gewertet werden, miisste
aber in Vorbereitung auf die klinische Transplantation vielfach intensiv trainiert werden,

um die Ablédufe in einer standard operation procedure zu festigen.
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5.3.2. Transplantatgewinnung

Die fiir die Transplantation erforderliche IEQ-Anzahl lésst sich u. a. aus Literatur von Ver-
suchen mit nicht-humanen Primaten mit ca. 30.000 IEQ/kg Korpergewicht gut schitzen
(Cardona et al. 2006; Sun et al. 1996). Fiir ein GMS von 30 kg Korpergewicht wéren das
ca. 900.000 IEQ insgesamt — diese Anzahl, das wussten wir, war mit einer einzelnen Isolie-
rung nicht zu erzielen. Wir sahen daher vier 1-2 Jahre alte, 150-200 kg wiegende Spender-
schweine vor; aus solchen Tieren hatten wir in der Vergangenheit ca. 250.000 IEQ pro
Pankreas mit grosser Regelmaissigkeit isoliert (Krickhahn et al. 2001, 2002). Im Idealfall
hitten wir also 1.000.000 IEQ erzielt, und damit noch iiber Reserven verfiigt. Die wichtigs-
te Erfahrung aus den Isolierungsversuchen nach Pankreatektomie — mit dem Ziel, ein kom-
plettes Transplantat von hoher Vitalitdt bereitzustellen — war, dass man mindestens ein
Spenderschwein in Reserve vorhalten muss. Ein bislang ungeklarter Narkosezwischenfall
in der zweiten Isolierungsserie (s. Abbildung 33) wire fiir das Gesamtergebnis unbefriedi-

gender verlaufen, hitten wir nicht auf ein GMS als Spenderreserve zuriickgreifen konnen.

Betrichtliche logistische Probleme bereitet der Transport der grossen Tiere aus dem Tier-
haus in den Grosstier-OP; ein geniigend belastbarer OP-Tisch wurde fiir diese grossen 200
kg wiegenden Spender extra gefertigt, zudem musste ein geniligend langer Tubus fiir die
Beatmung entwickelt werden. Verwendet werden ansonsten das fiir libergewichtige, bzw.
sehr grosse Menschen notwendige Instrumentarium wie auch das entsprechend dimensio-
nierte Plastikmaterial. Derartige Probleme lassen sich dann 16sen, wenn man sie vor dem
eigentlichen Experiment hinreichend theoretisch bedenkt und dann in praxi erprobt. Ein
wihrend der OP zusammenbrechender OP-Tisch, weil die Gosse und die Masse der Spen-

der im Vorfeld nicht bedacht wurden, hétte den gesamten Versuch gefiahrdet.

Fiir die Isolierung der Langerhans-Inseln eignen sich grossere Tiere in aller Regel besser
als kleine, weil ihr Ductus pancreaticus einen grosseren Durchmesser besitzt und damit
leichter zu kantilieren ist. Eine komplette Isolierung an vier aufeinanderfolgenden Tagen —
im Anschluss an die mehrstiindige Explantation — erfordert nicht nur eine hervorragende
Logistik im Labor sondern erfordert auch von den Mitarbeitern allerhdchste Konzentration
und eine hohe Motivation und kdrperliche Frische, um Miidigkeitsphasen und damit Fehler
zu vermeiden. Mit der hier dokumentierten Pilotserie konnten wir zeigen, dass wir im Falle
der klinischen Xenotransplantation — auch hier wiirde man wenigstens 1.000.000 IEQ ver-

anschlagen — mehrere aufeinanderfolgende Isolierungen von hochster Qualitdt (Reinheit,
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Ausbeute, Vitalitdt und Sterilitdt) unter den entsprechenden Bedingungen der good medical

practice erfolgreich durchfiihren konnten.

