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1. ABSTRACT

,Die auf Langerhans-Inseln basierende Rezellularisierung einer dezellularisierten
Rattenleber kdnnte die Grundlage fur ein transplantables Neo-Pankreas darstellen. Das
Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung der erforderlichen Protokolle, der
Evaluierung der geschaffenen Organstruktur sowie der Funktionsanalyse der

Langerhans-Inseln ex vivo.

Nach der flussgesteuerten Dezellularisierung von Rattenlebern wurden diese mit
Endothelzellen und mesenchymalen Stromazellen der Ratte rebesiedelt, fir 8 Tage in
einer Perfusionskammer kultiviert und schlielich am 9. Tag mit Langerhans-Inseln der
Ratte rebesiedelt. Die Integritat und Funktionalitdt der Re-Endothelialisierung wurde
mittels histologischer Farbungen und der Perfusion mit FITC-Dextran validiert. Die
Funktionalitéat der Langerhans-Inseln wurde an Tag 10 und 12 mit Hilfe eines Glukose-

induzierten Insulinsekretionstests Uberpruft.

Mittels Blutgasanalyse erhobene Parameter bestatigten die Stabilitat der
Perfusionskultur. Die histologische Auswertung zeigte, dass Endothelzellen innerhalb
der intakten Gefalistruktur ein Monolayer ausbildeten. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen bestatigten diese Ergebnisse. Die Langerhans-Inseln, die Uber den
Gallengang infundiert wurden, konnten in der histologischen Auswertung nachgewiesen
werden. Eine adaquate Insulinsekretion nach Glukosestimulation sowohl in der
eintagigen als auch nach dreitagiger Kultur bestatigte die erhaltene Viabilitat und

Funktionalitat.

Diese Arbeit liefert somit den Nachweis fur eine erfolgreiche Kultivierung von
Langerhans-Inseln in einer dezellularisierten Rattenleber. Im Rahmen des Projekts
implementierten wir die Re-Endothelialisierung des Gefaldsystems als notwendige
Voraussetzung fur Implantation und Vollblutperfusion. Diese Techniken kdnnen als
Plattform zu Generierung eines implantierbaren und funktionalen, endokrinen Neo-

Pankreas gesehen werden.“ (Ubersetzung aus [1]).



“Islet-based recellularization of decellularized, repurposed rat livers may form a
transplantable Neo-Pancreas. The aim of this study is the establishment of the
necessary protocols, the evaluation of the organ structure and the analysis of the islet

functionality ex vivo.

After perfusion-based decellularization of rat livers, matrices were repopulated with
endothelial cells and mesenchymal stromal cells, incubated for 8 days in a perfusion
chamber and finally repopulated on day 9 with intact rodent islets. Integrity and quality
of re-endothelialization was assessed by histology and FITC-dextran perfusion assay.
Functionality of the islets of Langerhans was determined on day 10 and day 12 via

glucose stimulated insulin secretion.

Blood gas analysis variables confirmed the stability of the perfusion -cultivation.
Histological staining showed that cells formed a monolayer inside the intact vascular
structure. These findings were confirmed by electron microscopy. Islets infused via the
bile duct could histologically be found in the parenchymal space. Adequate insulin
secretion after glucose stimulation after 1-day and 3-day cultivation verified islet viability

and functionality after the repopulation process.

We provide the first proof-of-concept for the functionality of islets of Langerhans
engrafted in a decellularized rat liver. Furthermore, a re-endothelialization step was
implemented to provide implantability. This technique can serve as a bioengineered

platform to generate implantable and functional endocrine Neo-Pancreases.” [1]



2. EINFUHRUNG

Die Technik der Dezellularisierung und Rezellularisierung ist eine Methode des
sogenannten Tissue Engineering. Darunter versteht man die Entwicklung von
,biologischen Ersatzstrukturen, die die Funktion von Gewebe ersetzen, aufrechterhalten
oder verbessen sollen [2]. Dezellularisierung bedeutet, dass alles zellulare Material
eines Organs oder Gewebe durch unterschiedliche Techniken entfernt wird [3,4]. Ubrig
bleibt die extrazellulare Matrix (EZM). Also das aus verschiedenen Proteinen
bestehende komplexe Gerust, welches dem jeweiligen Organ seine einzigartige
Struktur verleiht [5]. Dieses Gerust kann nun im Rahmen der Rezellularisierung mit
Zellen unterschiedlichen Ursprungs rebesiedelt werden. Dies kdnnen primare adulte
Zellen oder Stammzellen eines Patienten sein, welche die Generierung eines
patientenspezifischen, individuellen Organs ermoglichen. Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten zeigen, dass es auf diesem Wege madglich ist, u.a. funktionsfahige Lungen und
Nieren im Labor herzustellen [6,7]. Die auf diese Weise gezlchteten Organen kdnnten
zukuUnftig als Ersatz fur solide postmortale und lebende Organspenden dienen.
Eine Alternative fur die solide Organtransplantation ist dringend nétig. In Deutschland
standen 2019 rund 7100 Patient*innen auf der Warteliste fur eine Nierentransplantation.
Im selben Jahr wurden jedoch nur 2132 Nieren transplantiert und 343 Patient*innen
verstarben, wahrend sie auf der Warteliste standen. Die chronische Nierenkrankheit ist
der haufigste Grund fur eine Listung zur Nierentransplantation [8]. Die haufigste
Ursache flur ein chronisches Nierenversagen in Deutschland ist hierbei die diabetische
Nephropathie [9]. Trotz adaquater Substitution von Insulin leiden Patient*innen mit
Diabetes Mellitus also an Spatkomplikationen, zu denen neben der Nephropathie u.a.
auch die diabetische Retinopathie oder Neuropathie zahlen. Die einzige alternative
Therapie zur exogenen Substitution von Insulin besteht in der Pankreas- bzw.
simultanen Pankreas-Nierentransplantation oder aber der Transplantation von
Langerhans-Inseln. Hierfur kommen jedoch nur bestimmte Patient*innen — in der Regel
in Kombination mit einer Nierentransplantation — in Frage. Der Eingriff erfordert die, mit
unerwunschten Nebenwirkungen einhergehende, lebenslange Einnahme von
Immunsuppressiva und ist aus chirurgischer Sicht nicht risikoarm (z.B. Entwicklung
einer Transplantatpankreatitis) [10]. In ausgewahlten Zentren wird als Alternative zur
Pankreastransplantation die Transplantation von Langerhans-Inseln in die Pfortader
durchgefuhrt [11]. Die Ergebnisse sind vielversprechend und diese Patient*innen
kénnen so fur einen gewissen Zeitraum insulinunabhangig werden. Jedoch mussen fur
5



eine Transplantation, in Zeiten bestehenden Spenderorganmangels, Inseln aus
mehreren Spenderorganen gewonnen werden. Zudem kommt es haufig zum Verlust
von 50-60% der Langerhans-Inseln in der frihen Phase nach Transplantation [12—14].
In solchen Fallen missen sich die Patient*innen bei Funktionsversagen der
transplantierten Inseln einer erneuten Transplantation unterziehen [11]. Die ohnehin
schon knapp begrenze Ressource der transplantablen Organe wird also weiterhin
minimiert. Alternativen zur definitiven kurativen Behandlung von Patient*innen mit
Diabetes Mellitus werden also dringend bendtigt.

