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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Inseltransplantation stellt eine vielversprechende Strategie zur taglichen
Insulinsubstitution bei Diabetes mellitus Typ 1 (T1D)-Patienten dar. Allerdings werden bis dato
drei bis vier Spenderorgane bendtigt, um einen T1D-Patienten erfolgreich zu transplantieren.
Eine wesentliche Ursache hierflir ist, dass die Blutgefalle des Empfangergewebes nicht
schnell genug in die transplantierten Langerhans-Inseln einwachsen. Diese unzureichende
Revaskularisierung fuhrt zu einer Minderversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, wodurch
ein Grof3teil der Langerhans-Inseln direkt nach der Transplantation abstirbt. Dementsprechend
sind therapeutische Strategien, welche die Revaskularisierung von transplantierten

Langerhans-Inseln verbessern, von grof3em klinischen Interesse.

1. Studienabschnitt:
Das nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor protein (NLRP)3-

Inflammasom ist ein zytoplasmatischer Multiproteinkomplex, der nicht nur in Immunzellen,
sondern auch in B-Zellen der Langerhans-Inseln vorkommt. Allerdings ist bis heute nur wenig
Uber die Funktion von NLRP3 in Langerhans-Inseln bekannt. Im ersten Studienabschnitt dieser
Arbeit wurde daher untersucht, ob die Aktivitdit von NLRP3 die Revaskularisierung und
endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln beeinflusst.

Hierflr wurden isolierte Wildtyp (WT) Langerhans-Inseln, die mit Vehikel (WT + Vehikel) oder
dem NLRP3-Inhibitor CY-09 (WT + CY-09) behandelt wurden, mithilfe von
immunhistochemischen und durchflusszytometrischen Analysen auf ihre zellulare
Zusammensetzung sowie Viabilitdt untersucht. Des Weiteren wurde die endokrine Funktion
der isolierten WT, NLRP3-knockout (NIrp3”), WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-
Inseln mittels eines enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) analysiert. Mithilfe von
Western Blot-Analysen, quantitative real-time polymerase chain reactions (QRT-PCR) und
verschiedenen  Angiogenese-Assays wurde der zugrundeliegende regulatorische
Mechanismus der erhéhten Insulin-Sekretion und der verbesserten Revaskularisierung nach
Verlust oder Inhibition von NLRP3 entschlisselt. In vivo wurden WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Riickenhautkammerpraparation
von WT Empfangerméausen transplantiert, um die Revaskularisierung der Transplantate unter
Verwendung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zu analysieren. AbschlieRend wurden
WT, NiIrp3”, WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel von
diabetischen WT Empfangertieren transplantiert, um die Wiederherstellung physiologischer
Blutglukosespiegel untersuchen zu kénnen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Aktivitdt von NLRP3 keinen Einfluss auf die Viabilitat und

zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln hat. Hingegen beeinflusst das
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Inflammasom die endokrine Funktion der Langerhans-Inseln, denn nach Verlust oder Inhibition
von NLRP3 konnte eine deutlich erhdhte Insulin-Sekretion festgestellt werden. Detaillierte
Analysen zeigten, dass diese durch eine gesteigerte Aktivitat der Transkriptionsfaktoren
pancreatic and duodenal homeobox-1 (PDX-1) und v-maf avian musculoaponeurotic
fiborosarcoma oncogene homolog A (MafA) vermittelt wird. In vivo konnte nicht nur eine
verbesserte Insulin-abhangige Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln nach
Inhibition von NLRP3 festgestellt werden, sondern auch eine beschleunigte Wiederherstellung
einer Normoglykamie nach Transplantation der NIrp3” und WT + CY-09 Langerhans-Inseln in
diabetische Mause. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die pharmakologische
Inhibition von NLRP3 eine vielversprechende therapeutische Strategie zur Verbesserung der

Inseltransplantation darstellt.

2. Studienabschnitt:

Mikrovaskulare Fragmente (MVF) sind kleine Blutgefal3segmente, welche in zahlreichen
experimentellen Studien der letzten Jahre erfolgreich als Pravaskularisierungseinheiten
eingesetzt wurden. In diesem Zusammenhang konnte kirzlich in einer proof-of-concept Studie
gezeigt werden, dass MVF auch den Erfolg der Inseltransplantation steigern. Hierbei wurden
MVF und dissoziierte Inselzellen zu sogenannten pravaskularisierten Pseudoinseln fusioniert
und anschliel3end in diabetische Mause transplantiert. Die Verlaufsanalyse zeigte eindriicklich
eine beschleunigte Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel. Allerdings ist die
Generierung dieser Pseudoinseln ein zeitaufwendiger und komplikationsanfalliger Prozess,
welcher sich nicht in den klinischen Alltag integrieren lasst. Daher sollte im zweiten
Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit eine vereinfachte Strategie entwickelt werden,
welche es erlaubt, MVF zur Verbesserung der Inseltransplantation einzusetzen.

Zu Beginn wurde die zellulare Zusammensetzung sowie Viabilitat isolierter Langerhans-Insein
und MVF immunhistochemisch untersucht. Anschlie@end wurden definierte Anzahlen von
MVF und Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe
diabetischer Empfangerméuse ko-transplantiert. Als Kontrolle wurde die identische Zahl an
Langerhans-Inseln oder MVF alleine transplantiert. Die endokrine Funktion der Transplantate
wurde anhand der Messung der Blutglukosespiegel analysiert. Am Ende des
Beobachtungszeitraums wurde den Empfangertieren das Gewebe mit den Transplantaten fir
immunhistochemische Farbungen und zur Bestimmung des Insulingehalts entnommen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Ko-Transplantation von 250 Langerhans-Inseln und 20000
MVF unter die Nierenkapsel diabetischer Empfangerméause innerhalb von 14 Tagen zu einer
Normoglykamie fuhrt. Hingegen fihrte die alleinige Transplantation der identischen Anzahl an
Langerhans-Inseln oder MVF U(Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht zu

physiologischen Blutglukosespiegeln. Die Ko-Transplantation von 500 oder 1000 Langerhans-
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Inseln mit 40000 MVF in das subkutane Gewebe von diabetischen Empfangertieren stellte
ebenfalls wieder eine Normoglykémie her. Auch hier zeigte sich, dass Empfangertiere, die
lediglich mit Langerhans-Inseln alleine transplantiert wurden, hyperglykam blieben.
Zusammenfassend stellt die im zweiten Studienabschnitt entwickelte Ko-Transplantation von
MVF und Langerhans-Inseln nicht nur eine sehr effiziente, sondern auch eine leicht
durchzufiihrende Strategie dar, die zukinftig die klinische Inseltransplantation verbessern

konnte.
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2. Summary

Anti-inflammatory and pro-angiogenic strategies to improve

revascularization and endocrine function of transplanted islets

Pancreatic islet transplantation represents a promising therapeutic strategy to improve
glycometabolic control in patients with type 1 diabetes mellitus. However, currently this
approach requires 3-4 donor organs for successful treatment of one patient. A major reason
for this is the fact that the blood vessels of the recipient tissue do not grow fast enough into the
transplanted avascular islets. This inadequate revascularization leads to an insufficient supply
with nutrients and oxygen, resulting in the regression of many islets immediately after
transplantation. Accordingly, therapeutic strategies that improve the revascularization of
transplanted islets are of major clinical interest.

1. Study section:

The nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor protein (NLRP)3
inflammasome is a cytoplasmic multiprotein complex that is found not only in immune cells but
also in B-cells of islets. However, the effect of NLRP3 on islet transplantation is still unknown.
Therefore, the aim of the first study section of this thesis was to clarify whether loss or inhibition
of NLRP3 influences the revascularization and endocrine function of transplanted islets.

For this purpose, the cellular composition and viability of isolated wild-type (WT) islets exposed
to vehicle (WT + Vehicle) or the NLRP3 inhibitor CY-09 (WT + CY-09) were analyzed by means
of immunohistochemistry and flow cytometry. Furthermore, the endocrine function of isolated
WT, NLRP3-knockout (NIrp37), WT + Vehicle and WT + CY-09 islets was investigated by an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The underlying regulatory mechanism of the
increased insulin secretion and enhanced revascularization after loss or inhibition of NLRP3
was unraveled by means of Western blotting, quantitative real-time polymerase chain reaction
(gRT-PCR) and different angiogenesis assays. In vivo, WT + Vehicle and WT + CY-09 islets
were transplanted onto the striated muscle tissue of WT dorsal skinfold chamber-equipped
mice. The revascularization of the grafts was analyzed by intravital fluorescence microscopy.
Finally, WT, NIrp3”, WT + Vehicle and WT + CY-09 islets were transplanted under the kidney
capsule of diabetic WT mice to study the restoration of normoglycemia.

The results showed that the activity of NLRP3 does not affect the viability and cellular
composition of isolated islets. In contrast, the inflammasome affects the endocrine function of
isolated islets, as indicated by a significantly improved insulin secretion after loss or inhibition
of NLRP3. Detailed analyses revealed that this was caused by an increased activity of the

transcription factors pancreatic and duodenal homeobox-1 (PDX-1) and v-maf avian



Summary

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A (MafA). In vivo, not only an improved
insulin-induced revascularization of transplanted WT + CY-09 islets was detected, but also an
accelerated restoration of physiological blood glucose levels in diabetic animals transplanted
with NIrp3” and WT + CY-09 islets. In conclusion, these results demonstrate that the
pharmacological inhibition of NLRP3 represents a promising therapeutic strategy to improve

the outcome of islet transplantation.

2. Study section:

Microvascular fragments (MVF) are small blood vessel segments that have been successfully
used as vascularization units in numerous experimental studies. Recently, a proof-of-concept
study demonstrated that MVF also improve the success of islet transplantation. In this study,
MVF and dissociated islet cells were fused into prevascularized pseudoislets, which were
subsequently transplanted under the kidney capsule of diabetic mice. The obtained data
showed an accelerated restoration of physiological blood glucose levels after transplantation
of the prevascularized pseudoislets. However, the generation of these pseudoislets is a time-
consuming and complicate process, which cannot be easily implemented into clinical practice.
Therefore, the aim of the second study section of the present thesis was to develop a simplified
strategy that allows the use of MVF to improve islet transplantation.

First, the cellular composition and viability of isolated islets and MVF were assessed by
immunohistochemistry. Subsequently, defined numbers of MVF and islets were co-
transplanted under the kidney capsule or into the subcutaneous tissue of diabetic mice. As a
control, identical numbers of islets or MVF alone were transplanted. The endocrine function of
the grafts was analyzed by measuring blood glucose levels. At the end of the observation
period, the tissue with the grafts was explanted for immunohistochemical stainings and the
determination of insulin content.

The results showed that co-transplantation of 250 islets and 20000 MVF under the kidney
capsule of diabetic animals results in normoglycemia within 14 days. In contrast,
transplantation of the identical number of islets or MVF alone did not restore physiological
blood glucose levels throughout the observation period. The co-transplantation of 500 or 1000
islets with 40000 MVF into the subcutaneous tissue of diabetic animals also resulted in
normoglycemia, whereas animals transplanted with islets alone remained hyperglycemic. In
summary, the herein introduced co-transplantation of MVF and islets represents not only a
very efficient but also an easy-to-perform strategy that may markedly improve the outcome of

clinical islet transplantation in the future.
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3. Einleitung

3.1 Diabetes mellitus und Transplantation von Langerhans-Insein

Das Peptidhormon Insulin wird bei steigendem Blutglukosespiegel (Hyperglykamie) von den
B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ins Blut sekretiert und gelangt Uber den
Blutkreislauf zu den verschiedenen Geweben und Organen. Dort bindet Insulin an den
Insulinrezeptor (IR), wodurch die Glukoseaufnahme durch den Glukosetransporter Typ 4
(GLUT4) und die Glukosespeicherung Uuber die Glykogensynthese induziert werden
(Abbildung 1A). Dieser Mechanismus ist essentiell zur Aufrechterhaltung des
Energiestoffwechsels [Leto & Saltiel, 2012]. Stérungen des Insulinstoffwechsels haben
fundamentale Folgen, welche sich im Krankheitsbild des Diabetes mellitus aufRern.

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, bei der die Patienten unter einer
chronischen Hyperglykamie leiden [American Diabetes Association, 2011]. Laut der
International Diabetes Federation (IDF) sind derzeit mehr als 536 Millionen Menschen
betroffen und die Diabetes-Pravalenz wird bis 2045 auf 780 Millionen Menschen geschatzt
[Sun et al., 2022]. Zudem z&hlt diese Erkrankung zu den haufigsten Todesursachen weltweit
[Danaei et al., 2011]. Ursachlich fur Diabetes mellitus sind Defekte in der Sekretion und/oder
Wirkung von Insulin an den peripheren Geweben [American Diabetes Association, 2011].
Abhangig von den unterschiedlichen pathologischen Prozessen gibt es mehrere Typen von
Diabetes mellitus, aber grundsatzlich wird in Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) und Diabetes
mellitus Typ 2 (T2D) unterschieden [Arneth et al., 2019]. T1D ist charakterisiert durch eine,
meist genetisch oder viral bedingte, autoimmunologische Zerstdérung der B-Zellen [American
Diabetes Association, 2011; Quattrin et al., 2023]. Folglich kann kein Insulin mehr produziert
werden, weshalb es zu einem absoluten Insulinmangel und einer chronischen Hyperglykamie
kommt (Abbildung 1B) [Warshauer et al., 2020]. T1D entwickelt sich hauptsachlich im Kindes-
und Jugendalter und betrifft ~5 % aller Diabetes mellitus-Patienten [American Diabetes
Association, 2011]. Im Gegensatz dazu tritt der weitaus h&ufiger vorkommende T2D meist erst
im mittleren Alter (ab dem 40. Lebensjahr) auf und ist auf eine ungesunde und kalorienreiche
Erndhrung zuriickzufiihren [Arneth et al., 2019]. T2D entsteht durch eine Insulinresistenz der
peripheren Zellen in Kombination mit einer unzureichenden Insulin-Sekretion der 3-Zellen, was
in einem relativen Insulinmangel resultiert (Abbildung 1C) [Elk & Iwuchukwu, 2017; Artasensi
et al., 2020]. Die daraus entwickelte Hyperglykamie fuhrt zu Schadigungen des Herzens, der
Augen, der Nieren, des Nervensystems und der Blutgefal3e [Danaei et al., 2011; DeFronzo et
al., 2015]. Dementsprechend leiden die meisten T1D- und T2D-Patienten unter
Begleiterkrankungen wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Retinopathien, Nephropathien,

Neuropathien und/oder es kommt zu Amputationen von GliedmalZen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Regulation des Blutglukosespiegels bei einem gesunden
Menschen sowie bei T1D- und T2D-Patienten. (A) Bei einem gesunden Menschen wird abhéngig vom
Blutglukosespiegel Insulin von den B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ins Blut sekretiert. Uber den
Blutkreislauf gelangt es zu den peripheren Geweben und bindet an den membransténdigen IR, wodurch die
Glukoseaufnahme durch GLUT4 aktiviert wird. (B) Durch die autoimmunologische Zerstdérung der 3-Zellen bei
T1D-Patienten kann die insulinabhangige GLUT4-Aktivierung nicht stattfinden, weshalb die Glukose nur
unzureichend in die peripheren Zellen aufgenommen wird. (C) Bei T2D-Patienten entwickeln die peripheren
Zellen eine Insulinresistenz, die meist auch zu einer verminderten Insulin-Sekretion der B-Zellen fuhrt. (Erstellt
mithilfe von Servier Medical Art)

Die Therapie des T2D umfasst in der Regel eine Kombination aus Lebensstilveranderungen
und Medikamenten. Wobei meist eine gesunde Erndhrung, korperliche Aktivitat und
Gewichtsverlust zu einer Verbesserung des T2D fuhren und nur in einigen Fallen eine Insulin-
Therapie notwendig ist [Colberg et al., 2010]. Ti1D-Patienten wird zwar auch eine
kohlenhydratarme Ernéhrung und viel Bewegung empfohlen, jedoch ist eine lebenslange
exogene Insulin-Therapie obligatorisch [Warshauer et al., 2020]. Diese muss auf jeden
Patienten individuell angepasst werden, da die Menge des verabreichten Insulins abhéngig
von Faktoren wie Alter, Gewicht und Erndhrung ist [Hirsch et al., 1990]. Durch eine
Uberdosierung von Insulin kommt es zu einem stark erniedrigten Blutglukosespiegel

(Hypoglykamie), der bei schlechter Konstitution des T1D-Patienten auch zur Bewusstlosigkeit
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fuhren kann [Swinnen et al., 2009]. Ein weiterer Nachteil der lebenslangen Insulinapplikation
sind Spatfolgen, wie die diabetische Retinopathie [Gargiulo et al., 2004].

Alternativ zur Insulin-Therapie kann auch eine Pankreastransplantation durchgefiihrt werden.
Dies ist allerdings ein komplizierter chirurgischer Eingriff, der mit schweren Komplikationen
einhergehen kann und somit nur bei bestimmten T1D-Patienten, beispielsweise mit einer
terminalen Niereninsuffizienz, in Betracht gezogen wird [Robertson et al., 2000; Dean et al.,
2017]. Zudem sind die Patienten auf eine lebenslange Immunsuppression angewiesen, um
eine Abstol3ung des transplantierten Pankreas zu verhindern [Robertson et al., 2000; Burke et
al., 2015a; Dean et al., 2017].

Eine mit weitaus weniger Komplikationen verbundene Strategie stellt die Inseltransplantation
dar. Hierbei werden die Langerhans-Inseln aus dem Pankreas eines Todspenders
enzymatisch isoliert, aufkonzentriert und anschlie@end Uber einen Katheder in das
Portalvenensystem des Empfangers injiziert (Abbildung 2) [Ricordi et al., 1988; Shapiro et al.,
2000]. Uber das BlutgefalRnetzwerk gelangen die Langerhans-Inseln in die kleinen
Lebersinusoide, wo sie aufgrund ihres Durchmessers hangen bleiben und anwachsen
[Shapiro et al., 2017]. Folglich kénnen die transplantierten und endokrin aktiven Langerhans-
Inseln den Blutglukosespiegel regulieren [Bruni et al., 2014].

Spender Empféanger

Abbildung 2: Schematische Darstellung der klinischen, intrahepatischen Inseltransplantation. Die
Langerhans-Inseln werden aus dem Pankreas eines Todspenders entnommen, isoliert und aufkonzentriert.
Anschlieend werden diese Uber einen Katheter in das Portalvenensystem des Empfangers injiziert. (Erstellt
mithilfe von Servier Medical Art)

Obwohl die Transplantation von Langerhans-Inseln die Lebensumstande und
Uberlebenschancen eines T1D-Patienten deutlich verbessert, konnte sie sich bis heute nicht
als Standardtherapie fir T1D durchsetzen. Dies kann anhand drei wesentlicher ,Hirden®

erklart werden: (1) das hohe Spender-/Empfanger-Verhaltnis, (2) die lebenslange
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Immunsuppression zur Vermeidung einer Abstol3ungsreaktion und (3) die unzureichende
Revaskularisierung der Langerhans-Inseln nach der Transplantation (Abbildung 3) [Plesner &
Verchere, 2011].

Spender-/Empféanger-
Verhaltnis

Immun-
suppression

Unzureichende
Revaskularisierung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der ,Hiirden*“ der klinischen Inseltransplantation. Das hohe
Spender-/Empfanger-Verhaltnis, die lebenslange Immunsuppression und die unzureichende Revaskularisierung
der transplantierten Langerhans-Inseln stellen die drei wesentlichen Limitationen fiir den Erfolg der klinischen
Inseltransplantation dar. (Erstellt mithilfe von Servier Medical Art)

Das Spender-/Empfanger-Verhéltnis der Inseltransplantation liegt gegenwartig bei 3-4:1
[Shapiro et al., 2000; Ryan et al., 2001]. Dieses Ungleichgewicht ist auf zwei Hauptursachen
zurlickzufuhren: Erstens kénnen mit den derzeitigen Isolierungs-Protokollen nur 30-50 % aller
Langerhans-Inseln isoliert werden [Sabek et al., 2005]. Zweitens sind nur ~65 % der
Langerhans-Inseln nach dem enzymatischen und mechanischen Isolationsprozess vital
[Boker et al., 2001; Toso et al., 2002; Matsumoto et al., 2007]. Im Zuge dessen wurde 1988
erstmals eine automatisierte Methode fir die Isolation von humanen Langerhans-Inseln
entwickelt [Ricordi et al., 1988]. Dieses Verfahren gewdhrleistet 1) eine kontinuierliche
Verdauung des Pankreasgewebes, 2) ein minimales menschliches Eingreifen in den
Verdauungsprozess, 3) eine hohe Ausbeute und Reinheit der isolierten Langerhans-Inseln und
4) eine minimale Schadigung der Langerhans-Inseln durch den Isolierungsprozess [Ricordi et
al., 1988]. Diese Methode hat zwar die Inselisolation schon deutlich verbessert, jedoch wird
bis heute an neuen automatisierten Techniken, um die Anzahl an isolierten und vitalen
Langerhans-Inseln weiter zu erh6hen, geforscht.

