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Abkürzungen

°C Grad Celsius

2D- zweidimensional

3D- dreidimensional

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO Dimethylsufoxid

DTZ Dithizon

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ELISA enzyme-linked-immunosorbent-assay

FCS fetal calf serum

FDA/PI fluoresceine diacetate and propidium iodide

g Gramm

GMS Göttinger Miniaturschwein

h Stunde(n)

HBSS Hank’s balanced salt solution

H&E Hämatoxilin-Eosin-Färbung

HUVEC human umbilical vein vascular endothelial cell

IE Internationale Einheit(en)

IL-1ß Interleukin-1ß

IL-8 Interleukin-8

Insel syn. für Langerhans-Insel

Kapsel syn. für Alginat-Mikrokapsel

kDa Kilodalton

L Liter

LPS Lipopolysaccharid

mg Milligramm

Mikrokapsel syn. für Alginat-Mikrokapsel

min Minute(n)

mL Milliliter

mm Millimeter

mM Millimol

µm Mikrometer

µU microunit



NHDF-c Fibroblasten-Zelllinie

NO Stickstoffmonoxid

PBS phosphate buffered saline

pg Pikogramm

SD standard deviation

TGF-ß transforming growth factor ß

TNF-α Tumornekrosefaktor-α

U/min Umdrehungen pro Minute

U/mL Units pro Milliliter

UW University of Wisconsin

VEGF vascular endothelial growth factor

x mal

x g Vielfaches der Erdanziehung



1 Einleitung

Es  gibt  Schätzungen,  wonach  ca.  285  Millionen  Menschen  weltweit  an  den 

unterschiedlichen  Typen  des  Diabetes  mellitus  leiden  [1].  Damit  gehört  er  zu  den  am 

weitesten  verbreiteten  Erkrankungen.  Eine  typische  Folge  des  Diabetes  sind  die 

gefürchteten  Sekundärerkrankungen  nach  15-20  Jahren  –  als  Folge  der  langfristig 

unbefriedigenden Glukosehomöostase – trotz der täglich mehrfachen parenteralen Insulin-

Injektionen: die Mikro- und Makroangiopathien, die Neuropathie, die Nephropathie und 

die  diabetische  Retinopathie.  Sie  verkürzen  die  Lebenserwartung  der  Diabetiker, 

vermindern ihre Lebensqualität und verursachen jährlich Folgekosten in vielen Milliarden 

Euro.  Aus  diesen  Gründen  wird  nicht  nur  eine  verbesserte  Insulinsubstitution  mittels 

Injektionen und eine der Erkrankung angepasste Lebensweise angestrebt, sondern auch die 

Transplantation  lebender,  Insulin-produzierender  Zellen,  denn  sie  unterliegen  –  im 

Gegensatz zum exogen applizierten Insulin – der körpereigenen Feinregulation; mit einer 

deutlich  verbesserten  Glukosehomöostase  sollte  es  möglich  sein,  die  o.  g. 

Sekundärerkrankungen zu verhindern.

Exogene Insulinzufuhr

Mering und Minkowski entdeckten 1889, dass die Entfernung der Bauchspeicheldrüse bei 

Hunden den Diabetes mellitus verursacht [2]. So wurde der Zusammenhang zwischen dem 

Pankreas und der Blutzuckerregulation festgestellt. Folglich versuchte man, verschiedene 

Pankreasextrakte für die Behandlung des Diabetes zu verwenden: Zum Beispiel bereitete 

man aus  Rinderbauchspeicheldrüsen  einen  Extrakt  zu,  der  in  diabetischen  Hunden den 

Blutzucker  senken  sollt;  allerdings  führten  die  Autoren  den  positiven  Effekt  dieses 

Extraktes auf Vorhandensein von Laktat zurück [3]. Sodann entwickelten Banting und Best 

1922  in  Toronto  eine  neue  Methode  zur  Aufbereitung  des  Pankreasextraktes.  Sie 

ermöglichte  die  schnelle  Blutzuckersenkung  in  diabetischen  Tieren  [4].  Innerhalb  der 

nächsten  Jahre  erkannte  man,  dass  die  wiederholte  Injektion  des  aktiven  Faktors  aus 

diesem Extrakt (Insulin) eine wirkungsvolle Therapie des Diabetes mellitus darstellt.

Transplantation Insulin-produzierender Zellen

Die Langerhans-Inseln sind inselförmige Ansammlungen endokriner Zellen in der Bauch-

speicheldrüse, die ca. 1-2 % des Gewebes ausmachen und aus unterschiedlichen Zelltypen 
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bestehen. Die wichtigsten sind die Insulin-produzierenden ß-Zellen. Sie machen etwa 60-

80 % der endokrinen Zellen aus. Beim Diabetes mellitus Typ 1, der auch als juveniler oder 

insulin dependent diabetes mellitus (IDDM) bekannt ist, werden spezifisch die ß-Zellen 

durch einen Autoimmunprozess irreversibel zerstört, bei dem sich autoreaktive T-Zellen 

und/oder  Autoantikörper  gegen unterschiedliche  Autoantigene,  unter  ihnen  das  Insulin, 

richten [5]. Daraus resultiert die fehlende Insulinproduktion.

Die Transplantation des gesamten Pankreas wird derzeit in einem sehr späten Stadium der 

Erkrankung durchgeführt, um die Produktion des Insulins wiederherzustellen. Der Eingriff 

ist chirurgisch anspruchsvoll und nicht ohne Risiko für den Patienten. Zudem bedarf es der 

lebenslangen Immunsuppression, um der Abstossung des transplantierten Organs vorzu-

beugen [6]. Dieser Eingriff wird zumeist zusammen mit einer allogenen Nierentransplanta-

tion bei Patienten mit Diabetes-bedingter Niereninsuffizienz durchgeführt. Entweder wer-

den Pankreas und Niere gleichzeitig transplantiert (SPK - simultaneous pancreas and kid-

ney) oder das Pankreas nach erfolgreicher Nierentransplantation übertragen (PAK - pan-

creas after kidney). Bei Diabetikern ohne ausgeprägte Niereninsuffizienz wird auch das 

Pankreas alleine übertragen (PTA - pancreas transplantation alone), vor allem dann, wenn 

die Einstellung des Blutzuckers trotz aller Bemühungen instabil ist und zu lebensbedrohli-

chen Entgleisungen führt, oder seine Lebensqualität durch die labile Stoffwechselsituation 

inakzeptabel eingeschränkt ist. Die Transplantationen sind mit einer deutlichen Verbesse-

rung der Lebensqualität (1) und der Lebenserwartung (2) der Diabetiker verbunden. Gesi-

chert ist, dass die kombinierte Pankreas/Nierentransplantation zur weniger hypoglykämi-

schen Episoden (3) führt, seltener Niereninsuffizienz und hoher Blutdruck beobachtet wer-

den [7].

Die  Transplantation  isolierter  Langerhans-Inseln  ist  eine  interessante  Alternative  zur 

Transplantation  des  Gesamtorgans.  Einen  durchschlagenden  Erfolg  versprach  man  sich 

vom sogenannten Edmonton Protocol,  worunter eine Modifikation der bis dahin üblichen 

Transplantation/Immunsuppression  zu  verstehen  ist  [8]:  Das  bis  dahin  üblich 

Immunsuppressivum Cyclosporin A wurde durch eine geringe Dosierung des moderneren 

FK  506  ersetzt,  ausser  Rapamycin  wurde  der  anti-Interleukin-2-Rezeptor-Antikörper 

Daclizumab  verabreicht.  Auf  Corticosteroide  wurde  wegen  ihrer  diabetogenen 

Eigenschaften ganz verzichtet. Zudem wurden Langerhans-Inseln von mehreren Spendern 

verwendet  und  eine  2.  und  3.  Transplantation  durchgeführt,  wenn  die  1.  kein 
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befriedigendes  Ergebnis  lieferte.  Wegen der  schweren  immunsuppressiven  Therapie  ist 

dieser Ansatz für die Behandlung eines komplikationsfreien  Diabetes mellitus bei jungen 

Diabetikern  nicht  akzeptabel.  Zwar  waren  die  ersten  Ergebnisse  mit  dem  Edmonton 

Protocol sehr vielversprechend (80 % der Patienten benötigten 1 Jahr nach Transplantation 

kein exogenes  Insulin  mehr),  jedoch zeigte  sich im weiteren  Verlauf,  dass  die  Anzahl 

„insulinfreier“ Patienten nach 5 Jahren unter 10 % lag, und damit deutlich unter den 71 % 

„Insulinfreiheit“  fünf  Jahre  nach  Transplantation  des  Gesamtorgans  [9].  Hinzu kommt, 

dass für eine Transplantation 2-4 Spenderorgane benötigt werden, was die Gesamtzahl der 

Transplantationen  und  die  Anzahl  der  transplantierten  Patienten  erheblich  einschränkt. 

Klar ist, dass mit dem grösseren Erfolg der Gesamtorgan-Transplantation relativ weniger 

Organe für die Inselzell-Transplantation verfügbar sind. Diese Situation hat sich in den 

vergangenen  Jahren  besonders  verschärft  und dürfte  mit  dem neuen  pancreas  scoring 

system von Eurotransplant® noch problematischer und damit schwieriger werden [10].

Xenotransplantation

Eine  Quelle  für  Langerhans-Inseln  ist  das  Pankreas  des  Hausschweins  [11].  Bei  der 

sogenannten  xenogenen  Inselzell-Transplantation werden  adulte,  neonatale  oder  fetale 

Inseln aus dem Pankreas des Schweins isoliert und in Typ I Diabetiker transplantiert. Dies 

ist  zwischen 1990 und 1991 in zehn Diabetikern in Stockholm durchgeführt  worden – 

allerdings  mit  nur  sehr  geringem  Erfolg  [12].  Vorteilhaft  ist,  dass  sich  humanes  und 

porzines (vom Schwein stammendes) Insulin nur in einer Aminosäure unterscheiden, das 

porzine  Insulin  also  sehr  gut  vertragen  wird.  Schweine  sind  in  ausreichender  Anzahl 

verfügbar, ihre Physiologie ähnelt der des Menschen, ihre Haltung ist kostengünstig und 

ethische Bedenken gegen die Verwendung porziner Transplantate sind gering. Trotz dieser 

vielfältigen  Vorteile  stehen  der  zukünftigen  Verwendung  xenogener  Inselzell-

Transplantate eine Reihe von Hindernissen gegenüber: (1) Die Abstossung des xenogenen 

Transplantats  ist  heftiger  als  die  eines  allogenen  Transplantats  [11],  so  dass  die 

Immunsuppression sehr viel stärker ist als im allogenen Modell – mit allen dazugehörigen 

Nebenwirkungen [11],  wie  dies  in  diversen  Primatenmodellen  kürzlich  gezeigt  werden 

konnte [13].

Immunisolation

Unter Immunisolation versteht man die immunologische Abschirmung des Transplantats 

vom Empfänger-Immunsystem mit  biokompatiblen Membranen [14].  Dabei  werden die 
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transplantierten Inseln durch eine Kapsel oder Membran vom umgebenden Gewebe ge-

trennt, welche die Diffusion von Sauerstoff, Nährstoffen und Glukose ins Kapselinnere, 

und Insulin nach aussen erlauben, nicht jedoch das Eindringen von Antikörpern oder T-

Zellen ins Innere der Kapsel, welche die Betazellen im Inneren schädigen könnten. Erste 

Versuche, um verkapselte Zellen zu transplantieren, wurden 1933 von Bisceglie unternom-

men [15]. Hierbei wurden mit einer in einer Polymermembran umschlossene Tumorzellen 

in die porzine Peritonealhöhle transplantiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zellen lange 

genug überlebten, ohne vom Immunsystem zerstört zu werden.

Inzwischen wurden sehr unterschiedliche Modelle zur Verkapselung – besonders isolierter 

Langerhans-Inseln – entwickelt [16]. Als Materialien dienten Cellulose [17], Acryl-Copo-

lymer-Hohlfasern,  Silikon,  Polylysin-Alginat,  Chitosan  und  Biodritin,  oder  biologische 

Membranen wie etwa autologe FAS-Ligand transgene Myoblasten oder autologe Chondro-

zyten [18]. Dabei unterscheidet man zwischen der Makro- und der Mikroverkapselung. 

Mikrokapseln besitzen folgende vorteile gegenüber Makrokapseln [19]: Sie besitzen ein 

günstigeres Oberflächen-Volumen-Verhältnis, sind leichter zu transplantieren und können 

leichter durch Nadelaspiration oder eine Lavage zurück gewonnen werden.

Die Mikroverkapselung kann das Überleben der porzinen Langerhans-Inseln signifikant 

verlängern,  und  dies  ohne  Immunsuppression.  Besonders  gebräuchlich  sind  Alginate, 

Naturpolymere  aus braunen Meeresalgen.  Mit 2-wertigen  Kationen bilden die  Alginate 

feste  Hydrogele,  in  denen  die  Langerhans-Inseln  eingeschlossen  sind:  Sauerstoff, 

Nährstoffe und Insulin passieren diese Barriere, nicht aber Antikörper und/oder die Zellen 

des Immunsystems [20]. Ob Zytokine die Barriere überwinden können, ist immer noch 

nicht ganz klar, und daher Gegenstand von Untersuchungen. So können die zu erwartenden 

heftigen  immunologischen  Abwehrreaktionen  nach  Xenotransplantation  mittels  Mikro-

verkapselung der artfremden Zellen mit biokompatiblen Alginaten weitgehend gemildert 

oder sogar völlig vermieden werden. Dennoch, trotz dieses sehr wirkungsvollen Schutzes 

vor  akuter  Abstossung,  entwickelt  sich  über  längere  Zeit  eine  milde  spezifische 

Immunantwort gegen die artfremden Zellen [21].
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Fibrosierung der Mikrokapseln

Das  Überleben  von  mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  ist  in  Tierversuchen  auf 

ungefähr ein Jahr beschränkt. Ein Teil der explantierten mikroverkapselten Langerhans-

Inseln  zeigt  eine  perikapsuläre  Fibrose,  bzw.  Wachstum  und  Ansammlung  von 

Fibroblasten, Makrophagen und Leukozyten [22]. Das Auftreten einer Fibrose kann nicht 

vollständig vermieden werden. Die von Makrophagen während der Fibrose produzierten 

Faktoren können die mikroverkapselten Langerhans-Inseln schädigen. Interleukin-1ß (IL-

1ß, 17.5 kDa), und der tumor necrosis factor-alpha (TNF-α, 51 kDa) können offenbar die 

semipermeable Membran durchdringen, und ihre Zytotoxizität kann zur Verschlechterung 

der Funktion und zum Absterben der mikroverkapselten Langerhans-Inseln führen [23]. 