Das tissue engineering stellt hierbei perspektivisch eine attraktive Alternative dar.
Organe konnen bedarfsgerecht und patientenspezifisch hergestellt werden und beim
Verwenden von empfangereigenen Zellen wie bspw. induzierten pluripotenten
Stammzellen entfallt im Idealfall die Notwendigkeit einer immunsuppressiven Therapie
[15].

Das Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines Neo-Pankreas im Tiermodel, also
eines Organs, welches perspektivisch in der Lage ist, den Blutzuckerspiegel
physiologisch zu regulieren. Als Matrix wurde eine dezellularisierte Rattenleber gewahlt.
Folgende Aspekte waren dabei von wesentlicher Bedeutung:

Die Grole einer Rattenleber ist ideal, um auch spater im Menschen eine adaquate
Anzahl an Langerhans-Inseln zu beherbergen. Die Leber bietet neben dem arteriellen,
venosen und portalvendsen System noch den Gallengang, der einen eleganten Zugang
zum parenchymatdsen Kompartiment wahrend der Rezellularisierung gewahrleistet.
Auch im dezellularisierten Zustand weist sie eine hohe Stabilitat auf und es besteht
aufgrund desselben embryonalen Ursprungs eine ontogenetisch enge Beziehung zum
Pankreas [16]. Des weiteren muss eine ausreichende Vaskularisierung und Re-
Endothelialisierung der Matrix gewahrleistet sein, da Langerhans-Inseln einen hohen
Sauerstoffbedarf aufweisen und freies Kollagen bei einer Implantation zur Aktivierung
der Gerinnung fuhren wurde [17-19]. Hierbei wurden neben Endothelzellen auch
mesenchymale Stromazellen (MSC) zur Unterstlitzung verwendet, da in mehreren
Studien gezeigt werden konnte, dass sie den Prozess der Revaskularisierung
unterstlitzen und verstarken [20,21]. Zusatzlich war die Testung der Funktion der
Langerhans-Inseln ex vivo in einem dynamischen Geschehen von essentieller
Bedeutung, insbesondere im Hinblick auf deren zentrale Bedeutung fur die

physiologische Regulation des Blutzuckerspiegels.



3. METHODEN

3.1 Versuchstiere

Alle notwendigen Eingriffe an Versuchstieren wurden nach den Richtlinien und
Gesetzen des Landesamt fir Gesundheit und Soziales, Berlin, Deutschland
durchgefuhrt (Reg. No. T 0139/13, T 0301/17, O 0365/11 und L 0013/18). Es wurden
Lebern von 25 mannlichen Wistar Ratten (FEM, Charité — Universitatsmedizin Berlin,
Berlin und Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich), mit einem Gewicht zwischen
290g und 560g explantiert - 23 von diesen Lebern wurden anschlieRend
dezellularisiert. Fur die Isolierung der Langerhans-Inseln wurden 36 weibliche Wistar
Ratten (FEM, Charité — Universitatsmedizin Berlin, Deutschland und Janvier, Le

Genest-Saint-Isle, Frankreich), mit einem Gewicht von 245 - 430 g, verwendet.
3.2 Explantation der Rattenlebern

Die Einleitung der Narkose erfolgte mit Isofluran und anschlieBender subkutaner
Injektion von Metamizol (100 mg/kg Tiergewicht) und Ketamin (12 mg/kg Tiergewicht).
Nach Rasur des Abdomens wurden die Versuchstiere unter kontinuierlicher Isofluran-
Zufuhr unter dem Mikroskop positioniert. Vor Eroffnung des Abdomens mittels U-
formiger Laparotomie erfolgte das Setzen eines Schmerzreizes zur Uberpriifung der
ausreichenden Tiefe der Narkose zwischen den Hinterpfoten mittels chirurgischer
Pinzette. Zunachst erfolgte die Mobilisierung der Leber mittels feuchter Wattestabchen
und des Durchtrennens der ligamentaren Strukturen. Nach Fixierung des Duodenums
und Auslagern des Viszeralpakets erfolgte die Kanulierung des Gallengangs (GG)
mittels eines 22G Katheters (Vasofix Braunulle, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) oder eines 24G Katheters (BD Neoflon, Becton Dickinson Corporation,
Franklin Lakes, NJ, USA). Die korrekte Lage konnte anhand des Abflusses von Galle
Uberpruft werden. AnschlieBend wurden die Vena Cava und die Aorta abdominalis
prapariert. In die V. cava inferior (VCI) wurden daraufhin 500 IE Heparin (Rotexmedica,
Trittau, Deutschland), geldst in 1 ml Ringer Laktat Losung (B. Braun) injiziert. Nach ca.
zwei Minuten erfolgte die Durchtrennung der Aorta zum Ausbluten des Versuchstiers.
Das Diaphragma wurde erdffnet und die A. thoracica geklemmt, danach erfolgte die
Kanulierung der Pfortader (PA) mit einer 16G Flexule (B. Braun) und die anschlieRende
Spulung der Leber mit 20 ml Ringer Laktat Losung. AbschlieRend wurde noch die VCI

mit einer 16G Venenverweilkanule (B. Braun) kanuliert und die Leber von den restlichen



Strukturen befreit und aus dem Situs entfernt. Die entnommene Leber wurde nun bei -

80°C in Ringer Laktat Losung (B. Braun) zwischengelagert.
3.3 Dezellularisierungsprotokoll