Um dem hohen Spender-/Empfanger-Verhaltnis entgegenzuwirken, werden ebenfalls
alternative Quellen fiir B-Zellen untersucht. In Bezug darauf stellt die Isolation von Langerhans-

Inseln aus Pankreata unterschiedlichster Organsimen einen vielversprechenden Ansatz dar.
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Beispielsweise war es mdglich, eine grof3e Anzahl vitaler, porciner Langerhans-Inseln zu
isolieren und diese in diabetische nicht-humane Primaten zu transplantieren, was zur
Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel fuhrte [Korbutt et al., 1996; Sun et al.,
1996; van der Windt et al., 2012].

Die zweite ,HlUrde* fir die klinische Inseltransplantation stellt die lebenslange
Immunsuppression zur Vermeidung einer AbstoRungsreaktion dar. Im 20. Jahrhundert wurden
T1D-Patienten, die eine Inseltransplantation erhielten, mit Glucocorticoiden zur Vermeidung
der Transplantatabstol3ung behandelt. Allerdings fuhrte diese Behandlung zu Steroid-
induzierten Funktionsstérungen der 3-Zellen und somit zu deren Zelltod [Delangre et al., 2021].
Die Veroffentlichung des Edmonton-Protokolls im Jahr 2000 war ein Meilenstein in der
Weiterentwicklung der Inseltransplantation, da die Empfanger seitdem mit einer steroidfreien
Kombination der Immunsuppressiva Sirolimus, Tacrolimus und Daclizumab therapiert werden
[Bottino et al., 2018; Shapiro et al, 2000]. Obwohl mit dieser steroidfreien
Kombinationstherapie weitaus weniger die Viabilitat der transplantierten Langerhans-Inseln
beeintrachtigt wird, ist auch diese Immuntherapie mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen, wie
Odemen, Hautausschlagen, Hypercolesterinamien bis hin zu Leukopenien und Anamien,
verbunden [Hafiz et al., 2005; Berney & Secchi, 2009]. Ebenso kann sich die langandauernde
Behandlung mit Tacrolimus toxisch auf die transplantierten Langerhans-Inseln auswirken
[Posselt et al.,, 2010]. Somit ist nicht nur die Entwicklung und Identifizierung neuer,
immunsuppressiver Therapien Gegenstand der Forschung, sondern es wird auch versucht,
die Immunsuppression komplett zu umgehen. Hierbei spielen besonders Stammzellen, wie
induced pluripotent stem cells (iPSC), human embryonic stem cells (hESC) oder auch adipose-
tissue-derived stem cells (ADSC), eine wichtige Rolle. Zahlreiche Studien zeigten bereits das
Potential dieser Zellen, sich zu insulin-producing cells (IPC) differenzieren zu kénnen [Serup
et al., 2001; Timper et al., 2006; Bose et al., 2012; Schulz et al., 2012; Sasaki & Miyatsuka,
2023]. Die anschlieRende Transplantation der IPC zeigte im experimentellen Kleintiermodell
(Maus/Ratte) positive Ergebnisse [Jeon et al., 2012; Liu et al., 2013; Yang et al., 2017]. Zudem
konnte nachgewiesen werden, dass nur eine minimale oder auch keine immunsuppressive
Therapie nach Transplantation der IPC bengtigt wird.

Trotz aller zuvor erwahnten Probleme und den damit verbundenen Verbesserungen ist der
Erfolg der Inseltransplantation letztlich noch durch eine zu langsam vonstattengehende
Revaskularisierung der Transplantate im Empfangergewebe limitiert. Der Prozess der
Revaskularisierung dauert mehrere Tage bis Wochen und erfordert sowohl die Vaskulogenese
als auch die Angiogenese [Contreras et al., 2003; Brissova & Powers, 2008; Kang et al., 2012;
Oh et al., 2013]. Die Vaskulogenese ist charakterisiert durch die Bildung neuer Blutgefal3e aus
endothelial progenitor cells (EPC). Diese befinden sich normalerweise im Knochenmark und

gelangen bei einer Verletzung oder Schadigung des Gewebes in den Blutkreislauf. Anhand
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von Signalen, wie Hypoxie, Wachstumsfaktoren sowie Chemokinen, finden die EPC an ihren
Wirkungsort. Dort differenzieren sie zu reifen Endothelzellen und/oder Ubernehmen die
Regulation vorhandener Endothelzellen Uber parakrine oder juxtakrine Signale [Balaji et al.,
2013]. Im Gegensatz zur Vaskulogenese stellt die Angiogenese die Ausbildung neuer
BlutgefalRe aus bereits existierenden BlutgefalRen dar [Bouis et al., 2006]. Diese neuen Gefalde
wachsen in hypoxisches Gewebe ein, um dort die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der
umgebenen Zellen zu gewahrleisten [Persson & Buschmann, 2011]. Zuerst kommt es zur
Stimulation von Endothelzellen durch Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial growth
factor (VEGF), wodurch eine Vasodilatation sowie erhéhte Gefal3permeabilitdt und somit eine
vermehrte Ausschuttung von Plasmaproteinen induziert wird [Carmeliet, 2000]. Dadurch wird
folgend die vaskulare Basalmembran und umliegende extrazellulare Matrix (EZM) mithilfe
verschiedener Matrixmetalloproteasen (MMP) proteolytisch abgebaut [van der Windt et al.,
2012]. Somit kénnen einzelne Endothelzellen durch die Destabilisierung der Gefal3struktur zu
dem initialen Stimulus migrieren [Conway et al.,, 2001]. Diese richtungsweisenden
Endothelzellen werden Tip-Zellen genannt, wahrend die nachfolgenden proliferierenden
Endothelzellen als Stalk-Zellen bezeichnet werden [Zeng et al., 2021]. Im letzten Schritt bilden
die Stalk-Zellen nicht nur GeféaRsprossen und ein Lumen aus, sondern werden durch die
Bildung neuer EZM, rekrutierte Perizyten sowie glatte Muskelzellen stabilisiert [Conway et al.,
2001]. Dieser Angiogenese- und Revaskularisierungsprozess dauert bis zu 2 Wochen
[Cauwenbergh, 1989; Jansson & Carlsson, 2002; Konstantinova & Lammert, 2004]. In dieser
Zeit sind die transplantierten Langerhans-Inseln einem Sauerstoff- und Nahrstoffdefizit
ausgesetzt [Menger et al., 2001]. Dies fihrt dazu, dass die endokrine Funktion und ein
langfristiges Uberleben der Transplantate nicht gewahrleistet werden kann. Aus diesem Grund
wird mit Hochdruck an neuen Strategien zur Verbesserung der Revaskularisierung

transplantierter Langerhans-Inseln geforscht.

3.2 Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor
protein (NLRP)3

Die NLRP-Inflammasome sind grof3e, zytoplasmatische Multiproteinkomplexe und wichtige
Komponenten des angeborenen Immunsystems [Yashiro et al., 2021; Zhang et al., 2023]. Sie
dienen der Erkennung von intrazellularen Infektionen und Zellschaden. Zu der Familie der
NLRP-Inflammasome gehdren dber 20 Mitglieder, die eine dhnliche Grundstruktur besitzen
[Shen et al., 2022]. Die C-terminale leucin-rich-repeat (LRR)-Domé&ne dient der
Ligandenerkennung, wéhrend die zentralgelegene NOD-Domé&ne die Oligomerisierung von

sich selbst initiiert. Am N-Terminus befindet sich die Effektordomane, die mit Signalmolekilen
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interagiert und somit fiir die Signalweiterleitung verantwortlich ist [Chen & Pedra, 2010; Velloso
et al., 2019].

Das NLRP3-Inflammasom ist im Hinblick auf seine pathophysiologischen Eigenschaften das
am besten untersuchte und charakterisierte Inflammasom [Shin et al., 2015]. Es wird
hauptséchlich in Immunzellen, wie Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen,
exprimiert [Yashiro et al., 2021]. In den letzten Jahren konnte NLRP3 mit der Pathogenese
vieler Krankheiten, wie Adipositas, Arteriosklerose, Alzheimer, Parkinson und T2D, in
Verbindung gebracht werden [Wang et al., 2020b]. Das NLRP3-Inflammasom besteht aus dem
Sensorprotein NLRP3, dem Adaptorprotein apoptosis-associated speck-like protein containing
a caspase activation and recruitment domain (CARD) (ASC) und dem Effektorprotein Caspase
(Casp)l [Song et al., 2017a]. Die Induktion des NLRP3-Inflammasoms wird in zwei Schritte
unterteilt, dem Priming und der Aktivierung (Abbildung 4).

Priming Aktivierung

Signal 1

Porenbildung
& Pyroptose

ASC )
Pfo el @ Gsbmp

NLRP3

Inflammasom 1

\5 ’ Pro-GSDMD
Transkrlptlon
Slgnal 2 CaSpl
—W
Nucleus NLRP3 1
Pro-IL-18 IL-18

Pro-IL-1B ¢¢ “ IL-1B

Zytoplasma

Abbildung 4: Schematische Darstellung der NLRP3-Inflammasom-Aktivierung. Durch die Bindung von
pathogen-associated molecular patterns (PAMP), reactive oxygen species (ROS) und/oder Zytokine (Signal 1)
an TLR wird das Priming ausgel6st. AnschlieRend kommt es zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges, wodurch
die Expression von NLRP3 induziert wird. Das Signal 2 (PAMP, damage-associated molecular patterns (DAMP),
ROS, K*- und/oder CI-Ausstrom) fuhrt zum Aktivierungsschritt, bei dem es zur Oligomerisierung von NLRP3 und
zur Rekrutierung von ASC sowie Caspl kommt. Nach der Zusammenlagerung der drei Proteine zu einem
Komplex wird die Caspl-abhéngige Spaltung von pro-Interleukin (IL)-18 und pro-IL-1 zu IL-18 und IL-1 initiiert.
Pro-gasdermin D (GSDMD) wird ebenfalls durch die Caspl gespalten, wodurch GSDMD im Anschluss eine Pore
in der Zellmembran bildet und somit die Pyroptose induziert. (Erstellt mithilfe von Servier Medical Art und
modifiziert nach Wrublewsky [2020])
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Das Priming (Signal 1) wird durch PAMP, ROS und/oder Zytokine, wie IL-1a, die durch ihre
Bindung an Toll-like receptors (TLR) den NF-kB-Signalweg aktivieren, ausgelost. Dadurch wird
die Expression von NLRP3 induziert (Abbildung 4) [Swanson et al., 2019; Long et al., 2020].
Der anschlielBende Aktivierungsschritt (Signal 2) wird durch ein breites Spektrum exogener
und endogener Stimuli, wie PAMP, DAMP, ROS, K*- und/oder CI-Ausstrom vermittelt [Song
etal., 2017a; Swanson et al., 2019]. Es kommt anschlielend zur Oligomerisierung des NLRP3-
Inflammasoms unter Beteiligung von ASC und Caspl. Dieser Komplex kann folgend die
Caspl-abhangige Spaltung der Zymogene pro-IL-18 und pro-IL-1B zu deren reifen, biologisch
aktiven Formen IL-18 und IL-1pB initiieren. Zudem kann die durch das NLRP3-Inflammasom
aktivierte Caspl auch GSDMD von der inaktiven in die aktive Form Uberfiihren, wodurch die
Pyroptose induziert wird (Abbildung 4) [Swanson et al., 2019].

NLRP3 wird aber nicht nur von Zellen des Immunsystems exprimiert. So konnten Studien das
Inflammasom ebenfalls in B-Zellen der Langerhans-Inseln nachweisen [Chen et al., 2018;
Lebreton et al., 2018]. Zudem sind NLRP3 sowie die NLRP3-assoziierten Gene, wie Caspl
und IL-1B, sowohl in isolierten Langerhans-Inseln nach Hypoxie-induziertem Stress als auch
in der frihen Phase nach der Transplantation in Langerhans-Inseln vermehrt exprimiert.
Daraus kann auf eine Uberaus wichtige Funktion des Inflammasoms in diesen Zellen
geschlossen werden [Chen et al., 2018; Lebreton et al., 2018; Lavallard et al., 2020]. In der
Tat ist NLRP3 nicht nur an der Regulation der mitochondrialen Aktivitat beteiligt, sondern zeigt
auch eine hemmende Wirkung auf die Insulin-Sekretion [Morgan & Liu, 2011; Song et al.,
2017b; Sokolova et al., 2018; Lavallard et al., 2020]. Allerdings ist der zugrundeliegende
regulatorische Mechanismus hierzu bis heute ungeklart.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde bereits in meiner vorangegangenen Masterarbeit
untersucht, welchen Einfluss der globale knockout (KO) von NLRP3 (NIrp37) auf die Funktion
und die Revaskularisierung isolierter und transplantierter Langerhans-Inseln hat [Wrublewsky,
2020]. In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von NLRP3
weder die zellulare Zusammensetzung noch die Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln
beeintrachtigt. Im Gegensatz dazu konnte eine beschleunigte In-vivo-Revaskularisierung von
NIrp3” Langerhans-Inseln gezeigt werden [Wrublewsky, 2020]. Diese vielversprechenden
Daten kdnnen jedoch nicht in der klinischen Praxis angewendet werden, da es sowohl ethisch
als auch technisch bislang nicht moglich ist, einen KO von NLRP3 in humanen
Langerhans-Inseln herzustellen. Aus diesem Grund wurden zu Beginn der vorliegenden Arbeit
die Langerhans-Inseln mit dem pharmakologischen NLRP3-Inhibitor CY-09 behandelt und die
in der Masterarbeit durchgefuhrten Versuche wiederholt. Darauf aufbauend wurden weitere
In-vitro- und In-vivo-Experimente sowohl mit dem globalen KO von NLRP3 als auch mit CY-
09 durchgefuhrt. Hierbei wurde nicht nur die endokrine Funktion isolierter Langerhans-Inseln

nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 untersucht, sondern auch der zugrundeliegende
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regulatorische Mechanismus entschlisselt. AbschlieBend wurde analysiert, ob sich die
Transplantation von NIrp3” und WT + CY-09 Langerhans-Inseln positiv auf die

Wiederherstellung einer Normoglykamie von diabetischen Mausen auswirkt.

3.3 Mikrovaskulare Fragmente (MVF)

Der Isolationsprozess von Langerhans-Inseln hat nicht nur zur Folge, dass ein Grof3teil der
Langerhans-Inseln eine verminderte endokrine Aktivitdt aufweist, sondern verursacht
ebenfalls, dass sie ihr dichtes Blutgefalinetzwerk verlieren [Bottino et al., 2004; Benton et al.,
2008; Brissova & Powers, 2008]. Letzteres fuhrt dazu, dass die Langerhans-Inseln nach der
Transplantation erst wieder ein BlutgefalZnetzwerk ausbilden missen. Wie schon erwéhnt, ist
dieser Angiogenese- und Revaskularisierungsprozess zeitintensiv und dauert bis zu 2 Wochen
[Cauwenbergh, 1989; Jansson & Carlsson, 2002; Konstantinova & Lammert, 2004]. In der
Zwischenzeit sind die transplantierten Langerhans-Inseln auf die Diffusion von Sauerstoff und
Néhrstoffen aus dem Empfangergewebe angewiesen [Menger et al., 2001]. In den meisten
Fallen ist diese Diffusion jedoch nicht ausreichend, weshalb es vermehrt zu Ischamie-
bedingten Apoptosen und Nekrosen kommt [Brissova et al., 2004; Pepper et al., 2013; Delaune
et al., 2017].

In den letzten Jahren wurde daher intensiv an Strategien zur Beschleunigung der
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln geforscht. Beispielsweise flhrte die
Transduktion von Langerhans-Inseln mit adenoviralen Vektoren, die fir VEGF oder
Angiopoietin (Ang-1) codieren, und deren anschlieende Transplantation zu einer deutlich
schnelleren Revaskularisierung [Zhang et al., 2004; Su et al., 2007]. Jedoch besteht bei
Adenoviren-basierten Methoden das Risiko einer chromosomalen Instabilitdt und einer starken
Immunreaktion [Baum et al., 2004]. Unsere Arbeitsgruppe zeigte bereits, dass die Behandlung
von isolierten Langerhans-Inseln oder Empfangertieren mit dem pro-angiogenen Hormon
Erythropoietin (EPO) die Blutgefaf3neubildung innerhalb der transplantierten Langerhans-
Inseln und des umgebenden Gewebes verbessert [Menger et al., 2020a; Menger et al., 2021].
Allerdings fuhrt eine langandauernde EPO-Behandlung zu einem erhfhten Hamatokrit-Level,
wodurch das Risiko fur Thrombosen und Schlaganfélle erhoht ist [Menger et al., 2020a]. Die
Ko-Transplantation von Langerhans-Inseln mit verschiedenen Zelltypen, wie Endothelzellen,
Fibroblasten und mesenchymal stem cells (MSC), stellt eine weitere interessante Strategie dar
[Coppens et al., 2013; Kerby et al., 2013; Quaranta et al., 2014; Perez-Basterrechea et al.,
2017]. Hierbei zeigte sich jedoch, dass die Bildung neuer BlutgefaRe aus beispielsweise
Endothelzellen nicht schnell genug ist, um eine adaquate Revaskularisierung der
Transplantate zu gewahrleisten. Ein neuer Ansatz konnte die Ko-Transplantation von

Langerhans-Inseln und MVF sein.

14



Einleitung

MVF sind eine Mischung aus arteriolaren, venularen und kapillaren Segmenten mit einer
Lange von 20-200 um [Laschke & Menger, 2015]. Sie kénnen leicht in grol3en Mengen durch
einen enzymatischen Verdau aus dem Fettgewebe isoliert werden [Frueh et al., 2017a; Frueh
et al., 2017b]. MVF besitzen eine intakte GefalBmorphologie bestehend aus einem zentralen
Lumen, Endothel und stabilisierenden perivaskularen Zellen, wodurch sie sich nach ihrer
Transplantation untereinander sowie mit den im umliegenden Gewebe befindlichen
BlutgefaRen verbinden kdénnen [Laschke & Menger, 2015; Frueh et al., 2017a]. Zudem
bestehen MVF neben Endothelzellen und Perizyten auch aus MSC [McDaniel et al., 2014].
Letztere sekretieren pro-angiogene Wachstumsfaktoren, wie hepatocyte growth factor (HGF)
und insulin-like growth factor 1 (IGF-1), und stimulieren somit die Angiogenese im
umgebenden Gewebe [Bai et al, 2012; lonescu et al, 2012]. Aufgrund dieser
vielversprechenden Charakteristika der MVF wurden sie in den letzten Jahren in den
Bereichen des Tissue Engineerings sowie der Regenerativen Medizin als
Pravaskularisierungseinheiten eingesetzt [Laschke & Menger, 2015; Frueh et al.,, 2017a;
Frueh et al.,, 2022; Laschke & Menger, 2022]. So konnte unsere Arbeitsgruppe in einer
Machbarkeitsstudie einen positiven Effekt der MVF auf die Inseltransplantation nachweisen.
Hierbei wurden Langerhans-Inseln in ihre Einzelzellen dissoziiert und mit MVF zu sogenannten
pravaskularisierten Pseudoinseln fusioniert (Abbildung 5). Nachfolgende In-vitro- und Ex-vivo-
Experimente zeigten ein hohes angiogenes Potential dieser Pseudoinseln [Nalbach et al.,
2021b]. Des Weiteren fuhrte die Transplantation der pravaskularisierten Pseudoinseln in
diabetische Tiere zu einer beschleunigten Wiederherstellung physiologischer
Blutglukosespiegel im Vergleich zu Pseudoinseln ohne MVF (Abbildung 5).