5.3.3. Alginatmikroverkapselung

Eine Moglichkeit, um nach der Zell- und Gewebetransplantation die lebenslange Immun-
suppression zu umgehen, ist die Mikroverkapslung des Transplantates mit hochreinen, me-
dizinisch zugelassenen Alginaten (Sambanis 2000, 2003; Uludag et al. 2000; Siebers et al.
1997; Clayton et al. 1993). Die von semipermeablen Alginatkapseln umhiillten Langer-
hans-Inseln werden im Empfanger zunéchst per diffusionem erndhrt, bis nach 7-14 Tagen
empfingereigene Kapillaren die Mikrokapsel umspriessen und ihren Inhalt mit Sauerstoff
und Néhrstoffen versorgen. Da dieses Prinzip spiter auch in der Klinik verwendet werden
soll, war es sinnvoll, dieses Ziel auch bei der experimentellen Transplantation Schwein-
auf-Schwein zu verfolgen. Unsere Absicht war es, in Zusammenarbeit mit der Firma Cell-
Med, Alzenau, die Langerhans-Inseln doppelt zu verkapseln (s. Abbildung 6); die Firma
besitzt spezielle Kenntnisse und Erfahrungen mit diesem komplexen Verfahren (Roth 2005)
und war bereit, mit uns zu kooperieren. Zu diesem Zweck wurden die Langerhans-Inseln in
Kulturmedium gehalten und bei Raumtemperatur mit dem Auto iiber ca. 110 km transpor-
tiert, in Alzenau doppelt verkapselt, dort fiir 24 Stunden kultiviert, sodann in verkapseltem
Zustand nach Wiirzburg zuriickgefahren und bis zur Transplantation erneut kurz kultiviert.
Hatten die Langerhans-Inseln vor dem Transport nach Alzenau eine Vitalitit von 90-95 %,
so lag diese unmittelbar vor der Transplantation bei nur noch 40 %, bedingt durch den 2-
maligen Autotransport, die mehrmals unterbrochenen Kultivierungsphasen, und das wohl
auch fiir die Langerhans-Inseln mechanisch belastende Verfahren der Mikroverkapselung;
hier werden die Langerhans-Inseln u. a. mit Luftdruck durch mehrere Diisensysteme ge-
presst. Langerhans-Inseln sind — anders als z. B. Lymphozyten — sehr empfindlich gegen-
tiber mechanischen Einfliissen. Trotz dieses dramatischen Vitalititsverlustes entschlossen
wir uns zur Transplantation, um auch die damit verbundenen Arbeitsabldaufe nidher zu er-

proben.

Den dramatischen Vitalititsverlust, der mit der Doppelverkapselung und dem Transport
der Langerhans-Inseln einherging, hatten wir nicht erwartet; er zeigte uns aber — wenn wir
die Vitalitdt erhalten wollten —, dass die Mikroverkapselung im eigenen Labor, also vor Ort,
erfolgen miisste. Folglich wurde das Transplantat #2 nach dem im eigenen Labor erprobten

Verfahren mit einem kommerziell erhdltlichen Alginat mikroverkapselt. Seine Vitalitét
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betrug zum Zeitpunkt der Transplantation immer noch 90 %, womit bewiesen war, dass

lange Transportwege dem Transplantat schaden und unbedingt zu vermeiden sind.

Beide, die Doppel- wie auch die Einfachverkapselung, sind bereits experimentell so weit
entwickelt, dass priklinische Versuche mit guten Ergebnissen durchgefiihrt werden kénnen
(Hasse et al. 1998; Ulrichs et al. 1999). Beide Verfahren sind jedoch noch nicht komplett
ausgereift. Von der Doppelkapsel erhoffen wir uns eine komplette immunologische Ab-
schirmung, die die Einfachkapsel naturgeméss nur unvollstindig leisten kann. Die Erndh-
rung der verkapselten Zellen und ihre Versorgung mit Sauerstoff sind mit Sicherheit in der
Doppelkapsel schwieriger — Zelluntergidnge sind damit vorbestimmt. Beiden Kapselarten
ist gemeinsam, dass sie nach ldngerem Verbleib im Empfénger fibrosieren, d. h. von einer
Fibroseschicht umgeben werden, was die Versorgung der mikroverkapselten Zellen sehr
erschwert. Allerdings ist dieses Problem mit zunehmender Reinheit der Alginate geringer
geworden; ob es komplett ausgeschaltet werden kann, miissen weitere Forschungen, auch

in enger Zusammenarbeit mit der Industrie, die diese Alginate produziert, zeigen.

