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1 Zusammenfassung

1.1 Die Auswirkungen von Erythropoese-stimulierenden
Substanzen auf die Revaskularisierung transplantierter

Langerhans scher Inseln

Die Transplantation Langerhans’ scher Inseln stellt eine vielversprechende Therapiestrategie
zur kurativen Behandlung des Diabetes mellitus dar. Sie konnte sich im klinischen Alltag
bisher allerdings nicht durchsetzen. Aufgrund der niedrigen Anwachsrate der Transplantate
kann eine langfristige Insulinunabhangigkeit der Patienten bisher nicht gewahrleistet werden.
In den ersten Tagen nach Transplantation sind die Langerhans’schen Inseln durch das
fehlende Gefalinetzwerk hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Dies wiederum fihrt zu
Zellnekrosen und schlieBBlich zum Verlust der Transplantate. Erythropoietin (EPO), der
Hauptregulator der Erythropoese, und das langwirksame Analagon Darbepoetin-a (DPO)
sind bekannt fur ihre pro-angiogenen Eigenschaften. Aus diesem Grund sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob diese Erythropoese-stimulierenden Substanzen in
der Lage sind, die Revaskularisierung von transplantierten Inseln zu beschleunigen und zu

verbessern.

Als Spendertiere dienten FVB/N-TgN (Tie2/ green light fluorescence protein (GFP)) 287 Sato
Mause, um zusatzlich Erkenntnisse tUber den Anteil an spendereigenen Endothelzellen am
GefalRnetzwerk der Transplantate zu gewinnen. FVB/N-Wildtyp Mause dienten als
Empféangertiere. Zur Analyse der Revaskularisierung wurde das Rickenhautkammer Modell
verwendet, das repetitive intravitale fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur
Mikrozirkulation transplantierter Langerhans’scher Inseln erméglicht. Zusatzlich wurden die
Transplantate histologisch und immunhistochemisch untersucht und der Hamatokrit der

Empféangertiere bestimmit.

In der ersten Versuchsreihe wurden frisch isolierte Langerhans’sche Inseln in die
Ruckenhautkammer von Empféangertieren transplantiert, die ab dem Tag der Transplantation
taglich mit EPO (500 1U/kg) behandelt wurden. Kontrollen erhielten taglich NaCl. An Tag 6
nach Transplantation zeigten Inseln der EPO-Gruppe eine erhdhte funktionelle Kapillardichte
und ein vergrofRertes mikrovaskulares Netzwerk im Vergleich zu Inseln der Kontrollgruppe.
Allerdings hatte die Behandlung keine Auswirkungen auf die Anwachsrate der Transplantate

und fahrte zu einer signifikanten Erh6hung des Hamatokrits in den Empfangertieren.
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Da DPO eine gréf3ere biologische Aktivitat und langere Halbwertszeit als EPO besitzt, wurde
in einer zweiten Versuchsreihe die Empféangertiere ab dem Tag der Transplantation alle drei
Tage mit DPO (2,5 pg/kg), DPO (10 pg/kg) behandelt. Kontrollen erhielten alle drei Tage
NaCl. Die intravital-mikroskopische Analyse zeigte keine Unterschiede in der
Revaskularisierung der Transplantate zwischen den drei experimentellen Gruppen.
Allerdings kam es in der DPO-Hochdosis-Gruppe zu einem signifikant erhéhten
mikrovaskularen Blutvolumenfluss und Hamatokritanstieg an Tag 14 im Vergleich zur DPO-
Niedrigdosis-Gruppe und Kontrollgruppe.

Um den Wirkspiegel von EPO in den ersten Tagen nach Transplantation zu erhdhen, wurde
in einem dritten Studienabschnitt die Empfangertiere, 6 Tage lang vor der Transplantation
taglich mit EPO (500 IU/kg) behandelt. Kontrollen erhielten taglich NaCl. Diese
Behandlungsstrategie fuihrte zu einer deutlichen Beschleunigung der Revaskularisierung der
Transplantate. Dies war an einer signifikant erhdhten funktionellen Kapillardichte an den
Tagen 3-10 im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. Auch die relative GroRe des
Gefalinetzwerkes, die endokrine Revaskularisierung, der mikrovaskulare Volumenfluss und
die Anwachsrate der Transplantate zeigten signifikante Verbesserungen in der EPO
vorbehandelten Gruppe, ohne dabei den Hamatokrit der Empfangertiere zu erhdhen.
Interessanterweise zeigte die histologische Untersuchung auf3erdem einen kleineren Anteil
an GFP-positiven Endothelzellen in den Transplantaten der EPO vorbehandelten Tieren,
was auf ein zuséatzliches Einwachsen von Endothelzellen aus dem umliegenden Gewebe

schlieRen lasst.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann man schlussfolgern, dass die
Behandlung der Empfangertiere mit EPO zu einer Beschleunigung der Revaskularisierung
fuhrt. Die Behandlung mit DPO erh6ht dagegen den mikrovaskularen Blutvolumenfluss der
Transplantate. Diese positiven Effekte auf den Anwachsprozess der transplantierten
Langerhans’schen Inseln gehen allerdings mit einem erhohten H&amatokrit der
Empfangertiere und damit mit einem erhéhten Thromboserisiko einher. Die EPO-
Vorbehandlung dagegen zeigte eine deutliche Beschleunigung der Revaskularisierung mit
einer erh6hten Anwachsrate der Transplantate, ohne dabei den systemischen Hamatokrit
der Empféanger zu erhéhen. Damit kénnte die EPO-Vorbehandlung eine vielversprechende
Therapieoption sein, die Erfolgsrate der Transplantation Langerhans’scher Inseln zu

verbessern.



2 Summary

2.1 The effects of erythropoiesis-stimulating agents on the

revascularization of transplanted islets of Langerhans

Pancreatic islet transplantation is a promising therapeutic approach to cure diabetes mellitus.
However, it does not represent a standard procedure in clinical practice. A low take rate of
the transplants is most probably the cause for the lack of a long term insulin independency in
these patients. During the first days after transplantation the islets lack a vascular supply and
are exposed to hypoxic conditions. This in turn leads to cell necrosis and loss of the
transplants. Erythropoietin (EPO), the main regulator of erythropoiesis, and its long lasting
analogue Darbepoetin-a (DPO) are known for their pro-angiogenic properties. Therefore, the
present study examined if these erythropoiesis-stimulating agents are capable of

accelerating and improving the revascularization of transplanted islets of Langerhans.

FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato mice were used as donor animals to achieve additional
information on the origin of the endothelial cells in the newly formed microvascular networks
of the transplants. FVB/N-wildtype mice were used as recipient animals. The
revascularization of the islets was analyzed by repetitive intravital fluorescence microscopy
using the dorsal skinfold chamber model. Additionally, the transplants were analyzed by
histology and immunohistochemistry. Finally, the hematocrit levels of the recipient animals

were determined.

In a first set of experiments the freshly isolated islets of Langerhans were transplanted into
the dorsal skinfold chamber of recipient animals, treated daily with EPO (500 1U/kg) or NacCl
(controls) from the day of transplantation for 14 day. The results showed a significant higher
functional capillary density and a greater relative size of the vascular network on day 6 in the
EPO-treated animals when compared to controls. However, the treatment had no effect on
the take rate of the transplants and, as a side effect, increased the systemic hematocrit

levels in the recipient animals.

Because DPO has a greater biological activity and a longer half-time life compared to EPO, a
second set of experiments with DPO was performed. In these experiments the recipient
animals were treated for a 2 week period every three days, either with DPO low dose (2.5
pa/kg), DPO high dose (10 pg/kg) or NaCl (controls) starting from the day of transplantation.
The results showed no differences in islet revascularization between the three experimental

groups. However, DPO high dose treatment led to an increased microvascular blood volume



flow and elevated the systemic hematocrit level of the recipient animals on day 14 when

compared to DPO low dose animals and controls.

To increase the pro-angiogenic effect of EPO in the first days after transplantation, a third set
of experiments was performed. Recipient mice were pretreated daily with EPO (500 IU/kg) or
NaCl (controls), starting 6 days prior to islet transplantation. This pretreatment provoked a
marked acceleration of the revascularization of the transplants. This was indicated by an
increased functional capillary density on days 3-10 when compared to controls. Also, the
relative size of the mircrovascular network, the endocrine revascularization, the
microvascular blood volume flow and the take rate of the transplants showed a significant
improvement in the EPO-pretreatment group. This was achieved without an increase of the
systemic hematocrit levels in the recipient animals. Interestingly, the immunohistological
analysis revealed a lower fraction of GFP-positive endothelial cells in the transplants of the
EPO-pretreated animals on day 6. This indicates an increased ingrowth of GFP-negative

endothelial cells from the surrounding host tissue.

In conclusion, the present data suggest that treatment of recipient animals with EPO slightly
accelerates the revascularization of islet transplants. In contrast DPO treatment results in an
increased microvascular blood volume flow of the transplants. However, these positive
effects on the engraftment of transplanted islets were accompanied by an elevation of the
systemic hematocrit levels of the recipient animals. Therefore, the use of these treatment
strategies could lead to a higher risk of thromboembolic events. EPO-pretreatment, on the
other hand, led to a marked acceleration of the islet revascularization. This was associated
with a higher number of successfully engrafted islets, without an increase of the systemic
hematocrit levels of the recipients. Therefore, EPO-pretreatment, may represent an

interesting therapeutic approach to improve the clinical outcome of islet transplantation.



3 Einleitung

3.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus gehort mit weltweit 442 Millionen Betroffenen zu den bedeutendsten
Stoffwechselerkrankungen unserer Zeit [WHO, 2019]. Dabei handelt es sich um eine Gruppe
von metabolischen Erkrankungen, die durch einen erhdhten Blutzuckerspiegel charakterisiert
sind. Die beiden haufigsten diabetischen Krankheitsbilder in den westlichen Industriestaaten
sind Diabetes mellitus Typ 1 und Diabetes mellitus Typ 2. Weitere Untertypen sind
beispielsweise der Gestationsdiabetes oder eine diabetische Stoffwechsellage aufgrund
Erkrankungen des exokrinen Pankreas. Die Diagnose des Diabetes mellitus wird durch die
Nuchternplasmaglukose (= 126 mg/dl, = 7,0 mmol/l), den oralen Glukosetoleranztest (0GTT
(2 200 mg/dl, 2 11,1 mmol/l)), den HbAic (= 6,5 %, = 48 mmol/mol) oder einen
Gelegenheitsblutzucker (= 200 mg/dl, 2 11,1 mmol/l) in Kombination mit Symptomen der
Hyperglykamie gestellt.

Des Weiteren ist der Pradiabetes von einer manifesten diabetischen Stoffwechsellage zu
unterscheiden. Dabei sind die diagnostischen Kriterien des Diabetes nicht erflllt, aber das
Risiko, einen manifesten Diabetes mellitus zu entwickeln, ist sehr hoch. GemaR der
American Diabetes Association liegt bei diesem Krankheitsbild eine Nuchternplasmaglukose
von 100-125 mg/dl (5,6-6,9 mmol/L) und eine gestdrte Glucosetoleranz mit Werten von 140-
199 mg/dl (7,8-11,0 mmol/L) im oGTT vor [Kharroubi und Darwish, 2015].

Weltweit ist der Diabetes mellitus Typ 2 die haufigste Form der Erkrankung. Die Pravalenz in
Europa reicht von 2,4 % in Moldawien bis zu 14,9 % in der Tlrkei. Bei der Pathogenese des
Diabetes mellitus Typ 2 kommt es zu komplexen Stérungen im Insulinstoffwechsel. Dies flhrt
zu einer gestorten Insulinsekretion der B-Zellen und gleichzeitig zu einer peripheren
Insulinresistenz. Dies wiederum fuhrt zur Entgleisungen im Glukosestoffwechsel und
resultiert schlieBlich in der Hyperglykamie. Uberernahrung in Kombination mit Adipositas
sowie Bewegungsmangel sind die zentralen Risikofaktoren der Erkrankungen. Weiterhin
spielen eine genetische Veranlagung, psychosoziale Einflisse, das Rauchverhalten sowie
Umweltnoxen eine Rolle in der Krankheitsentstehung [Tamayo et al.,, 2014, Elk und
Iwuchukwu, 2017].

Wahrend die Pravalenz des Diabetes mellitus Typ 2 mit dem Alter steigt, ist der Diabetes
mellitus Typ 1 zu 80-90 % bei Kinder und Jugendlichen zu finden. Schatzungen aus dem
Jahr 2013 gehen von 129,350 Fallen von Typ 1 Diabetes mellitus bei 0 — 14 Jahre alten
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Kindern in Europa aus [Tamayo et al., 2014]. Dabei besteht eine hdhere Inzidenzrate im
Norden und Nordwesten Europas im Vergleich zu zentralen, sudlichen und &stlichen
Regionen des Kontinents [Patterson et al., 2014]. Die Pathophysiologie des Diabetes
mellitus Typ 1 beruht auf einer autoimmunen Zerstérung der B-Zellen, wodurch kein Insulin
mehr produziert wird [Devendra et al., 2004]. Das Vorhandensein von spezifischen
Autoantikorpern ist dabei das diagnostische Kennzeichen der Erkrankung, auch wenn deren
Rolle in der Pathogenese nicht véllig verstanden ist. Diese Antikdrper kdnnen gegen
Inselzellen, Insulin (IAA), die Glutamat-Decarboxylase (GAD), Tyrosin-Phopshatasen (1A2
und 1A2B) und Zinktransportern (ZnT8A) gerichtet sein [Vermeulen et al., 2011].
Interessanterweise kdnnen diese Monate oder sogar Jahre vor dem Ausbruch der Krankheit
bei Patienten nachgewiesen werden [Couper und Donaghue, 2009]. Die Entstehung der
Antikérper scheint dabei auf genetischen Faktoren zu beruhen. So besteht eine starke
Assoziation an das humane Leukozytenantigen (HLA) System in Verbindung mit DR und DQ
Genen. Diese HLA-DR/DQ Allele kénnen erstaunlicherweise entweder die Entstehung der
Krankheit beglnstigen, oder vor dem Ausbruch der Erkrankung schitzen. Dartber hinaus
scheinen Umwelteinfliisse, virale Erkrankungen, Vitamin-D Mangel und Ubergewicht im

Kindesalter die Pathogenese der Erkrankung zu férdern [Tamayo et al., 2014].

Das haufigste Symptom des Diabetes mellitus ist die Hyperglykdmie, die mit Mldigkeit,
Polydypsie und Polyurie einhergeht. Auch hypoglykdmische Episoden kdnnen auftreten, die
mit Unruhe und Schweil3ausbriichen bis zu zerebralen Krampfanfallen und Koma einher-
gehen konnen. Daruber hinaus sind Diabetiker von einer Reihe von Spatkomplikationen
betroffen, die zu einer erhdohten Mortalitat fuhren. Dazu gehoren die diabetische
Nephropathie, = Neuropathie und Retinopathie, das diabetische Ful3syndrom
(Mikroangiopathien), die koronare Herzkrankheit, die periphere arterielle Verschlusskrankheit
sowie die arterielle Verschlusskrankheit der Hirnarterien mit ischdmischem Hirninfarkt
(Makroangiopathien) [Herold, 2018].

Bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 wird ein Stufenschema angewandt, das zu-
nachst eine gesteigerte korperlicher Aktivitat, Ern&hrungstherapie und Gewichtsreduktion
vorsieht. Sollte diese ,Lifestyle“-Therapie keinen Erfolg erzielen, wird zusatzlich mit der
Einnahme von oralen Antidiabetika wie Metformin und Sulfonylharnstoffen begonnen. Auch
eine Zweifachkombination oraler Antidiabetika kann bei Therapieversagen in Betracht
gezogen werden. Eine weiter fortgeschrittene Erschopfung der endogenen Insulinproduktion
erfordert schlie3lich die Umstellung auf eine Insulintherapie. Dabei stehen verschiedene
Schemata zur Verfigung. Sie reichen von der konventionellen Insulintherapie mit Injektionen

eines Mischinsulins morgens und abends bis zu einer intensivierten Insulintherapie, bei der
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eine Kombination aus schnell und langsam wirkenden Insulin zum Einsatz kommt, die sich
streng nach Kaloriengehalt der Mahlzeit, Tageszeit und aktuellem Blutzuckerspiegel
orientiert [Herold, 2018].

