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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Transplantation von Langerhans-Inseln als therapeutischer Ansatz fur Typ | Diabetes-
Patienten stellt eine vielversprechende Alternative zur taglichen Insulinapplikation dar. Da die
transplantierten Langerhans-Inseln allerdings bisher unzureichend revaskularisiert werden
und daherihre endokrine Funktion und inr Uberleben oft nicht dauerhaft garantiert sind, konnte
sich diese Therapiemethode bisher nicht in der klinischen Routine durchsetzen. Entsprechend
wird bis heute an der Entwicklung neuer Ansatze geforscht, um die Vaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln zu verbessern.

Nerve/glial antigen (NG) 2 ist ein Proteoglykan, welchesvon Perizyten exprimiert wird und an
der Regulation der Angiogenese beteiligtist. Der Einfluss von NG2 auf die Inseltransplantation
ist jedoch bis heute nicht bekannt. Daher wurde im ersten Studienabschnitt der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob NG2 die Revaskularisierung transplantierter Inseln fordert.

Dazu wurden die Langerhans-Inseln von NG2**-Wildtyp- und NG27--Knockout-Mé&usen
zunachst mittels Immunhistochemie auf ihre zellulare Zusammensetzung untersucht.
Anschlielend konnte die endokrine Funktion der isolierten Inseln mittels eines Insulin-Enzym-
Immunassays analysiert werden. Zuletzt wurden die NG2** und NG2/-Inseln auf den
qguergestreiften Hautmuskel der Riickenhautkammer von NG2**-Mausen transplantiert, um
deren  Revaskularisierung  mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie = sowie
immunhistochemischen Methoden untersuchen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Analysen konnte gezeigt werden, dass sich NG2**- und NG2/-
Langerhans-Inseln weder in ihrer zellularen Zusammensetzung noch in ihrer Insulin-Sekretion
unterscheiden. NG27/--Inseln wiesen jedoch im Vergleich zu NG2**-Kontrollen eine signifikant
reduzierte funktionelle GefaRdichte sowie eine verringerte Anzahl CD31-positiver Blutgeféle
an Tag 10 nach Transplantation auf.

Folglich konnte gezeigt werden, dass der Verlust von NG2 die Revaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln beeintréachtigt. Dies verdeutlicht die Bedeutung dieses

perizytdren Oberflachenproteins fur die Inseltransplantation.

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Inkorporation
von mikrovaskuldren Fragmenten (MVF) in Inselorganoide deren Vaskularisierung verbessert.
MVF werden aus Fettgewebe gewonnen und wurden bereits als potente
Vaskularisierungseinheiten zur Pravaskularisierung von verschiedenen Geweben
beschrieben. Bisher fanden sie allerdings noch keine Anwendung in der Inseltransplantation.



Zusammenfassung

Um préavaskularisierte Inselorganoide (PI+MVF) zu generieren, wurden Inselzellen und MVF
aus C57BL/6N-Spenderméusen isoliert und tber 5 Tage mithilfe der Liquid-Overlay-Technik
co-kultiviert. Frisch isolierte Langerhans-Inseln, kultivierte Langerhans-Inseln und nicht
pravaskularisierte Inselorganoide dienten als Kontrollen. Die Viabilitat der Langerhans-Inseln
und Inselorganoide wurde anhand von durchflusszytometrischen Analysen und der
Verwendung von Spendermausen, die einen endogenen Wasserstoffperoxid-Sensor
exprimieren, bestimmt. Mithilfe von immunhistochemischen Untersuchungen und Western
Blot-Analysen wurde die Interaktion zwischen den (- und Endothelzellen innerhalb der
PI+MVF verifiziert. Die angiogene Aktivitét der PI+MVF wurde in vivo unter Verwendung des
murinen Rickenhautkammer-Modells und der repetitiven intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
sowie immunhistochemischer Methoden analysiert. AbschlieBend wurden PI+MVF in
diabetische Empfangermause transplantiert, um die endokrine Funktion der Inselorganoide in
vivo nachzuweisen.

Im Rahmen dieser Analysen konnte gezeigt werden, dass die parakrine Signallibertragung
zwischen B-Zellen und MVF die Viabilitat und angiogene Aktivitat der PI+MVF verbessert. In
vivo wiesen die PI+MVF innerhalb der ersten Tage nach Transplantation eine beschleunigte
Vaskularisierung auf, was anhand einer gesteigerten funktionellen Gefaldichte und einem
erhohten Anteil an CD31-positiven Endothelzellen innerhalb der PI+MVF gezeigt werden
konnte. Zudem induzierte die Transplantation von 250 Inselorganoiden in diabetische Mause
innerhalb von 4 Tagen physiologische Blutglukosespiegel, wahrend die identische Zahl frisch
isolierter Langerhans-Inseln Gber den gesamten Beobachtungszeitraumvon 28 Tagen nicht
zu einer Normoglykamie fihrte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inkorporation von MVF die Vaskularisierung von PI+MVF
deutlich verbessert und die Wiederherstellung einer Normoglykémie in diabetischen Mausen
beschleunigt. Der hier vorgestellte Pravaskularisierungsansatz konnte damit eine
vielversprechende Strategie sein, um in Zukunft die Erfolgsraten der Klinischen

Inselzelltransplantation zu erhéhen.



Summary

2. Summary

Pancreatic islet transplantation is a promising therapeutic approach for the treatment of type 1
diabetic patients. However, this method is not yet established in clinical routine, because it is
still limited by failed islet survival and endocrine function due to insufficient islet vascularization.
To overcome this problem, current research focuses on strategies to improve the

vascularization of transplanted islets.

Nerve/glial antigen (NG) 2 is a proteoglycan, which is expressed on pericytes and a crucial
regulator of angiogenesis. However, the influence of this proteoglycan on islet transplantation
is still unknown. Accordingly, the aim of the first study section of the present thesis was to
clarify whether NG2 promotes the revascularization of transplanted pancreatic islets.

For this purpose, islets were isolated from NG2** wild-type and NG2-- knockout mice and
analyzed by immunohistochemistry to examine their cellular composition. Their endocrine
function was assessed by an insulin-enzyme-linked immunosorbent assay. Moreover, NG2#*
and NG2-7 islets were transplanted into the dorsal skinfold chamber of NG2** mice to study
their revascularization by intravital fluorescence microscopy and immunohistochemistry.

It could be shown that NG2** and NG2- islets do neither differ in their cellular composition nor
in their insulin secretion. However, NG2-- islets exhibited a significantly reduced functiona
microvessel density and a lower number of CD31-positive blood vessels on day 10 after
transplantation when compared to NG2+* controls.

These results demonstrate that the loss of NG2 impairs the revascularization of transplanted

islets, indicating the importance of this surface protein for successful islet transplantation.

In the second study section of the present thesis, it was examined whether the incorporation
of microvascular fragments (MVF) in islet organoids improves their vascularization after
transplantation. MVF can be isolated from adipose tissue and have already been described as
potentvascularization units for the prevascularization of various tissues. However, theirimpact
on the engraftment of transplanted islets has not been analyzed, yet.

For the generation of prevascularized islet organoids (PI+MVF), islet cells and MVF were
isolated from C57BL/6N donor mice and co-cultured for 5 days by means of the liquid overlay
technique. Freshly isolated islets, cultured islets and non-prevascularized islet organoids
served as controls. The islets’ and islet organoids’ viability was determined by flow cytometric
analysis and donor mice expressing an endogenous hydrogen peroxide sensor.
Immunohistochemical studies and Western blot analysis were used to investigate the
interaction between B-cells and endothelial cells within PI+MVF. The angiogenic potentia of



Summary

PI+MVF was determined by means of the mouse dorsal skinfold chamber model in
combination with repetitive intravital fluorescence microscopy and immunohistochemica
methods. Finally, PI+MVF were transplanted into diabetic recipient mice to verify their
endocrine function in vivo.

It could be shown that the paracrine signal transduction between (-cells and MVF improves
the viability and angiogenic activity of PI+MVF. In vivo, PI+MVF exhibited an accelerated
vascularization, as demonstrated by an increased functional microvessel density during the
entire observation period and an increased fraction of endothelial cells 14 days after
transplantation. Moreover, the transplantation of 250 PI+MVF into diabetic mice resulted in
physiological blood glucose levels within 4 days, while the identical number of freshly isolated
islets did not restore normoglycemia during the entire observation period of 28 days.
Takentogether, these results demonstrate that the incorporation of MVF significantly improves
the vascularization of transplanted PI+MVF and accelerates the restoration of normoglycemia
in diabetic mice. Thus, this prevascularization approach may be a promising strategy to

increase the success of clinical islet cell transplantation in the future.



Einleitung

3. Einleitung

3.1 Epidemiologie und Therapie des Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, von der weltweit mehr als 463 Millionen
Menschen betroffen sind [Thomas et al.,, 2019]. Diese Zahl soll laut des internationalen
Diabetes-Verbands (IDF) im Jahr 2045 voraussichtlich auf 700 Millionen Menschen ansteigen
[Cho et al., 2018], was eine weltweite Herausforderung fir das Gesundheitssystem darstellen
wird. Das Krankheitsbild zeichnet sich durch einen erhdhten Blutglukosespiegel
(Hyperglykamie) aus, welcher aus Defekten in der Insulin-Sekretion, der Insulinwirkung oder
einer Kombination aus beidem resultiert. Das Schlisselprotein Insulin ist ein Peptidhormon,
das in den B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas produziert und abhangig vom
Blutglukosespiegel sekretiert wird. Uber den Blutkreislauf gelangt das Insulin zu peripheren
Geweben, wo es durch die Bindung an spezifische Insulinrezeptoren (IR) auf der
Zelloberflache die Aufnahme von Glukose durch den Glukosetransporter Typ (GLUT) 4
ermdglicht (Abbildung 1) [Leto & Saltiel, 2012]. Dieser Mechanismus sichert die
Energiegewinnung in den peripheren Zellen sowie die Glukosehomdostase im Korper.

Fehlregulationen des Zuckerhaushalts resultierenin der Ausbildung eines Diabetes mellitus,
was auf unterschiedliche pathologische Prozesse zurtckgefuhrt werden kann. Grundsatzlich
wird zwischen Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) und Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) unterschieden.
T1D-Patienten leiden an einer Autoimmunerkrankung, bei der die B-Zellen der Langerhans-
Inseln zerstdrt und folglich kein Insulin mehr produziert werden kann. Durch diesen absoluten
Insulinmangel kann der Blutglukosespiegel nicht mehr reguliert werden, was in einer
chronischen Hyperglykamie resultiert. Dieses Krankheitsbild manifestiert sich bereitsimfrihen
Kindesalter und stellt die schwerwiegendere Form des Diabetes mellitus dar [Warshauer et al.,
2020]. Im Gegensatz dazu entwickelt sich der T2D oftmals erst ab dem 40. Lebensjahr und ist
durch einen relativen Insulinmangel charakterisiert, der durch eine Insulinresistenz des
Zielgewebes oder durch eine unzureichende Sekretion von Insulin hervorgerufen wird. Eine
chronische Hyperglykémie fihrt jedoch sowohl im Falle des T1D als auch des T2D zu
Schéadigungen und Funktionsstdrungen von Organen wie den Augen, Nieren und dem Herz
sowie des Nervensystems oder der Blutgefél3e. Diese pathologischen und funktionellen
Veranderungen sind allerdings bei T2D meist weniger stark ausgepragt als bei T1D [American
Diabetes, 2013;Wu, 2015]. Durch diese schwerwiegenden Schadigungenist Diabetes mellitus
oftmals mit weiteren Erkrankungen wie Adipositas, Schlaganfall, kardiovaskularen

Erkrankungen, Neuropathien und Amputationen der Gliedmaf3en assoziiert und zahlt laut dem
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internationalen Diabetes-Verband mitmehr als 4,2 Millionen TodesféllenimJahr 2018 zu einer
der haufigsten Todesursachen weltweit [Cho et al., 2018].

Pankreas Blutgefal Periphere Zelle

Physiologisch =
T1D =
T2D =)

Langerhans-Insel @ Insulin @ Glukose ' IR m GLUT 4

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines physiologischen Zuckerhaushalts sowie des
Zuckerhaushalts bei T1D und T2D. Bei einem physiologischen Zuckerhaushalt wird abhangig von der
Blutglukosekonzentration Insulin ins Blut sekretiert. Insulin gelangt Gber das Blut an periphere Zellen und bindet
dort an den entsprechenden IR der Zielzelle. Die Aktivierung des Rezeptors induziert anschlieend tUber GLUT 4
die Aufnahme von Glukose. Bei T1D wird jedoch trotz hoher Blutglukosekonzentration kein Insulin mehr gebildet
und sekretiert, wodurch keine Glukose in die peripheren Zellen aufgenommen werden kann. Im Fall des T2D
wird hingegen noch Insulin sekretiert. Allerdings sind die IR und GLUT 4 der Zielzelle nicht in der Lage, die
Glukoseaufnahme zu induzieren.

Um den schwerwiegenden Folgen von Diabetes mellitus entgegen zu wirken, lasst dich T2D
in den meisten Fallen bereits durch Gewichtsreduktion, Bewegung und eine
Ernahrungsumstellung therapieren. Im Gegensatz dazu ist die tagliche Applikation von Insulin
fur T1D-Patienten obligatorisch. Da der Blutglukosespiegel der Patienten allerdings im Tages-
und Krankheitsverlauf wesentlich schwanken und sich dadurch unterschiedlich auf den Kérper
auswirken kann, muss jede Applikation prazise auf die Blutglukose-Werte angepasst sein.
Werte Uber 250 mg/dl werden als hyperglykdm bezeichnet. Ab Blutglukosespiegeln von
400 mg/dl fuhrt der verstarkte Abbau von Fetten zur Anreicherung von Ketonkorpern im Blut,
woraus eine diabetische Ketoazidose mit Ubelkeit und Erbrechen folgt. Blutglukosespiegel von
600-1000 mg/dl resultieren in den meisten Fallen im lebensbedrohlichen, hyperosmolaren
Koma [Schumann & Faust, 2018]. Um schnell auf die Schwankungen des Blutglukosespiegels
zu reagieren, sind mehrfach tagliche Blutglukosemessungen und eine darauf abgestimmte
Insulinapplikation unerlasslich. Allerdings konnen durch diese Applikationen weitere
Nebenwirkungen, wie Retinopathien oder Nephropathien, auftreten [Usuelli & La Rocca,

2015]. Eine engmaschige Behandlungskontrolle ist dementsprechend sowohl fir T1D- als

6



Einleitung

auch fur T2D-Patienten zwingend erforderlich [Elk & lwuchukwu, 2017; Gamble et al., 2018;
Warshauer et al., 2020].

Eine Alternative zur téglichen Insulinapplikation stellt vor allem fur T1D-Patienten die
Transplantation des Pankreas dar [Dean etal., 2017]. Durch diesen chirurgischenEingriff kann
eine dauerhafte Senkung des Blutglukosespiegels erzielt und damit die Uberlebenschancen
der Patienten verbessert werden. Allerdings handelt es sich hierbei um einen komplexen
chirurgischen Eingriff, der mit schweren Komplikationen, wie einer Pankreatitis oder der
chronischen AbstoRungsreaktion des Organs, einhergehen kann. Entsprechend wird dieser
Eingriff nur in seltenen Fallen, wie z.B. bei einem juvenilen T1D mit (pr&-)terminaler
Niereninsuffizienz, durchgefihrt [Chinnakotla et al., 2015].

Neben der Pankreastransplantation ist die Transplantation von isolierten Langerhans-Inseln
eine ebenso effektive aber mit deutlich weniger Risiken verbundene Methode zur Therapie
von T1D-Patienten [Jin & Kim, 2017; Pepper et al., 2018]. Bei diesem Ansatz werden die
Langerhans-Inseln des Organspenders nach der Pankreasentnahme zundchst enzymatisch
isoliert und anschliel3end Uber einen Katheter in das Portalvenensystem des Empfangers
injiziert (Abbildung 2) [Ricordi et al., 1988; Shapiro et al., 2017].

Spender Empfanger

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Inseltransplantation. Dem Organspender wird das Pankreas
entnommen und daraus die Langerhans-Inseln isoliert. AnschlieBend werden diese in das Pfortadersystem des
Patienten injiziert, sodass sie in den portalen Venolen der Leber anwachsen kénnen. (Modifiziert nach Servier
Medical Art)

Die Langerhans-Inseln verteilen sich anschliel3end Uber das Blutgefal3netzwerk in der Leber,
wachsen dort in den portalen Venolen an und werden innerhalb der ersten 14 Tage nach der
Transplantation durch neu gebildete Blutgefae mit dem Blutgefalnetzwerk des Patienten
verbunden. Von dort aus sekretieren die transplantierten Inseln abhangig vom
Blutzuckerspiegel Insulin ins Blut und sichern damit die Glukosehomoostase des Patienten.
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Dieser Eingriff ist im Vergleich zu einer Pankreastransplantation minimal-invasiv und kann
innerhalb von einer Stunde (h) ambulant durchgefuhrt werden[Lehmann et al., 2005].

Trotz dieser Vorteile hat sich die Inseltransplantation bisher nicht als weltweite
Standardtherapie fur T1D-Patienten durchgesetzt. Dies ist auf drei wesentliche Probleme
zurtckzufihren: 1.) Die Notwendigkeit einer lebenslangen Immunsuppression, um
AbstoRungsreaktionen zu vermeiden, 2.) die limitierte Organspenderzahl und 3.) die
unzureichende Revaskularisierung der transplantierten Inseln (Abbildung 3) [Gamble et al.,
2018]. In den letzten Jahrzehnten wurden daher viele Studien durchgefihrt, um diese
Probleme zu l6ésen und dadurch die Lebensqualitédt der Diabetespatienten durch die

Transplantation von Langerhans-Inseln zu verbessern.

Limitierte
Spenderzahl

Unzureichende
Revaskularisierung

Lebenslange
Immunsuppression

Inseltransplantation

Abbildung 3: Hiurden der Inseltransplantation. Die Transplantation von Langerhans-Inseln ist durch die
Notwendigkeit einer lebenslangen Immunsuppressionstherapie, ein geringes Angebot an Spendern und eine
unzureichende Revaskularisierung der Transplantate limitiert.

Eine lebenslange immunsuppressive Therapie ist mit grof3en Risiken, wie einem erhdhten
Infektionsrisiko und méglichen Schadigungen der Nieren, Leber und Nerven, verbunden
[Kanak et al., 2014]. Um diese Risiken zu vermeiden, wurde bereits 1990 das Prinzip der
Einkapselung einzelner oder mehrerer Langerhans-Inseln mit Alginat, Hydrogelen oder Silikon
etabliert, wodurch die Langerhans-Inseln vor einer Immunreaktion des Empfangers geschitzt
werden und das Immunsystem folglich weniger stark supprimiert werden muss [Scharp &
Marchetti, 2014; Desai & Shea, 2017a; Desai & Shea, 2017b; Vaithilingam et al., 2017]. Ein
weiterer Meilenstein in Bezug auf die immunsuppressive Therapie wurde im Jahr 2000 in einer
Studie durch die Entwicklung des Edmonton-Protokolls erzielt [Shapiro et al., 2000]. Diese
Studie beschreibt eine langfristig erfolgreiche Therapie von T1D-Patienten durch die
Transplantation einer adaquaten Zahl von Langerhans-Inseln in Kombination mit einer
Glukokortikoid-freien Immunsuppression. Seitdem konnten mehr als 1500 T1D-Patienten in
30 internationalen Transplantationszentren erfolgreich durch eine Inseltransplantation
therapiert werden [Shapiro et al., 2006; Pepper et al., 2018].
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Fur eine erfolgreiche Inseltransplantation werden mehr als 5000 Langerhans-Inseln pro kg
Korpergewicht des Patienten bendgtigt, was einem Spender-zu-Empfanger-Verhaltnis von 2-
4:1 entspricht [Yamamoto et al., 2009; Plesner & Verchere, 2011]. Die Verfugbarkeit von
Spenderorganenist allerdings weltweit begrenzt, weshalb innerhalb der letzten Jahre vermehrt
alternative Quellen analysiert wurden, die der knappen Anzahl an Spenderorganen entgegen
wirken sollen [Rackham & Jones, 2018]. Hierzu wurde zunéchst die Xenotransplantation von
Langerhans-Inseln optimiert[Dhanasekaran etal., 2017; luamoto etal., 2017; Liuet al., 2017].
Dabei konnte gezeigt werden, dass durch eine adaquate Immunsuppression die
Transplantation von porcinen Langerhans-Inseln in Primaten ein grof3es Potential fur die
Therapie des Diabetes mellitus hat [Cooper et al., 2016]. Bevor dieser Ansatz jedoch
Anwendung in der Klinik finden kann, muss die Kompatibilitdt zwischen porcinen Spender- und
humanem Empféangergewebe noch weiter verbessert werden [Dufrane & Gianello, 2012]. Als
Alternative dazu wurden auch zelltherapeutische Strategien entwickelt, bei denen pluripotente
Stammzellen eines Patienten zu B-Zellen differenziert werden, um diese anschlieRend zu
retransplantieren [Voltarelli et al., 2007; Couri et al., 2009]. Zudem wurde nach alternativen
Transplantationsstellen gesucht, welche fur die Transplantation von Langerhans-Inseln
leichter zuganglich sind und einen positiven Einfluss auf ihr Anwachsen haben kdnnten.
Hierbei erwiesen sich die Nierenkapsel [Szot et al., 2007; Karakose et al., 2016], die
Muskulatur [Weber et al., 1978; Bertuzzi et al., 2018], das Knochenmark [Maffi et al., 2019;
Pellegriniet al.,2019] sowie das Subkutangewebe [Pathak et al., 2017; Kuwabara et al., 2019]
in verschiedenen préaklinischen Modellen als geeignet.

Trotz einer Glukokortikoid-freien Immunsuppression, alternativer Transplantationsstellen und
dem Einsatz von Stammzellen ist die erfolgreiche Transplantation von Langerhans-Inseln
malgeblich durch eine zu langsame und unzureichende Revaskularisierung und der daraus
resultierenden geringen Uberlebensrate der Transplantate von unter 40 % limitiert [Shapiro et
al., 2001; Brissova et al., 2004]. Der Revaskularisierungsprozess ist von besonderer
Bedeutung, da das enge Kapillarnetzwerk innerhalb der Langerhans-Inseln wahrend der
Inselisolierung teilweise zerstort wird, sodass es nach der Inseltransplantation durch das
Einwachsen neuer Blutgefalie ersetzt werden muss [Del Toro-Arreolaet al., 2016]. Je mehr
Zeit dieser Prozess in Anspruch nimmt, desto geringer ist die Uberlebensrate der
transplantierten Inseln. In den letzten Jahren wurden daher verschiedene Ansétze verfolgt, um
die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln zu beschleunigen. Dabei konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass durch die Stimulierung verschiedener Rezeptoren, wie
Erythropoietin-Rezeptor (EPOR), vascular endothelial growth factor-Rezeptor (VEGFR) oder
hepatocyte growth factor-Rezeptor (HGFR), eine Blutgefa3neubildung innerhalb der
Langerhans-Inseln und desumliegenden Gewebes induziertwerden kann [Cheng etal., 2004;
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Golocheikine et al., 2010; Menger et al., 2020a]. Des Weiteren berichteten mehrere Studien,
dass die Co-Transplantation von Endothelzellen oder Fibroblasten die Revaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln fordert [Coppens et al., 2013; Perez-Basterrecheaet al.,
2017; Augsornworawat et al., 2019]. Allerdings fuhrten diese Ansétze bis heute nicht zu einer
adaquaten Revaskularisierung, die langfristig das Uberleben und die Funktion der
transplantierten Inseln sichern kénnte.