Die Dezellularisierung erfolgte nach dem in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll von
Butter et al. [22]. Nachdem Auftauen der Leber GUber Nacht bei 4°C wurden zunachst die
zwei grollen Leberlappen mit einem 6-0 Seidefaden (Resorba Medical GmbH,
Nurnberg, Deutschland) doppelt ligiert. Anschliel3end erfolgte die Positionierung eines
Drei-Wegehahns auf der Pfortaderkanule wund der Anschluss an den
Dezellularisierungskreislauf. Zunachst wurde die Perfusion mit 1x PBS (Phosphate
buffered saline) fur 10 min bei einer Forderrate von 5 ml/min durchgefuhrt. Danach
wurde die Leber mit 1% Triton X-100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) fur 90 min und mit 1% SDS (sodium dodecy! sulfate, Carl Roth) fur
weitere 90 min bei 5 ml/min perfundiert. Um zusatzlich den DNA-Gehalt zu senken,
erfolgte eine Perfusion mit 50 U/ml DNase (F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz)
uber 30 min bei ebenfalls 5 ml/min. AbschlieBend wurde die Leber uber Nacht mit 1x

PBS bei einer Forderrate von 1 ml/min perfundiert.
3.4 Isolierung von MSC und Zellkultur

Die MSC wurden aus dem Femur, der fur die zuvor genannten Eingriffe genutzten
Wistar-Ratten, isoliert. Nach Abtrennen der umliegenden Strukturen wurde das Femur
zur Sterilisation in 70%igem Ethanol (Carl Roth) gelagert. Das Femur wurde dann unter
der Sterilbank aufgebrochen und das Knochenmark mit RPMI 1640 Medium (Gibco,
Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA, USA), versetzt mit 20% fetalem
Kalbsserum (FCS; Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und 1% Penicillin-
Streptomycin (PenStrep; Gibco), ausgespdult. Die so gewonnene Suspension wurde nun
bei 37°C (95% O, 5% CO32) in einer T75 Zellkulturflasche (Sarstedt AG& Co. KG,
Numbrecht, Deutschland) inkubiert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen mit 1x PBS
gewaschen und das Medium gewechselt. Bei einer Konfluenz von 100% wurden die
Zellen bei -150°C bis zur erneuten Verwendung aufbewabhrt.

Aortale Endothelzellen der Ratte (rat aortic endothelial cell, RAEC, von Prof. M. Seifert,
Medizinische Immunologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin freundlicherweise
zur Verfigung gestellt) wurden in einem 50/50 Mix aus EGM-2 (Endothelial Cell Growth
Medium-2 BulletKit) und EBM-2 (Endothelial Cell Basal Medium 2) kultiviert (1/1



[vol/vol]; PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland) mit 15% FCS und 1% PenStrep

kultiviert und expandiert. Fur die Versuche wurden Zellen der Passage 14 - 16 benutzt.
3.5 Entwicklung eines geeigneten Kreislaufs

Der Perfusionskreislauf zur extrakorporalen Lebeperfusion von Gassner et al. [23]
wurde fUr das eigene Projekt so angepasst, dass nach Gabe der Zellen das Neo-Organ
kontinuierlich perfundiert werden konnte. Dafur wurden die kanulierten Gefalte (PA, VCI
und GG) Uber Drei-Wegehahne an den Perfusionskreislauf angeschlossen (Abb. 1).
Das Anschlielen aller Gefalke ermdglichte zum einen die Gabe von Zellen Uber PA,
VCI und GG und zum anderen die kontinuierliche Perfusion mit Nahrmedium entweder
Uber die Pfortader oder Uber die VCI. Medium, welches die Rattenleber nicht Gber die
Gefale verliel3, wurde am Boden des Reaktors aufgefangen und Uber das Reservoir
dem Kreislauf wieder zugefuhrt. Somit konnte eine geschlossene Perfusion

gewahrleistet werden.
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Abbildung 1. Aufbau des Perfusionskreislaufs (A) mit der Pumpe (1), dem Oxygenator (2), der
Blasenfalle (3), der Perfusionskammer mit dem Neo-Pankreas (4) und das Reservoir flir das Medium (5).
Gallengang (6), Pfortader (7) und Vena Cava (8) des Neo-Pankreas sind flr Perfusion bzw. Infusion
konnektiert (B). Schematischer Aufbau des Perfusionskreislauf wahrend der Perfusion Uber die PA (C).
Aus dem Reservoir (5) gelangt das Medium Uber die Pumpe (1) zum Oxygenator (2) von dort weiter zur
Blasenfalle (3) und schlieRlich Uber die PA ins Neo-Organ. Uber die VCI bzw. tber den Boden der
Perfusionskammer gelangt das Medium zuriick ins Reservoir. Uber den Drei-Wegehahn zwischen 5 und
1 erfolgen die vendsen BGAs und der Mediumswechsel. Uber den Drei-Wegehahn zwischen 2 und 3
erfolgen die arteriellen BGAs. In D ist analog dazu die Perfusion Uber die VCI eingezeichnet. Die Zellgabe
an Tag 2 (E) erfolgt Uber die PA (a) oder Uber die VCI (b). Alle anderen Zugange werden hierbei
geschlossen. Modifiziert aus Everwien et al. [1].

10



3.6 Re-Endothelialisierung und Evaluation

Nach der Perfusion mit PBS Uber Nacht wurden die nicht dezellularisierten, nativen
Lappen der Leber entfernt und lediglich die kleinen, dezellularisierten Lappen in den
weiteren Versuche eingesetzt. Die einzelnen Zugange wurden mit Medium-Mix
(bestehend aus 50% EGM-2 und 50% RPMI 1640) auf ihre Durchgangigkeit und die
Leber auf ihre Integritat gepruft. Die Re-Endothelialisierung erfolgte Uber 2 Tage. An
Tag 1 des Versuchs wurden 10,51x108 + 2,0x10® RAEC und 2,8x10° + 0,4x10% MSC in
jeweils 2,5 ml des korrespondierenden Mediums nach Trypsinierung und Zellzahlung
aufgeldst und gemeinsam in eine 10 ml Spritze aufgezogen. Unter der Sterilbank
erfolgte dann die Gabe der Zellen im Rahmen eines mehrstufigen Schemas. Die erste
Gabe von 1 ml der Zellsuspension erfolgte Uber die PA , gefolgt von 1 ml Medium-Mix.
Nach funfminutiger Wartezeit wurde dieses Procedere insgesamt finfmal durchgeflhrt.
Um eine Adhasion der Zellen zu ermdglichen, wurde das Neo-Organ in einer
Petrischale fur 2 Stunden bei 95% O2 und 5% CO: inkubiert. AnschlieRend wurde das
Procedere mit 8,0x108 + 1,0x10° RAEC und 2,7% + 0,5x10® MSC (ber die VCI
wiederholt. Auch hier schloss sich eine zweistliindige Adhasionsphase an. Abschliel3end
wurde das Neo-Organ Uber PA, VCI und GG an den Perfusionskreislauf angeschlossen
und in der Perfusionskammer platziert. Die Perfusion erfolgte Uber die PA mit einer
Forderrate von 0,5 ml/min und der Abfluss Uber die VCI.