Die Diagnose des Diabetes mellitus Typ 1 erfordert dagegen ohne Ausnahme die sofortige
und lebenslange Insulintherapie. Das erste Mal wurde Insulin 1922 in der
humanmedizinischen Praxis eingesetzt und bis heute stellt die Applikation von Insulin das
erfolgreichste Vorgehen zur Behandlung des Diabetes mellitus dar [Banting et al., 2007]. Die
optimale Einstellung des Blutzuckers des Patienten verlangt allerdings ein aufwendiges,
individuell ~ zugeschnittenes  Behandlungskonzept, das zwischen verschiedenen
Therapieschemata und unterschiedlich langwirksamen Insulinanaloga unterscheidet [Herold,
2018]. Und selbst bei optimaler Einstellung des Blutglukosespiegels scheinen die

Spatkomplikationen der Erkrankung unvermeidbar.

Der konservativen, pharmakologischen Therapie in der Behandlung des Diabetes mellitus
Typ 1 steht der chirurgische Ansatz gegenliber. Das erste Pankreas wurde 1966 an der
Universitat von Minnesota transplantiert und bis heute sind weltweit Uber 42.000
Pankreastransplantationen durchgefiihrt worden [Gruessner und Gruessner, 2016]. Aufgrund
der hohen Komplikationsrate und der darauffolgenden lebenslangen Therapie mit
Immunsupressiva wird die Transplantation allerdings nur bei diabetischen Patienten mit
Nierenversagen in Kombination mit einem Nierentransplantat oder bei Patienten mit

schweren hypoglykdmischen Entgleisungen in Erwédgung gezogen [Dean et al., 2017].

3.2 Transplantation und Revaskularisierung Langerhans’scher
Inseln

Die Transplantation Langerhans’scher Inseln ist eine minimal-invasive Therapiestrategie zur
kurativen Behandlung des Diabetes mellitus. Die Ublicherweise portalvendse Injektion der
isolierten Inseln besticht im Vergleich zur Transplantation des gesamten Pankreas durch ein
reduziertes Trauma und damit einer geringeren Komplikationsrate, wie Blutungen und
Infektionen [Gallego Ferrero und Crespo Del Pozo, 2018]. In verschiedenen experimentellen
Studien konnten diabetische Tiere mittels der Transplantation Langerhans’scher Inseln
zeitweise in eine normoglykdmische Stoffwechsellage Uberfiihrt werden [Ballinger und Lacy,
1972, Leonard et al., 1973, van der Vliet et al., 1988, Davalli et al., 1996]. Im Laufe der
80iger Jahre gab es die ersten richtungsweisenden, klinischen Studien, die Aufschluss Uber

die Inseltransplantation bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und Nephropathie [Scharp
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et al., 1989], die temporére Insulinunabhangigkeit nach Transplantation [Scharp et al., 1990]
und Uber die langfristige Funktion der Inselzelltransplantate [Alejandro et al., 1995] brachten.
Schlie3lich kam es im Jahr 2000 zur Etablierung des Edmonton-Protokolls, das erstmalig
eine nachhaltige Insulinunabhangigkeit der Patienten bis zu einem Jahr nach Transplantation
ermoglichte [Shapiro et al., 2000].

Dennoch bleiben bis heute lediglich 40-50 % der Patienten nach 5 Jahren
Insulinunabhangig. Ein entscheidendes Problem der Inseltransplantation ist die hohe Anzahl
bendtigter Inseln und der aufwendige Isolierungs- und Reinigungsvorgang der Transplantate.
So kommt es beim enzymatischen Verdauungsprozess des Pankreasgewebes, bei dem das
exokrine Gewebe vom endokrinen Teil des Organs getrennt wird, auch zu Schaden an den
Langerhans’schen Inseln [Toso et al.,, 2002]. Weiterhin ist der Reinheitsgrad der
gewonnenen Transplantate von zentraler Bedeutung fur den Erfolg der Behandlung, da
Verunreinigungen zum Funktionsverlust fihren kénnen. Dies hat wiederum zur Konsequenz,
dass oftmals mehr als ein Spenderpankreas bendétigt wird, um eine ausreichende Anzahl an
Inseln zu gewinnen, damit der Patient nach der Transplantation einen physiologischen

Blutzuckerspiegel erreicht [Barton et al., 2012, Ahearn et al., 2015].

Eine weitere Hirde der Inseltransplantation ist die niedrige Anwachsrate der Transplantate.
Im Gegensatz zur Transplantation ganzer Organe, wie Leber, Herz oder Niere, deren
mikrovaskularer Blutfluss durch Anastomosen der versorgenden GefaRe sofort
wiederhergestellt werden, ist bei der Transplantation Langerhans’scher Inseln ein Prozess
der Angiogenese und Revaskularisierung erforderlich [Menger et al., 2001, Jansson und
Carlsson, 2002]. Dies fuhrt dazu, dass die Inseln in den ersten Tagen nach Transplantation
auf die Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff aus dem umliegenden Gewebe und
BlutgefaRen des Empfangers angewiesen sind [Menger et al., 2001]. Wé&hrend dieser
kritischen Phase kommt es zu Hypoxie-bedingten Apoptosen und Nekrosen und damit auch
zum Funktionsverlust der Inseln [Dionne et al., 1993, Davalli et al., 1996, Cui et al., 2005].
Aus diesem Grund wird die schnelle und ausreichende Revaskularisierung als
entscheidende Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Inseltransplantation gesehen [Schramm
et al., 2003, Brissova et al., 2004].

Experimentelle Studien konnten mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen zeigen, dass
die Revaskularisierung etwa 3 Tage nach Transplantation durch Aussprossung von
Kapillaren beginnt und bis Tag 14 abgeschlossen ist. Danach besitzen die transplantierten
Inseln ein dichtes glomerulumartiges Gefal3netzwek, ahnlich dem Gefalinetzwerk von

Langerhans'schen Inseln in situ [Menger et al., 1989]. Gleichzeitig zeigen histologische
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Untersuchungen, dass die neu gebildeten BlutgeféaRe das fiir Langerhans‘sche Inseln

typische diaphragmal fenestrierte Endothel aufweisen [Vajkoczy et al., 1995b].

In den letzten Jahren wurden verschiedene Ansétze entwickelt, um die Erfolgsrate der
Inseltransplantation zu verbessern. So werden neben der Injektion in die Portalvene der
Leber neue Empfangergewebe diskutiert, wie beispielsweise Milz, Omentum, Peritoneum,
Subkutis oder das gut vaskularisierte Muskelgewebe [Pepper et al., 2013]. Allerdings gilt die
intraportale Injektion der Inseln in der Klinik bis heute als Goldstandard, da die Leber eine
Schlisselrolle in der Regulation des Insulinstoffwechsels einnimmt und die direkte
Insulinsekretion in das Lebergewebe eine enge Kontrolle tUber den Blutzuckerspiegel
ermdglicht [De Vos et al., 1998].

Um die AbstoBungsreaktion des Empfangers zu minimieren und Nebenwirkungen mdéglichst
zu vermeiden, sind zudem neue immunsupressive Therapie-Regime Gegenstand intensiver
Forschung. So werden monoklonale Antikbrper wie Belatacept in klinischen Studien erprobt
und kénnten die Nieren-, und Inselzelltoxischen Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin und
Tacrolimus ersetzen [Posselt et al., 2010]. Auch die Einkapselung der Langerhans schen
Inseln vor Transplantation wird in tierexperimentellen und klinischen Studien untersucht
[Tuch et al., 2009, Vegas et al., 2016]. Dabei bleibt die endokrine Funktion der Inseln
erhalten, wahrend die Infiltration von Immunzellen verhindert wird. Die Vitalitat und
Funktionalitat der Transplante wird durch die Einkapselung allerdings signifikant geschwacht
[Basta et al., 2011]. Um den Mangel an Spenderorganen zu umgehen, wird auch die
Xenotransplantation als mogliche Alternative diskutiert. Xenogene Transplantationsversuche
vom Schwein zum nicht-humanen Primaten konnten bereits einige Erfolge erzielen [Hering et
al., 2006, Bottino et al., 2014], eine unzureichende Immunsupression im xenogenen Modell

hindert jedoch an der Anwendung in der Klinik [Samy et al., 2014].

Ein weiterer Ansatz, die Erfolgsrate der Inseltransplantation zu erhdhen, ist die
Revaskularisierung der Transplantate zu verbessern. Dabei setzt die zelltherapeutische
Methode auf die Co-Transplantation von Stamm- und Endothelzellen, um die
Revaskularisierung zu beschleunigen. Dadurch konnte das angiogene Potential sowie die
Funktion der transplantierten Langerhans’schen Inseln verbessert werden [Rackham et al.,
2011, Coppens et al., 2013, Quaranta et al., 2014]. Die Handhabung mit verschiedenen,
spezifischen Zelltypen gestaltete sich im klinischen Alltag allerdings &ufRerst problematisch.
Neben den administrativen Hirden sollten die zeit- und kostenaufwéndigen Isolierungs- und
Kultivierungsprozesse in der Standardisierung der Zellqualitat und Menge bedacht werden.

Staels et al. konnten zudem im gentherapeutischen Modell nachweisen, dass die
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Transfektion der messenger ribonucleic acid (MRNA) des vascular endothial growth factors
(VEGF) in die Langerhans'schen Inseln die Angiogenese der Transplantate im
tierexperimentellen Modell verstarken konnte [Staels et al., 2018]. Allerdings ist die
zusatzliche autonome Produktion von VEGF mit schwerwiegenden Risiken, wie
beispielsweise dem Fordern von Neoplasien verbunden. Eine weitere Strategie zur
Verbesserung der Vaskularisierung der Inseltransplantate ist die Kultivierung mit pro-
angiogenen Proteinen, wie VEGF, dem fribroblast growth factor (FGF), Metalloproteinasen
(MMP) [Olsson et al., 2006] oder glucagon-like peptide 1 (GLP-1) Analoga wie Liraglutide
[Langlois et al., 2016, Langlois et al., 2016]. Da allerdings die Kultivierung, selbst tiber einen
kurzen Zeitraum, die Funktionalitdt der Inseln beeintrachtigt [Olsson und Carlsson, 2005,
Noguchi et al., 2012], bleibt es fraglich, ob diese Strategie der Transplantation frisch isolierter
Inseln Uberlegen ist.

So ist es bis heute nicht gelungen die Transplantation Langerhans’scher Inseln als ernsthafte
Therapieoption des Diabetes mellitus in der Klinik zu etablieren. Der Einsatz eines Proteins
mit pro-angiogenen Eigenschaften, das in der Lage ware, die Anwachsrate der Inseln durch
eine Verbesserung und Beschleunigung der Revaskularisierung zu erhthen, ohne dabei
schwere Nebenwirkungen fur den Empfanger zu verursachen, ware dagegen eine

praktikable und realisierbare Alternative.

3.3 Erythropoietin (EPO) und Darbepoetin-a (DPO)

Das Glykoprotein Erythropoietin (EPO) ist der Hauptregulator der Erythropoese und
stimuliert taglich die Produktion von etwa 200 Milliarden neuer Erythrozyten, um ihre
limitierte Lebensdauer von 110 bis 120 Tagen zu kompensieren [Zhang et al., 2014]. EPO
wird hauptsachlich von der Niere produziert und in den Blutkreislauf abgegeben. Durch die
Bindung von EPO an seinem zugehdérigen Rezeptor EPO-R auf erythroiden Vorlauferzellen
werden Signalwege induziert, die durch Janus kinase 2 (JAK-2) und die
Transkriptionsfaktoren STAT gesteuert werden. Diese Signhalwege wiederum stimulieren

Zellproliferation, Differenzierung und Zelliiberleben [Kimakova et al., 2017].

Interessanterweise konnten experimentelle Studien zeigen, dass EPO neben seiner
hamatopoetischen Funktion, eine Vielzahl anderer Eigenschaften besitzt. So wirkt EPO anti-
apoptotisch und schitzt vor akutem, ischadmisch-induziertem Zelltod in zahlreichen
Geweben. Dazu gehdren das Gehirn, die Nieren, das Herz, die Retina und die Blutgefalie
[Chong et al., 2002, Grimm et al., 2002, Moon et al., 2003, Vesey et al., 2004]. Weiterhin

wirkt das Glykoprotein entziindungshemmend im Ischamie/Reperfusionsmodell [Rui et al.,
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2005] und reduziert den Gewebeschaden beim hamorrhagischen Schock und im
Myokardinfarkt [Abdelrahman et al., 2004]. Daruber hinaus berichten Studien uber eine pro-
angiogene Wirkung des Glykoproteins in vitro und in vivo [Ribatti et al., 1999]. Tatsé&chlich ist
EPO-R auch auf Endothelzellen exprimiert. Die Bildung des EPO/EPO-R Komplexes
induziert pro-angiogene Signalwege uber VEGF, Angiopoietin-1 Rezeptor (Tie)-2 und
Angiopoietin (Ang)-2 [Alvarez Arroyo et al., 1998, Li et al., 2007] und stimuliert so die
Proliferation von Endothelzellen und damit die Bildung neuer BlutgeféalRe [Carlini et al., 1995,
Watanabe et al.,, 2005]. So =zeigten Karschnia et al., dass die Kultivierung von
Gefal3fragmenten in EPO ihr angiogenes Potential steigert. Daruber hinaus konnten
Rezaeian et al. die pro-angiogene Wirkung des Glykoproteins im Flap-Modell der

Ruckenhautammer nachweisen [Rezaeian et al., 2008, Karschnia et al., 2018].

Darbepoetin-a (DPO), ein hyperglykolisiertes Analogon von EPO, wurde fir eine verlangerte
Wirkdauer und groRBere Bioverflgbarkeit entwickelt. Die Aminosaurensequenz von DPO
unterscheidet sich von endogenem EPO an 5 Positionen, was wiederum die Bindung von 2
zusatzlichen Oligosacchariden an den Asparaginresten erlaubt, ohne dabei die
Zusammensetzung des Glykoproteins zu zerstéren [Egrie und Browne, 2001, Elliott et al.,
2003]. Dadurch verbleibt DPO langer im Blutkreislauf und besitzt so eine gréf3ere biologische
Aktivitat. Der Einsatz der Substanz bei dialysierten Patienten zeigte, dass die Halbwertszeit
von intravends verabreichtem DPO mit 25,3 h ungefahr drei Mal langer ist als die 8 h von
EPO. Weiterhin wird die Zeit zur Spitzenkonzentration nach subkutaner Gabe im Vergleich
zu EPO verdoppelt (54 h vs. 16-24 h). Dies wiederum erlaubt eine reduzierte
Applikationsrate der Substanz [Macdougall et al., 1999, Jelkmann, 2013].

DPO wird im klinischen Alltag in erster Linie zur Behandlung von Anamien eingesetzt.
Studien beschreiben den Einsatz des Proteins bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen [Alsalimy und Awaisu, 2014, Palmer et al., 2014], myelodysplastischem
Syndrom [Park et al., 2016] und Chemotherapie-induzierter Anamie [Pirker et al., 2016].
Analog zu EPO konnten experimentelle Studien belegen, dass DPO neben seiner
hamatopoetischen Funktion weitere Eigenschaften besitzt. Johnson et al. zeigten, dass DPO
durch  anti-apoptotische und zytoprotektive Wirkung vor ischamisch-bedingtem
Nierenversagen schiitzt [Johnson et al., 2006]. Auch bei akutem Leberversagen wirkt DPO
anti-apoptotisch und zeigt zudem entziindungshemmende Effekte [Le Minh et al., 2007].
Darlber hinaus ist das Protein in der Lage in vitro und in vivo Angiogenese zu stimulieren.
So induziert DPO Gefal3sprouting im isolierten Aortenring der Maus und fordert die
Gefalineubildung von kolorektalen Lebermetastasen und im ischamischen Herz [Broberg et
al., 2008, Rupertus et al., 2012].
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Die Literatur legt nahe, dass EPO sowie sein lang wirksames Analogon DPO durch ihre pro-
angiogenen Eigenschaften die Revaskularisierung Langerhans’scher Inseln verbessern und

damit die Anwachsrate der Transplantate erh6hen kdnnen.