Bei der Revaskularisierung werden tber angiogene Prozesse neue Blutgefal3e gebildet, die in
hypoxisches Gewebe einwachsen und ausreifen, um die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung
derumliegenden Zellen wieder herzustellen [Persson & Buschmann, 2011]. Initiiert wird dieser
Vorgang uber die Ausschittung eines pro-angiogenen Faktors, wie z.B. vascular endothelial
growth factor (VEGF), von hypoxischem Gewebe in die Umgebung [Carmeliet, 2000]. Dieser
Stimulus induziert im n&chsten Schritt den proteolytischen Abbau der Basalmembran von
Gefallen und der umliegenden extrazelluldren Matrix (ECM) durch die verstérkte Freisetzung
von verschiedenen Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Heparanasen (HPSE) von
Endothelzellen [Matzner et al., 1985; Shapiro, 1998; Nelson et al., 2000]. Der Verlust der ECM
und der Basalmembran fuhrt anschliel3end zum Ablésen von Perizyten von der Gefalwand.
Durch diese Destabilisierung der Gefa3struktur konnen einzelne Endothelzellen in Richtung
des initialen pro-angiogenen Stimulus migrieren [Conway et al., 2001]. Die Endothelzelle, die
in diesem Fall die Richtung angibt, wird als Tip-Zelle bezeichnet, wahrend die restlichen
Endothelzellen, die die Basis der Aussprossung bilden und durch Proliferation und Migration
der Tip-Zelle folgen, Stalk-Zellengenanntwerden [Chen etal., 2019]. Diese Stalk-Zellenbilden
im weiteren Verlauf der Angiogenese ein Lumen aus und werden abschlieRend durch die
Ausbildung von ECM und der Rekrutierung von Perizyten stabilisiert. Im letzten Schritt der
Angiogenese reift das neu gebildete Gefald durch die Ausbildung gewebespezifischer
Merkmale, wie beispielsweise die Fenestrierung des Endothels oder die Ausbildung von
Muskelschichten, aus [Risau, 1997; Carmeliet, 2000; Fischer et al., 2006]. Die vollstandige
Revaskularisierung von transplantierten Langerhans-Inseln kann insgesamt bis zu 14 Tage in
Anspruch nehmen, was jedoch zu lang ist, um die endokrine Funktion und das Uberleben der
Transplantate dauerhaft zu garantieren [Jansson & Carlsson, 2002; Persson & Buschmann,
2011; Pellegrini et al., 2019]. Entsprechend wird noch heute an Anséatzen geforscht, um die

Vaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln zu verbessermn.
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3.2 Einfluss von nerve/glial antigen (NG) 2 auf die Revaskularisierung

von Langerhans-Inseln

Perizyten sind auf der abluminalen Seite von BlutgefaRen lokalisiert und stehen im direkten
Kontakt mit den Endothelzellen und der ECM (Abbildung 4A) [Armulik et al., 2005]. Durch
diesen engen Kontakt haben sie sowohl einen Einfluss auf die Stabilitdt als auch auf den
Durchmesser von Kapillaren [Bergers & Song, 2005]. Auch im Zusammenhang mit
Langerhans-Inseln sind Perizyten von besonderer Bedeutung, da sie 40 % des dichten
Netzwerks der Inselkapillaren bedecken [Almaca et al., 2018]. Durch ihre kontraktilen
Eigenschaften und der Interaktion mit den Inselzellen haben sie zudem eine entscheidende
Funktion bei der Regulation des Blutflusses innerhalb der Insel. Interessanterweise konnte in
T2D-Patienten eine Reduktion der Perizyten-Population nachgewiesen werden [Almaca et al.,
2018]. Dies wurde damit begrindet, dass die Langerhans-Inseln durch eine verminderte
Ausschittung von Insulin und Adenosintriphosphat (ATP) in Kombination mit einem hohen
Blutzuckerspiegel die Dysfunktion und den Verlust von Perizyten begiinstigen [Almaca et al.,
2018].

Auch in Bezug auf die Inseltransplantation wurden bereits erste Studien zum Einfluss von
Perizyten auf die Funktion transplantierter Langerhans-Inselnund deren Revaskularisierung
durchgefihrt. Die Arbeitsgruppe um Sasson [Sasson et al.,, 2016] konnte zeigen, dass
Perizyten zum Erhalt der 3-Zellmasse in transplantierten Langerhans-Inseln beitragen. Zudem
konnte von Juang et al. [2015] nachgewiesen werden, dass die Perizyten innerhalb der
Langerhans-Inseln mal3geblich an der Revaskularisierung der Transplantate beteiligt sind,
indem sie pro-angiogene Faktoren ausschutten und tber die Interaktion mit der ECM und
Endothelzellen das neu gebildete GefaRnetzwerk stabilisieren. Diese Interaktionen werden
durch die Expression von verschiedenen Oberflachenproteinen, wie NG 2 oder Integrinen,
vermittelt [Slepian et al., 1998; Cabric et al., 2010]. Inwieweit die Funktion der Perizyten
wahrend der Inseltransplantation jedoch durch die Expression dieser Proteine beeinflusst wird,
wurde bisher noch nicht untersucht.

NG2 ist ein Proteoglykan, das vor allem durch die Bindung an die ECM eine besondere Rolle
wahrend der Angiogenese spielt (Abbildung 4B) [Stallcup, 2018]. Dieses Oberflachenprotein
wird auch als Chondroitinsulfat-Proteoglykan (CSPG)4 bezeichnet und besitzt als Typ-1-
Transmembranprotein eine GrofRe von 300 kDa. Im extrazelluldren, N-terminalen Bereich
(2225 Aminosauren) kann NG2 durch Disulfidbriicken und Glykosylierungen post-translationa
modifiziert werden, um extrazellulare Proteine zu binden [Yadavilli et al., 2016]. Der
intrazelluldre C-Terminus (25 Aminosauren) des Proteins ermoglicht es, extrazellulare Signale
an zytoplasmatische Proteine und Enzyme, wie multi-PDZ domain protein (MUPP) oder
extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2, weiterzugeben [Barritt et al., 2000;
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Makagiansar et al., 2007]. Durch diesen Vorgang werden zellulare Funktionen, wie die
Proliferation und Migration der Perizyten, initiiert [Stallcup, 2018]. Uber die Bindung von NG2
an ECM-Proteine, wie z.B. Kollagen VI, werden die Perizyten zudem in der ECM stabilisiert
[Stallcup, 2018].

A

C-Terminus

Abbildung 4: Funktion von Perizyten und Aufbau von NG2. (A) Perizyten (griin) sind perivaskulare Zellen,
welche auf der abluminalen Seite der Endothelzellen (rot) lokalisiert sind und die Blutgefal3e stabilisieren. (B)
NG2 ist ein transmembranédres Protein, das von Perizyten exprimiert wird. Es besteht aus einer extrazellularen
Doméne (2225 Aminoséuren), die Signalmolekille anderer Zellen binden kann. Diese Signale werden Uber den
transmembranen Teil von NG2 (25 Aminosauren) in den Perizyten zum C-Terminus (76 Aminosauren)
weitergeleitet, um intrazellulare Signalkaskaden (wie z.B. PI3K- oder MEK/ERK-Signalwege) zu initieren.
(Modifiziert nach Servier Medical Art)

Die Verbindung zwischen Perizyten und der ECM spielt wéhrend der Angiogenese und der
anschlieBenden Reifung neu gebildeter Blutgefalie eine entscheidende Rolle [Armulik et al.,
2011]. Vor allem die Expression und Prasentation verschiedener Oberflachenproteine, wie
NG2, auf Perizyten sind wahrend dieser Prozesse essentiell [Schlingemann et al., 1990;
Ribatti et al., 2011]. Indiesem Zusammenhang konnte beispielsweise eine erhdhte Expression
von NG2 auf Perizyten, die an der Angiogenese im Herz, Auge und Gehirn von M&usen
beteiligt waren, nachgewiesen werden [Ozerdem et al., 2001]. Die Autoren hypothetisierten
daraufhin, dass NG2 wéahrend der Bildung und Stabilisierung von BlutgefaRen von besonderer
Bedeutung ist. Zudem konnte anhand von immunhistochemischen Analysen des
Mesenteriums von Ratten eine verstéarkte Expression von NG2 wahrend des mikrovaskuléren
Remodellings von Venolen nachgewiesen werden [Murfee et al., 2006]. Der Verlust von NG2
fuhrte hingegen zu einer signifikant reduzierten Bildung neuer Blutgefale [Ozerdem &
Stallcup, 2004; You etal., 2014]. Dies konnte durch eine verringerte Proliferationund Migration
sowie eine reduzierte ECM-Interaktion von Perizyten nach NG2-Verlust erklart werden
[Stallcup, 2018].

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit der
Einfluss von NG2 auf die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln untersucht.
Hierzu wurden Inseln von homozygoten NG2-7--Knockout (KO) und NG2++-Wildtyp-Méausen

12



Einleitung

isoliert und in Hinblick auf ihre zellulare Zusammensetzung und Glukose-abhangige Insulin-
Sekretion in vitro untersucht. Zudem wurde die Revaskularisierung der Langerhans-Inseln
nach Transplantation in die Rickenhautkammer von Mausen mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie sowie immunhistochemischer Methoden analysiert.

3.3 Einfluss der Inkorporation von mikrovaskularen Gefal3fragmenten
(MVF) auf die Vaskularisierung von Inselorganoiden

Neben der Applikation von pro-angiogenen Substanzen und der Co-Transplantation von
vaskuléaren Zellen [Coppens et al., 2013; Perez-Basterrechea et al., 2017] wurde in den
vergangenen Jahren auch die Bildung von Inselorganoiden etabliert, um die
Revaskularisierung transplantierter Inselzellen zu verbessern [Wolf-Jochim et al., 1995;
Kojima, 2014]. Inselorganoide setzen sich aus dissoziierten Zellen der Langerhans-Inseln
zusammen, die anschlieend wieder zu kugelférmigen Zellaggregaten reaggregiert werden,
und werden auch als Pseudo-Inseln (PI) bezeichnet. Die Bildung von Pl ermdglicht es, neben
Inselzellen auch vaskulare Zellen wie Endothelzellen in das Innere der Organoide
einzubringen, umdurch diese inkorporierten Zellen die Vaskularisierung der Inselorganoide zu
beschleunigen [Penko et al., 2011]. Allerdings nimmt die Bildung von Blutgeféf3en aus
einzelnen Endothelzellen~10 Tage in Anspruch [Laschke & Menger, 2016]. Diese Zeitspanne
ist zu lang, um die Inselzellen in der frihen post-Transplantationsphase vor Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel zu schiitzen und damit die Viabilitat der Inselzellen nach der Transplantation
zu gewdhrleisten [Menger et al., 2001].

Eine neue Strategie, die Vaskularisierung von transplantierten Langerhans-Inseln zu
beschleunigen, kénnte die Inkorporation von MVF in Inselorganoide sein. MVF sind eine
Mischung aus reifen, funktionellen Arteriolen, Kapillaren und Venolen, die enzymatisch in
groRen Mengen aus Fettgewebe isoliert werden kénnen [Hoying et al., 1996; Laschke &
Menger, 2015]. Sie besitzen eine Lange von ca. 20-120 um und weisen die physiologische
Morphologie nativer Mikrogefél3e auf [Laschke & Menger, 2015]. Zudem sekretieren sie
zahlreiche angiogene Wachstumsfaktoren, wie VEGF oder fibroblast growth factor (FGF),
welche die Angiogenese im umliegenden Gewebe stimulieren [Laschke & Menger, 2015].
Nach Transplantation verbinden sich MVF sowohl untereinander als auch mit dem
umliegenden Blutgefalnetzwerk und bilden innerhalb weniger Tage Blut-perfundierte
mikrovaskulare Netzwerke aus [Frueh etal., 2017a]. Zudemkonnte gezeigtwerden, dass MVF
neben Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten auch mesenchymale Stammzellen (MSC)
enthalten [McDaniel et al., 2014]. Diese tragen durch die Sekretion unterschiedlicher
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Wachstumsfaktoren [Burlacu et al., 2013] und der Mdglichkeit zur Differenzierung in
angiogene, neuronale, adipogene oder osteogene Zellen [Almalki & Agrawal, 2016]
malf3geblich zu der hohen angiogenen Aktivitat und dem regenerativen Potential der MVF bei.
Durch diese vielversprechenden Eigenschaften wurden MVF bereits in zahlreichen Studien im
Bereich des Tissue Engineerings und der regenerativen Medizin als potente
Vaskularisierungseinheiten eingesetzt [Pilia et al., 2014; Stone & Rathbone, 2016; Frueh et
al., 2017b; Spéter et al., 2017a; Spéater et al., 2017b].

Im Rahmen einer vorangehenden Masterarbeit [Nalbach, 2017] ist es bereits gelungen, MV
mit Inselzellen zu kombinieren, um auf diese Weise pravaskularisierte Inselorganoide
(PI+MVF) zu generieren (Abbildung 5A). Hierzu wurden die Langerhans-Inseln zuné&chst in
Einzelzellen dissoziiert und anschlieRend 2000 Inselzellen mit 200 MVF co-kultiviert. Die
Kultivierung erfolgte tlber 5 Tage mithilfe der Liquid Overlay-Technik, beider die Zellen in einer
Agarose-beschichteten 96-Well-Platte zu je einem Organoid pro Well aggregierten. Frisch
isolierte Langerhans-Inseln (FI), kultivierte Langerhans-Inseln (CI) und reine PI ohne

zusaétzlich inkorporierte Zellen dienten hierbei als Kontrollen.
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Abbildung 5: Generierung und Charakterisierung von PI+MVF. (A) Durchlichtmikroskopische Aufnahmen
der Generierung von PI+MVF in der Liquid Overlay-Kultur an Tag O, 1, 2 und 5. Maf3stab: 100 pm. (B)
Dreidimensionale (3D), konfokalmikroskopische Aufnahme einer PI+MVF nach immunhistochemischer Farbung
mit anti-CD31 Antikdrpern. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. Maf3stab: 50 um. (C)
Immunhistochemische Farbung der PI+MVF. Insulin und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen
Antikdrpern angeférbt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. MaRstab: 60 um. (D) Quantitative
Analyse der CD31-positiven Zellen innerhalb der FlI, CI, Pl und PI+MVF (in % aller Inselzellen) (n = 20). Mittelwert
(MW) + Standardabweichung (SD). *P < 0,05 vs. Fl; P < 0,05 vs. CI; *P < 0,05 vs. PI. [Nalbach, 2017].

Im Rahmen erster Analysen konnte gezeigt werden, dass die inkorporierten MVF sowohlim
Inneren der PI+MVF als auch an deren Oberflache ein Netzwerk aus Endothelzellen ausbilden
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Einleitung

(Abbildung 5B und C). Zudem zeigte die Untersuchung der zellularen Zusammensetzung der
Organoide, dass der Anteil cluster of differentiation (CD)31-positiver Endothelzellen innerhalb
der PI+MVF im Vergleich zu allen Kontrollgruppen signifikant erhéht war (Abbildung 5D).

Basierend auf diesen vielversprechenden Vorergebnissen wurde im zweiten Studienabschnitt
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob durch die Inkorporation von MVF die Vaskularisierung
transplantierter Inselorganoide beschleunigt werden kann. Zudem wurde die endokrine
Funktion der PI+MVF sowohl in vitro als auch nach Transplantation in diabetische Méause
Uberprift. Abschlieend erfolgte die Translation dieses Pravaskularisierungsansatzes von

murinen auf humane Inselorganoide.
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4. Ziel der Arbeit

Die Transplantation von Langerhans-Inseln ist ein vielversprechender therapeutischer Ansatz
fur T1D-Patienten. Da die transplantierten Langerhans-Inseln allerdings unzureichend
revaskularisiert werden und daher ihre endokrine Funktion und ihr Uberleben oft nicht
dauerhaft garantiert sind, konnte sich diese Therapiemethode bisher nicht in der klinischen
Routine durchsetzen. Entsprechend wird an neuen Ansatzen geforscht, um die

Vaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln zu verbessem.

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von NG2 auf die
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln untersucht werden. Dabei wurden
durch den Einsatz von homozygoten NG2-/-- und NG2**-M&usen, die als Spender fir die
Langerhans-Inseln dienten, folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Hat der Verlust von NG2 einen negativen Einfluss auf die zellulére Zusammensetzung
der Langerhans-Inseln vor und nach Isolierung?

2. Wirkt sich der Verlust von NG2 auf die Glukose-abhéngige Insulin-Sekretion der
Langerhans-Inseln aus?

3. Fuhrtder Verlust von NG2 zu einer verzdgerten Revaskularisierung der Langerhans-

Inseln nach Transplantation?

Im zweiten Studienabschnitt wurden die endokrine Funktion und das angiogene Potential von
PI+MVF in vivo und in vitro untersucht. Ausgehend von den Daten, die in einer vorbereitenden
Masterarbeit zu diesem Thema generiert wurden, sollten in der vorliegenden Arbeit die
folgenden weiterfuhrenden Fragestellungen untersucht werden:

1. Hat die Inkorporation von MVF einen negativen Einfluss auf die endokrine Funktion der
PI+MVF?

2. Findet eine Interaktion zwischen Inselzellen und den inkorporierten Endothelzellen der
MVF statt?

3. Kann der Vaskularisierungsprozess der transplantierten Inselorganoide durch die
Inkorporation der MVF beschleunigt werden?

4. Fuhrt die Transplantation von PI+MVF in Vergleich zu Fl zu einer schnelleren
Wiederherstellung einer Normoglykamie in diabetischen Tieren?

5. Lasst sich dieser neue Pravaskularisierungsansatz auch auf humane Inselorganoide

transferieren?
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5. Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Antikorper

Beschreibung

Hersteller

anti-Akt (4685S)
anti-BrdU-FITC (11-5071-42)
anti-CD31 (DIA310)
anti-CD31 (Sc-4669)
anti-ERK1/2 (ab115799)
anti-GAPDH (sc-25778)
anti-Glucagon (Ab92587)
anti-HO-1 (sc-1796)
anti-Insulin (Ab7842)
anti-Insulin (sc-9168)
anti-Ki67 (12202)
anti-Mouse IgG (H+L)-Cy3
anti-pAkt (4060S)
anti-pERK1/2 (ab50011)
anti-Rabbit IgG (H+L)-Cy3
anti-Rat IgG (H+L)-Alexa Fluor 555
anti-Rat 1gG (H+L)-Cy3
anti-Somatostatin (Ab30788)
anti-B-Aktin (AC-74)

5.1.2 Humane Langerhans-Inseln

Cell Signaling Technology, USA
eBioscience, USA

Dianova, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, USA
Abcam, England

Santa Cruz Biotechnology, USA
Abcam, England

Santa Cruz Biotechnology, USA
Abcam, England

Santa Cruz Biotechnology, USA
Cell Signaling Technology, USA
Jackson ImmunoResearch, USA
Cell Signaling Technology, USA
Abcam, England

Jackson ImmunoResearch, USA
Life Technologies, USA
Jackson ImmunoResearch, USA
Abcam, England

Sigma-Aldrich, Deutschland

Inselisolationsnr. | Spenderalter (Jahre) Kultivierungszeit (h) Medium
R319 69 19 CMRL
R321 24 16 CMRL
R326 26 35 CMRL
R330 39 33 CMRL
5.1.3 Chemikalien und Enzyme

Bezeichnung Hersteller

30 % Acrylamid-Losung

Accutase®

Ammoniumperoxodisulfat
Blotting-Grade Blocker

Bradford Reagenz

Complete™, Proteaseinhibitor Cocktail
C-Peptid ELISA Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
BioLegend GmbH, Deutschland

Serva, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
Roche, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
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Cytofix/Cytoperm™

deionisiertes H20

Dimethylsulfoxid
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

ECL Western Blotting Detection Reagent

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Ethanol 100 %
Ethidiumbromidlésung 1 %
FITC-Dextran (150.000)

Folin & Ciocalteuphenol Reagenz
Formaldehyd 37 %

Glycin

Hoechst 33342

Insulin ELISA Kit

Isopropanol

Laemmli 6x Puffer

Linsitinib

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Maisol

Methylcellulose viscosity 4000 cPS
TEMED

N2 flissig

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Oil Red O

ORA gPCR Green ROX L Mix
Perm/Wash™

Phosphatase Inhibitor Cocktail
PBS 10x

Prestained Protein Marker IV und VI
Propidiumiodid- und Annexin V-Kit
QIAzol lysis reagent

QuantiNova Reverse Transcription Kit
Rhodamin 6G

Salzsaure 37 %

SDS

Streptavidin

Streptozotocin

Tamoxifen

TEMED

Tris Base

Tris HCI

Triton X-100

Tween20
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Becton Dickinson, Deutschland

UdS Homburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Merck, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Deutschland
Zentr. Chemikalienlager, UdS, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Roche, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sellechem, Deutschland

VWR, Deutschland

VWR, Deutschland

Merck, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Air Liquide, Deutschland

VWR, Deutschland

Merck, Deutschland

Zentr. Chemikalienlager UdS, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

HighQu GmbH, Deutschland

Becton Dickinson, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

PAN Biotech GmbH, Deutschland
PeglLab, Deutschland

Becton Dickinson, Deutschland
Qiagen, Niederlande

Qiagen, Niederlande

Sigma-Aldrich, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

New England Biolabs, USA

Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
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5.1.4 Gerate

Geréatebezeichnung

Hersteller

Blutzuckermessgerat GL50

COz2 Inkubator

Digitalkamera DP73

DVD-System DVD-HR775

ECL Chemocam Imager

FACScan

Fluoreszenzmikroskop DM4000 B LED
Fluoreszenzmikroskop Axio 2
Fluoreszenzmikroskop BX 60

Gel Doc

Mikrozentrifuge Heraeus Fresco2l
MiniOpticon Real-Time PCR System
NanoDrop DS-11

pH-Meter

Photometer

Plattenlesegerat PHOmMo
Reagenzglasschiittler Reax top
Sterilbank (Mars safety Class 2)
Techne Heizblock DB2A
Trans-Blot Turbo

Videokamera FK6990

Zentrifuge CR 412

5.1.5 Kulturmedien und Zuséatze

Kulturmedium

Beurer, Deutschland

Binder GmbH, Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Deutschland
Samsung, Korea

Intas GmbH, Deutschland

Becton Dickinson, Deutschland

Leica Microsystems, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
DeNovix, Deutschland

HANNA Instruments, England

GeneQuant pro, Deutschland

Anthos, USA

Heidolph Instruments, Deutschland
SCANLAF, Deutschland

Bibby Scientific Limited, England

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
Pieper, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Hersteller

DMEM high Glucose (4,5 g/l)
DMEM low Glucose (1,0 g/l)
FCS

HBSS

Pen/Strep

5.1.6 Pufferund Lésungen

Puffer/Losung

PAN Laboratories GmbH, Osterreich
PAN Laboratories GmbH, Osterreich
Biochrom GmbH, Deutschland

PAN Laboratories GmbH, Osterreich
PAN Laboratories GmbH, Osterreich

Zusammensetzung

1 x TBST-Puffer pH7,5

Elektrophorese-Puffer pH 8,3 (10 x)

100 ml/l 10x TBS-Puffer (100 mM Tris HCI
und 1,5 mM NacCl)
0,1 % Tween 20

250 mM Tris HCI
1,92 M Glycin
1% SDS
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Kollagenase-L6sung (Inselisolierung) 10 mg Kollagenase NB 8 (1 U/mgQ)
10 ml HBSS
150 I Neutralrot

Kollagenase-Losung (MVF-Isolierung) 0,1 mg Kollagenase NB 4G (5 U/mg)
1 mlPBS
Kollagen-L6sung 160 ul Kollagen-Extrakt

20 pl 10x M199
20 pl 0.2M NaOH
200 yl DMEM

Kreb’s Ringer Bicarbonat Puffer 115 mmol/l NaCl
4,7 mmol/l KCI
1,28 mmol/l CaCl2 6H20
1,2 mmol/l MgSOa4 7H20

0,1 % BSA
Methylcellulose-Stocklésung 1,2 % (w/v) 1,2 g Methylcellulose in 100 mI DMEM
Narkosel6sung Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg
Kdrpergewicht)

Xylazinhydrochlorid (15 mg/kg Kérpergewicht)

Oil Red O-Arbeitslésung 3 ml Oil Red O-Stock-Lésung
2 ml deionisiertes H20

RIPA-Puffer 50 mM Tris HCI, pH 8,0
150 mM NacCl
0,5 % Natriumdesoxycholat
1 % Triton-X 100
0,1 % SDS
25 % Complete
1 % NP40

Sammelgel-Puffer pH 6,8 1 M Tris HCI
0,4 % SDS

SDS-Sammelgel (4 %) 3 ml H20
660 pl 30 % Acrylamid
1,26 ml 1 M Tris pH 6,8
50 yl 10 % SDS
25 ul 10 % APS
10 pl TEMED
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SDS-Trenngel (10 %)

STZ-L6sung (180 mg/kg Kdrpergewicht)

Transfer-Puffer pH 9,2

Trenngel-Puffer pH 8,8

5.1.7 Verbrauchsmaterial

Produktbezeichnung

4,85 ml H20

2,5 ml 30 % Acrylamid
2,5ml1,5M Tris pH 8,8
100 pl 10 % SDS

50 yl 10 % APS

20 yl TEMED

100 I Citratpuffer (1,9 g/l PBS (1x), pH 6,0)
4 mg STZ

39 mM Glycin
48 mM Tris HCI
10 % Methanol

1,5 M Tris HCI
0,4 % SDS

Hersteller

1 p-Slide 4 Well Objekttrager
1,5 ml/2,0 ml Reaktionsgefafie
15 ml/50 ml Reaktionsgefafd

5 ml Falcon, Polystyrol

6 cm/10 cm Kulturschalen

96 Well-Platten
Cytofix/Cytoperm

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

Filterpapier SMM

Objekttrager 76x26 mm
Parafilm

Pasteur-Pipette
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)
PVDF-Membran

H20

Standard Pellet-Futter

5.1.8 Software

Produktbezeichnung

Ibidi GmbH, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Greiner Bio-One, Deutschland
Corning GmbH, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
BD Pharmigen™, Deutschland
BD Pharmigen™, Deutschland
BD Pharmigen™, Deutschland
BD Pharmigen™, Deutschland
Whatman, England

Carl Roth GmbH, Deutschland
Pechiney, Menasha, USA
Carl Roth GmbH, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
Roche, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Altromin, Deutschland

Hersteller

Caplmage

Cellquest®
ChemoStar

F1JI

Microsoft Office Excel
Prism 8
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Zeintl, Deutschland

Becton Dickinson, Deutschland
Intas GmbH, Deutschland
GitHub, USA

Microsoft Corporation, USA
GraphPad, USA
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5.2 Methoden

5.2.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden unter einem 12h/12h-Tag/Nacht-
Zyklus gehalten. Wasser und Standard-Pellet-Futter standen ad libitum zur Verfigung.
Homozygote NG2-CreERT2 Méause (TgH(NG2-CreERT?2)) [Huang et al., 2014] wurden mit
entsprechenden Reportermausen verpaart (B6;129S6-Gt(ROSA)26 Sortm9(CAG-
tdTomato)Hze/J (Ail4)), um durch einen knock-in der CreERT2-Kassette in das Exon 1 des
NG2-Gens einen KO von NG2 zu induzieren. Dieser KO kann durch die Tamoxifen-induzierte
Expression des Reportergens tdTomato visualisiert werden [Madisen et al., 2010].
Homozygote NG2/--CreERT2xRosa26-tdTomato-Mause [Huang et al., 2014] sowie C57BL/6N
Wildtyp-Mause und transgene Mito-roGFP2-Orpl-Mause [Fujikawa et al., 2016] im Alter von
8-10 Wochen und einemKdrpergewichtvon 25-30 g dienten als Spender fir die Isolierung von
Langerhans-Inseln. Fir die Isolierung der MVF wurden mannliche C57BL/6N Wildtyp-Mause
im Alter von 20-30 Wochen mit einem Kérpergewicht von 30-35 g als Spender verwendet.
Mannliche C57BL/6N Wildtyp-Mause in einem Alter von 6-8 Wochen und einem Gewicht von
25-29 g dienten als Empfangertiere flir das diabetische Mausmodell.