5.3.4. Transplantation und Transplantationsort

Der operative Eingriff zur Ubertragung der mikroverkapselten Langerhans-Inseln in das
diabetische Empféangertier stellt fiir einen erfahrenen Chirurgen kein grosseres Problem dar.
Ein kleiner Schnitt zur Er6ffnung der Bauchhohle oder der laparoskopische Zugang genii-
gen, um die Langerhans-Inseln an die gewiinschte Stelle, in das Omentum oder in die
Bauchhohle zu transplantieren. Zu vermeiden sind unbedingt das zu langer Herumstehen
des Transplantates (Vitalititsverluste), offenes Herumstehen des Transplantates (Infekti-
onsgefahr) und versehentliches Herunterfallen des Transplantates (Totalverlust). Diese
Punkte werden immer wieder bei der Risikoabwigung vergessen, weil sie so selbstver-

standlich erscheinen, dies aber keineswegs sind.

Das Omentum als Transplantationsort ist inzwischen etabliert (van der Windt et al. 2008;
Kobayashi et al. 2006; Gustavson et al. 2005); sie hat den Vorteil, dass die Langerhans-
Inseln dort gut durchblutet werden; sie sind von den iibrigen Organen Ortlich abgegrenzt
und konnen im Fall einer Komplikation (z. B. Nicht-Funktion oder Infektion) problemlos
in toto explantiert werden. Dieser zuletzt genannte Vorteil entfillt bei der Transplantation
in die Bauchhohle — im Schwein diirfte es schwierig werden, jede einzelne Mikrokapsel zu

identifizieren und dann zu entfernen; in der viel kleineren Ratte war dies nie ein Problem.

63



Natiirlich werden die mikroverkapselten Langerhans-Inseln in jedem Fall vor der Trans-
plantation auf Keimfreiheit gepriift; aber ein Restrisiko bleibt bestehen. Im Kleintier sind
die Bauchhohle, das Pfortadersystem der Leber, das Omentum und die Nierenkapsel er-
probte Transplantationsorte mit guter Inselfunktion (Szot et al. 2007; van der Windt et al.
2008; Rogers et al. 2003), im Grosstier das Pfortadersystem der Leber (fiir unverkapselte
Inseln), das Omentum und die Bauchhohle (Gustavson et al. 2005). Welcher Transplantati-
onsort letztendlich in der Klinik den Vorzug erhalten wird, ist zum jetzigen Zeitpunkt un-
klar. Die unverkapselten Inseln wurden bisher in das Pfortadersystem der diabetischen Pa-
tienten transplantiert (Bucher et al. 2004) oder, in spezielle Trigersysteme verpackt, unter

die Bauchhaut (Kobayashi 2008).

5.3.5. Therapie des experimentellen Diabetes

Der vor Transplantation #1 beobachtete gravierende Vitalitdtsverlust der mikroverkapsel-
ten Langerhans-Inseln (s. 0.) liess uns daran zweifeln, dass dieses Transplantat Normogly-
kdmie im Empfanger induzieren konnte. Folgerichtig zeigten die Nachuntersuchungen
durchweg eine persistierende diabetische Stoffwechsellage. Dies musste aber noch nicht
daftir sprechen, dass die Transplantation ein voller Misserfolg gewesen wire. Erst der
Nicht-Anstieg des C-Peptids nach Glukose- oder Argininstimulus wiirde dies signalisieren.
Nach Transplantation #1 wurde — trotz der diabetischer Stoffwechsellage — ein Anstieg des
C-Peptids nach dem ersten Glukosestimulus beobachtet, der vor Transplantation #1 nicht
auftrat. Dieser Effekt kann mit der Restfunktion des Transplantates erkldrt werden — eine
haufige Beobachtung auch nach der allogenen klinischen Transplantation, was somit einen
ersten kleinen Erfolg darstellt. Nach Transplantation #2 konnte kein C-Peptid gemessen
werden. Hierflir kdnnten verschiedene Faktoren verantwortlich sein: die zu geringe Anzahl
transplantierter Inseln; immerhin wurden bei #2 mit 426.000 Inseln nur etwa 2 so viele
transplantiert wie bei Transplantation #1. Die ausschliessliche Transplantation in die freie
Bauchhdhle ist insofern problematisch, als die Inseln dort in den ersten Tagen — bis zur
Vaskularisierung der Mikrokapseln — nur unzureichend mit Néhrstoffen und Sauerstoff
versorgt werden. Dies ist ein in der Inselzell-Transplantation bisher noch ungelostes Prob-
lem. In anderen Arbeiten wurde z. B. gezeigt, dass viele Inselzellen selbst nach Transplan-
tation in das Pfortadersystem innerhalb der ersten 7 Tage ,,verloren gehen* bzw. Funkti-

onsverluste erleiden (Emamaullee and Shapiro 2007; Pawelec et al. 2008; Eich et al. 2007).
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5.3.6. Explantation der mikroverkapselten Langerhans-Inseln