An Tag 2 erfolgte der zweite Schritt der Re-Endothelialisierung. Hierzu wurden mithilfe
eines Spritzenperfusors (Perfusor compact, B. Braun) 26,0x108 + 4,0x108 RAEC gelost
in 10 ml EGM-2 bei einer Forderrate von 40 ml/h Uber die VCI infundiert und dann mit 5
ml EGM-2 nachgespult. Nach vierstiindiger Adhasionsphase ohne Perfusion wurde die
Prozedur mit 20,0x10% + 3,0x10° RAEC uber die PA wiederholt. Nach erneuter
vierstindiger Adhasionsphase erfolgte dann die Perfusion mit 0,5 ml/min tber die VCI
Uber Nacht.

An Tag 3 wurde morgens zunachst eine arterielle und eine vendse Blutgasanalyse
(BGA) enthommen und mit einem Messgerat (ABL800 Flex; Radiometer GmbH,
Krefeld, Deutschland) direkt gemessen. Danach wurde das Medium uber den 3-
Wegehahn am Reservoir gewechselt. Die Perfusionsrate wurde auf 1 ml/min erhdéht und
die Perfusion auf PA umgestellt. Abends wurde erneut eine BGA durchgefuhrt und das
Medium ausgetauscht. Bis Tag 8 wurden nun taglich morgens und abends eine BGA
durchgefuhrt und das Medium gewechselt. Morgens erfolgte die tagliche Alternierung
der Perfusionsroute (PA und VCI im Wechsel). Alle 2 Tage wurde die Forderrate um 1

ml/min erhdht (ab Tag 5 auf 2 ml/min, ab Tag 7 auf 3 ml/min).
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Insgesamt wurden 16 Versuche durchgefuhrt. In sechs dieser Versuche wurden die
Neo-Organe 9 Tage lang kultiviert und ausschliellich fur die Analyse der Re-
Endothelialisierung genutzt. Zehn Neo-Organe wurden zusatzlich mit Langerhans-
Inseln an Tag 9 rebesiedelt und ab diesem Zeitpunkt als Neo-Pankreas bezeichnet. Um
sowohl die kurzfristige als auch die mittelfristige Funktion des Neo-Pankreas zu
demonstrieren, wurden sechs der 10 Neo-Pankreata fur einen weiteren Tag und vier
Neo-Pankreata fur drei weitere Tage kultiviert (Abb. 2). Einer der Drei-Tages Versuche
wurde aufgrund nicht zufriedenstellender Inselqualitat von allen weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Bei drei der insgesamt 16 Versuche erfolgte an Tag 12 die Funktionalitatsprifung des
wiederaufgebauten Endothels mit FITC-Dextran (500 kDa, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Bei einem intakten Endothel wurde man keine Interaktion des
fluoreszierenden Zuckers mit der EZM erwarten. Hierzu erfolgte nach Durchfuhrung des
GSIS (Glucose Stimulated Insulin Secretion) Tests (siehe unten) die Infusion von 25 ml
FITC-Dextran (0,2 mg/ml in PBS) Uber die PA mittels eines Spritzenperfusors bei einer
Geschwindigkeit von 90 mi/h. Der Uberstand aus VCI und Paravasat wurden separat
gesammelt und bei -20°C fur weitere Analysen gelagert. Zwei native Leber und zwei
dezellularisierte Leber mit ebenfalls abgebundenem LL und ML dienten als
Kontrollgruppe. Nach der FITC-Dextran-Infusion wurden die Leberlappen bei -20°C
aufbewahrt, anschlieffend davon 5 pm dicke Schnitte angefertigt, in Aceton (Carl Roth)
fixiert und die Fluoreszenz unter einem Zeiss Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) beurteilt.

3.7 Isolierung von und Rebesiedelung mit Langerhans-Inseln

Die Isolierung der Langerhans-Inseln wurde nach dem Protokoll von Schubert et al.
durchgefuhrt [24]. Nach Tétung der Ratte wurde das Abdomen mittels einer U-formigen
Laparotomie eroffnet. Der Darm wurde ausgelagert und der Pankreasgang dargestellt
und angeklemmt. Uber eine Kaniile erfolgte die Injektion der Verdauungslésung, die
Kollagenase (Sigma-Aldrich) und DNase (F. Hoffmann-La Roche) enthielt. Das
Pankreas wurde aus dem Abdomen entfernt und in einem Wasserbad bei 37°C fur
15 min inkubiert und verdaut. Mittels eines diskontinuierlichen Ficoll-Gradienten (Sigma-
Aldrich) wurden die Langerhans-Inseln isoliert, in RPMI 1640 mit 10% (vol/vol) FCS
resuspendiert und Uber Nacht kultiviert.
Am neunten Tag der Rezellularisierungsversuche wurde die Perfusionskammer eine
Stunde vor Inselgabe mit einem Mix aus RPMI 1640 und EGM-2 beftillt (7/3 [vol/vol]).
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Die am Tag zuvor isolierten Inseln wurden nach einem zuvor veroffentlichten Protokoll
[25] unter dem Mikroskop mittels einer 100 ul Pipette einzeln aufgesogen, um so eine
reine Inselkultur zu erhalten und eine Kontamination mit Uberflissigem Gewebe zu
vermeiden. Zur Bestimmung der islet equivalents (IEQ) wurde eine Probe der
selektierten Inseln mit Dithizone (DTZ; Sigma-Aldrich) gefarbt. Die Ubrigen Langerhans-
Inseln wurden anschlief3end in 5 ml RPMI 1640 re-suspendiert und in eine 10 ml Spritze
(B. Braun) gefullt. Um mogliche Scherkrafte zu minimieren, wurde der Stempel der
Spritze hierbei entfernt, die Spitze mittels eines Kombistopfens verschlossen und die
Inseln langsam in den Kolben gegossen. Der Stempel wurde anschlieRend wieder an
seiner urspringlichen Stelle positioniert. Das Neo-Organ in der Perfusionskammer
wurde mit 2,5 ml RPMI 1640 uber den GG angespult und die Inseln nun manuell in
einem Zuge infundiert. Der GG wurde erneut mit 2,5 ml RPMI 1640 nachgespdult, um
festsitzende Inseln in den =zufGhrenden Schlauchen noch ins Neo-Organ zu
transportieren. Ubergelaufenes Paravasat wurde mit einer neuen Spritze aufgesammelt
und ebenfalls mit DTZ gefarbt, um die Effizienz der Rezellularisierung zu bestimmen.
Nach einer Stunde ohne Perfusion, um eine Adhasion der Inseln zu gewahrleisten,
wurde die Perfusion mit RPMI 1640/EGM-2 (7/3 [vol/vol]) bei einer Laufrate von
0,2 ml/min Uber die PA Uber Nacht wieder aufgenommen.