IL-1ß erhöht zusätzlich die Produktion des monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) 

in mikroverkapselten Langerhans-Inseln, was Makrophagen anlockt und die Entwicklung 

der  Fibrose  intensiviert  [24].  Zudem  können  die  Makrophagen  Stickstoffmonoxid 

sezernieren,  das  in  das  Alginat-Hydrogel  eindringt  und  die  mikroverkapselten  Inseln 

zerstört [25].

Eine grosse Bedeutung spielt die Biokompatibilität des Alginats. So wurde gezeigt, dass 

Kapseln aus highly purified alginate weniger zur Fibrose in der Peritonealhöhle der Ratten 

neigen, als Kapseln, die aus weniger reinem Alginat hergestellt wurden [26].

Revaskularisierung des Transplantates

Die  Versorgung  der  intakten  Langerhans-Inseln  im  Pankreas  erfolgt  durch  ein  zartes 

Kapillarsystem,  besonders  fenestrierte  Kapillaren  [27],  die  während der  enzymatischen 

Isolierung  und  der  dann  folgenden  In-Vitro-Kultivierung  nachweislich  zerstört  werden 

bzw. verklumpen [28]. Dies ist aus immunologischer Sicht unbedingt wünschenswert, um 

das  immunogene  Potential  der  MHC-Klasse-II-positiven  Kapillaren  zu  senken,  aus 

physiologischer Sicht aber fatal: Denn die isolierten Inseln können nunmehr nur über die 

Stoffdiffusion  mit  ihrer  Umgebung  kommunizieren.  Die  somit  schlechtere 

Primärversorgung  der  Inseln  führt  zum  Absterben  der  Betazellen,  zu  zentralen  Insel-

Nekrosen, besonders wenn es sich um grosse Inseln (>250 µm Durchmesser) handelt, und 

zur verzögerten Insulin-Ausschüttung auf einen Glukosereiz [29]. Verschiedene Autoren, 

wie  auch  die  eigene  Arbeitsgruppe,  berichten  bzw.  beobachten,  dass  die 

Revaskularisierung der Inselzell-Transplantate im Empfänger ca. 7-14 Tage benötigt [30]; 

damit kommt ihr eine entscheidende Rolle für das Überleben und die Funktionsfähigkeit 
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der transplantierten Zellen zu. In diesem Zusammenhang dürften Angiogenese-Faktoren, 

wie  etwa  der  vascular  endothelial  growth  factor  (VEGF)  eine  ganz  besondere  Rolle 

spielen [31]. Im Idealfall wäre es wünschenswert,  wenn man die Fibrosierung komplett 

unterdrücken und die Angiogenese so früh wie möglich induzieren könnte. Dies erscheint 

nahezu unmöglich, da beide Prozesse unmittelbar miteinander verknüpft sind [32].

Fibringel als 3-dimensionale Matrix

Um  die  molekularen  und  zellulären  Mechanismen  von  Angiogenese  und  Fibrose 

differenziert und detailliert  in vitro zu untersuchen, muss ein Ersatz für die extrazelluläre 

Matrix  geschaffen  werden.  In  den  letzten  Jahren  wurden  insbesondere  Hydrogele  als 

extrazelluläre Matrices im  tissue engineering verwendet, wobei das Fibringel bevorzugt 

eingesetzt wurde [33]. Fibrin ist ein natürliches und bioabbaubares Polymer, welches das 

Zellwachstum  und  die  Zelldifferenzierung  in  biologischen  Prozessen  unterstützt. 

Fibrinogen wird bei der Blutgerinnung durch das Enzym Thrombin und Calzium in Fibrin 

umgewandelt.  Das  Fibrin  bietet  eine perfekte  3-dimensionale  extrazelluläre  Matrix,  die 

eine wichtige Rolle in der Hämostase, in der Wundheilung und in der Entwicklung von 

Tumoren  spielt.  Während  der  Blutgerinnung  wird  Fibrinogen  durch  Thrombin  in  ein 

Fibrinnetzwerk  polymerisiert,  in  dem  unterschiedliche  Bluttzellen  und  Proteine 

eingeschlossen  sind.  Das  Fibringel  ist  in  seiner  Struktur  der  extrazellulären  Matrix  in 

mehreren Geweben ähnlich und ist biokompatibel.  Es ermöglicht die Migration und die 

Proliferation  sehr  unterschiedlicher  Zellarten,  z.  B.  von  Fibroblasten,  Chondrozyten, 

glatten  Muskelzellen,  Keratinozyten  und  anderen  [33-35].  Bei  andauernder  Kultur  der 

Zellen  im Fibringel  kommt  es  zur  Fibrinolyse.  Um die  Struktur  und die  Stabilität  des 

Fibringels zu erhalten, kann dem Fibringel bzw. dem umgebenden Zellkulturmedium ein 

Protease-Inhibitor, z. B. Aprotinin, zugefügt werden [36].

In der Literatur werden mehrere sehr unterschiedliche Methoden beschrieben, um Zellen 

im Fibringel zu untersuchen:

(1) Die  Zellen  werden  nach  der  Polymerisation  des  Fibrins  auf  der  Fibringel-

Oberfläche verteilt [37].

(2) Es erfolgt die Herstellung des Fibringels zusammen mit den Zellen, die sich dann 

gleichmässig im Fibringel verteilen [38].

(3) Ein  Fibringel  Bead  Assay für  die  Untersuchung  der  Angiogenese:  Die 

Endothelzellen  werden  auf  Microcarrier  aufgetragen  und  in  ein  Fibringel 
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eingebettet.  Fibroblasten  werden  an  der  Oberfläche  des  Gels  gezüchtet.  Dabei 

produzieren  sie  die  erforderlichen  löslichen  Faktoren,  um  das  Wachstum  von 

Endothelzellen von der Oberfläche der Microcarrier zu fördern [39].

(4) Zunächst werden Zellen auf dem Boden der Kulturschale bis zum Erreichen der 

Konfluenz gezüchtet, und anschliessend mit dem Fibringel bedeckt [40].

(5) In  der  Mitte  des  Fibringels  wird  ein  Loch ausgestanzt,  in  das  dann  die  Zellen 

pipettiert werden [41].
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2 Offene Fragen

Ausgehend  von  dem  Ziel,  Fibrose  und  Angiogenese  im  Rahmen  der  Transplantation 

mikroverkapselter  Langerhans-Inseln  näher  zu  studieren,  dies  zunächst  in  vitro,  und 

ausgehend vom Stand der Forschung, wie er in der Einleitung dargelegt wurde, galt  es 

folgende offene Fragen zu bearbeiten:

(1) Gelingt es, ein Fibringelmodell zu etablieren, mit dessen Hilfe die Mechanismen 

von Fibrose und Angiogenese dreidimensional in vitro untersucht werden können? 

Unklar war, welches der bereits bestehenden Modelle, das zweischichtige oder das 

einschichtige, für die hiesigen Untersuchungen besser geeignet sei.

(2) In  einem  optimierten  3D-Modell  war  dann  die  Frage  nach  den  mitogenen 

Eigenschaften der mikroverkapselten Langerhans-Inseln zu klären. Im Fokus der 

Untersuchungen  stand  hier  die  Qualität  des  Alginats  wie  auch  die  vitale 

Langerhans-Insel selbst.

(3) Offen war auch die Frage nach dem Einfluss der Fibrose auf die mikroverkapselten 

Langerhans-Inseln.  Hier  sollte  der  Einfluss  des  Fibroblasten-Wachstums  auf 

Vitalität und Insulin-Sekretion der Langerhans-Inseln untersucht werden.

(4) Fragen zur Untersuchung der Angiogenese und den sie beeinflussenden Faktoren 

beinhalteten  Analysen  zur  Freisetzung  von  VEGF  aus  den  mikroverkapselten 

Langerhans-Inseln (durch Fibrose und/oder Insulin),  wie auch den Versuch,  aus 

Endothelzellen gefässähnliche Strukturen im Fibringel zu generieren.

(5) Die letzte Frage betraf die Interaktion von Fibroblasten/Endothelzellen und leeren 

Mikrokapseln  im  3D-Fibringel.  Hierbei  lag  der  Schwerpunkt  auf  der  schnellen 

Ausbildung von Gefässen; zu diesem Zweck sollten eine Kollagenbeschichtung der 

Mikrokapseln und der Zusatz von VEGF zum Kulturmedium erprobt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkulturen

3.1.1 Humane Fibroblasten

3.1.1.1 Herstellung des Grundmediums

Das  verwendete  Grundmedium  (DMEM  High  Glucose,  500  mL;  Fa.  Cell  Concepts, 

Umkirch) enthält  anorganische Salze,  Aminosäuren,  Vitamine,  Glukose (4.500 mg/mL), 

Puffer und den Indikator Phenolrot. Damit die Zellen  in vitro  optimal gedeihen, müssen 

dem  Grundmedium  einige  Substanzen  zugefügt  werden.  Dies  sind:  50  mL  fötales 

Kälberserum (FCS;  Fa.  Cell  Concepts),  entspricht  10 % FCS Endkonzentration,  5  mL 

Penicillin/Streptomycin-Lösung (Fa. Cell Concepts), entspricht 1 % Endkonzentration und 

5 mL L-Glutamin (Fa. Cell Concepts), entspricht 1 % Endkonzentration.

Das FCS,  das  Wachstumsfaktoren,  Hormone und Proteine  wie Albumin enthält,  wurde 

zuvor  bei  37  °C im Wasserbad aufgetaut  und bei  56  °C für  30  min  Hitze-inaktiviert. 

Dadurch  werden  im  Serum  enthaltene  Komplementfaktoren  und  kreuzreagierende 

Immunglobuline zerstört. Eine Komplementaktivierung würde die zu kultivierenden Zellen 

lysieren  und töten.  Die  Antibiotika  sollen  das  Risiko  einer  bakteriellen  Kontamination 

ausschalten. Das FCS, wie auch die anderen Lösungen, wurden portioniert und bei -20 °C 

tief  gefroren  oder  im  Kühlschrank  gelagert,  um  eine  gleich  bleibende  Qualität  des 

Mediums  zu  gewährleisten.  Das  gebrauchsfertige  Medium  (Vollmedium)  wurde  im 

Kühlschrank maximal zwei Wochen bei +4 °C gelagert.

3.1.1.2 Kulturen aus Hautfibroblasten

Hautfibroblasten (Zelllinie  NHDF-c,  Cat.-Nr.  C-12.300)  wurden von der  Fa.  Promocell 

(Heidelberg)  in  der  1.  Subkultur  bezogen.  Alle  folgenden Arbeitsschritte  wurden unter 

sterilen  Bedingungen  durchgeführt,  um  eine  Kontamination  der  Zellen  mit 

Mikroorganismen zu verhindern.  Gearbeitet  wurde unter einer  Sterilbank mit  laminarer 

Luftströmung,  und  es  wurden  ausschliesslich  sterile  bzw.  sterilisierte  Materialien 

verwendet.  Es  wurde  stets  mit  Latexhandschuhen  gearbeitet,  um  den  Kontakt  mit 

gefährlichen  Chemikalien  zu  vermeiden.  Nach  dem  raschen  Auftauen  der  Zellen  im 

Wasserbad bei 37 °C wurde die Zellsuspension in Vollmedium aufgenommen und nach 

Zugabe von etwas DMEM High Glucose Medium zentrifugiert, um das beim Einfrieren 
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zugegebene  zelltoxische  DMSO  (Dimethylsulfoxyd;  Fa.  Invitrogen,  Carlsbad,  USA) 

auszuwaschen.  Daraufhin  wurde  das  Zellpellet  erneut  in  Vollmedium  suspendiert,  in 

Kulturflaschen  (Fa.  Greiner,  Nürtingen)  mit  10  mL  Vollmedium  überführt  und  im 

Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 in Luft in einer feuchten Atmosphäre kultiviert.

3.1.1.3 Mediumwechsel

Die  Häufigkeit  des  Mediumwechsels  hängt  von  der  Zellart,  der  Zelldichte  und  der 

Zellaktivität ab. Der dem Grundmedium zugegebene Farbindikator Phenolrot zeigt bereits 

geringe Verschiebungen des pH-Wertes durch einen Farbumschlag an. Bei Zunahme des 

pH-Wertes  tritt  ein  Umschlag  ins  rot-violette  auf,  bei  Überwiegen saurer  Valenzen ins 

gelbe (z.  B.  bei hohem CO2-Gehalt  des Mediums durch hohe Stoffwechselaktivität  der 

Zellen).  Letzteres  zeigt  die  Notwendigkeit  eines  Mediumwechsels  an.  Um  jedoch 

weitgehend  gleiche  Bedingungen  für  die  einzelnen  Kulturen  zu  schaffen,  wurde  das 

Medium alle 2-3 Tage erneuert,  da manche Zusätze, so z. B. die Antibiotika bei 37 °C 

lediglich 3 Tage stabil sind. Vor dem Wechsel wurde das Medium bei 37 °C im Wasserbad 

erwärmt. Das verbrauchte Medium wurde mit sterilen Pasteurpipetten über eine elektrische 

Pumpe  abgesaugt  oder  zur  Hälfte  abpipettiert.  Anschliessend  wurde  das  frische 

Vollmedium so zugegeben, dass der Zellrasen nicht mit der Pipette berührt wurde, da dies 

zur Ablösung der Zellen bzw. zu ihrer mechanischen Schädigung geführt hätte. In die 250 

mL-Flaschen  wurden  stets  30  mL und  in  die  50  mL-Flaschen  stets  10  mL Medium 

pipettiert.

3.1.1.4 Subkultivierung der Zellen

Die Zellen wachsen logarithmisch, wobei jede Zellart bei gleichen Kulturbedingungen ihre 

eigene charakteristische Verdopplungszeit hat (bei Hautfibroblasten beträt diese ca. 20 h). 