Alle Tierexperimente wurden von der drtlichen Tierschutzkommission und dem Landesamt fiir
Verbraucherschutz (Abt. C ,Amtstierarztlicher Dienst, Lebensmitteliberwachung®) genehmigt
(Zulassungsnummer: 18/2017) und gemald der deutschen Tierschutzgesetzgebung sowie
dem Leitfaden der nationalen Gesundheitsinstitute (NIH) fir die Pflege und Verwendung von
Versuchstieren (Institute of Laboratory Animal Resources, National Research Council,
Washington, DC, USA) durchgefihrt.

5.2.2 Tamoxifen-Injektion

Die Reporterexpression der induzierbaren CreERT2-Linie wurde durch die intraperitonede
(i.p.) Injektion von Tamoxifen (10 mg/ml in Maiso6l gel6st) induziert. Die Applikation erfolgte
sowohl bei NG2++*- als auch NG2/--Spendermausen in einer Konzentration von 100 mg/kg

Korpergewicht an zwei aufeinanderfolgenden Tagen.

5.2.3 Genotypisierungs-Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung der NG2-Tiere erfolgte mithilfe des SampleIN™ Direct PCR Kit von
highQ. Hierzu wurden Ohrstanzen der zu genotypisierenden Tiere nach Angaben des
Herstellers in ein Reaktionsgefald mit Extraktionspuffer gegeben. Das Gewebe wurde fir
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10 min bei 95 °C denaturiert, bei 14000 xg zentrifugiert und der Uberstand der Lésung nach
Angaben des Herstellers in eine PCR eingesetzt. Die PCR wurde mit folgenden Primern
durchgefihrt:

NG2f: 5-GGC AAACCC AGA GCCCTG CC-3

NG2r:5-GCT GGA GCT GAC AGC GGG TG-3’

NG2CreERT r: 5-GCC CGG ACC GAC GAT GAA GC-3

Durch diese Primer-Kombination konnte abhangig vom Genotyp des Tieres ein NG2-Wildtyp-
Allel mit 557 Basenpaaren (bp) oder ein mutiertes Allel mit 829 bp in der PCR amplifiziert
werden. Die Amplifikate wurden abschlieRend in einem Ethidiumbromid-haltigen 1 %
Agarosegel elektrophoretischaufgetrennt und die daraus resultierenden Banden durch ein Gel
Doc-Gerét (BioRad) visualisiert.

5.2.4 Isolierung von Langerhans-Inseln aus dem Pankreas

Far die Isolierung von Langerhans-Inselnwurden die Spendermause durch eine i.p. Injektion
von Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (15 mg/kg
Kdrpergewicht) narkotisiert und die Bauchhohle durch eine mediane Laparotomie ertffnet
(Abbildung 6A). Durch den Ductus pancreaticus wurde 1 ml einer Kollagenaselésung in das
Pankreas injiziert (Abbildung 6B), sodass das Kollagenase-gefillte Pankreasgewebe
entnommen werden konnte (Abbildung 6C). Durch die Inkubation des Gewebes fur 15 min bei
37 °C im Wasserbad erfolgte der enzymatische Verdau des exokrinen Gewebes. Die
Langerhans-Inseln wurden anschlieend mithilfe einer Pipette per Hand aufgenommen
(Abbildung 6D) und bis zur weiteren Verwendung in Hochglukose (25,0 mmol/l)-Dulbecco’s
modified eagle’s medium (DMEM), das mit 10 % (v/v) fotalem Kélberserum (FCS), 100
Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin supplementiert wurde, bei 37 °Cund 5 %
CO2 kultiviert.

=
o

Abbildung 6: Isolierung von Langerhans-Inseln. (A) Das Pankreas (mit gestrichelter Linie umrandet) einer
narkotisierten Maus wird freigelegt. MaRstab: 5 mm. (B) Uber den Ductus pancreaticus wird eine mit Neutralrot
gefarbte Kollagenaselésung in das Pankreas injiziert. MaRstab: 5 mm. (C) Das Pankreas wird anschlieBend
entnommen und enzymatisch verdaut. MaRstab: 20 mm. (D) Die aufgereinigten, Neutralrot-gefarbten
Langerhans-Inseln kénnen fir weitere Analysen verwendet werden. Maf3stab: 200 um.
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5.2.5 Isolation humaner Langerhans-Inseln

Die verwendeten humanen Langerhans-Inseln wurdenim Alberta Diabetes Institute (ADI) der
Universitat von Alberta (Edmonton, Alberta, Canada) bzw. dem klinischen Insellabor der
Universitat von Alberta isoliert. Nach einer 3-tégigen Lieferung bei Raumtemperatur (RT)
wurden die humanen Langerhans-Inseln in Niedrigglukose (5,5 mmol/l)-DMEM, das mit 10 %
(v/iv) FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin supplementiert wurde, bei
37 °Cund 5 % COz2 kultiviert.

5.2.6 Isolierung von MVF aus epididymalem Fettgewebe

Die Isolierung von MVF erfolgte nach Friih et al. [2017b]. Hierfur wurden die Spendermause
durch eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg Korpergewicht) und
Xylazinhydrochlorid (15 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert und die Bauchhdhle durch eine
mediane Laparotomie erdffnet. Das Nebenhodenfettgewebe wurde oberhalb des
Nebenhodens abgesetzt, in phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen
(Abbildung 7A) und anschlie3end mechanisch und enzymatisch mithilfe einer Schere bzw.
Kollagenaselésung (siehe Abschnitt 5.1.6) zerkleinert. Die daraus gewonnenen MVF wurden
im Anschluss Uber einen Filter mit 500 um grof3en Poren von den Kollagenfasern der ECM
getrennt (Abbildung 7B), mit PBS gewaschen und bis zur weiteren Verwendung in DMEM, das
mit 10 % (v/v) FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin supplementiert
wurde, bei 37 °C und 5 % COz2 kultiviert (Abbildung 7C).

B C

2’ Filtration
Mechanische _
' |

Zerkleinerung

Waschen

i Enzymatischer
Verdau

Abbildung 7: Isolierung von MVF aus epididymalem Fettgewebe. (A) Frisch entnommenes epididymales
Fettgewebe der Maus, das anschlieBend mechanisch zerkleinert und enzymatisch verdaut wird. MaR3stab:
20 mm. (B) Durch Filtration der Zellsuspension durch einen Filter mit 500 um Poren werden die MVF von
Kollagenfasern getrennt und anschlieRend gewaschen. (C) Die aufgereinigten MVF kdnnen fir weiterfihrende
Versuche verwendet werden. Maf3stab: 25 um.

5.2.7 Generierung der Inselorganoide

Die Generierung von Pl und PI+MVF wurde nach einem bereits etablierten Protokoll
durchgefihrt [Nalbach, 2017]. Hierzu wurden die zuvor isolierten Langerhans-Inseln durch
eine Inkubation mit 0,05 % (w/v) Trypsin unter standigem Auf-und Abpipettierenin Einzelzellen
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dissoziiert. Dieser Vorgang wurde durch die Zugabe von DMEM abgestoppt und die Anzahl
der Inselzellen mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Reaggregation der Zellen
erfolgte mithilfe der Liquid Overlay-Technik innerhalb von 5 Tagen (Abbildung 8A). Hierbei
wurden die Wells einer 96-Well-Platte mit 40 ul 1 % Agarose beschichtet und pro Well 100 pl
DMEM und 2000 Inselzellen zugegeben. Fur die Generierung von PI+MVF wurden
2000 Inselzellen Uber den gleichen Zeitraum mit 200 frisch isolierten MVF co-kultiviert
(Abbildung 8B). Das Kulturmedium wurde jeden 2. Tag gewechselt. 5 Tage nachdem die
Zellen ausgesét wurden, konnten die Inselorganoide mit der Pipette aufgenommen und fur
weitere Versuche verwendet werden.

A B
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Abbildung 8: Generierung von Pl und PI+MVF. (A) Schematische Darstellung der Co-Kultivierung von MVF
und Inselzellen. Die Zellen bilden mithilfe der Liquid Overlay-Kultivierung innerhalb von 5 Tagen kompakte
PI+MVF. (B) Reprasentative Bilder der Reaggregation von reinen Inselzellen zu Pl bzw. Inselzellen und MVF zu
PI+MVF an den Tagen -5, -3 und 0. Maf3stab: 200 um. (Modifiziert nach Nalbach [2017]).

5.2.8 HepatoQuick®-Matrix

Um immunhistochemische Farbungen durchfihren zu kdnnen, mussten die Langerhans-
Inseln bzw. Inselorganoide zuné&chst in einer HepatoQuick®-Matrix fixiert werden. Hierfur
wurden HepatoQuick®, Thrombozyten-armes Plasma (PPP) und 10 % CaCl:z (in deionisiertem
H20) im Deckel eines Eppendorfgeféalesim Verhaltnis 10:5:1 gemischt und fur 30 min bei 37
°C ausgehartet. AnschlieRend wurden pro Matrix 40 Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide
in HepatoQuick® aufgenommen und mittig auf die ausgehértete Fibrin-Matrix pipettiert. Nach
Zugabe von PPP und CaCl2 wurden die Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide in dem
HepatoQuick®-Gemisch fur 15 min bei 37 °Cfixiert. Eine dritte Schichtaus HepatoQuick®, PPP
und CaCl2 wurde auf die Matrix pipettiert und fur weitere 45 min bei 37 °C fixiert. Abschliel3end
konnte die Matrix mithilfe einer Kantile aus dem Deckel des Eppendorfgefaies geldst und
direkt fur immunhistochemische Untersuchungen weiterverwendet werden.
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5.2.9 Immunhistochemie

Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide in der HepatoQuick®-Matrix, Pankreata sowie
Ruckenhautkammer- und Nierenkapsel-Gewebe wurden direkt nach der Probenentnahme fiir
24hin 4 % Paraformaldehyd (PFA) bei 4 °Cfixiert. Nachdemdie Gewebe in einer Alkoholreihe
entwassertwurden, erfolgte die Einbettung in Paraffin. Von den Geweben wurden 3 um diinne
Schnitte hergestellt, die mit Citrat-Puffer fur 15 min bei 700 W permeabilisiert wurden.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch die Inkubation der Schnitte mit 3 % Ziegen-
Serumfir 30 min bei RT blockiert. Die Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte tiber Nacht
bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte mit dem entsprechenden Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundarantikérper fir 45 min bei RT inkubiert. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33342 angeférbt. AbschlieRend wurde die Farbung der Zellen mithilfe eines BX60
Fluoreszenz-Mikroskops von Olympus in 200-facher Vergré3erung visualisiert und positiv
gefarbte Zellen mithilfe der Fl1JI-Software (GitHub) quantifiziert.

5.2.10 Proteinextraktion

Fur anschlieRende Western Blot-Analysen wurden zunéchst die Proteine der FI, Cl, Pl und
PI+MVF extrahiert. Dafur wurden die Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide fir 5 min bei
600xg und 4 °C in PBS gewaschen und durch Zugabe von Radioimmunprazipitations-
assaypuffer (RIPA) mit 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und Protease Inhibitor
Cocktail (1:75 v/v) fur 30 min auf Eis lysiert. Im Anschluss wurden die Zelltrimmer durch eine
30-mindtige Zentrifugation bei 4 °C und 14000 xg von der Proteinfraktion separiert und die
Proteinkonzentration der Proben mithilfe des Bradford Reagenz in einem Photometer bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt. Die Proteinextrakte wurden abschlieRend bei -20 °C
eingefroren oder direkt flir die Natriumdodecylsulfat (SDS)-Gelelektrophorese

weiterverwendet.

5.2.11 SDS-Gelelektrophorese

Mithilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen Proteine anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden [Laemmli, 1970]. Die Proteinextrakte wurden dafur
zunachst mit 6x Laemmli-Puffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C aufgekocht, umdie Sekundar-
und Tertidrstrukturen der Proteine aufzubrechen und sie anhand ihrer Gréf3e einheitlich
negativ zu laden. Die Proteine wurden anschlie3end tber ein 10 % SDS-Polyacrylamidgel bei
140V, 30-40 mA und RT aufgetrennt. Die Proteinmarker 1V und VIl dienten in diesem Versuch

als GroRenstandards.
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5.2.12 Western Blot

Um die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine mithilfe von Antikdrpern zu
visualisieren, wurden diese zunachst auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
transferiert. Dieser Transfer erfolgte in einer Semi dry-Kammer, die mit einem Sandwich aus
Whatman-Papieren, PVDF-Membran (fur 30 s in Methanol aktiviert), SDS-Gel und weiteren
Whatman-Papieren von Katode zu Anode bestticktwurde. Durch das Anlegen einer Spannung
von 25 V wurden die Proteine innerhalb von 25 min von dem Gel auf die Membran transferiert.
Unspezifische Bindungsstellen der Membran wurden im Anschluss durch eine einstiindige
Inkubationin 5 % Milch und Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) mit0,1 % Tween20 (TBST)
bei RT blockiert. Die jeweiligen Priméarantikdrper wurden in 1 % Milch verdiinnt und 2 h auf der
Membran bei RT inkubiert. Nachdemdie Membran 3-mal je 10 min in TBST gewaschenwurde,
erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierten
Sekundarantikérpern (1:1000) fur 1 h bei RT. Es folgten zwei weitere Waschschritte der
Membran fir 5 min in TBST, bevor die Proteinexpression durch Zugabe der enhanced
chemiluminescence (ECL)-Ldsung in einem Chemocam Gerét visualisiert werden konnte. Die
Intensitaten der Antikdrpersignale auf der Membran konnten mithilfe der ChemoStar-Software
quantifiziert und mit dem entsprechenden Haushaltsgen (-Aktin) normalisiert werden.
Verwendete Membranen wurden in Methanol inaktiviert, getrocknet und bei 4 °C gelagert.

5.2.13 Durchflusszytometrie

5.2.13.1 Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung

Die Viabilitat der Zellen innerhalb der FI, Cl, Pl, PI+MVF und der fir 24 h in 0,2 %
Wasserstoffperoxid (H202) inkubierten ClI konnte mithilfe der Propidiumiodid- und Annexin V-
Farbung in Kombination mit einer darauffolgenden Durchflusszytometrie analysiert werden.
Dafuir wurden die Langerhans-Inseln und Inselorganoide zunachstaufgenommen und in PBS
gewaschen. Anschlie3end wurden sie durch Zugabe von Accutase® (1:20 verdinntin PBS)
und standigem Auf- und Abpipettieren in ihre Einzelzellen separiert. Die Zellen wurden nach
Vorgaben des Herstellers fur 15 min bei RT im Dunkeln mit Propidiumiodid und Annexin V
(100 pg/ml) inkubiert und im Anschluss durchflusszytometrisch im FACScan analysiert. Die
Mengen an vitalen (nicht angeférbt), apoptotischen (Annexin V-positiv), nekrotischen
(Propidiumiodid-positiv) und nekroptotischen (Annexin V- und Propidiumiodid-positiv) Zellen
wurden mithilfe der Cellguest®-Software bestimmt und in Prozent aller gemessenen Zellen

angegeben.
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5.2.13.2 Bromdesoxyuridin (BrdU)-Farbung

Die BrdU-Farbung ermdglicht die Detektion von proliferierenden Zellen, wobei BrdU als
Nukleosidanalogon in die Zelle eindringt und wahrend der Proliferation an Stelle von T hymidin
in die Desoxyribonukleinsaure (DNA) eingebaut wird. Dieser Einbau kann anschlieRend
mithilfe spezifischer Antikdrper in der Durchflusszytometrie detektiert werden. Um die
Proliferation der Zellen innerhalb der PI+MVF in Abhéngigkeitvon der Zugabe des IR-Blockers
Linsitinib zu analysieren, wurden PI+MVF wahrend der Generierung mit 10 uM BrdU und
800 mM Linsitinib bzw. Dimethylsulfoxid (DMSO) kultiviert. Nach 5 Tagen wurden die PI+MVF
durch die Inkubation mit Accutase® in ihre Einzelzellen dissoziiert, in 70 % Ethanol fir 30 min
auf Eis fixiert und anschlieBend permeabilisiert. Die DNA der Zellen wurde durch die Zugabe
von 2 M HCI mit 0,5 % Triton X-100 fir 30 min bei RT denaturiert und 2-mal mit PBS-0,05 %
Tween 20 gewaschen. Abschlieend wurde der Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelte
anti-BrdU Antikorper zugegeben, die Zellen in PBS gewaschen und die Menge der Antikdrper-
geféarbten Zellen im FACScan durchflusszytometrisch bestimmt. Parallel dazu wurde ein
weiterer Ansatz mit der IgG-Kontrolle als Epitopen-Kontrolle mitgefuhrt.

5.2.14 Mitochondriale Messung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Unter Verwendung von transgenen Mito-roGFP2-Orpl C57BL/6J-Spenderméusen konnte
eine ROS-Messung innerhalb der Mitochondrien der Inselzellen erfolgen. Diese
Spendermause exprimieren ubiquitdr ein Fusionsprotein aus dem Redox-sensitiven grin-
fluoreszierenden Protein (roGFP)2 und dem oxygen-regulated protein (Orp)l, welches
abhéngig vom Redox-Status im Mitochondrium oxidiert oder reduziertwerden kann. Die aus
diesen Mausen isolierten bzw. generierten Fl, CI, Pl und PI+MVF wurden nach der Isolierung
bzw. der 5-tdgigen Kultivierung zunéchst in PBS gewaschen und anschlielRend mit 200 mM N-
Ethylmaleinimid (NEM) fr 20 min bei 4 °C inkubiert, um den Sensor zu fixieren. Anschlie3end
wurden die FlI, ClI, Pl und PI+MVF fur 30 min in 4 % PFA bei 4 °C fixiert, bevor sie in eine
HepatoQuick®-Matrix eingebettet wurden. Die Gewebe wurden dehydriert, in Paraffin
eingebettet und 3 um dicke Schnitte angefertigt, welche auf Objekttrager n eingedeckt wurden.
Die mikroskopische Analyse der Schnitte erfolgte innerhalb der folgenden 24 h an einem
DM4000 B LED Fluoreszenzmikroskop (Leica). Hierfir wurden Aufnahmen des gleichen
Sichtfeldes, wie bereits von Fujikawa et al. [2016] beschrieben, bei einer Emission von 520-
540 nmund einer Extinktion von 405 nm und 488 nm mit einer 200x Vergro3erung angefertigt.
Diese Aufnahmen wurden fur die finale Auswertung in die FIJI-Software (GitHub) exportiert
und das Verhéltnis beider Extinktionsintensitaten zueinander Pixel fur Pixel bestimmt. Die
erhobenen Daten wurden als normalisierte Fluoreszenzverhaltnisse (405/488 nm) dargestell.
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5.2.15 Insulin- und C-Peptid-Enzym-Immunassay (ELISA)

Mithilfe eines ELISA kann die in vitro Sekretion von Insulin bzw. des C-Peptids der
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide quantifiziert werden. Dafir wurden 10 Langerhans-
Inseln bzw. Inselorganoide in eine 24-Well Platte Uberfuhrt und mit Krebs-Ringer Puffer (KRB)
gewaschen. AnschlieBend wurden die FlI, Cl, Pl und PI+MVF fir 40 min bei 37 °C und 5 %
CO2 in KRB mit 1,1 mM Glukose inkubiert, um die Sekretion unter Niedrigglukose-
Bedingungen messen zu konnen. Der Uberstand wurde hierfir nach dieser Inkubationszeitin
frische Eppendorfgefale Uberfuhrt und bei -20 °C fir die darauffolgende ELISA-Messung
eingefroren. Im Anschluss wurden die Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide fur 20 min bei
37 °C und 5 % CO2 in KRB mit 16,5 mM Glukose inkubiert, um die Sekretion unter
Hochglukose-Bedingungen zu messen. Auch dieser Uberstand wurde fiir die folgende ELISA-
Messung eingefroren.

Die Menge an Insulin bzw. C-Peptid wurde anhand der Vorgaben des entsprechenden ELISA-
Kits (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Hierzu wurden die Uberstande fiir 2,5 h auf der
ELISA-Platte inkubiert und die Platte anschliellend mit dem spezifischen biotinylierten
Antikérper fur 1 h bei RT inkubiert. Die Platte wurde daraufhin fiir je 1 h mit HRP-gekoppeltem
Streptavidin gefolgt vom Chromogen-Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) im Dunkeln
inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der Stopp-Ldsung beendetund die Absorption
bei 450 nm und 550 nm in dem Plattenlesegerat PHOmo (Anthos) gemessen. Die Menge an
Insulin bzw. C-Peptid innerhalb der Proben wurde anhand einer Standardreihe quantifiziert

und in pU/ml dargestellt.

5.2.16 Ribonukleinsaure (RNA)-Extraktion

Um die gesamte RNA aus FI, CI, Pl und PI+MVF zu isolieren, wurden die Langerhans-Inseln
bzw. Inselorganoide zunachst in PBS gewaschen und die Zellen durch die Zugabe von QIlAzol
lysis reagent fur 5 min bei 30 °C aufgeschlossen. Nach der Zugabe von Chloroformwurden
die Extrakte 40 s gemischt und anschlie3end fiir 20 min bei 9500 xg und 4 °C zentrifugiert, um
die RNA-enthaltende wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefald tiberfiihren zu kdnnen. Die
RNA wurde durch die Zugabe von Isopropanol tiber Nacht bei -20 °C gefallt und am néchsten
Tag durch eine 10-minttige Zentrifugation bei 12000 xg und 4 °C pelletiert. Nach der Zugabe
von Ethanol erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir 5 min bei 7500 xg und 4 °C, bis der
Uberstand des RNA-Pellets abgenommen werden konnte. Das RNA-Pellet wurde
abschlieBend in RNAse-freiem H20 aufgenommen, 30 min auf Eis geldst und dessen
Konzentration mithilfe eines NanoDrops (DeNovix) bestimmt. Die RNA-Proben wurden im
Anschluss direkt flr die reverse Transkription weiterverwendet oder bei -80 °C gelagert.
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5.2.17 Reverse Transkription

Um quantitative Analysen von spezifischen RNAs in einer Zelle durchfiihren zu kdnnen,
musste die RNA zundachst durch eine reverse Transkriptase in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Dies erfolgte mithilfe des QuantiNova Reverse Transcription Kits
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wurden pro Probe je 1 pug RNA fir die PCR
als Template eingesetzt. Die cDNA-Proben wurden anschliel3end direkt in der quantitativen
Echtzeit-PCR (qRT-PCR) analysiert oder bei -20 °C gelagert.