FUr die Ein-Tages-Versuche wurden im Durchschnitt 1304+257 IEQ benutzt. Fur die
Drei-Tagesversuche wurden 23981450 IEQ benutzt. Hier erfolgte ab Tag 10 die
Perfusion Uber die PA bei einer Laufrate von 1 ml/min. Das Medium wurde einmal am

Tag gewechselt. BGA wurden zweimal taglich durchgefluhrt.
3.8 Evaluation der Funktion der Langerhans-Inseln mittels GSIS

Um die Funktion der Langerhans-Inseln in einem dynamischen Geschehen zu
evaluieren, wurde ein sogenannter Glucose Stimulated Insulin Secretion (GSIS) Test
entweder an Tag 10 (1-Tageskultivierung) oder an Tag 12 (3-Tageskultivierung)
durchgefuhrt. Das Medium wurde zunachst gegen Krebs-Ringer-Puffer (KRB) ohne
Glucose ausgetauscht, um im Kreislauf vorhandene Glukose zu entfernen. In
niedrigmolarer KRB-Glukoseldsung (3,6 mM) wurden die Inseln Gber 30 Minuten auf
eine basale Insulinsekretion eingestellt. Anschlielend erfolgte die Stimulation mit
hochmolarer KRB-Glukosel6sung (16,4 mM) fur 60 min, auf die abschlieRend die 30-
minutige Perfusion mit niedrigmolarer KRB-Glukoseldsung wiederholt wurde. Alle zwei

Minuten wurden Aliquots des Perfusats enthommen und bei -20°C flr weitere Analysen
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gelagert. Um den Verlauf der Glukosekonzentration zu dokumentieren, wurden alle
5 Minuten BGAs enthommen.

Die Insulinkonzentrationen der Perfusatproben wurden nach Herstellerangaben mittels
Insulin ELISA (Mercodia AB, Uppsala, Schweden) bestimmt und mit dem FluoStar
Optima (BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Deutschland) bei einer Wellenlange von

450 nm gemessen.

Partielle
Rattenleber Rezellularisierung  Rezellularisierung Kultivierung
Dezellularisierung

Isolierung der
Langerhans-Inseln

L) Langerhans-
& Inseln

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tage 3-8 Tag 9 Tag 10/12

Rezellularisierung GSIS

'V'SC RAEC

Abbildung 2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. An Tag 0 erfolgt die Dezellularisierung
der kleinen Leberlappen. An Tag 1 & 2 erfolgt die Rezellularisierung mit RAEC & MSC, gefolgt von der
dynamischen Kultivierung an Tag 3-8. An Tag 8 werden die Langerhans-Inseln isoliert und an Tag 9 ins
Neo-Organ infundiert. An Tag 10 bzw. 12 wird der GSIS zur Funktionalitdtsprifung der Langerhans-
Inseln durchgefuhrt. Modifiziert aus Everwien et al. [1].

3.9 Histologische Aufarbeitung des Neo-Pankreas

Zur histologischen Evaluation wurde nach Beendigung des Versuchs ein Teil des Neo-
Pankreas in Formalin (Herbeta Arzneimittel) asserviert, in Paraffin gegossen und 5 um
dicke Schnitte angefertigt.

Fur eine morphologische Beurteilung wurde zunachst eine Hamatoxylin und Eosin
Farbung (H&E, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Des weiteren wurden folgende Farbungen durchgefuhrt: CD31
(Endothelzellen), CD90 (MSC), Ki-67 (Proliferationsmarker), Insulin, Glukagon und
TUNEL (Apoptose). Das Vorgehen wird ausfuhrlich in Everwien et al. beschrieben [1].
Alle Aufnahmen der gefarbten Schnitte wurden mit dem Zeiss Axio Observer.Z1 (Carl
Zeiss) gemacht.

Fur weitere detaillierte Aufnahmen wurden in Kooperation mit der Core Facility flr
Elektronenmikroskopie der Charité - Universitatsmedizin Berlin
elektronenmikroskopische  Aufnahmen von re-endothelialisierten  Neo-Organen
angefertigt. Die genaue Aufbereitung der Schnitte ist ebenfalls in Everwien et al.
detailliert beschrieben [1].
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3.10 Statistik

Zur statistischen Auswertung und Grafikerstellung wurde GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) benutzt. Daten im Text und in den
Abbildungsunterschriften sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die
Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-Wilk-Test Gberpruft. Fur den direkten
Vergleich von zwei Gruppen wurde der t-test bzw. bei nicht normalverteilten Daten der
nicht-parametrische Mann-Whitney-Test verwendet. Flr den Vergleich mehrerer
Gruppen im Falle zweier Variablen wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-
Way Analysis of variance / TWO-Way ANOVA) mit anschlieenden Paarvergleichen
(post-hoc Test; multiple comparison) durchgefihrt. Ein p-Wert <0,05 wurde als

signifikant erachtet.

4. ERGEBNISSE

4.1 Evaluation der Re-Endothelialisierung

Fur die Analyse der BGA-Werte der ersten neun Tage wurden alle durchgefuhrten
Experimente verwendet.