Dieser Ansatz hat zwar den Vorteil, dass er den engen Kontakt und somit die direkte
Interaktion der Langerhans-lnseln mit den MVF gewadhrleistet, allerdings muss fir die
Anwendung dieser Strategie im klinischen Alltag beachtet werden, dass die Generierung der
pravaskularisierten Pseudoinseln sehr kosten- und zeitintensiv ist. Zudem flihren die vielen

unterschiedlichen Arbeitsschritte zu einem erhdhten Risiko fir Kontaminationen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fusion von Inselzellen und MVF zu préavaskularisierten
Pseudoinseln. Fir die Generierung von pravaskularisierten Pseudoinseln werden Langerhans-Inseln aus dem
Pankreas und MVF aus dem epididymalen Fettgewebe isoliert. Im Anschluss werden die Langerhans-Inseln
enzymatisch in Einzelzellen dissoziiert und mit den MVF mithilfe der Liquid-Overlay-Kultur zu pravaskularisierten
Pseudoinseln fusioniert. Die Transplantation dieser Pseudoinseln in diabetische Tiere fuhrte innerhalb weniger
Tage zur Wiederherstellung einer Normoglykdmie. (Modifiziert nach dem graphischen Abstract (nur online
verflgbar) von Nalbach et al. [2021b])

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte daher in der vorliegenden Arbeit eine
unkompliziertere Methode zur Verbesserung der Inseltransplantation unter Verwendung der
MVF entwickelt werden. Hierfir wurden Langerhans-Inseln sowie MVF isoliert und als
Gemisch unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe von diabetischen Mausen ko-
transplantiert. Anschlie@end wurden die Revaskularisierung und endokrine Funktion der

Transplantate untersucht.
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4. Ziele der Arbeit

Die klinische Inseltransplantation stellt eine vielversprechende Behandlungsmethode fur T1D-
Patienten dar. Jedoch kommt es aufgrund der unzureichenden und langsamen
Revaskularisierung der transplantierten Langerhans-Inseln zu einem Sauerstoff- und
Nahrstoffdefizit, wodurch das dauerhafte Uberleben und die endokrine Funktion der
Transplantate nicht gewahrleistet werden kann. Daher wird an neuen Strategien zur
Verbesserung der Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln geforscht.

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit sollte aufbauend auf den Daten meiner
vorangegangenen Masterarbeit der Einfluss von NLRP3 auf die Revaskularisierung und
endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln untersucht werden. Hierbei sollten

folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Beeinflusst die Inhibition von NLRP3 die Viabilitat und zelluldare Zusammensetzung
isolierter Langerhans-Inseln negativ?

2. Kann die Inhibition von NLRP3 die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-
Inseln verbessern?

3. Welcher regulatorische Mechanismus fuhrt zu der erhgéhten Insulin-Sekretion isolierter
Langerhans-Inseln nach Verlust oder Inhibition von NLRP3?

4. Fihrt die Transplantation von NIrp3” Langerhans-Inseln oder Wildtyp (WT)
Langerhans-Inseln, die mit dem NLRP3-Inhibitor CY-09 behandelt wurden, zu einer

beschleunigten Wiederherstellung der Normoglykamie von diabetischen Mausen?

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von MVF auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln untersucht

werden. Hierbei sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Beeinflusst der Isolierungsprozess die zellulare Zusammensetzung und Viabilitat von
Langerhans-Inseln und MVF negativ?

2. Verbessert die Ko-Transplantation von MVF und Langerhans-Inseln unter die
Nierenkapsel von diabetischen Mausen die Wiederherstellung physiologischer
Blutglukosespiegel?

3. Verbessert die Ko-Transplantation von MVF und Langerhans-Inseln in das subkutane
Gewebe von diabetischen Maéausen die Wiederherstellung physiologischer

Blutglukosespiegel?
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5. Material und Methoden

5.1 Zelllinien und Zellkultur

Die verwendeten human umbilical vein endothelial cells (HUVEC; PromoCell, Heidelberg,
Deutschland) wurden in endothelial cell growth medium (ECGM; PromoCell) (100 Einheiten/ml
Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin; Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert.
Die Kultivierung der murinen pankreatischen 3-Zelllinie MIN6 (Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie, Prof. Dr. Claudia G6tz, Homburg, Deutschland) erfolgte in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Thermo Fisher Scientific) (25 mmol/l Glukose, 10 % fetal calf
serum (FCS; Thermo Fisher Scientific), 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin).
Beide Zelllinien wurden bei 37 °C, 20 % Sauerstoff (O2), 5 % Kohlenstoffdioxid (CO,) sowie
95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert (Binder, Tuttlingen, Deutschland) und bei einer
Konfluenz von 80 % im Verhaltnis 1:3 passagiert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt.

5.2 NLRP3-Inhibitor: CY-09

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von CY-09 (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
auf biologische Prozesse in vitro, ex vivo und in vivo untersucht. In der Literatur wird CY-09
als Inhibitor fir das NLRP3-Inflammasom beschrieben [Jiang et al., 2017]. CY-09 bindet direkt
an die Adenosintriphosphat (ATP)-Bindestelle der NACHT-Domane von NLRP3 und inhibiert
dessen Adenosintriphosphatase (ATPase)-Aktivitat, wodurch die Zusammenlagerung und
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms blockiert wird. Fir die Verwendung des Inhibitors
wurde eine Stocklésung mit einer Konzentration von 20 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO;
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) mit dem CY-09-Pulver (Reinheit > 98 %)
hergestellt. Die Stocklésung wurde bei -20 °C gelagert und fiir die Verwendung unmittelbar vor
Gebrauch 1:2000 in dem entsprechenden Medium verdinnt. Sofern nicht anders angegeben,
wurden die MIN6-Zellen fur 24 h und die Langerhans-Inseln fir 16 h mit DMSO (Vehikel) oder
CY-09 (10 uM) behandelt. Nach erfolgter Inkubationszeit wurden unterschiedliche
Experimente durchgefihrt.

5.3 Hypoxie-Induktion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Hypoxie auf biologische Prozesse in vitro
und ex vivo untersucht. Hierfir wurden MIN6-Zellen fur 24 h und Langerhans-Inseln fir 16 h
bei 37 °C, 1 % O,, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert (Binder) und

anschliel3end unterschiedliche Untersuchungen durchgefihrt.
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5.4 Tube formation-Assay

Mithilfe des Tube formation-Assays kann die Fahigkeit von Endothelzellen, kapillarartige
Strukturen (GefaBmaschen) zu bilden, untersucht werden. Hierzu wurden 1,5 x 10* HUVEC in
100 ul ECGM (100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) auf 50 pl polymerisiertes
Matrigel (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix; Sigma-Aldrich) pro Well in eine 96-
Well-Platte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) ausgesat. Die Zellen
wurden fir 24 h mit unterschiedlichen Kombinationen von Insulin (1,5 mmol/l; Sigma-Aldrich),
CY-09 (10 uM), dem IR- und IGF-1 Rezeptor (IGF-1R)-Inhibitor Linsitinib (800 nmol/l; Selleck
Chemicals GmbH; Planegg, Deutschland) und DMSO (Vehikel) behandelt. Nach der
Inkubationszeit wurde die Anzahl der GefaBmaschen pro high-power field (HPF) mittels
lichtmikroskopischer Aufnahmen (BZ-8000; Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland)

dokumentiert und mithilfe der FIJI-Software (GitHub, San Francisco, USA) analysiert.

5.5 Versuchstiere

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden unter einem 12h/12h-
Tag/Nacht-Zyklus bei einer Raumtemperatur von 20 - 24°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 55 + 10 % in der Versuchstierhaltung des Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie,
Universitat des Saarlandes, gehalten. Den Versuchstieren war Trinkwasser und Standard-
Pellet-Futter (Altromin, Lage, Deutschland) ad libitum zuganglich. Neben dem
Allgemeinzustand der Versuchstiere wurde deren Verhalten und Korpergewicht stetig
kontrolliert. Fur die Isolierung von Langerhans-Inseln wurden homozygote C57BL/6J oder
C57BL/6N WT-Mause sowie homozygote transgene NIrp3”-Mause (B6.129S6-
NIrp3™iBhk/J: JAX stock #021302; Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) und Caspl”-Mause
(B6N.129S2-Caspl1™*™v/J; JAX stock #016621; Jackson Laboratory) im Alter von 10-20
Wochen und einem Korpergewicht von 22-30 g als Spendertiere verwendet. Mannliche
C57BL/6J oder C57BL/6N WT-, NIrp3”- und Caspl”-Mé&use im Alter von 15-35 Wochen mit
einem Korpergewicht von 25-35 g dienten als Spendertiere fir die Isolierung der MVF.
Méannliche C57BL/6J oder C57BL/6N WT-Mause in einem Alter von 8-16 Wochen und einem
Gewicht von 24-28 g wurden als Empfangertiere fur die Praparation der Rickenhautkammer
und das diabetische Mausmodell verwendet.

Alle Tierexperimente wurden von der lokalen Tierschutzkommission und dem Landesamt fur
Verbraucherschutz (Abt. C ,Veterindrwesen, Tierschutz; Saarbricken, Deutschland)
genehmigt (Zulassungsnummern: 18/2017, 45/2018, 30/2019) und gemaf} des deutschen
Tierschutzgesetzes sowie den Leitlinien der National Institutes of Health (NIH) fir die Pflege
und Verwendung von Labortieren (Institute of Laboratory Animal Resources, Washington,
D.C., USA) durchgefihrt.
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5.6 Isolierung von MVF aus dem epididymalen Fettgewebe

Die Isolierung der MVF erfolgte nach Frueh et al. [2017b]. Hierflr wurden die Spendermause
durch eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Kdrpergewicht;
Serumwerke Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg
Kdrpergewicht; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) narkotisiert und mittels
zervikaler Dislokation euthanasiert. Das Abdomen wurde durch eine mediane Laparotomie
eroffnet, das epididymale Fettgewebe oberhalb des Nebenhodens enthommen und in Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS; Thermo Fisher Scientific) gewaschen (Abbildung 6A). Zuerst
wurde das Fettgewebe mit einer Schere mechanisch zerkleinert und anschlieend unter
langsamen Rihren in einer Kollagenaselésung (0,1 mg Kollagenase NB 4G (5 U/mg;
Nordmark, Uetersen, Deutschland) in 1 ml phosphate-buffered saline (PBS; Thermo Fisher
Scientific)) fiir 10 min bei 37 °C enzymatisch verdaut. Nach Inaktivierung der Kollagenase mit
DMEM (25 mmol/l Glukose, 10 % FCS, 100 Einheiten/ml| Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin)
wurde die Suspension fir 5 min bei 37 °C inkubiert und danach der Fettiberstand entfernt
(Abbildung 6B). Nun wurden die MVF mittels eines 500-um-Filters (pluriSelect, Leipzig,
Deutschland) von den unverdauten Kollagenfasern der EZM separiert und bis zur weiteren
Verwendung in DMEM (25 mmol/l Glukose, 10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin) bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert (Abbildung 6C).

A B
. MeCh?‘niSChe ] Fettuberstand . .
b Zerkleinerung i Filtration
' Medium '
MVF
Verdau 37°C * Waschen

Abbildung 6: Isolierung von MVF aus epididymalem Fettgewebe. (A) Das enthommene epididymale
Fettgewebe der Maus wird mechanisch zerkleinert und enzymatisch verdaut. MaRstab: 20 mm. (B) Nach dem
enzymatischen Verdau und der Inaktivierung der Kollagenase befinden sich die MVF im Medium, wahrend das
verdaute Fettgewebe die obere Phase der Suspension bildet. Der Fettiberstand wird abgenommen und die MVF
durch Filtration der Zellsuspension uber einen 500-pm-Filter von den unverdauten Kollagenfasern getrennt.
Nach der Aufreinigung kdnnen die MVF fiur weiterfihrende Versuche verwendet werden. Maf3stab: 20 mm. (C)
Lichtmikroskopische Aufnahme eines isolierten MVF. MaR3stab: 20 pm.

5.7 lIsolierung von Langerhans-Inseln aus dem Pankreas

Die Isolierung der Langerhans-Inseln erfolgte nach Gotoh et al. [1987]. Hierfur wurden die
Spendermdause durch eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Kérpergewicht)
und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg Koérpergewicht) narkotisiert und mittels zervikaler
Dislokation euthanasiert. Nach Offnung des Abdomens durch eine mediane Laparotomie

wurde der Gastrointestinaltrakt zur rechten Seite ausgelagert (Abbildung 7A). Nach der Ligatur
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des Ductus pancreaticus nahe des Ductus choledochus wurde unmittelbar vor der Papilla
Vateri eine flexible 34 G Kanule (World Precision Instruments, Sarasota, USA) mit einem
zweiten Faden fixiert (Abbildung 7B), sodass 1 ml einer 4 °C kalten Kollagenaselésung (10 mg
Kollagenase NB 8 (1 U/mg; Nordmark), 10 ml HBSS, 250 pl Neutralrot (Sigma-Aldrich)) Gber
den Ductus pancreaticus in das Pankreas injiziert werden konnte (Abbildung 7C). Das in der
Kollagenaseltsung enthaltene Neutralrot farbt die vitalen endokrinen Langerhans-Inseln an,
wodurch sich diese bei der spateren Aufreinigung von dem verdauten exokrinen Gewebe
besser unterscheiden lassen. Nach der Injektion wurde das Pankreasgewebe enthommen
(Abbildung 7D) und das exokrine Gewebe durch eine 15-minitige Inkubation im Wasserbad
(Thermo Fisher Scientific) bei 37 °C enzymatisch verdaut (Abbildung 7E). AbschlieRend
wurden die vereinzelten Langerhans-Inseln mithilfe einer 200 pl Pipette (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung in DMEM (25 mmol/l Glukose,
10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) bei 37 °C und 5 % CO-
kultiviert (Abbildung 7F).

Abbildung 7: Isolierung von Langerhans-Inseln aus dem Pankreas. (A) Das Abdomen der narkotisierten
Maus wird durch eine mediane Laparotomie erdffnet und das Pankreas freigelegt (grau gestrichelte Linie:
Pankreas; schwarz gestichelte Linie: Ductus pancreaticus). Ma3stab: 10 mm. (B) Nach Kaniilierung des Ductus
pancreaticus wird dieser beidseitig ligiert. MaRstab: 10 mm. (C) Uber den Ductus pancreaticus wird die mit
Neutralrot-gefarbte Kollagenaselosung in das Pankreas injiziert. Maf3stab: 10 mm. (D) Das angefarbte Pankreas
wird entnommen. MaR3stab: 20 mm. (E) AnschlieBend wird das Pankreas enzymatisch verdaut. (F) Nach der
Aufreinigung konnen die Langerhans-Inseln kultiviert und fir weiterfihrende Versuche verwendet werden.
(Erstellt mithilfe von Servier Medical Art und modifiziert nach Wrublewsky [2020])
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5.8 Propidiumiodid- und Calcein-Farbung

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe der Propidiumiodid- und
Calcein-Farbung die Viabilitat der isolierten Langerhans-Inseln analysiert. Hierbei dienten
Langerhans-Inseln, die fur 24 h in 0,2 % Wasserstoffperoxid (H.O2; Otto Fischar GmbH & Co.
KG, Saarbricken, Deutschland) inkubiert wurden, als Positivkontrolle. Fir die Farbung wurden
die Langerhans-Inseln mit PBS gewaschen und fiir 20 min bei 37 °C mit Propidiumidodid (50
pg/ml; BD GmbH, Heidelberg, Deutschland) und Calcein (1 pg/ml; Thermo Fisher Scientific)
inkubiert. Die Zellkerne wurden fir 10 min bei 37 °C mittels Hoechst 33342 (2 pg/ml; Roche,
Mannheim, Deutschland) angefarbt. Im Anschluss wurden die Langerhans-Inseln erneut mit
PBS gewaschen, in Glycerin-Gelatine (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
aufgenommen und auf einem Objekttrager (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Edermiinde, Deutschland) eingedeckt. Die zellulare Farbung wurde mittels eines BX60
Fluoreszenz-Mikroskops (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) in 200-facher
VergroRerung visualisiert.

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe der Propidiumiodid-
Farbung nekrotische Zellen innerhalb isolierter Langerhans-Inseln und MVF analysiert werden.
Hierbei dienten Langerhans-Inseln bzw. MVF, die fir 24 h in 0,2 % H»O, inkubiert wurden, als
Positivkontrolle. Fir die Farbung wurden die Langerhans-Inseln bzw. MVF mit PBS
gewaschen und fur 20 min bei 37 °C mit Propidiumidodid (50 pg/ml) inkubiert. Die Zellkerne
wurden fur 10 min bei 37 °C mittels Hoechst 33342 (2 pg/ml) angefarbt. Im Anschluss wurden
die Langerhans-Inseln bzw. MVF erneut mit PBS gewaschen, in Glycerin-Gelatine
aufgenommen und auf einem Objekttrager eingedeckt. Die zellulare Farbung wurde mittels

eines BX60 Fluoreszenz-Mikroskops in 200-facher VergréZerung visualisiert.

5.9 Durchflusszytometrische Analyse

Mithilfe  einer  Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung und anschlieRender
Durchflusszytometrie wurde die Viabilitat der Einzelzellen innerhalb isolierter Langerhans-
Inseln analysiert. Hierzu wurden die Langerhans-Inseln mit PBS gewaschen und mittels
Accutase® (Biolegend GmbH, Koblenz, Deutschland) in Einzelzellen separiert. Im Anschluss
wurden die Einzelzellen fir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mit Propidiumiodid und
Annexin V (100 pg/ml) (Propidiumiodid- und Annexin V-kit; BD GmbH) inkubiert, mit einem
FACSLyrics Durchflusszytometer (BD GmbH) gemessen und, wie in Tabelle 1 dargestellt, in

vier Gruppen eingeteilt.
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Tabelle 1: Bestimmung der Viabilitat mittels Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung. Der Anteil an vitalen,
apoptotischen, nekrotischen und nekroptotischen Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln kann anhand ihres
Farbeverhaltens detektiert werden.

Annexin V-negativ Annexin V-positiv
Propidiumiodid-negativ Vital Apoptotisch
Propidiumiodid-positiv Nekrotisch Nekroptotisch

5.10 Einbetten isolierter Langerhans-Inseln in eine HepatoQuick®-Matrix

Um immunhistochemische Farbungen isolierter Langerhans-Inseln durchfihren zu kénnen,
mussten die Langerhans-Inseln zunéachst in eine HepatoQuick®-Matrix eingebettet werden.
Hierzu wurde ein Gemisch aus 100 pl HepatoQuick® (Stago, Asniéres sur Seine, Frankreich),
50 ul platelet-poor plasma (PPP; eigene Herstellung) und 10 pl 10 % CaCl,-Ldsung in den
Deckel eines 1,5 ml Reaktionsgefal3es (Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland)
pipettiert. Durch eine Inkubation von 45 min bei 37 °C wurde das Ausharten dieses Gemischs
induziert. AnschlieRend wurden 30 Langerhans-Inseln in 10 pl HepatoQuick® aufgenommen,
mittig auf die ausgehéartete Matrix pipettiert und 5 pul PPP sowie 1 pl CaCl,-Lésung zugegeben.
Durch eine erneute Inkubation von 15 min bei 37 °C wurden die Langerhans-Inseln auf der
unteren Matrix fixiert. Zuletzt wurde eine dritte Schicht aus 100 pl HepatoQuick®, 50 pl PPP
und 10 pl CaCly-Lésung auf die Matrix pipettiert und fiir 60 min bei 37 °C zum Ausharten
inkubiert. AbschlieRend wurde die Matrix mithilfe einer Kanile (B. Braun SE, Melsungen,
Deutschland) aus dem Deckel des Reaktionsgefales gelost. Fir die folgenden
immunhistochemischen Analysen wurde die entnommene Matrix fur 24 h in 4 %
Paraformaldehyd (PFA; Morphisto, Offenbach am Main, Deutschland) bei 4 °C fixiert.