3.4 Zielstellungen

Langerhans’sche Inseln sind durch die fehlende vaskulare Versorgung in den ersten Tagen
nach Transplantation auf die Diffusion von Sauerstoff und Nahrstoffen angewiesen. Daher
scheint es fir eine erfolgreiche Inseltransplantation von entscheidender Bedeutung zu sein,
diesen kritischen avaskularen Zeitraum zu verklrzen [Davalli et al., 1996, Schramm et al.,
2003, Wittig et al., 2013]. Erythropoietin sowie sein Analogon Darbepoetin-a konnten durch
ihre pro-angiogenen Eigenschaften in der Lage sein, dass Einsprossen neuer Gefal3e zu
fordern, den Prozess der Revaskularisierung zu beschleunigen und damit das Uberleben der

Transplantate zu verbessern.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den Einfluss von Erythropoietin und
Darbepoietin-a auf die Revaskularisierung transplantierter Langerhans’scher Inseln im
Ruckenhautkammer-Modell der Maus zu untersuchen. Folgende Fragen sollten beantwortet

werden:

1. Kann eine Behandlung der Empféangertiere mit Erythropoietin die Revaskularisierung

der transplantierten Langerhans’schen Inseln verbessern?

2. Kann eine Behandlung der Empfangertiere mit Darbepoetin-a die Revaskularisierung

der transplantierten Langerhans’schen Inseln verbessern?

3. Kann eine Vorbehandlung der Empfangertiere mit Erythropoietin die Revaskularisie-

rung der transplantierten Langerhans’schen Inseln verbessern?

4.  Zu welchem Ausmal} erfolgt die Revaskularisierung transplantierter Langerhans’scher
Inseln Uber Endothelzellen der Spenderinseln, und zu welchem Ausmald Uber

Endothelzellen des Empfangergewebes.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Bei der Arbeit wurden als Empfangertiere méannliche und weibliche FVB/N-Mause verwendet.
Das Korpergewicht der 10 bis 24 Wochen alten Tiere betrug 22 bis 27 g. Als Spendertiere
dienten mannliche und weibliche FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato Mause im Alter von 24-48
Wochen mit einem Gewicht von 25 bis 32 g. Die Haltung erfolgte unter klimatisierten
Bedingungen mit einem 12 h/12 h-Tag/Nachtrythmus. Der Zugang zu Trinkwasser und
Standardpelletfutter (Altromin, Lage, Deutschland) war jederzeit frei moglich. Der
Allgemeinzustand sowie das Schlaf- und Fressverhalten der Tiere wurden wéhrend der
Experimente kontinuierlich Gberwacht. Die Versuche wurden gemald dem Tierschutzgesetz
durch das Landesamt Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz (Saarbriicken)
genehmigt und alle am Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes (Homburg/Saar) durchgefinhrt.

4.2 Isolierung von Langerhans’schen Inseln

Die Isolierung der Langerhans Inseln orientierte sich an der Methode von Gotoh et al. [Gotoh
et al., 1987]. Zur Entnahme des Pankreas wurden die Tiere mit Ketamin (75 mg/kg KG;
Urostamin; Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und Xylazin (75 mg/kg KG;
Rompun; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion
narkotisiert. Das Abdomen der Tiere wurde mit 70 % Alkohol desinfiziert und danach eine
mediane Laparotomie durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der Darm der Tiere ausgelagert
und der Ductus choledochus aufgesucht. Dieser wurde méglichst nahe des Ductus cysticus
legiert. Es folgte das Aufspannen des Pankreas mittels einer Klemme am Duodenum (Abb. 1
A). Der Ductus choledochus wurde kurz vor der Einmindung in die Papilla Vateri mit einer
Mikroschere inzidiert. Danach folgte die Einfihrung einer Kanille (34 G, Microfil, World
Precision Instruments), die mit einem Faden fixiert wurde (Abb. 1 A-B). Anschliel3end wurde
die Maus durch Eréffnung der Aorta abdominalis ausgeblutet. Gleichzeitig wurden 1 ml einer
Kollagenaseltsung (1 mg Kollagenase (SERVA, SERVA Elektrophoresis GmbH)/1 ml HBSS
und 200 pl Neutralrot) in den Ductus pancreaticus injiziert. Das Neutralrot-geféarbte Pankreas
(Abb. 1 C) wurde aus dem Abdomen prapariert, in ein 15 ml Reaktionsgefald mit der
restlichen eiskalten Kollagenaseldsung uberfuhrt und schliel3lich in einem 37 °C warmen
Wasserbad 15 min verdaut. Danach wurde der Verdauungsprozess gestoppt, indem das

Reaktionsgefall auf Eis gestellt wurde. Daraufhin wurde der Inhalt in ein 50 ml
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Reaktionsgefal? Uberfuhrt, dieses mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)/10 % fetales
Kalberserum (FCS) aufgefillt und fir 2 min bei Raumtemperatur unter 1600 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Falcon erneut mit PBS/10 % FCS
aufgefillt. Durch auf - und abpipettieren mittels einer Pasteurpipette konnten die
Langerhans‘schen Inseln vom restlichen exokrinen Gewebe getrennt werden. Die
entstandene Suspension wurde erneut fr 1min unter 1600 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde mindestens dreimal wiederholt. Schlie3lich wurde das Pellet in 20 ml PBS/10 % FCS
resuspendiert und in eine 10 cm Petrischale gegeben (Abb. 1 D). Nun konnten die
Langerhans’schen Inseln unter dem Mikroskop mit einer Pipette gepickt werden.

Abbildung 1: Isolierung Langerhans'scher Inseln. (A) Mittels Klemme aufgespanntes Pankreas (Pfeile) und
Duodenum (Stern): 2 cm. (B) Eingefuhrte Kaniule auf Hohe der Papilla Vateri (Stern) in den Ductus
choledochus (Pfeil), MaRstab: 0,5 cm. (C) Aufgedehntes, Neutralrot-gefarbtes Pankreas (Pfeile) nach retrogra-
der Injektion der Kollagenaselésung in den Ductus pancreaticus major, MafR3stab: 0,5 cm. (D) Neutralrot-
gefarbtes Pankreasgewebe (Pfeile) nach dem Verdauungsprozess in einer Petrischale, Mal3stab: 1cm.
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4.3 Mikrozirkulationsmodell der Ruckenhautkammer

Das Ruckenhautkammer—Modell der Maus ermaoglicht die nicht invasive mikrozirkulatorische
Analyse von quergestreiftem Muskel und Hautgewebe (Abb. 2 A und B). In Verbindung mit
intravitaler Fluoreszenzmikroskopie erlaubt es die quantitative Beurteilung der Mikrozirkulati-

on, aber auch von Entziindung, Angiogenese und vaskularem Remodelling.

Abbildung 2: Das Modell der Riickenhautkammer: (A) Riickenhautkammer mit zentralem Sprengring, der das
Deckglas befestigt. Durch das Deckglas sind repetitive, fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mdglich,
MafRstab: 1 cm. (B) Lichtmikroskopische Aufnahme einer implantierten Riickenhautkammer, MaRRstab: 1 mm.

4.4 Praparation der Ruckenhautkammer

Zur Praparation der Ruckenhautkammer wurden die Tiere mit Ketamin (75 mg/kg KG) und
Xylazin (75 mg/kg KG) durch intraperitoneale Injektion narkotisiert. Der Ricken der Tiere
wurde rasiert und danach durch Enthaarungscreme (asid-med; ASID BONZ, Herrenberg,
Deutschland) depiliert. AnschlieRend wurde der enthaarte Ricken der Tiere unter 37 °C

warmem Wasser bis zur vollstandigen Entfernung der Enthaarungscreme gereinigt.

Nun folgte die Positionierung der Tiere in Bauchlage und die Desinfektion des Riickens mit
70 %igem Alkohol. Die Rickenhaut der Tiere wurde angehoben und die BlutgefaRe unter
Durchleuchtung in kongruente Position gebracht. Mit Seide-Nahten konnte die Riickenhaut
kranial und kaudal entlang der Mittellinie fixiert werden (Abb. 3 A). Der ruckwartige
Kammerrahmen wurde am Oberrand der Hautfalte mit 5-0 Seide-Nahten durch die
vorgefertigten Bohrlocher fixiert. Zur Fixierung des zweiten Kammerrahmens erfolgten mittels
Skalpell zwei Inzisionen am basalen Teil der Ruckenhaut um das Durchfiihren der
Verbindungsschrauben zu erméglichen (Abb. 3 B). Zuvor wurden mittels Durchleuchtung die

Hauptstammgefal3e identifiziert um sie bei der Praparation zu schonen. Die Schrauben
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wurden anschlieBend mit zwei Klemmen fixiert und mittels Durchleuchtung das spatere

Beobachtungsfenster markiert (Abb. 3 C).

Danach wurden die Haltefaden entfernt und das Tier in laterale Position unter ein Stereo-
Operationsmikroskop (Wild M650; Leitz, Schweiz) gebracht. Mithilfe mikrochirurgischer
Instrumente wurde entlang der Markierung die Cutis und Subcutis mit darunterliegender
guergestreifter Muskulatur sowie die zwei Schichten der Retraktormuskulatur entfernt (Abb. 3
D). Die verbleibenden Hautschichten setzten sich zusammen aus der rickseitigen
guergestreiften Hautmuskulatur sowie Subcutis und Cutis. Es war von essentieller
Bedeutung die praparierte Flache (15 mm) grofRer zu wahlen, als das Beobachtungsfenster
(10 mm), um eine Kompression des Gewebes und damit einhergehende
Zirkulationsstérungen zu vermeiden. Aul3erdem war bei der Entfernung der zweiten Schicht
der Retraktormuskulatur groRe Vorsicht geboten, da sie in direktem Kontakt mit der
rickseitigen quergestreiften Hautmuskulatur steht. Diese diente zur spéateren

mikroskopischen Bildgebung und sollte deshalb keinesfalls beschadigt werden.

AnschlieRend wurde der zweite Kammerrahmen auf die Verbindungsschrauben aufgesetzt
und mit Schraubenmuttern befestigt (Abb. 3 E). Zwischen den beiden Rahmen befanden sich
ebenfalls Schraubenmuttern um einen adéaquaten Abstand (400-500 um) zu gewahrleisten.
Wahrend der gesamten Operationszeit wurde das Préparationsfeld mit steriler
Kochsalzlésung feucht gehalten um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Zum
Schluss wurde das Beobachtungsfenster im vorderen Rahmen durch ein Deckglas luftdicht
geschlossen und durch einen Sprengring fixiert (Abb. 3 E). Durch Entfernung von Deckglas

und Sprengring konnte jederzeit der Zugang zum Beobachtungsfenster ermdglicht werden.

Zwei Tage hatten die Tiere Zeit, um sich von der Anasthesie und dem chirurgischen Trauma
zu erholen. Normale Fitterungs-, Reinigungs- und Schlafgewohnheiten zeigten, dass die

Tiere die Kammern gut tolerierten (Abb. 3 F).
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Abbildung 3: Kammerpraperation. (A) Darstellung der Hauptstammgefae mittels Durchleuchtung. (B)
Ruckseitiger Kammerrahmen nach Implantation. (C) Zirkulare Markierung entlang des Beobachtungsfensters.
(D) Einseitige Entfernung von Cutis, Subcutis mit darunterliegender quergestreifter Muskulatur sowie die zwei
Schichten der Retraktormuskulatur. (E) Implantation des vorderen Titanrahmens und SchlieBung des
Beobachtungsfensters mit Deckglas und Sprengring. (F) Versuchstier mit Rickenhautkammer. Alle
MalRstabe: 1 cm.
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4.5 Syngene Transplantation der Langerhans‘schen Insein

Zur Transplantation der Langerhans‘schen Inseln wurden die Tiere mit Ketamin (75 mg/kg
KG) und Xylazin (75 mg/kg KG) durch intraperitoneale Injektion narkotisiert. Danach wurden
die Tiere auf einer speziell konstruierten Biihne in Seitenlagen gebracht. Der Sprengring der
Ruckenhautkammer wurde entfernt und das Deckglas vorsichtig angehoben um Zugang zum
Beobachtungsfenster zu erlangen. Unter dem Stereo-Operationsmikroskop (Wild M650;
Leitz, Schweiz) wurden ca. 8 frisch isolierte Langerhans‘sche Inseln aus der Petrischale mit
PBS/10 % FCS-Losung pipettiert und auf der quergestreiften Muskulatur des
Beobachtungsfenster gleichmafig verteilt (Abb. 4 A). Die Kammer wurde wieder mit einem
Deckglas und Sprengring verschlossen. Direkt danach erfolgte die erste
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zur Positions- und GroélRenbestimmung der

transplantierten Langerhans‘schen Inseln (Abb. 4 B und C).

Abbildung 4: (A) Beobachtungsfenster einer Ruckenhautkammer mit 8 transplantierten Neutralrot-gefarbten
Inseln. Maf3stab: 1 mm. (B und C) Intravitale fluoreszenzmikroskopische Bilder im Blaulichtfilter von einer
Neutralrot-gefarbten Insel in der Riickenhautkammer an Tag 0. FITC Dextran 150,000 (i.v.) wurde zur Darstellung
der die Insel (markiert durch gestrichelte Linien) umgebenden, Blut-perfundierten Mikrogeféal3e verwendet (B). Die
Insel wurde durch die Neutralrotfarbung im Grunlichtfilter erkannt (C). MaR3stébe (B, C): 50 um.

4.6 Applikation von Erythropoietin

In den ersten beiden Studienabschnitten dieser Arbeit wurde Epoetin B (rekombinantes
humanes EPO, NeoRecormon; Roche, Reinach, Schweiz) verwendet. Die
Behandlungsgruppe erhielt die tagliche intraperitoneale Applikation von 500 IU/kg KG
Epoetin gelost in 0,1 ml NaCl, am Tag der Transplantation beginnend, fur 14 Tage. Die
Vorbehandlungsgruppe erhielt taglich 500 IU/kg KG Epoetin  gelost in 0,1 ml NacCl
intraperitoneal, beginnend funf Tage vor der Transplantation bis zum Transplantationstag.

Die Kontrolltiere erhielten nach den gleichen Applikationsschemata 0,1 ml NaCl.
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4.7 Applikation von Darbepoetin-a

Im dritten Studienabschnitt wurde Aranesp® (Amgen, Munchen, Germany) verwendet. Die
DPO-Niedrigdosis-Gruppe erhielt 2,5 pg/kg KG und die DPO-Hochdosis-Gruppe 10 pg/kg
KG Aranesp®, jeweils geldst in 0,1 ml NaCl. Die intraperitoneale Applikation der verdiinnten
Losungen erfolgte alle 3 Tage, am Tag der Transplantation beginnend, Gber 14 Tage. Die
Kontrolltiere erhielten nach dem gleichen Applikationsschema 0,1 ml NaCl.

4.8 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung von Angiogenese und Mikrozirkulation erfolgte mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie an den Tagen 3, 6, 10 und 14. Dafir wurden die Tiere durch
intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG) und Xylazin (75 mg/kg KG) narkotisiert.
Daraufhin wurden sie mit der Kammer an einer speziell gefertigten Plexiglasbihne fixiert. Es
folgte die Verabreichung von 0,05 ml FITC-Dextran 5 % (MW=150.000 kD; Fluka
Biochemika, 46946, Ulm, Deutschland) und 0,05 ml Rhodamin 6G 0,1 % (Rhodamine 6G,
MW=479 kD; SIGMA, St. Louis, USA) in den retrobulbdren Venenplexus. Aufgrund seines
hohen Molekulargewichtes verbleibt FITC-Dextran weitgehend intravaskular und verteilt sich
im Blutplasma. Dies ermdglichte die Darstellung von Arteriolen, Venolen und Kapillaren
(Abb. 5 A-D). Rhodamin 6G, ein Farbstoff der spezifisch Mitochondrien farbt [Horikoshi et al.,
1987], dient in erster Linie zur Detektion von Leukozyten, extravisiert allerdings auch durch
das fenestrierte Endothel des endokrinen Gewebes der Langherans’schen Inseln (Abb. 6 A-
D). Dieses Phanomen kann sowohl bei revaskularisierten, transplantierten
Langerhans’schen Inseln, als auch bei Inseln in situ beobachtet werden [Vajkoczy et al.,
1995b]. Danach erfolgte die Positionierung der Rickenhautkammer unter einem Zeiss
Axiotech Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer 100 W Quecksilber
Dampflampe mit einem blauen (Anregungswellenlange: 450-490nm/ Emissionswellenlange:
>515 nm) und einem griinen (530-560 nm/ > 585 nm) Filterblock. Die mikroskopischen Bilder
wurden Uber eine Videokamera (FK6990; Pieper, Schwerte, Deutschland) aufgenommen
und auf einen Monitor (Trinitron; Sony, Tokyo, Japan) und einen DVD-Recorder (DVD-
HR775; Samsung, Eschborn, Deutschland) fur die spatere off-line Analyse Ubertragen und

aufgezeichnet.
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Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Langerhans’schen Insel im Blaulichtfilter. An Tag 3
(A) sind Sprouts (Pfeile) als erste Zeichen der Angiogenese zu sehen. An Tag 6 (B) haben sich die ersten GefalRe
gebildet, die bis Tag 10 (C) an Dichte deutlich zunahmen und an Tag 14 (D) das charakteristische
glomerulumartige GefalRnetzwek ausgebildet hatten. Das GefalRsystem wurde mit Hilfe von FITC-Dextran
150,000 (i.v.) kontrastiert. Alle MaRstébe: 50 pum.

Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Langerhans’schen Insel im Grinlichtfilter. An Tag 3
(A) ist noch keine Extravasation von Rhodamin 6G in das endokrine Gewebe der Inseln zu erkennen. An Tag 6
(B) ist die erste Extravasation von Rhodamin 6G durch das fenestrierte Endothel der neu gebildeten Kapillaren
der Inseln zu beobachten. Diese Flache nimmt bis Tag 10 (C) und Tag 14 (D) weiter zu. Alle Mal3stédbe: 100 pm.
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4.9 Analyse der Mikrozirkulation

Die Analyse der Mikrozirkulation transplantierter Langerhans’scher Inseln erfolgte mit einem
digitalem Bildverarbeitungssystem (Caplmage; Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg,
Deutschland). Am Tag 0 wurde die initiale GroRe der einzelnen Langerhans’schen Inseln
bestimmt und fir jedes Versuchstier ein Mittelwert errechnet. Die Bestimmung der
mikrozirkulatorischen Parameter erfolgte an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach
Transplantation. Die vaskulare Flache beschreibt die Flache des neu gebildeten
Kapillarnetzwerks pro Insel in (mm?). Die funktionelle Kapillardichte ergibt sich aus der Lange
der neu gebildeten und perfundierten Kapillaren pro Flache des vaskularen
GefalRnetzwerkes der Insel, angegeben in (cm/cm?). Zusatzlich wurde die Flache der
Rhodamin Anreicherung jeder Insel in (mm2) bestimmt. Um den potentiellen Einfluss
unterschiedlicher initialer InselgroRen zwischen den Versuchsgruppen bei der Beurteilung
der vaskularen Flache und der Rhodamin Anreicherung zu vermeiden, wurden die
Messwerte jeder einzelnen Insel ins Verhaltnis zur initialen InselgréRe gesetzt. Daraus
ergaben sich die relative GroRe des vaskuldren Netzwerkes und die relative GroRe der
Rhodamin Anreicherung. Letzteres wird im Weiteren als endokrine Revaskularisierung
bezeichnet. Der Durchmesser (d) und die Flussgeschwindigkeit (v) von ca. 7 neu gebildeten
Kapillaren wurden jeweils in (mm) und (um/s) quantifiziert und auf jede Insel gemittelt.
Schlie3lich wurde der mikrovaskulare Volumenfluss in jedem Gefald mittels der Formel:
m*v*(d/2)?/K bestimmt und in (pl/s) quantifiziert. Dabei bezeichnet K den Baker-Wayland
Faktor [Lipowsky und Zweifach, 1978].

4.10 Histologie

4.10.1 Histologische Praparate

Fur die histologischen Untersuchungen wurden die Abschnitte der Rickenhautkammer, die
transplantierte Inseln enthielten, sorgfaltig mit einem Skalpell exzidiert. Die Proben des
Inseln enthaltenden Rickenhautkammergewebes wurden fur 24 h in 4 % Formalin fixiert.
Des Weiteren wurde fir die Fixierung der frisch isolierten Inseln ein Gemisch aus 100 pl
HepatoQuick®, 50 pl humanem Citratplasma und 10 pl 10% CaCl, Losung in den Deckel
eines Eppendorf-Gefalies pipettiert und fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 40 bis
50 Inseln mit 10 pl HepatoQuick®, 5 pl humanem Citratplasma und 1 pl 10 % CacCl, Lésung
auf die gelatinése Schicht gegeben und fir 15 min bei 37 °C aushérten lassen. Zum Schluss

wurde eine weitere Schicht aus den drei Komponenten dazugegeben. Das fest gewordene
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Gerinnsel wurde aus dem Deckel des Eppendorf-Gefal3es geldst und ebenfalls fir 24 h in
4% Formalin fixiert. Daraufhin wurden die Proben der transplantierten und isolierten Inseln
nach histologischem Standardprotokoll in Paraffin eingeblockt und 3 pm dicke Schnitte
angefertigt.

4.10.2 Immmunhistochemische Farbung

Um die transplantierten Langerhans’schen Inseln auf ihre zellulare Zusammensetzung zu
untersuchen, wurden die Schnitte auf Insulin, Glucagon, Somatostatin, CD31 und GFP
gefarbt. Als Primarantikérper dienten monoklonale Antikdrper. Verwendet wurden ein
Kaninchen anti-Maus-Insulin Antikérper (1:100; Abcam, Cambridge, UK), ein Maus anti-
Maus-Glucagon Antikdrper (1:100; Abcam, Cambridge, UK), ein Ratte anti-Maus-
Somatostatin  Antikérper (1:100; Abcam, Cambridge, UK), ein Ratte anti-Maus-CD31
Antikoérper (1:100; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und ein Ziege anti-Maus-GFP
Antikorper (1:50; Rocland Immunochemical Inc., Limerick, USA). Die Praparate wurden tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Sekundéarantikdrper dienten polyklonale Antikorper. Verwendet
wurden ein Ziege anti-Kaninchen Antikoérper (1:100; Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA), ein Ziege anti-Maus Antikdrper (1:100; Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) ein
Ziege anti-Ratte Antikdrper (1:100; Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) und ein Esel
anti-Ziege Antikorper (1:100; Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) in Kombination mit
Streptavidin (1:50; Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA).

Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 gefarbt. Die Auswertung erfolgte mittels eines
Fluoreszenzmikroskops (BX60F; Olympus, Hamburg, Deutschland). Die Anzahl der Insulin-,
Glucagon-, Somatostatin-, CD31- und GFP-positiven Zellen wurde unter Verwendung der
ImageJ Software (NIH, Bethesda, MD, USA) ermittelt und ist in % aller sichtbaren Zellen

angegeben.
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4.11 Experimentelle Gruppen

Gemall den Fragestellungen wurden die Versuchstiere sieben verschiedenen

experimentellen Gruppen zugeordnet.

Um den Einfluss einer EPO Behandlung der Empfanger auf die Revaskularisierung frei
transplantierter Langerhans’scher Inseln zu bestimmen, wurden zwei experimentelle

Gruppen untersucht.

- Die erste Gruppe, die Kontrollgruppe (CON, n=8), erhielt taglich vom Tag der
Transplantation an fiir 14 Tage 0,1 ml NaCl i.p. verabreicht.

- Die zweite Gruppe, die EPO-Gruppe (EPO, n=8), erhielt taglich vom Tag der
Transplantation an fiir 14 Tage 500 Ul/kg KG i.p. verabreicht.

Die Experimente zur Untersuchung der Auswirkungen der DPO Behandlung der Empfanger
auf die Revaskularisierung frei transplantierter Langerhans’scher Inseln bestand aus drei

unterschiedlichen Gruppen.

- Die erste Gruppe, die Kontrollgruppe (CON-DPO, n=9), erhielt alle 3 Tage beginnend
am Tag der Transplantation Gber 14 Tage 0,1 ml NaCl i.p. verabreicht.

- Die zweite Gruppe, die DPO-Niedrigdosis-Gruppe (DPO 2,5 pg, n=9), erhielt alle 3
Tage beginnend am Tag der Transplantation Gber 14 Tage 2,5 pg/kg KG DPO i.p.
verabreicht.

- Die dritte Gruppe, die DPO-Hochdosis-Gruppe (DPO 10 pg, n=9), erhielt alle 3 Tage
beginnend am Tag der Transplantation tUber 14 Tage 10 pg/kg KG DPO i.p.

verabreicht.

Um den Einfluss einer EPO Vorbehandlung der Empfanger auf die Revaskularisierung frei
transplantierter Langerhans’scher Inseln zu bestimmen, wurden zwei experimentelle

Gruppen untersucht.

- Die erste Gruppe, die Kontroll-Vorbehandlungs-Gruppe (CON-Pre, n=8), erhielt taglich
beginnend 6 Tage vor der Transplantation 0,1 ml NaCl i.p. verabreicht.

- Die zweite Gruppe, die EPO-Vorbehandlungs-Gruppe (EPO-Pre, n=8), erhielt taglich
beginnend 6 Tage vor der Transplantation 500 Ul/kg KG i.p. verabreicht.
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Zusatzlich wurden die transplantierten Langerhans’schen Inseln an Tag 6 in der
Kontroll- und EPO-Vorbehandlungs-Gruppe (jeweils n=3) auf ihre zellulare

Zusammensetzung untersucht.

4.12 Statistische Analyse

Die ermittelten mikrozirkulatorischen Parameter der Transplantate wurden auf jedes
Versuchstier gemittelt. Diese wurden in der jeweiligen Gruppe erneut zu einem Mittelwert
zusammengefasst und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Zu jeweiligen
Beobachtungszeitpunkten wurden die Werte zwischen den experimentellen Gruppen
verglichen. Nach Testung auf Normalverteilung und gleicher Varianz wurden bei zwei zu
vergleichenden Gruppen der ungepaarte Student’'s t-Test und bei mehr als zwei zu
vergleichenden Gruppen eine Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) mit nachfolgendem Student-
Newman-Keul-Test angewendet. Lag keine Normalverteilung vor, wurde ein Mann-Whitney-
U-Test bzw. eine Kruskal-Wallis-Analyse mit entsprechenden post-hoc Tests durchgefiihrt.
Um auf Zeiteffekte in den einzelnen Gruppen zu untersuchen, wurde bei Normalverteilung
eine Einweg-Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (ANOVA), ansonsten eine
Friedman-Analyse und entsprechende post-hoc Tests durchgefiihrt. Signifikante Unterschie-
de wurden bei p < 0,05 akzeptiert. Alle Berechnungen erfolgten mittels SigmaPlot (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, USA).
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5 Ergebnisse

5.1 Histologische Untersuchung frisch isolierter Langerhans scher
Inseln

Um einen Vergleich zwischen der zellularen Zusammensetzung frisch isolierter und
transplantierter Inseln ziehen zu koénnen, wurden zu Beginn frisch isolierte Inseln
immunhistochemisch auf Insulin-, Glucagon-, Somatostatin-, und CD31-positiven Zellen
gefarbt (Abb. 7 A-D). Eine Analyse von 10 Inseln ergab, dass 70 % der Inselzellen positiv fur
Insulin waren, wahrend 10 % Glucagon, 5 % Somatostatin und weitere 10 % den
Endothelzell-Marker CD31 exprimierten (Abb. 7 E).
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Abbildung 7: (A) Lichtmikroskopische Aufnahme von Neutralrot-gefarbten frisch isolierten Inseln von
GFP+/Tie+ FVB/N Spenderméausen. MaRRstab: 200 um. (B-D) Immunfluoreszenzfarbung auf Insulin/Glucagon
(B), Insulin/Somatostatin (C) und Insulin/CD31 (D) in frisch isolierten Inseln. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33342 gefarbt (blau). Alle Maf3stébe: 25 pum. (E) Quantifizierung von Insulin- (weil3e Saule),
Glucagon- (schwarze Saule), Somatostatin- (hellgraue S&ule) und CD31- (dunkelgraue Saule) positiven
Zellen (in % aller sichtbaren Zellen) in frisch isolierten Inseln (n=10). Mittelwerte + SEM.
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5.2 Auswirkung einer Erythropoietin-Behandlung auf die Revasku-
larisierung transplantierter Langerhans scher Inseln

5.2.1 Initiale Inselgrofie

Die ersten beiden experimentellen Gruppen wurden ab dem Tag der Transplantation
entweder mit EPO (EPO-Gruppe) oder NaCl (CON-Gruppe) téaglich Uber den
Beobachtungzeitraum von 14 Tagen behandelt.

Die initiale InselgroRe, die durch die Neutralrot-Fluoreszenz ermittelt wurde, erreichte
Mittelwerte von 0,081 mm2 bis 0,107 mm2 in den beiden Versuchsgruppen. Einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gab es nicht (Abb. 8).
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Abbildung 8: Quantitative Bestimmung der initialen Inselgrof3e (mm?) der transplantierten Langerhans’schen
Inseln am Tag der Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Gruppe (n=8, weil3e
Saule) und der EPO-Gruppe (n=8, schwarze Saule). Mittelwerte + SEM.

5.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte errechnet sich aus der Lange der perfundierten, neugebildeten
MikrogefalRen im Verhaltnis zur vaskularisierten Flache der transplantierten Inseln. In beiden
Gruppen stieg die funktionelle Kapillardichte Gber den Beobachtungszeitraum kontinuierlich
an und erreichte an Tag 14 Werte von ca. 380 cm/cm? (CON-Gruppe) bzw. 420 cm/cm?
(EPO-Gruppe). Interessanterweise zeigte sich in der EPO-Gruppe an Tag 6 eine signifikant
hohere funktionelle Kapillardichte im Vergleich zur CON-Gruppe (Abb. 9 und Abb. 10).
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Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von frei transplantierten Langerhans'schen Inseln
(markiert mit gestrichelten Linien) an den Tagen 6 und 14 nach Transplantation in die Ruckenhautkammer von
FVB/N Mausen der CON-Gruppe (A und C) und der EPO-Gruppe (B und D). Das Gefa3system wurde mit Hilfe
von FITC-Dextran 150,000 (i.v.) kontrastiert. Alle Ma3stabe: 50 pum.
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Abbildung 10: Quantitative Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (cm/cm?) an den Tagen 0, 3, 6, 10 und
14 nach Transplantation der Langerhans‘schen Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-
Gruppe (n=8, weiRe Saulen) und der EPO-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM. PP < 0.05 vs. Tag
0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; °P < 0.05 vs. Tag 0, 3 und 6 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P < 0.05
vs. CON.
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5.2.3 Relative GroRRe des vaskularen Netzwerkes

Die relative Grole des vaskularen Netzwerkes bezeichnet die Flache des vaskularen
Netzwerkes im Verhaltnis zur initialen Inselgrof3e. Die Mittelwerte dieses Parameters stiegen
in beiden Gruppen bis Tag 6 an und veranderten sich daraufhin bis Tag 14 nur marginal. Die
relative Gro3e des vaskularen Netzwerks war in der EPO-Gruppe an Tag 6 im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abb. 11).
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Abbildung 11: Quantitative Bestimmung der relativen GréRe des vaskularen Netzwerkes an den Tagen 0, 3, 6,
10 und 14 nach Transplantation der Langerhans‘schen Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der
CON-Gruppe (n=8, weiRe Saulen) und der EPO-Gruppe (n=8, schwarze S&ulen). Mittelwerte + SEM. 2P < 0.05
vs. Tag 0 innerhalb der jeweiligen Gruppe; PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P < 0.05
vs. CON.

5.2.4 Endokrine Revaskularisierung

Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G ist in der Lage das fenestrierte Endothel der
Langerhans’schen Inseln zu Uberwinden, und sich in den Mitochondrien der Inselzellen
anzulagern. Dies war in der Fluoreszenzmikroskopie als kontrastverstarkte Flache im
Bereich der Transplantate zu erkennen (Abb. 12). Die endokrine Revaskularisierung, das
Verhaltnis von der Rhodamin-positiven Flache zur initialen Inselflache, stieg bis Tag 10 an
und erreichte in der CON-Gruppe Werte von 0,47 (Tag 10) und 0,46 (Tag 14). In der EPO-
Gruppe war das Verhéltnis mit Werten von ca. 0,80 an den Tagen 10 und 14 zwar deutlich

grol3er, allerdings war der Unterscheid zur CON-Gruppe nicht signifikant (Abb.13).
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Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von frei transplantierten Langerhans’schen Inseln an den
Tagen 6 und 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Gruppe (A und C)
und der EPO-Gruppe (B und D). Darstellung der zunehmenden endokrinen Revaskularisierung der Inseln durch
mitochondriale Aufnahme von Rhodamin 6G. Alle MaRRstabe: 50 pum.
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Abbildung 13: Quantitative Bestimmung der endokrinen Revaskularisierung an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach
Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Riuckenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Gruppe
(n=8, weiRe Saulen) und der EPO-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM. PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3
innerhalb der jeweiligen Gruppe.
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5.2.5 Mikrozirkulation der transplantierten Inseln

Der Durchmesser der neu gebildeten Mikrogefa3e wurde in beiden Gruppen von Tag 6 an
kleiner und erreichte an Tag 14 vergleichbare Werte von 9,1 um in der CON-Gruppe und 9,5
pm in der EPO-Gruppe (Tab. 1). Die RBZ-Geschwindigkeit nahm in beiden Gruppen bis Tag
10 zu und erreichte in der CON-Gruppe 431,0 um/s und in der EPO-Gruppe 337,8 um/s
(Tab. 1). Der mikrovaskulare Volumenfluss erreichte in beiden Gruppen sein Maximum an
Tag 6 mit 30,3 pl/s in der CON-Gruppe und 25,4 pl/s in der EPO-Gruppe. Bis zum Tag 14
nahm der Volumenfluss wieder ab. Es fanden sich Werte von 23,0 pl/s in der CON-Gruppe
und 12,5 pl/ls in der EPO-Gruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied des
GefalRdurchmessers, der RBZ-Geschwindigkeit und des Volumenflusses gab es zwischen

den beiden Gruppen nicht (Tab.1).