Es konnte ein signifikanter Abfall der Glukose-Werte innerhalb der ersten 2 Tage
beobachtet werden (Tag 1 vs. Tag 3: 133 + 2 vs. 80 + 44 mg/dL, p<0,0001). Ab dem 3.
Tag blieb der Wert jedoch auf diesem Niveau stabil (Tag 3 vs. Tag 9: 80 + 44 vs. 89 +
10 mg/dL, p=0,4348). Die Laktatwerte stiegen zu Beginn signifikant an (Tag 1 vs. Tag 3:
21 + 1 vs. 61 £+ 4 mg/dL, p<0,0001), stabilisierten sich aber ebenfalls ab dem 3. Tag
(Tag 3 vs. Tag9: 61 £ 4 vs. 51 + 9 mg/dL, p=0,3362). Kalium- und Natrium-Werte waren
ab dem 3. Kultivierungstag auf einem stabilen Niveau (Tag 3 vs. Tag 9: 5,53 £ 0,09 vs.
5,39 + 0,05 mmol/L, p=0,3251 und 143 + 2 vs. 147 £ 2 mmol/L, p=0,0585).

Die Perfusion mit FITC-Dextran zeigte, dass es in der nativen Kontrollleber fast nahezu
keine Interaktion mit der Matrix gab (Abb. 3A). In der dezellularisierten Leber konnte
eine Fluoreszenz der gesamten Leber und der bestehenden EZM beobachtet werden
(Abb. 3B). Im re-endothelialisierten Neo-Pankreas lag das beobachtete Signal
zwischen den beiden Kontrollgruppen (Abb. 3C).
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Abbildung 3. Immunfluoreszenzaufnahmen von nativer (A), dezellularisierter (B) und re-
endothelialisierter (C) Rattenleber nach der Perfusion mit FITC-Dextran (0,2 mg/ml). Malistabsleiste =
100 pm. [1]

4.2 Evaluation der Isolierung und Funktion der Langerhans-Inseln

Nach der Inselgabe wurden fur die eintagigen Kultivierungsversuche 16 £+ 3 IEQ im
Uberstand gefunden. Daraus lasst sich schlieRen, dass 1288 + 257 IEQ von 1304 + 257
infundierten IEQ im Neo-Pankreas verblieben waren (n=6). Fur die dreitdgigen
Kultivierungsversuche waren im Uberstand 12 + 1 IEQ zu finden, es verblieben also
2386 * 449 IEQ im Neo-Pankreas (n=3).

Wahrend der Perfusion mit niedrigmolarem Glukose-Medium konnte fur die eintagigen
Kultivierungsversuche eine niedrige basale Insulinsekretion beobachtet werden. Es
zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg in der Insulinsekretion nach Stimulation
mit hochmolarem Glukose-Medium (n=6, Minute 30 vs. Minute 32: 2,5 + 0,2 vs. 4,8
0,5 ug/L, p=0,0022). Wahrend der gesamten Stimulationsperiode blieb der hohe
Insulinspiegel bestehen (n=6, Minute 32 vs. Minute 90: 4,8 + 0,5 vs. 4,7 £ 0,3 ug/L,
p=0,9372). Dieser fiel statistisch signifikant wieder ab, als zur Perfusion mit
niedrigmolarer Glukose-Losung zurtckgekehrt wurde (n=6, Minute 90 vs. Minute 92: 4,7
+ 0,3 vs. 2,25 + 0,06 pg/L, p<0,0001). Eine niedrige basale Insulinsekretion wahrend
der Perfusion mit niedrigmolare Glukose-Losung konnte bei den dreitdgigen
Kultivierungsversuchen ebenfalls beobachtet werden. Nach Stimulation mit der
hochmolaren-Glukoselésung wurde ein steiler Anstieg beobachtet. Dieser war
statistisch jedoch nicht signifikant (n=3, Minute 30 vs. Minute 38: 5 + 2 ug/L vs. 19 £ 12
Mg/L, p=0,2). Die Insulin-Sekretion sank dann auf ein niedrigeres Niveau und erreichte
unter der abschlieBenden Perfusion mit niedrigmolarer Glukose-Losung mit der
Anfangsphase der Versuche vergleichbare Werte (n=3, Minute 30 vs. Minute 92: 5 + 2
Mg/l vs. 2,9 £ 0,5 pg/L, p=0,7, Abb. 4).
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Abbildung 4. Ergebnisse des GSIS von eintagigen (A) und dreitagigen Kultivierungsversuchen (B). Bei
den eintagigen Kultivierungsversuchen konnten ein signifikanter Anstieg des im Perfusat gemessenen
Insulins nach Stimulation durch hochmolare Glukose beobachtet werden, sowie ein signifikanter Abfall
bei Rickkehr zu niedrigmolarer Glukose. Fur die dreitdgigen Kultivierungsversuche wurde ein
kurzzeitiger, nicht signifikanter Anstieg beobachtet. Modifiziert aus Everwien et al. [1].

4.3 Histologische Aufarbeitung des Neo-Pankreas

In der HE-Farbung zeigte sich, dass sich vor allem in und um die Gefalie neue Zellen
angesiedelt hatten. Besonders die grolReren Gefalle waren von einem monolayer
ausgekleidet (Abb. 5 A,E). Die CD31-Farbung belegte, dass es sich bei diesen, nur
innerhalb der GefalRe lokalisierten Zellen, um Endothelzellen handelte. Eine
Endothelialisierung auf kapillarer Ebene konnte jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 5
B,F). Die MSC konnten mittels CD90-Farbung dargestellt werden und waren ebenfalls
um die Gefalle angesiedelt (Abb. 5 D,H). Die erhaltene Proliferationsfahigkeit dieser
Zellen konnte durch die positive Ki-67 Farbung nachgewiesen werden (Abb. 5 C,G).
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Abbildung 5. Histologische Farbungen der re-endothelialisierten Rattenleber. Die HE-Farbung zeigt
monolayerbildende Zellen in den GefalRen (A,E), die sich als CD31-positive Zellen (Endothelzellen)
prasentieren (B,F). Diese Zellen sind zudem positiv flr den Proliferationsmarker Ki-67 (C,G). Die CD90-
positiven Zellen (also MSC) sind um die GefalRe herum lokalisiert (D,H). Die MalRstabsmarkierung fur A-D
ist 100 uym und fur E-H 50 ym. Aus Everwien et al. [1].

Des weiteren zeigte die HE-Farbung, dass die Langerhans-Inseln Uber das gesamte
Parenchym verteilt waren (Abb. 6 A,E). Diese Zellen wiesen eine positive Insulin-
Farbung auf und waren sowohl in den 1- als auch 3-Tageskultivierungsversuchen zu
finden (Abb. 6 B,F). In beiden Gruppen konnte mit der TUNEL Farbung gezeigt werden,
dass die meisten Langerhans-Inseln TUNEL-negativ und somit vital waren (Abb. 6
C,G). Die Glukagon-Farbung zur Darstellung der Alpha-Zellen fiel nur in der Gruppe
nach eintagiger Kultivierung positiv aus (Abb. 6D).