5.11 Ribonucleic acid (RNA)-Isolation

Fur die Isolation der RNA aus Langerhans-Inseln wurden diese in PBS gewaschen und in
400 pl QIAzol™ Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland) bei -80 °C eingefroren. Die
Proben wurden nach dem Auftauen resuspendiert und durch eine Inkubation (5 min bei 30 °C)
aufgeschlossen. Nach Zugabe von 80 pl Chloroform (Carl Roth GmbH) wurden die Proben fir
40 s gemischt, bei 30 °C fur 3 min inkubiert und bei 4 °C fir 20 min bei 9500 xg zentrifugiert.
Im Anschluss wurde die obere wassrige Phase in ein neues 2 ml Reaktionsgefall (Sarstedt
AG & Co. KG) uberfiihrt und die RNA durch Zugabe von Isopropanol (Carl Roth GmbH) tber
Nacht bei -20 °C gefallt. Am Folgetag wurden die Proben bei 4 °C fir 10 min bei 12000 xg
zentrifugiert. Im Anschluss wurde Ethanol (75 %) hinzugegeben, erneut bei 4 °C fir 5 min bei
7500 xg zentrifugiert und das RNA-Pellet getrocknet. Dieses wurde in RNAse-freiem H,O

aufgenommen und fir 30 min auf Eis geldst. Zuletzt wurde die RNA-Konzentration mithilfe
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eines DeNovix NanoDrops (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) bei
260 nm gemessen und die Reinheit mithilfe der Quotienten 260/280 nm und 260/230 nm

Uberprift. Die eluierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.12 Reverse Transkription

Mithilfe des HighScriber™ reverse transcriptase mix kit (HighQu, Kraichtal, Deutschland)
wurde die RNA durch das Enzym reverse Transkriptase in complementary deoxyribonucleic
acid (cDNA) umgeschrieben. Hierfur wurde 1 pg isolierte RNA eingesetzt und die cDNA-
Synthese nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die Konzentration und
Reinheit der cDNA mithilfe eines DeNovix NanoDrops gemessen und diese bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

5.13 Quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Mithilfe der gRT-PCR konnte die Genexpression von Zellen quantifiziert werden. Hierzu
wurden der ORA™ SEE qPCR Green ROX L Mix (HighQu), 100 ng cDNA (siehe Abschnitt
5.13) und 500 nM Primer (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Die gRT-PCR wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefuihrt und die Erhebung der Daten erfolgte mit dem MiniOpticon™ Real-
Time PCR Detection-System in Kombination mit der CFX Manager™-Software (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland). Es wurden folgende Primer-Paare fir die qRT-
PCR verwendet:

Insl: f 5-AACAACTGGAGCTGGGAGGAAG-3', r 5-GGTGCAGCACTGATCCACAATG-3'
Ins2: f 5-GCAGCACCTTTGTGGTTCC-3', r 5-CTTGTGGGTCCTCCACTTC-3'

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

5.14 Glukose-stimulierte Insulin-Sekretion

Um die Insulin-Sekretion von isolierten Langerhans-Inseln in vitro zu bestimmen, wurden je 10
Langerhans-Inseln pro Well in eine 24-Well-Platte (Greiner Bio-One GmbH) pipettiert und
diese fur 16 h entweder unter normoxischen (37 °C, 20 % O», 5 % CO,) oder hypoxischen
(37 °C, 1% O, 5 % COy) Bedingungen kultiviert. Im Anschluss wurden die Langerhans-Inseln
mit krebs ringer buffer (KRB; 115 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 1,28 mmol/l CaCl, 6H,0,
1,2 mmol/l MgS0O47H-0, 0,1 % bovine serum albumin (BSA; Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland)) gewaschen und fur 30 min bei 37 °C und 5 % CO, in KRB mit 16,5
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mM Glukose inkubiert. Der Uberstand wurde bei -80 °C fiir die darauffolgende enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA)-Messung gelagert.

5.15 Bestimmung der Insulinmenge

Sowohl die Menge an sekretiertem Insulin der isolierten Langerhans-Inseln als auch die
Menge an Insulin im Plasma und in den Transplantaten (Nierenkapsel und subkutanes
Gewebe) wurde mithilfe des rat insulin ELISA-kit (Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben quantifiziert. Hierfir wurden die Proben als Doppelbestimmung auf die
ELISA-Platte aufgetragen und fir 2,5 h bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Nach
Verwerfen der Proben wurde die ELISA-Platte fir 1 h mit dem biotinylierten Antikérper und
anschlie3end fur 45 min mit horseradish peroxidase (HRP)-gekoppeltem Streptavidin bei
Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Die ELISA-Platte wurde daraufhin mit dem
Substrat 3,3,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe der Stopp-Losung beendet, die Absorption bei 450 nm in dem
Plattenlesegerat PHOmMo (Anthos, Friesoythe, Deutschland) gemessen und die Menge an

Insulin mithilfe der Standardreihe bestimmt.

5.16 Sprouting-Assay von MVF-Spharoiden

Mithilfe eines Sprouting-Assays konnte das Sprouting-Verhalten von MVF-Sphéroiden in
einem 3D-Zellkulturmodell untersucht werden. Hierzu wurden MVF aus dem epididymalen
Fettgewebe von C57BL/6J WT- und Nirp3”-Spendermausen isoliert (siehe Abschnitt 5.6) und
deren Anzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda
Kdnigshofen, Deutschland) bestimmt. Die MVF-Spharoide wurden mithilfe der Liquid Overlay-
Technik Uber 5 Tage generiert, indem 750 MVF in 100 pl DMEM (25 mmol/l Glukose, 10 %
FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) auf 40 pl ausgehértete Agarose
(1 %) (Sigma-Aldrich) pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat wurden. Um die angiogene
Aktivitat der MVF-Sphéroide analysieren zu konnen, wurden je 300 pl einer 4 °C-kalten
Kollagen-Losung (120 pl Kollagen-Extrakt (Advanced Biomatrix, Carlsbad, USA), 15 pl 10x
M199 (Sigma-Aldrich), 15 ul 0.2 M NaOH, 60 ul DMEM, 60 ul 0,5 % Methylcellulose (Thermo
Fisher Scientific), 30 pl FCS) pro Well in eine 24-Well-Platte pipettiert und im Brutschrank bei
37 °C fur 45 min ausgehartet. Im Anschluss wurden je 300 pl der Kollagen-Ldsung mit 15 MVF-
Sphéaroiden pro Well auf die untere Kollagen-Matrix gegeben und erneut bei 37 °C fir 45 min
auspolymerisiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Kollagen-Matrix mit 500 pl DMEM
(25 mmol/l Glukose, 10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin), das mit

unterschiedlichen Kombinationen von Insulin (1,5 mmol/l) und CY-09 (10 uM) versetzt wurde,
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Uberschichtet. Die Sprouting-Flache wurde an Tag 3 mittels Hellfeldmikroskopie (Leica
DFC450C; Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) dokumentiert und mithilfe der FIJI-

Software analysiert.

5.17 Aortic ring-Assay

Mithilfe eines Aortic ring-Assays konnte die angiogene Wirkung von unterschiedlichen
Substanzen auf das Sprouting-Verhalten von Aorten-Ringen untersucht werden. Fir die
Entnahme der Aorten-Ringe wurden C57BL/6J WT- und Nirp3”-Spenderméause durch eine i.p.
Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (12
mg/kg Kdrpergewicht) narkotisiert und mittels zervikaler Dislokation euthanasiert. Nach einer
medianen Laparotomie wurde dem Spendertier die thorakale Aorta entnommen und in DMEM
(25 mmol/l Glukose, 10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) gereinigt,
um Gewebe-, Fett- und Blutreste zu entfernen. AnschlieRend wurde die Aorta mit einer
Mikroschere in 0,5 mm-breite Ringe geschnitten und je ein Ring in 100 pl flissiges Matrigel
pro Well in eine 96-Well-Platte eingebettet. Nach 15-mintiger Polymerisation des Matrigels
wurde auf dieses 100 pl DMEM (25 mmol/l Glukose, 10 % FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin,
0,1 mg/ml Streptomycin), das mit unterschiedlichen Kombinationen von Insulin (1,5 mmol/l),
CY-09 (10 pM), Linsitinib (800 nmol/l) und DMSO (Vehikel) versetzt wurde, gegeben. Die
Aorten-Ringe wurden anschlieRend fir 6 Tage bei 37 °C, 20 % O, 5 % CO_ und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde an Tag 3 durchgefiihrt. Nach der
Inkubationszeit wurde die Sprouting-Flache mittels lichtmikroskopischer Aufnahmen (BZ-

8000) dokumentiert und mithilfe der FIJI-Software analysiert.

5.18 Ca?*-Messung

Fur die Messung der zytosolischen Ca?*-Konzentration innerhalb der Langerhans-Inseln
wurden diese fur 2 h mit 5 uM Fura-2-acetoxymethylester (Fura-2AM) (Sigma-Aldrich) in KRB
ohne Glukose beladen und 2-mal mit PBS gewaschen. Im Anschluss konnte die zytosolische
Ca?-Konzentration mithilfe der Anregungswellenlangen 340 nm und 380 nm und einer
Emissionswellenlange von 505 nm gemessen werden (CLARIOstar; BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland). Die Messung erfolgte in einer 96-Well-Platte alle 20 s Uuber einen
Beobachtungszeitraum von 25 min, wéahrenddessen drei unterschiedliche Konditionen
gemessen wurden. Zur Bestimmung der Basislinie wurden die Langerhans-Inseln zunéchst fur
5 min in KRB ohne Glukose inkubiert und anschlielRend folgte eine 15-minitige Inkubation in
KRB mit 20 mM Glukose. Fur die vollstindige Depolarisation der Langerhans-Inseln wurde
zuletzt 30 mM KCI (K*) zugegeben.
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5.19 Zytoplasmatische und nukleare Proteinextraktion

Um die subzellulare Lokalisation von Proteinen mittels Western Blot-Analysen detektieren zu
konnen, mussen zuerst Proteinextrakte der zytoplasmatischen und nuklearen Fraktion
generiert werden. Hierfur wurden Langerhans-Inseln in PBS (4 °C) gewaschen und
anschliel3end erfolgte die Zelllyse durch Zugabe von Puffer A (10 mM HEPES-KOH (pH 7,9),
10 % Glycerol, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl;, 1 mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N",N"-tetraacetat (EGTA), 1 mM Dithiothreitol (DTT), 1 % NP-40, 1:100 Protease-Inhibitor-
Cocktail (Roche)) fur 20 min auf Eis. Die lysierten Proben wurden bei 4 °C fir 5 min bei
14800 xg zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt. Dieser
enthielt die Proteine der zytoplasmatischen Fraktion und wurde bis zur Proteinbestimmung auf
Eis gelagert. Zur Isolation der nukleéren Proteinfraktion wurde das Pellet in Puffer C (10 mM
HEPES-KOH (pH 7,9), 10 % Glycerol, 500 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 1:100 Protease-Inhibitor-Cocktail) geldst und fir 20 min auf
Eis inkubiert. Nach einer 5-minttigen Zentrifugation bei 4 °C und 14800 xg wurde der
Uberstand (nuklearer Proteinextrakt) in ein neues ReaktionsgefaR Uberfuhrt. Die
Proteinkonzentration des zytoplasmatischen und nukle&ren Proteinextrakts wurde mithilfe des
Bradford Reagenz (Bio-Rad Laboratories GmbH) und dem DeNovix DS-11 Spektrophotometer
(Biozym Scientific GmbH) gemessen. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -
20 °C gelagert.

5.20 Gesamtzell-Proteinextraktion

Fur Western Blot-Analysen mussten die Proteine zunachst aus den isolierten Langerhans-
Inseln extrahiert werden. Hierzu wurden die Langerhans-Inseln in PBS gewaschen und
anschlie3end erfolgte die Zelllyse durch Zugabe von Lysepuffer (10 mM TRIS (pH 7,5), 10 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5 % Triton-X-100, 0,02 % NaNs), supplementiert mit 1:500
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Carl Roth GmbH), 1:100 Protease-Inhibitor-Cocktail und
1:100 Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich), fir 30 min auf Eis. Nach einer 30-
minltigen Zentrifugation bei 4 °C und 14000 xg wurde der Uberstand mit den geldsten
Proteinen in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt. Die Proteinkonzentration wurde mithilfe des
Bradford Reagenz und dem DeNovix DS-11 Spektrophotometer gemessen. Die Proben

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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5.21 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)

Die SDS-PAGE wurde zur Analyse von Proteinen verwendet, indem diese entsprechend ihres
Molekulargewichts aufgetrennt wurden. Hierzu wurden die Proben der Proteinextrakte (siehe
Abschnitt 5.20 und 5.21) mit 2x Laemmli-Puffer (Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:1 gemischt
und fir 5 min bei 95 °C im Wasserbad denaturiert. Im Anschluss wurden die Proteinextrakte
auf ein 10 % oder 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und bei 100 V und 30-40 mA
entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Als GrolRenstandard wurde der
Proteinmarker peqGOLD IV (VWR, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

5.22 Western Blot

Bevor die aufgetrennten Proteine mithilfe von Antikérpern visualisiert werden konnten,
mussten diese zuerst mithilfe des Semi dry-Verfahrens auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran (Bio-Rad Laboratories GmbH) transferiert werden. Hierzu wurden das SDS-Gel und
die PVDF-Membran zwischen Whatman-Papieren in einer Semi dry-Kammer (Bio-Rad
Laboratories GmbH) Ubereinandergeschichtet und eine Spannung von 25 V und 1,3 A fir 7
min angelegt. Anschliel3end wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Membran in tris-
buffered saline + Tween20 (TBST; Sigma-Aldrich) und 5 % BSA fur 1 h bei Raumtemperatur
blockiert. Die Primarantikbrper (pancreatic and duodenal homeobox-1 (PDX-1; sc-25403;
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog A (MafA; sc-390491; Santa Cruz Biotechnology), thioredoxin-interacting
protein (TXNIP; #14715; Cell Signaling Technology Europe, Leiden, Niederlande), NLRP3
(#15101; Cell Signaling Technology Europe), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH; 60004; Proteintech Group, Rosemont, USA), Nucleolin (Serum #36; Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie, Prof. Dr. Claudia Go6tz, [Spohrer et al., 2017]) wurden in
TBST und 1 % BSA 1:500 verdinnt und auf der Membran tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
Folgetag wurde die Membran 3-mal fiir 10 min in TBST gewaschen, mit den entsprechenden
HRP-konjugierten Sekundarantikérpern (1:2000; anti-Rabbit IgG HRP (HAF008; R&D
Systems, Minneapolis, USA), anti-Mouse IgG HRP (P044701-2; Aligent Technologies, Santa
Clara, USA)) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und erneut 3-mal fir 10 min in TBST
gewaschen. Zuletzt wurde die Expression der Proteine durch Zugabe des enhanced
chemiluminescence (ECL)-Reagenz (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) in einem ECL
Chemocam Imager (Intas GmbH, Gottingen, Deutschland) visualisiert. Mithilfe der ChemoStar-
Software (Intas GmbH) erfolgte die Quantifizierung der Antikorperintensitaten, welche auf das

entsprechende Haushaltsgen normiert wurden.
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5.23 Ko-Immunprazipitation

Unter Verwendung der Ko-Immunprazipitation konnten Protein-Protein-Wechselwirkungen
identifiziert und analysiert werden. Hierzu wurden die behandelten MIN6-Zellen mit PBS
gewaschen und mithilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale gelést. Nach 5-mindtiger
Zentrifugation bei 200xg erfolgten die Zelllyse und die Bestimmung der Proteinkonzentration
wie zuvor in Abschnitt 5.21 geschrieben. Die Ko-Immunprazipitation der Proteinextrakte wurde
mithilfe des Pierce™ Crosslink IP kit (Thermo Fisher Scientific) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die gebundenen Proteine wurden durch ein 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt (siehe Abschnitt 5.22), auf eine PVDF-Membran transferiert und mittels Western
Blot (siehe Abschnitt 5.23) analysiert.

5.24 Modell der Ruckenhautkammer und Transplantation von
Langerhans-Inseln

Mithilfe des Modells der Riickenhautkammer kann die Revaskularisierung von transplantierten
Langerhans-Inseln in vivo repetitiv analysiert werden [Laschke et al., 2011]. Die aus zwei
Titanrahmen bestehende Rickenhautkammer ermdglicht durch das integrierte
Beobachtungsfenster die Mikroskopie der Mikrozirkulation des Ruckenhautkammergewebes
und der transplantierten Langerhans-Inseln.

Fiur die Praparation der Rickenhautkammer wurden die Empféngertiere durch eine i.p.
Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid
(12 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert und zur Analgesie erfolgte eine subkutane Injektion von
Carprofen (10 mg/kg Koérpergewicht; Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland).
AnschlieRend wurde die Riickenhaut rasiert und mithilfe chemischer Depilation enthaart. Unter
Gegenlichtkontrolle wurden die Blutgefal3e der Rickenhautfalte in eine kongruente Position
gebracht und die Riickenhaut an ihrer Mittellinie cranial und caudal fixiert (Abbildung 8A). Im
Anschluss wurde der riickwartige Titanrahmen apikal entlang der Riickenhautfalte mithilfe von
Einzelknopfnahten fixiert und dessen Verbindungsschrauben mithilfe zweier Inzisionen
implantiert (Abbildung 8B). Das zu entfernende Gewebe im Beobachtungsfenster (15 mm
Durchmesser) wurde markiert (Abbildung 8C). Innerhalb dieser Markierung wurden die Kutis,
Subkutis, quergestreifte Hautmuskulatur und die zwei Schichten des Musculus retractor
mithilfe einer Schere und Mikroschere entfernt (Abbildung 8D). Nach mehrmaligem Spulen der
verbleibenden Rickenhautgewebeschichten mit Kochsalzlosung (Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg, Deutschland) wurde der vordere Titanrahmen unter Zuhilfenahme von Muttern als
Abstandshalter (~1,0 mm) zu dem rickwartigen Titanrahmen aufgesetzt. Das

Beobachtungfenster wurde mit einem Deckglas luftblasenfrei verschlossen und mit einem
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abnehmbaren Sprengring fixiert (Abbildung 8E). Vor der Transplantation der Langerhans-
Inseln konnten sich die Versuchstiere 48 h von dem operativen Eingriff und der Anésthesie
erholen (Abbildung 8F).

Abbildung 8: Préaparation der Riickenhautkammer. (A) Fir die Praparation der Riickenhautkammer wird die
narkotisierte Maus rasiert, enthaart und die Riickenhaut an der Mittellinie cranial und caudal fixiert. MaRstab:
20 mm. (B) Die ruckwartige Kammerhélfte wird mit Einzelknopfnéhten an der Rickenhaut fixiert und die
Verbindungsschrauben mithilfe zweier Inzisionen implantiert. MaRstab: 20 mm. (C) Das zu entfernende Gewebe
im Bereich des Beobachtungsfensters wird unter Gegenlichtkontrolle markiert. Mastab: 15 mm. (D) Die Kultis,
Subkutis, quergestreifte Hautmuskulatur und die zwei Schichten des Musculus retractor werden im Bereich des
Beobachtungsfensters entfernt. Maf3stab: 15 mm. (E) AbschlieRend wird die zweite Kammerhélfte fixiert und das
Beobachtungsfenster mit einem Deckglas und Sprengring luftblasenfrei verschlossen. MaRRstab: 20 mm. (F) Das
Versuchstier kann sich vor der Transplantation der Langerhans-Inseln 48 h von dem operativen Eingriff erholen.
MaRstab: 20 mm. (Modifiziert nach Wrublewsky [2020])

Nach dieser Erholungszeit wurden die Versuchstiere durch eine erneute i.p. Injektion von
Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Koérpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg
Kdrpergewicht) narkotisiert und der Sprengring sowie das Deckglas entfernt. Nach
mehrmaligem Spilen des Praparationsfeldes mit einer Kochsalzlésung wurden 8 Langerhans-
Inseln auf den quergestreiften Hautmuskel transplantiert. Fir die folgende intravitale
Fluoreszenzmikroskopie wurde das Beobachtungsfenster wieder mit einem neuen Deckglas

und Sprengring luftblasenfrei verschlossen.