Tabelle 1: Quantitative Bestimmung von Durchmesser (um), RBZ-Geschwindigkeit (um/s) und Volumenfluss
(pl/s) der neu gebildeten MikrogefaRe an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der Inseln in die
Riickenhaukammer von FVB/N Mausen der CON-Gruppe (n=8) und der EPO-Gruppe (n=8).

Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Durchmesser (um)
CON 11,8+1,8 12,1+0,8 9,4+0,5° 9,1+0,2°
EPO 12,4 +0,7 10,7 £ 0,62 9,6 + 0,42 9,5+0,52

RBZ Geschwindigkeit (um/s)
CON 51,9+ 31,7 330,6 +54,82 431,0+67,1* 425,9+69,42
EPO 73,0 £ 40,6 322,8+57,5* 337,8+75,7*% 236,0+ 74,72

Volumenfluss (pl/s)
CON 31+18 30,3+5,72 28,7 £ 6,82 23,0 £ 3,82
EPO 76143 25,4+ 4,7 21,5+ 3,72 12,5+ 4,12

Alle Daten sind Mittelwerte + SEM. 2P < 0.05 vs. Tag 3; °P < 0.05 vs. Tag 6.

5.2.6 Anwachsrate

Die Anwachsrate (%) beschreibt den prozentualen Anteil der Inseln, die spatestens an Tag
14 in der Intravitalmikroskopie neu gebildete MikrogefaRe gezeigt haben. In der CON-

Gruppe zeigten 84 %, in der EPO-Gruppe 87% der transplantierten Langerhans’schen Inseln
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die Ausbildung neuer Gefal3e. Ein statistisch signifikanter Unterschied gab es zwischen den
beiden Gruppen nicht (Abb. 14).
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Abbildung 14: Quantitative Bestimmung der Anwachsrate (in % der Anzahl transplantierter Langerhans’scher
Inseln) an Tag 14 nach Transplantation der Langerhans‘schen in die Riuckenhautkammer von FVB/N Mausen
der CON-Gruppe (wei3e Saule, n=8) und der EPO-Gruppe (schwarze Saule, n=8). Mittelwerte + SEM.

5.2.7 Hamatokrit der Empfangertiere

Um die hamatopoetische Wirkung von EPO beurteilen zu kdnnen, wurde der Hamatokrit der
Empféangertiere am Ende des Beobachtungszeitraums aus Blutproben der Vena Cava
bestimmt. Die statistische Analyse zeigte, dass der Hamatokrit in der EPO Gruppe mit 44,9%
gegeniber der CON-Gruppe mit 33,3% signifikant erhéht war (Abb. 15).
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Abbildung 15: Quantitative Bestimmung des Hamatokrits (%) der FVB/N Empfangertiere an Tag 14 der CON-
Gruppe (weife Saule, n=8) und der EPO-Gruppe (schwarze Séaule, n=8). Mittelwerte + SEM. *P < 0.05 vs. CON.
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5.2.8 Effekt der EPO-Behandlung auf die GefalRe im Kammergewebe

Um den Effekt von EPO auf die Gefal3e des Kammergewebes zu bestimmen, wurde der
Durchmesser der Arteriolen und Venolen ermittelt. An den Tagen 0 und 3 gab es keinen
signifikanten Unterschied der Gefaldurchmesser zwischen der EPO- und CON-Gruppe.
Interessanterweise konnte ein vasodilativer Effekt des Glykoproteins ab 6 Tage nach
Transplantation beobachtet werden. So war der Durchmesser der Gefal3e in der EPO-
Gruppe ab Tag 6 signifikant im Vergleich zur CON-Gruppe vergrof3ert und erreichte an Tag
14 Werte von 79 pm in Arteriolen, bzw. 126 pm in Venolen. Dagegen blieb der
GefalRdurchmesser in der CON-Gruppe mit 45-50 um in Arteriolen und 68-74 um in Venolen

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nahezu konstant (Abb. 16 A und B).
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Abbildung 16: Quantitative Bestimmung des Durchmessers der Arteriolen (A) und Venolen (B) an den Tagen 3,
6, 10 und 14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen
der CON-Gruppe (weiRe Saulen, n=8) und der EPO-Gruppe (schwarze Saulen, n=8). Mittelwerte + SEM. PP <
0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P < 0.05 vs. CON.
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5.2.9 Histologische Untersuchung der Transplantate

Am Ende des 14-tdgigen Beobachtungszeitraums wurde Kammergewebe entnommen und
die Inseln histologisch und immunhistochemisch untersucht, um zusatzliche Erkenntnisse
Uber die zellulare Zusammensetzung der transplantierten Langerhans’schen Inseln zu

gewinnen.

Die Analyse zeigte, dass 45-50 % der Inselzellen positiv fur Insulin waren, wahrend 4-8 %
der Zellen Glucagon, 7-8 % der Zellen Somatostatin und 29-34 % der Zellen CD-31
exprimierten. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der CON- und der EPO-
Gruppe gab es nicht (Abb. 17 und Abb. 18).

Insulin/ Insulin/

Insulin/ Insulin/

Insulin/ Insulin/

Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung von Insulin/CD31, Insulin/Glucagon und Insulin/Somatostatin in
transplantierten Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach Transplantation in die Riickenhautkammern von FVB/N
Mausen der CON-Gruppe und der EPO-Gruppe. Alle MaR3stabe: 50 um.



Ergebnisse | 34

C—3 CON
60 - s EPO

<
<
~ 50 1
(o)}
®©
'_
2 40 A
>
N
2
c 30 1
[0)
€
&
S 20 -
=]
N
(0]
5 10
=
E |j
N o
& QS N N
B O D S
& 00!«:9 & 19
I G
S

Abbildung 18: Quantitative Bestimmung des Anteils von Insulin-, Glucagon-, Somatostatin- und CD31-positiven
Zellen (in % aller Zellen) der Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach Transplantation in die
Riickenhautkammern von FVB/N Méausen der CON-Gruppe (n=8, weille Séulen) und der EPO-Gruppe (n=8,
schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM.
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5.3 Auswirkungen einer Darbepoetin-a-Behandlung auf die Revas-
kularisierung transplantierter Langerhans scher Inseln

Eine Behandlung der Empfangertiere mit EPO konnte die Revaskularisierung der
transplantierten Langerhans’schen Inseln nur geringfligig beschleunigen. DPO besitzt im
Vergleich zu EPO eine grol3ere biologische Aktivitat und langere Halbwertszeit. Aus diesem
Grund wurde im zweiten Studienabschnitt untersucht, ob eine Behandlung mit DPO die
Angiogenese der Transplantate mehr fordern kann. Dartber hinaus wurde in diesem
Studienabschnitt eine Hochdosis-Gruppe eingeschlossen, um das angiogene Potential von
DPO voll ausschopfen zu kénnen.

5.3.1 Initiale Inselgrof3e

Die Mittelwerte der initialen Inselgro3e zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen der

CON-DPO-Gruppe, der DPO-Niedrigdosis-Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe (Abb.
19).
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Abbildung 19: Quantitative Bestimmung der initialen Inselgré6Be (mm? der transplantierten Langerhans’schen
Inseln am Tag der Transplantation der CON-DPO-Gruppe (n=9, weil’e Saule), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe
(n=9, graue Saule) und der DPO-Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze Saule). Mittelwerte + SEM.
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5.3.2 Funktionelle Kapillardichte

Auch im dritten Studienabschnitt wurde die funktionelle Kapillardichte der transplantierten
Langerhans’schen Inseln analysiert und zwischen den drei experimentellen Gruppen
verglichen. Diese nhahm in allen drei Gruppen wahrend des Beobachtungszeitraums bis Tag
14 zu und erreichte Werte von 392,5 cm/cm? in der CON-DPO-Gruppe, 422,2 cm/cm? in der
DPO-Niedrigdosis-Gruppe und 352,57 cm/cm? in der DPO-Hochdosis-Gruppe. Es gab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen (Abb. 20 und Abb. 21).

CON-DPO DPO 10 ug

1
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Abbildung 20: Fluorezenzmikroskopische Aufnahmen von Langerhans‘'schen Insein (markiert mit gestrichelten
Linien) an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der
CON-DPO-Gruppe, der DPO-Niedrigdosis-Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe. Das Gefal3system wurde mit

Hilfe von FITC-Dextran 150,000 (i.v.) kontrastiert. Alle MaRRstabe: 50 pm.
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Abbildung 21: Quantitative Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (cm/cm?) an den Tagen 0, 3, 6, 10 und
14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Riickenhautkammer von FVB/N Méusen der CON-
DPO-Gruppe (n=9, weille Saulen), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saulen) und der DPO-Hochdosis-
Gruppe (n=9, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM; P < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe;
°P < 0.05 vs. Tag 0, 3 und 6 innerhalb der jeweiligen Gruppe; P < 0.05 vs. Tag 0, 3, 6 und 10 innerhalb der
jeweiligen Gruppe.

5.3.3 Relative GroRe des vaskularen Netzwerkes

Auch die relative GroRRe des vaskuldren Netzwerkes zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den 3 Gruppen. In der CON-DPO-Gruppe stieg das Verhaltnis auf einen Wert von
1,0 an Tag 6 und erreichte in der DPO-Niedrigdosis-Gruppe und DPO-Hochdosis-Gruppe
seinen Maximalwert mit 1,4 bzw. 1,2 an Tag 10 (Abb. 20 und Abb. 22).
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Abbildung 22: Quantitative Bestimmung der relativen Grofl3e des vaskularen Netzwerkes an den Tagen O, 3, 6,
10 und 14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Riickenhautkammer von FVB/N Méausen der
CON-DPO-Gruppe (n=9, weilRe Saulen), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saulen) und der DPO-
Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM; 2P < 0.05 vs. Tag 0; PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3
innerhalb der jeweiligen Gruppe.
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5.3.4 Endokrine Revaskularisierung

Die endokrine Revaskularisierung der transplantierten Inseln stieg in allen 3 Gruppen bis Tag
10 an. Dabei erreichte das Verhaltnis der Rhodamin-gefarbten Flache zur initialen InselgroRe
Werte von 0,54 in der Kontrollgruppe, 0,90 in der DPO-Niedrigdosis-Gruppe und 0,69 in der
DPO-Hochdosis-Gruppe. Es gab jedoch zu keinem Untersuchungszeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen (Abb. 23 und Abb. 24).

CON-DPO DPO 2,5 ug DPO 10 pg

Abbildung 23: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Langerhans’schen Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und
14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-DPO-Gruppe, der DPO-
Niedrigdosis-Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe. Darstellung der zunehmenden endokrinen Revaskularisie-
rung der Inseln durch die mitochondriale Aufnahme von Rhodamin 6G. Alle MaR3stabe: 50 pm.
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Abbildung 24: Quantitative Bestimmung der endokrinen Revaskularisierung an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14
nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Riickenhautkammer von FVB/N Méusen der CON-DPO-
Gruppe (n=9, weil3e Saulen), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saulen) und der DPO-Hochdosis-
Gruppe (n=9, schwarze S&ulen). Mittelwerte + SEM; PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe;
¢P < 0.05 vs. Tag 0, 3 und 6 innerhalb der jeweiligen Gruppe.

5.3.5 Mikrozirkulation der transplantierten Inseln

Wie im Studienabschnitt zuvor wurden die mikrohdmodynamischen Parameter der transplan-
tierten Langerhans’schen Inseln Uber den Beobachtungszeitraum quantifiziert. Der mittlere
Durchmesser der Gefal3e des mikrovaskuldaren Netzwerkes der transplantierten Inseln wurde
im Laufe des Beobachtungszeitraums kontinuierlich kleiner und erreichte an Tag 14 in der
Kontrollgruppe 9,2 um, in der DPO-Niedrigdosis-Gruppe 9,4 um und in der DPO-Hochdosis-
Gruppe 10,4 um. Dabei war an Tag 14 der Durchmesser in der DPO-Hochdosis-Gruppe im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen signifikant vergrof3ert (Abb. 25 und Abb. 26).

— [ DPO 2,519

Abbildung 25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach
Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-DPO-Gruppe, der DPO-Niedrigdosis-
Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe. WeilRe Pfeile markieren gréRere Gefal3e innerhalb des vaskularen
Netzwerkes. Das Gefal3system wurde mit Hilfe von FITC-Dextran 150,000 (i.v.) kontrastiert. Alle Mal3stébe: 50
pm.
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Abbildung 26: Quantitative Bestimmung des Durchmessers der Gefal3e des mikrovaskuldren Netzwerkes an den
Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Rlickenhautkammer von
FVB/N Mausen der CON-DPO-Gruppe (n=9, weil3e S&ulen), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saulen)
und der DPO-Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze S&ulen). Mittelwerte + SEM; 2P < 0.05 vs. Tag 3; PP < 0.05 vs.
Tag 3 und 6 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P < 0.05 vs. CON-DPO; #P < 0,05 vs. DPO-Niedrigdosis-Gruppe.

Die RBZ-Geschwindigkeit nahm bis Tag 10 in der DPO-Niedrigdosis-Gruppe auf 466um/s
zu, in der CON-DPO- und DPO-Hochdosis-Gruppe stieg die RBZ-Geschwindigkeit bis Tag
14 auf Werte von 465 pm/s bzw. 553 pm/s an. Ein statistisch signifikanter Unterschied fand
sich zwischen den drei Gruppen nicht (Abb. 27).
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Abbildung 27: Quantitative Bestimmung der RBZ-Geschwindigkeit in den Gefalien des mikrovaskularen
Netzwerkes an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die
Ruckenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-DPO-Gruppe (n=9, weiRe Saulen), der DPO-Niedrigdosis-
Gruppe (n=9, graue Saulen) und der DPO-Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM; °P <
0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; °P < 0.05 vs. Tag 0, 3 und 6 innerhalb der jeweiligen
Gruppe.
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Der Volumenfluss in den GeféaRen des mikrovaskuldren Netzwerkes erreichte in der CON-
DPO-Gruppe an Tag 10 sein Maximum von 33,4 pl/s und fiel an Tag 14 wieder auf 25,5 pl/s
ab. In der DPO-Niedrigdosis-Gruppe stieg der Volumenfluss bis Tag 6 auf einen
Maximalwert von 40,9 pl/s an und sank bis Tag 14 wieder auf 24 pl/s ab. Der Volumenfluss
in der DPO-Hochdosis-Gruppe hatte am Tag 10 sein Maximum mit 48,4 pl/s und erreichte an
Tag 14 noch 40,3 pl/s. In der DPO-Hochdosis-Gruppe zeigte sich an Tag 14 ein statistisch
signifikant héherer Volumenfluss im Vergleich zur CON-DPO- und DPO-Niedrigdosis-Gruppe
(Abb. 28).
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Abbildung 28: Quantitative Bestimmung des Volumenflusses der Gefalle des mikrovaskularen Netzwerkes an
den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der Langerhans‘schen in die Riickenhautkammer von FVB/N
M&ausen der CON-DPO (n=9, weiRe Saulen), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saulen) und der DPO-
Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM. *P < 0.05 vs. CON-DPO; #P < 0,05 vs. DPO-
Niedrigdosis-Gruppe; °P < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe.