Bei  Züchtung  der  Fibroblasten  in  Kulturflaschen  kommt  es  zur  Ausbildung  eines 

einzellschichtigen Zellrasens. Spätestens bei Erreichen des Konfluenzstadiums, d. h. der 

dichtest  möglichen Anordnung der  Zellen  als  sog.  Monolayer,  sollte  die  Kultur  geteilt 

werden, um die Teilungsaktivität der Zellen zu erhalten und so ein optimales Wachstum der 

Kultur zu ermöglichen. Wird der Zellrasen zu dicht, tritt eine Kontaktinhibition auf, die 

Zellen proliferieren nicht mehr und gehen in die Erhaltungsphase des Zellzyklus über. Dies 

führt unter Umständen zum Tod der Kultur. Zur Subkultivierung wurde das verbrauchte 

Medium abgesaugt und die Flasche mit 37 °C-warmem PBS (phosphate buffered saline, 

Fa. Dulbecco A, Hampshire, England) gewaschen. Durch das Fehlen von Ca2+- und Mg2+-
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Ionen in der Spüllösung werden diese dem Zellrasen entzogen, wodurch die Adhärenz der 

Zellen  am Flaschenboden und der  Zusammenhalt  der  Zellen  untereinander  geschwächt 

werden.  Nach  Entfernen  der  Spüllösung  wurde  Trypsin/EDTA (Fa.  Promocell)  zu  den 

Zellen  gegeben,  in  250  mL-Flaschen  8  mL  und  in  50  mL-Flaschen  2  mL.  Das 

Trypsin/EDTA-Gemisch bewirkt die vollständige Lösung der Zellen voneinander und vom 

Boden  nach  3-5  min.  Nach  lichtmikroskopischer  Kontrolle  erfolgte  die  Zugabe  des 

Vollmediums zur  Zellsuspension.  Das  darin  enthaltene  FCS inaktiviert  das  Trypsin.  Es 

folgte  eine  Zentrifugation,  und  nach  Absaugen  des  Überstandes  wurde  das  Pellet  in 

frischem  Vollmedium  resuspendiert  und  je  nach  Zellzahl  bzw.  Bedarf  auf  mehrere 

Kulturflaschen verteilt und erneut kultiviert.

3.1.1.5 Kryokonservierung

Zellen, die nicht für nachfolgende Versuche benötigt wurden, bzw. als Reserve aufbewahrt 

werden sollten, wurden, um sie vor Kontaminationen und Veränderungen ihres Phänotyps 

durch häufiges Subkultivieren zu schützen, in flüssigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren. 

Als  Gefrierschutzmittel  wurde  DMSO  eingesetzt.  Diese  Substanz  verhindert  die 

Dehydratation des Zytoplasmas und unterbindet die Ausbildung von Eiskristallen, was die 

Zellmembranen zerstört und zu ihrer Lyse führt. Da DMSO selbst jedoch zelltoxisch ist, 

sollten  Einfrieren  und  Auftauen  stets  rasch  erfolgen.  Vor  dem  Einfrieren  wurde  das 

Einfriermedium, bestehend aus 10 % DMSO und 90 % FCS, angesetzt und anschliessend 

kalt gestellt. Die Zellen wurden mit Trypsin abgelöst, sedimentiert und zum Entfernen des 

Trypsins noch einmal mit PBS gewaschen und sedimentiert. Dann wurde das Pellet rasch 

in ca. 2 mL-Einfriermedium resuspendiert und in Kryoröhrchen (Fa. Biochrom, Berlin; 1 

mL Volumen für 106 Zellen) überführt. Im Anschluss erfolgte das schrittweise Einfrieren. 

Zunächst wurde die Zellsuspension für zwei Stunden bei -20 °C abgekühlt und dann über 

Nacht in -70 °C belassen. Erst am nächsten Tag wurden die Kryoröhrchen in flüssigen 

Stickstoff überführt.

3.1.1.6 Auftauen der Zellen

Für die erneute Kultur der Zellen wurden sie nach Entnahme aus dem Stickstoff sofort im 

37  °C-warmen  Wasserbad  aufgetaut.  Nach  Aufnahme  der  Zellsuspension  (1  mL)  im 

frischen, vorgewärmten Vollmedium (10 mL) wurden sie gewaschen, um das zelltoxische 

DMSO  möglichst  komplett  zu  entfernen.  Anschliessend  wurde  das  Pellet  in  frischem 

Vollmedium resuspendiert und in die Kulturflaschen überführt.
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3.1.1.7 Zellzahlbestimmung

Um eine optimale und konstante Zellzahl für die Versuche zu erhalten, müssen die Zellen 

vor  der  Aussaat  gezählt  werden.  Hierzu  wird  üblicherweise  eine  Zählkammer  nach 

Neubauer eingesetzt. Die in frischem Medium aufgenommene Zellsuspension wurde durch 

mehrmaliges  Aufziehen  mit  der  Pipette  homogenisiert.  Anschliessend  wurden  50  µL 

Zellsuspension  mit  50  µL  Trypanblau-Lösung  (Fa.  Sigma-Aldrich,  Taufkirchen)  gut 

vermischt und 1 Tropfen des Gemisches auf die Zählkammer aufgebracht. Trypanblau färbt 

tote  Zellen blau,  da tote  Zellen ihre  Semipermeabilität  verlieren und für  den Farbstoff 

durchlässig  werden.  Diese  Zellen  werden  nicht  mitgezählt.  Dann  wurden  unter  dem 

Lichtmikroskop die vier Eckquadrate ausgezählt. Das Volumen dieser vier Felder beträgt 4 

x 10-4 mL. Die Zellzahl in 1 mL Zellsuspension errechnet sich dann bei n gezählten Zellen 

wie folgt: (n x 2 x 104)/4 = n x 5.000 Zellen/mL.

3.1.2 Humane Endothelzellen

Die Endothelzellen (HUVEC-p, human umbilical vein endothelial cells, C-12250) wurden 

ebenfalls  von  der  Fa.  Promocell  erworben.  Die  Zellen  wurden  wie  die  Fibroblasten 

behandelt  und  kultiviert.  Im Gegensatz  zu  den  Fibroblasten  verwendeten  wir  hier  das 

Zellkulturmedium endothelial cell growth medium der Fa. Promocell (Cat.-Nr. C-22010).

3.2 Isolierung porziner Langerhans-Inseln

Die Isolierung der porzinen Langerhans-Inseln wurde mit  Hilfe der halb-automatischen 

Isolierungstechnik nach Ricordi [42], modifiziert nach Heiser [43] durchgeführt. Um die 

Langerhans-Inseln  von  exokrinem  Gewebe  zu  unterscheiden,  wurde  sie  mit  Dithizon 

(Diphenylthiocarbazone,  DTZ, Cat.-No. D-5130; Fa.  Sigma,  Deisenhofen)  gefärbt  [44]. 

Die  Langerhans-Inseln  färben  sich  rot  (DTZ bindet  spezifisch  an  Zink).  Das  exokrine 

Gewebe bleibt ungefärbt.

3.2.1 Präparation der Pankreata

Als  Pankreasspender  dienten  weibliche,  1-2  Jahre  alte,  100-200  kg  schwere  hirntote 

Hybridschweine  der  Deutschen  Landrasse.  Alle  Pankreata  wurden  im  Rahmen  des 

Schlachtvorganges  entnommen.  Der  Schlachtkörper  wurde  durch  einen  medianen 

Bauchschnitt eröffnet und neben anderen Organen der Magen-Darm-Trakt inklusive Milz 

und  Pankreas  entnommen.  Dieses  Darmpaket  wurde  uns  zur  halbsterilen  Pankreas-

Entnahme zur Verfügung gestellt.  Die Milz wurde aufgesucht,  um das unmittelbar dort 
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anliegende Pankreas-Schwanzstück  zu  identifizieren,  freizulegen und von umgebendem 

Fett- und Bindegewebe frei zu präparieren. Anschliessend wurde das Schwanzstück vom 

übrigen Pankreasgewebe abgetrennt. Des Weiteren wurde ein Teil des Korpus entnommen; 

dieser Teil diente der immunhistochemischen Analyse. Die warme Ischämie betrug 20-30 

min. Das gewonnene Gewebe wurde in einer Plastiktüte, die entweder mit 300 mL steriler 

HBSS (Hank’s balanced salt solution, Cat.-No. 3-02F00-I, Fa. Cell Concepts), welche mit 

25 mM Hepes (Hepes Buffer, Cat.-No. 5-31F00-H, Fa. Cell Concepts) versetzt war, oder 

mit 300 mL UW-Lösung (University of Wisconsin solution, Cat.-No. 54300-7, Fa. ViaSpan, 

Dupont  Pharma,  Niederlande)  gefüllt  war,  auf  Eis  gelagert  ins  Labor  transportiert.  Die 

kalte  Ischämie  betrug  60-120  min.  Im  Labor  erfolgte  die  endgültige  Präparation  des 

Organs unter sterilen Bedingungen. Das Pankreas wurde in eine Nierenschale gelegt und 

während  des  gesamten  Präparationsvorganges  auf  Eis  gelagert.  Mesenteriales  Fett, 

Bindegewebe,  Gefässe  und  Lymphknoten  wurden  entfernt.  Dann  wurde  der  Ductus 

pancreaticus major mit einer 18-23 G Braunüle (Fa. Braun, Melsungen) kanüliert. Diese 

Kanüle  diente  später  der  Injektion  der  Enzymlösung  (s.  u.).  Abschliessend  wurde  das 

Organ gewogen. Die verwendeten Organteile hatten je nach Spendergewicht ein mittleres 

Gewicht zwischen 80 und 135 g.

3.2.2 Aufbau der Isolierungsapparatur

Die  Verdaukammer  bestand  aus  Edelstahl  und  enthielt  zwei  Teflon-beschichtete 

Stahlkugeln.  Vor  dem  Ausfluss  der  Kammer  befand  sich  ein  Stahlsieb  mit  einer 

Maschenweite  von  0,54  mm.  Zunächst  wurden  Schlauchsystem  und  Kammer  steril 

aufgebaut, anschliessend wurde das Schlauchsystem mit steriler HBSS (enthielt 25 mM 

Hepes) bzw. UW-Lösung gefüllt und mit einer Pumpgeschwindigkeit von 85 U/min (Fa. 

Ismatec  MCP,  Laboratoriumstechnik,  Wertheim-Mondfeld)  durch  das  System gepumpt. 

Der  Desintegrationsvorgang  gliederte  sich  in  eine  Rezirkulationsphase  und  eine 

Elutionsphase. Während der Rezirkulationsphase blieb das System geschlossen, so dass 

das  Pankreas  permanent  von  Enzymlösung  umspült  wurde.  Die  Temperatur  wurde 

zwischen 32 °C und 37 °C mit Hilfe eines Thermostaten konstant gehalten. Während der 

Elutionsphase,  die  sich  unmittelbar  an  die  Rezirkulationsphase  anschloss,  wurde  der 

Desintegrationsvorgang durch Kühlung unterbrochen. Das System wurde geöffnet und das 

verdaute Gewebe in einem Sammelgefäss aufgefangen.
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3.2.3 Pankreasdesintegration

Der  Desintegrationsvorgang  wurde  eingeleitet,  indem  über  den  kanülierten  Ductus 

pancreaticus major mit einer 50 mL-Perfusorspritze 24 °C warme Enzymlösung injiziert 

wurde. Als Enzym diente LiberasePI purified enzyme blend (Cat.-No. 1667122, Fa. Roche 

Diagnostics,  Mannheim),  welche  in  HBSS  bzw.  UW gelöst  und  in  unterschiedlichen 

Konzentrationen  eingesetzt  wurde.  Das  Organ  wurde  durch  das  Injizieren  der 

Enzymlösung  „aufgeblasen“.  Leckagen  des  Gangsystems  wurden  mit  Klemmen 

abgedichtet.  Anschliessend  wurde  die  Braunüle  entfernt.  Nicht  distendierte  Organteile 

wurden  abgeschnitten  und  gewogen.  Das  Organ  wurde  anschliessend  in  drei  Teile 

zerschnitten und in die Verdaukammer gelegt. Die restliche Enzymlösung wurde ebenfalls 

in die Verdaukammer gefüllt, danach wurde die Kammer fest verschlossen. Die Temperatur 

wurde alle 3 min registriert. Um den Desintegrationsvorgang zu unterstützen, wurde die 

Verdaukammer 10 x pro min manuell geschüttelt. Nach 20 min wurde die erste Biopsie 

entnommen,  weitere  Biopsien  folgten  in  zweiminütigem  Abstand.  Das  Volumen  einer 

Biopsie betrug 300 µL. Zur Identifizierung des endokrinen Gewebes wurden die Proben 

mit jeweils 300 µL DTZ in einer Zellkulturplatte gefärbt und lichtmikroskopisch beurteilt. 

Wenn die erste freie, d. h. ohne exokrines Gewebe behaftete, Langerhans-Insel sichtbar 

wurde,  wurde  die  Rezirkulationsphase  beendet  und  die  Elutionsphase  eingeleitet.  Das 

System wurde mit 1.500-4.000 mL 4 °C kaltem Elutionsmedium (HBSS + 5 % FCS + 25 

mM Hepes) gespült, die Flussrate betrug 85 U/min. Während der Elutionsphase wurde die 

Verdaukammer  kontinuierlich  manuell  geschüttelt.  Das  Eluat  wurde  in  sterilen 

Plastikgefässen auf Eis gesammelt.  Nachdem das System leer gelaufen war,  wurde die 

Kammer  geöffnet.  Der  Inhalt  wurde  über  ein  Edelstahlsieb  (Maschenweite:  630  µm) 

gegossen, in einem 200 mL-Erlenmeyerkolben gesammelt und die Kammer abschliessend 

mit ca. 40 mL Elutionsmedium gespült. Die aufgefangene Zellsuspension wurde ebenfalls 

in  ein  steriles  Plastikgefäss  gegeben  und  auf  Eis  gelagert.  Nicht  verdaute  Organteile 

wurden  gewogen.  Danach  wurde  das  Eluat  zweimal  bei  250  x  g,  4  °C  für  5  min 

zentrifugiert  (Rotanta  46R,  Fa.  Hettich,  Tuttlingen).  Abschliessend  wurde  das 

Gewebesediment  mit  UW-Lösung  auf  200  mL resuspendiert  und  für  60  min  auf  Eis 

gelagert.
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3.3 Herstellung von Bariumalginat-Mikrokapseln

3.3.1 Leere Mikrokapseln

Für die Herstellung leerer Mikrokapseln wurde 1 mL 2 %ige Alginatlösung (Pronova UP 

MVG, Fa. Nova Matrix, Oslo, Norwegen) in einer 1-mL-Spritze aufgenommen und mit der 

Spritzenpumpe durch den Zentralkanal der Zweikanaldüse der Verkapselungsanlage (Fa. 