5.24.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie konnten die Revaskularisierung und
Mikrozirkulation der transplantierten Langerhans-Inseln in vivo repetitiv analysiert werden.
Hierfur wurden die Riickenhautkammer-Tiere durch eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid
(100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg Kdrpergewicht) narkotisiert und
es erfolgte anschlielend eine intravenodse (i.v.) Injektion von 0,05 ml 5 % fluorescein
isothiocyanate (FITC)-markiertes Dextran (Sigma-Aldrich) und 0,05 ml 0,1 % Rhodamin 6G
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(Sigma-Aldrich) in den retrobulbéaren Venenplexus. FITC-markiertes Dextran ist ein an FITC
gekoppeltes Biopolysaccharid mit einem hohen Molekulargewicht von 150.000 Da, weshalb
es groftenteils intravasal verbleibt und somit zur Kontrastierung der Blutgefal3e dient. Der
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G besitzt ein geringeres Molekulargewicht und dient zum
Nachweis der Fenestrierung von BlutgefalRen, indem er die Poren von fenestriertem Endothel
passieren kann und sich anschlieRend in den Mitochondrien der umliegenden endokrinen
Zellen akkumuliert. Das Endothel von Langerhans-Inseln ist aufgrund ihrer hohen
Sekretionsleistung stark fenestriert, weshalb sich Rhodamin 6G in den Zellen der
transplantierten Langerhans-Inseln ansammelt und somit als Marker fur die endokrine
Revaskularisierung dient [Vajkoczy et al., 1995; Olsson & Carlsson, 2006; Zanone et al., 2008;
Kolka & Bergman, 2012].

Nach der Farbstoff-Injektion wurden die narkotisierten Rickenhautkammer-Tiere auf einer
Plexiglasbiihne in lateraler Position fixiert und unter einem mit einer 100 W
Quecksilberdampflampe ausgestatteten Fluoreszenzmikroskop (Axio 2; Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einem blauen (Anregungswellenldnge: 450-490 nm; Emissionswellenlé&nge:
>515nm) wund grinen (Anregungswellenlange: 530-560 nm; Emissionswellenlange:
> 585 nm) Filterblock positioniert. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden
mithilfe einer Videokamera (Pieper GmbH, Cottbus, Deutschland), einem Monitor (Sony
Europe B.V., Berlin, Deutschland) und einem DVD-Recorder (Panasonic, Wiesbaden,
Deutschland) an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 aufgezeichnet. Um immunhistochemische
Analysen der transplantierten Langerhans-Inseln durchfihren zu koénnen, wurde das
Ruckenhautgewebe nach der letzten Intravitalmikroskopie an Tag 14 enthommen. Hierfir
wurden die Rickenhautkammer-Tiere mittels zervikaler Dislokation euthanasiert, die
Gewebebereiche mit den transplantieren Langerhans-Inseln mithilfe eines Skalpells exzidiert
und fur 24 h in 4 % PFA bei 4 °C fixiert.

Die Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgte mit dem
Bildanalysesystem Caplmage (Version 8.5; Zeintl, Dreieich, Deutschland). Hierbei wurden
planimetrisch die revaskularisierte Flache (mm?2) und der prozentuale Anteil der Rhodamin 6G-
positiven Flache (%) der Langerhans-Inseln analysiert. Die revaskularisierte Flache stellte
dabei den Gewebebereich dar, in dem GefalRaussprossungen oder die Ausbildung neuer
GefalRnetzwerke zu detektieren waren. Ergdnzend wurden der Gefalldurchmesser (um), die
FlieBgeschwindigkeit (Zentralstromgeschwindigkeit der roten Blutzellen) (um/s) sowie der
daraus resultierende Blutvolumenfluss (pl/s) von bis zu 8 neu gebildeten Mikrogefalien pro
transplantierte Langerhans-Insel bestimmt [De Vriese et al., 2000]. Der Blutvolumenfluss

wurde mithilfe der Formel
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unter Bertcksichtigung des GefalRdurchmesser (d), der FlieRgeschwindigkeit (v) und dem
Baker-Wayland-Proportionalitatsfaktor von 1,3 berechnet [Lipowsky et al., 1978]. Zudem
wurde die Anwachsrate (%), die den Anteil der angewachsenen Langerhans-Inseln an Tag 14

im Verhaltnis zu allen transplantierten Langerhans-Inseln an Tag 0 widerspiegelt, bestimmt.

5.24.2 Experimentelles Protokoll

Das Ruckenhautkammer-Modell wurde im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit fur
die Analyse von 2 unterschiedlichen Gruppen angewandt. Fir die Transplantation von
WT + Vehikel oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln dienten jeweils 5 C57BL/6J WT-Mause als
Empfangertiere. Insgesamt wurden in diesem Studienabschnitt 10 C57BL/6J WT-Mause als

Empfangertiere und verwendet. Als Spendertiere dienten 5 C57BL/6J WT-Mause.

5.25 Diabetisches Mausmodell und Transplantation von Langerhans-
Inseln unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe

Mithilfe des diabetischen Mausmodells kann die endokrine Funktion von transplantierten
Langerhans-Inseln analysiert werden [Menger et al.,, 2020a; Nalbach et al., 2021b;
Wrublewsky et al., 2022b]. Hierzu wurde in der vorliegenden Arbeit der T1D-Phanotyp durch
eine einmalige i.p. Injektion des Glukoseanalogons Streptozotocin (STZ; 180 mg/kg
Kdrpergewicht; Carl Roth GmbH) 8 Tage vor der Transplantation der Langerhans-Inseln
induziert. Auf molekularer Ebene kommt es hierbei zu einer zellularen Aufnahme von STZ Uber
den Glukosetransporter Typ 2 (GLUT?2) der B-Zellen. Intrazellular wird STZ abgebaut, wobei
Diazomethan entsteht, was wiederum zur Methylierung verschiedener Makromolekiile, wie der
DNA flhrt, weshalb die B-Zellen letztlich in die Apoptose gehen [Furman, 2015]. Das
Korpergewicht und die Blutglukosespiegel der Versuchstiere wurden wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums von 36, 39 oder 116 Tagen 2-mal wéchentlich gemessen. Fir die
Messung der Blutglukosespiegel wurde den Versuchstieren die Schwanzvene punktiert und
die Blutprobe mit einem Blutzuckermessgeréat (Beurer, UIm, Deutschland) analysiert. Hierbei
dienten Mause mit einer Glukosekonzentration im Blut von 350 bis 450 mg/dl als Empfanger
fur die Transplantation der Langerhans-Inseln. Gesunde, nicht-diabetische M&ause, die keine

Transplantation von Langerhans-Inseln erhielten, dienten als Negativkontrolle.
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Transplantation unter die Nierenkapsel:

Fur die Transplantation der Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel wurde die diabetische
Maus zunachst mit Isofluran (Einleitung: 4 %; Aufrechterhaltung: 2 %; Piramal Critical Care,
Hallbergmoos, Deutschland) narkotisiert. Die rechte Flanke wurde rasiert und mithilfe
chemischer Depilation enthaart (Abbildung 9A). Nach einer Haut- und Muskelinzision im
Bereich des Retroperitoneums wurde die rechte Niere ausgelagert (Abbildung 9B) und die
Langerhans-Inseln wurden mithilfe einer 10 pl Hamilton-Spritze (Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Schweiz) unter die Nierenkapsel injiziert (Abbildung 9C). AnschlieRend wurde die
Niere vorsichtig zurtick in den Retroperitonealraum gelagert und sowohl die Muskel- als auch

die Hautinzision mit einer fortlaufenden Naht verschlossen (Abbildung 9D).

A B C D

Abbildung 9: Transplantation von Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel. (A) Fir die Transplantation
der Langerhans-Inseln wird die rechte Flanke der narkotisierten Maus rasiert und enthaart. Maf3stab: 5 mm. (B)
Die rechte Niere wird Uber einen retroperitonealen Zugang ausgelagert. MaRstab: 5 mm. (C) Die Langerhans-
Inseln werden mithilfe einer Hamilton-Spritze unter die Nierenkapsel injiziert (umrandet mit gestrichelter
schwarzer Linie). Ma3stab: 1,5 mm. (D) AbschlieRend wird die Niere zurtick in den Retroperitonealraum gelagert
und sowohl die Muskel- als auch die Hautinzision mit einer fortlaufenden Naht verschlossen. MaR3stab: 5 mm.

Transplantation in das subkutane Gewebe:

Fur die Transplantation der Langerhans-Inseln in das subkutane Gewebe wurde die
diabetische Maus zunéachst mit Isofluran (Einleitung: 4 %; Aufrechterhaltung: 2 %) narkotisiert
und deren Rucken mittels Elektrorasur und chemischer Depilation enthaart (Abbildung 10A).
AnschlieRend wurde ein Stichkanal in der Haut mit einer 24G-Kanile vorbereitet (Abbildung
10B), in den die Langerhans-Inseln nach Entfernen der Kanile mithilfe einer 10 pl Hamilton-
Spritze injiziert wurden (Abbildung 10C). Zuletzt wurde die Einstichstelle mit einer

Einzelknopfnaht verschlossen (Abbildung 10D).
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Abbildung 10: Transplantation von Langerhans-Inseln in das subkutane Gewebe. (A) Fur die
Transplantation der Langerhans-Inseln wird der Riicken der narkotisierten Maus rasiert und enthaart. MaR3stab:
5 mm. (B) Mithilfe einer 24G-Kaniile wird ein Stichkanal vorbereitet. Ma3stab: 5 mm. (C) Nach Entfernen der
Kanule werden die Langerhans-Inseln mithilfe einer Hamilton-Spritze in den Stichkanal injiziert. MaRRstab: 1,5
mm. (D) AbschlieRend wird die Einstichstelle mit einer Einzelknopfnaht verschlossen (schwarz gestrichelte Linie:
Depot der transplantierten Langerhans-Inseln). Ma3stab: 5 mm.

Nach der Transplantation wurden das Koérpergewicht sowie die Blutglukosespiegel der
Versuchstiere Uber die folgenden 28, 31 oder 108 Tage wie oben beschrieben Giberwacht und
dokumentiert. Versuchstiere mit einer Glukosekonzentration im Blut von 80 bis 200 mg/dI
wurden als normoglykdam angesehen. Um zu bestétigen, dass es aufgrund der transplantierten
Langerhans-Inseln zu einer Normoglykamie kommt, wurden die Transplantate durch eine
Nephrektomie oder subkutane Exzision an Tag 28 oder 105 explantiert. Die Versuchstiere
wurden fur den operativen Eingriff erneut mit Isofluran (Einleitung: 4 %; Aufrechterhaltung:
2 %) narkotisiert. Bei der Nephrektomie wurde die rechte Niere ausgelagert und die renalen
BlutgefalRe sowie der Harnleiter ligiert. Im Anschluss konnte das Organ entnommen werden
und die Muskel- und Hautinzision wurde mit einer fortlaufenden Naht verschlossen. Bei der
subkutanen Exzision wurde die Haut in einem 5 mm-Radius ausgehend von der
Transplantationsstelle entnommen und die Inzision mit einer fortlaufenden Naht verschlossen.
Das entnommene Nieren- und Hautgewebe wurde fir die folgenden immunhistochemischen
Analysen fir 24 h in 4 % PFA bei 4 °C fixiert. Nach der Transplantatentnahme wurden die
Kdrpergewichte sowie die Blutglukosespiegel der Versuchstiere tber die folgenden 3 Tage
gemessen, um die Ruckkehr zur Hyperglykamie beobachten zu kénnen. AnschlieRend wurden
die Versuchstiere durch eine i.p. Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Kérpergewicht)
und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg Koérpergewicht) narkotisiert und mittels zervikaler

Dislokation euthanasiert.

5.25.1 Intraperitonealer Glukose-Toleranz-Test (IPGTT)

Ein IPGTT wurde 28 oder 105 Tage nach der Transplantation der Langerhans-Inseln
durchgefihrt. Nach einer Fastenzeit von 16 h wurde den Versuchstieren eine Glukoseltsung

(10 %) i.p. injiziert. AnschlieRend wurde die Schwanzvene punktiert, ~10 pl Blut entnommen
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und mittels eines Blutzuckermessgerats der Blutglukosespiegel nach 0, 15, 30, 45, 60, 120
und 180 min gemessen. Fiur die Bestimmung der Insulin-Konzentration im Plasma wurden
zusatzliche Versuchstiere 15 min nach der Glukose-Injektion durch eine i.p. Injektion von
Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (12 mg/kg
Kdrpergewicht) narkotisiert und ~800 pl Blut aus der Vena cava entnommen. Dieses wurde in
einem EDTA-ROhrchen Uberfihrt und fur 10 min bei 14000 xg (Sarstedt AG & Co. KG)
zentrifugiert. Das somit gewonnene Plasma wurde fir darauffolgende ELISA-Messungen
(siehe Abschnitt 5.16) bei -80 °C gelagert. Zudem wurden diesen Versuchstieren die
Transplantate entnommen, um den zellularen Insulingehalt zu bestimmen. Hierbei wurden die
Transplante durch Zugabe von Lysepuffer (10 mM TRIS (pH 7,5), 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA,
0,5 % Triton-X-100, 0,02 % NaNs), supplementiert mit 1:500 PMSF, 1:100 Protease-Inhibitor-
Cocktail und 1:100 Phosphatase-Inhibitor-Cocktail, fir 30 min auf Eis lysiert. Nach einer 30-
mindtigen Zentrifugation bei 4 °C und 14000 xg wurde der Uberstand mit den gelosten
Proteinen in ein neues Reaktionsgefal’ tberfuhrt und fir die anschliellende ELISA-Messung
(siehe Abschnitt 5.16) bei -80 °C gelagert.

5.25.2 Experimentelles Protokoll

Das diabetische Mausmodell wurde in beiden Studienabschnitten der vorliegenden Arbeit
angewandt. Dabei wurden insgesamt 21 unterschiedliche Gruppen analysiert (Tabelle 2). Im
ersten Studienabschnitt teilen sich insgesamt 12 Gruppen in jeweils 3 Gruppen fir die
Bestimmung der kritischen Anzahl der zu transplantierenden WT Langerhans-Inseln (n = 4
Empféangertiere pro Gruppe) und 9 Gruppen fur den Hauptversuch (n = 7 Empféangertiere pro
Gruppe) auf. Im Hauptversuch wurden in 5 Gruppen 6 zuséatzliche Versuchstiere fur die
Bestimmung der Insulin-Konzentration benétigt. Im zweiten Studienabschnitt wurden
insgesamt 9 Gruppen (n = 6 oder 8 Empfangertiere pro Gruppe) analysiert. Hierbei wurden in
7 Gruppen 3 zusatzliche Versuchstiere fiir die Bestimmung der Insulin-Konzentration benétigt.
Pro Empfangertier wurden im ersten Studienabschnitt 200 bis 400 Langerhans-Inseln unter
die Nierenkapsel von insgesamt 78 C57BL/6J WT-Mausen transplantiert (Tabelle 2). Im
zweiten Studienabschnitt wurden pro Empfangertier 250 bis 1000 Langerhans-Inseln in
Kombination mit MVF unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe von insgesamt
63 C57BL/6N WT-Mausen transplantiert (Tabelle 2). In beiden Studienabschnitten dienten
gesunde, nicht-diabetische C57BL/6J oder C57BL/6N WT-Mause, denen keine Langerhans-
Inseln transplantiert wurden, als Negativkontrolle (Tabelle 2). Als Spendertiere dienten im
ersten Studienabschnitt 52 C57BL/6J WT-, 13 NiIrp3”- und 13 Caspl™-Mause. Im zweiten
Studienabschnitt wurden 107 C57BL/6N WT-Mause als Spendertiere verwendet.

35



Material und Methoden

Tabelle 2: Ubersicht der Anzahl an Empfangertieren im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. Im ersten
Studienabschnitt wurden 105 C57BL/6J WT-Méause als Empfangertiere verwendet. Im zweiten Studienabschnitt
wurden 83 C57BL/6N WT-M&use als Empfangertiere verwendet.

Studienabschnitt 1: Einfluss von NLRP3 auf die Revaskularisierung und endokrine Funktion

von Langerhans-Inseln

Bestimmung der kritischen Anzahl der zu transplantierenden Langerhans-Inseln:

Gruppe Anzahl der Empfanger

1 n=4
2 n=4
3 n=4

Transplantate

200 WT Langerhans-Inseln
300 WT Langerhans-Inseln

400 WT Langerhans-Inseln

Hauptversuch:

Gruppe Anzahl der Empfanger Transplantate

1 n=13 gesunde, nicht-diabetische Mause
2 n=13 300 WT Langerhans-Inseln

3 n=13 300 NIrp3” Langerhans-Inseln

4 n="7 gesunde, nicht-diabetische Mause
5 n=7 300 WT + Vehikel Langerhans-Inseln
6 n=13 300 WT + CY-09 Langerhans-Inseln
7 n="7 gesunde, nicht-diabetische Mause
8 n="7 300 WT Langerhans-Inseln

9 n=13 300 Caspl’ Langerhans-Inseln

Studienabschnitt 2: Einfluss von MVF auf die Revaskularisierung und endokrine Funktion

von Langerhans-Inseln

Gruppe Anzahl der Empfanger Transplantate

1 n=11 gesunde, nicht-diabetische Mause
2 n=11 250 Langerhans-Inseln

3 n=11 20000 MVF

4 n=11 250 Langerhans-Inseln + 20000 MVF
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5 n=9 gesunde, nicht-diabetische Mause

6 n=6 500 Langerhans-Inseln

7 n=9 500 Langerhans-Inseln + 40000 MVF
8 n=6 1000 Langerhans-Inseln

9 n=9 1000 Langerhans-Inseln + 40000 MVF

5.26 Immunhistochemie

Alle fixierten Gewebepraparate wurden mithilfe eines Gewebeeinbettautomaten (SLEE
medical GmbH, Mainz, Deutschland) in einer Alkoholreihe (70, 80, 90, 100 % Ethanol)
entwassert und in Paraffin (Carl Roth GmbH) eingebettet, sodass 3 pum-diinne Schnitte
angefertigt werden konnten. Diese wurden mit Citracon-Puffer (0,05 %, pH 7,4) fir 60 min im
Wasserbad bei 97 °C permeabilisiert und unspezifische Bindungsstellen in 3 % Ziegen-Serum
fur 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation der Gewebeprdparate mit den
monoklonalen Primarantikérpern (1:300) gegen Insulin (ab181547; Abcam, Cambridge, UK),
Glukagon (ab10988; Abcam), Somatostatin (ab30788; Abcam), cluster of differentiation 31
(CD31; DIA-310; Dianova, Hamburg, Deutschland), PDX-1 (ab47308; Abcam), a-smooth
muscle actin (a-SMA; ab5694; Abcam), Myeloperoxidase (MPO; ab9535; Abcam), cluster of
differentiation 68 (CD68; ab125212; Abcam) und cluster of differentiation 3 (CD3; ab16669;
Abcam) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Anschlieend wurden die Schnitte mit den
entsprechenden polyklonalen Sekundarantikdrpern (1:100; Fluoreszenzmikroskopie: anti-
Rabbit IgG Alexa Fluor 555 (A-21429; Thermo Fisher Scientific), anti-Mouse IgG Alexa Fluor
488 (A-11001; Thermo Fisher Scientific), anti-Rat IgG Alexa Fluor 488 (A-21434; Thermo
Fisher Scientific), anti-Guinea pig IgG Alexa Fluor 488 (A-11073; Thermo Fisher Scientific);
Hellfeldmikroskopie: anti-Rabbit 1gG Biotin (ab64256; Abcam), Streptavidin HRP (ab64269;
Abcam), AEC substrate kit (ab64252; Abcam)) fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 fur die Fluoreszenzmikroskopie und mit Hematoxylin
(Sigma-Aldrich) fur die Hellfeldmikroskopie angeférbt. Die Farbung der Gewebepraparate
wurde mithilfe eines BX60 Fluoreszenz-Mikroskops in 200-facher VergréRerung dokumentiert.
Die Anzahl der Insulin-, Glukagon-, Somatostatin-, CD31-, PDX-1-, a-SMA-, MPO-, CD68- und
CD3-positiven Zellen wurde mithilfe der FIJI-Software quantifiziert und in % aller Insel- bzw.

MVF-Zellen oder als absolute Werte dargestellt.
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5.27 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten wurde mithilfe der
Prism 8-Software (GraphPad, San Diego, USA) durchgefiihrt. Zunachst wurden die Daten
hinsichtlich ihrer Normalverteilung und Varianzgleichheit Gberprift. Unterschiede zwischen
zwei Gruppen wurden mittels eines ungepaarten Student’s t-Test auf Signifikanzen Gberpruift,
wohingegen beim Vergleich von mehr als 2 Gruppen eine one-way analysis of variance
(ANOVA) gefolgt von einem Tukey-Post-hoc-Test zur Korrektur des a-Fehlers nach Bonferroni
durchgefuhrt wurde. Ein P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert und
entsprechend in den Abbildungen gekennzeichnet. Alle Werte wurden als Mittelwert (MW) +

standard error of the mean (SEM) angegeben.
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6. Ergebnisse

6.1 Einfluss von NLRP3 auf die Revaskularisierung und endokrine
Funktion von Langerhans-Inseln

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von NLRP3 auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln analysiert. Im
Rahmen meiner vorangegangen Masterarbeit wurde bereits gezeigt, dass der KO von NLRP3
weder die zellulare Zusammensetzung noch die Viabilitdt isolierter Langerhans-Inseln
beeinflusst [Wrublewsky, 2020]. Jedoch konnte mithilfe des Rickenhautkammer-Modells eine
verbesserte Revaskularisierung transplantierter NIrp3” Langerhans-Inseln im Vergleich zu WT
Langerhans-Inseln nachgewiesen werden [Wrublewsky, 2020].