5.3.6 Anwachsrate

Vergleichbar wie nach der EPO-Behandlung im ersten Studienabschnitt fihrte auch die
DPO-Behandlung zu keinem signifikanten Anstieg der Anwachsrate (%). Der prozentuale
Anteil erfolgreich angewachsener Inseln reichte von 79 % in der CON-DPO-Gruppe und 84
% in der DPO-Hochdosis-Gruppe bis 94 % in der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (Abb. 29). Diese

Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 29: Quantitative Bestimmung der Anwachsrate (in % aller transplantierten Langerhans’schen Inseln)
an Tag 14 nach Transplantation der Langerhans’scher Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der
CON-DPO-Gruppe (n=9, weille Saule), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saule) und der DPO-
Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze Saule). Mittelwerte + SEM.

5.3.7 Hamatokrit der Empféangertiere

Der Hamatokrit der Empfangertiere wurde am Ende des Beobachtungszeitraums aus
Blutproben, die aus der Vena Cava enthommen wurden, bestimmt. Dabei war der
systemische Hamatokrit mit 57,3% in der DPO-Hochdosis-Gruppe im Vergleich zur CON-

DPO-Gruppe mit 34,3% und zur DPO-Niedrigdosis-Gruppe mit 41,3% signifikant erhoht
(Abb. 30).
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Abbildung 30: Quantitative Bestimmung des H&amatokrits (%) an Tag 14 nach Transplantation der
Langerhans’schen Inseln in die Riickenhautkammer von FVB/N Méausen der CON-DPO-Gruppe (n=9, weille
Saule), der DPO-Niedrigdosis-Gruppe (n=9, graue Saule) und der DPO-Hochdosis-Gruppe (n=9, schwarze
Saule). Mittelwerte + SEM. *P < 0.05 vs. CON-DPO; #P < 0,05 vs. DPO-Niedrigdosis-Gruppe.
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5.3.8 Histologische Untersuchung der Transplantate

Wie im Studienabschnitt zuvor wurde am Ende des Beobachtungszeitraums Kammergewebe
entnommen und die Langerhans‘schen Inseln immunhistochemisch auf ihre zellulare
Zusammensetzung untersucht. Abbildung 31 zeigt immunhistochemische Féarbungen der
transplantierten Langerhans’schen Inseln an Tag 14. Der Anteil von Insulin-positiven Zellen
reichte von 46 bis 49 % und der Anteil von CD31-positiven Zellen von 29 bis 36 % ohne
einen signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen. Dabei waren 9 bis 14 % der
CD31-positiven Zellen auch GFP-positiv. Auch hier gab es keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den drei experimentellen Gruppen (Abb. 31 und Abb. 32).

CON-DPO CON-DPO
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Abbildung 31:. Immunfluoreszenzfarbung von Insulin/CD31 und CD31/GFP/Uberlagerung in Langerhans’schen
Inseln an Tag 14 nach Transplantation in die Ruckenhautkammer von FVB/N M&usen der CON-DPO-Gruppe, der
DPO-Niedrigdosis-Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe. Alle Ma3stabe: 50 pm.
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Abbildung 32: Quantitative Bestimmung von Insulin- (A) und CD31- (B) positiven Zellen (in % aller Inselzellen)
und von GFP- (C) positiven Zellen (in % aller CD31-positiven Zellen) in Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach
Transplantation in die Ruckenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-DPO-Gruppe, der DPO-Niedrigdosis-
Gruppe und der DPO-Hochdosis-Gruppe. Mittelwerte + SEM.
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5.4 Auswirkung einer Erythropoietin-Vorbehandlung auf die Revas-
kularisierung transplantierter Langerhans scher Inseln

5.4.1 Initiale Inselgrofie

Im dritten Studienabschnitt wurden die Empfangertiere 6 Tage vor Transplantation taglich mit
EPO (EPO-Pre) oder mit NaCl (CON-Pre) bis zum Tage der Transplantation behandelt.
Dadurch sollte der Wirkspiegel des Glykoproteins die ersten Tage nach Transplantation
erhéht werden. Durch die Neutralrot-Fluoreszenz wurde, wie in den ersten beiden
Studienabschnitten, zu Beginn die AusgangsgrolRe der Inseln bestimmt. Die mittlere
InselgroRe betrug in der CON-Pre-Gruppe, sowie in der EPO-Pre-Gruppe ~ 0,1 mm?2 (Abb.
33).
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Abbildung 33: Quantitative Auswertung der initialen InselgrofRe (mm32) der transplantierten Langerhans’schen
Inseln am Tag der Transplantation der CON-Pre-Gruppe (n=8, weifle Sdule) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8,
schwarze Saule). Mittelwerte + SEM.

5.4.2 Funktionelle Kapillardichte

Auch im dritten Studienabschnitt wurde die funktionelle Kapillardichte aus der Lange der
neugebildeten Mikrogefal3e pro vaskularisierter Flache bestimmt. Diese stieg in der CON-
Pre-Gruppe wahrend des Beobachtungszeitraums kontinuierlich an und erreichte ihren
Maximalwert von 350 cm/cm2 an Tag 14. Die EPO-Pre-Gruppe dagegen zeigte an den
Tagen 3, 6, und 10 eine signifikant erhéhte Kapillardichte im Vergleich zur CON-Pre-Gruppe.
(187 cm/cm? in der CON-Pre-Gruppe vs. 393 cm/cm? in der EPO-Gruppe an Tag 6). An Tag
14 glich sich die funktionelle Kapillardichte in beiden Gruppen wieder an (Abb. 34 und Abb.
35).
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Abbildung 34: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Langerhans‘schen Inseln (markiert mit gestrichelten
Linien) an den Tagen 3 (A und B) und 6 (C und D) nach Transplantation in die Ruckenhautkammer von FVB/N
M&ausen der CON-Pre-Gruppe und der EPO-Pre-Gruppe. Das Gefal3system wurde mit Hilfe von FITC-Dextran
150,000 (i.v.) kontrastiert. Alle MaRstabe: 50 um
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Abbildung 35: Quantitative Bestimmung der funktionellen Kapillardichte (cm/cm?) an den Tagen O, 3, 6, 10 und
14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Ruckenhautkammer von FVB/N M&ausen der CON-
Pre-Gruppe (n=8, weiRe Saulen) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM. P < 0.05
vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; °P < 0.05 vs. Tag 0, 3 und 6 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P
< 0.05 vs. CON-Pre.
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5.4.3 Relative GroRRe des vaskularen Netzwerkes

Die relative Grol3e des vaskularen Netzwerkes, also das Verhaltnis zwischen der Flache des
vaskuldren Netzwerkes und der initialen Inselgrof3e, erreichte ebenfalls in beiden Gruppen
seinen Maximalwert an Tag 6 mit 0,96 in der CON-Pre-Gruppe und 1,23 in der EPO-Pre-
Gruppe. Die relative GroBe des vaskularen Netzwerkswerkes war Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum in der EPO-Pre-Gruppe im Vergleich zur CON-Pre-Gruppe erhght.
Dieser Unterschied zwischen den beiden Gruppen war an Tag 3 signifikant (Abb. 36).
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Abbildung 36: Quantitative Bestimmung der relativen Gré3e des vaskularen Netzwerkes an den Tagen 0, 3, 6,
10 und 14 nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der
CON-Pre-Gruppe (n=8, weil3e Saulen) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8, schwarze S&ulen). Mittelwerte + SEM. 2P
< 0.05 vs. Tag 0 innerhalb der jeweiligen Gruppe; PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P <
0.05 vs. CON-Pre.

5.4.4 Endokrine Revaskularisierung

Die endokrine Revaskularisierung der Transplantate war messbar als die kontrastverstéarkte
Flache, die sich durch Aufnahme von Rhodamin 6 G in den Mitochondrien des endokrinen
Gewebes der Langerhans’schen Inseln ausgebildet hat, im Verhaltnis zur jeweiligen initialen
InselgroRe direkt nach der Transplantation. Sie erreichte in der CON-Pre-Gruppe den
Hochstwert von 0,37 erst an Tag 10, in der EPO-Pre-Gruppe dagegen schon an Tag 6 mit
einem deutlich hoheren Wert von 0,84. Zu jedem Beobachtungszeitpunkt war die endokrine
Revaskularisierung in der EPO-Pre-Gruppe im Vergleich zur CON-Pre-Gruppe signifikant
erhoht (Abb. 37 und Abb. 38).
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Abbildung 37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Langerhans‘schen Inseln an den Tagen 3 (A und B)
und 6 (C und D) nach Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Pre-Gruppe und
der EPO-Pre-Gruppe. Darstellung der zunehmenden endokrinen Revaskularisierung der Inseln durch
mitochondriale Aufnahme von Rhodamin 6G. Alle MaRRstabe: 50 pum.
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Abbildung 38: Quantitative Bestimmung der endokrinen Revaskularisierung an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14
nach Transplantation der Langerhans’schen Inseln in die Ruckenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Pre-
Gruppe (n=8, weil3e Saulen) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM. 2P < 0.05 vs.
Tag 0 innerhalb der jeweiligen Gruppe; °P < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P < 0.05 vs.
CON-Pre.
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5.4.5 Mikrozirkulation der transplantierten Inseln

In der CON-Pre-Gruppe wurde der mittlere Durchmesser der neu gebildeten MikrogefalRe
von Tag 6 an kleiner bis er an Tag 14 einen Wert von ~ 8,8 um erreichte. Die Durchmesser
der Mikrogefal3e in der EPO-Pre-Gruppe reduzierten sich zwischen Tag 3 und 10 auf einen
Wert von 8,2 um. An Tag 6 war der mittlere GefalRdurchmesser in der EPO-Pre-Gruppe im
Vergleich zur CON-Pre-Gruppe signifikant verringert. Die RBZ-Geschwindigkeit nahm in der
CON-Pre-Gruppe bis Tag 14 zu und erreichte einen Hochstwert von 379 pum/s. In der EPO-
Pre-Gruppe stieg die RBZ-Geschwindigkeit bis Tag 10 auf 672 um/s an. Dabei waren die
Werte in der EPO-Pre-Gruppe an den Tagen 3, 6 und 10 im Vergleich zur CON-Pre-Gruppe
signifikant erhéht. Der mikrovaskulare Volumenfluss erreichte in der CON-Pre-Gruppe einen
Wert von 18,5 pl/s an Tag 6 und verringerte sich nur geringfligig bis Tag 14 auf 17,4 pl/s. In
der EPO-Pre-Gruppe erreichte der Volumenfluss bereits an Tag 3 einen Wert von 30,9 pl/s
und blieb Uber den restlichen Beobachtungszeitraum vergleichbar hoch. Dabei war der
Volumenfluss an den Tagen 3 und 6 in der EPO-Pre-Gruppe im Vergleich zur CON-Pre-
Gruppe signifikant erhéht (Tab. 2).

Tabelle 2: Quantitative Bestimmung von Durchmesser (um), RBZ-Geschwindigkeit (um/s) und Volumenfluss
(pl/s) der neu gebildeten MikrogefaRe an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der Inseln in die
Riickenhaukammer von FVB/N Mausen der CON-Pre-Gruppe (n=8) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8).

Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Durchmesser (um)
CON-Pre 11.2+1.6 11.9+0.6 9.0+0.5° 8.8 +0.4°
EPO-Pre 12.0+0.6 9.0 + 0.3 8.2+ 042 8.7+0.72

RBZ Geschwindigkeit (um/s)
CON-Pre 73.1+31.9 240.5+28.4* 366.4 +62.4* 379.2 +£96.0°
EPO-Pre 295.6 +72.4* 571.2+75.6* 671.5+78.2** 551.8+61.32

Volumenfluss (pl/s)
CON-Pre 6.6 £ 4.0 18.5+1.72 18.0+2.9 174+ 3.6
EPO-Pre 30.9+8.1* 32.0+5.1* 322+7.1 31.7+6.6

Alle Daten sind Mittelwerte + SEM. 2P < 0.05 vs. Tag 3; °P < 0.05 vs. Tag 3 und 6; *P < 0.05 vs. CON-Pre.
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5.4.6 Anwachsrate

Die Anwachsrate gibt den Anteil der erfolgreich angewachsenen transplantierten
Langerhans’schen Inseln an Tag 14 an. Sie war in der EPO-Pre-Gruppe mit 98,4% im
Vergleich zur CON-Pre-Gruppe mit 83,2 % signifikant erhoht. (Abb. 39).
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Abbildung 39: Quantitative Bestimmung der Anwachsrate (in % der Anzahl transplantierter Langerhans’scher
Inseln) an Tag 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der CON-Pre-Gruppe
(weilRe Saule, n=8) und der EPO-Pre-Gruppe (schwarze Saule, n=8). Mittelwerte + SEM. *P < 0.05 vs. CON-Pre.

5.4.7 Hamatokrit der Empfangertiere

Der Hamatokrit der Empfangertiere wurde am Ende des Beobachtungszeitraums aus
Blutproben, die der Vena Cava enthommen wurden, bestimmt. Dabei zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem systemischen Hamatokrit der CON-Pre-
Gruppe (30,7%) und der EPO-Pre-Gruppe (32,0%) (Abb. 40).
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Abbildung 40: Quantitative Bestimmung des Hamatokrits (%) der FVB/N Empféangertiere an Tag 14 nach
Transplantation der Langerhans’'schen in der CON-Pre-Gruppe (wei3e S&ule, n=8) und in der EPO-Pre-Gruppe
(schwarze Séaule, n=8). Mittelwerte + SEM.
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5.4.8 Effekt der EPO-Vorbehandlung auf die GeféalRe im Kammergewebe

Die EPO-Vorbehandlung vergréRerte signifikant den Durchmesser von Arteriolen und
Venolen im Kammergewebe. Dieser vasodilatierende Effekt war vom Tag der
Transplantation bis 6 Tage danach zu beobachten. Die Durchmesser der Arteriolen bzw.
Venolen an Tag 0 waren in der EPO-Pre-Gruppe mit 57 um bzw. 122 um im Vergleich zur
CON-Pre-Gruppe mit 41 um bzw. 73 um deutlich vergroRRert. Der vasodilatierende Effekt liel3
im Laufe des Beobachtungszeitraums nach und die Durchmesser der Gefal3e in der CON-
Pre-Gruppe und der EPO-Pre-Gruppe glichen sich an den Tagen 10 und 14 nach
Transplantation wieder an (Abb. 41 und Abb. 42).

CON-Pre EPO-Pre

Abbildung 41: Beobachtungsfenster der Riickenhautkammer mit transplantierten Inseln der CON-Pre-Gruppe
(A) und der EPO-Pre-Gruppe (B) an Tag 0. MaRstdbe: 1mm. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Arterio-
len (@) und Venolen (v) an Tag O der CON-Pre-Gruppe (C) und der EPO-Pre-Gruppe (D). Das GefaRsystem
wurde mit Hilfe von FITC-Dextran (i.v.) kontrastiert. MaRstabe: 50 pm.
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Abbildung 42: Quantitative Bestimmung des Durchmessers der Arteriolen (A) und Venolen (B) an den Tagen 0,
3, 6, 10 und 14 nach Transplantation Langerhans’scher Inseln in die Rickenhautkammer von FVB/N Mausen der
CON-Pre-Gruppe (weiRe Saulen, n=8) und der EPO-Pre-Gruppe (schwarze Saulen, n=8). Mittelwerte + SEM. 2P
< 0.05 vs. Tag 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe PP < 0.05 vs. Tag 0 und 3 innerhalb der jeweiligen Gruppe; *P <
0.05 vs. CON-Pre.