Steinau,  Berlin)  getrieben.  Die  Kapselgrösse  betrug  600-800  µm  (Einzelheiten  zur 

Verkapselungstechnik, siehe 3.3.2).

3.3.2 Mikroverkapselung von Langerhans-Inseln

Bei der Mikroverkapselung werden einzelne Inseln in einem Alginattropfen eingebettet, 

wodurch die Insel vor dem Immunsystem des Empfängers weitestgehend geschützt sein 

sollte [45]. Zuvor aber wurden die Inseln nach der Isolierung zunächst für mindestens 1 

Tag kultiviert. Das Medium wurde entfernt und die Inseln wurden dreimal mit 0,9 % NaCl-

Lösung gewaschen. 1-3 mL Alginat-Lösung wurden zu den Inseln gegeben und vorsichtig 

resuspendiert.  Mit einer  1 mL-Spritze wurde diese Suspension  aufgezogen und in  die 

Verkapselungsapparatur eingesetzt. Bei der Verkapselung wurden Kapseln in der Grösse 

zwischen 600 und 800 µm hergestellt.  Die Alginattropfen wurden für 4 min in 40 mL 

Vernetzerlösung,  bestehend  aus  20  mM  BaCl2,  10  mM  MOPS  (3-[N-morpholino]-

propanesulfonic  acid;  Fa.  Sigma-Aldrich;  St.  Louis,  USA) und 115 mM NaCl,  geliert. 

Anschliessend  wurden  die  Kapseln  3  x  mit  0,9  %  NaCl-Lösung  gewaschen  und 

lichtmikroskopisch auf Unversehrtheit bzw. leere Kapseln inspiziert.

3.3.3 Kollagen-beschichtete leere Mikrokapseln

Zur Herstellung der Kollagen-beschichteten Mikrokapseln wurde leere Alginatkapsel in 0,5 

% Kollagenlösung (Collagen Type IV from human cell culture, C6745, Fa. Sigma-Aldrich) 

über 30 Minuten inkubiert [46].

3.4 Untersuchungen von Zell-Mikrokapsel-Interaktionen in vitro

3.4.1 Co-Kultur leerer Mikrokapseln mit Zellen

Leere Mikrokapseln wurden in 1 mL Vollmedium (DMEM High Glucose) suspendiert. Von 

dieser Suspension wurden je 100 µL mit ca. 160 Mikrokapseln in die Löcher einer 24-

Loch-Platte  pipettiert.  Anschliessend  wurden  50.000  Zellen  (Fibroblasten  oder 

Endothelzellen) pro Loch dazu gegeben und 2 mL Vollmedium. Nach 2 h Co-Kultur, in der 

die Zellen sich auf der Kapseloberfläche anhefteten, wurden die Mikrokapseln aus dem 
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Loch entnommen und in das Loch einer neuen Platte pipettiert und mit 2 mL Vollmedium 

bedeckt.  Nach  3  Tagen  wurden  die  Kapseln  vitalmikroskopisch  auf  anhaftende  Zellen 

untersucht [46].

3.4.2 Herstellung des zweischichtigen Fibringels

Fibrinogen (fibrinogen from human plasma,  F3879,  Fa.  Sigma-Aldrich)  wurde  in  PBS 

gelöst, in der Konzentration 3 mg/mL. Um die überschüssige Fibrinolyse der im Fibringel 

eingebetteten Zellen zu verhindern, wurde Aprotinin (Trasylol®; Fa. Bayer, Leverkusen) in 

die Fibrinogen-Lösung in der Konzentration 200 U/mL dazugegeben. Fibrinogen wurde 30 

min  unter  ständigem Rühren  aufgelöst  (Magnetrührer)  und  danach  mit  einer  Original-

Perfusor-Spritze  (50  mL)  durch  einen  0,2  µm  Einmal-Filter  (Fa.  Schleicher-Schüll, 

Nürnberg)  steril  filtriert.  Für  die  erste  Fibrinogenschicht  wurden pro Loch je  1,96 mL 

Fibrinogen-Trasylol-Lösung und 40 µL Thrombinstammlösung (25 U/mL; thrombin from 

human  plasma, T7009,  Fa.  Sigma-Aldrich)  gegeben.  Nach  30  min  wurde  die 

Fibrinogenbildung gestoppt. Dazu wurden 2 mL Vollmedium für 10 min in jedes Loch 

gegeben und danach abgesaugt. Die leeren Mikrokapseln wurden in 50 mL-Röhrchen für 2 

min in 3 mL Vollmedium zentrifugiert (1.000 U/min, ohne Bremse). Nach Absaugen des 

Mediums  wurden  die  Kapseln  in  500  µL  Fibrinogen-Trasylol-Lösung  resuspendiert. 

Danach  wurden  350  µL  Kapselsuspension  pro  Loch  gegeben  und  mit  10  µL 

Thrombinlösung gemischt. 30 min später war der Gerinnungsvorgang abgeschlossen. Dann 

wurde das Fibringel für 10 min in 2 mL Vollmedium inkubiert, anschliessend das Medium 

absaugt und 105  NHDF-p-Zellen (Fa. Promocell) in 2 mL Vollmedium hinzugefügt. Alle 48 

h wurde das Medium gewechselt.

3.4.3 Herstellung des einschichtigen Fibringels

Für die Herstellung des einschichtigen Fibringels wurde die Fibrinogenlösung Tissucol® 

(Fa. Baxter, Heidelberg) verwendet. Dazu wurden zunächst die Lösungen vorbereitet. 126-

198  mg  Tissucol®-Trockensubstanz  (mit  70-110  mg  Fibrinogen)  wurden  mit  1  mL 

Aprotinin-Lösung (3.000 KIE; Fa. Sigma-Aldrich) und 4 mL PBS vermischt. Die 5 mL-

Lösung enthielt eine Fibrinogen-Konzentration von 18 mg/mL. Thrombin S (500 IE; Fa. 

Biorup, Bubendorf, Schweiz) wurde mit 1 mL Kalziumchloridlösung (5,88 mg CaCl2) und 

3,2 mL PBS vermischt. Daraus resultierten 4,2 mL Lösung mit der Thrombinkonzentration 

von 120 IE/mL. In jedes Loch der 24-Loch-Platte wurden zuerst 10 µL Thrombinlösung 

gegeben,  150  µL  Kapselsuspension  (mit  etwa  150  Mikrokapseln,  leer  oder  mit 
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Langerhans-Inseln  gefüllt)  und  100  µL  Zellsuspension  in  Vollmedium  (4x105 

Fibroblasten).  Die  Zellkulturplatte  wurde  sanft  geschüttelt,  um  die  Zellen  und  die 

Mikrokapseln gleichmässig im Loch zu verteilen. Anschliessend wurden 50 µL Fibrinogen 

hinzugefügt. Nach 5 min war der Gerinnungsvorgang abgeschlossen. 2 mL Vollmedium 

wurden in jedes Loch pipettiert. Die Zellkulturplatte wurde bei 37 °C und 5 % CO2 in Luft 

im Brutschrank bebrütet. Das Vollmedium wurde nach 24 h erstmals gewechselt und dann 

an jedem 2. Tag. Mikroverkapselte porzine Langerhans-Inseln verweilten bis Tag +14 im 

Fibringel.

3.5 Funktionsteste

3.5.1 Insulinbestimmung

Für die Bestimmung von Insulin nach der Stimulation der Inseln durch niedrige und hohe 

Glukosekonzentrationen im Vollmedium wurden 160 mikroverkapselte Inseln in 300 µL 

Fibringel  zusammen  mit  7x105 Fibroblasten  (bzw.  ohne  Fibroblasten),  wie  oben 

beschrieben, eingebettet. Zwei mL Vollmedium (DMEM High Glucose mit 4.500 mg/mL 

Glukose)  wurden  am 1.  und am 3.  Tag gewechselt.  Am 5.  Tag wurde  zuerst  das  alte 

Medium abgesaugt und anschliessend pro Well je 2,5 mL frisches Medium (DMEM Low 

Glucose mit 1.000 mg/mL Glukose) pipettiert und dann 2,5 mL Medium abgesaugt. Dieser 

Vorgang  wurde  dreimal  wiederholt,  um  Insulinreste  aus  dem  Fibringel  zu  entfernen. 

Danach wurde Fibringel 20 Minuten mit 2 mL Medium (DMEM Low Glucose) inkubiert. 

1 mL Mediumüberstand wurde für die Insulinbestimmung entnommen und 1 mL Medium 

wurde abgesaugt. Danach wurde das Fibringel dreimal hintereinander mit 2,5 mL Medium 

(DMEM High Glucose) gewaschen und 20 min mit 2 mL des Mediums inkubiert. Dann 

wurde 1 mL Mediumüberstand für die Insulinbestimmung entnommen.

Die  Insulinmessung  wurde  mit  einem  ELISA  (INS-EASIA,  Cat.-No.  4012500,  Fa. 

Biosource, Europe S.A., Nivelles, Belgien) durchgeführt. Die Absorption wurde bei zwei 

Wellenlängen (450 und 490 nm) gegen eine Referenzwellenlänge (650 nm) mit Hilfe eines 

ELISA-Readers  (Thermo  Max  Microplate  Reader,  Fa.  MWG  Biotech,  Ebersberg) 

gemessen.

3.5.2 Zytokinbestimmungen

Nach  14-tägiger  Co-Kultur  von  mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  und  Zellen  im 

Fibringel wurde 1 mL Vollmedium aus den Überständen gewonnen, bei -20 °C eingefroren 
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und zu gegebener Zeit mit ELISA auf die Zytokine IL-1ß (Human ELISA Kit, KHC0012, 

Fa. Biosource International, Camarillo, USA), IL-8 (Human ELISA Kit,  KHC0081, Fa. 

Biosource),  TNF-α (Human ELISA Kit,  KHC3011, Fa.  Biosource) und VEGF (Human 

ELISA Kit, KHG0112, Fa. Biosource) untersucht.

3.6 Vitalitätsprüfungen

3.6.1 FDA/PI-Färbung

Nach der Inkubation wurde das Fibringel mit  den eingebetteten mikroverkapselten Inseln 

vorsichtig aus den Wells entnommen. Um die Vitalität der Langerhans-Inseln zu prüfen, 

wurde  eine  Doppelfärbung  mit  Fluoreszeindiacetat  (FDA,  Cat.-No.  F7378,  Fa.  Sigma, 

Deisenhofen) und Propidiumiodid (PI, Cat.-No. P4170, Fa. Sigma) durchgeführt. FDA ist 

ein Esterase-spezifischer Farbstoff mit Grünfluoreszenz, der ausschliesslich vitale Zellen 

färbt. PI färbt nur die Kerne toter Zellen mit einer Rotfluoreszenz. Es wurden 1,25 mM 

FDA und 9,0 mM PI in N,N-Dimethylformamid (Cat.-No. D4254, Fa. Sigma) gelöst und 

1:100 mit HBSS (Cat.-No. 14065-049, Fa. Life Technologies, Eggenstein) verdünnt. Zehn 

Langerhans-Inseln wurden auf einem Objektträger mit dieser Lösung gefärbt und mit Hilfe 

eines Fluoreszenzmikroskops beurteilt.

3.6.2 Trypanblau-Färbung

Die Trypanblaufärbung wurde wie folgt durchgeführt: Etwa 100 µL Zellsuspension wurden 

mit  vorgewärmter  Trypanblau-Lösung  (100  µL  einer  0,5  %igen  Lösung;  Fa.  Sigma-

Aldrich) versetzt. Die Suspension wurde mit einer Pipette durchgemischt und für 2 min bei 

Raumtemperatur  inkubiert.  Lebende  Zellen  blieben  ungefärbt,  tote  Zellen  waren 

durchgängig blau gefärbt. Diese Methode wurde vor allem für die Vitalitätstestung und die 

Zählung von Fibroblasten und Endothelzellen verwendet.

3.7 Anfertigung von Paraffinschnitten

Das Fibringel mit den mikroverkapselten Inseln und Zellen wurde in 3,5 % Formaldehyd-

Lösung fixiert, im Einbettungsautomaten entwässert und in Paraffin eingebettet. Danach 

wurden 1 µm dicke Paraffinschnitte am Mikrotom (Histoslide 2000 R, Fa. Jung; Leica, 

Nussloch) hergestellt,  im Wasserbad bei 50 °C auf silanisierte Objektträger aufgetragen 

und  bei  37  °C  über  Nacht  getrocknet  und  bis  zur  weiteren  Verarbeitung  in 

Objektträgerkästen aufbewahrt.
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3.8 Hämalaun&Eosin-Färbung

Die Veränderungen im Fibringel und das Wachstum der Fibroblasten und Endothelzellen 

im Gel wurden mit der Hämalaun&Eosin-Färbung (H&E-Färbung) beurteilt. Dazu wurden 

die Paraffinschnitte zunächst mit Aceton (Fa. Backer; Deventer-Holland, Holland) bei 4 °C 

für 5 min fixiert. Die Zellkerne wurden sodann mit 1 % wässriger Hämalaun-Lösung nach 

Mayer (Fa. Merck; Darmstadt) für 7-10 min gefärbt. Nach der Spülung der Präparate mit 

Leitungswasser und A. dest.  erfolgte die Cytoplasma-Kontrast-Färbung für 1-3 min mit 

einer 0,5 % wässrigen Eosin-Lösung (Fa. Merck; Darmstadt). Unter Zusatz von 1 Tropfen 

Eisessig  auf  100  mL  Farblösung  wurde  durch  Abbruch  des  alkalischen  Bläuens  die 

Kontrastbildung erleichtert, so dass Cytoplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern kräftig 

rot gefärbt wurden. Anschliessend wurde ausreichend mit A. dest. gespült. Nach beendeter 

Färbung  wurden  die  Schnitte  über  die  absolute  Alkoholreihe  (4x  pro  min)  und 

anschließend mit Xylol (Fa. Merck) entwässert. Die Einbettung erfolgte konventionell mit 

dem Schnelleinbettmedium Pertex (Fa. Medite GmbH; Burgdorf).