Um diese vielversprechenden Ergebnisse gegebenenfalls im klinischen Alltag anwenden zu
kénnen, muss jedoch die Aktivitit von NLRP3 in den isolierten Langerhans-Inseln
pharmakologisch gehemmt werden. Daher wurden zu Beginn der vorliegenden Arbeit, die in
der Masterarbeit durchgefiihrten Versuche mit dem NLRP3-Inhibitor CY-09 wiederholt. Die
darauf aufbauenden Experimente wurden dann sowohl an isolierten NIrp3” Langerhans-Inseln
als auch an WT Langerhans-Inseln, die mit CY-09 behandelt wurden, durchgefiihrt. Hierbei
wurde anhand von ELISA-Messungen die Insulin-Sekretion der isolierten Langerhans-Inseln
nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 bestimmt. Anschlie@end wurde anhand von
unterschiedlichen Angiogenese-Assays, (RT-PCRs und Western Blot-Analysen der
zugrundeliegende regulatorische Mechanismus der erhéhten Insulin-Sekretion von Nirp3™ und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln entschliusselt. AbschlieRend wurde im diabetischen
Mausmodell analysiert, ob der KO oder die Inhibition von NLRP3 die endokrine Funktion

transplantierter Langerhans-Inseln verbessert.

6.1.1 Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln

Um ausschlieBen zu konnen, dass die Inhibition von NLRP3 die zellulare Viabilitat der
Langerhans-Inseln beeinflusst, wurde zunachst die Viabilitat von WT + Vehikel und WT + CY-
09 Langerhans-Inseln unter Verwendung zweier unterschiedlicher Methoden untersucht.

Fur die Propidiumiodid- und Calcein-Farbung wurden die Zellen der WT + Vehikel und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln mit Propidiumiodid (nekrotische Zellen), Calcein (vitale
Zellen) und Hoechst 33342 (Zellkerne) angefarbt (Abbildung 11). Hierbei konnte kein
Unterschied zwischen den WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln festgestellt
werden. Als Positivkontrolle dienten WT Langerhans-Inseln, die fir 24 hin 0,2 % H,O- kultiviert
wurden. Hierbei war deutlich zu sehen, dass die Zellen innerhalb dieser Langerhans-inseln

negativ fir Calcein und positiv fir Propidiumiodid waren (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Propidiumiodid- und Calcein-Farbung isolierter Langerhans-Inseln.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln nach
Propidiumiodid (rot)- und Calcein (grin)-Farbung. WT Langerhans-Inseln, die fir 24 h in 0,2 % H202 kultiviert
wurden, dienten als Positivkontrolle. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert (n = 3).

Unter Verwendung einer Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung mit darauffolgender

Durchflusszytometrie konnte zuséatzlich die Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln auf
Einzelzellniveau analysiert werden (Abbildung 12A und B).
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Abbildung 12: Propidiumiodid- und Annexin V-Farbung isolierter Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative
Streudiagramme der durchflusszytometrischen Analyse von Propidiumiodid- und Annexin V-geférbten Zellen der
WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln. (B) Quantitative Analyse der Propidiumiodid- und Annexin
V-geféarbten Zellen der WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln unterteilt in vitale (dunkelblau),
apoptotische (rot), nekroptotische (hellblau) und nekrotische (griin) Zellen. Pro Analyse wurden 10000 Zellen
gemessen und die gewonnenen Daten in % aller gemessenen Zellen dargestellt (n = 3).

Die quantitative Analyse der durchflusszytometrischen Messung wies keinen Unterschied
beziglich der Anzahl von vitalen, apoptotischen, nekroptotischen und nekrotischen Zellen
innerhalb der WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln auf (Abbildung 12B). Somit
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wurde mit beiden Viabilitatsanalysen bestatigt, dass die Inhibition von NLRP3 die zellulare

Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln nicht beeintrachtigt.

6.1.2 Zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Insein

Um untersuchen zu kénnen, ob sich die Inhibition von NLRP3 in Langerhans-Inseln auf deren
zellulare Zusammensetzung auswirkt, wurden isolierte WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln in eine HepatoQuick®Matrix eingebettet, geschnitten und Insulin-,
Glukagon-, Somatostatin- und CD31-exprimierende Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln
mittels immunhistochemischer Farbungen visualisiert (Abbildung 13A). Die quantitativen
Analysen zeigten, dass sich der Anteil der endokrinen Insulin-positiven B-Zellen, Glukagon-
positiven a-Zellen und Somatostatin-positiven &-Zellen innerhalb der WT + Vehikel und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln nicht unterschied (Abbildung 13B). Ebenfalls konnte kein
Unterschied in der Anzahl der CD31-positiven Endothelzellen zwischen den Gruppen
detektiert werden (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative,
immunhistochemische Farbungen von Insulin / Glukagon, Insulin / Somatostatin und Insulin / CD31 isolierter
WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert.
MafRstab: 75 pm. (B) Quantitative Analyse des Anteils der Insulin- (B-Zellen), Glukagon- (a-Zellen),
Somatostatin- (d-Zellen) und CD31- (Endothelzellen) positiven Zellen in WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln. Die gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen dargestellt (n = 12). MW + SEM.

6.1.3 Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln

Die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln wurde unter Verwendung des
Ruckenhautkammer-Modells in Kombination mit der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Hierfir wurde dem Empfangertier zwei Tage vor der Transplantation der
Langerhans-Inseln die Rickenhautkammer implantiert. An Tag 0 wurden 8 Langerhans-Insein
auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Riuckenhautkammerpraparation transplantiert. Die

Analyse der Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln erfolgte repetitiv an den

41



Ergebnisse

Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie. Nach der letzten
Intravitalmikroskopie an Tag 14 wurde das Rulckenhautkammergewebe mit den

Transplantaten fur weitere immunhistochemische Analysen enthommen (Abbildung 14).

Rickenhautkammer-
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Intravitale Fluoreszenzmikroskopie |

- D-2 DO D3 D6 D10 D14

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Analyse der Revaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln im Rickenhautkammer-Modell. Die Riickenhautkammer wurde dem
Empféngertier an Tag -2 (D-2) implantiert. Am Tag 0 (DO) folgte die Transplantation der WT + Vehikel und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Langerhans-Inseln erfolgte an DO
sowie an den Tagen 3 (D3), 6 (D6), 10 (D10) und 14 (D14). Nach der letzten mikroskopischen Aufnahme an D14
wurde das Rickenhautgewebe fir immunhistochemische Analysen entnommen. (Erstellt mithilfe von Servier
Medical Art)

Durch die i.v. Injektion des Plasmamarkers FITC-markiertes Dextran konnte sowohl die
Revaskularisierung als auch die Mikrozirkulation der transplantierten Langerhans-Inseln an

den Tagen 3, 6, 10 und 14 visualisiert und analysiert werden (Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative,
intravitalmikroskopische Aufnahmen der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln
(umrandet mit gestrichelten weif3en Linien: neu gebildetes GefalR3netzwerk) an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach
deren Transplantation auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Ruckenhautkammerpréparation. FITC-
markiertes Dextran wurde fir die Visualisierung der BlutgefaRe verwendet. Mal3stab: 150 pm. (B) Quantitative
Analyse der revaskularisierten Flache (mm?) der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-
Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n =5 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT + Vehikel.

In beiden Gruppen konnten bereits an Tag 3 nach Transplantation typische Merkmale der
Angiogenese, wie das Aussprossen erster MikrogefalRe, im Bereich der transplantierten
Langerhans-Inseln nachgewiesen werden. Diese unregelmafigen Gefal3strukturen bilden sich
vor allem aus Kapillaren und Venolen des Empfanger-Gefal3netzwerkes aus und wachsen im
Laufe der folgenden Tage in die Transplantate ein, wodurch sich ein kompaktes

Gefal3netzwerk innerhalb und um die transplantierten Langerhans-Inseln entwickelt
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(Abbildung 15A). Die revaskularisierte Flache nahm von Tag 3 bis Tag 14 nach der
Transplantation der Langerhans-Inseln kontinuierlich zu. Interessanterweise war an den
Tagen 10 und 14 die revaskularisierte Flache der transplantierten WT + CY-09 Langerhans-
Inseln signifikant groRer im Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle (Abbildung 15B).

Die Anwachsrate der transplantierten Langerhans-Inseln wurde an Tag 14 bestimmt und stellt
den prozentualen Anteil der angewachsenen Transplantate im Verhéltnis zur initialen Anzahl
transplantierter Langerhans-Inseln pro Empfangertier dar. Mit 92,2 + 4,8 % wies die
WT + CY-09 Gruppe eine signifikant verbesserte Anwachsrate im Vergleich zu ihrer
entsprechenden Kontrolle (WT + Vehikel: 69,3 £ 4,9 %) auf (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Anwachsrate der Langerhans-Inseln an Tag 14 nach Transplantation. Anwachsrate der
transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln (n = 5 Tiere pro Gruppe). Dargestellt ist der
Anteil (%) der angewachsenen Langerhans-Inseln an Tag 14 im Verhaltnis zu allen transplantierten Langerhans-
Inseln an Tag 0. MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT + Vehikel.

Durch die i.v. Injektion des Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G konnte die Fenestrierung des
Endothels der transplantierten Langerhans-Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 visualisiert
und analysiert werden (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Fenestrierung des Endothels transplantierter Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative,
intravitalmikroskopische Aufnahmen der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln
(umrandet mit gestrichelten weifl3en Linien: endokrine Revaskularisierung) an den Tagen 3, 6, 10 und 14 nach
deren Transplantation auf die quergestreifte Hautmuskulatur der Rickenhautkammerpraparation. Rhodamin 6G
wurde fir die Visualisierung des fenestrierten Endothels (helle Signale) verwendet. Maf3stab: 150 um. (B)
Quantitative Analyse der Rhodamin 6G-positiven Flache (% der Inselgré3e) der transplantierten WT + Vehikel
und WT + CY-09 Langerhans-Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n =5 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P <
0,05 vs. WT + Vehikel.
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Das Endothel der Langerhans-Inseln ist aufgrund ihrer hohen Sekretionsleistung stark
fenestriert, sodass Rhodamin 6G aufgrund seines geringen Molekulargewichts das neu
gebildete, fenestrierte Endothel der transplantierten Langerhans-Inseln passiert und
anschliel3end in den Mitochondrien der umliegenden endokrinen Zellen akkumuliert [Kolka &
Bergman, 2012; Olsson & Carlsson, 2006; Zanone et al., 2008]. Somit kann anhand der
Rhodamin 6G-positiven Flache die Fenestrierung des Endothels bzw. die endokrine
Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln beurteilt werden [Vajkoczy et al., 1995].
Die Analyse der Rhodamin 6G-positiven Flache zeigte, dass die WT + CY-09 Langerhans-
Inseln eine signifikant hohere endokrine Revaskularisierung an Tag 10 im Vergleich zur
Kontrolle besitzen (Abbildung 17B). Dies lasst auf eine verstarkte Fenestrierung des Endothels
innerhalb der WT + CY-09 Langerhans-Inseln schlieRen.

Die zusatzliche Messung mikrohamodynamischer Parameter zeigte, dass die Inhibition von
NLRP3 den Durchmesser der BlutgefdlRe innerhalb der transplantierten Langerhans-Inseln
nicht beeinflusst (Abbildung 18A).
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Abbildung 18: Mikrohdmodynamische Parameter transplantierter Langerhans-Inseln. (A) Quantitative
Analyse des GefalRdurchmessers (um) innerhalb der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n =5 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (B) Quantitative Analyse
der FlieRgeschwindigkeit (um/s) der Mikrogefae innerhalb der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n = 5 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs.
WT + Vehikel. (C) Quantitative Analyse des Blutvolumenflusses (pl/s) der MikrogefaRe innerhalb der
transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln an den Tagen 3, 6, 10 und 14 (n = 5 Tiere
pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT + Vehikel.
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Allerdings war die FlieRgeschwindigkeit innerhalb der MikrogefaRe von transplantierten
WT + CY-09 Langerhans-Inseln im Vergleich zur Kontrolle Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum signifikant erhdéht (Abbildung 18B). Zudem war eine signifikante
Erhéhung des Blutvolumenflusses der transplantierten WT + CY-09 Langerhans-Inseln an den
Tagen 10 und 14 zu beobachten (Abbildung 18C). Die Zunahme der FlieBgeschwindigkeit und
des Blutvolumenflusses nach Inhibition von NLRP3 lasst sich durch die generell beschleunigte
Revaskularisierung erklaren, da die WT + CY-09 Transplantate im Vergleich zu ihren
jeweiligen Kontrollen friiher ein besser entwickeltes Gefalinetzwerk ausbildeten.

Um die zellulare Zusammensetzung der transplantierten Langerhans-Inseln an Tag 14 zu
charakterisieren, wurde das Riuckenhautkammergewebe entnommen und die Expression von
Insulin, Glukagon, Somatostatin und CD31 immunhistochemisch untersucht (Abbildung 19A
und B). Hierbei konnten keine Unterschiede in der Anzahl der endokrinen -, a- und &-Zellen
innerhalb der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln festgestellt
werden (Abbildung 19B). Allerdings fuhrte die Inhibition von NLRP3 im Vergleich zu der
Kontrolle zu einem signifikant hoheren Anteil an CD31-positiven Endothelzellen innerhalb der
Transplantate (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Zellulare Zusammensetzung transplantierter Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative,
immunhistochemische Farbungen von Insulin / CD31 der transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln an Tag 14. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. Maf3stab: 75 pm. (B)
Quantitative Analyse der Insulin- (B-Zellen), Glukagon- (a-Zellen), Somatostatin- (d-Zellen) und CD31-
(Endothelzellen) positiven Zellen in WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln an Tag 14. Die
gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen dargestellt (n = 10). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT + Vehikel.

Mithilfe zusatzlicher immunhistochemischer Farbungen von MPO, CD68 und CD3 wurde die
Infiltration von Immunzellen in die transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-
Inseln an Tag 14 analysiert (Abbildung 20A). Hierbei konnten einige MPO-positive neutrophile
Granulozyten und CD68-positive Makrophagen, jedoch kaum CD3-positive Lymphozyten
detektiert werden (Abbildung 20A und B). Interessanterweise fihrte die Inhibition von NLRP3
zu einer signifikanten Verringerung der neutrophilen Granulozyten und Makrophagen im
Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Infiltration von Immunzellen in transplantierte Langerhans-Inseln. (A) Représentative,
immunhistochemische Farbungen von MPO-, CD68- und CDS3-positiven Zellen (Pfeilspitzen) des
Rickenhautkammergewebes mit den transplantierten WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln
(umrandet mit gestrichelten schwarzen Linien) an Tag 14. Die Zellkerne wurden mit Hematoxylin (blau)
visualisiert. Maf3stab: 75 pm. (B) Quantitative Analyse der MPO-, CD68- und CD3-positiven Zellen in
WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln an Tag 14. Die gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen
dargestellt (n = 10). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT + Vehikel.

6.1.4 VEGF-A messenger ribonucleic acid (MRNA) Expression isolierter Langerhans-
Inseln

VEGF-A wird in den B-Zellen der Langerhans-Inseln exprimiert und stellt einen essentiellen
Faktor bei der Entwicklung und dem Erhalt der Vaskularisierung von Langerhans-Inseln dar
[Watada, 2010; Reinert et al., 2013; Staels et al., 2019]. Aul3erdem wird vermutet, dass sich
NLRP3 und VEGF-A gegenseitig regulieren kénnen [Marneros, 2016; Shah et al., 2022]. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die VEGF-A mRNA Expression in WT, NIrp3™,
WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln untersucht (Abbildung 21A und B).
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Abbildung 21: VEGF-A mRNA Expression isolierter Langerhans-Inseln. (A und B) Quantitative Analyse der
VEGF-A mRNA Expression in hypoxischen WT und NlIrp3” Langerhans-Inseln (A) sowie in WT + Vehikel und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln (B). Die gewonnenen Daten wurden auf WT oder WT + Vehikel normiert und
sind in % dargestellt (n = 3). MW + SEM.

Um die nachfolgenden Ex-vivo-Ergebnisse mit den vorangegangenen In-vivo-Ergebnissen,

bei welchen die Langerhans-Inseln in der initialen post-Transplantationsphase einer Ischdmie
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ausgesetzt waren, vergleichen zu koénnen, wurden die Langerhans-Inseln fir 16 h unter
hypoxischen Bedingungen kultiviert. Allerdings zeigten die gRT-PCR-Analysen der VEGF-A
mRNA keinen signifikanten Unterschied zwischen der Nirp3” bzw. WT + CY-09 Gruppe im
Vergleich zu ihren entsprechenden Kontrollen (Abbildung 21A und B). Somit kann die
verbesserte Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln nach Verlust oder

Inhibition von NLRP3 nicht auf die pro-angiogene Wirkung von VEGF-A zurtickgefuhrt werden.

6.1.5 Insulin-Sekretion isolierter Langerhans-Inseln

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob der Verlust oder die Inhibition von NLRP3 die Insulin-
Sekretion von isolierten Langerhans-Inseln unter normoxischen oder hypoxischen
Bedingungen beeintrachtigt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl der Verlust als auch
die Inhibition von NLRP3 die Insulin-Sekretion der Langerhans-Inseln nach normoxischer und
hypoxischer Kultivierung signifikant verbessert (Abbildung 22A und B).
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Abbildung 22: Insulin-Sekretion isolierter Langerhans-Inseln. (A und B) Quantitative Analyse der Insulin-
Sekretion in WT und Nirp3-- Langerhans-Inseln (A) sowie in WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln
(B) unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die gewonnenen Daten sind absolute Werte und in
pU/ml dargestellt (n = 5). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT Normoxie, WT Hypoxie, WT + Vehikel Normoxie oder
WT + Vehikel Hypoxie.

6.1.6 Insulin-induzierte angiogene Aktivitat von Endothelzellen

Insulin stimuliert Uber die Bindung an den IR und IGF-1R angiogene Signalwege von
Endothelzellen und fordert somit Uber die Proliferation der Endothelzellen die Angiogenese
[Straus, 1981; Shrader et al., 2009]. In Kapitel 6.1.5 wurde bereits eine signifikant erhdhte
Insulin-Sekretion isolierter NIrp3” und WT + CY-09 Langerhans-Inseln detektiert, weshalb im
Rahmen der vorliegenden Arbeit hypothetisiert wurde, dass die verbesserte Insulin-Sekretion
und nicht die verringerte Aktivitat von NLRP3 in den Endothelzellen der Nirp3” bzw. WT + CY-
09 Langerhans-Inseln die Revaskularisierung der Transplantate stimuliert. Um dies zu klaren,

wurden unterschiedliche In-vitro- und Ex-vivo-Angiogenese-Assays durchgefuhrt.

47



Ergebnisse

Fir den Sprouting-Assay wurden WT, NIrp3” und WT + CY-09 MVF-Sphéroide in eine
Kollagen-Matrix eingebettet und tber 3 Tage ohne oder mit Insulin kultiviert (Abbildung 23A).
Wie erwartet, zeigte die Quantifizierung der Sprouting-Flache, dass weder der Verlust noch
die Inhibition von NLRP3 einen Effekt auf das Aussprossen der Endothelzellen hat. Allerdings
vergroRerte sich die Sprouting-Flache der WT, NIrp3” und WT + CY-09 MVF-Sphéroide durch
die Behandlung von Insulin signifikant (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Sprouting-Assay von MVF-Sphéaroiden in Abhéangigkeit von Insulin. (A) Représentative,
lichtmikroskopische Aufnahmen der WT, NIrp3” und WT + CY-09 MVF-Sphéroide an Tag 3 des Sprouting-
Assays, die ohne oder mit Insulin behandelt wurden. Die Sprouting-Flache wurde an Tag 3 analysiert. MaR3stab:
250 um. (B) Quantitative Analyse der Sprouting-Flache von WT, Nlrp3” und WT + CY-09 MVF-Sphéroiden an
Tag 3. Die gewonnenen Daten sind in % zu der initialen Grée an Tag 0 dargestellt (n = 10). MW + SEM. *P <
0,05 vs. WT - Insulin, NIrp3 - Insulin oder WT + CY-09 - Insulin.