5.2.18 gRT-PCR

Die gRT-PCR dient zur Quantifizierung der Genexpression bzw. dem spezifischen RNA-
Gehalt einer Zelle. Hierzu wurde die zuvor im Abschnitt 5.2.17 synthetisierte cDNA mithilfe von
spezifischen Primer-Paaren in einer PCR amplifiziert und durch die Zugabe von
Fluorochromen gleichzeitig quantifiziert. Im Rahmen dieser Analyse wurden folgende Primer-
Paare verwendet:

Insulin: f 5'-GGGGAGCGTGGCTTCTTCTA-3',r 5-GGGGACAGAATTCAGTGGCA-3'
VEGF-A: f 5'- GCTGTACCTCCACCATGCCAAG-3', r 5-CGCACTCCAGGGCTTCATCG-3'
B-Aktin: f 5'- CCTAGGCACCAGGGTGTGAT-3',r 5-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG- 3’

Die gRT-PCR wurde in dieser Arbeit unter Verwendung des ORA gPCR Green ROX L Mix
(highQ) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Datenerhebung erfolgte an einem
MiniOpticon Real-Time PCR System (Bio-Rad Laboratories GmbH).

5.2.19 Sprouting-Assay

Die angiogene Aktivitat der FI, ClI, Pl bzw. PI+MVF wurde in vitro mithilfe eines Sprouting-
Assays analysiert. Hierzu wurden jeweils 20 FI, Cl, Pl bzw. PI+MVF aufgenommen und in einer
4 °C-kalten Kollagen-Losung (siehe Abschnitt 5.1.6) resuspendiert. Die Lésung wurde im
Anschluss in je ein Well einer 24-Well Platte Uberfihrt undim Brutschrank bei 37 °C fir 45 min
auspolymerisiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde vorsichtig DMEM, das mit 10 % (v/v) FCS,
100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin supplementiert wurde, auf die Kollagenschicht
pipettiert und das Sprouting-Verhalten der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide an Tag 0,
1, 2 und 3 mittels Hellfeldmikroskopie dokumentiert. Die Sprouting-Flache wurde abschlief3end
mithilfe der FIJI-Software (GitHub) bestimmt und die gewonnenen Daten in Prozent der
initialen Insel- bzw. Organoid-GroRRe an Tag 0 dargestellt.
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5.2.20 Modell der Riickenhautkammer und Transplantation von Langerhans-Inseln

Das Modell der Rickenhautkammer diente zur repetitiven in vivo Analyse der
Revaskularisierung von transplantierten Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoiden [Laschke et
al., 2011]. Die Ruckenhautkammer setzt sich aus zwei symmetrischen Titanrahmen
zusammen, die Uber drei Schrauben miteinander verbunden sind (Abbildung 9A). Durch ein
zentrales Beobachtungsfenster, welches durch ein Deckglas und einen Sprengring
verschlossen ist, erméglicht der Aufbau der Kammer einen direkten mikroskopischen Zugang
zur Mikrozirkulation des Rickenhautkammergewebes und der darauf lokalisierten
Transplantate.

Fur die Implantation der Riickenhautkammer wurden die Empfangerméause zunéchst durch
eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid
(15 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert und der Riicken mittels Elektrorasur und chemischer
Depilation enthaart (Abbildung 9B). Unter Gegenlichtkontrolle wurde der rickwartige
Kammerranmen am oberen Rand der aufgespannten Rickenhaut mithilfe wvon
Einzelknopfnéhten fixiert. Im n&chsten Schritt wurden die vorderen Gewebeschichten der
entstandenen Rickenhautfalte, einschlief3lich Haut, Unterhaut und Retraktormuskel, in einem
kreisférmigen Bereich von 15 mm Durchmesser vollstandig entfernt (Abbildung 9C). Das
verbleibende Gewebe, bestehend aus dem quergestreiften Hautmuskel, Sub kutis und Kutis
der hinteren Seite der Ruckenhautfalte, wurde anschlieRend mit steriler Kochsalzlésung
gespllt. Der zweite Titanrahmen wurde in einem Abstand von ~ 1,5 mm zur anderen
Kammerhalfte aufgesetzt und das Beobachtungfenster miteinemabnehmbaren Deckglas und
Sprengring verschlossen (Abbildung 9D).

A B C

Abbildung 9: Implantation der Ruckenhautkammer. (A) Die Ruckenhautkammer setzt sich aus zwei
symmetrischen Titanrahmen zusammen, die Uber drei Schrauben miteinander verbunden werden. MaRstab:
10 mm. (B) Um die Ruckenhautkammer zu implantieren, wird die Maus zun&chst narkotisiert, rasiert, enthaart
und die Rickenhaut unter Gegenlichtkontrolle mithilfe von Faden angehoben und fixiert. Maf3stab: 20 mm. (C)
AnschlieRend wird die Rickenhaut der Maus durch Einzelknopfnahte an der hinteren Rickenhautkammer-Seite
fixiert und aus dem vorderen Anteil der Falte die Kutis, Subkutis mit Hautmuskel sowie beide Schichten des M.
retractors im Bereich des Beobachtungsfensters mit einem Durchmesser von 15 mm entfernt. Maf3stab: 10 mm.
(D) Die Riuckenhautkammer wird abschlieBend mit dem zweiten Titanrahmen, einem Deckglas und dem
Sprengring verschlossen. Maf3stab: 20 mm.
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Nach 48 h Erholungszeit wurden die Tiere erneut narkotisiert und der Sprengring sowie das
Deckglas der Ruckenhautkammer entfernt. Das darunter liegende Gewebe wurde mit
Kochsalzldsung gespult, bevor je 8 Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide auf das
freiliegende quergestreifte Muskelgewebe transplantiert wurden. Die Kammer wurde
abschlieRend fir die folgende intravitale Fluoreszenzmikroskopie mit einem frischen Deckglas

verschlossen.

5.2.21 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie konnten repetitiv die Langerhans-Inseln und
Inselorganoide in vivo analysiert werden. Dafir wurden die Rickenhautkammer-Méause
zunachst durch eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid (75 mg/kg Kérpergewicht) und
Xylazinhydrochlorid (15 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert. Anschlielend erhielten sie eine
retrobulbére, intravendse (i.v.) Injektion von 0,05 ml 5 % FITC-Dextran (150.000 Da) und
0,05ml 0,1 % Rhodamin 6G. FITC-Dextran verbleibt aufgrund seines hohen
Molekulargewichts grof3tenteils intravasal und dient damit zur Kontrastierung der Blutgeféide.
Im Gegensatz dazu kann durch die Injektion von Rhodamin 6G die Fenestrierung von
Blutgefallen nachgewiesen werden. Dieser Fluoreszenzfarbstoff besitzt ein vergleichsweise
geringes Molekulargewicht und kann daher die Poren von fenestriertem Endothel passieren
und anschlieBend in umliegenden Zellen akkumulieren. Das Endothel innerhalb der
Langerhans-Inseln ist aufgrund ihrer hohen Sekretionsleistung durch eine starke
Fenestrierung charakterisiert [Olsson & Carlsson, 2006b; Kolka & Bergman, 2012], sodass
Rhodamin 6G in den Zellen der Inseln und Inselorganoide akkumulieren kann. Durch diese
Eigenschaft dient der Fluoreszenzfarbstoff nach Vajkoczy et al. [1995a] als Marker fur die
endokrine Revaskularisierung.

Die narkotisierten Mause wurden anschlieBend auf einer Plexiglasbiihne in Seitenlage fixiert
und unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) mit einer 100 W Quecksilberdampflampe
positioniert. Das Mikroskop enthielt einen blauen (Anregungswellenlénge: 450-
490 nm/Emissionswellenlange: > 515 nm) und einen grinen (530-560 nm/> 585 nm)
Filterblock, wodurch die Signale beider injizierten Fluoreszenzfarbstoffe separat detektiert
werden konnten. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einer Videokamera (Pieper)
aufgezeichnet und zur Offline-Auswertung auf ein DVD-System (Samsung) tbertragen. Die
intravitale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach der
Transplantation. An Tag 10 bzw. 14 wurde das Rickenhaut-Gewebe nach der letzten
Intravitalmikroskopie entnommen und fir weiterfihrende immunhistochemische Analysen

fixiert.
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Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mithilfe des Bildanalyse-Systems Caplmage (Zeintl)
ausgewertet. Dabei wurden die Inselgrof3e (mm?), die jeweilige Rhodamin 6G-positive Flache
(mm?) sowie die revaskularisierte Flache der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide (mm?)im
Videostandbild analysiert. Die revaskularisierte Flache wurde als der Bereich des Gewebes
definiert, in dem Anzeichen fur Angiogenese, wie z.B. GefalRaussprossungen oder die
Ausbildung neuer Gefal3netzwerke, nachweisbar waren. Die funktionelle GefaRdichte
(cm/cm?) wurde als die Gesamtlange der perfundierten Gefél3e pro Flache einer Insel bzw.
eines Inselorganoids definiert und spiegelt die Vaskularisierung der Transplantate wider.
Zudem wurde auch der Gefaldurchmesser (um), die Zentralstromgeschwindigkeit der roten
Blutkdrperchen (RBC) (um/s) (im weiteren Verlauf als FlieRgeschwindigkeit bezeichnet) sowie
der daraus resultierende Blutvolumenfluss (pl/s) von 6 bis 8 Mikrogefa3en innerhalb eines
Transplantats bestimmt. Dabei wurden die Gefal3durchmesser von 6 bis 8 perfundierten
GefalRen innerhalb jedes Transplantats im Videostandbild randomisiert Uber zwei
gegeniberliegende Randpunkte der Gefal3e in um gemessen. Um die Flie3geschwindigkeit
zu bestimmen, wurde zunéchst eine zentrale Messlinie in diejenigen Gefa3e gelegt, von denen
bereits der GefaRdurchmesser bestimmt wurde. Uber die Computer-assistierte Line-Shift-
Diagram-Methode [Klyscz et al., 1997] konnte anschlie@Rend in Echtzeit die
FlieRgeschwindigkeit des Blutes in pm/s bestimmt werden. Der Blutvolumenfluss (Q)
bezeichnet das Blutvolumen, das pro s durch ein Gefal3 flie3t. Dieser mikrohamodynamische

Parameter wurde durch die Formel

d\* v

berechnet, welche den GefaRdurchmesser (d) und die Fliegeschwindigkeit (v) sowie den
Baker-Wayland-Proportionalitatsfaktor von 1,3 [Lipowsky & Zweifach, 1978] bertcksichtigt.
Dieser Proportionalitatsfaktor wird aufgrund des parabolen Geschwindigkeitsprofils von Blut
innerhalb der Gefélle mit einem Durchmesser unter 20 um verwendet und relativiert die
gemessene FlieRgeschwindigkeit im Zentralstrom jedes Gefal3es.

Zuletzt wurde die prozentuale Anwachsrate, die den Anteil der angewachsenen Langerhans-
Inseln bzw. Inselorganode im Verhdltnis zu allen transplantierten Langerhans-Inseln pro
Gruppe an Tag 10 bzw. 14 widerspiegelt, berechnet. Das erfolgreiche Anwachsen einer Insel
bzw. eines Inselorganoids wurde dabei durch den Nachweis von neu gebildeten Blutgefalien

an der Position des Transplantates an Tag 10 bzw. 14 definiert.
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5.2.21.1  Experimentelles Protokoll und Versuchsablauf

Das Riuckenhautkammer-Modell wurde in beiden Studienabschnitten angewandt. Dabei
wurden insgesamt 6 unterschiedliche Gruppen analysiert. Im ersten Studienabschnitt wurden
9 Empfangertiere mitje 4 NG2++-Inseln und 4 NG2/-Inseln transplantiert. Jedes Empfangertier
erhielt damit eine Transplantation von zwei Gruppen. Im zweiten Studienabschnitt wurden je
8 Transplantate einer Gruppe pro Empfangertier (n =8 pro Gruppe) transplantiert. Insgesanmt
dienten in diesem Versuchsaufbau 41 C57BL/6N Wildtyp-Mause als Empféngertiere.

Studienabschnitt 1: Einfluss von NG2 auf die Revaskularisierung von Langerhans-
Inseln
Gruppe Anzahl der Tiere Transplantate
1 NG2**-Inseln (n =4 pro Tier)
n=9
2 NG2/-Inseln (n =4 pro Tier)
Studienabschnitt 2: Einfluss der Inkorporation von MVF auf die Vaskularisierung von

Inselorganoiden

Gruppe Anzahl der Tiere Transplantate
1 n=28 FI (n= 8 pro Tier)
2 n=8 Cl (n=8 pro Tier)
3 n=28 Pl (n= 8 pro Tier)
4 n=8 PI+MVF (n = 8 pro Tier)

Die Kammerpraparation erfolgte wie in Abschnitt 5.2.20 beschrieben. Zwei Tage nach
Implantation der Rickenhautkammer wurden die Empféngertiere erneut narkotisiert, um die
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide zu transplantieren. Die intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie erfolgte im ersten Studienabschnitt am Tag der Transplantation (Tag 0) und den
Tagen 3, 6 und 10. Im zweiten Studienabschnitt wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie
an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 durchgefuhrt. Nach Abschluss der Untersuchungen wurden
die Versuchstiere durch eine Uberdosis der Narkoseldsung euthanasiert und das
Ruckenhautkammergewebe einschlie3lich der Transplantate exzidiert, sodass es fir

weiterfiihrende immunhistochemische Analysen fixiert werden konnte.
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5.2.22 Diabetisches Mausmodell und Inseltransplantation unter die Nierenkapsel

Das diabetische Mausmodell diente zur Analyse der endokrinen Funktion transplantierter
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide [Menger et al., 2020a]. Hierzu wurde 8 Tage vor der
Inseltransplantation ein T1D-Phéanotyp durch eine einmalige i.p. Injektion von 180 mg/kg
Streptozotocin (STZ) induziert. Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums von
5 Wochen wurden 2-mal wochentlich das Koérpergewicht und der Blutzucker der Mause
bestimmt. Die Blutproben wurden dabei tiber die Punktion der Schwanzvene entnommen und
mit einem Blutzuckermessgeréat (Beurer) analysiert. Mause mit einer Blutzucker-Konzentration
von 350-450 mg/dl wurden als diabetisch angesehen und dienten als Empfanger fur die
Transplantation der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide.

Am Transplantationstag wurden 400, 300, 250 oder 200 FlI bzw. 250 PI+MVF unter die
Nierenkapsel der diabetischen M&use injiziert. Dabei wurden die Tiere zunachst narkotisiert
und an der rechten Flanke mittels Elektrorasur und chemischer Depilation enthaart (Abbildung
10A), um nach einem Hautschnitt und retroperitonealen Zugang die rechte Niere auszulagern
(Abbildung 10B). Mithilfe einer 10 pl Hamilton-Spritze, deren Nadel vorsichtig unter die Kapsel
der Niere gefuhrt wurde, konnten die FI bzw. PI+MVF injiziert werden (Abbildung 10 C).
AbschlieBend wurden die Muskel- und Hautinzisionen mit einem resorbierbaren 5-0 Vicryl-
Faden mit fortlaufender Naht verschlossen (Abbildung 10D). Das Korpergewicht sowie der
Blutzuckerspiegel der Tiere wurde Uber die folgenden 28 Tage wie oben beschrieben
Uberwacht und dokumentiert.

Abbildung 10: Inseltransplantation unter die Nierenkapsel. (A) Acht Tage nach einer i.p. STZ-Injektion
(180 mg/kg Koérpergewicht) werden die Langerhans-Inseln und Inselorganoide unter die Nierenkapsel der Maus
transplantiert. Dafir wird die narkotisierte Maus zun&chst dorsal rasiert und enthaart. Mal3stab: 5 mm. (B)
AnschlieRend wird die rechte Niere Uber einen dorsalen, retroperitonealen Zugang ausgelagert. MaRstab: 5 mm.
(C) Daraufhin kénnen die Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide mithilfe einer Hamilton-Spritze unter die
Nierenkapsel appliziert werden. Ma3stab: 1,3 mm. (D) AbschlieBend wird die Niere zuriickverlagert und sowohl
die Muskel- als auch die Hautschicht mit einem resorbierbaren 5-0 Vicryl-Faden verschlossen. Mal3stab: 5 mm.

Normoglykamie wurde mit einem Blutzuckerspiegel zwischen 80-200 mg/dl erreicht. 28 Tage
nach der Transplantation wurden die rechten Nieren mit den Transplantaten entnommen und
fur weiterfihrende immunhistochemische Analysen fixiert.
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5.2.22.1  Experimentelles Protokoll und Versuchsablauf

Das diabetische Mausmodell wurde im zweiten Studienabschnitt dieser Arbeit angewandt.
Dabei wurden 7 unterschiedliche Gruppen analysiert, die sich auf 4 Gruppen fir die
Etablierung des Modells und zur Bestimmung der kritischen Inselmasse (n = 3 Empfangertiere
pro Gruppe) und 3 Gruppen im Hauptversuch (n = 7 Empfangertiere pro Gruppe) aufteilten.
Pro Empféangertier wurden je 200-400 FI bzw. 250 PI+MVF unter die Nierenkapsel von
insgesamt 26 C57BL/6N Wildtyp-Mausen transplantiert. Sieben gesunde C57BL/6N Wildtyp-
Mause, denen keine Inseln transplantiert wurden, dienten im Hauptversuch neben den Fl als

Kontrollgruppe.

Bestimmung der kritischen Inselmasse:

Gruppe Anzahl der Tiere Transplantate
1 n=3 200 FI
2 n=3 250 FI
3 n=3 300 FI
4 n=3 400 FI

Hauptversuch:

Gruppe Anzahl der Tiere Transplantate
1 n=7 gesunde Tiere ohne Inseltransplantation
2 n=7 250 FI
3 n=7v 300 PI+MVF

Die Durchfiihrung des diabetischen Mausmodells erfolgtewie in Abschnitt5.2.22 beschrieben.
Acht Tage nach i.p. STZ-Injektion und der Manifestierung eines T1D-Phanotyps wurden die
diabetischen Empfangertiere narkotisiert,umdie Langerhans-Inselnbzw. Inselorganoide unter
die Nierenkapsel zu transplantieren. Die Kontrolle des Korpergewichts und des
Blutglukosespiegels erfolgte von Tag -7 bis 28 zweimal pro Woche. Nach Abschluss der
Untersuchungen wurden die Versuchstiere durch eine Uberdosis der Narkoseldsung
euthanasiert. Fur weiterfihrende immunhistochemische Analysen wurde das Nierengewebe
einschliel3lich der Transplantate exzidiert und fixiert.
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5.2.23 Statistische Analyse

Die Statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Prism 8-Software (GraphPad).
Samtliche Werte wurden als MW + SD angegeben. Fiir die Uberpriifung von signifikanten
Unterschieden zwischen den Gruppen wurden die erhobenen Daten zunachst auf
Normalverteilung Uberprift. Unterschiede zwischen 2 Gruppen mit normalverteilten Daten
wurden mittels eines ungepaarten Student’s t-Test auf Signifikanzen Uberprift. Nicht
normalverteilte Datensatze zweier Gruppen wurden unter Anwendung des Mann-Whitney-U-
Test auf Signifikanzen Uberpruft. Unterschiede zwischen mehr als 2 Gruppen wurden durch
die einseitige Varianzanalyse (ANOVA) bestimmt. Zum anschlieRenden Vergleich der
einzelnen Gruppen folgte der Tukey-Post-hoc-Test, der die Korrektur des a-Fehlers nach
Bonferroni bericksichtigt,umMehrfachvergleiche auszugleichen. Ein P-Wert< 0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert und entsprechend in den Abbildungen gekennzeichnet.
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6. Ergebnisse

6.1 Einflussvon NG2 auf die Revaskularisierungvon Langerhans-Inseln

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von NG2 auf die
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln untersucht. Hierzu wurde zuné&chst
analysiert, ob der KO von NG2 eine Auswirkung auf die zellulare Zusammensetzung und
Funktion der Inseln hat. Weiterhin wurde die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-
Inseln aus NG2**- und NG2-/--Mausen unter Verwendung des Rickenhautkammer-Modells

untersucht.

6.1.1 Verifizierung des NG2 KO

Durch einen gezielten knock-in der CreERT2-Kassette im Exon 1 des NG2-Gens in Folge
zweier Tamoxifen-Injektionen kann NG2 in homozygoten NG2-CreERT2xRosa26-td Tomato-
Méusen nicht mehr fehlerfrei exprimiert werden, was zum Verlust von NG2 fuhrt [Madisen et
al., 2010]. Dieser KO von NG2 konnte in der vorliegenden Arbeit mithilfe einer
Genotypisierungs-PCR Uberprift werden.

Durch den Einsatz entsprechender Primerpaare wies der homozygote KO von NG2 mit 829 bp
ein grolReres DNA-Amplifikat als das des Wildtyps mit 557 bp auf (Abbildung 11A). Daneben
konnten die NG2”/-Zellen durch eine Tamoxifen-induzierte Expression des
Fluoreszenzproteins tdTomato nachgewiesen werden. Hierfir wurde den NG27/--Mausen an
den Tagen -16 und -14 Tamoxifen i.p. appliziert und das Pankreas an Tag 0 entnommen, um
die Langerhans-Inseln zu isolieren (Abbildung 11B). Die Expression des Fluoreszenzproteins
wurde anschlieRend fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbildung 11C). Hierbei markierte
das tdTomato-Signal innerhalb der NG27/--Inseln die Zellen, die durch den KO kein NG2 mehr
exprimierten. Isolierte Langerhans-Inseln von NG2**-Mausen wiesen dagegen keine
tdTomato-positiven Fluoreszenzsignale bei einer Wellenldnge von 555 nm auf.
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Abbildung 11: Nachweis und schematische Darstellung des Tamoxifen-induzierten KO von NG2. (A) Zur
Genotypisierung transgener Mause wurde DNA aus Ohrstanzen von NG2**- und NG2"-Mausen extrahiert. NG2
wurde mittels einer Genotypisierungs-PCR unter Verwendung von NG2-spezifischen Primerpaaren amplifiziert
und die Amplifikate elektrophoretisch aufgetrennt. Das DNA-Amplifikat der NG2*/*-M&use wies ein 557 bp groRes
Produkt auf, wahrend das Amplifikat der NG2-Mause eine GréRRe von 829 bp besaR. (B) Zeiticher Ablauf des
Tamoxifen-induzierten NG2 KO in NG27--Méausen. Durch zwei i.p. Injektionen von Tamoxifen an den Tagen -16
und -14 wurde die Expression des Fluoreszenzproteins tdTomato induziert. An Tag O wurde das Pankreas der
Tiere fur die nachfolgende Insel-Isolierung  entnommen. (C) Représentative Helifeld- und
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sowie die Uberlagerung (Merge) beider Aufnahmen einer isolierten
NG2"-Langerhans-Insel nach Tamoxifen-Induktion. Die Pfeilspitzen zeigen die tdTomato-gefarbten Perizyten.
Mafstab: 40 pm.

6.1.2 Zellulare Zusammensetzung der Langerhans-Inseln von NG2++- und NG2/-

Mausen

Um auszuschliel3en, dass sich der KO von NG2 auf die zelluldre Zusammensetzung der
Langerhans-Inseln auswirkt, wurden Gewebeschnitte von Pankreata aus NG2++*- und NG2-/~
Mausen angefertigt und Insulin-, Glukagon-, Somatostatin- und CD31-exprimierende Zellen
innerhalb der Inseln durch immunhistochemische Férbungen visualisiert (Abbildung 12A). Der
Anteil der Insulin-positiven B-Zellen, Glukagon-positiven a-Zellen, Somatostatin-positiven &-
Zellen und CD31-positiven Endothelzellen wurde quantifiziert und in Prozent aller analysierten
Inselzellen angegeben (Abbildung 12B-E). Hierbei zeigte sich, dass die Langerhans-Inseln im
Pankreas der NG2++- und NG2/-Mause keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
zellulare Zusammensetzung der endokrinen a-, B- und d-Zellen aufwiesen (Abbildung 12B-D).
Auch die Analyse der Anzahl der Endothelzellen zeigte keine signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 12E).
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Abbildung 12: Zellulare Zusammensetzung der Langerhans-Inseln im Pankreas von NG2**- und NG2*-
Mausen. (A) Immunhistochemische Farbung der Gewebeschnitte von NG2**- und NG2*-Pankreata. Insulin,
Glukagon, Somatostatin und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen Antikdrpern detektiert. Die
Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. MaR3stab: 50 um. (B-E) Quantitative Analyse der Insulin- (B),
Glukagon- (C), Somatostatin- (D) und CD31-positiven Zellen (E) der Langerhans-Inseln von NG2**-und NG2"
-Méausen im Pankreas (in % aller Inselzellen) (n = 10). MW + SD.