Die Explantation des Transplantat #1 brachte ein unerwartetes Ergebnis: Die grosse An-
zahl jener Langerhans-Inseln, die in die Bauchhdhle iibertragen worden waren, hatte sich
in grossflachigen Aggregaten auf der Oberfldche von Milz und Leber und der abdominel-
len Seite des Zwerchfells angesiedelt. Natiirlich wurden auch freie Doppelkapseln aus der
Bauchhohle gewaschen (Lavage); sie waren aber deutlich in der Minderzahl. Dieses feste
Anwachsen/Verwachsen ist bisher in der Literatur nicht beschrieben worden; welche zell-
und molekularbiologischen Prozesse diese Entwicklung steuern, ist nicht bekannt. Denkbar
ist, dass organspezifische Cytokine das homing der Langerhans-Inseln steuern; hier bedarf
es aber noch detaillierter Untersuchungen. Ganz dhnliche Beobachtungen, d. h. die Zu-
sammenlagerung der Mikrokapseln zu grosseren Gruppen (Aggregaten) haben wir in der
eigenen Arbeitsgruppe im Modell Schwein-auf-Ratte gemacht (unverdffentlicht); bevor-
zugte Orte der Adhésion waren das Pankreas, das Zwerchfell, die Leber und die Milz. Tat-
sache ist, dass jede einzelne Mikrokapsel von einem Kapillarnetz umgeben ist, womit die
Versorgung der Zellen im Inneren gesichert sein diirfte. Zu tiberbriicken bliebe dann im-
mer noch die kritische Phase von 7-14 Tagen nach Transplantation, in der sich das Kapil-

larnetz in der Regel ausbildet.

Die Explantation von Transplantat #2 entfiel, da das Tier eine rapide Pneumonie entwi-
ckelte und ohne Riicksprache mit dem Versuchsleiter aus dem Versuch genommen werden

musste; dies ist ein logistischer Misserfolg, der zukiinftig unbedingt zu vermeiden ist.

Die hier geschilderten Pilotversuche zeigen, dass die allogene Transplantation Schwein-
auf-Schwein grundsitzlich erfolgreich durchfiihrbar ist. Wir konstatieren auch, dass diese
Versuche, im Sinne der angestrebten Therapie, dann erfolgreich sein werden, wenn es ge-
lingt, strukturell gut erhaltene, hochvitale, mikroverkapselte Langerhans-Inseln in ausrei-
chender Anzahl zu transplantieren. Die hier beschriebenen technischen Hiirden sind — und

das beweist diese Arbeit — iiberwindbar.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, ein diabetisches Modell im Grosstier Schwein zu e-
tablieren, um noch fehlende Voraussetzungen fur eine spatere klinische xenogenen Insel-
zell-Transplantation in der dann relevanten Kombination Schwein-auf-Mensch zu evaluie-
ren. Zwei Verfahren wurden erprobt: die Diabetes-Induktion mit dem Betazellgift Strepto-
zotozin (STZ) und mittels Pankreatektomie (PE). Transplantationen mit Alginat-mikrover-
kapselten Langerhans-Inseln im experimentellen Modell Schwein-auf-Schwein sollten die
Tragfahigkeit des diabetischen Modells zeigen, wie auch das Zusammenspiel aller beteilig-
ten Personen und technisch-methodischen Abl&ufe in vivo trainieren. Gottinger Miniatur-
schweine (GMS) dienten als diabetische Empfanger, Schweine der Deutschen Landrasse
(DL) als Spender der Langerhans-Inseln. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

(1) Da die GMS eng verwandte Tiere und keine etablierte Inzucht sind, und die wenigen
Literaturdaten zur Glukosephysiologie variierten, wurden Blutzucker-, Insulin- und C-
Peptidprofile von unbehandelten und diabetischen GMS (STZ; PE) vergleichend erstellt.
Dies geschah mit Hilfe des Real Time Glucose Monitoring (RTGM), bekannt aus der Hu-
manmedizin. Hieraus wurde ein spezielles Insulin-Therapieprotokoll entwickelt, mit dem
diabetische GMS Uber mehrere Monate — bis zur Transplantation — in sehr gutem Allge-
meinzustand gehalten wurden.