In einem darauffolgenden Angiogenese-Assay, dem Tube formation-Assay, wurden HUVEC
auf Matrigel ausgesat und fur 24 h in Kombinationen aus DMSO (Vehikel), CY-09, Insulin und
Linsitinib, einem IR- und IGF-1R-Inhibitor, behandelt (Abbildung 24A). AnschlieRend wurde die
Anzahl gefaRahnlicher Strukturen (GefaBmaschen) analysiert. Hierbei konnte ebenfalls kein
Unterschied zwischen der Vehikel und CY-09 Gruppe festgestellt werden. Allerdings konnte in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Sprouting-Assays gezeigt werden, dass Insulin die
Formation der Gefal3maschen signifikant steigert, wohingegen die zusatzliche Inhibition von
IR und IGF-1R mit Linsitinib die pro-angiogene Wirkung von Insulin aufhebt (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Tube formation-Assay mit HUVEC. (A) Reprasentative, lichtmikroskopische Aufnahmen von
HUVEC im Tube formation-Assay, die mit unterschiedlichen Kombinationen von DMSO (Vehikel), CY-09, Insulin
und Linsitinib behandelt wurden. Die Bildung gefafRahnlicher Strukturen (GefalRmaschen) wurde nach 24 h
analysiert. Maf3stab: 400 um. (B) Quantitative Analyse der Anzahl an Gefalimaschen pro HPF nach 24 h (n =
15). MW + SEM. *P < 0,05 vs. Vehikel - Insulin oder CY-09 - Insulin; *P < 0,05 vs. Vehikel + Insulin oder
CY-09 + Insulin.

Zur Validierung der vorangegangenen Ergebnisse, wurde der pro-angiogene Effekt von Insulin
in einem Aortic ring-Assay untersucht. Hierfiir wurden Aorten-Ringe von WT- und Nlrp3”-
Mausen in Matrigel eingebettet und mit Medium Gberschichtet, welches mit CY-09, Insulin oder
Linsitinib versetzt war (Abbildung 25A).
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Abbildung 25: Aortic ring-Assay. (A) Reprasentative, lichtmikroskopische Aufnahmen der WT, Nirp3” und
WT + CY-09 Aorten-Ringe an Tag 6 des Aortic ring-Assays, die mit CY-09, Insulin oder Linsitinib behandelt
wurden. Die Sprouting-Flache wurde an Tag 6 analysiert. MaRRstab: 500 um. (B) Quantitative Analyse der
Sprouting-Flache der WT, Nirp3”- und WT + CY-09 Aorten-Ringe an Tag 6. Die gewonnenen Daten sind als
arbitrary units (AU) dargestellt (n = 5). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT - Insulin, NIrp3~- - Insulin oder WT + CY-09
- Insulin; *P < 0,05 vs. WT + Insulin, Nlrp3” + Insulin oder WT + CY-09 + Insulin.

Das Aussprossen der vaskularen Zellen wurde an Tag 6 analysiert. Einhergehend mit dem
Sprouting- und Tube formation-Assay steigerte die Insulin-Behandlung das Aussprossen der

Zellen aus den Aorten-Ringen signifikant (Abbildung 25B). Die Sprouting-Flache der Aorten-
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Ringe, die sowohl mit Insulin als auch mit Linsitinib behandelt wurden, war vergleichbar mit
der Sprouting-Flache unbehandelter Aorten-Ringe (Abbildung 25B).

Zusammenfassend konnte mit den hier durchgeflhrten Experimenten gezeigt werden, dass
der Verlust oder die Inhibition von NLRP3 in vaskularen Zellen keinen Einfluss auf die
Angiogenese hat. Somit unterstiitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass die erhdhte
Insulin-Sekretion aufgrund der verringerten Aktivitdt von NLRP3 die Revaskularisierung von

transplantierten Langerhans-Inseln verbessert.

6.1.7 Ca?*-Homoostase und Insulin-Genexpression isolierter Langerhans-Inseln

Die gesteigerte Insulin-Sekretion nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 kdnnte durch einen
erhohten zytosolischen Ca?*-Einstrom verursacht werden [Cho et al., 2022; Pretorius & Huang,
2022]. Fiir die Analyse des zytosolischen Ca?*-Einstroms wurden isolierte WT und Nirp3™”
Langerhans-Inseln fur 16 h unter hypoxischen Bedingungen kultiviert. Zur Bestimmung der
Ca?*-Basislinie wurde der Einstrom zuerst ohne Glukose gemessen. AnschlieRend wurde der
Glukose-abhangige Ca?*-Einstrom bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die
intrazellularen Ca?*-Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen nicht unterscheiden
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ca?*-Homoostase isolierter Langerhans-Inseln. Dynamische Messung des zytosolischen
Ca?*-Einstroms in hypoxischen WT und NIrp3” Langerhans-Inseln. Die Langerhans-Inseln wurden mit Fura-2AM
beladen und der Ca?*-Einstrom zur Bestimmung der Basislinie fiir 5 min ohne Glukose gemessen. AnschlieRend
folgte eine 15-minltige Messung mit 20 mM Glukose und fur die vollstdndige Depolarisation eine 5-minitige
Messung mit 30 mM K* (n = 3). MW + SEM.

Da NLRP3 keinen Einfluss auf die Ca*-Homoostase hat, wurde im Folgenden die mRNA
Expression der Gene Insl und Ins2 in hypoxischen WT und Nirp3” Langerhans-Inseln
untersucht. Interessanterweise fuhrte der Verlust von NLRP3 zu einer signifikant erhhten
MRNA Expression beider Gene (Abbildung 27A und B).
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Abbildung 27: Ins1l und Ins2 mRNA Expression isolierter Langerhans-Inseln. (A und B) Quantitative
Analyse der Ins1 (A) und Ins2 (B) mRNA Expression in hypoxischen WT und NiIrp37 Langerhans-Inseln. Die
gewonnenen Daten wurden auf WT normiert und sind in % dargestellt (n = 3). MW = SEM. *P < 0,05 vs. WT.

6.1.8 Regulatorischer Mechanismus der erhdhten Insulin-Genexpression

Um den zugrundeliegenden regulatorischen Mechanismus der erhéhten Genexpression von
Insulin zu entschlisseln, wurde die subzellulére Lokalisation von PDX-1 und MafA, den beiden
wichtigsten Transkriptionsfaktoren der Insulin-Genexpression, untersucht. Fir eine
immunhistochemische Analyse von PDX-1 wurden hypoxische WT, NIrp3”, WT + Vehikel und
WT + CY-09 Langerhans-Inseln in eine HepatoQuick®-Matrix eingebettet, geschnitten und die
PDX-1-exprimierenden Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln visualisiert (Abbildung 28A).
Die quantitativen Analysen zeigten eine signifikant héhere Anzahl von PDX-1-positiven
Zellkernen der NIrp3” und WT + CY-09 Langerhans-Inseln im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollen (Abbildung 28B und C).
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Abbildung 28: Nukledre Expression von PDX-1 in isolierten Langerhans-Inseln. (A) Reprasentative,
immunhistochemische Farbungen von PDX-1 in hypoxischen WT, Nirp3”, WT + Vehikel und WT + CY-09
Langerhans-Inseln. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. Ma3stab: 75 pum. (B und C)
Quantitative Analyse der PDX-1-positiven Zellen in WT und Nirp3~- Langerhans-Inseln (B) sowie in WT + Vehikel
und WT + CY-09 Langerhans-Inseln (C). Die gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen dargestellt (n = 12).
MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT oder WT + Vehikel.
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Zudem wurden zytoplasmatische und nukleére Proteinextrakte von hypoxischen WT und
NIrp3” Langerhans-Inseln generiert, um die subzellulare Lokalisation von PDX-1 und MafA
mithilfe von Western Blot-Analysen detektieren zu kénnen. Wie erwartet, steigerte der Verlust
von NLRP3 den Transport beider Transkriptionsfaktoren in den Zellkern (Abbildung 29A
und C). Hierbei war die Proteinexpression von PDX-1 bzw. MafA in den NiIrp3” Langerhans-
Inseln auf 146,8 + 10,2 % bzw. 403,8 + 57,3 % im Vergleich zu WT Langerhans-Inseln (100,0
+ 0,0 %) signifikant erhdht (Abbildung 29B und D). Somit kdnnte die erhdhte Expression beider
Transkriptionsfaktoren fir die gesteigerte Expression und folglich auch Sekretion von Insulin

nach Verlust von NLRP3 verantwortlich sein.
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Abbildung 29: Proteinexpression von PDX-1 und MafA in isolierten Langerhans-Inseln. (A)
Zytoplasmatische und nukleére Proteinextrakte von hypoxischen WT und Nlrp3’ Langerhans-Inseln wurden
mittels Western Blot analysiert und die Expression von Nucleolin (100 kDa), PDX-1 (42 kDa) und GAPDH (35
kDa) unter Verwendung spezifischer Antikdrper gemessen. (B) Quantitative Analyse der nukledren PDX-1-
Expression von (A) normiert auf Nucleolin. Die gewonnenen Daten sind in % dargestellt (n = 3). MW + SEM. *P
< 0,05 vs. WT. (C) Zytoplasmatische und nukleare Proteinextrakte von hypoxischen WT und NIrp3* Langerhans-
Inseln wurden mittels Western Blot analysiert und die Expression von Nucleolin (100 kDa), MafA (48 kDa) und
GAPDH (35 kDa) unter Verwendung spezifischer Antikdrper gemessen. (D) Quantitative Analyse der nukleéren
MafA-Expression von (C) normiert auf Nucleolin. Die gewonnenen Daten sind in % dargestellt (n = 3). MW +
SEM. *P < 0,05 vs. WT.

Das NLRP3-Inflammasom interagiert mit dem Redox-Regulator TXNIP, welcher wiederum die
MafA-abhéngige Insulin-Expression hemmt [Zhou et al., 2010; Xu et al., 2013]. Daher wurde

als nachstes die Expression von TXNIP in hypoxischen WT und Nirp3” Langerhans-Inseln
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analysiert (Abbildung 30A). Die Quantifizierung der Western Blots zeigte eine signifikante
Reduktion von TXNIP nach Verlust von NLRP3 im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 30B).
Mithilfe zusatzlicher Ko-Immunprazipitations-Analysen von hypoxischen MIN6-Zellen, die mit
DMSO (Vehikel) oder CY-09 behandelt wurden, konnte festgestellt werden, dass die Inhibition
von NLRP3 die Interaktion von TXNIP und NLRP3 deutlich verringert (Abbildung 30C). Dies
kénnte dadurch erklart werden, dass die pharmakologische NLRP3-Inhibition zu einer
reduzierten Expression von NLRP3 fuhrt und somit weniger TXNIP gebunden werden kann

[Matsuoka et al., 2020].
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Abbildung 30: Proteinexpression von TXNIP in isolierten Langerhans-Inseln und MIN6-Zellen. (A)
Proteinextrakte von hypoxischen WT und NIrp3” Langerhans-Inseln wurden mittels Western Blot analysiert und
die Expression von TXNIP (55 kDa) und GAPDH (35 kDa) unter Verwendung spezifischer Antikbrper gemessen.
(B) Quantitative Analyse der TXNIP-Expression von (A) normiert auf GAPDH. Die gewonnenen Daten sind in %
dargestellt (n = 3). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT. (C) Reprasentativer Western Blot der Ko-Immunprazipitations-
Analyse. MIN6-Zellen wurden mit DMSO (Vehikel) und CY-09 behandelt und unter hypoxischen Bedingungen
fur 24 h kultiviert. AnschlieBend erfolgten eine Immunprézipitation (IP) von NLRP3 und eine Ko-
Immunprazipitation (Ko-IP) von TXNIP. Die Ko-Immunprézipitation mit IgG Antikorpern diente als
Negativkontrolle.

6.1.9 Endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln

Die vorherigen Experimente zeigten, dass der Verlust oder die Inhibition von NLRP3 sowohl
die endokrine Funktion isolierter Langerhans-Inseln in vitro als auch die Revaskularisierung
transplantierter Langerhans-Inseln in vivo signifikant verbessert. Basierend auf diesen
Ergebnissen sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob der Verlust oder die Inhibition
von NLRP3 in transplantierten Langerhans-Inseln auch die Wiederherstellung physiologischer
Blutglukosespiegel (80 bis 200 mg/dl) von diabetischen Mausen beschleunigen kann. Hierzu
wurde die endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln unter Verwendung des STZ-
induzierten diabetischen Mausmodells analysiert. Acht Tage vor der Transplantation der
Langerhans-Inseln wurde durch eine einmalige Injektion des Glukoseanalogons STZ ein T1D-
Phanotyp bei den Empfangertieren induziert. An Tag 0 wurden den Empfangertieren mit einem

Blutglukosespiegel von 350 bis 450 mg/dl die Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel
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transplantiert und die Blutglukosespiegel sowie das Korpergewicht 2-mal wdchentlich
bestimmt. An Tag 28 wurde ein IPGTT durchgefihrt und bei zuséatzlichen Empfangertieren 15
min nach Glukose-Injektion das Blut entnommen, um Plasma herstellen zu kénnen (Abbildung
31).

Nierenkapsel-

Modell Insel- IPGTT &
STZ-Injektion transplantation Blutentnahme

I;' N | ‘ Blutglukose und Kérpergewicht .
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Abbildung 31: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Analyse der endokrinen Funktion
transplantierter Langerhans-Inseln im diabetischen Mausmodell. Der T1D-Phanotyp wurde 8 Tage (D-8)
vor der Transplantation der Langerhans-Inseln durch die einmalige Injektion von STZ (180 mg/kg) induziert. An
Tag 0 (DO) wurden 300 Langerhans-Inseln unter die rechte Nierenkapsel des Empfangertieres transplantiert.
Der Blutglukosespiegel und das Kdérpergewicht wurden 2-mal wdchentlich von D-8 bis Tag 28 (D28) gemessen.
An D28 wurde ein IPGTT durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Insulin-Konzentration im Plasma wurde
zusatzlichen Empfangertieren 15 min nach der Injektion einer Glukoseldsung (10 %) das Blut entnommen.
(Erstellt mithilfe von Servier Medical Art)

In einem Vorversuch wurde zuerst die kritische Anzahl von WT Langerhans-Inseln, die nach
der Transplantation in diabetische Mause nicht innerhalb des 28-tagigen
Beobachtungszeitraums zu einer Wiederherstellung einer Normoglykamie fihrt, bestimmt. Far
diese Dosisfindung wurden 200, 300 oder 400 WT Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel
von diabetischen Empféangertieren transplantiert und das Korpergewicht sowie die
Blutglukosespiegel repetitiv gemessen (Abbildung 32A-D). Hierbei war lediglich das
Korpergewicht der Tiere, die 200 WT Langerhans-Inseln erhielten, an den Tagen 21, 24 und
28 signifikant reduziert im Vergleich zu der mit 400 WT Langerhans-Inseln transplantierten
Gruppe (Abbildung 32A und B). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die
Transplantation von 400 WT Langerhans-Inseln innerhalb von 3 Tagen eine Normoglykamie
wiederherstellt, wahrend die Transplantation von 200 und 300 WT Langerhans-Inseln nicht zu
physiologischen Blutglukosespiegeln innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraums fuhrt
(Abbildung 32C und D). Basierend darauf wurden im folgenden Versuchsaufbau 300 Nirp3™
bzw. WT + CY-09 Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel von STZ-induzierten diabetischen
Mausen transplantiert, um den moglichen positiven Einfluss von NLRP3 auf die
Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel analysieren zu konnen. Die
Transplantation von 300 WT bzw. WT + Vehikel Langerhans-Inseln diente als Positivkontrolle,
wohingegen gesunde Mause ohne STZ-Injektion und Inseltransplantation als Negativkontrolle

mitgefuhrt wurden.
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Abbildung 32: Bestimmung der kritischen Anzahl zu transplantierender WT Langerhans-Inseln im STZ-
induzierten diabetischen Mausmodell. (A und B) Quantitative Analyse der Kdérpergewichte (g) (A) und
entsprechende area under the curve (AUC) (B) von diabetischen Mausen, welchen 200, 300 oder 400 WT
Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 28; n = 4 Tiere pro Gruppe). MW = SEM. *P < 0,05 vs.
200 WT. (C und D) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) (C) und entsprechende AUC (D) von
diabetischen Mausen, welchen 200, 300 oder 400 WT Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag
28; n = 4 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. 200 WT; *P < 0,05 vs. 300 WT.

Die Transplantation der NIrp3” bzw. WT + CY-09 Langerhans-Inseln zeigte im Vergleich zu
transplantierten WT bzw. WT + Vehikel Langerhans-Inseln und gesunden Mausen lber den
gesamten Beobachtungszeitraum keine Auswirkungen auf das Korpergewicht (Abbildung 33A
und C). Dementsprechend wies auch die AUC der Korpergewichte aller Gruppen keine
signifikanten Unterschiede auf (Abbildung 33B und D).
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Abbildung 33: Bestimmung der Korpergewichte der Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen
Mausmodell. (A und B) Quantitative Analyse der Korpergewichte (g) (A) und entsprechende AUC (B) von
diabetischen Mausen, welchen 300 WT oder Nirp3- Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag
28). Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW = SEM. (C und D) Quantitative
Analyse der Koérpergewichte (g) (C) und entsprechende AUC (D) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT +
Vehikel oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 28). Gesunde Mause dienten
als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM.

Im Gegensatz zu den Korpergewichten konnte bei der Analyse der Blutglukosespiegel bereits
an Tag 3 bzw. Tag 7 nach Transplantation eine signifikante Reduktion des Blutglukosespiegels
festgestellt werden. Im Detail zeigte die NIrp3” bzw. WT + CY-09 Gruppe Blutglukosespiegel
von 322,3 + 27,4 mg/dl bzw. 275,1 + 30,2 mg/dl (Abbildung 34A und C). Hingegen waren die
Blutglukosespiegel in den Kontrollgruppen weiterhin stark erhoht (WT: 411,7 + 28,9 mg/dl;
WT + Vehikel: 398,1 + 19,5 mg/dl) (Abbildung 34A und C). Ab Tag 14 bzw. Tag 17 konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen der NIrp3™ bzw. WT + CY-09 Gruppe und der
gesunden Negativkontrolle nachgewiesen werden. Interessanterweise fuihrte der Verlust oder
die Inhibition von NLRP3 an Tag 28 nach der Transplantation der Langerhans-Inseln zu
physiologischen Blutglukosespiegeln, wohingegen die Transplantation von WT und
WT + Vehikel Langerhans-Inseln wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums die

Normoglyk&mie nicht wiederherstellte (Abbildung 34A und C). Dementsprechend war auch die
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AUC der Blutglukosespiegel der NIrp3” und WT + CY-09 Gruppe im Vergleich zu den

entsprechenden Positivkontrollen signifikant reduziert (Abbildung 34B und D).
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Abbildung 34: Messung der Blutglukosespiegel der Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen
Mausmodell. (A und B) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) (A) und entsprechende AUC (B)
von diabetischen M&dusen, welchen 300 WT oder Nirp3” Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis
Tag 28). Gesunde Méause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT;
*P < 0,05 vs. NIrp3-. (C und D) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) (C) und entsprechende AUC
(D) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT + Vehikel oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln transplantiert
wurden (Tag -8 bis Tag 28). Gesunde Méause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM.
*P < 0,05 vs. WT + Vehikel; *P < 0,05 vs. WT + CY-09.