6.1.3 Zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln  von NG2+/+-
und NG27/-Mausen

Nachdem in Abschnitt 6.1.2 gezeigt werden konnte, dass sich der NG2 KO nicht auf die
zelluldare Zusammensetzung der Langerhans-Inseln im Pankreas auswirkt, wurde in den
folgenden Versuchen analysiert, inwieweit der Isolierungsprozess einen Einfluss auf die
zelluldare Zusammensetzung von NG2++- und NG2”-Inseln hat. Die hier dargestellten
immunhistochemischen Farbungen sowie die daraus resultierenden guantitativen Analysen
zeigen, dass sich der Anteil der Insulin-, Glukagon- und Somatostatin-positiven Zellen
innerhalb der isolierten NG2++- und NG27--Langerhans-Inseln nicht signifikant unterschied
(Abbildung 13A-D). Im Gegensatz dazu konnte jedoch eine signifikant geringere Anzahl an
CD31-positiven Endothelzellen innerhalb der NG2---Langerhans-Inseln im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abbildung 13E).

40



Ergebnisse

/ Glukagon / Somatostatin

+

+

(a\]

@)

zZ

&

@)

zZ

100+ = 50 g 50+ 50
;\3 S c 3
T 90+ o S 404 2 ] s ]
5 % 40 T 40 = 40
o 80 N ] =
N 9 304 2 30 N 30

2 I 3]

2 70 5 00 o 2
= o o =
a ° 8 20+ oo & 20 @ 20
o 604 & = S
< IS Q = ° o *
= (o2} - [%2] - -
3 507 €107 1589 2 10 =0 ® 10
k= E; g 3]

40 T O 9 T (% o4 =

NG2"* NG2” NG2"* NG27” NG2"* NG27 NG2"* NG27T

Abbildung 13: Zellulare Zusammensetzung der isolierten Langerhans-Inseln von NG2**- und NG2*-
Méausen. (A) Immunhistochemische Farbung der isolierten Langerhans-Inseln von NG2**-und NG2"-Mausen.
Insulin, Glukagon, Somatostatin und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen Antikérpern detektiert.
Die Zellkkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. MaRstab: 50 um. (B-E) Quantitative Analyse von Insulin-
(B), Glukagon- (C), Somatostatin- (D) und CD31-positiven Zellen (E) der isolierten Langerhans-Inseln von
NG2**-und NG2"-Méausen (in % aller Inselzellen) (n = 10). MW + SD. *P < 0,05 vs. NG2**.

6.1.4 Insulin-Sekretion von NG2*/+- und NG27/-Langerhans-Inseln

Die immunhistochemischen Analysen zeigten, dass der Verlust von NG2 keinen Einfluss auf
die Anzahl endokriner Zellen in Langerhans-Inseln hat. Daher wurde im nachsten Schritt
untersucht, ob die Insulin-Sekretion durch den NG2 KO beeintréchtigtist. Hierfir wurde die
Glukose-abhangige Insulin-Sekretion der Langerhans-Inseln mit einem Insulin-ELISA
analysiert. Dabei wurden die Langerhans-Inseln von NG2**- und NG2/--Mausen nach deren
Isolierung tber einen Zeitraum von 45 min in einer Hochglukose-L6sung (25 mM Glukose)
kultiviert und anschlieRend die Konzentration des sekretierten Insulins im Uberstand bestimmt
(Abbildung 14). Die Ergebnisse dieser Analyse wiesen keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Langerhans-Inseln aus NG2**- und NG2/-Mausen auf.
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Abbildung 14: Insulin-Sekretion von NG2™*- und NG2’-Langerhans-Inseln. Quantitative Analyse der

Insulin-Sekretion in pU/ml von NG2**- und NG2-Langerhans-Inseln nach einer 45-miniitigen Inkubation mit
25 mM Glukose (n = 3). MW + SD.

6.1.5 Einfluss von NG2 auf die Revaskularisierung transplantierter

Langerhans-Inseln

Ozerdem & Stallcup [2004] zeigten bereits, dass sich NG2 positivauf die Neovaskularisierung
vonischamischem Retinagewebe auswirkt. Daher kann hypothetisiertwerden, dass NG2 auch
beider Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln eine férdernde Wirkung hat. Um
dies zu Uberprifen, wurde das Riuckenhautkammer-Modell der Maus verwendet. Pro
Empfangertier wurden dabei je 4 Langerhans-Inseln beider Gruppen (NG2**und NG27) in
ausreichendem Abstand zueinander auf den quergestreiften Hautmuskel der
Rickenhautkammer-Préparation transplantiert und die Revaskularisierung der Transplantate
an den Tagen 0, 3, 6 und 10 mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert
(Abbildung 15).

Riuckenhaut- Insel- Gewebeentnahme

kammer- Tx
Implantation I Intravitale Fluoreszenzmikroskopie I
v v v v v
D-2 DO D3 D6 D10

Abbildung 15: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der Analyse im
Ruckenhautkammer-Modell. Zwei Tage vor der Transplantation der Langerhans-Inseln wurde die
Ruckenhautkammer in Empfangertiere implantiert. Die Lichtbildaufnahme zeigt das Beobachtungsfenster der
Riickenhautkammer an Tag O nach der Transplantation von je 4 Neutralrot-gefarbten NG2**- und NG2*-
Langerhans-Inseln (durch Pfeilspitzen markiert). Ma3stab: 2,5 mm. An Tag O sowie an den Tagen 3, 6 und 10
nach Transplantation erfolgte die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Transplantate. AbschlieBend wurde das
guergestreifte Hautmuskelgewebe fir histologische Analysen der transplantierten Langerhans-Inseln
entnommen.
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Die Visualisierung der Mikrozirkulation des praparierten Gewebes erfolgte durch eine i.v.
Applikation des Plasmamarkers FITC-Dextran (Abbildung16A). Sowohlin der NG2++-als auch
der NG2/-Gruppe konnten bereits 3 Tage nach Transplantation typische Merkmale der
Angiogenese imBereich der transplantierten Langerhans-Inseln nachgewiesen werden. Diese
waren durch erste GefalBwandsprossen und unregelmaf3ige Gefastrukturen charakterisiert
(Abbildung 16A). Im Laufe der folgenden Tage formierten sich neugebildete Blutgefalie zu

einem dichten Gefa3netzwerk in den transplantierten Langerhans-Inseln.
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Abbildung 16: Einfluss von NG2 auf die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln. (A)
Intravitalmikroskopische Aufnahmen von NG2**-und NG2*-Langerhans-Inseln (gestrichelte Linie markiert den
Rand der Inseln) an Tag O sowie an den Tagen 3, 6 und 10 nach Transplantation auf den quergestreiften
Hautmuskel. Das Gefal3system wurde mittels FITC-Dextran kontrastiert und die Fenestrierung des Endothels
anhand von Rhodamin 6G analysiert. Die Pfeile markieren tdTomato-positive Perizyten in den transplantierten
NG2"-Langerhans-Inseln. MaRstab: 100 um. (B-D) Quantitative Analyse der funktionellen GefaRdichte (cm/cm?)
(B), der revaskularisierte Flache (mm?) (C) und der endokrinen Revaskularisierung (in % der InselgréRe) (D) an
den Tagen 3, 6 und 10 nach Transplantation (n =9 Tiere). MW * SD. *P < 0,05 vs. NG2*/*.

Die funktionelle Gefa3dichte wies an den Tagen 3 und 6 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den NG2**- und NG2/-Inseln auf. Allerdings konnte an Tag 10 eine signifikant

geringere funktionelle GefaRdichte in NG27-Inseln im Vergleich zu NG2**-Inseln
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nachgewiesen werden (Abbildung 16B). Die revaskularisierte Flache nahm in beiden Gruppen
von Tag 3 bis Tag 10 von 0,07 mm? auf 0,08 mm? leicht zu, jedoch waren hierbei keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu beobachten (Abbildung 16C).
Zudemwar auch die Anwachsrate der Langerhans-Inseln mit 74 £ 5 % in der NG2++-Gruppe
und 79 =6 % in der NG2/--Gruppe vergleichbar.

Das Endothel der meisten endokrinen Organe einschlie3lich der Langerhans-Inseln ist
aufgrund der hohen Sekretionsleistung typischerweise fenestriert [Olsson & Carlsson, 2006b;
Kolka & Bergman, 2012]. Diese Fenestrierung kann unter Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G visualisiert werden, welcher aufgrund seines geringen
Molekulargewichts das fenestrierte Endothel passiert und anschlieRend in den umliegenden
Zellen akkumuliert [Vajkoczy et al., 1995a]. Die Analyse der Rhodamin 6G-positiven Flache
transplantierter NG2/-- und der NG2+**-Inseln zeigte, dass der Verlustvon NG2 eine reduzierte
Fenestrierung der GefalRe an Tag 10 nach Transplantation zur Folge hat (Abbildung 16D).
Diese Ergebnisse stimmen mit den vorherigen Analysen (berein, die eine verringerte,
funktionelle GefaRdichte an Tag 10 in der NG2/-Gruppe im Vergleich zu den NG2*/+-
Langerhans-Inseln zeigten.

Die Ergebnisse der mikrohdamodynamischen Analysen ergaben hingehen keine Unterschiede
zwischen NG27/- und NG2**-Inseln. Weder der GefadRdurchmesser, noch die
FlieBgeschwindigkeit des Blutes oder der Blutvolumenfluss innerhalb der Gefalie wiesen
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (ber den gesamten
Beobachtungszeitraum auf (Tabelle 1). Alle Parameter waren erst an Tag 6 messbar, da an
Tag 3 der Analyse lediglich minimale Aussprossungen der BlutgefaRe nachzuweisenwaren.

Tabelle 1: Mikrohamodynamische Parameter der BlutgefaRetransplantierter Langerhans-Inseln von NG2*/*-
und NG2"-Mausen im Riickenhautkammer-Modell. Quantitative Analyse des GefaRdurchmessers (um), der
FlieRgeschwindigkeit (um/s) und des Blutvolumenflusses (pl/s) innerhalb der NG2*"*- und NG2-Langerhans-Inseln

an Tag 0 sowie an den Tagen 3, 6 und 10 nach Transplantation auf den quergestreiften Hautmuskel (n = 9 Tiere
pro Gruppe). MW + SD.

Tag O Tag 3 Tag 6 Tag 10
GefalRdurchmesser (um)
NG2*+ - - 149+0,5 12,5+0,8
NG2/- - - 14,6 +0,6 146+1,5
FlieBgeschwindigkeit (um/s)
NG2*+ - - 395,0£79,4 277,5+32,7
NG2/- - - 336,9+39,8 314,3+51,8
Blutvolumenfluss (pl/s)
NG2*+* - - 51,3+9,8 29,4+5,2
NG2/- - - 50,4+8,6 56,7+ 19,0
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Abschlieend wurde das Gewebe der Riickenhautkammer mit den transplantierten NG2**-
und NG2-7--Inseln entnommen und der Anteil an Insulin-, Glukagon-, Somatostatin- und CD31-
exprimierenden Zellen in den Transplantaten immunhistochemisch untersucht
(Abbildung 17A). In Ubereinstimmung mit den zuvor durchgefiihrten Analysen konnten keine
signifikanten Unterschiede in den Fraktionen endokriner Zellen der transplantierten NG2%+-
und NG27--Langerhans-Inseln festgestellt werden (Abbildung 17B-D). Die NG2/--Langerhans-
Inseln wiesen jedoch eine signifikant reduzierte Anzahl an Endothelzellen im Vergleich zu den
NG2*+*-Langerhans-Inseln auf (Abbildung 17E).
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Abbildung 17: Zelluldre Zusammensetzung der Langerhans-Inseln von NG2**- und NG2'-M&usen
10 Tage nach Transplantation. (A) Immunhistochemische Farbung transplantierter Langerhans-Inseln von
NG2**-und NG2"-Méausen auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Rickenhautkammerpréparation. Insulin,
Glukagon, Somatostatin und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen Antikdrpern detektiert. Die
Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. MaRstab: 40 um. (B-E) Quantitative Analyse von Insulin- (B),
Glukagon- (C), Somatostatin- (D) und CD31-positiven Zellen (E) der Langerhans-Inseln von NG2**-und NG2"
-Méausen 10 Tage nach Transplantation (in % aller Inselzellen) (n=10). MW + SD. *P < 0,05 vs. NG2*/*,

6.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Untersuchungen des ersten Studienabschnitts der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der
Verlust von NG2 unter physiologischen Bedingungen keinen Einfluss auf die endokrine und
vaskuldare Zusammensetzung sowie die Insulin-Sekretion von Langerhans-Inseln hat. Im
Gegensatz dazu spielt das Proteoglykan eine entscheidende Rolle wahrend der
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln, da der Verlust von NG2 zu einer

signifikant reduzierten Anzahl an Blutgefaen innerhalb der Inseln 10 Tage nach
Transplantation fhrt.
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6.2 Einfluss der Inkorporation von MVF auf die Vaskularisierung von

Inselorganoiden

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von MVF auf die
Vaskularisierung transplantierter Inselorganoide analysiert. Im Rahmen einer
vorangegangenen Masterarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Co-Kultivierung
von MVF und Inselzellen innerhalb von 5 Tagen PI+MVF mithilfe der Liquid Overlay-Technik
generiert werden kdnnen [Nalbach, 2017]. Diese Inselorganoide weisen eine kompakte
kugelformige Struktur mit einem Durchmesser von ~200 um auf und besitzen mit ~20 %
Endothelzellen eine signifikant erhdhte Fraktion vaskulérer Zellen im Vergleich zu FI, Cl und
Pl. Zudem konnte im Sprouting-Assay die hohe angiogene Aktivitat der PI+MVF in vitro
nachgewiesen werden.

Aufbauend auf diesen Versuchsergebnissen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zunachst der Einfluss der inkorporierten MVF auf die Viabilitdt und die endokrine Funktion der
Inselorganoide sowie der Einfluss von Insulin auf die MVF in vitro untersucht. Anschlie3end
wurde die Vaskularisierung transplantierter PI+MVF unter Verwendung des
Ruckenhautkammer-Modells der Maus sowie die endokrine Funktion der PI+MVF im
diabetischen Mausmodell analysiert. AbschlieRend erfolgten erste Versuche zur Translation
dieses neuen Pravaskularisierungs-Ansatzes von murinen auf humanisierte Inselorganoide.

Fl, Clund PI dienten fur diese Experimente als Kontrollen.

6.2.1 Viabilitat der FI, Cl, Pl und PI+MVF

Die Kultivierung von Langerhans-Inseln und Inselorganoiden tber 5 Tage kann im Inneren der
Zellagglomerate Hypoxie induzieren, was die Bildung von ROS begunstigt [Cantley et al.,
2010]. Dies kann sich wiederum negativ auf die zellulare Viabilitdt auswirken [Giuliani et al.,
2005]. Daher wurden zunachst die Viabilitdt und mitochondriale H202-Produktion der Zellen in
Fl, ClI, Pl und PI+MVF untersucht.

Die Viabilitdt der Langerhans-Inseln und Inselorganoide wurde auf Einzelzellniveau Uber
Propidiumiodid- und Annexin V-Farbungen analysiert (Abbildung 18A-C). Hier zeigte sich,
dass PI+MVFim Vergleich zu Fl, CI, Pl eine tendenziellhdhere Anzahl vitaler Zellen aufweisen
(Abbildung 18C). Als Positivkontrolle dienten Cl, die fiir 24 h in 0,02 % H202 kultiviert wurden.
Diese wiesen einen deutlich reduzierten Anteil von etwa 30 % vitalen Zellen im Vergleich zu

den anderen Gruppen auf (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung von FI, CI, PI, PI+MVF und H202 kultivierten CI.
(A, B) Reprasentative Streudiagramme der durchflusszytometrischen Analyse von Zellen der PI+MVF (A) und
in H202 kultivierten CI (B) nach Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung. (C) Quantitative Analyse der
Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung von Zellen der FI, CI, PI, PI+MVF und in H202 kultivierten CI unterteilt

in vitale (dunkelblau), apoptotische (rot), nekrotische (griin) und nekroptotische Zellen (hellblau) (in % aller
gemessenen Zellen) (n = 3).

Die mitochondrialen H202-Level der Langerhans-Inseln und Inselorganoide wurden mittels
mito-roGFP2-Orpl-Spenderméausen untersucht [Fujikawa et al., 2016]. Die Zellen dieser
Mause exprimieren ein im Mitochondrium lokalisiertes Fusionsprotein, bestehend aus roGFP2

und Orpl, welches abhangig von der mitochondrialen H202-Konzentration oxidiert oder
reduziert wird.
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Abbildung 19: Mitochondriale H202-Level in FI, Cl, Pl und PI+MVF. (A) Schematische Darstellung des
mitochondrialen H202-Sensors mito-roGFP2-Orpl. Dieser Sensor wird abhangig von der mitochondrialen H202-
Konzentration oxidiert oder reduziert und andert daraufhin sein Fluoreszenzmaximum von 488 nm (reduziert)
auf 405 nm (oxidiert). (B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Fl von mito-roGFP2-Orp-Spendermausen
bei 405 nm und 488 nm sowie der Uberlagerung (merge) beider Kanile. MaRstab: 50 pm. (C) Quantitative
Analyse des mito-roGFP2-Orpl-Signalverhéltnisses (405 nm/488 nm) innerhalb der Zellen der FI, ClI, Pl und
PI+MVF (n = 25). MW # SD. "P < 0,05 vs.FI; *P < 0,05 vs. PI; #P < 0,05 vs. ClI.
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Je nach Redox-Zustand bzw. ROS-Konzentration im Mitochondrium &ndert roGFP2 seine
Konformation. Daraufhin verschiebt sich dessen Fluoreszenz-Emission von 488 nm im
reduzierten Zustand auf 405 nm im oxidierten Zustand (Abbildung 19A und B). Die hier
durchgefihrten Untersuchungen zeigten, dass die mitochondrialen H202-Level von Fl und PI
im Vergleich zu CI signifikant erhdht sind (Abbildung 19C). Interessanterweise fihrte die
Inkorporation der MVF in den Inselorganoiden zu einer signifikanten Reduktion der erhéhten
H202-Level der PI.

Um den Effektvon ROS auf die Langerhans-Inseln und Inselorganoide naher zu untersuchen,
wurde zusatzlich die Expression der Hamoxygenase (HO)-1 im Western Blot nhachgewiesen
(Abbildung 20A). Dieses Enzym spielt bei der Bildung von ROS eine zentrale Rolle. So konnte
in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass HO-1 in B-Zellen als ROS-Fanger fungiert
[Pileggi et al., 2001; Huang et al., 2010; Liu & Gao, 2019]. Die Quantifizierung des Western
Blots zeigte eine durch die Inkorporation der MVF signifikant erhéhte Expression der HO-1 im
Vergleich zu allen anderen Gruppen (Abbildung 20B). Folglich konnte die erhdhte Expression
der HO-1 fur die Reduktion der H202-Level innerhalb der PI+MVF Gruppe verantwortlich sein.
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Abbildung 20: HO-1-Expression der FI, Cl, Pl und PI+MVF. (A) Zellextrakte der FI, Cl, Pl und PI+MVF wurden
mittels Western Blot analysiert und die Expression der HO-1 (63 kDa) und von B-Aktin (36 kDa) unter
Verwendung spezifischer Antikrper gemessen. (B) Quantitative Analyse der HO-1-Expression von (A) normiert
auf B-Aktin. Die gewonnenen Daten sind als relative Intensitaten dargestellt (n =3). MW = SD. "P < 0,05 vs. FI;
*P < 0,05 vs. Pl; #P < 0,05 vs.Cl.

6.2.2 Endokrine Funktion der Langerhans-Inseln und Inselorganoide

Im Rahmen einer vorangegangenen Masterarbeit konnte bereits anhand
immunhistochemischer Farbungen gezeigt werden, dass PI+MVF im Vergleich zu Fl, Cl und
Pl einen geringeren prozentualen Anteil an B-Zellen besitzen [Nalbach, 2017]. Aufbauend auf
diesem Ergebnis wurde in der vorliegenden Arbeit nun die absolute Insulin-Expression sowie
die Glukose-abhangige Insulin-Sekretion der FI, CI, Pl und PI+MVF bestimmt. Hierbei zeigten
die Ergebnisse der Western Blot-Analysen keine Unterschiede in der Insulin-Expression der
FI, CI, Pl und PI+MVF (Abbildung 21A). Auch die Analysen mittels ELISA wiesen keine
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signifikanten Unterschiede in der Insulin-Sekretion zwischen den vier untersuchten Gruppen
sowohl nach Exposition mit 1,1 mM als auch mit 16,5 mM Glukose auf (Abbildung 21B).
Folglich beeinflusst die Inkorporation von MVF in Inselorganoide weder die Expression noch
die Sekretion von Insulin.
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Abbildung 21: Insulin-Expression und -Sekretion der Fl, Cl, Pl und PI+MVF. (A) Zellextrakte der FI, Cl, PI
und PI+MVF wurden mittels Western Blot analysiert. Insulin (12 kDa) und B-Aktin (36 kDa) wurden mit
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. (B) Auswertung des ELISAs zur quantitativen Analyse der Insulin-
Sekretion von FlI, CI, Pl und PI+MVF nach Exposition mit 1,1 mM und 16,5 mM Glukose (n = 3). MW + SD.
P < 0,05 vs. Insulin-Sekretion bei 1,1 mM Glukose in den individuellen Gruppen.

6.2.3 VEGF-A-Expression der Langerhans-Inseln und Inselorganoide

VEGF-A st ein essentieller Faktor fur die Bildung und den Erhalt neuer Blutgefae innerhalb
von Langerhans-Inseln [Watada, 2010]. Im Rahmen der hier durchgefuhrten Analysen zur
Expression von VEGF-A konnten durch quantitative RT-PCR-Analysen signifikant erhdhte
mRNA-Level von VEGF-A in PI+MVF im Vergleich zu Pl und FI nachgewiesen werden
(Abbildung 22). Diese kénnen eine fordernde Wirkung auf die Vaskularisierung der PI+MVF
nach deren Transplantation haben.
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Abbildung 22: VEGF-A-Expression der FI, Cl, Pl und PI+MVF. Quantitative Analyse der VEGF-A-mRNA
Expression in FI, Cl, Pl und PI+MVF durch gRT-PCR. Die erhobenen Daten wurden auf FI normiert (n = 3).
MW + SD. "P < 0,05 vs. FI; *P < 0,05 vs. PI.
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6.2.4 Einfluss von Insulin auf die Endothelzellen der MVF

Insulin bindet sowohl an den IR als auch an den insulin-like growth factor receptor (IGFR) und
stimuliert dadurch die Proliferation von Endothelzellen [Straus, 1981; Shrader et al., 2009].
Daher wurde in einem nachsten Schritt untersucht, inwieweit sich das sekretierte Insulin der
B-Zellen stimulierend auf die Proliferation von Endothelzellen innerhalb der PI+MVF auswirkt.
Um die proliferierenden Endothelzellen innerhalb der Inselorganoide darzustellen, wurden
zunachst immunhistochemische Farbungen der PI+MVF mithilfe von CD31- und Ki67-
Antikérpern durchgefihrt (Abbildung 23A). Die quantitative Analyse dieser Férbung ergab,
dass PI+MVF mit 67 % einen signifikant hoheren Anteil proliferierender Endothelzellen im
Vergleich zu den Kontrollgruppen (FI, Cl und PI) enthalten (Abbildung 23B).

Anschlielend wurde untersucht, ob das von B-Zellen sekretierte Insulin fir die gesteigerte Zahl
proliferierender Endothelzellen innerhalb der PI+MVF verantwortlich ist. Daftr wurden PI+MVF
fur 5 Tage mit Linsitinib, einem spezifischen IR- und IGFR-Antagonist, inkubiert und die
Zellproliferation anschlieRend mittels BrdU detektiert (Abbildung 23C). Interessanterweise
fUhrte die Linsitinib-Behandlung zu einer signifikanten Reduktion BrdU-positiver Zellen.
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Abbildung 23: Einfluss von Insulin auf die Proliferation von Endothelzellen in PI+MVF. (A)
Immunhistochemische Farbung einer PI+MVF. Ki67 und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen
Antikorpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. Die Pfeilspitzen markieren doppelt-
positive Zellen. MaRstab: 70 um. (B) Quantitative Analyse der CD31/Ki67-positiven Zellen in Fl, Cl, Pl und
PI+MVF in % aller gezihlten CD31-positiven Zellen (n = 10). MW + SD. P < 0,05 vs. FI; *P < 0,05 vs. CI;
*P < 0,05 vs. PI. (C) Quantitative Analyse BrdU-positiver Zellen in PI+MVF nach 5-tagiger DMSO- bzw. Linsitinib-
Behandlung (n = 5). Die erhobenen Daten wurden auf DMSO normiert. MW + SD. P < 0,05 vs. DMSO.