3.9 Lichtmikroskopische Auswertung und Fotodokumentation

Die  lichtmikroskopische  Auswertung  und  fotographische  Dokumentation  erfolgten  mit 

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

(Fa.  Olympus)  unter  Zuhilfenahme  der  Software  analySIS®  (Soft  Imaging  System; 

Münster). Als Filmmaterial wurden Farbdiafilme der Firma Fujichrome (Professional 64T) 

verwendet.

3.10 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert ± SD (Standardabweichung) angegeben. Signifikanzen 

für  verschiedene  Ergebnisse  wurden  mit  Hilfe  des  Student-t-Test  für  ungepaarte 

Stichproben geprüft. Ergebnisse waren statistisch signifikant, wenn sich für sie ein p<0,05 

ergab.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des Fibringelmodells für die Untersuchung der Mechanismen von 

Fibrose und Angiogenese in vitro

4.1.1 Entwicklung des zweischichtigen Fibringelmodells

Für die Untersuchungen der Interaktionen von humanen Fibroblasten und Alginat-mikro-

verkapselten Langerhans-Inseln wurde das Fibringelmodell von Pepper und Mitarbeitern 

[47] wie folgt modifiziert: Um die Mikrokapseln gezielt an der Fibringel-Oberfläche zu lo-

kalisieren, wurden sie im zweiten Schritt mit Fibrinogen-Lösung auf das im ersten Schritt 

vorbereitete Fibringel pipettiert; anschließend wurde Fibrinogen mit Thrombin polymeri-

siert, mit der Folge, dass der obere Teil der Mikrokapseln nicht mit dem Fibringel bedeckt 

war  (s.  3.4.2).  Die  Fibroblasten  wuchsen zweidimensional  an  der  Fibringel-Oberfläche 

(Abb. 1). Dieses System zeigte aber einige gravierende Nachteile:

(1) Das zweidimensionale Wachstum der Zellen im Fibringel ist artifiziell und 

entspricht nicht dem dreidimensionalen Wachstum in der Peritonealhöhle nach Transplan-

tation Alginat-mikroverkapselter Langerhans-Inseln.

(2) Mehrere  Mikrokapseln  lösten  sich  bereits  nach  1-2  Tagen  aus  der  oberen 

Schicht des Fibringels heraus; zwischen diesen Mikrokapseln und den Fibroblasten gab es 

folglich nicht die erforderlichen Kontakte.

(3) In mehreren Wells waren die Fibroblasten nicht – wie erwünscht – ausrei-

chend gleichmässig auf der Fibringel-Oberfläche verteilt.

  
Abb. 1: Wachstum einer humanen Fibroblasten-Zelllinie auf der Oberfläche des zweischichtigen 
Fibringels nach 2 Tagen. (A) Leere Mikrokapseln und (B) mikroverkapselte porzine Langerhans-
Inseln (3D-Vitalmikroskopie). Die Fibroblasten wachsen in Clustern und daher sehr ungleichmäs-
sig auf der Oberfläche des Fibringels.
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4.1.2 Entwicklung des einschichtigen Fibringelmodells

Das zweischichtige Fibringelmodell hatte die oben beschriebenen Nachteile gezeigt. Um 

unser Modell in den entscheidenden Punkten verbessern, wurde für die weiteren Untersu-

chungen das von Gillery und Mitarbeitern [38] beschriebene Fibringelmodell modifiziert 

(s. 3.4.3). In seinem Modell erfolgte die Polymerisation der Fibrinogen-Lösung im Beisein 

der Alginat-Mikrokapseln und der Fibroblasten (Abb. 2).

Die Vorteile dieses Modells sind folgende:

(1) Die Fibroblasten konnten in diesem Fibringel ungehindert in alle Richtungen 

wachsen und bildeten so das erwünschte dreidimensionale Netzwerk.

(2) Fibroblasten und Mikrokapseln verteilten sich im Fibringel sehr gleichmässig. 

(3) Es gab keine Mikrokapseln, die sich aus dem Fibringel herauslösten und so 

ohne Kontakt zu den Fibroblasten blieben.

 

Abb. 2: Wachstum von humanen Fibroblasten im einschichtigen Fibringelmodell (3D-Vitalmikro-

skopie). Nach 4 Tagen im Fibringel zusammen mit den mikroverkapselten Langerhans-Inseln bil-

deten die Fibroblasten ein enges dreidimensionales Netzwerk (A), das sich nach 14 Tagen (B) zu 

einem „Fibrosering“, d. h. einer Fibrosekapsel um die Alginat-Mikrokapsel herum entwickelt.

4.2 Untersuchung der mitogenen Eigenschaften der mikroverkapselten Langerhans-

Inseln

Die Mitogenität des xenogenen Insel-Transplantates hängt von mehreren Faktoren ab: Ei-

nerseits spielt die Qualität der für die Mikroverkapselung verwendeten Alginate eine es-

sentielle Rolle; anderseits wird die Mitogenität des Transplantates natürlich auch von den 
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Zellen in den Barium-Alginatkapseln mit beeinflusst. Ziel der folgenden Untersuchungen 

war es, den Einfluss dieser beiden Faktoren auf die Fibrose zu untersuchen.

4.2.1 Einfluss der Alginat-Qualität auf die Mitogenität des Insel-Transplantates

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) ist ein wichtiges Zytokin, das unter anderem von Fibro-

blasten ausgeschüttet wird und im Körper eine entzündungsähnliche Reaktion auslöst. Von 

dieser Überlegung ausgehend wurde die TNF-α-Produktion als Mass für die Mitogenität 

der Alginat-Mikrokapseln verwendet. Die humanen Fibroblasten wurden für 12 Tage mit 

Mikrokapseln, (a) aus einem mitogenen Alginat und (b) einem hochreinen Alginat beste-

hend co-kultiviert. Anschliessend wurde die Konzentration des TNF-α in den Kulturüber-

ständen mit einem TNF-α-ELISA gemessen. Abbildung 3 zeigt das Ergebnis: In Wells, die 

Mikrokapseln aus dem mitogenen Alginat enthielten, wurde nicht signifikant mehr TNF-α 

gemessen, als in jenen Wells mit Mikrokapseln aus dem hochreinen Alginat.
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Abb. 3: Humane Fibroblasten produzieren mehr TNF-α nach 12 Tagen Co-Kultur mit mikrover-
kapselten porzinen Langerhans-Inseln, wenn für die Mikroverkapselung ein mitogenes Alginat (2) 
anstelle eines hochreinen Alginates (1) verwendet wurde (n=3; p<0,08).
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4.2.2 Einfluss der Langerhans-Inseln auf die Mitogenität des Transplantates

Um zu untersuchen wie stark die porzinen Langerhans-Inseln in den Mikrokapseln die Fi-

brose beeinflussen, wurde ein Fibringel, bestehend aus humanen Fibroblasten und mikro-

verkapselten Langerhans-Inseln, bzw. aus humanen Fibroblasten und leeren Alginat-Mi-

krokapseln in mehreren Ansätzen hergestellt.  Die leeren Mikrokapseln wurden aus dem 

gleichen Alginat hergestellt,  das auch für die Mikroverkapselung der Langerhans-Inseln 

verwendet wurde. In beiden Ansätzen wurden humane Fibroblasten aus der gleichen Zell-

kultur in das jeweilige Fibringel eingebracht. Auch die Kulturmedien in den unterschiedli-

chen Ansätzen wurden stets gleichzeitig und unter identischen Bedingungen gewechselt.

Abb. 4: Fibringel mit humanen Fibroblasten nach 4-tägiger Co-Kultur mit leeren Alginat-Mikro-
kapseln (A) und mit mikroverkapselten Langerhans-Inseln (B) (3D-Vitalmikroskopie). Die Fibro-
blasten bildeten in Anwesenheit  der  mikroverkapselten Langerhans-Inseln ein sehr viel engeres 
dreidimensionales Netzwerk im Fibringel.

Bereits nach 4 Tagen waren deutliche Unterschiede im Wachstum der humanen Fibroblas-

ten in Co-Kultur mit leeren Alginat-Mikrokapseln und in Co-Kultur mit Alginat-mikrover-

kapselten Langerhans-Inseln zu beobachten (Abb. 4): Die Fibroblasten proliferierten in den 

Wells mit den Inselzellen schneller und bildeten hier ein viel dichteren Netzwerk um die 

Mikrokapseln.  Am Tag +14 trat  dieser  Unterschied lichtmikroskopisch  noch deutlicher 

hervor (nicht dokumentiert).

Mikroverkapselte Langerhans-Inseln bzw. leere Alginat-Mikrokapseln wurden 14 Tage mit 

den humanen Fibroblasten co-kultiviert. Danach wurde das Fibringel aus den Wells ent-

fernt,  in  Paraffin  eingebettet,  geschnitten  und mittels  H&E-Färbung histologisch  unter-

sucht. Es bestätigte sich, dass die mikroverkapselten Inselzellen die Proliferation der Fibro-
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blasten beschleunigten. In den Schnitten wurden stets mehr Fibroblasten in unmittelbarer 

Nähe der mikroverkapselten Langerhans-Inseln beobachtet als in der Nähe der leeren Algi-

nat-Mikrokapseln (Abb. 5). Die Löcher in den Abbildungen sind Artefakte. An diesen Stel-

len sind die leeren und gefüllten Mikrokapseln bei der Präparation aus dem Schnitt „her-

ausgefallen“.

Abb. 5: H&E-Färbung von Paraffinschnitten des Fibringels, in dem humane Fibroblasten mit Algi-
nat-mikroverkapselten Langerhans-Inseln (A; B: Vergrösserung aus A) bzw. leeren Mikrokapseln 
(C; D: Vergrösserung aus einem anderen Schnitt der gleichen Serie) co-kultiviert wurden. Die Fi-
brosierung war in der Nähe der mikroverkapselten Inselzellen deutlich stärker ausgeprägt, als im 
Bereich der leeren Alginat-Mikrokapseln. Zu den Löchern (*) in den Schnitten: siehe Text.

Anschliessend wurde untersucht, wie mikroverkapselte Langerhans-Inseln die Produktion 

von TNF-α beeinflussen. Abbildung 6 zeigt, dass die humanen Fibroblasten nach 12 Tagen 

im Fibringel in Co-Kultur mit den mikroverkapselten Langerhans-Inseln wesentlich mehr 

TNF-α produzierten, als in Co-Kultur mit den leeren Alginat-Mikrokapseln. Hier wurde in 

allen Fällen ausschliesslich das hochreine Alginat verwendet. Mikroverkapselten Langer-
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hans-Inseln, die nicht mit humanen Fibroblasten co-kultiviert wurden, schütteten nur sehr 

geringe Mengen TNF-α aus.
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Abb. 6: Humane Fibroblasten produzieren mehr TNF-α nach 12-tägiger Co-Kultur mit mikrover-
kapselten Langerhans-Inseln im Fibringel (2) als nach 12-tägiger Co-Kultur mit leeren Alginat-Mi-
krokapseln (3). Mikroverkapselte Langerhans-Inseln, die nicht mit Fibroblasten co-kultiviert wur-
den (1), schütteten nur sehr geringe Menge TNF-α aus. In allen Fällen wurde hochreines Alginat 
verwendet. TNF-α wurde mit einem Cytokin-spezifischen ELISA nachgewiesen; n=3; p=0,06 Säu-
len 1und 2; p=0,08 Säulen 2 und 3.

Untersucht wurde in diesem Zusammenhang auch die Produktion von IL-8, das bei der Ad-

häsion von neutrophilen Granulozyten an Endothelzellen eine essentielle Rolle spielt [48], 

aber auch ein Marker für aktivierte Fibroblasten darstellt.  In unserem Modell,  das zwar 

keine  neutrophilen  Granulozyten  und  Endothelzellen  enthielt,  wohl  aber  Fibroblasten, 

müssten die humanen Fibroblasten dieses Cytokin als Folge ihrer Aktivierung produzieren. 

Abbildung 7  dokumentiert,  dass humane Fibroblasten IL-8 produzierten, ungeachtet  der 

Tatsache, dass die Zellen im Fibringel alleine kultiviert wurden, mit leeren Alginat-Mikro-

kapseln co-kultiviert wurden, diese Co-Kultur durch den Zusatz von Insulin im Kulturme-

dium modifiziert  wurde oder die Fibroblasten mit  mikroverkapselten Langerhans-Inseln 

co-kultiviert wurden. In allen vier Fällen erreichte die IL-8-Produktion das gleiche Aus-
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mass; Unterschiede sind nicht vorhanden. Lediglich die mikroverkapselten Langerhans-In-

seln im Fibringel produzierten kein IL-8.
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Abb. 7: Bestimmung von IL-8 nach 7-tägiger Kultivierung/Aktivierung humaner Fibroblasten im 
Fibringel: (1) nur Fibroblasten, (2) Fibroblasten mit leeren Alginat-Mikrokapseln plus Insulin im 
Kulturmedium, (3) Fibroblasten mit leeren Alginat-Mikrokapseln ohne Insulin-Zusatz, (4) mikro-
verkapselte Langerhans-Inseln mit Fibroblasten im Fibringel und (5) mikroverkapselte Langerhans-
Inseln ohne Fibroblasten im Fibringel. IL-8 wurde mit einem Cytokin-spezifischen ELISA nachge-
wiesen; (1) n=4; (2) n=3; (3) n=4; (4) n= 4; (5) n=3.

4.3 Einfluss der Fibrose auf die mikroverkapselten Langerhans-Inseln

In vivo würde die perikapsuläre Fibrose um die transplantierten mikroverkapselten Langer-

hans-Inseln langfristig zur Funktionsminderung der Inselzellen und letztlich zum Zellun-

tergang führen. Die wichtigsten Gründe dafür dürften folgende sein:

(1) Die transplantierten Inselzellen sterben ab, weil Nährstoffe und Sauerstoff durch 

den perikapsulären Fibrosesaum nicht zu den Zellen diffundieren können; zudem 

dürften die an der Fibrose beteiligten Zellen für die Inselzellen schädliche Cytokine 

ausschütten.

(2) Die ausgeprägte perikapsuläre Fibrose verhindert, dass die Inseln unverzüglich (dy-

namisch) auf Veränderungen der Glukose-Konzentration im Blut mit der Ausschüt-

tung von Insulin reagieren.
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Ziel der folgenden Versuche war es daher, Erkenntnisse darüber zu erarbeiten, in wie fern 

die Fibroblasten-Proliferation Vitalität  und Funktion der mikroverkapselten Langerhans-

Inseln im Fibringel beeinflusst.