5.4.9 Histologische Untersuchung der Transplantate

Die transplantierten Langerhans‘schen-Inseln wurden an Tag 6 und Tag 14 durch
immunhistochemische Farbungen auf ihre zellulare Zusammensetzung untersucht. Dabei
bestétigte die histologische Auswertung die intravitalmikroskopische Analysen. An Tag 6
zeigten die transplantierten Inseln in Tieren der EPO-Pre-Gruppe mit 36,9% einen signifikant
hoheren Anteil CD31-positiver Zellen im Vergleich zur CON-Pre-Gruppe mit 17,6% (Abb.
43). Dieser Unterschied war an Tag 14 nicht mehr vorhanden und der Anteil CD31-positiver
Zellen war mit 32,3% und 35,1% zwischen den beiden Gruppen vergleichbar (Abb. 44). Die
Anteile der verschiedenen endokrinen Zellen der transplantierten Langerhans’schen Inseln
zeigte zu keinem Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede (Abb. 43 und Abb. 44).
Zuséatzlich wurde in diesem Experiment der Anteil von GFP-positiven Endothelzellen

innerhalb der transplantierten Inseln bestimmt. Dabei zeigte sich ein signifikant erhéhter
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Anteil von GFP-positiven Zellen an Tag 6 in der CON-Pre-Gruppe im Vergleich zur EPO-Pre-
Gruppe. An Tag 14 zeigten beide Gruppen wieder einen vergleichbaren Anteil an GFP-
positiven Zellen (Abb. 45).
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Abbildung 43: (A) Immunfluoreszenzfarbung von Insulin/CD31, Insulin/Glucagon und Insulin/Somatostatin in
transplantierten Langerhans’schen Inseln an Tag 6 nach Transplantation in die Riickenhautkammern von FVB/N
M&ausen der CON-Pre-Gruppe und der EPO-Pre-Gruppe. Alle Maf3stédbe: 50 pum. (B) Quantitative Bestimmung
des Anteils von Insulin-, Glucagon-, Somatostatin- und CD31-positiven Zellen (in % aller Insel-Zellen) der
Langerhans’schen Inseln an Tag 6 nach Transplantation in die Riickenhautkammern von FVB/N Mé&usen der
CON-Pre-Gruppe (n=8, wei3e Saulen) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte £+ SEM.*P <
0.05 vs. CON-Pre.
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Abbildung 44: (A) Immunfluoreszenzfarbung von Insulin/CD31, Insulin/Glucagon und Insulin/Somatostatin in
transplantierten Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach Transplantation in die Rlickenhautkammern von FVB/N
M&ausen der CON-Pre-Gruppe und der EPO-Pre-Gruppe. Alle Maf3stdbe: 50 pum. (B) Quantitative Bestimmung
des Anteils von Insulin-, Glucagon-, Somatostatin- und CD31-positiven Zellen (in % aller Insel-Zellen) der
Langerhans’schen Inseln an Tag 14 nach Transplantation in die Rickenhautkammern von FVB/N Mausen der
CON-Pre-Gruppe (n=8, weif3e Saulen) und der EPO-Pre-Gruppe (n=8, schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM.



Ergebnisse | 55

Tag 6 Tag 14

CON-Pre

b o/
IGFP/Uberlagerung

v,

IGFP/Uberlagerung . IGFP/Uberlagerung

o

”

30 73 CON-Pre
E EPO-Pre

25 1

15 ~1

10 1

GFP/CD31-positive Zellen (%)

Tag 6 Tag 14

Abbildung 45: Immunfluoreszenzfarbung von CD31 und GFP in transplantierten Langerhans’schen Inseln an
Tag 6 und Tag 14 nach Transplantation in die Ruckenhautkammern von FVB/N Mausen der CON-Pre-Gruppe
und der EPO-Pre-Gruppe. Alle Maf3stébe: 50 um. Quantitative Bestimmung des Anteils an GFP-positiven Zellen
(in % aller CD31-positiven Zellen) in Langerhans’schen Inseln an Tag 6 (n=3) und Tag 14 (n=8) nach
Transplantation in die Ruckenhautkammern von FVB/N Mausen der CON-Pre-Gruppe (weile S&ulen) und der
EPO-Pre-Gruppe (schwarze Saulen). Mittelwerte + SEM.*P < 0.05 vs. CON-Pre.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methoden

6.1.1 Diskussion des Modells

Das Modell der Rickenhautkammer der Maus erlaubt mittels intravitaler Fluoreszenz-
mikroskopie die nicht-invasive repetitive Analyse der Mikrozirkulation der quergestreiften
Hautmuskulatur und die Quantifizierung von Vaskularisierungsparametern wie GefaRdurch-
messer, GefalRdichte und mikrovaskularer Volumenfluss. Damit hat dieses in vivo Modell ein
grol3es und breit gefachertes Anwendungsspektrum. Es findet beispielsweise Verwendung in
der Analyse von Entzindung und Sepsis [Hillgruber et al., 2014, de Miranda et al., 2015],
hamorrhagischem Schock [Ortiz et al., 2014], Thrombose und Thrombolyse [Boulaftali et al.,
2012, Ampofo et al., 2015], Ischdmie und Reperfusion [Menger et al., 2003, Ampofo et al.,
2016] und in der Gewebe- und Organtransplantation [Funk et al., 1986, Bordel et al., 2006,
Wittig et al., 2013].

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Modelle zur Untersuchung des
mikrovaskularen Blutstromes entwickelt. Erwahnenswert sind hierbei tierexperimentelle
Studien am Mesenterium [Faleiros et al., 2002], Omentum [Intaglietta et al., 1970] und
Kremastermuskel [Prewitt und Johnson, 1976]. Bei diesen Ansatzen handelt es sich
allerdings um Akut-Modelle. Sie besitzen den Nachteil, dass das unmittelbare chirurgische
Trauma und die Anasthesie sich auf den Durchmesser und FlieBgeschwindigkeit der
MikrogefaBe auswirken konnen [Lindbom et al., 1982]. AuRerdem beschréankt sich der
Beobachtungszeitraum nur auf wenige Stunden. Eine Messung Uber mehrere Tage oder
Wochen ist hierbei nicht méglich. Beim Rickenhautkammer Modell der Maus dagegen wird
den operierten Tieren eine Regenerationszeit von 2-3 Tagen eingerdumt um eine Erholung
vom chirurgischen Trauma und der Anasthesie zu gewahrleisten. Zusatzlich erlaubt die
Ruckenhautkammer einen Beobachtungszeitraum von 2-3 Wochen, in dem repetitive

Untersuchungen der Mikrozirkulation moglich sind [Laschke et al., 2011].

Sandison [Sandison, 1924] gelang es 1924 zum ersten Mal eine transparente
Beobachtungskammer in ein Kaninchenohr zu implantieren, was die intravitalmikroskopische
Studie von lebenden Zellen ermdglichte. Algire gelang es 1943 diese Kammertechnik in der
Maus zu etablieren, um die Revaskularisierung von Tumorimplantaten zu untersuchen
[Algire, 1943]. Allerdings hatten diese frihen Modelle den Nachteil, dass sich im Beobach-

tungsfeld lediglich ausgepragtes Granulationsgewebe untersuchen lie. Damit war die
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Analyse der Physiologie der Mikrozirkulation und Revaskularisierung von Tumoren und
Implantaten durch das Uberwachsende Granulationsgewebe beeintrachtigt. Weitere
Entwicklungen zielten deshalb auf eine Kammertechnik, die einerseits ein unveréndertes
Préaparationsfeld gewéhrleistete und andererseits das Gewebe weder von der Kammer
selbst, noch von dem Implantationsvorgang beeinflusst wurde. Dies gelang schlief3lich mit
der Einfuhrung der Ruckenhautkammer fir Ratten, Mausen und Hamstern, die
intravitalmikroskopische Aufnahmen der Mikrozirkulation der quergestreiften Muskulatur
erlaubte [Cardon et al., 1970, Papenfuss et al., 1979, Endrich et al., 1980, Lehr et al., 1993].

Das Modell der Ruckenhautkammer der Maus hat gegenuiber Ratte und Hamster den Vorteil,
dass in der Maus deutlich mehr genetische Manipulationen etabliert sind. Dies gestattet die
Zucht von knock-out und transgegen Tieren, wie beispielsweise der FVB/N-TgN (Tie2/GFP)
287 Sato Maus, die auch in dieser Arbeit verwendet wurde [Motoike et al., 2000, Menger et
al., 2002].

Durch den Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie ist es moglich, neben der Bestimmung von
mikrohdmodynamischen Parametern auch zellulare Aspekte im Rickenhautkammer Modell
zu analysieren. Daflr erfolgt die intravendse Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen in die Ju-
gularvene oder in den retrobulbaren Venenplexus. Beispielsweise wird Fluoreszeinisothio-
zyanat (FITC)-Dextran zur Kontrastverstarkung von Blutplasma eingesetzt. Aufgrund seines
hohen Molekulargewichts von 150 kDa kommt es nur bei Stérungen der Endothelzellintegri-
téat zum Austritt von FITC aus dem Gefa3system. Dieses Phanomen kann als vaskulare
Extravasation wahrend inflammatorischen und angiogenen Prozessen beobachtet werden
[Menger et al., 1990]. Rhodamin 6G ermdglich dagegen das Anfarben von Leukozyten in
situ, indem der Farbstoff in den Mitochondrien der Zellen akkumuliert [Horikoshi et al., 1987].
Damit lasst sich auch deren Interaktion mit dem mikrovaskuldren Endothel untersuchen
[Baatz et al, 1995]. Interessanterweise reichert sich Rhodamin 6G auch in den
Mitochondrien der endokrinen Zellen von transplantierten Langerhans’schen Inseln an
[Vajkoczy et al., 1995b] und lasst so indirekt Rickschlisse auf ihre endokrine Funktion zu.
Darliber hinaus lassen sich die Kerne nekrotischer Zellen mit Propidium-lodid anfarben
[Harris et al., 1997], wahrend sich die Kerne vitaler, aber auch apoptotischer Zellen mit Hilfe

von Bisbenzimid sichtbar gemacht werden kdnnen [Vollmar et al., 2001].

Ein weit verbreiteter experimenteller Ansatz zur Untersuchung der Vaskularisierung und
Funktion der Langerhans’schen Inseln ist deren Transplantation unter die Nierenkapsel
[Pepper et al, 2013]. Die gewonnenen Daten basieren auf histologischen und

immunhistochemischen Untersuchungen. Das Modell der Riickenhautkammer ermdglicht



Diskussion | 58

dagegen die repetitive Untersuchung der Revaskularisierung der Transplantate und erlaubt
dadurch Aussagen uber die Entwicklung des Gefallnetzwerkes der Langerhans’schen Inseln
Uber einen definierten Zeitraum. Dadurch wird die Menge an gewonnenen Daten fir jedes
Versuchstier optimiert und damit statistische Abweichungen und die Anzahl bendtigter Ver-
suchstiere verringert. Au3erdem ermdglicht die Rickenhautkammer die Untersuchung der
Angiogenese einzelner Langerhans’scher Inseln. Im Modell der Nierenkapsel werden Inseln
als zusammenhangendes ,Cluster” transplantiert, was die Revaskularisierung der

Transplantate negativ beeinflussen kann [Heuser M, 1997].

6.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

In dieser Arbeit wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zur Darstellung der
Revaskularisierung der transplantierten Langerhans’schen Inseln verwendet. Diese
Untersuchungstechnik ermdglicht die direkte Visualisierung der Mikrozirkulation im neu
gebildeten mikrovaskularen Netzwerk der Inseln und im umliegenden Kammergewebe
[Menger et al., 1990]. Der Intravitalmikroskopie stehen weitere nicht-invasive
Untersuchungstechniken gegeniber, die eine Analyse der Mikrozirkulation in der
Ruckenhautkammer ermdglichen. Dazu gehdren die Laser-Doppler-Flowmetrie zur Analyse
der mikrovaskuldaren Gewebeperfusion [Menger et al., 1992] oder das Phosphoreszenz-
Quenching zur Messung der Gewebeoxygenierung [Kerger et al., 1996]. Allerdings erlauben
diese Verfahren lediglich eine indirekte Messung der Mikrozirkulation und ermdglichen nicht
die direkte Darstellung der Sprossenbildung und des Einwachsens von neuen Blutgefafien in
die transplantierten Langerhans’schen Inseln. Aufgrund der GréR3e der Transplantate von nur
ca. 0,1 mm2 erlauben es diese Verfahren auch nicht, die Mikrozirkulation einzelner Inseln zu

erfassen.

Die zweidimensionale intravitalmikroskopische Aufnahme des dreidimensionalen
mikrovaskularen Netzwerkes der transplantierten Inseln erfordert eine sorgfaltige
Mikroskopiertechnik und Interpretation der Daten. So ist es beim Mikroskopieren der Inseln
von besonderer Bedeutung, durch das gesamte GefaRnetzwerk durch zu fokussieren, um
alle Ebenen des Netzwerks erfassen zu kdénnen und der Dreidimensionalitdt der Struktur
gerecht zu werden. Des Weiteren gilt es die Adhasion- und Scherkréafte innerhalb der
Kammer zu beachten, die auch auf die transplantierten Inseln einwirken. So kommt es bei
dem Parameter der relativen Grol3e des vaskularen Netzwerkes teilweise zu Werten gréf3er
als 1 (siehe Abbildungen 11, 22 und 36). Dies konnte ein Wachsen des vaskularen

Netzwerkes Uber die initiale Inselgrof3e hinweg suggerieren. Tatsachlich werden die Inseln
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durch die erwahnten Adhasionskréafte von ihrem urspriinglichen rund-ovalen Erscheinungs-
bild in eine flach gestreckte Form deformiert. Dieses Phanomen ist an den histologischen
Schnitten der transplantierten Inseln zu erkennen (siehe Abbildungen 17, 31, 43, 44 und 45).
Bei der Interpretation von Parametern wie der relativen Gro3e des vaskularen Netzwerkes

und der endokrinen Revaskularisierung gilt es diese Tatsache zu beriicksichtigen.

Um die zellulare Zusammensetzung der transplantierten Inseln zu analysieren, wurde an Tag
6 und 14 nach Transplantation das exzidierte, Insel-enthaltende Ruckenhautkammergewebe
immunhistochemisch auf Insulin-, Glucagon-, Somatostatin-, CD31- und GFP-positiven
Zellen untersucht. Von besonderem Interesse war dabei das GFP der transgenen Tie2-GFP
Spendermdause. Das Tie2 Gen wird in nahezu allen Endothelzellen exprimiert. Bei den Tie2-
GFP Spendermausen besteht dabei eine Fusion zwischen dem Tie2 Promotor und der GFP
cDNA. Dies fuhrt dazu, dass das GFP spezifisch in Endothelzellen exprimiert wird und
erlaubt damit die Untersuchung von vaskularer Morphogenese und Genexpression in
Endothelzellen [Motoike et al., 2000]. In der vorliegenden Arbeit konnten so GFP-positive
Spenderendothelzellen innerhalb des vaskularen Netzwerkes der transplantierten
Langerhans’schen Inseln identifiziert und von aus dem Empfanger eingewachsenen
Endothelzellen unterschieden werden. Allerdings zeigte Nyquist et al., dass nur 81% aller
Inselendothelzellen das GFP-Signal exprimieren [Nyqvist et al., 2005]. Diese Tatsache sollte
bei der histologischen Analyse des Anteils der Endothelzellen der Spenderinseln am

mikrovaskularen Netzwerk berlcksichtigt werden.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass Erythropoietin
den Revaskularisierungsprozess transplantierter Langerhans’scher Inseln beschleunigt. Dies
fuhrt zu einer verbesserten endokrinen Revaskularisierung und einer erhéhten Anwachsrate.
Interessanterweise wirkte das Glykoprotein pro-angiogener, also effektiver wenn es vor der

Inseltransplantation verabreicht wurde.

Insuffiziente Revaskularisiering der Transplantate ist der Hauptgrund fir die schlechte Er-
folgsrate der Inseltransplantation als kurative Therapie des Diabetes mellitus Typ 1
[Schramm et al., 2003]. Um dieses Problem zu Uberwinden, verwendeten vorherige Studien
die simultane Transplantation von Stamm- oder Endothelzellen, um das angiogene Potential
und die Funktionalitat der Inseln zu verbessern [Figliuzzi et al., 2009, Rackham et al., 2011,

Coppens et al., 2013, Oh et al., 2013]. Allerdings erschweren komplexe Isolierungsvorgange,
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aufwandige Standardisierungsprotokolle und administrative Hirden den Umgang mit
spezifischen Zelllinien im Klinischen Alltag. Dementsprechend wére die Verwendung von
pharmakologischen Substanzen, die in der Lage sind, angiogene Signalwege zu stimulieren,
eine pragmatische und elegante Alternative. Damit gilt es, neue pro-angiogene Wirkstoffe zu

finden, die keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auslésen.