Um nachfolgend den zugrundeliegenden intrazellularen Signalweg der Insulin-induzierten
Endothelzellproliferation ndher zu untersuchen, wurden MVF tGber 3 h mit Insulin bzw. Vehikel
behandelt und die Phosphorylierung der Kinasen Akt und ERK1/2 mittels Western Blot
analysiert (Abbildung 24A). Hier zeigte sich, dass die Phosphorylierung beider Kinasen nach
Insulin-Behandlung erhoht war (Abbildung 24B und C), was auf eine verstarkte Aktivierung

dieser proliferativen Signalwege innerhalb der MVF hinweist.
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Abbildung 24: Einfluss von Insulin auf die Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt in MVF. (A) MVF wurden
Uiber 3 h mit Insulin bzw. Vehikel behandelt und die Zellextrakte anschlieRend mittels Western Blot analysiert.
Die Expression von pAkt (60 kDa), Akt (60 kDa), pERK1/2 (42 kDa) und ERK1/2 (42 kDa) wurde mit spezifischen
Antikérpern nachgewiesen. (B und C) Quantitative Analyse der relativen Intensitat von pAkt/Akt (B) und
pERK1/2/ERK1/2 (C) der MVF. Die gewonnenen Daten sind als relative Intensitdten dargestelt (n = 3).
MW + SD. "P < 0,05 vs. Vehikel.

6.2.5 Glukose-abhangige angiogene Aktivitat der PI+MVF

Die Proliferation von Endothelzellenist ein essenzieller Schritt der Angiogenese [Form et al.,
1986]. Im Rahmen einer vorangegangenen Masterarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass
inkorporierte MVF die angiogene Aktivitéat von PI+MVF in vitro verbessern [Nalbach, 2017].
Zusatzlich konnte im Kapitel 4.2.4 gezeigt werden, dass sich Insulin positiv auf die Proliferation
der Endothelzellen in MVF auswirkt. Daher wurde zusétzlich untersucht, ob eine erhohte

Glukose-Konzentration die angiogene Aktivitat der PI+MVF verbessert.
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Abbildung 25: Sprouting-Analyse der PI+MVF in Abhangigkeit von Glukose. Quantitative Analyse der
Sprouting-Flache von PI+MVF bei 11 mM bzw. 25 mM Glukose normiert auf die Flache an Tag 0 (n = 10).
MW + SD. "P < 0,05 vs. 11,0 mM Glukose.
Dafir wurden PI+MVF lber 3 Tage mit 11 mM und 25 mM Glukose inkubiert und deren
Sprouting-Verhalten untersucht. Die Quantifizierung der Sprouting-Flachen zeigte, dass

PI+MVF bei einer Glukosekonzentration von 25 mM an Tag 3 eine signifikant grofere
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Sprouting-Flache imVergleich zu PI+MVF, die mit 11 mM Glukose kultiviert wurden, aufweisen
(Abbildung 25).

6.2.6 Vaskularisierung transplantierter FI, Cl, Pl und PI+MVF

Die Vaskularisierung transplantierter FI, Cl, Pl und PI+MVF wurde im Ruckenhautkammer-
Modell untersucht. Hierfur wurden den Empféangertieren 2 Tage vor der Transplantation der
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide eine Rickenhautkammer implantiert. Am TagO
erfolgte die Transplantation der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide (je 8 FI, CI, Pl oder
PI+MVF pro Tier) auf den quergestreiften Rickenhautmuskel. Mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie wurde anschlie3end der Prozess der Vaskularisierung an den Tagen
0, 3,6, 10 und 14 untersucht. AbschlieRend wurde das Gewebe der Riickenhautkammer mit
den Transplantaten fir immunhistochemische Farbungen entnommen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der Analyse im
Ruckenhautkammer-Modell. Zwei Tage vor der Transplantation der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide
wurde den Empfangertieren eine Ruckenhautkammern implantiert. An Tag O wurden pro Maus 8 Neutralrot-
gefarbte Fl, Cl, Pl oder PI+MVF auf den quergestreiften Hautmuskel der Rickenhautkammer-Praparation
transplantiert. MaRstab: 3 mm. An Tag 0 sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation erfolgte eine
intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide. AbschlieBend wurde das
Gewebe der Rickenhautkammer fur histologische Analysen entnommen.

Durch die Injektion des Plasmamarkers FITC-Dextran konnte die Mikrozirkulation innerhalb
der Ruckenhautkammer und damit die Vaskularisierung der Langerhans-Inseln bzw.
Inselorganoide innerhalb der Rickenhautkammern von Tag O bis 14 repetitiv analysiert
werden (Abbildung 27A). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die funktionelle
GefaRdichte der PI+MVF im Vergleich zu allen Kontrollgruppen zu jedem gemessenen
Zeitpunkt signifikant erhéht war (Abbildung 27B). Fl wiesen im Vergleich zu Cl und Pl von Tag
6 bis Tag 14 eine signifikant hohere funktionelle Gefél3dichte auf. Des Weiteren zeigten
PI+MVF eine deutlich gro3ere vaskularisierte Inselflache im Vergleich zu den CI und PI Gber

den gesamten Beobachtungszeitraum (Abbildung 27C). An Tag 6 war die vaskularisierte
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Flache der PI+MVF auch gegenuber den FI signifikant erhdht. In der FI-Gruppe konnte eine
erhohte vaskularisierte Flache im Vergleich zu den CI und Pl an den Tagen 3 und 14
nachgewiesen werden (Abbildung 27C).
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Abbildung 27: Analyse der Vaskularisierung transplantierter FI, CI, Pl und PI+MVF im
Ruckenhautkammer-Modell. (A) Intravitalmikroskopische Aufnahmen einer Fl, CI, Pl und PI+MVF an Tag 0
(umrandet mit gestrichelten Linien) sowie an Tag 14 nach Transplantation auf den quergestreiften Hautmuskel
(die BlutgefaRe sind durch die Injektion des Fluoreszenzfarbstoffs FITC-Dextran kontrastiert). Mal3stab: 100 pm.
(B und C) Quantitative Analyse der funktionellen GefaRdichte (cm/cm?) (B) und vaskularisierten Flache (mm?)
(C) der transplantierten FI, Cl, Pl und PI+MVF an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW * SD.
P < 0,05 vs. FI; #P < 0,05 vs. CI; *P < 0,05 vs. PI.
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Die Anwachsrate der Langerhans-Inseln und Inselorganoide wurde an Tag 14 des
Beobachtungszeitraums ermittelt und als prozentualer Anteil aller initial transplantierten
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide pro Tier dargestellt. Diese Untersuchung zeigte, dass
PI+MVF eine tendenziell héhere Anwachsrate im Vergleich zu FI und CI und eine signifikant
verbesserte Anwachsrate gegentber Pl 14 Tage nach der Transplantation aufweisen
(Abbildung 28).
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Abbildung 28: Anwachsrate der Fl, Cl, Pl und PI+MVF an Tag 14 nach Transplantation. Die Anwachsrate
der transplantierten FI, Cl, Pl und PI+MVF istin % aller transplantierten Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide
an Tag 14 nach Transplantation dargestellt (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW + SD. *P < 0,05 vs. PI.

Die Fenestrierung des Endothels innerhalb der Langerhans-Inseln und Inselorganoide wurde
indirekt durch die i.v. Injektion des Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G untersucht (Abbildung
29A). Dieser Farbstoff passiert aufgrund seines geringen Molekulargewichts porose
GefalRwande und akkumuliert in den umliegenden Zellen, sodass die Rhodamin 6G-positive
Flache einen Riickschluss auf die Fenestrierung des jeweiligen Endothels geben kann und
dadurch ein Marker fir die endokrine Vaskularisierung darstellt [Vajkoczy et al., 1995al].
Anhand der hier durchgefiihrten Analyse konnte gezeigt werden, dass die endokrine
Vaskularisierung der PI+MVF Uber den gesamten Beobachtungszeitraum im Vergleich zu den
anderen Transplantaten signifikant hoher war, was auf eine verstéarkte Fenestrierung des
Endothels innerhalb der PI+MVF schliel3en lasst (Abbildung 29B). Zwischen den anderen
Transplantaten konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede der Rhodamin 6G-

positiven Flache ermittelt werden.
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Abbildung 29: Fenestrierung der GefaRe in transplantierten FI, CI, Pl und PI+MVF. (A)
Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Fl, CI, Pl und PI+MVF (umrandet mit gestrichelten Linien) an Tag 14
nach Transplantation. Die Fenestrierung des Endothels wurde indirekt mit dem Farbstoff Rhodamin 6G
visualisiert. MaRstab: 70 um. (B) Quantitative Analyse der endokrinen Vaskularisierung (in % der jeweiligen
InselgrélRe) (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW = SD. P < 0,05 vs. FI; #P < 0,05 vs. Cl; *P < 0,05 vs. PI.

Die Bestimmung mikrohdmodynamischer Parameter der transplantierten Langerhans-Inseln
und Inselorganoide zeigte signifikant groRere Gefal3durchmesser in PI+MVF im Vergleich zu
FI, Cl und Pl an Tag 3 (Abbildung 30A). Zudem waren die FlieRgeschwindigkeit und der
Blutvolumenfluss innerhalb der GefélRe der PI+MVF an Tag 3 gegeniber den Kontrollen
deutlich erhéht (Abbildung 30B und C). Innerhalb der darauffolgenden Tage glichen sich der
GefalRdurchmesser, die FlieRgeschwindigkeit und der Blutvolumenfluss zwischen den
Gruppen wieder an (Abbildung 30A-C). Lediglich PI+MVF wiesen an Tag 14 einen verringerten
Gefaldurchmesser imVergleich zu Cl auf (Abbildung 30A). Der Blutvolumenfluss der PI+MVF
war gegenuber der FI-Gruppe an Tag 14 erhoht (Abbildung 30C).
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Abbildung 30: Mikrohdmodynamische Parameter der transplantierten FI, Cl, Pl und PI+MVF. Quantitative
Analyse des GefaRdurchmessers (um) (A), der FlieRgeschwindigkeit (pm/s) (B) und des Blutvolumenflusses
(pl/s) (C) der Gefal3e innerhalb der FlI, CI, Pl und PI+MVF an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation
auf den quergestreiften Hautmuskel (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW + SD. P < 0,05 vs. FI; P < 0,05 vs. CI;
*P<0,05vs.Pl

Nach Abschluss der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie an Tag 14 wurde das Rickenhaut-
Gewebe entnommen und die zelluldare Zusammensetzung der FI, CI, Pl und PI+MVF
immunhistochemisch analysiert. Dabei wurden Insulin, Glukagon, Somatostatin und CD31 mit
spezifischen Antikorpern detektiert (Abbildung 31A). Die quantitative Auswertung der Insulin-,
Glukagon- und Somatostatin-positiven Zellen zeigte keine Unterschiede zwischen den
analysierten Gruppen (Abbildung 31B-D). Alle Gruppen wiesen ~65 % Insulin-positive B-
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Zellen, ~20 % Glukagon-positive a-Zellen und ~10 % Somatostatin-positive &-Zellen auf.
Allerdings konnte innerhalb der PI+MVF im Vergleich zu den FI, Cl und PI ein signifikant
erhohter Anteil CD31-positiver Endothelzellen nachgewiesen werden (Abbildung 31E).
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Abbildung 31: Zellulare Zusammensetzung der FI, Cl, Pl und PI+MVF nach Transplantation. (A) 14 Tage
nach Transplantation auf den quergestreiften Hautmuskel wurde das Gewebe der Rickenhautkammern
entnommen und immunhistochemisch untersucht. Insulin, Glukagon, Somatostatin und CD31 wurden mit den
entsprechenden spezifischen Antikorpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert.
MaRstab: 70 um. (B-E) Quantitative Analyse von Insulin- (B), Glukagon- (C), Somatostatin- (D) und CD31-
positiven Zellen (E) (in % aller Inselzellen) (n= 10). MW + SD. "P < 0,05 vs. FI; #P < 0,05 vs. CI;*P < 0,05 vs.
PI.

6.2.7 Endokrine Aktivitat der Langerhans-Inseln und Inselorganoide

Die vorherigen Experimente zeigten sowohl in vitro als auch in vivo, dass PI+MVF eine hohe
angiogene Aktivitat und Vaskularisierungskapazitat besitzen. Daher wurde im nachsten Schritt
untersucht, ob durch Transplantation von PI+MVF auch die Wiederherstellung eines
physiologischen Blutglukosespiegels in diabetischen Tieren beschleunigt werden kann. Ein
gut etabliertes Modell zur Analyse der endokrinen Funktion transplantierter Langerhans-Inseln
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ist das STZ-induzierte diabetische Mausmodell. Das Glukoseanalogon STZ gelangt dabei Uber
GLUT2 in die B-Zellen des Pankreas der Tiere, alkyliert die DNA und induziert dadurch
Apoptose (Abbildung 32A). Acht Tage nach STZ-Injektion sind die Langerhans-Inseln
weitestgehend zerstort, sodass sich ein T1D-ahnlicher Zustand der Tiere manifestiert [Furman,
2015]. AnschlieBend kann die Transplantation der Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel
erfolgen.
Im vorliegenden Studienabschnitt erhielten gesunde C57BL/6N Wildtyp-M&use eine einmalige
i.p. Injektion von STZ. Bei einem Blutzuckerspiegel zwischen 400 und 500 mg/dl wurden den
Tieren an Tag O Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide transplantiert und anschlieRend
repetitivder Blutglukosespiegel und das Kdrpergewicht der Tiere zweimal pro Woche bestimmt
(Abbildung 32B).
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Abbildung 32: Bestimmung der kritischen Langerhans-Insel-Masse unter Verwendung des STZ-
induzierten, diabetischen Mausmodells. (A) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen einer Langerhans-
Insel innerhalb des murinen Pankreas ohne und nach 8 Tagen der STZ-Behandlung (180 mg/kg Korpergewicht).
Insulin-positive Zellen wurden mit spezifischen Insulin-Antikérpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33342 visualisiert. Maf3stab: 70 um. (B) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs des
diabetischen Mausmodells. Korpergewicht und Blutglukosespiegel wurden 2-mal wdchentlich von Tag -8 bis Tag
28 bestimmt. Acht Tage nach der i.p. STZ-injektion wurden die Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel
transplantiert. An Tag 28 wurde das Nierengewebe mit den transplantierten Inseln fur anschlieRende
immunhistochemische Farbungen entnommen. (C und D) Korpergewicht (g) (C) und Blutglukosespiegel (mg/dl)
(D) von Mausen, welchen 200, 250, 300 und 400 FI transplantiert wurden (n = 3). MW % SD.

In einem ersten Schritt wurde zunachst die kritische Insel-Masse, die trotz Transplantation
nicht zur Wiederherstellung einer Normoglykamie (80-250 mg/dl Blutglukose) innerhalb der

ersten 28 Tage fuhrt, anhand der Transplantation unterschiedlicher Anzahlen von Fl bestimmt.
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Dafur wurden den diabetischen Empfangertieren 200, 250, 300 bzw. 400 FI transplantiert und
das Korpergewicht sowie der Blutglukosespiegel der Tiere Gber insgesamt 36 Tage an den
angegebenen Zeitpunkten gemessen (Abbildung 32C und D). Die Transplantation von 400 Fl
fuhrte innerhalb von 4 Tagen zur Normoglykamie, wahrend 300 Fl eine vergleichbare Senkung
des Blutglukosespiegels erst nach ~20 Tagen erzielten (Abbildung 32D). Demgegeniber
konnte durch die Transplantation von 200 und 250 FI kein physiologischer Blutglukosespiegel
innerhalb des 28-tdgigen Beobachtungszeitraums erreichtwerden.

Basierend auf diesen Daten wurden im folgenden Versuchsaufbau 250 PI+MVF bzw. 250 FI
transplantiert, um einen moglichen positiven Effekt der transplantierten PI+MVF auf den
Blutglukosespiegel diabetischer Tiere im Vergleich zu Kontrollen detektieren zu kénnen. Fl
dienten in diesem Fall als Kontrollgruppe, da diese, verglichen mit den anderen beiden
Gruppen (Cl und PI), die hdchste Vaskularisierungskapazitét im Rickenhautkammer-Modell
aufwiesen (siehe Abschnitt 6.2.6). Zudemwurden gesunde Tiere, die keine STZ-Injektion und
Inseltransplantation erhielten, als zusétzliche Kontrollen mitgefiihrt. Die Transplantation von
250 PI+MVF zeigte im Vergleich zu 250 transplantierten Fl und zu gesunden Tieren keine
signifikante Auswirkung auf das Koérpergewichtder Tiere (Abbildung 33A). Entsprechend wies
auch die Flache unter der Kurve (AUC) der Korpergewichte tUber den gesamten
Beobachtungszeitraum keine wesentlichen Unterschiede auf (Abbildung 33B). Im Gegensatz
dazu zeigten die Messungen der Blutglukosespiegel, dass bereits an Tag 4 nach
Transplantation der Blutglukosespiegel in der PI+MVF-Gruppe (203,5 + 80,2 mg/dl) im
Vergleich zu den Tieren der FI-Gruppe, welche zu diesem Zeitpunkt noch einen
Blutglukosespiegel von 360,3 £ 70,3 mg/dl aufwiesen, signifikant reduziert war (Abbildung
33C). Eine Normoglykdmie der Fl-transplantierten Tiere stellte sich Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum nicht ein. Auch 28 Tage nach Transplantation konnte in der FI-Gruppe
lediglich eine Reduktion des Blutglukosespiegels auf 340,2 + 73,5 mg/dl detektiert werden. Die
Tiere aus der PI+MVF-Gruppe wiesen ab Tag 7 nach Transplantation bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums einen physiologischen Blutglukosespiegel auf, der sich nicht
signifikantvon demder gesunden Kontrollgruppe unterschied. Dementsprechendwar die AUC
der Blutglukosespiegel von der PI+MVF-Gruppe und gesunden Tierenim Vergleich zu der FI-
Gruppe signifikant reduziert, wahrend keine signifikanten Unterschiede zwischen der
gesunden Kontrollgruppe und der PI+MVF-Gruppe nachgewiesen werden konnten (Abbildung
33D).
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Abbildung 33: Endokrine Funktion der FI und PI+MVF im STZ-induzierten, diabetischen Mausmodell. (A
und B) Korpergewicht (g) (A) und entsprechende AUC (B) von gesunden und STZ-behandelten Tieren, welchen
250 FI bzw. 250 PI+MVF transplantiert wurden (n=7 Tiere pro Gruppe). MW +SD. (C und D) Blutglukose (mg/dl)
(C) und entsprechende AUC (D) von gesunden und STZ-behandelten Tieren, denen 250 FI bzw. 250 PI+MVF
transplantiert wurden (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SD. P < 0,05 vs. FI; *P < 0,05 vs. PI+MVF.

28 Tage nach Transplantation der FI und PI+MVF wurden die Nieren der Empfangertiere
entnommen und die zelluldre Zusammensetzung der Transplantate immunhistochemisch
untersucht (Abbildung 34A). Hierbei wurden die Fraktionen der Insulin-positiven B-Zellen,
Glukagon-positiven a-Zellen, Somatostatin-positiven 8-Zellen und CD31-positiven
Endothelzellen quantifiziertund in Prozent aller analysierten Inselzellen angegeben (Abbildung
34B). Diese Analyse zeigte keine Unterschiede in der zelluldren Zusammensetzung zwischen
der FI- und PI+MVF-Gruppe. Jedoch war die Gesamtzahl an Inselzellen in der PI+MVF-
Gruppe im Vergleich zu der FI-Gruppe signifikant erhoht (Abbildung 34C).
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Abbildung 34: Zellulare Zusammensetzung der Fl und PI+MVF an Tag 28 nach Transplantation unter die
Nierenkapsel. (A) 28 Tage nach Transplantation unter die Nierenkapsel diabetischer Tiere wurden die Nieren
der transplantierten Tiere entnommen und immunhistochemisch untersucht. Insulin, Glukagon, Somatostatin
und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen Antikérpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33342 visualisiert. Maf3stab: 50 um. (B) Quantitative Analyse von (A). Die Fraktionen der a-, 8-, - und
Endothelzellen der Fl und PI+MVF sind in % aller Inselzellen dargestellt (n =25 FI bzw. PI+MVF von n =7 Tieren
pro Gruppe). MW + SD. (C) Quantitative Analyse der Inselzellzahl pro high power field (HPF) in der FI- und
PI+MVF-Gruppe nach Transplantation unter die Nierenkapsel (n = 70 HPF von n = 7 Tieren pro Gruppe).
MW + SD. P < 0,05 vs.Fl.

6.2.8 Fusion muriner MVF mit humanen, primaren Inselzellen

Im Rahmen dieses Studienabschnitts konnte bisher gezeigt werden, dass inkorporierte MVF
die Vaskularisierung von Inselorganoiden beschleunigen, ohne deren endokrine Funktion zu
beeintrachtigen. Im folgenden Abschnitt wurde daher ein erster translationaler Schritt
unternommen und murine MVF in humane Inselorganoide inkorporiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Langerhans-Inseln wurden am ADI der Universitdt
von Alberta, Kanada, isoliert, kultiviert und anschlieend an das Institut fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie in Homburg versandt (Abbildung 35A) [Lyon et al., 2016]. Die
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Kultivierungsdauer nach Isolierung der Langerhans-Inseln betrug zwischen 16 und 35 h. Die
anschlieRende Lieferung nach Deutschland nahm 3 bis 5 Tage in Anspruch. Nach Ankunft am
Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie wurdendie Langerhans-Inselndirekt fir Versuche
eingesetzt oder dissoziiert und innerhalb von 5 Tagen zu Pl bzw. PI+MVF reaggregiert. Sowohl
Pl aus humanen Langerhans-Inselzellen (hPI) als auch PI+MVF aus humanen Langerhans-
Inselzellen und murinen MVF (hPI+MVF) bildeten kompakte und kugelférmige Inselorganoide
aus (Abbildung 35B). Diese ahnelten in ihrer Struktur frischen, humanen Langerhans-Inseln
(hFI) und kultivierten, humanen Langerhans-Inseln (hCl) und waren auch in ihrer Grof3e mit
murinen Pl und PI+MVF vergleichbar [Nalbach, 2017].

A
Inselisolierung/ _
Inselspender Inselkultivierung Lieferung hPI+MVF
> 8 Tage >
B
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Abbildung 35: Generierung von hPI+MVF aus humanen Langerhans-Inseln und murinen MVF. (A)
Schematische Darstellung der zeitichen Abfolge von der Isolierung humaner Langerhans-Inseln bis hin zu
hPI+MVF. Die Langerhans-Inseln wurden an der Universitét von Alberta, Kanada, von humanen Todspendern
isoliert und zwischen 16 und 35 h kultiviert, bevor sie innerhalb von 3 Tagen nach Deutschland versandt wurden.
Vor Ortwurden die Langerhans-Inseln dissoziiert und innerhalb von 5 Tagen zu hPI bzw. hPI+MVF reaggregiert.
Insgesamt nahm der gesamte Prozess von der Inselisolierung bis zur Fertigstellung der hCl, hPI bzw. hPI+MVF
mehr als 8 Tage in Anspruch. (B) Reprasentative hellfeldmikroskopische Aufnahmen einer hFI unmittelbar nach
Lieferung sowie einer hCl, hPl und hPI+MVF 5 Tage nach Kultivierung mithiffe der Liquid Overlay-Technik.
Mafstab: 90 pm.

Die Analyse der zelluldren Zusammensetzung der hFI, hCl, hPl und hPI+MVF erfolgte mittels
Immunhistochemie (Abbildung 36). In Ubereinstimmung mit den zuvor erhobenen Daten im
murinen Modell konnte auch hier eine signifikant erhdhte Anzahl CD31-positiver Zellen
innerhalb der hPI+MVF-Gruppe nachgewiesen werden (Abbildung 36E). Die relative Anzahl

Glukagon- und Somatostatin-positiver Zellen war hingegen im Vergleich zu hFI und hCl
signifikant geringer. hPI wiesen einen signifikant hdheren Anteil Insulin-positiver B-Zellen im
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Vergleich zu hFI, hCl und hPI+MVF auf. Die Fraktion Glukagon- und Somatostatin-positiver
Zellen der hPI war im Vergleich zu hFI und hCI signifikant geringer.
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Abbildung 36: Zellulare Zusammensetzung der hFI, hCl, hPl und hPI+MVF. (A) Immunhistochemische
Féarbung der hFI, hCIl, hPl und hPI+MVF. Insulin und CD31 wurden mit den entsprechenden spezifischen
Antikdrpern detektiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 visualisiert. MaR3stab: 150 um. (B-E) Quantitative
Analyse von Insulin- (B), Glukagon- (C), Somatostatin- (D) und CD31-positiven Zellen (E) (in % aller Inselzellen)
(n=20). MW * SD. "P < 0,05 vs. hFl; P < 0,05 vs. hCl; *P < 0,05 vs. hPlI.

AbschlieBend wurden die hFI, hCl, hPI und hPI+MVF hinsichtlich ihrer angiogenen und
endokrinen Aktivitét in vitro analysiert. Die Sprouting-Analysen zeigten, dass hPI+MVF Uber
den Beobachtungszeitraum von 3 Tagen eine signifikant erhdhte Sprouting-Kapazitat im
Vergleich zu allen Kontrollgruppen aufwiesen (Abbildung 37A und B). Diese Daten stimmen
mit den Ergebnissen der murinen Inselorganoide tberein [Nalbach, 2017].