(2) Die Pankreatektomie am Schwein (DL) wurde von uns in Wirzburg neu etabliert; da-
mit waren erstmals Spenderorgane von hoher Qualitat fur die Inselzell-Isolierung verfug-
bar. So erhohte sich die Vitalitat der Inseln um 15 % auf nun ca. 90 %. Hierbei war das von
uns friher entwickelte histologische pre-screening stets ein zuverlassiger Parameter fiir die
zu erwartende Insel-Masse. Die DL-Spenderschweine zeigten zudem grosse Unterschiede
in der Glukosetoleranz in vivo; in dieser Arbeit wurden erstmals normoglykéamische und
eindeutig diabetische Tiere identifiziert — welche Auswirkungen dies auf die spétere Trans-
plantatfunktion hat, ist derzeit unbekannt.

(3) In zwei Pilot-Transplantationen wurden Alginat-mikroverkapselte DL-Inseln in STZ-
diabetische GMS transplantiert, in das Omentum und/oder frei in die Bauchhdhle. In kei-
nem der beiden Versuche wurde langfristig Normoglyké&mie erzielt. Ursache sind u. a. Vi-
talitatsverluste der Inseln, da fir die Mikroverkapselung vor Transplantation #1 lange
Transportwege zu bewaltigen waren (Abfall von 95 % auf ca. 40 % unmittelbar vor der
Transplantation). Transplantat #2 enthielt deutlich weniger Inseln, welche frei in die
Bauchhohle transplantiert wurden. Hier ist die ihre Versorgung wegen der fehlenden
Vaskularisierung der Mikrokapseln in den ersten post-operativen Tagen suboptimal. Die
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mit einer Klinischen xenogenen Inselzell-Transplantation verbundenen Arbeitsabldaufe, wie
auch das Zusammenspiel aller beteiligten Mitarbeiter (flr die Pankreatektomie im
Grosstier-OP, Isolierung der Inseln im Labor, Mikroverkapselung der Inseln, Transplanta-
tion und Nachsorge der Empfanger) wurden koordiniert und trainiert. Kein Mitarbeiter
verfiigte zuvor Uber die notwendigen Erfahrungen im Gesamtablauf; dies war fur die ge-
samte Gruppe ,Neuland“. Mit Ausnahme des Narkosezwischenfalls bei einem DL-
Schwein (s. Text) wurden die Arbeitsschritte in allen Teilbereichen fehlerlos bewaltigt —

was als hervorragendes Ergebnis bewertet werden muss.

Das hier etablierte und in praxi erfolgreich erprobte diabetische Grosstiermodell steht da-
mit fur alle weiter fuhrenden Untersuchungen zur xenogenen Transplantation von mikro-
verkapselten Langerhans-Inseln zur Verfligung. Im Vergleich zum pra-klinisch relevanten
Modell Affe-auf-Mensch ist es in einen gut ausgestatteten Universitatsklinikum ver-

gleichsweise einfach und kostenginstig zu etablieren.
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Anhang

Insulin-Therapie flr diabetische Géttinger Miniaturschweine, wie sie in den hiesigen

Untersuchungen entwickelt wurde.

Zur Definition des Diabetes im Schwein

Nchtern-Blutzucker >126 mg/dL
Spontan-Blutzucker >200 mg/dL

1 h nach Glukosebolus im oralen Glukosetoleranztest >200 mg/dL

Einige allgemeine Bemerkungen

Jede Hypoglykamie kann ein Schwein téten, deshalb sollte man im Zweifelsfall e-
her weniger als mehr Insulin verabreichen;

Hyperglyké&mien schaden den Tieren vermutlich erst im langern Versuchsverlauf,
speziell wenn der Diabetes schleichend beginnt.

Wasser sollte ad libitum gegeben werden und die Fitterung einmal am Tag mit ei-
ner zuvor festgelegten Futtermenge erfolgen;

die hiesigen GMS wogen 35-50 kg; auf dieses Gewicht beziehen sich die Empfeh-
lungen;

ob dieses VVorgehen auch bei schwereren Schweinen und den gebréuchlichen Haus-
schweinerassen angebracht ist, muss geprift werden; vermutlich steigt der Insulin-
Bedarf bei Ubergewichtigen Schweinen, die moglicherweise eine periphere Insulin-
Resistenz entwickeln, an;

es ist hilfreich, ein Real Time Glucose Monitoring durchzufiihren, um die Insulin-

Therapie zu optimieren.