4.3.1 Einfluss des Fibroblasten-Wachstums im Fibringel auf die Vitalität der mikro-

verkapselten Langerhans-Inseln

Die Vitalität der mikroverkapselten Langerhans-Inseln wurde mit FDA/PI-Färbung vital-

mikroskopisch getestet. Unmittelbar nach der Mikroverkapselung betrug die Vitalität der 

Inseln, je nach Isolierung, 80-95%  (Abb. 8A). Auch nach der Übertragung ins Fibringel 

und 14-tägiger Inkubation blieb ihre Vitalität mit ca. 80% nahezu unverändert (Abb. 8B). 

Erst während der Co-Kultur der mikroverkapselten Inseln mit den humanen Fibroblasten 

kam es zu signifikanten Verlusten der Insel-Vitalität (Abb. 8C).

Abb. 8: Einfluss des Fibroblasten-Wachstums im Fibringel auf die Vitalität der mikroverkapselten 
Langerhans-Inseln (FDA/PI-Färbung; 3D-Vitalmikroskopie). Die lebenden Inselzellen erscheinen 
grün, die toten Zellen rot. Die sehr gute Vitalität der mikroverkapselten Langerhans-Inseln unmit-
telbar nach der Mikroverkapselung (A) blieb auch nach 14 Tagen im Fibringel – ohne Fibroblasten 
(B) – nahezu unverändert erhalten. Die Co-Kultur der mikroverkapselten Langerhans-Inseln mit 
humanen Fibroblasten und deren Proliferation im Fibringel führte nach 14 Tagen zum allmählichen 
Absterben der Inselzellen (C). Die proliferierenden Fibroblasten sind hier nicht gut erkennbar, da 
der Fokus auf die Inselzellen gerichtet war.

4.3.2 Einfluss des Fibroblasten-Wachstums im Fibringel auf die Insulin-Sekretion 

der mikroverkapselten Langerhans-Inseln

Die mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  sollen  nach Transplantation  möglichst  unver-

züglich und dynamisch  auf  Veränderungen der Glukose-Konzentration  im Blut  mit  der 

Ausschüttung von Insulin reagieren. Um zu überprüfen, wie die Fibroblasten-Proliferation 

diese Dynamik in vitro beeinflusst, wurden die mikroverkapselten Inseln 14 Tage mit hu-

manen Fibroblasten co-kultiviert und anschliessend mit High Glukose-Lösung stimuliert. 

A B C
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Die mikroverkapselten Langerhans-Inseln setzten signifikant (p <0,02) weniger Insulin pro 

Mikrokapsel frei, als jene mikroverkapselte Inselzellen, die 14 Tage ohne Fibroblasten kul-

tiviert wurden (Abb. 9).
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Abb. 9: Einfluss des Fibroblasten-Wachstums im Fibringel auf die Insulin-Sekretion der Alginat-
mikroverkapselten Langerhans-Inseln. Gemessen wurde die  Insulin-Freisetzung pro Mikrokapsel 
nach 14-tägiger Co-Kultur im Fibringel mit anschliessender Inkubation der Mikrokapseln in High 
Glukose Lösung für 1 Stunde. Der Insulingehalt in den Kulturüberständen wurde mit dem Insulin-
ELISA bestimmt. Die Proliferation der humanen Fibroblasten minderte die Insulin-Ausschüttung 
der mikroverkapselten Langerhans-Inseln signifikant (p <0,02); (1) mikroverkapselte Langerhans-
Inseln ohne co-kultivierte humane Fibroblasten; (2) mikroverkapselte Langerhans-Inseln mit co-
kultivierten humanen Fibroblasten; n=4.

4.4 Untersuchungen zur Angiogenese und zu den die Angiogenese beeinflussenden 

Faktoren in vitro

4.4.1 Einfluss  der Fibrose  auf  die Freisetzung von VEGF aus mikroverkapselten 

Langerhans-Inseln

Es ist bekannt, dass VEGF eine wichtige Rolle in der Angiogenese spielt [49]. Dieses Zy-

tokin  wird  auch  aus  mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  freigesetzt,  besonders  dann, 

wenn diese unter Hypoxie leiden [50], wie dies unmittelbar nach Isolierung und Mikrover-
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kapselung zu erwarten ist. Das Kapillarnetz, das die Langerhans-Inseln natürlicherweise 

durchzieht und die Versorgung der verschiedenen Inselzellen gewährleistet, wird durch die 

enzymatische Isolierung vom Kapillarnetz des Spenderorgans getrennt und anschliessend 

als Folge der In vitro-Kultur zerstört [51]. Die Inselzellen werden bis zur Ausbildung neuer 

Kapillaren – des Empfängers  – nun ausschliesslich durch Diffusion mit  Sauerstoff  und 

Nährstoffen versorgt. Im Folgenden wurde untersucht, wie die Fibrose in vitro im Fibringel 

die Ausschüttung des VEGF aus den mikroverkapselten Inseln beeinflusst (Abb. 10). Nach 

7-tägiger Co-Kultur im Fibringel wurde signifikant (p <0,015) weniger VEGF von jenen 

mikroverkapselten Langerhans-Inseln freigesetzt, die mit Fibroblasten co-kultiviert als von 

jenen,  die  ohne Fibroblasten  co-kultiviert  worden waren.  Dieser  Effekt  liess  sich auch 

durch 7 weitere Tage Co-Kultur (bis Tag +14) nicht weiter verstärken.
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Abb. 10: Einfluss der Fibrose auf die Freisetzung von VEGF aus mikroverkapselten Langerhans-
Inseln. Dargestellt ist die VEGF-Freisetzung aus mikroverkapselten Inseln in Co-Kultur mit huma-
nen Fibroblasten nach 7 Tagen (1) und nach 14 Tagen (3), aus mikroverkapselten Inselzellen ohne 
Fibroblasten nach 7 Tagen (2) und nach 14 Tagen (4). Nach 7-tägiger Co-Kultur wurde von den 
ohne Fibroblasten kultivierten Langerhans-Inseln signifikant (p <0,015) mehr VEGF sezerniert als 
von jenen, die mit Fibroblasten kultiviert wurden; n=4 für (1)–(4).

4.4.2 Einfluss von Insulin  auf die Freisetzung von VEGF aus den humanen Fibro-

blasten

VEGF wird nicht nur von den mikroverkapselten Langerhans-Inseln, sondern auch von hu-

manen Fibroblasten produziert. Es wurde untersucht, in wieweit Insulin im Kulturmedium 
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die VEGF-Freisetzung aus Fibroblasten verändert. Humane Fibroblasten wurden mit leeren 

Alginat-Mikrokapseln im Fibringel für 7 und 14 Tage co-kultiviert, wobei ein Teil der Kul-

turen  zusätzlich  humanes  Insulin  als  möglichen  Fibroblasten-Wachtumsfaktor  erhielt. 

Nach 7-tägiger Kultur, sehr viel ausgeprägter aber nach 14-tägiger Kultur wurde signifi-

kant mehr VEGF von jenen Fibroblasten abgegeben, die Insulin als Wachstumsfaktor er-

halten hatten (p <0,003), als von jenen Fibroblasten, die alleine oder zusammen mit leeren 

Alginat-Mikrokapseln im Fibringel kultiviert worden waren (Abb. 11).

Abb. 11: Einfluss von Insulin-Zusatz im Kulturmedium auf die Freisetzung von VEGF aus huma-
nen Fibroblasten. Nach 7 Tagen, ganz besonders aber nach 14 Tagen produzieren humane Fibro-
blasten,  die mit  Insulin-Zusatz  im Kulturmedium kultiviert  wurden,  signifikant  mehr  VEGF (p 
<0,003), als Fibroblasten ohne Insulin-Zusatz. (1) Fibroblasten ohne Alginat-Mikrokapseln; (2)  Fi-
broblasten mit leeren Alginat-Mikrokapseln; (3) Fibroblasten mit leeren Alginat-Mikrokapseln und 
Insulin-Zusatz im Kulturmedium; n=4 für (1)–(3).

4.4.3 Wachstum humaner Endothelzellen im Fibringel  mit leeren Alginat-Mikro-

kapseln

Mit dem folgenden Versuch galt es zu beweisen, dass sich das einschichtige Fibringel und 

die 3D-Kultur nicht nur für das Wachstum von Fibroblasten eignen, sondern auch für ande-

re Zellen, so z. B. auch humane Endothelzellen. Humane Endothelzellen wurden zu leeren 

Alginat-Mikrokapseln ins Fibringel gegeben und ihr Wachstum in der 3D-Kultur in den 

folgenden Tagen mikroskopisch verfolgt. Bereits 2-3 Tage nach Kulturbeginn bildeten die 

30



A B

Endothelzellen gefässähnliche, röhrenartige Strukturen im Fibringel aus  (Abb. 12). Diese 

Strukturen hatten enge Kontakte zu den leeren Alginat-Mikrokapseln.

Abb. 12: 3D-Kultur von humanen Endothelzellen zusammen mit leeren Alginat-Mikrokapseln im 
einschichtigen Fibringel.  Nach 2-3 Tagen bilden sich gefässähnliche,  röhrenförmige  Strukturen 
aus. (A) Leere Kapseln und Endothelzellen im Fibringel, 12 h nach Kulturbeginn (3D-Vitalmikro-
skopie); (B) Ausbildung röhrenförmiger Strukturen (Pfeil) nach 2-3 Tagen im Fibringel (3D-Vital-
mikroskopie nach H&E-Färbung).

4.5 Interaktion von humanen Fibroblasten und Endothelzellen mit leeren Alginatmi-

krokapseln im Fibringel

Nach  Transplantation  der  mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  in  die  Peritonealhöhle 

kommt es alsbald zum Kontakt zwischen den Kapseln und diversen körpereigenen Zellen. 

Mit der Verwendung eines hoch reinen Alginats (s. o.) sollte die Ausbildung der perikap-

sulären Fibrose verhindert/verringert werden. In den folgenden Versuchen wollten wir un-

tersuchen, in wie weit humane Fibroblasten und humane Endothelzellen, die bei der Fibro-

se und der Angiogenese eine essentielle Rolle spielen,  in vitro an den Kapseloberflächen 

wachsen können. Einerseits ist das Wachstum der Fibroblasten unerwünscht, andererseits 

ist das der Endothelzellen zur schnellen Versorgung der Inselzellen unbedingt wünschens-

wert. Daraus ergibt sich die Frage, ob es möglich ist, die Endothelzellen vor Transplantati-

on der mikroverkapselten Langerhans-Inseln an der Kapseloberflächen anzuzüchten, um so 

quasi Gefässvorläufer in vitro auszubilden, die dann in vivo Kontakt mit den Empfänger-
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eigenen Gefässen aufnehmen. Das würde die Versorgung der mikroverkapselten Langer-

hans-Inseln mit Sauerstoff und Nährstoffen sehr beschleunigen.

4.5.3 Co-Kultur leerer Alginat-Mikrokapseln mit humanen Fibroblasten

Die Co-Kultur leerer Alginat-Mikrokapseln mit Fibroblasten erfolgte wie in 3.4.1 beschrie-

ben.  Nach 3 Tagen wurden die  Kapseln aus dem Kulturmedium herausgenommen,  mit 

FDA/PI gefärbt (s. 3.6.1) und lichtmikroskopisch untersucht. Zwar konnten die Fibroblas-

ten an der Kapseloberfläche in dem Kulturmedium überleben, aber sie proliferierten nicht. 

Auch nach 7 Tagen Co-Kultur beobachteten wir identische negative Ergebnisse.

 

Abb. 13: (A) Anhaftung von Fibroblasten an leeren Alginat-Mikrokapseln nach 3 Tagen im Kultur-
medium (3D-Durchlicht-Mikroskopie  am Vitalpräparat);  (B)  die  Grünfärbung  der  Fibroblasten 
nach FDA/PI-Färbung beweist ihre Vitalität (3D-Fluoreszenz-Mikroskopie am Vitalpräparat).

4.5.4 Co-Kultur leerer Alginat-Mikrokapseln mit humanen Endothelzellen 

Mit den humanen Endothelzellen wurde genauso verfahren wie zuvor mit den  Fibroblas-

ten. Auch die humanen Endothelzellen  (Abb. 14A) waren nach der 3-tägigen Co-Kultur 

immer noch vital  (Abb. 14B), proliferierten aber nicht. Anschliessend wurden die aus der 

Co-Kultur befreiten Mikrokapseln mit den anhaftenden Endothelzellen für weitere 4 Tage 

im Fibringel kultiviert. Trotz ihrer guten Vitalität (Abb. 14D) proliferierten sie auch im Fi-

bringel nicht (Abb. 14C).
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Abb. 14: Humane Endothelzellen haften nach 3-tägiger Kultur an den leeren Alginat-Mikrokapseln 
an (A); sie proliferieren zwar nicht, sind aber vital (B). Wurden Mikrokapseln plus Endothelzellen 
aus dem Kulturmedium in das Fibringel übertragen, proliferierten sie auch unter diesen Bedingun-
gen nicht (C), blieben aber vital (D). A und C 3D-Durchlicht-Mikroskopie und B und D 3D-Fluo-
reszenz-Mikroskopie am Vitalpräparat.

4.5.5 Co-Kultur Kollagen-beschichteter Alginat-Mikrokapseln mit humanen Endo-

thelzellen 

Um das Wachstum der humanen Endothelzellen auf den Alginat-Mikrokapseln zu verbes-

sern, wurden die leeren Mikrokapseln mit Kollagen beschichtet, bevor sie mit Endothelzel-

len, wie oben beschrieben, co-kultiviert wurden. Nach 2 Tagen bildeten die Endothelzellen 

einen  dichten  Zellrasen  an  der  Kapseloberfläche.  Anschliessend  wurden  Kapseln  plus 

Endothelzellen in das Fibringel überführt und weiter kultiviert. Die humanen Endothelzel-

len bildeten bereits nach nur wenigen Tagen gefässähnliche Strukturen im Fibringel (Abb.  

15A).