Die Analysen der C-Peptidsekretion lieRen darauf schlie3en, dass die Inkorporation der
murinen MVF keinen negativen Einfluss auf die endokrine Funktion der hPI+MVF in Vergleich
zu hFI hat. Sowohl in Gegenwart einer niedrigen (1,1 mM) also auch einer hohen (16,5 mM)
Glukose-Konzentration lagen keine signifikanten Unterschiede in der C-Peptidsekretion
zwischen hPI+MVF und der hFI-Gruppe vor (Abbildung 37C). Auch diese Daten entsprechen

den Analysen der Insulin-Sekretion von murinen PI+MVF (siehe Abschnitt 6.2.2).
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Abbildung 37: Angiogene und endokrine Aktivitat der hFI, hCIl, hPl und hPI+MVF. (A) Reprasentative
hellfeldmikroskopische Aufnahmen der hFI, hCl, hPI und hPI+MVF im Sprouting-Assay nach 3 Tagen. MafR3stab:
200 pm. (B) Quantitative Analyse der Sprouting-Flache von hFl, hCI, hPl und hPI+MVF in % auf die jeweilige
Flache an Tag 0 (n = 10). MW + SD. "P < 0,05 vs. hFI; #P < 0,05 vs. hCI; *P < 0,05 vs. hPI. (C) C-Peptid-Sekretion
(pg/ml) der hFl und hPI+MVF nach Inkubation mit 1,1 mM und 16,5 mM Glukose fir 45 min (n = 3). MW % SD.

6.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zeigen, dass sich die Inkorporation von MVF in Inselorganoide positiv auf die Viabilitdt und
mitochondriale H202-Konzentration der Inselzellen auswirkt. Das von den 3-Zellen sekretierte
Insulin hat aul3erdem einen positiven Effekt auf die Proliferation der Endothelzellen innerhab
der MVF. Unter Verwendung des murinen Riickenhautkammer-Modells konnte eine deutliche
Verbesserung der Vaskularisierung transplantierter Inselorganoide durch die Inkorporation der
MVF nachgewiesen werden. Zudem fihrte die Transplantation von PI+MVF in diabetische
Mause innerhalb von 7 Tagen zur Normoglykamie, wohingegen die Kontrollgruppe (FI) Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum keine Senkung des Blutglukosespiegels auf ein
physiologisches Level erzielte. AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass sich dieser
Pravaskularisierungs-Ansatz auch auf humane Langerhans-Inseln Ubertragen lasst. So
konnten murine MVF auch in humane Inselorganoide inkorporiert werden, wodurch sich deren

angiogene Aktivitét in vitro signifikant verbesserte.
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7. Diskussion

Die Transplantation von Langerhans-Inseln wird seit der Etablierung des Edmonton-Protokolls
im Jahr 2000 [Shapiro et al., 2000] als eine vielversprechende Strategie zur Behandlung von
T1D beschrieben [Pepper et al., 2018]. Fur eine erfolgreiche klinische Anwendung dieses
Ansatzes stellt jedoch die unzureichende Revaskularisierung der Transplantate nach wie vor
eine groRe Herausforderung dar [Shapiro et al., 2001]. Um dieses Problem zu l6sen, wurden
bereits in verschiedenen Studien unterschiedlichste Strategien, wie die Applikation von
pharmakologischen Substanzen [Menger et al., 2020a] und Wachstumsfaktoren [Cheng et al.,
2004; Golocheikine et al., 2010] oder der Einbau einzelner Endothelzellen in Inselorganoide
[Wolf-Jochim et al., 1995; Pan et al., 2011; Coppens et al., 2013], getestet. Allerdings waren
diese Ansétze nicht erfolgreich genug, um das Anwachsen der Langerhans-Inseln langfristig
zu garantieren und damit die Inseltransplantation als Alternative zur Insulin-Applikation in der
klinischen Praxis zu etablieren.

Entsprechend steht derzeit sowohl die Identifizierung einzelner Faktoren, die den
Revaskularisierungsprozess beeinflussen, als auch die Entwicklung neuartiger
Vaskularisierungsstrategien im Fokus der Forschung zur Inseltransplantation.

7.1 Einflussvon NG2 auf die Revaskularisierungvon Langerhans-Inseln

Die spezifische Funktionvon Endothelzellen innerhalb der Langerhans-Inseln wurde bereits
sowohl unter physiologischen und hyperglykamen Bedingungen im Pankreas als auch nach
der Transplantation in die Portalvene oder Nierenkapsel eingehend untersucht [Cao & Wang,
2014; Del Toro-Arreola et al., 2016; Hogan & Hull, 2017; Narayanan et al., 2017]. Im
Gegensatz dazu rickte die Funktion der Perizyten, welche die Endothelzellen umgeben, erst
in den vergangenen 10 Jahren in den Fokus der Forschung [Franco etal., 2011; Tang et al.,
2013; Juang et al., 2015]. Im Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass Perizyten durch ihre
Interaktion mit den Endothelzellen den Blutfluss innerhalb der Langerhans-Inseln regulieren
[Sasson et al., 2016]. Weiterfuhrend konnte die Ausbildung von T2D mit der Dysfunktion und
dem Verlust von Perizyten in Verbindung gebracht werden [Almaca et al., 2018]. So konnte
erstmals dokumentiert werden, dass die Anzahl an Perizyten innerhalb der Inseln von
adipésen Mausen und humanen T2D-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
signifikant reduziert ist. Daher wurde hypothetisiert, dass dieser Verlust die Anpassung des
Blutflussesinnerhalb der Insel und damit die Hormonausschittung beeintréchtigt, wodurch die
Glukoseintoleranz verstarkt werden wirde [Almaca et al., 2018]. Ein essentieller Faktor, um
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den Blutfluss innerhalb der Inseln zu kontrollieren, ist der enge Kontakt zwischen Perizyten
und umliegenden Zellen bzw. der ECM [Hellstrom et al., 1999; Franco et al., 2011; Proebstl et
al., 2012]. Dieser Kontakt wird wiederum durch die Expression von verschiedenen
Oberflachenproteinen ermdglicht. Eines dieser Oberflachenproteine ist das Proteoglykan
NGZ2.

NG2 wird von Perizyten exprimiert und ist ein 300 kDa gro3es Typ-1-Transmembranprotein,
dessen extrazelluldre Doméane post-translational ber Disulfidbriicken und Glykosylierungen
modifiziert werden kann [Yadavilli et al., 2016]. Die kurze zytoplasmatische Doméne dient als
Interaktionsbereich fur verschiedene intrazellulére Proteine wie ERK1/2 oder MUPP1 [Barritt
et al., 2000; Makagiansar et al., 2007]. Die Hauptfunktion von NG2 besteht in der Interaktion
mit extrazelluldren Matrixproteinen und Kollagen VI, wodurch Zelladhasion und Zellmotilitat
reguliert werden. Der Verlust der Kollagen-Interaktionsdoméne von NG2 hat eine verminderte
Migrationsféhigkeit der Perizyten zur Folge [Burg et al., 1997]. Weiterhin wurde bereits
beschrieben, dass NG2 die Permeabilitét von BlutgefaRen reduziert und tber die Interaktion
mit der ECM positiv zur Stabilisierung neu gebildeter Blutgefal3e beitrégt [Schlingemann et al.,
1990; Ribatti et al., 2011]. Folglich spielt NG2 auch wahrend der Angiogenese eine
entscheidende Rolle. Basierend auf diesen Studien sollte im ersten Studienabschnitt der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, welche Auswirkungen der Verlust von NG2 auf die
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln hat.

Die Analysen der zellularen Zusammensetzung von NG27-- und NG2*+*-Langerhans-Inseln
innerhalb des Pankreas zeigten keine Unterschiede in den Fraktionen der endokrinen Zellen.
Auch nach Isolierung konnten keine signifikanten Unterschiede der endokrinen Zellfraktionen
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurden auch keine
Veranderungen in der Insulin-Expression und der Glukose-abhéangigen Insulin-Sekretion
zwischen isolierten NG2/- und NG2*+*-Langerhans-Inseln festgestellt. Folglich konnte im
Rahmen dieser Analysen gezeigt werden, dass NG2 keinen Einfluss auf die zelluléare
Zusammensetzung und die endokrine Funktion von Langerhans-Inseln hat.

Auch die Analyse der Fraktion endothelialer Zellen im Pankreas von NG2/--und NG2**-Tieren
zeigte keine Unterschiede. Allerdings war dieser Parameter nach der Inselisolierung in der
NG2/-Gruppe im Vergleich zu den NG2*+-Kontrollen signifikant reduziert. Langerhans-Inseln
sind Uber kollagenhaltiges Bindegewebe mit dem exokrinen Pankreasgewebe verbunden
[Shapiro et al., 1996]. Dementsprechend erfolgt deren Isolierung durch einen enzymatischen
Verdau des Pankreas mit Kollagenase. NG2 interagiert mit Kollagen VI, wodurch die Adhé&sion
von Perizyten in der ECM vermittelt wird [Burg et al., 1996; Tillet et al., 2002]. Zudem ist
bekannt, dass der Verlust von NG2 in Perizyten zu einem stark reduzierten Kontakt zwischen
Perizyten und der ECM fuhrt [Yotsumoto et al., 2015]. Daher kann hypothetisiert werden, dass
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der Verlust von NG2 zu einer Destabilisierung der Blutgefae fuhrt und folglich wéhrend der
Inselisolierung vermehrt GefaRe aus den NG2/-Langerhans-Inseln herausgeldst werden.
Inwieweit sich diese NG2-mediierte Reduktion der Endothelzellen auf die Revaskularisierung
der Langerhans-Inseln nach deren Transplantation auswirkt, wurde in nachfolgenden
Analysen mithilfe des Ruckenhautkammer-Modells untersucht. Aufgrund der geringeren
Anzahl an Endothelzellen wurde hierbei hypothetisiert, dass die initiale Revaskularisierung der
NG2/--Inseln im Vergleich zu NG2**-Inseln verzbgert ist.

Das Ruckenhautkammer-Modell ermdglicht die intravitalfluoreszenzmikroskopische Analyse
der Mikrozirkulation in vivo. Unter Verwendung dieser Technik kann die Revaskularisierung
transplantierter Inseln am lebenden Tier Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Wochen repetitiv
untersucht werden [Vajkoczy et al., 1995a; Nishimura et al., 2013; Menger et al., 2020b].
Anhand der aufgenommenen mikroskopischen Bilder kénnen im Anschluss verschiedene
Parameter, wie die GroRRe, funktionelle Gefél3dichte und endokrine Revaskularisierung der
transplantierten Langerhans-Inseln sowie der Durchmesser, die Fliel3geschwindigkeit und der
Blutvolumenfluss von neu gebildeten BlutgeféRen innerhalb der Transplantate, analysiert
werden [Lipowsky et al., 1978; Menger et al., 1989; Klyscz et al., 1997].

Im Rahmen der hier durchgefiihrten in vivo Analysen konnte gezeigt werden, dass die
funktionelle GefalRdichte von NG27/-Langerhans-Inseln im Vergleich zur NG2**-
Kontrollgruppe bis Tag 6 keine signifikanten Unterschiede aufweist. Erst an Tag 10 nach
Transplantation war dieser Parameter in den NG2/-Transplantaten signifikant reduziert.
Dieses Ergebnis konnte durch immunhistochemische Analysen verifiziert werden. Auch hier
konnte eine verringerte Anzahl CD31-positiver Endothelzellen innerhalb der NG2-/-
Langerhans-Inseln an Tag 10 nach Transplantation nachgewiesen werden.
Interessanterweise waren diese Ergebnisse aufgrund der initial reduzierten Endothelzell-
Fraktion in den NG2-/--Transplantaten im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht zu erwarten.
Jedoch kann anhand dieser Untersuchungen hypothetisiertwerden, dass der Verlustvon NG2
keinen Einfluss auf die frihen angiogenen Prozesse innerhalb der transplantieren
Langerhans-Inseln hat. Allerdings lasst die Tatsache, dass die funktionelle GefaRdichte
innerhalb der NG2-/--Langerhans-Inseln an Tag 10 im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert
war, vermuten, dass NG2 im spéateren Verlauf der Inselrevaskularisierung an der Reifung der
eingewachsenen Blutgefal3e beteiligt ist. Die Gefalireifung erfolgt ersthach dem Einwachsen
der BlutgefalRe ins Transplantat und fahrt zur Stabilisierung des neu gebildeten
Blutgefal3netzwerks [Darland & D'Amore, 1999]. Stimuliert wird dieser Prozess primar durch
endotheliale Integrin-Signale [Murasawa et al., 2008]. Integrine sind heterodimere
Oberflachenrezeptoren, die sich aus je einer a- und einer B-Untereinheit zusammensetzen und
Zellen miteinander oder mit der ECM verbinden [Ye et al., 2011; Malinin et al., 2012]. Andere
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Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass der Verlust von NG2 zu einer reduzierten
Aktivierung von Integrin B1 in Endothelzellen flhrt, was die Verringerung der Stabilitét sowie
die unvolistandige Ausreifung von GefélRen zur Folge hat [You et al., 2014; Yamamoto et al.,
2015]. DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Keimbahndeletion von Integrin 31
zur embryonalen Letalitét fuhrt, da unreife Blutgefé3e nach kurzer Zeit abgebaut werden
[Tanjore et al., 2008]. Aufgrund dieser Studien kann vermutet werden, dass die verminderte
Revaskularisierung transplantierter NG27--Langerhans-Inseln durch eine reduzierte
NG2/Integrin-p1 Interaktion verursachtwurde. Diese verminderte Interaktion kdnnte wiederum
eine erhéhte Anzahl unreifer BlutgefaRe innerhalb der NG2-/--Transplantate zur Folge haben,
wodurch sich die Blutgefal3e uber den Zeitverlauf nachweislich zurtickbilden [Wietecha et al.,
2013].

Wahrend der Angiogenese bzw. der Revaskularisierung eines Transplantats ist der
Durchmesser der neu gebildeten Gefal3e zunéchst grol3, wahrend die Flie3geschwindigkeit
und der Blutvolumenfluss vergleichsweise gering sind [Coulon et al., 2010; Kim et al., 2015;
Volz et al., 2015]. Die hier durchgefuhrten Analysen des Durchmessers, der
FlieRgeschwindigkeit und des Blutvolumenflusses zeigten wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums von 10 Tagen keine Unterschiede zwischen den Blutgefaien
innerhalb der NG2**- und NG2-”-Langerhans-Inseln. Entsprechend kann angenommen
werden, dass ein Verlust von NG2 weder den Durchmesser noch die FlieRgeschwindigkeit
oder den Blutvolumenfluss der neu gebildeten Gefal3e innerhalb der ersten 10 Tage nach
Transplantation mafRgeblich beeinflusst. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass
Veranderungen dieser Parameter erst nach 10 Tagen auftreten und daher im angewandten
Modell nicht detektiert werden konnten.

Aufgrund ihrer hohen metabolischen Aktivitdt und endokrinen Funktion sind Inselzellen auf
einen stetigen und uneingeschrankten trans-endothelialen Transport von Nahrstoffen und
Hormonen durch das vaskuldre System angewiesen [Vajkoczy et al.,, 1995b; Olsson &
Carlsson, 2006a; Stendahl et al., 2009]. Dieser Austausch wird durch die endothelide
Fenestrierung gewahrleistet, welche indirekt mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G
nachgewiesen werden kann. Dieser Farbstoff kann aufgrund seines geringen
Molekulargewichts fenestriertes Endothel passieren und in den umliegenden Zellen
akkumulieren [Jbeily et al., 2014; Jaworska et al., 2015; Menger et al., 2020a]. Der Nachweis
von Rhodamin 6G in vaskularisierten Inselzellen wurde bereits 1995 von Vajkoczy et al.
[19954] als endokrine Revaskularisierung bezeichnet. Im Rahmen der hier durchgefihrten
Analysen konnten ab Tag 6 Rhodamin 6G-positive Bereiche innerhalb der transplantierten
Inseln nachgewiesen werden. Folglich ist die endokrine Revaskularisierung der Inseln im
Vergleich zum Einwachsen neuer Gefal3e, das bereits an Tag 3 nach Transplantation
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nachweisbar war, zeitlich verzégert. Dies ist damit zu begriinden, dass die Fenestrierung des
Endothels wahrend der Blutgefélireifung erfolgt und diese erst nach der Bildung und dem
Einwachsen neuer Blutgefél3e stattfindet [Satchell & Braet, 2009]. Dadurch kommt es zu einer
zeitlichen Verzégerung zwischen der Bildung bzw. dem Einwachsen von Blutgefaen und
deren Fenestrierung. An Tag 10 nach Inseltransplantation war die endokrine
Revaskularisierung der NG2/-Transplantate im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
reduziert. Diese Beobachtung widerspricht den Forschungsergebnissenvon You et al. [2014].
Sie konnten zeigen, dass NG2 direkt an der Verbesserung der Barrierefunktion des Endothels
beteiligt ist. Ein Uber small interfering RNA (siRNA) vermittelter Abbau der NG2 mRNA (NG2
KO) innerhalb der Perizyten fihrte im Rahmen ihrer Analysen nicht nur zu strukturellen und
funktionellen Defiziten von Blutgefél3en innerhalb eines intrakranialen B16F10 Melanoms,
sondern auch zu einer gestorten Interaktion von Endothelzellen und Perizyten sowie einer
erhohten Gefa3permeabilitat[You etal., 2014]. Anhand dieser Ergebnisse wére anzunehmen,
dass in der hier durchgefiihrten Arbeit eine verstarkte Rhodamin-6G-Aufnahme in die NG2/~
Langerhans-Inseln erfolgt sein misste. Allerdings sollte berticksichtigt werden, dass in der
vorliegenden Arbeit auch eine verminderte funktionelle Gefadichte der NG2-/--Langerhans-
Inselnan Tag 10 nachgewiesen wurde. Somitistdavon auszugehen, dass diese Transplantate
auch eine reduzierte Gesamtzahl fenestrierter Blutgeféal3e an Tag 10 besal3en. Die hier
detektierte Reduktion der endokrinen Revaskularisierung innerhalb der NG27/--Gruppe im
Vergleich zu den NG2*+-Kontrollen an Tag 10 ist folglich mit der ebenfalls verringerten
funktionellen GefaRdichte innerhalb der NG2-/--Langerhans-Inseln zu erklaren. Inwieweit diese
hier nachgewiesene, reduzierte Revaskularisierung durch die initial reduzierte Anzahl an
Endothelzellen oder den Verlust von NG2 selbst zu begriinden ist, sollte in weiterfihrenden
Studien untersucht werden.

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieses Studienabschnittes durchgefihrten
Untersuchungen, dass der Verlust von NG2 keinen Einfluss auf die Zusammensetzung und
Funktion der endokrinen Zellen der Langerhans-Inseln hat. Im Gegensatz dazu ist die Zahl der
Endothelzellen in NG2/-Langerhans-Inseln im Vergleich zu NG2**-Kontrollen nach deren
Isolierung reduziert. In vivo fahrt der Verlust von NG2 zu einer reduzierten funktionellen
Gefaldichte und Gefal3fenestrierung in transplantierten Inseln. Die hier erhobenen Daten
zeigen somit erstmalig, dass NG2 einen entscheidenden Einfluss auf die Revaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln hat. Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz von
Oberflachenproteinen wahrend der Angiogenese und tragen zu einem besseren Verstandnis

der Rolle von Perizyten im Kontext der Inseltransplantation bei.
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7.1.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Transplantation von Langerhans-Inseln als therapeutischer Ansatz fiir T1D-Patienten stelkt
eine vielversprechende Alternative zur Insulin-Applikation dar. Um diese Methode im
klinischen Alltag zu etablieren, liegt der Fokus vieler Forschungsprojekte auf der Optimierung
der Revaskularisierung transplantierter Inseln. In diesem Zusammenhang konnte im ersten
Studienabschnitt dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Verlust von NG2 innerhalb der
Langerhans-Inseln einen negativen Einfluss auf deren Revaskularisierung nach
Transplantation hat. Inwieweit dieser Effekt allerdings durch die initial reduzierte Anzahl der
Endothelzellen oder den Verlust von NG2 selbst zu begriinden ist, konnte nicht weiter
untersucht werden. Um dies zu Uberprifen, solite der KO von NG2 erst nach der
Inseltransplantation induziert werden. Ist die Revaskularisierung in diesem Fall erneut
reduziert, kann dies direkt auf die ausbleibende Funktion von NG2 zurtuckgefuhrt werden.

Zudem wurde in diesem Studienabschnitt ausschlief3lich die initiale post-Transplantations-
phase im Rickenhautkammer-Modell untersucht. In weiterflihrenden Studien sollte allerdings
zusaétzlich der Einfluss von NG2 auf die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln
unter hyperglykédmischen Bedingungen in diabetischen Tieren untersucht werden. Dabei
koénnte nicht nur der Reifeprozess der Blutgefalie tiber einen langeren Zeitraum untersucht
werden, sondern auch, inwiefern der Verlust von NG2 die Wiederherstellung einer

Normoglykadmie beeinflusst.

7.2 Einfluss der Inkorporation von MVF auf die Vaskularisierung von
Inselorganoiden

Im Rahmen einer vorangegangenen Masterarbeit konnte bereits ein Konzept zur
Prévaskularisierung von Inselorganoiden durch die Inkorporation von MVF etabliert werden.
Im zweiten Studienabschnitt dieser Arbeit wurde nun die Funktionalitét dieser Inselorganoide
sowohl in vitro als auch in vivo naher analysiert.

Als Kontrollgruppen wurden neben reinen Pl auch Cl und FI verwendet, da sowohl hCl als
auch hFI unter klinischen Bedingungen transplantiert werden. Die Begrindungen fur die
Verwendung von hFl bzw. hCl in der Klinik sind vielfaltig. Das Hauptargument fir die
Verwendung von hCl ist, dass die Kultivierung eine Erholungsphase nach dem
Isolierungsprozess darstellt, wodurch zellularer Stress reduziert wird [Hamamoto et al., 2003;
Padmasekar et al., 2013; Fujitaet al., 2018]. Zudem st es aus logistischer Sicht schwierig, die
Kultivierung isolierter hFl zu umgehen, da diese teilweise Uber grofRe Distanzen in das
jeweilige Transplantationszentrum transportiert werden missen [Kaddis et al., 2009; Niland et

al., 2010; Bertuzzi et al., 2016]. Mogliche Viabilitdts- oder Funktionsverluste der Inselzellen
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konnen hingegen durch die direkte Transplantation von hFI vermiedenwerden [Hughes et al.,
2018; Lablanche et al., 2018]. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden in der vorliegenden
Arbeit nicht nur PI als nicht-prévaskularisierte Inselorganoide, sondern auch Fl und CI als
Kontrollgruppen verwendet und mit PI+MVF verglichen.

Die Kultivierung kann abhéngig vom Durchmesser und der Kultivierungsdauer von
Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoiden eine zentrale Nekrose hervorrufen [Barisam et al.,
2018; Komatsu et al., 2018]. Diese Nekrose entsteht aufgrund eines Sauerstoff- und/oder
Nahrstoffmangels im Kern der Zellagglomerate und ist auf eine limitierte Diffusionsstrecke von
70-150 pm zurlckzufihren [Kauri et al., 2003; Suszynski et al., 2014]. Je langer die
Kultivierung erfolgtund je grof3er der Durchmesserder Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide
ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung einer Nekrose [Kauri et al., 2003;
Suszynskiet al., 2014]. Um diese in den PI+MVF auszuschliel3en, wurden im Rahmen der hier
durchgefihrten Untersuchungen Viabilitdtsanalysen durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die inkorporierten MVF keinen negativen Einfluss auf die Viabilitat der Inselzellen
haben, obwohl die PI+MVF im Vergleich zu den anderen Gruppen den groften Durchmesser
aufwiesen. Interessanterweise wurde sogar ein positiver Einfluss der MVF auf die Viabilitat der
Inselzellen nachgewiesen. Endothelzellen sekretieren verschiedene Wachstumsfaktoren, wie
HGF oder FGF, welche die Funktion, Proliferation und Viabilitdt von 3-Zellen unterstitzten
[Eberhard etal., 2010; Olerud etal., 2011; Mazier & Cota, 2017]. Aufgrundder hier detektierten
hoheren Anzahl an vitalen Zellen innerhalb der PI+MVF kann folglich hypothetisiertwerden,
dass die inkorporierten Endothelzellen durch die Ausschittung dieser Wachstumsfaktoren die
Viabilitat der B-Zellen verbesserten.