Die verwendeten Insuline

Alt-Insulin: Wirkungsbeginn: 15-30 min; Maximal-Wirkung: 1-3 h; Wirkungsdauer:
5-8h

NovoRapid®: Wirkungsbeginn: <15 min; Maximal-Wirkung: 1 h; Wirkungsdauer:
2-3h

Lantus®; Wirkungsbeginn: 2-4 h; Wirkungsdauer: >24 h; kein Maximum
Novomix®30/70: Kombination aus 30 % Aspart-Insulin und 70 % Intermediar-

Insulin



Die Grundlagen der Insulin-Therapie

Akute Behandlung der Hyperglykamie: 1 I.E. Insulin (Alt-Insulin) senkt den Blut-
zuckerspiegel um etwa 30 mg/dL;

der Grundbedarf betragt etwa 0,5-1 I.E. Insulin/kg/d, es empfiehlt sich mit 0,5 I.E.
Insulin/kg/d zu beginnen, um Hypoglykadmien vorzubeugen;

es sollten 2/3 morgens, 1/3 abends gegeben werden (1/2 und 1/2 ist auch mdéglich);
1/3 kurzfristig wirkendes Insulin; 2/3 langfristig wirkendes Insulin;
Applikationszeitpunkt: Die in der Literatur empfohlene Applikation von 15 min vor
Nahrungsaufnahme halten wir nicht fir sinnvoll, da die Nahrungsaufnahme des
Tieres nach Insulin-Gabe nicht gesichert ist. Eine einmal verabreichte Insulin-Dosis
ist nicht leicht zu antagonisieren! Deshalb sollte die Insulin-Gabe wéhrend oder
kurz nach der Nahrungsaufnahme erfolgen; zu diesem Zeitpunkt ist das Tier auch
durch die Nahrungsaufnahme abgelenkt und halt still;

Applikationsort: Es hat sich bewahrt die Insulin-Gabe mit einem handelsublichen
Insulin-Pen hinter dem Ohr durchzufiihren. Hier ist die Haut diinn genug, um sie

mit einer Insulin-Nadel zu punktieren.

Unser Vorgehen

Futterung des Tieres morgens zu einem festgelegten Zeitpunkt; dabei Messen des
Blutzuckerwertes;

je nach Blutzuckerwert, Berechnung der Insulin-Menge (aktueller Wert — Ziel [150
md/dL])/30 + etwa 1/3 Tagesbedarf) als Kombinations-Insulin Novomix;
Applikation des Insulins erst, wenn die Nahrung sicher aufgenommen wurde;
abends etwa 1/3 bis 1/2 des Tagesbedarfs als Lantus®-Insulin geben;

hohe Blutzuckerwerte bei Spontanmessungen lassen sich gut mit NovoRapid® sen-

ken.

Sicherheitsmassnahmen

Es sollten fir den Notfall (z. B. Hypoglykamie) stets 100 mL einer G-40 % Injekti-
onslésung und 1.000 mL G-20 % und G-5 % vorgehalten werden; ebenso alle fur
die Schaffung eines peripher-vendsen Zugangs nétigen Materialien in mehrfacher

Ausfuhrung;



bei Hypoglyké&mie: peripherer Zugang; 20 mL G-40 %; so oft wiederholen bis das
Tier wieder wach ist; danach 1.000 mL G-5 % uber ca. 2 h geben; regelméssige
Blutzuckerbestimmungen;

CAVE: Intraven0s verabreichte Glukoselésung hebt nur fur einen kurzen Zeitraum
den Blutzuckerspiegel, danach sinkt er wieder. Daraus folgt im Notfall: regelmassi-
ge Blutzuckerkontrollen; hohe Blutzuckerwerte dann nicht mit Insulin behandeln,
sondern dem Tier Nahrung geben;

falls es im Laufe der Therapie zu einem starken Anstieg der benétigten Insulin-
Mengen kommt, sollte geprift werden, ob sich eine Allergie entwickelt, bzw. sich
Antikorper gegen die verwendeten Insuline bilden (in diesem Fall: humanes Insulin
applizieren) ausgebildet hat; ein solcher Fall wurde von uns bislang noch nicht be-
obachtet.
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