33

BA

C D



A B

Um nun den Einfluss von VEGF auf dieses Geschehen zu untersuchen, wurde dieses  „Mi-

krokapsel/Endothelzell-Konstrukt“ im Fibringel mit VEGF kultiviert. Abbildung 15B ver-

deutlicht, dass der Zusatz von VEGF zum Fibringel die Ausbildung gefässähnlicher, röh-

renförmiger Strukturen aus diesem Konstrukt heraus begünstigt bzw. sehr beschleunigt.

      
Abb. 15: Humane Endothelzellen wurden mit leeren Kollagen-beschichteten Alginat-Mikrokapseln 
zunächst für 3 Tage im Kulturmedium kultiviert; sodann wurden die „Mikrokapsel/Endothelzell-
Konstrukte“ ins Fibringel übertragen und für weitere 2 Tage in vitro ohne (A) oder mit (B) Zusatz 
des Angiogenesefaktors VEGF kultiviert. An der Oberfläche der „Mikrokapsel/Endothelzell-Kon-
strukte“ wachsen im Fibringel plus VEGF deutlich mehr gefässähnliche, röhrenförmige Strukturen 
als an der Oberfläche der Konstrukte, die im Fibringel ohne VEGF kultiviert wurden (3D-Durch-
licht-Mikroskopie am Vitalpräparat).
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5 Diskussion

5.1 Etablierung des Fibringelmodells

Bei der Entwicklung eines Modells zur Untersuchung der Mechanismen von Fibrose und 

Angiogenese in vitro wählten wir Fibringel als Ersatz für die extrazelluläre Matrix. Diese 

Substanz wird heute schon routinemässig in sehr differenzierten Ansätzen zur 3D-Kultur 

unterschiedlicher Zellen und Gewebe, mit und ohne Wachstumsfaktoren, als Carriersystem 

für  Proteine,  ganz  besonders  aber  auch  in  Untersuchungen  zur  Angiogenese  in  vitro 

verwendet: so z. B. zur osteogenen Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen 

in  einer  Leukozyten-haltigen  Fibrinmatrix  [52];  als  Carriersystem  zur  verzögerten 

Freisetzung  von  bone  morphogenetic  protein-2 im  Zuge  der  Knochenregeneration  bei 

Ratten  [53];  zur  3D-Kultur  von  aus  adipösem  Gewebe  gewonnenen  humanen 

Stammzellen, um die oberflächliche Lamina propria der Stimmlippen zu erneuern [54]; zur 

Charakterisierung der 3D-Angiogenese von Glioblastomen mittels Co-Kultur von HUVEC 

und  Glioblastomazellen  in  vitro  [55];  zur  Analyse  der  komplexen  Mechanismen  der 

Angiogenese  in  vitro  und  den  dabei  beteiligten  vielfältigen  Faktoren  [56],  bzw.  zur 

Identifizierung von  Angiogenese-inhibierenden Genen [57].

Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit waren derartig komplexe Ansätze selten, ganz 

zu schweigen von der Verwendung des Fibringelmodells im Zusammenhang mit isolierten 

Langerhans-Inseln  und  der  Neubildung  von  Blutkapillaren,  die  für  deren  Überleben 

essentiell  sind.  Sehr  frühzeitig  widmet  sich die  Arbeit  von Linn und Mitarbeitern [58] 

diesem wichtigen Aspekt in der Transplantation isolierter Langerhans-Inseln. So benutzen 

die Autoren das Fibringelmodell um Endothel-Vorläuferzellen in den Spenderinseln mittels 

diverser Stimulatoren in Blutgefäss-ähnliche Strukturen zu entwickeln. Es ist erstaunlich, 

dass – unabhängig von der vorliegenden Arbeit – erst fünf Jahre später das Konzept der 

Neovaskularisation von isolierten Langerhans-Inseln von Johansson und Mitarbeitern [59] 

wieder  aufgegriffen  wird.  Hier  wird  das  Fibringelmodell  dazu  verwendet,  um isolierte 

humane  Langerhans-Inseln  mit  mesenchymalen  Stammzellen  aus  menschlichem 

Knochenmark plus Endothelzellen aus der Haut zu beschichten. Dieses zusammengesetzte 

Transplantat (composite islet graft) wird dann im 3D-Fibringel  in vitro kultiviert, in der 

Hoffnung, dass es möglichst viele neue Blutkapillaren ausbildet. Die Autoren schätzen am 

Fibringelmodell,  dass  es  einfach  zu  handhaben  ist,  3D-Wachstum  ermöglicht,  mit 
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unterschiedlichen  Komponenten  und  in  unterschiedlichen  Kombinationen  beschichtet 

werden  kann,  kostengünstig  ist  und  natürlich  makroskopisch  und  mikroskopisch  viel 

leichter zu analysieren ist, als ein natives 3D-Gewebe.

Vorversuche im eigenen Labor erfolgten zunächst mit einer Serie anderer 3D-Matrizes, mit 

mehr oder weniger gutem Erfolg. Dies waren vor allem unterschiedliche Schwämme aus 

natürlichen  Materialien  und  diversen  Kunstoffen  (nicht  dokumentiert).  Das  Problem 

hierbei war, dass Zellen und/oder die isolierten Langerhans-Inseln, mit denen die Matrizes 

besiedelt  wurden,  während  der  mehrtägigen  Kulturphase  aus  dem  3D-Gewebe 

herauskullerten, womit das Gesamtsystem zu instabil war. Auf die Idee mit dem Fibringel 

und die Verwendung seiner positiven Eigenschaften als 3D-Matrix kamen wir durch seine 

tägliche  Nutzung  zur  Versorgung  von  Verbrennungswunden,  bzw.  seinen  Einsatz  zur 

Wundbehandlung in  der  Plastischen Chirurgie,  Allgemein-,  Gefäß-  und Kieferchirurgie 

[60].

Zu Beginn versuchten wir mit  einem  zweischichtigen Fibringelmodell  die  Angiogenese 

und Fibrose in vitro zu untersuchen. Zur Herstellung der zweischichtigen Matrix wurde ein 

kommerziell  erhältlicher  Gewebekleber  verwendet,  das  Tissucol®  der  Firma  Baxter 

(Deutschland). Gegenüber einem lyophylisierten Fibrinogen, das zunächst erst einmal in 

Lösung  gebracht  werden  muss,  besitzt  Tissucol® den  Vorteil  (a)  der  gleichbleibenden 

Fibrinkonzentration,  (b)  fehlender  LPS-Kontamination  sowie  (c)  der  zusätzlichen 

Anwesenheit von Matrixproteinen, wie Fibronectin und anderen, die sich positiv auf das 

Wachstum und  das  Adhäsionsverhalten  der  Endothelzellen  und Fibroblasten  auswirken 

[61].  In  Übereinstimmung  mit  den  Ergebnissen  anderer  Arbeitsgruppen  war  eine 

Fibrinkonzentration  von  3  mg/mL  optimal  für  unser  Zellwachstum  –  bei  ansonsten 

ausreichender mechanischer Stabilität [62]. Um in der Anfangsphase der Kultur eine zu 

frühe Degradation der stabilisierenden Fibrinmatrix zu verhindern, wurde dem Medium 

Aprotinin zugesetzt  [63,  64].  Aprotinin ist  ein  pankreatischer  Trypsin-Inhibitor und ein 

natürliches  Polypeptid  des  Hausrinds,  das  in  der  Humanmedizin  zur  Reduktion  der 

Blutungsneigung  verwendet  wird.  Trotz  der  guten  Eigenschaften  des  Aprotinins 

entschieden  wir  uns,  das  zweischichtige  gegen  ein  einschichtiges  Fibringelmodell 

auszuwechseln (Abb. 16). 
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Abb.  16: Schematische  Darstellung  des  zweischichtigen  (A)  und  des  einschichtigen  (B) 
Fibringelmodells.  (1) Fibroblasten/Endothelzellen, (2) Kulturmedium, (3) Fibringel,  (4) Alginat-
Mikrokapseln mit oder ohne Langerhans-Inseln.

Gründe  dafür  waren  die  in  4.1.1  beschriebenen  funktionellen  Nachteile,  z.  B.  das 

artifizielle  2D-Zellwachstum,  das  Herauslösen  der  Alginat-Mikrokapseln  aus  dem 

Fibringel und die ungleiche Verteilung der Fibroblasten auf der Fibringel-Oberfläche. Die 

häufigere  Handhabung führte  dazu,  dass  sich die  Qualität  des  Fibringels  und auch die 

Reproduktion  der  Versuche  stetig  verbesserten.  Unter  diesen  spezifischen Bedingungen 

gelang  es,  ein  3D-Matrixmodell  mit  einem  3D-Wachstum  der  Fibroblasten  und  der 

Endothelzellen  zu  generieren.  Trotz  Beachtung  aller  methodisch-technischen  Details 

gelang es zunächst nicht in allen Versuchen, eine gleichmässige Verteilung der Alginat-

Mikrokapseln  und auch der  humanen Fibroblasten  im Fibringel  zu  erreichen.  Einzelne 

Versuche mussten wegen der zu schlechten Qualität des Fibringels abgebrochen werden. 

Es zeigte sich, dass neben der Beachtung der methodisch-technischen Details ein hohes 
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handwerkliches Können und eine grosse Erfahrung mit diesem System erforderlich sind, 

um eine weitgehend gleichbleibende Qualität des Fibringels zu erzielen – und in der Tat 

verbesserte sich dessen Qualität im Laufe der Zeit deutlich.

Ein entscheidender Nachteil jedes Fibringelmodells ist der notwendige 2-tägige Wechsel 

des Zellkulturmediums. Die Vitalität der Zellen wird von zytotoxischen Mediatoren, die 

sich  im Laufe  der  2  Tage  im Kulturmedium ansammeln,  ungünstig  beeinflusst.  Diese 

lagern sich auch in der 3D-Matrix ab und sind  mit wenigen Waschschritten bzw. in der 

kurzen Zeit des Mediumwechsels nur schwer komplett zu entfernen – ohne Frage ist dies 

ein gravierender Nachteil dieses ansonsten eleganten 3D-Modells. Eine Kopplung des 3D-

Modells  mit  der  von Kerscher  [65]  in  unserem Labor  entwickelten  Perifusionskammer 

könnte diesen Nachteil beheben. In der Perifusionskammer erfolgt ein Pumpen-getriebener 

kontinuierlicher Mediumaustausch, der die zytotoxischen Mediatoren nicht nur aus dem 

Kulturmedium  sondern  nach  und  nach  auch  aus  der  Matrix  (über  das  stoffliche 

Konzentrationsgefälle) entfernen und gleichfalls stetig auch neue Nährstoffe nachliefern 

würde.

5.2 Untersuchung der Fibrose und der Angiogenese im Fibringelmodell

In unserem 3D-Fibringelmodell kann man den Einfluss einzelner Faktoren auf die Vitalität 

und die Insulinausschüttung der mikroverkapselten Langerhans-Inseln gut überprüfen. Es 

wurde gezeigt, dass die Proliferation der Fibroblasten in dem Fibringel die Vitalität der 

Inselzellen beeinflusst. In mehreren Versuchen wurde schon nach einer Woche die Vitalität 

der  mit  den  Fibroblasten  co-kultivierten  Alginat-mikroverkapselten  Langerhans-Inseln 

deutlich vermindert  – im Vergleich zu mikroverkapselten Inseln,  die  ohne Fibroblasten 

kultiviert wurden. Dies führte dazu, dass die Alginat-mikroverkapselten Langerhans-Inseln 

mit der erniedrigten Vitalität erwartungsgemäss auch weniger Insulin sezernierten. Es ist 

denkbar, dass die verringerte Vitalität der Inselzellen auf die zytotoxische Wirkung von 

Zytokinen ausgeht, die von den Fibroblasten sezerniert werden. In mehreren Publikationen 

wurde gezeigt, dass Interleukin-1ß (IL-1ß, 17.5 kDa), Tumornekrosefaktor α (TNF-α, 51 

kDa)  und  auch  Stickoxid  (NO)  das  semipermeable  Geflecht  der  Guluron-  und 

Mannurosäuremoleküle der Alginat-Mikrokapseln durchdringen und so bis zu den Zellen 

vordringen können [66-68]. Ausserdem können diese Zytokine die Hyperproliferation der 

Inselzellen anregen, die unter Umständen zum Transplantat-Versagen führen, weil so die 

Überlebenszeit der Langerhans-Inseln verringert wird. Das kann man darauf zurückführen, 
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dass Betazellen nur eine beschränkte Replikation besitzen [69-73]. Zudem kann sich das 

Verhältnis von Beta-/non-Betazellen verändern, was wiederum Einfluss auf die Physiologie 

der Betazellen haben würde [74,  75].  In der vorliegenden Arbeit  konnte die  vermehrte 

Ausschüttung  von  TNF-α  nach  Co-Kultur  der  Langerhans-Inseln  mit  den  Fibroblasten 

eindrucksvoll bestätigt werden. Ebenso eindrucksvoll und signifikant war die verringerte 

Insulin-Ausschüttung der Betazellen nach Co-Kultur der isolierten Langerhans-Inseln mit 

den Fibroblasten.

Tatsache ist, dass auch das 3D-Fibringelmodell keine komplette Rekonstruktion der in vivo 

tatsächlich herrschenden Bedingungen erlaubt. Neben den vielen bekannten Interferenzen 

gibt es auch heute noch wenig erforschte Mechanismen der Angiogenese und auch der 

Fibrose. Im Körper erfolgen wechselseitige Interaktionen zwischen den diversen Zellen 

und den diversen Faktoren/Zytokinen. So führt die Proliferation der Fibroblasten einerseits 

zur  Verringerung  der  Funktionalität  des  Transplantates,  anderseits  fördern  bestimmte 

Zytokine, wie der fibroblast growth factor [76, 77] die Proliferation der Endothelzellen und 

so  die  Neubildung  von  Blutkapillaren  in  unmittelbarer  Umgebung  der  transplantierten 

Inselzellen.  Alle  Limitationen  eingerechnet,  erlaubt  das  Fibringelmodell  dennoch  die 

Dekonstruktion  der  komplexen  Abläufe/Interferenzen  in  vivo und  ihre  schrittweise 

Rekonstruktion  mit  begleitender  moderner  Analytik  in  vitro.  Unser  Verständnis  für  die 

Komplexität  von  Fibrose  und  Angiogenese  in  vivo müsste  sich  in  jedem Fall  mit  der 

geschickten Anwendung dieses Modell erweitern – das zumindest ist unsere begründete 

Erwartung.