Das hamatopoetische Zytokin EPO ist fur die Produktion von Erythrozyten zustandig, um
niedrige Sauerstoffwerte innerhalb des Organismus und des Gewebes auszugleichen [Zhang
et al., 2014]. EPO bindet an seinen zugehdrigen Rezeptor EPOR auf erythroiden
Vorlauferzellen und stimuliert so ihr Uberleben, Proliferation und Differenzierung [Kimakova
et al., 2017]. Interessanterweise konnte Fenjves et al. den EPO-Rezeptor auch auf
Langerhans’schen Inseln nachweisen und zeigen, dass die Kultivierung der Inseln in EPO
sie vor zytokininduzierter Apoptose schiitzt [Fenjves et al., 2003]. Zudem ist EPO in der
Lage, durch die Stimulation von anti-oxidativen Prozessen den Schaden an B-Zellen zu
reduzieren [Chen et al., 2015], tber die Janus Kinase 2 (JAK2) vermittelt vor Diabetes Typ 1
und Typ 2 zu schitzen [Choi et al.,, 2010] und den Blutglukosespiegel in diabetischen
Mausen zu senken [Katz et al., 2010]. Weiterhin bewirkt die virale Transfektion des EPO-
Gens in Langerhans’'sche Inseln einen anti-apoptotischen Effekt in vitro und
vielversprechende Ergebnisse im diabetischen Transplantationsmodell. So zeigten die EPO
produzierenden, transfizierten Inseln eine Uberlegene in vivo Funktion im Vergleich zu
Kontrollinseln.  Allerdings verursachte die daraus resultierende zusétzliche EPO-
Ausschittung erhdhte Hamatokritwerte, Splenomegalie und eine Verschlechterung des
Allgemeinzustands der Empfangertiere [Fenjves et al., 2004].

Darlber hinaus konnten experimentelle Arbeiten die pro-angiogenen Eigenschaften von
EPO belegen [Anagnostou et al., 1990, Heeschen et al., 2003]. Beispielsweise konnten
Ribatti et al. nachweisen, dass EPO die Bildung von neuen BlutgefdRen in der Chorion-
Allantois Membran des Hihnerembryos foérdert [Ribatti et al., 1999]. Allerdings scheint diese
pro-angiogene Funktion von EPO Dosis-abhangig zu sein. Tatsachlich zeigen Studien, dass
nur eine niedrige Dosis (500 IU/kg KG), aber keine Hochdosis (5000 IU/kg KG) von EPO in
der Lage ist, Angiogenese zu induzieren [Harder et al., 2009]. Deshalb wurde auch in der
vorliegenden Arbeit die niedrige Dosis von 500 1U/kg KG benutzt um die Revaskularisierung

der Inseln zu beschleunigen.

Im ersten experimentellen Ansatz wurde EPO téglich vom Tag der Inseltransplantation an
verabreicht. Dieses Behandlungsprotokoll fihrte zu einer erhdhten funktionellen

Kapillardichte und einer vergréRerten relativen Flache des vaskuldren Netzwerkes an Tag 6.
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Es zeigten sich allerdings keine weiteren pro-angiogenen Effekte durch die EPO Therapie,
auch die Anwachsrate konnte nicht verbessert werden. Die funktionelle Kapillardichte der
Transplantate glich sich an Tag 14 in der CON- und EPO-Gruppe wieder an. Dies belegte
auch die immunhistochemische Untersuchung der transplantierten Langerhans’schen Inseln.
Es gab keinen signifikanten Unterschied an CD31-positven Zellen zwischen den beiden
Gruppen. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die EPO-Behandlung in der
Lage ist, die Revaskularisierung der transplantierten Langerhans schen Inseln geringfligig zu
beschleunigen. Eine mdgliche Erklarung dafiir ware die Tatsache, dass es einige Tage
dauert bis EPO die VEGF Expression im ischdmischen Gewebe hochregulieren kann
[Rezaeian et al., 2010]. Daher unterscheidet sich an Tag 3 die funktionelle Kapillardichte und

das vaskulare Netzwerk der EPO-behandelten Tiere nicht von den Kontrolltieren.

Die EPO-Behandlung im ersten Studienabschnitt verbesserte die Angiogenese der
transplantierten Langerhans’schen Inseln nur in geringem Ausmald. DPO besitzt im Vergleich
zu EPO eine grolere biologische Aktivitat und langere Halbwertszeit [H6rl, 2013]. Aus
diesem Grund wurde im zweiten Studienabschnitt dieser Arbeit untersucht, ob eine DPO-
Behandlung in der Lage ist, die Revaskularisierung der Transplantate starker zu foérdern, als
die Behandlung mit EPO.

DPO st ein lang wirksames Analogon von EPO und wird gewdhnlich zur Behandlung von
Anamien eingesetzt [Overbay und Manley, 2002, Cersosimo und Jacobson, 2006, Horl,
2013], besitzt aber ahnlich wie EPO auch pro-angiogene Eigenschaften [Rupertus et al.,
2010, Senger et al., 2014]. Als Niedrigdosis dienten 2,5 ug/kg KG, was der Peptidmasse von
500 Ul/kg KG EPO des vorherigen Studienabschnitts entspricht [Horl, 2013]. Als Hochdosis
wurden 10 pg/kg KG eingesetzt, um die potentielle pro-angiogene Wirkung von DPO voll
auszuschopfen. Jedoch fuhrte keines der Therapieregime zu einer Beschleunigung oder
Verbesserung der Revaskularisierung der transplantierten Langerhans’schen Inseln. So
waren die funktionelle Kapillardichte, die relative Grof3e des vaskularen Netzwerkes und die
endokrine Revaskularisierung zwischen den drei experimentellen Gruppen (ber den
gesamten Beochbachtungszeitraum vergleichbar grof3. Auch die histologische Auswertung
der transplantierten Langerhans’schen Inseln konnte keine Unterschiede in der zellularen
Zusammensetzung der Transplantate nachweisen. Allerdings zeigten die mikrohamodynami-
schen Parameter einen signifikant vergro3erten Gefal3durchmesser und Volumenfluss, bei
leicht erhdhter FlieRgeschwindigkeit der Transplantate an Tag 14. Dieses Phanomen kann
auf die vasodilatierende Wirkung von DPO zurtickzufiihren sein, bei der durch eine
verstarkte Expression von eNOS wiederum erhdhte NO-Spiegel entstehen [Lindenblatt et al.,

2007]. Eine ahnliche Beobachtung machte Rupertus et al. die in einer experimentellen Studie
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die Auswirkungen von DPO auf die Angiogenese von extrahepatischen kolorektalen
Tumoren im Modell der Ruckenhautkammer untersuchte. Auch dort fiilhrte DPO zu einem
vergrofRerten GefalRdurchmesser der Tumorkapillaren [Rupertus et al., 2010]. Weiterhin
konnte in einem experimentellen Modell der fin-related kinase (FKR) transgenen Maus eine
gestorte Insulinsekretion der Langerhans’schen Inseln mit einem verlangsamten
Blutvolumenfluss in Verbindung gebracht werden [Anneren et al., 2007]. Daher ist im
Umkehrschluss davon auszugehen, dass der erhohte Volumenfluss der Transplantate in der
DPO-Hochdosis-Gruppe sich auch positiv auf deren Vitalitdt und Funktion austibt. Allerdings
fuhrt DPO, ahnlich wie die EPO-Behandlung im ersten Studienabschnitt, zu erhdhten

Hamatokritwerten in den Empfangertieren.

Die primare biologische Funktion von DPO ist die Stimulierung der Erythropoese, was zu
einer Erhéhung der Erythrozyten, des Hamoglobins und des systemischen Hamatokrits flihrt
[Horl, 2013, Alsalimy und Awaisu, 2014]. Gleichzeitig zeigen experimentelle und klinische
Studien, dass DPO die Produktion und Aktivierung von Thrombozyten steigert [Wolf et al.,
1997, Beguin, 1999, Stohlawetz et al., 2000]. Diese Effekte gehen wiederum mit einem
grolBeren Risiko fur thromboembolische Geschehnisse einher. Widersprichlich zu diesen
Arbeiten konnten Cadroy et al. im Tiermodell nachweisen, dass erhthte Hamatokrit Werte
nicht gleichzeitig mit einem vergréRerten Thromboserisiko einhergehen [Cadroy und Hanson,
1990]. Dariiber hinaus steigert die Uberexpression von EPO zwar deutlich die Erythropoese,
fuhrt ab kompensatorisch zu einer geringeren Blutviskositat [Vogel et al.,, 2003] und
verringert die Blutgerinnsel Bildung in der in vitro Thromboelastographie [Shibata et al.,
2003]. Lindenblatt et al. zeigten zudem, dass die DPO-induzierte Erythropoese das
Thromboserisiko nicht vergroRRert, solange die NO Produktion als protektiver Mechanismus
dagegen wirkt [Lindenblatt et al., 2007]. Dennoch sind weitere Untersuchungen Uber die
Auswirkung der Erythropoese-stimulierenden Substanzen auf das Thromboserisiko
notwendig, um bedenkenlos erhéhte systemische Hamatokritwerte als Nebenwirkung in der

Klinik, auch bei der Inseltransplantation zu tolerieren.

Zusammenfassend konnte der zweite Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
DPO die Revaskularisierung der transplantierten Langerhans schen Inseln nicht
beschleunigt. Dennoch fuhrte die Hochdosis-Behandlung zu einem vergréRerten
Gefal3durchmesser und einem erh6hten mikrovaskularen Volumenfluss in den
transplantierten Inseln, was sich positiv auf die Funktionalitdt der Transplantate auswirken
kénnte. Bedauerlicherweise erhohte DPO gleichzeitig auch die Hamatokrit-Werte der

Empfangertiere, was wiederum das Risiko fur thromboembolische Komplikationen erhéht.
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Da die DPO-Behandlung keinen pro-angiogenen Effekt zeigte, wurde im dritten
Studienabschnitt erneut EPO verwendet, das zumindest zu einer geringfugigen
Beschleunigung der Revaskularisierung der Transplantate gefuhrt hatte. Um diesen pro-
angiogenen Effekt von EPO weiter zu verstarken, wurden in einem dritten experimentellen
Ansatz die Empfangermause mit dem Glykoprotein 6 Tage vor der Inseltransplantation
behandelt. Im ischAmischen Gewebe konnte gezeigt werden, dass es einige Tage dauert bis
EPO die VEGF Expression hochreguliert [Rezaeian et al., 2010]. Entsprechend dieser
Hypothese beschleunigte die EPO-Vorbehandlung die Revaskularisierung der Transplantate
deutlich wirkungsvoller, was sich in einer signifikant erhdhten funktionellen Kapillardichte
zwischen den Tagen 3-10 im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte. Dies ging einher mit einer
erhdhten endokrinen Revaskularisierung tber den gesamten Beobachtungszeitraum sowie
einer gréReren Anzahl erfolgreich angewachsener Inseln an Tag 14. AulRerdem enthielten
die Inseln einen signifikant niedrigeren Anteil an GFP/CD31-positiven Endothelzellen, was
auf ein verstarktes Einwachsen von GFP-negativen Endothelzellen aus dem umliegenden
Empfangergewebe in der initialen Revaskularisierungsphase der Transplantate schliel3en
lasst. Das ausgereifte mikrovaskulare Netzwerk der transplantierten Inseln besteht sowohl
aus Endothelzellen des mikrovaskularen Gewebes des Empfangers [Vajkoczy et al., 1995a]
als auch aus den urspringlichen Endothelzellen der Spenderinseln [Nyqgvist et al., 2005].
Uber deren genauen Anteil am neugebildeten GefaRnetzwerk der Transplantate herrscht in
der Literatur Uneinigkeit. So berichtet Brissova et al. [Brissova et al., 2004] von einer
Beteiligung der Endothelzellen der Spenderinseln bis zu 40%, wahrend neuere Studien
[Nyqvist et al., 2011, Henriksnas et al., 2012] den Anteil deutlich geringer einschatzen.
Letztere wurden durch die vorliegenden Ergebnisse bestétigt. So lag der Anteil an
CD31/GFP-positiven Zellen in sdmtlichen Gruppen zwischen 8 und 13%.

Interessanterweise verstarkt EPO die Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid
Synthase (eNOS), was einen erhohten NO Spiegel bewirkt [Burger et al., 2006]. Dies
wiederum erhoht die Entstehung von cGMP, das zu einer Muskelrelaxation in Blutgefal3en
fuhrt und damit eine verbesserte Gewebeperfusion bewirkt [Katsuki und Murad, 1977].
Gleichzeitig zeigte Chen et al., dass NO die Expression von EPOR hochreguliert und
dadurch zum EPO-vermittelten Schutz vor Hypoxie-induzierter Apoptose beitragt [Chen et
al., 2010]. In der vorliegenden Arbeit wurde daher zusétzlich der Einfluss von EPO auf die
Arteriolen und Venolen des Kammergewebes der Empfangertiere untersucht. Tatsachlich
bewirkte die EPO Vorbehandlung eine Vasodilatation innerhalb der ersten 6 Tage nach
Transplantation, wahrend die EPO Behandlung den Gefalidurchmesser zwischen Tag 6 und
14 nach Transplantation vergroRerte. Die Ursache dafiir kdnnte sein, dass es einige Tage

dauert, bis die repetitive Applikation von niedrig dosiertem EPO (500 1U/kg) in ausreichend
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grolien NO Spiegeln resultiert, um die Vasodilatation auszulésen. NO selbst stimuliert auch
die Angiogenese [Ziche und Morbidelli, 2000]. Dies wirde ebenfalls unsere Beobachtung
stutzen, dass die EPO-Vorbehandlung deutlich effektiver die Revaskularisierung der
transplantierten Langerhans’schen Inseln verbessert im Vergleich zur Behandlung mit EPO

in der Post-Transplantationsphase.

EPO erhoht durch seine hdmatopeotische Aktivitdt den Hamoglobinspiegel und férdert die
Produktion und Reaktivitit von Thrombozyten, was wiederum zu einem erhohten
Thromboserisiko fiuhrt [Fisher, 1997, Wolf et al., 1997, Stohlawetz et al., 2000, Kato et al.,
2010]. In der vorliegenden Arbeit wurden an Tag 14 Blutproben der Empfangertiere
entnommen und analysiert. Die EPO-Behandlung erhdhte im Vergleich zur Kontrollgruppe
den systemischen Hamatokrit. Diese Blutbildveranderung war in der EPO-Vorbehandlungs-
Gruppe nicht nachzuweisen. Galeano et al. untersuchten die Auswirkungen von EPO auf die
Wundheilung und konnten interessanterweise zeigen, dass eine tagliche Applikation von 400
IU/kg EPO den Hamatokrit nicht vor Tag 14 erhdhte [Galeano et al., 2006]. Ein &hnliche
Beobachtung machten Harder et al. [Harder et al., 2009], die bei einer taglichen EPO Gabe
von 500 IU/kg nach 3 Tagen keine Erh6hung des Hamatokrits nachweisen konnten. Das
stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Uberein. Die kurzzeitige EPO-
Vorbehandlung triggert keine hamatopoetischen Kaskaden, ist aber sehr wohl in der Lage,
Angiogenese zu stimulieren. Diese Tatsache ist vor allem in der klinischen Anwendung von
EPO bedeutsam, da die Portalvenenthrombose ohnehin eine Komplikation der
Inseltransplantation darstellt [Kawahara et al., 2011].

Zusammenfassend konnte im dritten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass eine EPO-Vorbehandlung den Revaskularisierungsprozess von
transplantierten Langerhans’schen Inseln beschleunigt, ohne dabei den systemischen
Hamatokrit der Empfangertiere zu erhéhen. Diese neuen Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die EPO-Vorbehandlung eine vielversprechende therapeutische Strategie darstellen kdnnte,

um die Erfolgsrate der Inseltransplantation zu verbessern.
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6.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass eine 6 tagige
Vorbehandlung der Empfanger mit Erythropoietin die Angiogenese transplantierter Langer-
hans’scher Inseln deutlich beschleunigt und die Anwachsrate erhéht. Dagegen zeigte die
Behandlung der Empféanger mit EPO oder DPO ab dem Tag der Transplantation nur
geringflgige pro-angiogenen Effekte auf die Transplantate. Das Modell der Rickenhaut-
kammer erlaubte dabei die repetitive in vivo Analyse der Revaskularisierung der
transplantierten Langerhans’schen Inseln. Dabei stellte die Vorbehandlung der Empfanger-
tiere ein vielversprechendes pro-angiogenes Therapieregime dar, um die Erfolgsrate der
Inseltransplantation zu verbessern. Allerdings muissen weitere experimentelle Studien,
beispielsweise im Modell der Inseltransplantation unter die Nierenkapsel, Aufschluss Uber
die Funktionalitéat und Viabilitéat der Inseln liefern. Damit kann der definitive Nutzen fir den
Patienten bewiesen, und eine Etablierung der EPO-Vorbehandlung im Klinischen Alltag
ermdglicht werden. Dartber hinaus kénnte man die Vorbehandlung mit EPO mit anderen
Therapiestrategien, wie zum Beispiel der Co-Transplantation von Endothelzellen oder
endothelialen  Progenitorzellen  verbinden, um das angiogene Potential der
Langerhans’schen Inseln zusatzlich zu erhéhen und die Anwachsrate der Transplantate

weiter zu optimieren.
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