0

Abbildung 6. Histologische Auswertung des Neo-Pankreas (A-D: 1-Tageskultivierungsversuche und E-
G: 3-Tageskultivierungsversuche). Insulin-positive Zellen zeigten sich in beiden Versuchsgruppen uber
die gesamte Matrix verteilt (B,F). Die meisten dieser Zellen waren TUNEL-negativ und somit als viabel zu
betrachten (C,G). Der Nachweis Glucagon-positiver Zellen gelang nur in der Gruppe nach eintagiger
Kultivierung (D). Die MaRstabsmarkierung fir A-D markiert 100 ym und far E-G 50 ym. Aus Everwien et
al. [1].
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Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten die Ausbildung von tight junctions
zwischen zwei mutmallichen Endothelzellen und deren Interaktion mit der Basallamina
(Abb. 7 B,C). Des weiteren sah man Zellen, die sich in Mitose befanden (Abb. 7E) und
somit fur eine Proliferation der Zellen sprechen, sowie einen Zellkern mit Anteilen von
Heterochromatin und Euchromatin (Abb. 7D). MSC konnten anhand ihrer
charakteristischen oberflachlichen Ausstulpungen identifiziert werden (Abb. 7A) [26].

Abbildung 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Neo-Organs. Es konnten MSC anhand ihrer
charakteristischen oberflachlichen Ausstllpungen identifiziert werden (A, Pfeil). C ist die Vergrofierung
des Quadrats in B. Hier zeigt sich die gebildete tight junction (2) zweier Zellen, die der Basallamina
aufliegen (3) neben freiem Kollagen (1) der EZM. In (D) prasentiert sich ein Zellkern mit Euchromatin (1)
und Heterochromatin (2), sowie eine Zelle in Mitose (E, Pfeil). Fir A & B entspricht die
Mafstabsmarkierung 1000 nm, fir C 250 nm, fir D 500 nm und fir E 2500 nm. Aus Everwien et al. [1]

5. DISKUSSION

Zur kurativen und definitiven Therapie von Patient*innen mit Typ 1 Diabetes stehen
aktuell nur die Pankreas- oder die simultane Pankreas-Nierentransplantation sowie die
Inseltransplantation zur Verfugung [11]. Der bestehende eklatante Mangel an
verfugbaren Organen und eine grolle Diskrepanz zwischen der Anzahl von
Patient*innen, die auf der Warteliste stehen und der Anzahl derer die tatsachlich jahrlich
transplantiert werden, zeugen von der Notwendigkeit, neue innovative therapeutische
Ansatze flur dieses Patientenklientel zu entwickeln [27].

In dieser Arbeit konnte das, nach unserem Wissen, erste Protokoll fur eine
dezellularisierte, re-endothelialisiete und mit Langerhans-Inseln rebesiedelte

Rattenleber, die als endokrines Neo-Pankreas dienen soll, etabliert werden. In den
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Versuchen konnte eine Integritdt der Langerhans-Inseln nach einem bzw. drei Tagen
Kultivierung sowie eine adaquate Reaktion des Neo-Pankreas auf sich andernde
Glucosespiegel gezeigt werden.

Die Verwendung einer dezellularisierten Rattenleber als Neo-Pankreas ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch eine wenig erprobte Methode und wird bisher eher nicht als sog. scaffold
fur insulinproduzierende Zellen benutzt [28]. Zwei andere Arbeitsgruppen verwendeten
ebenfalls dezellularisierte Rattenlebern fur die Rebesiedelung mit Langerhans-Inseln
[29,30]. Vier Eigenschaften machen die Rattenleber jedoch zu einer attraktiven Matrix:
Die Grolle, der anatomische Aufbau mit Gallengangssystem sowie arteriellem,
portalvendsem und vendsem Gefallsystem, die Integritdt und Stabilitat des Organs
auch im dezellularisierten Zustand und nicht zuletzt eine mit der des Pankreas’
vergleichbaren Komposition der Extrazellularmatrix.

Rattenlebern haben im Durchschnitt ein Volumen von 22cm?® [31]. Ein menschliches
Pankreas hat im Vergleich dazu ein Volumen von 76,9 cm3 - die endokrinen Zellen
stellen jedoch nur einen Anteil von 2%, also von ungefahr 1,54 cm® [32]. Um die
Relation diese Volumina nochmals zu verdeutlichen, sei zusatzlich auf das ,islet device*
von Ludwig et al. verwiesen [33]. Dieses implantierbare Gerat konnte in diabetischen
Primaten eine metabolische Kontrolle des Blutzuckers Uber einen gewissen Zeitraum,
jedoch keine komplette Insulinunabhangigkeit, gewahrleisten. Das ,islet device” hat
insgesamt ein Volumen von 65,37 cm?3, wobei ein groBer Anteil fiir die Oxygenierung
der Inseln genutzt wird. Der eigentliche Raum flur die Langerhans-Inseln betragt hier nur
4,36 cm®. Eine dezellularisierte Rattenleber bietet also mehr als geniigend Raum, um
als Matrix far Langerhans-Inseln und weitere Zellen zur Kontrolle des
Blutzuckerspiegels im Menschen zu dienen. Zur Etablierung der Hypothese wurden in
dieser Arbeit allerdings zunachst nur die kleinen Leberlappen verwendet.

Ein wichtiger Aspekt fur die Konstruktion unseres Neo-Pankreas war die Tatsache, dass
die Leber durch das Gallengangssystem einen direkten Zugang zum Parenchym hat.
Trotz der schwankenden GrofRRe der Inseln, die zwischen 20 und 400 ym grof3 sind,
gingen wir in meiner Arbeitsgruppe davon aus, dass die Langerhans-Inseln Uber den
Gallengang ins Leberparenchym gegeben werden kénnen [34]. Napierala et al. konnten
zeigen, dass bei der Verwendung eines dezellularisierten Rattenpankreas, die
Langerhans-Inseln, die Uber den Pankreasgang gegeben wurden, am besten ins
Parenchym gelangten [35]. Die histologische Aufarbeitung des Neo-Pankreas zeigte in
der H&E und in der Insulin-Farbung eine klare Verteilung der Langerhans-Inseln im

parenchymatdsen Raum. Die vorher erwahnten Arbeiten von Xu et al. und Zhou et al.
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konnten dies nicht zeigen. Dort blieben die Langerhans-Inseln in den Gefal3en stecken
[29,30].