In der Arbeit von Bottino und Mitarbeitern [78] wurde gezeigt,  dass Langerhans-Inseln 

nach  der  Isolierung  auch  unter  normalen  Kulturbedingungen  nach  60  Stunden  IL-8 

produzieren. Aus anderen Publikationen ist bekannt, dass Fibroblasten in der Lunge über 

Wechselwirkungen mit  spezifischen Rezeptoren IL-1 und TNF-α aktivieren.  Ein Effekt 

dieser  Fibroblasten/Rezeptoren-Wechselwirkungen  ist  eine  vermehrte  Produktion  der 

Zytokine IL-6 und IL-8 [79]. In unseren Versuchen war die von den mikroverkapselten 

Langerhans-Inseln  produzierte  IL-8-Konzentration  nach  einer  7-tägigen  Kulturphase 

deutlich  geringer  als  die  von den  Fibroblasten  produzierte  IL-8-Konzentration.  Das  ist 

vielleicht durch eine mangelhafte Reinheit der Inseln zu erklären, die irgendwo zwischen 

75 und 95% angesiedelt war; denn in der Regel sind andere als die Betazellen für die IL-8-

Produktion verantwortlich. Nach der Kultivierung der Fibroblasten alleine, oder mit leeren 
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Alginat-Mikrokapseln,  oder  mit  mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  wurden  keine 

signifikanten  Unterschiede  in  der  produzierten  IL-8-Konzentration  festgestellt.  Die 

Ursachen dafür sind nicht bekannt.

5.3 Weitere Verwendungsmöglichkeiten des 3D-Fibringelmodells

Die Notwendigkeit  der  Gefässneubildung  im Empfänger  zur  schnellen  Versorgung des 

Inselzell-Transplantates  klang  oben  bereits  an.  Werden  Inselzell-Transplantate  in  den 

Empfänger übertragen,  so erfolgt die Versorgung der Insulin-produzierenden Zellen mit 

Sauerstoff und Nährstoffen in den ersten 7 Tagen nach Transplantation  per diffusionem, 

d.h. durch einen oberflächlichen Stoffaustausch. Die Versorgung der Zellen im Zentrum 

der Insel ist in aller Regel unzureichend und führt häufig zu Zellnekrosen und damit zu 

einem unerwünschten Funktionsverlust.  Dies wurde von der Gruppe um P. E. Lacy für 

Ratteninseln [80], von unserer Arbeitsgruppe für porzine Langerhans-Inseln (unpubliziert) 

und der  Gruppe um J.  Schrezenmeir  [81],  wenn diese mehrere Tage  in  vitro kultiviert 

wurden, festgestellt. Man kann sich vorstellen, dass dieser unerwünschte Effekt sich bei 

Alginat-mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  noch  weiter  verstärkt,  da  die 

Diffusionsstrecken hier noch länger sind und der Stoffaustausch insgesamt erschwert ist 

[82]. Es dauert etwa 4-7 Tage, bis aus dem Empfänger in das Transplantat einsprossende 

Gefässe  die  Versorgung  der  syngen  transplantierten  Mäuse-Inselzellen  unter  der 

Nierenkapsel  übernehmen  [83];  andere  Autoren  sprechen  sogar  von  7-14  Tagen  post  

transplantionem bis  eine  ausreichende  Versorgung  der  Inselzellen  mit  Sauerstoff  und 

Nährstoffen  möglich  ist  [84].  Mahgoub  und  Mitarbeiter  [85]  haben  dies  nach 

Transplantation von Amnionmembran-verkapselten Langerhans-Inseln in die Bauchhöhle 

eindrucksvoll dokumentiert.

Eine  Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  war  es,  das  Fibringelmodell  zu  benutzen,  um  ein 

composite  islet  graft herzustellen,  also  ein  Inselzell-Transplantat  mit  vorgefertigten 

künstlichen  Empfänger-Blutkapillaren,  die  sich  möglichst  schnell  mit  den  nativen 

Empfänger-eigenen Kapillaren verbinden, um so eine ausreichende Sauerstoff-/Nährstoff-

Versorgung der Inseln in der kritischen Phase von Tag +1 bis Tag +7 zu erzielen. Es ging 

darum, ein Modell zu etablieren mit dem in vitro der Nachweis gelingt, dass das kritische 

Zeitintervall bis zum Zelluntergang deutlich verkürzt werden kann.
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In dieser  Arbeit  wird gezeigt,  dass sich Endothelzellen,  die auf Kollagen-beschichteten 

Alginat-mikroverkapselten  Langerhans-Inseln  kultiviert  werden,  in  vitro,  also  im  3D-

Fibringel in verzweigte kapillarähnliche Strukturen ausbilden. Damit hat sich unser Modell 

vom Ansatz her als tragfähig erwiesen. Johansson und Mitarbeiter [59] berichten, dass die 

zusätzlich  Beimischung  von  mesenchymalen  Stammzellen  zu  den  mit  Endothelzellen 

besiedelten  Langerhans-Inseln  die  Entstehung  eines  composite  islet  graft  deutlich 

beschleunigt,  verglichen  mit  der  ausschliesslichen  Besiedelung  mit  Endothelzellen.  Es 

dürfte  heute  kein  Problem  mehr  darstellen,  ausreichende  Mengen  Empfänger-eigener 

Endothelzellen und auch mesenchymaler Stammzellen vor der eigentlichen Transplantation 

zu  generieren,  um  ein  composite  islet  graft herzustellen.  Natürlich  sollte  ein  solches 

Transplantat in diabetischen Kleintiermodellen vor seinem klinischen Einsatz hinreichend 

gestestet werden. Das sollte aber wegen der Vielzahl gut etablierter Diabetes-Modelle in 

der Ratte und der Maus kein Problem darstellen.

Fügt man diesem soeben beschriebenen und auch erfolgreichen Ansatz im Fibringelmodell 

in vitro den vascular endothelial growth factor (VEGF) in der Zellkultur hinzu, dann wird 

die Aussprossung der neuen Kapillaren deutlich beschleunigt. Das überrascht nicht, weil 

die  Wirkung von VEGF auf  Endothelzellen  bereits  gut  untersucht  ist  [86,  87].  Dieser 

Erfolg ist insofern bedeutsam, als alles, was die kritische Phase von Tag +1 bis Tag +7 

signifikant  verkürzt  – mehr  Kapillaren sind besser  als  weniger  – einen entscheidenden 

Schritt in Richtung erfolgreicher Inselzell-Transplantation darstellt. Natürlich produzieren 

Inselzellen unter hypoxischen, d. h. sauerstoffarmen Bedingungen VEGF, das wiederum 

die  Neoangiogenese  induziert  [88,  89].  Dieser  natürliche  Vorgang  benötigt 

verständlicherweise  Zeit,  und  genau  in  dieser  Zeit  werden  die  noch  vorhandenen 

funktionsfähigen  Betazellen   irreversibel  geschädigt.  Daher  muss  es  das  Ziel  sein,  die 

besagte  Zeitspanne  künstlich  zu  verkürzen  –  und  zwar  in  vitro und  noch  vor  der 

Transplantation in den Empfänger. Denkbar ist, dass man den natürlichen VEGF-Gehalt 

durch  Zugabe von exogenem VEGF erhöht  und so  den  Prozess  der  Gefässneubildung 

beschleunigt.

Dass es auch  in vivo eine Lösung gibt,  also nicht vor, sondern nach erfolgter Inselzell-

Transplantation,  zeigen  Sigrist  und  Mitarbeiter  [90].  Sie  transplantierten  Alginat-

mikroverkapselte  Langerhans-Inseln  xenogen  in  diabetische  Mäuse  und  setzten  dem 

Alginat künstlich VEGF hinzu. Dieses wird nach und nach aus den Alginat freigesetzt und 
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wirkt  auf  die  unmittelbare  Umgebung  der  Langerhans-Inseln  im  Empfänger,  mit  dem 

Erfolg, dass sich schneller als in der Vergleichgruppe ohne VEGF Blutkapillaren ausbreiten 

und sich mit dem Empfänger-eigenen Gefässnetz verbinden und die Inselzell-Transplantate 

auch deutlich besser funktionieren. Auch die Co-Transplantation von Knochenmarkzellen 

kann  die  Revaskularisation  des  Inselzell-Transplantates  beschleunigen  und  so 

Funktionsverluste verhindern [91].

Die hiesige Arbeit stellt  ein 3D-Fibringelmodell vor, mit dem Fibrose und Angiogenese 

isolierter  Alginat-mikroverkapselter  Langerhans-Inseln  in  vitro unter  verschiedenen, 

realitätsnahen Bedingungen erfolgreich analysiert werden können. Das Modell ist jedoch 

noch keineswegs ausgereizt; so könnte man weitere Zytokine und Zytokin-Gemische in 

unterschiedlichen Konzentrationen in ihrer Wirkung auf die Fibrose erproben, bzw. neben 

VEGF weitere  Angiogenesefaktoren  zur  Induktion  von möglichst  vielen  Kapillaren  im 

composite islet graft einsetzen. Interessant wäre zudem, neben dem Kollagen auch andere 

extrazelluläre Matrixproteine wie sie beispielsweise im Pankreas nativ vorkommen [92] – 

allein oder im Gemisch in den Angiogenesestudien zu verwenden.  
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6 Zusammenfassung

Mikroverkapselte Langerhans-Inseln (Inseln) stellen inzwischen eine experimentell gut er-

probte und ernsthaft  diskutierte  klinische Therapieoption für Typ 1 Diabetiker  dar. Der 

ideale Transplantationsort in diabetische Patienten steht derzeit noch nicht fest. Diskutiert 

werden das Omentum und die freie Bauchhöhle. Ein bisher ungelöstes Problem ist die un-

genügende Versorgung der mikroverkapselten Inseln mit Sauerstoff und Nährstoffen sowie 

der gerichtete schnelle Transport des Insulins in den Empfänger nach der Transplantation. 

Diese Frühphase der Versorgung geschieht allein durch Diffusion der Stoffe über ein Kon-

zentrationsgefälle. Bis zur Aussprossung neuer, vom Empfänger ausgehender Kapillaren, 

die das Transplantat versorgen, vergehen in der Regel 7-14 Tage. In dieser Zeit kommt es 

zum Funktionsverlust und zum Absterben der Betazellen. Zudem beschleunigen lokale ent-

zündliche Prozesse nach der Transplantation das Fibroblasten-Wachstum, bewirken damit 

die Fibrose der Mikrokapseln, was zu weiteren Zelluntergängen führt.

Die hiesige Arbeit stellt  ein 3D-Fibringelmodell vor, mit dem Fibrose und Angiogenese 

isolierter Alginat-mikroverkapselter (verkapselter) Inseln in vitro unter verschiedenen, rea-

litätsnahen Bedingungen erfolgreich analysiert werden sollen. Folgende Ergebnisse wur-

den erzielt:

1. Entwicklung des Fibringelmodells vom zweischichtigen zum einschichtigen mit er-

heblichen methodisch-technischen Vorteilen (Fibroblasten bilden 3D-Netzwerk, Fibroblas-

ten und Kapseln verteilen sich gleichmässig im Gel, kein Herauslö- sen  der  Kapseln 

aus dem Gel).

2. Zu den mitogenen Eigenschaften der verkapselten Inseln tragen bei: die Qualität  

und Reinheit  des  Alginats,  wie  auch  die  Inseln  selbst,  die  trotz  hoher  Alginat-

Reinheit das Fibroblasten-Wachstum um die Kapsel herum fördert.

3. Der Einfluss der Fibrose auf die verkapselten Inseln wirkt sich wie folgt aus: Die 

Vitalität der Inselzellen lässt etwa 14 Tage nach Co-Kultur der Kapseln mit huma-

nen Fibroblasten nach; verkapselte Inseln, die mit Fibroblasten co-kultiviert wer-

den, produzieren signifikant weniger Insulin als die Kontrollen.

4. Der Einfluss der Fibrose auf die VEGF-Sekretion aus verkapselten Inseln zeigte,  

dass die Sekretion aus den Inseln höher war, wenn die Inseln nicht mit Fibroblasten 

co-kultiviert wurden. Erhalten die Fibroblasten exogenes Insulin als zusätzlichen  

Wachstumsfaktor im Kulturmedium, dann sezernieren sie deutlich mehr VEGF als 
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ohne Insulin-Zusatz. Humane Endothelzellen – Ausgangsmaterial für die Kapillar-

bildung – wachsen ebenfalls sehr gut im einschichtigen Fibringel zusammen mit  

den Kapseln.

5. Im letzten  Schritt  galt  es  leere  Mikrokapseln  mit  Endothelzellen  zu  besiedeln,  

um das Aussprossen von Kapillaren zu induzieren. Werden Endothelzellen mit lee-

ren Kapseln im Kulturmedium co-kultiviert, haften sie zwar am Alginat, proliferie-

ren  aber  nicht.  Werden  die  leeren  Kapseln  aber  mit  Kollagen  beschichtet,  bil-

den die Endothelzellen bereits  nach 2 Tagen einen Zellrasen.  Wird ein solches  

composite graft sodann ins Fibringel überführt, wachsen allmählich gefässähnliche, 

röhrenförmige Strukturen um die Kapseln herum. Das Kapillar-Wachstum wird  

noch einmal deutlich beschleunigt, wenn der Angiogenesefaktor VEGF dem Fibrin-

gel zugesetzt wird. 

Mit dieser Arbeit werden einige wesentliche, wenn auch noch nicht alle relevanten Fragen 

im Zusammenhang mit der Sauerstoff- und Nährstoff-Versorgung Alginat-mikroverkapsel-

ter Langerhans-Inseln beantwortet. Das Modell ist mit diesen Experimenten noch keines-

wegs ausgereizt; so könnte man weitere Zytokine und Zytokin-Gemische, bzw. Fibroblas-

ten-Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen in ihrer Wirkung auf die Fibrose er-

proben, bzw. neben VEGF weitere Angiogenesefaktoren zur Induktion von möglichst vie-

len Kapillaren im composite islet graft einsetzen.

Festzuhalten bleibt, dass sich das einschichtige Fibringelmodell hervorragend zur in vitro 

Analyse von Fibrose und Angiogenese mikroverkapselter Langerhans-Inseln eignet; ent-

scheidende Fragen zum Überleben bzw. zur Versorgung der transplantierten Inselzellen 

können so elegant vor Transplantation beantwortet werden.
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