Neben der Aushildung einer zentralen Nekrose wurde auch die verstarkte Produktion von ROS
wahrend der Inselisolierung und -Kultivierung sowie der Generierung von Inselorganoiden
beschrieben [Shapiro etal., 2003; Ma et al., 2014]. Ein Marker, um diesen zelluléren Stress zu
detektieren, ist die Menge an mitochondrialem H202, welche unter Verwendung von mito-
roGFP2-Orpl-Mausen analysiertwerden kann [Kudryavtsevaetal., 2016; Blajszczak & Bonini,
2017]. Die Zellen dieser Mause exprimieren im Mitochondrium ein Fusionsprotein aus roGFP2
und Orpl. Dieses Fusionsprotein andert in Abhéangigkeit der mitochondrialen H20:2-
Konzentration seine Fluoreszenz-Emission, welche anschlieRend mikroskopisch gemessen
werden kann [Fujikawa et al., 2016]. Die in dieser Arbeit durchgefuihrten Analysen zeigen, dass
PI+MVF im Vergleich zu Fl und PI geringere H202-Level aufweisen, was auf eine schitzende
Funktion der MVF auf die Inselzellen hindeutet. Die Menge an mitochondrialem H202 in CI war
hingegen mit der in PI+MVF vergleichbar. In vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dass
in erster Linie die Inselisolierung zu oxidativem Stress und folglich zum Verlust von Inselzellen
fuhrt [Li et al.,, 2015]. Folglich kann angenommen werden, dass vor allem der
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Isolierungsprozess der Langerhans-Inseln erhéhten Zellstress verursacht, wahrend sich die
Kultivierung und die Inkorporation der MVF positiv auf die Inselzellen auswirken.

Um den positiven Effekt der MVF auf die Inselzellen ndher zu analysieren, wurden imnéchsten
Schritt die molekularen Mechanismen untersucht, die dem Stress-induzierten H202-Anstieg
entgegenwirken kénnen. In diesem Zusammenhang konnte eine deutlich erhéhte HO-1-
Expression innerhalb der PI+MVF detektiert werden. Diese konnte durch den
Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf)2 induziert sein. Studien
zeigten, dass erhohte H202-Spiegel zur Dissoziation des Nrf2/keapl Heterodimers fihren
[Mou et al., 2018]. Nrf2 transloziert daraufthin in den Zellkern und induziert dortdie Expression
von HO-1 durch dessen Bindung an sogenannte Amino acid Response Elements (ARE) im
HO-1-Promoter. In Folge der HO-1-Expression tragt diese Oxygenase dazu bei, das Redox-
Gleichgewicht innerhalb der Zelle sicherzustellen [Nguyen et al., 2009; Loboda et al., 2016].
Daneben wurde gezeigt, dass eine erhdhte HO-1-Aktivitat Zellen vor Apoptose schitz,
Immunreaktionen reduziert und die Anwachsrate von Langerhans-Inseln nach der
Transplantation verbessert [Pileggi et al., 2001; Tobiasch et al., 2001; Fu et al., 2004; Pileggi
etal., 2005; Lee et al., 2006]. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Induktion der
HO-1-Expression einen protektiven Effekt gegeniiber erhéhten ROS-Level hat. Allerdings
zeigen die hier dargestellten Ergebnisse nicht, welche Zellen innerhalb der Inselorganoide
verstarkt HO-1 exprimieren. Denkbar ware, dass die B-Zellen vermehrt HO-1 exprimieren, da
diese den grof3ten zelluléren Anteil der PI+MVF bilden und zudem bekannt ist, dass sie unter
zellularem Stress vermehrt HO-1 exprimieren [Mohammed Al-Amily et al., 2019]. Um dies
jedoch zu beweisen, sind weiterfihrende Untersuchungen, wie beispielsweise eine
Fluoreszenz-Doppelfarbung von HO-1 mit verschiedenen Markern der endokrinen und
vaskuldren Zellen innerhalb der PI+MVF, notwendig.

Im Rahmen einer vorangegangenen Masterarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass
PI+MVF neben endokrinen Zellen und Endothelzellenauch Préaadipozyten enthalten [Nalbach,
2017]. Dies ist durch die Zusammensetzung der MVF zu begrinden, da diese neben
Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten auch aus mesenchymalen Stammzellen und
Praadipozyten bestehen [Frueh et al., 2017a]. Praadipozyten differenzieren zu Adipozyten,
welche als Speicher flr Triglyzeride dienen [Yang et al., 2018]. Diese Adipozyten exprimieren
neben ihrer Speicherfunktion das Proteohormon Leptin, welches eine essentielle Funktion in
der Regulation des Energiestoffwechsels imOrganismus austibt [Zhang & Chua, 2017]. Leptin
unterdruckt dabei die Insulin-Sekretion, indem es die Leitféhigkeit der ATP-abhangigen
Kalium-Kanéle der B-Zellen erhéht, sodass diese nicht mehr auf elektrische Schwankungen
des eigenen Membranpotentials reagieren kbnnen [Cochrane & Shyng, 2019]. Eine zu grol3e
Anzahl an inkorporierten Préadipozyten, die im weiteren Verlauf zu Adipozyten heranreifen,
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konnte sich somit tber die Sekretion von Leptin negativ auf die Insulin-Sekretion von PI+MVF
auswirken. Diese Hypothese konnte im Rahmen dieser Studie allerdings nicht bestétigt
werden, da die Inkorporation der MVF weder die Insulin-Expression noch die Glukose-
abhéngige Insulin-Sekretion der PI+MVF beeintrachtigte. Dies kann durch den geringen Anteil
von Praadipozyten von weniger als 7 % innerhalb der PI+MVF erklart werden [Nalbach, 2017].
Zudem nimmt die Differenzierung von Praadipozyten zu Adipozyten mindestens 12 Tage in
Anspruch [Schwind et al., 2017], sodass in den hier analysierten PI+MVF nach 5 Tagen
vermutlich keine reifen Adipozyten, sondern vorwiegend Préadipozyten vorlagen. Leptin wird
allerdings primar von reifen Adipozyten produziert [Salmeron et al., 2015], sodass
angenommen werden kann, dass ein negativer Effekt des sekretierten Leptins auf die Insulin-
Sekretion der PI+MVF aufgrund der geringen Anzahl an Adipozyten ausblieb.

Die Effekte, die Insulin neben der Reduktion des Blutglukosespiegelsauf das Wachstum sowie
die Proliferation peripherer Zellen hat, wurden erstmalig 1981 von Straus [1981]
zusammengefasst. In den nachfolgenden Jahren wurde die angiogene Funktion von Insulin
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass Insulin tber die Bindung an IR und IGFR die
mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) und die Serin/Threonin-Kinase Akt aktiviert, wodurch
die Proliferation und das Wachstum von Zellen induziert wird [Liu et al., 2009; Chen et al.,
2012]. In den hier durchgefihrten Analysen konnte eine signifikant erhdhte Aktivitat dieser
Signalwege nach Insulin-Behandlung von MVF festgestellt werden. Durch die Hemmung von
IR und IGFR mit dem Rezeptorantagonist Linsitinib wurde die Proliferation von Endothelzellen
innerhalb der PI+MVF reduziert, was auf eine stimulierende Funktion von Insulin auf die
Endothelzell-Proliferation hindeutet. Insulin stimuliert jedoch nicht nur die Proliferation von
Endothelzellen, sondernauch deren Migration [Wang et al., 2008; Liu et al., 2009]. Dadurch
kann ebenfalls das verstarkte Sprouting-Verhalten der PI+MVF in Abhangigkeit der
Glukosekonzentration erklart werden. Folglich ist anhand der hier gewonnenen Daten
anzunehmen, dass sich die Insulin-Sekretion der B-Zellen positiv auf die Proliferation und
angiogene Aktivitdt der MVF auswirkt.

Die in vitro erhobenen Daten zur angiogenen Aktivitat der PI+MVF konnten mithilfe des
Ruckenhautkammer-Modells in vivo verifiziert werden. Die Kombination dieses Modells mitder
Technik der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass die PI+MVF im Vergleich zu den
Kontrollen nach der Transplantation auf den quergestreiften Hautmuskel signifikant schneller
vaskularisierten. Dies konnte sowohl durch eine signifikant erhdhte funktionelle Gefal3dichte,
als auch eine groRere Rhodamin 6G-positive Flache, die ein Mal3 flr die Fenestrierung der
Insel-assoziierten Mikrogefae darstellt [Hogan & Hull, 2017], gezeigt werden. Die verstarkte
Fenestrierung der Blutgefal3e lasst sich durch erhéhte VEGF-A-Spiegel innerhalb der PI+MVF
erkladren. Dieser Wachstumsfaktor wurde bereits in mehreren Studien mit der Angiogenese
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und der Fenestrierung von Blutgefallen in Zusammenhang gebracht [Lammert et al., 2003;
Brissova et al., 2006]. Dabei wurde gezeigt, dass VEGF-A das Einwachsen von Blutgefél3en
in transplantiertes Gewebe unterstitzt und zudem die Permeabilitét der Blutgefal3e nach der
Inseltransplantation erhdht. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten erhéhte VEGF-
A-Spiegel in den PI+MVF nachgewiesen werden, welche die angiogene Aktivitat und
Fenestrierung der MVF moglicherweise positiv beeinflussen. Durch die Analyse des
GefalRdurchmessers, der Flie3geschwindigkeit sowie des Blutvolumenflusses wurde zudem
deutlich, dass nur die Blutgefé3e innerhalb der PI+MVF erste Anzeichen der Gefal3reifung
durch eine Senkung des Gefaldurchmessers und der gleichzeitigen Zunahme des
Blutvolumenflusses zeigen. Diese Beobachtung lasst sich damit erklaren, dass die PI+MVF
bereits vor der Transplantation reife Mikrogefal3e enthalten, die sich unmittelbar nach der
Transplantation mit dem Gefa3netzwerk des Empféngers verbinden und folglich friher
Anzeichen reifer Gefél3e aufweisen, als die neu gebildeten Blutgefaf3e innerhalb der
transplantierten FI, Cl und PI [Hoying et al., 1996; Frueh et al., 2017a].

Anhand zusétzlicher immunhistochemischer Analysen der Transplantate an Tag 14 konnte im
Vergleich zu allen Kontrollgruppen eine erhdhte Anzahl von Endothelzellen innerhalb der
PI+MVF nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit der hohen funktionellen
Gefalldichte innerhalb der PI+MVF und unterstitzen somit die Hypothese, dass die
inkorporierten MVF positiv zur Vaskularisierung der Inselorganoide beitragen [Nyqvist et al.,
2005]. Die Anwachsrate der PI+MVF war im Vergleich zu allen Kontrollgruppen tendenziell
erhoht. Dies lasst sich damit begriinden, dass der Verlust von Inselzellen oder ganzen
Langerhans-Inseln nach Transplantation in den meisten Fallen auf eine zu lang andauernde
oder unzureichende Vaskularisierung zurtickzuftuhren ist [Shapiro et al., 2001]. Durch die
Inkorporation der MVF wurde die Vaskularisierung beschleunigt, wodurch eine frihere
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der Inselzellen gewahrleistet war. Entsprechend war
auch der Verlust von Inselorganoiden in der Gruppe der PI+MVF geringer als in den
Kontrollgruppen.

Das Modell der Rickenhautkammer dient zur Analyse der Vaskularisierung von
Transplantaten. Die endokrine Funktion der transplantierten Langerhans-Inseln bzw.
Inselorganoide konnte jedoch nicht mithilfe dieses Modells bestimmt werden. Um diese
untersuchen zu kbnnen, wurde das STZ-induzierte, diabetische Mausmodell in Kombination
mit der Inseltransplantation unter die Nierenkapsel angewandt. Die Nierenkapsel stellt seit
mehr als 30 Jahren die préferierte praklinische Transplantationsstelle fir Langerhans-Inseln
dar [Mellgren et al., 1986] und hat sich an Stelle der Leber als Goldstandard zur Analyse der
endokrinen Funktion transplantierter Langerhans-Inseln bzw. Inselorganoide in
tierexperimentellen Studien etabliert [Ar'Rajab et al., 1990; Halberstadt et al., 2005; Medarova
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et al.,, 2009; Pepper et al.,, 2015]. Ein Vorteil dieser Transplantationsstelle ist die
verhaltnismaRig schnelle Vaskularisierung der Transplantate im Vergleich zur intraportalen
Inseltransplantation [Olsson et al., 2011; Stokes et al., 2017a]. Dadurch, dass die Inseln nach
der Transplantation unter der Nierenkapsel verbleiben und sich nicht im gesamten Organ
verteilen, bietet diese Transplantationsstelle zudem auch die Madoglichkeit gezielter
histologischer Untersuchungen, ohne dabei das gesamte Organ aufwendig auf einzelne
Transplantate Gberprifen zu missen [van Suylichem et al., 1994]. Des Weiteren bietet die
Nierenkapsel als Transplantationsstelle auch die Méglichkeit fir Explantationsstudien [van
Suylichemetal., 1994; Meranietal., 2008; Olsson etal., 2011; Stokes etal., 2017b]. In diesem
Fall kann die Niere nach einer erfolgreichen Inseltransplantation und einer entsprechenden
Senkung des Blutglukosespiegels diabetischer Tiere mit den Transplantaten entnommen
werden, woraufhin der Blutglukosespiegel der Versuchstiere wieder ansteigen sollte. Dieses
Verfahren dient somit zum einen als Kontrolle fir den langfristigen zytotoxischen Effekt des
STZ und zum anderen als Kontrolle des therapeutischen Effekts der Inseltransplantation. Die
Senkung des Blutglukosespiegels diabetischer Tiere nach Inseltransplantation ist jedoch bei
allen Transplantationsstellen abhangig von der Anzahl der Transplantate [Oh et al., 2013].
Daher wurden vor Beginn des Hauptversuchs 200, 250, 300 und 400 FI transplantiert, um die
kritische Anzahl zu transplantierender Langerhans-Inseln zu ermitteln. In der Literatur
schwankt diese Zahl zwischen 70 und 2000 Inseln [Montafia et al., 1993; Ar'Rajab et al., 1996;
Tellez etal., 2007; Ito et al., 2010; Minardi et al., 2019]. Diese Schwankungen sind abhangig
von der Spezies des Empfangers, der Transplantationsstelle sowie der Qualitdt und
Vorbehandlung der Transplantate [Markmann et al., 2003; Briones et al., 2006; Stokes et al.,
20173a; Kitamoto et al., 2018]. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden 250 FI als die
kritische Menge ermittelt, da durch diese Anzahl der pathologische Blutglukosespiegel
diabetischer Tiere Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht in den normoglykémen
Bereich gesenkt werden konnte. Basierend auf diesen Vorversuchen konnte im Anschluss
untersucht werden, ob die Transplantation von 250 PI+MVF zur Wiederherstellung einer
Normoglykdmie bei STZ-induzierten, diabetischen Tieren fuhrt. Da die Gruppe der FI im
Ruckenhautkammer-Modell im Vergleich zu den CI und PI eine schnellere Vaskularisierung
aufwies, wurden im diabetischen Mausmodell lediglich Fl als Kontrollen verwendet, um die
Anzahl an Versuchstieren zu minimieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass die Transplantation von
250 PI+MVF den Blutzuckerspiegel der Empfangermause innerhalb von 7 Tagen normalisiert
und anschlieRend Uber den gesamten Beobachtungszeitraum in einem physiologischen
Bereich halt. Hingegen fuhrte die gleiche Anzahl von FI nicht zur Wiederherstellung einer
Normoglykadmie. Im Vergleich zwischen der Transplantation von 250 PI+MVF und 400 FI ist
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deutlich zu erkennen, dass beide Transplantationen &hnlich schnell zu einer Normoglykémie
in den diabetischen Mausen fihrten. In der Literatur werden verschiedene Strategien
beschrieben, welche die Revaskularisierung von Langerhans-Inseln verbessern sollen. Hierzu
zéhlt u.a. die Behandlung der Empféanger und/oder Transplantate mit pharmakologischen
Substanzen [Menger etal., 2020a] oder Wachstumsfaktoren [Cheng et al., 2004; Golocheikine
et al., 2010]. Daneben wird auch die Co-Transplantation von Langerhans-Inseln mit
Endothelzellen [Coppens et al., 2013] oder die Inkorporation von Endothelzellen in
Inselorganoide [Spelios et al., 2018; Augsornworawat et al., 2019] als erfolgsversprechend
beschrieben. Allerdings waren diese Ansatze bisher nicht effektivgenug, um die Inselzellen
durch eine beschleunigte Vaskularisierung vor Sauerstoff- und Nahrstoffmangel zu schiitzen
und dadurch deren Uberlebensrate langfristig zu verbessern [Menger et al., 2001].
Entsprechend finden sie heute keine Anwendung in der Klinik. Durch die in diesem
Studienabschnitt angewandte neue Strategie der Pravaskularisierung von Inselorganoiden
sind zahlreiche funktionelle Blutgefal3e innerhalb der Transplantate vorhanden, welche bereits
3 Tage nach Transplantation mit Blut perfundiert werden. Zudem ist anzunehmen, dass durch
die beschleunigte Vaskularisierung der PI+MVF weniger Inselzellen absterben und folglich
weniger Organoide transplantiert werden missen, um eine Normoglykédmie zu erreichen.
Diese Reduktion der bendtigten Transplantat-Menge durch den Einsatz von PI+MVF ist damit
Zu begrinden, dass in dieser Arbeit die Transplantation von 400 FI den gleichen Effekt wie die
Transplantation von 250 PI+MVF erzielten. Folglich kdnnte durch den Einsatz von PI+MVF
das Spender-/Empfanger-Verhéltnis der klinischen Inseltransplantation, welches gegenwartig
bei 3-4:1 [Plesner & Verchere, 2011] liegt, deutlich gesenkt werden. Dies ist besonders fir die
klinische Anwendung von Bedeutung, da hierdurch nicht nur die Anzahl an bendétigten
Spendern reduziert werden kann, sondern auch extrahepatische Transplantationsstellen
Anwendung finden kdnnten. So werden Langerhans-Inseln derzeit ausschlief3lich
intrahepatisch transplantiert, da sie auf diesem Weg Uber Gefaliverastelungen in der
gesamten Leber verteilt werden und vereinzelt in den portalen Venolen der Leber anwachsen
kénnen [Lilieback et al.,, 2019]. Durch diese Vereinzelung kann die Bildung von
Inselagglomeraten vermieden werden, welche oftmals eine schlechtere Revaskularisierung
einzelner Langerhans-Inseln mit sich bringt [Toso et al., 2009]. Sollte allerdings durch den
Einsatz von PI+MVF die Menge an zu transplantierenden Inselorganoiden gesenkt werden,
kann die Wahrscheinlichkeit fir die Bildung von Inselagglomeraten gesenkt werden. Dadurch
bestiinde auch die Mdoglichkeit weniger invasive Transplantationsstellen wie subkutanes
Fettgewebe und intramuskuléres Gewebe fir die Inseltransplantation in Betracht zu ziehen
und somit die Inseltransplantation attraktiver fir die klinische Anwendung zu gestalten
[Nakamura et al., 2016; Yasunami et al., 2018; Liljeback et al., 2019].
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Bei der klinischen Inseltransplantation werden die Langerhans-Inseln in zentralen
Einrichtungen isoliert und (Uber den gesamten Globus zu spezialisierten
Transplantationszentren (CITP) versendet, um sie den Patienten vor Ort transplantieren zu
konnen [Ichii et al., 2007]. Dies ist moglich, da in verschiedenen Studien gezeigt werden
konnte, dass Langstreckentransporte isolierter Langerhans-Inseln keinen signifikanten
Einfluss auf deren Viabilitéat, Quantitat, Sterilitdét und Funktion haben [Langer et al., 2004,
Ikemoto et al., 2010; Vaithilingam et al., 2011; Lee et al., 2015]. Unter Verwendung solcher
humanen Langerhans-Inseln konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals die Fusion
von murinen MVF mit humanen Inselzellen zu kompakten hPI+MVF beschrieben werden.
Diese humanen Inselorganoide besitzen eine signifikant erhfhte Endothelzell-Fraktion und
angiogene Aktivitéat im Vergleich zu Kontrollen, ohne dabei eine beeintrachtigte endokrine
Funktion der B-Zellen aufzuweisen. Diese Versuchsergebnisse stellen folglich einen ersten
wichtigen Schritt fur die Translation der hier erarbeiteten Pravaskularisierungsstrategie in die
klinische Praxis dar. Um die Funktionalitét der hPI+MVF allerdings in vivo beurteilen zu
konnen, mussen weiterfuhrende Studien durchgefihrt werden. Hierzu sollten humane MVF
isoliert und in humane Inselorganoide inkorporiert werden. Diese kdnnten anschlieend in
immundefiziente NOD/SCID Méuse transplantiert werden, um deren Vaskularisierung und

endokrine Funktion analysieren zu kbénnen.

Zusammenfassend konnte in diesem Studienabschnitt eine neue und effektive Strategie zur
Prévaskularisierung von Inselorganoiden durch die Inkorporation von MVF etabliert werden.
Diese Préavaskularisierung kann nicht nur die Vaskularisierung der Inselorganoide verbessern,
sondern moglicherweise auch dem limitierten Spenderangebot entgegenwirken. Zudem war
es mdglich, diesen experimentellen Ansatz auf primdre humane Langerhans-Inseln zu
Ubertragen, was einen ersten wichtigen Schritt zur Translation dieser

Prévaskularisierungsstrategie in die klinische Praxis darstellt.

7.2.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Inkorporation von MVF in Inselorganoide zur Generierung von PI+MVF stellt einen neuen
Ansatz fur die Optimierung der Inseltransplantation dar. Durch die Anwendung dieser Strategie
kénnten 2 der 3 zentralen Limitationen dieses therapeutischen Ansatzes — die unzureichende
Revaskularisierung und das hohe Spender/Empfanger-Verhéltnis [Gamble et al., 2018] —
verbessert werden. Allerdings stellt die Notwendigkeit einer immunsuppressiven Therapie zur
Vermeidung einer TransplantatabstoRung nach wie vor eine letzte grofRe Hirde der
Inseltransplantation dar [Gamble et al., 2018]. Diese kdnnte jedoch mdglicherweise zukuinftig
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durch die Anwendung der ,3-cell replacement therapy“ in Kombination mit der in dieser Arbeit
entwickelten Prévaskularisierungsstrategie zur Generierung von hPI+MVF (berwunden
werden (Abbildung 38). Bei der B-cell replacement therapy werden humane, embryonale
Stammzellen (hESC) oder induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) des Patienten zu
Insulin-produzierenden Zellen differenziert [Mehrabi et al., 2015; Sui et al., 2018; Ghani et al.,
2019]. Die Verwendung dieser Zellen hat den Vorteil, dass zum einen keine Spenderorgane
benotigt werden und zum anderen keine Abstof3ungsreaktion aufgrund der Syngenitéat der zu
transplantierenden Zellen erfolgt [Agulnick et al., 2015; Sordi et al., 2017; Baeyens et al.,
2018].

Parallel dazu wird derzeit an Protokollen zur Isolierung von MVF aus humanem,
liposuktioniertem Fettgewebe gearbeitet. In Zukunft kdnnten dem Patienten somit
Vorlauferzellen entnommen und zu Insulin-produzierenden Zellen differenziert werden. Eine
anschlieBRende Fusion dieser Zellen mit Patienten-eigenen MVF nach Liposuktion wiirde zur
Generierung von hPI+MVF fluhren, die sich ausschlieBlich aus Zellen des Patienten
zusammensetzen (Abbildung 38). Diese Inselorganoide kdnntenfolglich ohne die Verwendung
von Immunsuppressiva einem Patienten retransplantiert werden und stellen somit eine

vielversprechende Option zur Therapie des T1D dar.

Fettgewebe GefaR- MVF Co-Kultivierung hPI+MVF
isolierung

Liposuktion
—t \" < k ) /658 ] «;?)
g~ ) [ e @
Retransplantation » @,\; é‘%x o

Stammzell-
Isolierung

@99 -0%0) & %

Pluripotente Differenzierung  Inselzellen
Stammzellen

T1D-Patient

Abbildung 38: Zukunftsperspektive des Einsatzes von hPI+MVF. Aus dem Knochenmark von T1D-Patienten
werden pluripotente Stammzellen entnommen. Diese werden im Labor zu Inselzellen differenziert und mit MVF
aus dem Fettgewebe des Patienten nach einer Liposuktion zu hPI+MVF co-kultiviert. Die hPI+MVF werden dem
Patienten anschlieend transplantiert.

Die hier vorgestellte Pravaskularisierungsstrategie stellt jedoch nicht nur einen neuen Ansatz
fur die Optimierung der Vaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln dar, sondern
konnte auch bei der Transplantation anderer Organoide eingesetzt werden. Beispielsweise

werden neben Inselorganoiden auch Organoide aus Neuronen [Mansour et al., 2018; Pham
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etal., 2018], Darmzellen [MUneraet al., 2017; Cortez et al., 2018] oder Hepatozyten [Huch et
al., 2015; Wu et al., 2019] in vitro gezichtet und anschlieRend transplantiert. Durch die
zusétzliche Inkorporation von MVF wére es denkbar, dass diese Organoide ebenfalls schneller
Anschluss an das umgebende BlutgefalZnetzwerk des Empfangergewebes finden, wodurch

sich deren Uberlebensrate und Funktion malRgeblich verbessern kdnnte.
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