Die Stabilitat einer dezellularisierten Rattenleber und die damit verbundene gute und
einfache Handhabung sind wichtige Voraussetzungen flur eine potenzielle nachfolgende
Implantation. Napierala et al. konnten zeigen, dass diese Stabilitdt bei einem
dezellularisiertem Rattenpankreas nicht gegeben ist und sich somit eher nicht als Matrix
eignet [35].

EZM und Zellen stehen in einer engen dynamischen Beziehung zueinander und
beeinflussen sich z.B. durch die Sekretion von Zytokinen und Botenstoffen [3]. Sowohl
fur Endothelzellen als auch fir Langerhans-Inseln konnte eine verbesserte Funktion in
Zellkulturen im Falle der Kultivierung mit EZM-Bestandteilen wie z.B. Kollagen IV
gezeigt werden [36,37]. Da Leber und Pankreas demselben Endoderm entstammen
[16], sollte somit eine ahnliche Komposition der EZM zu erwarten sein, die die Funktion
der Langerhans-Inseln unterstltzt. Mehrere Arbeiten habe sich mit dem Aufbau und der
Komposition von dezellularisierter Rattenleber und dezellularisiertem Rattenpankreas
beschaftigt, bisher allerdings noch nicht auf einem funktionellen Level [38,39].

Citro et al. verwendeten dezellularisierte Rattenlungen fur die Herstellung sog.
vascularized islet organs (V1Os). In ihrer Arbeit verglichen sie die Zusammensetzung
des Proteoms und konnten Ubereinstimmungen in wichtigen Matrixbestandteilen
feststellen [40]. Die Verwendung eines anderen Organs als eines Pankreas zur
Beherbergung von Langerhans-Inseln scheint also durchaus vielversprechend.

Nach Auswahl einer geeigneten Matrix sollte in der eigenen Arbeit ein weiterer wichtiger
Punkt adressiert werden: Die Unerlasslichkeit eines intakten Endothels vor Implantation.
Freies Kollagen aktiviert die Gerinnungskaskade und kann so zu einem
Transplantatversagen fuhren [17,19]. Um eine ausreichende Re-Endothelialisierung zu
ermoglichen, wurde in dieser Arbeit die Re-Endothelialisierung nicht nur mit
Endothelzellen sondern zusatzlich mit MSC durchgefuhrt. MSC dienen als sog. nursing
cells und unterstutzen Endothelzellen in ihrer Funktion und verstarken die Ausbildung
eines vaskularen Netzwerks [41]. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind vielversprechend.
Die Zellen konnten Uber einen Zeitraum von neun Tagen in einer dynamischen
Umgebung mit stabilen metabolischen Parametern kultiviert werden. Die histologische
Auswertung zeigte die Ausbildung eines sog. monolayer innerhalb der Gefalle. Die
CD31-Farbung belegte, dass es sich hierbei um Endothelzellen handelt. Um die GefalRe
herum fanden sich CD90 positive Zellen, also vermutlich MSC. Dies deutet darauf hin,

dass sich unsere Hypothese der nursing cells bestatigte. Eine Re-Endothelialisierung
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konnte jedoch nur in groReren Gefallen und nicht auf einem kapillaren Level beobachtet
werden. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten die Ausbildung von tight
Junctions, die bekannter weise vorwiegend von Endothelzellen ausgebildet werden. Des
weiteren fanden sich hier Zellen in Mitose, also in aktiver Zellteilung. Dies kann als
Hinweis auf die vorliegende Viabilitdt der Zellen gedeutet werden. Die Perfusion mit
FITC-Dextran ergab, dass die Integritat des Endothels, zumindest auf einem niedrigen
Level, wiederhergestellt werden konnte. Um die Funktionalitdt des ausgebildeten
Endothels weiter belegen zu kdnnen, sollten sich weitere Studien z.B. eine Perfusion
des Neo-Pankreas mit Vollblut anschliefen. Ein funktionierendes Endothel ist von
zentraler Bedeutung, da Langerhans-Inseln einen hohen Sauerstoffbedarf haben und
es bei nicht adaquater Sauerstoffversorgung schnell zu zentralen Nekrosen und somit
zu einem Funktionsausfall kommen kann. Bereits existierende islet devices scheitern
genau an diesen zentralen Aspekten [42,43].

Zentraler Punkt dieser Arbeit war jedoch der Nachweis einer adaquaten Reaktion der
Langerhans-Inseln auf sich andernde Glukosewerte als Beleg fur die Funktionalitat des
Neo-Pankreas. Sowohl nach der eintagigen als auch nach der dreitédgigen Kultivierung
zeigte sich ein adaquater Anstieg der Insulinproduktion nach Perfusion mit hochmolarer
Glukoselosung. In beiden Gruppen sank die Insulinausschittung bei erneuter Perfusion
mit niedrigmolarer Glukosel6sung. Dies kann durchaus als Zeichen der vollen Integritat
und Funktion der Langerhans-Inseln interpretiert werden. Jedoch fiel auf, dass in der
Grupp nach dreitdgiger Kultivierung die Insulinproduktion wahrend der
Stimulationsphase nicht aufrechterhalten werden konnte. Dies konnte fur eine Abnahme
der Inselfunktion unter den beschriebenen Kultivierungsbedingungen sprechen und
somit eine frihzeitige Implantation des Neo-Pankreas nahelegen. Zukinftige Studien
sollten sich u.a. mit der Unterstitzung und Verbesserung der Funktion von Langerhans-
Inseln beschaftigen. Solche Untersuchungen kénnten z.B. eine Fokussierung auf die
sog. islet niche beinhalten. Darunter versteht man die Mikroumgebung der Langerhans-
Inseln, die aus einem dichten und gut vaskularisiertem Netzwerk besteht [44]. Ein
Ansatz hierfur kdonnte die vorrangehende Kultivierung von Langerhans-Inseln mit
Endothelzellen und MSC sein. Die Co-Kultivierung von Langerhans-Inseln mit MSC
konnte in verschiedenen Studien eine deutliche Verbesserung ihrer Funktion zeigen
[45-47].

Die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere die adaquate Insulinantwort nach
Glukosestimulation und die histologischen Analysen sind vielversprechend. Wesentliche

nun folgende Schritte sind die Herstellung eines fur die Implantation ausreichend re-
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endothelialisierten Gefaldsystems, die Evaluierung im Transplantationsmodell und

schlielich die Verwendung humaner Zellen.
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