Fur den IPGTT wurden die Blutglukosespiegel der Versuchstiere nach einer Fastenzeit von
16 h gemessen. Anschliel3end erfolgte die Injektion einer 10 %-igen Glukosel6sung und die
Analyse der Blutglukosespiegel nach 15, 30, 45, 60, 120 und 180 min. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Blutglukosespiegel der mit NIirp3” oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln
transplantierten Mausen im Vergleich zu den jeweiligen Positivkontrollen signifikant reduziert
waren (Abbildung 35A und C). Zudem konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
NIrp3” bzw. WT + CY-09 Gruppe und der gesunden Negativkontrolle nachgewiesen werden
(Abbildung 35A und C). Dementsprechend konnte bei der AUC des IPGTT lediglich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Positiv- und Negativkontrollen festgestellt werden
(Abbildung 35B und D).
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Abbildung 35: IPGTT der Empféangertiere im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. (A und B)
Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) wahrend des IPGTT an Tag 28 (A) und entsprechende AUC
(B) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT oder NIrp3” Langerhans-Inseln transplantiert wurden. Gesunde
Mause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT. (C und D)
Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) wahrend des IPGTT an Tag 28 (C) und entsprechende AUC
(D) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT + Vehikel oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln transplantiert
wurden. Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs.
WT + Vehikel.

Um auszuschlie3en, dass eine verminderte Caspl-Aktivitat flr die beobachteten Effekte
verantwortlich ist, wurden im néchsten Schritt WT und Caspl” Langerhans-Inseln unter die
Nierenkapsel von STZ-induzierten diabetischen Mausen transplantiert. Hierbei wurden keine
Unterschiede zwischen den Gruppen beziiglich der Kérpergewichte festgestellt (Abbildung
36A und B). Der Verlust von Caspl fuhrte zu einer leichten Verbesserung der Hyperglykamie
im Vergleich zur WT Gruppe (Abbildung 36C und D). Jedoch konnten wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums keine physiologischen Blutglukosespiegel in der Caspl™ Gruppe
detektiert werden (Abbildung 36C und D). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte
die Analyse der Blutglukosespiegel im IPGTT lediglich 45 min nach der Glukose-Injektion
einen signifikant reduzierten Blutglukosespiegel der mit Caspl”™ Langerhans-Inseln

transplantierten Mausen im Vergleich zur Positivkontrolle (Abbildung 36E und F).
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Abbildung 36: Kdrpergewichte, Blutglukosespiegel und IPGTT der Empféangertiere im STZ-induzierten
diabetischen Mausmodell. (A und B) Quantitative Analyse der Kérpergewichte (g) (A) und entsprechende AUC
(B) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT oder Caspl’ Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8
bis Tag 28). Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (C und D)
Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) (C) und entsprechende AUC (D) von diabetischen Mausen,
welchen 300 WT oder Caspl” Langerhans-Inseln transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 28). Gesunde Mause
dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW = SEM. *P < 0,05 vs. WT; *P < 0,05 vs. Caspl”. (E
und F) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) wahrend des IPGTT an Tag 28 (E) und
entsprechende AUC (F) von diabetischen Mausen, welchen 300 WT oder Caspl”’ Langerhans-Inseln
transplantiert wurden. Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 7 Tiere pro Gruppe). MW + SEM.

Fur die Analyse der Insulin-Konzentration im Plasma an Tag 28 wurden zusatzliche

diabetische Versuchstiere, die eine Transplantation der WT, NIrp3"‘, WT + CY-09 oder Caspl"‘
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Langerhans-Inseln erhielten, fur 16 h gefastet. Als Negativkontrolle dienten gefastete, gesunde
Mause. Mithilfe eines ELISA wurde die Menge an Insulin im Plasma bestimmt. Wie erwartet,
konnte eine signifikant hohere Insulin-Konzentration im Plasma der NIrp3” und WT + CY-09
Gruppe im Vergleich zur WT Gruppe nachgewiesen werden (Abbildung 37). Hingegen
unterschieden sich die Insulin-Konzentrationen der mit Caspl’” Langerhans-Inseln

transplantierten Tiere nicht signifikant von der Positivkontrolle (Abbildung 37).

77 *
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Plasma Insulin (uU/ml)

Abbildung 37: Insulin-Konzentration im Plasma der Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen
Mausmodell. Insulin-Konzentration (an Tag 28) im Plasma von diabetischen Mausen, die mit 300 WT, Nlrp3,
WT + CY-09 oder Caspl’ Langerhans-Inseln transplantiert wurden. Gesunde Mause dienten als
Negativkontrolle. Die gewonnenen Daten sind absolute Werte und in pU/ml dargestellt (n = 6 Tiere pro Gruppe).
MW + SEM. *P < 0,05 vs. WT.

6.1.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von NLRP3 auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion von Langerhans-Inseln analysiert. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Inhibition von NLRP3 weder die Viabilitdt noch die zellulare
Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln beeinflusst. Jedoch konnte bei der Analyse
der endokrinen Funktion in vitro festgestellt werden, dass der Verlust oder die Inhibition von
NLRP3 die Sekretion und Expression von Insulin der Langerhans-Inseln signifikant erhdht. Die
Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus der erhéhten Insulin-Expression zeigte, dass
diese Uber die beiden Transkriptionsfaktoren PDX-1 und MafA reguliert wird. Unter
Verwendung des Riickenhautkammer-Modells konnte in vivo hachgewiesen werden, dass die
Inhibition von NLRP3 die Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln verbessert.
Weiterfiihrende Untersuchungen der Angiogenese bestétigten, dass das vermehrt sekretierte
Insulin der NIrp3” bzw. WT + CY-09 Langerhans-Inseln deren Revaskularisierung stimuliert.
AbschlieRend filhrte die Transplantation von Nlrp3” oder WT + CY-09 Langerhans-Inseln in
diabetische Mause zur Wiederherstellung einer Normoglykémie, wohingegen entsprechende
WT und WT + Vehikel Kontrollgruppen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum

hyperglykadm blieben.
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6.2 Einfluss von MVF auf die Revaskularisierung und endokrine
Funktion von Langerhans-Inseln

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von MVF auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln analysiert.
Hierzu wurde zuerst die zellulare Zusammensetzung und Viabilitat isolierter Langerhans-
Inseln sowie isolierter MVF analysiert. Danach wurde der Einfluss von MVF auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln unter

Verwendung des diabetischen Mausmodells untersucht.

6.2.1 Zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln und MVF

Um die zellulare Zusammensetzung von Langerhans-Inseln bzw. MVF analysieren zu kénnen,
wurden diese zuerst aus dem Pankreas bzw. dem epididymalen Fettgewebe von WT-Mausen
isoliert (Abbildung 38A und C). Anschliel3end wurden sowohl die isolierten Langerhans-Inseln
als auch die MVF in eine HepatoQuick®-Matrix eingebettet und histologische Praparate
hergestellt. Mittels immunhistochemischer Farbungen wurden die Insulin- und CD31-
exprimierenden Zellen der Langerhans-Inseln und die CD31- und a-SMA-exprimierenden
Zellen der MVF visualisiert (Abbildung 38B und D). Wie erwartet, bestanden die Langerhans-
Inseln zum gréften Teil aus Insulin-positiven B-Zellen und nur wenigen CD31-positiven
Endothelzellen (Abbildung 38B). Die isolierten MVF waren durch ein CD31-positives Endothel,

das von a-SMA-positiven Perizyten umgeben war, gekennzeichnet (Abbildung 38D).

A B C D

Abbildung 38: Zellulare Zusammensetzung isolierter Langerhans-Inseln und MVF. (A) Reprasentative,
lichtmikroskopische Aufnahme einer isolierten, Neutralrot-gefarbten Langerhans-Insel. Maf3stab: 50 pm. (B)
Représentative, immunhistochemische Farbung von Insulin (rot) / CD31 (griin) einer isolierten Langerhans-Insel.
Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. MaRstab: 50 pum. (C) Repréasentative,
lichtmikroskopische  Aufnahme eines isolieten MVF. Mafistab: 15 pm. (D) Reprasentative,
immunhistochemische Farbung von a-SMA (rot) / CD31 (grun) eines isolierten MVF. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33342 (blau) visualisiert. Maf3stab: 15 um.

6.2.2 Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln und MVF

Fir die Analyse der Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln und MVF wurden diese mit
Propidiumiodid (nekrotische Zellen) und Hoechst 33342 (Zellkerne) angeféarbt (Abbildung 39A
und C). Als Positivkontrolle dienten Langerhans-Inseln und MVF, die fur 24 h in 0,2 % H,0-
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kultiviert wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass alle Zellen der mit H»O»-inkubierten
Langerhans-Inseln bzw. MVF positiv fir Propidiumiodid und somit nekrotisch waren,
wohingegen bei den unbehandelten Langerhans-Inseln bzw. MVF lediglich 1,0 £ 0,1 % bzw.
2,4 £ 0,9 % nekrotische Zellen detektiert wurden (Abbildung 39B und D).
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Abbildung 39: Viabilitat isolierter Langerhans-Inseln und MVF. (A) Reprasentative, immunhistochemische
Farbung von Propidiumiodid (rot) einer isolierten Langerhans-Insel. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342
(blau) visualisiert. MaRRstab: 100 pm. (B) Quantitative Analyse der Propidiumiodid-positiven Zellen innerhalb der
Langerhans-Inseln direkt nach deren Isolation. Die gewonnenen Daten sind in % aller Zellen dargestellt (n = 20).
MW + SEM. *P < 0,05 vs. Inseln. (C) Reprasentative, immunhistochemische Farbung von Propidiumiodid (rot)
eines isolierten MVF. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. Maf3stab: 15 pm. (D)
Quantitative Analyse der Propidiumiodid-positiven Zellen innerhalb der MVF direkt nach deren Isolation. Die
gewonnenen Daten sind in % aller Zellen dargestellt (n = 20). MW + SEM. *P < 0,05 vs. MVF.

6.2.3 Ko-Transplantation isolierter Langerhans-Inseln und MVF

Um frisch isolierte Langerhans-Inseln und MVF ko-transplantieren zu kénnen, wurden diese in
DMEM vereint und durch Zentrifugation zu einem Pellet aufkonzentriert (Abbildung 40). Dieses
Pellet wurde in einem geringen Volumen physiologischer Kochsalzlésung resuspendiert und
in eine 10 pl Hamilton-Spritze Uberfiihrt (Abbildung 40). Im Anschluss wurde die Suspension
aus Langerhans-Inseln und MVF unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe von

diabetischen Mausen injiziert (Abbildung 40).

Inseln

Diabetische Maus

MVF

Abbildung 40: Schematische Darstellung der Ko-Transplantation von Langerhans-Inseln und MVF in
diabetische Mause. Die frisch isolierten Langerhans-Inseln und MVF werden in DMEM gemischt, pelletiert und
in physiologischer Kochsalzlésung resuspendiert. Anschlieend wird das Gemisch aus Langerhans-Inseln und
MVF mithilfe einer Hamilton-Spritze unter die Nierenkapsel oder in das subkutane Gewebe diabetischer Mause
transplantiert. (Erstellt mithilfe von Servier Medical Art)
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6.2.3.1 Ko-Transplantation isolierter Langerhans-Inseln und MVF unter die Nierenkapsel

In einer ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Ko-Transplantation von Langerhans-
Inseln und MVF unter die Nierenkapsel von diabetischen Tieren im Vergleich zur
Transplantation von Langerhans-Inseln alleine die Wiederherstellung physiologischer
Blutglukosespiegel (80 bis 200 mg/dl) beschleunigen kann. Hierbei wurde, wie im ersten
Studienabschnitt, das STZ-induzierte diabetische Mausmodell verwendet. Den
Empféangertieren mit einem Blutglukosespiegel von 350 bis 450 mg/dl wurden 8 Tage nach der
STZ-Injektion jeweils 250 Langerhans-Inseln, 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder
20000 MVF unter die Nierenkapsel transplantiert. Die Transplantation von 250 Langerhans-
Inseln oder 20000 MVF diente als Positivkontrolle, wohingegen gesunde Mause ohne STZ-
Injektion und Transplantation als Negativkontrolle mitgefthrt wurden. Die Blutglukosespiegel
und das Korpergewicht der Versuchstiere wurden 2-mal wéchentlich bestimmt. An Tag 28
wurde sowohl ein IPGTT durchgefuhrt als auch die transplantierte Niere fir
immunhistochemische Analysen enthommen (Abbildung 41). Drei Tage nach der
Transplantatentfernung wurde der Blutglukosespiegel zum letzten Mal gemessen, um eine
spontane Erholung der noch vorhandenen Langerhans-Inseln in den STZ-behandelten Tieren
ausschlieBen zu kénnen. Zusatzlichen Empfangertieren wurde an Tag 28 eine 10 %-ige
Glukosel6sung injiziert und 15 min danach das Blut entnommen, um Plasma herzustellen. Um
den Insulingehalt der Transplantate bestimmen zu kénnen, wurden diesen Versuchstieren

ebenfalls die Transplantate explantiert (Abbildung 41).

Nierenkapsel-
Modell Insel- / MVF- IPGTT, Blut- und
STZ-Injektion Transplantation Gewebeentnahme

| }

Blutglukose und Koérpergewicht

Abbildung 41: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Analyse der endokrinen Funktion
transplantierter Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel diabetischer Mause. Der T1D-Phanotyp wird 8
Tage (D-8) vor der Transplantation durch die einmalige Injektion von STZ (180 mg/kg) induziert. An Tag 0 (DO)
werden 250 Langerhans-Inseln, 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder 20000 MVF unter die rechte
Nierenkapsel des Empféngertieres transplantiert (linkes Bild; MaRstab: 3 mm). Der Blutglukosespiegel und das
Korpergewicht werden 2-mal wéchentlich von D-8 bis Tag 31 (D31) gemessen. An Tag 28 (D28) wird ein IPGTT
durchgefihrt, die transplantierte Niere enthnommen (rechtes Bild; MaRRstab: 3 mm) und der Blutglukosespiegel 3
Tage nach der Transplantatentfernung gemessen, um die Ruckkehr zur Hyperglykédmie beobachten zu kdnnen.
Zur Bestimmung der Insulin-Konzentration im Plasma und in den Transplantaten an D28 wird zusatzlichen
Empfangertieren das Blut und die Niere entnommen. (Erstellt mithilfe von Servier Medical Art)
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Die Korpergewichte gesunder sowie diabetischer Tiere, welchen 250 Langerhans-Inseln oder
250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF transplantiert wurden, unterschieden sich wahrend
des 36-tdgigen Beobachtungszeitraumes nicht (Abbildung 42A und B). Im Gegensatz dazu
wurden signifikant verringerte Kérpergewichte in der 20000 MVF Gruppe im Vergleich zur
gesunden und mit 250 Langerhans-Inseln transplantierten Gruppe detektiert (Abbildung 42A).
Dementsprechend war auch die AUC der Korpergewichte von Mausen, welche eine
Transplantation von 20000 MVF erhielten, signifikant reduziert (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Bestimmung der Korpergewichte und Messung der Blutglukosespiegel der
Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. (A und B) Quantitative Analyse der
Korpergewichte (g) (A) und entsprechende AUC (B) von diabetischen Mausen, welchen 250 Langerhans-Inseln,
250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder 20000 MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 28). Gesunde
Mause dienten als Negativkontrolle (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln; *P < 0,05 vs.
gesund; #P < 0,05 vs. 250 Inseln + 20000 MVF. (C) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) von
diabetischen Mausen, welchen 250 Langerhans-Inseln, 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder 20000
MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 31). Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 8 Tiere pro
Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln; *P < 0,05 vs. gesund; P < 0,05 vs. 250 Inseln + 20000 MVF. (D)
AUC der Blutglukosespiegel von (C) (Tag -8 bis Tag 28; n = 8 Tiere pro Gruppe). MW = SEM. *P < 0,05 vs. 250
Inseln; *P < 0,05 vs. gesund; #*P < 0,05 vs. 250 Inseln + 20000 MVF.

Bei der Analyse der Blutglukosespiegel konnte festgestellt werden, dass die Transplantation
von 250 Langerhans-inseln oder 20000 MVF nicht zur Wiederherstellung einer

Normoglyk&mie fuhrt (Abbildung 42C). Allerdings reduzierte die Ko-Transplantation von 250
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Langerhans-Inseln und 20000 MVF (257,4 + 14,6 mg/dl) im Vergleich zu den beiden
Positivkontrollen (250 Langerhans-Inseln: 334,9 + 14,3 mg/dl; 20000 MVF: 449,5 + 18,5 mg/dl)
die Blutglukosespiegel nach 7 Tagen signifikant. Ebenfalls konnten 14 Tage nach der Ko-
Transplantation von 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF physiologische
Blutglukosespiegel (192,9 = 16,1 mg/dl) gemessen werden (Abbildung 42C). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen war die AUC der Blutglukosespiegel von Mausen,
welchen 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF transplantiert wurden, im Vergleich zu den
Positivkontrollen signifikant reduziert (Abbildung 42D). Nach der Transplantatentfernung an
Tag 28 stieg der Blutglukosespiegel der mit 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF
transplantierten Mause von 159,1 + 13,6 mg/dl auf 359,0 = 30,5 mg/dl an, wodurch eine
spontane Erholung der noch vorhandenen Langerhans-Inseln in den STZ-behandelten Tieren
ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 42C).

Der IPGTT an Tag 28 nach der Transplantation zeigte signifikant geringere Blutglukosespiegel
von ko-transplantierten Mausen im Vergleich zu den Positivkontrollen (Abbildung 43A). Zudem
unterschieden sich die Blutglukosespiegel zwischen den mit 250 Langerhans-Inseln und
20000 MVF transplantierten Mausen und der gesunden Kontrollgruppe nicht (Abbildung 43A).
Die Analyse der AUC des IPGTT zeigte eine signifikante Erhéhung der Blutglukosespiegel von
Mausen, die mit 250 Langerhans-Inseln oder 20000 MVF transplantiert wurden, im Vergleich
zu den anderen zwei Gruppen (Abbildung 43B).
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Abbildung 43: IPGTT der Empféangertiere im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. (A und B)
Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) wahrend des IPGTT an Tag 28 (A) und entsprechende AUC
(B) von diabetischen Mausen, welchen 250 Langerhans-Inseln, 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder
20000 MVF transplantiert wurden. Gesunde Mé&use dienten als Negativkontrolle (n = 8 Tiere pro Gruppe).
MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln; *P < 0,05 vs. gesund; *P < 0,05 vs. 250 Inseln + 20000 MVF.

Fur die Analyse der Insulin-Konzentration im Plasma an Tag 28 wurden zusatzliche
Versuchstiere fir 16 h gefastet. Im Anschluss wurde den Versuchstieren eine 10 %-ige

Glukosel6sung injiziert und 15 min danach die Konzentration von Insulin im Plasma mithilfe
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eines ELISA analysiert. Hierbei konnte eine tendenziell héhere Insulin-Konzentration im
Plasma der 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF Gruppe im Vergleich zur Transplantation
von 250 Langerhans-Inseln nachgewiesen werden (Abbildung 44A). Wichtiger ist jedoch, dass
kein signifikanter Unterschied der Insulin-Konzentration zwischen den ko-transplantierten
Mausen und der gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden konnte (Abbildung 44A). Die
Analyse des Insulingehalts der Transplantate zeigte, dass die ko-transplantierten Mause mit
326,8 £ 11,2 pU einen signifikant erhéhten Insulingehalt im Vergleich zur Transplantation von
250 Langerhans-Inseln (101,4 £ 6,4 pU) aufwiesen (Abbildung 44B).
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Abbildung 44: Insulin-Konzentration im Plasma und in den Transplantaten der Empféangertiere im STZ-
induzierten diabetischen Mausmodell. (A) Insulin-Konzentration (an Tag 28) im Plasma von diabetischen
Mausen, welchen 250 Langerhans-Inseln, 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF oder 20000 MVF
transplantiert wurden. Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle. Die gewonnenen Daten sind absolute Werte
und in pU/ml dargestellt (n = 3 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln; *P < 0,05 vs. gesund;
#P < 0,05 vs. 250 Inseln + 20000 MVF. (B) Insulingehalt (uU) der Transplantate an Tag 28 von diabetischen

Mausen, welchen 250 Langerhans-Inseln oder 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF transplantiert wurden
(n = 3 Tiere pro Gruppe). MW = SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln.
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Interessanterweise fuhrte die Ko-Transplantation von 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF
bei 87,5 % der Empfangertiere zur Wiederherstellung einer Normoglykéamie, wohingegen nur
bei 12,5 % der mit 250 Langerhans-Inseln transplantierten Mause physiologische
Blutglukosespiegel detektiert werden konnten (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Wiederherstellung einer Normoglykéamie. Anteil der diabetischen M&use, die nach der
Transplantation von 250 Langerhans-Inseln oder 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF eine Normoglykamie
erreichten (n = 8 Tiere pro Gruppe).
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Am Ende des In-vivo-Experiments wurden die Nieren der Empféangertiere, welchen 250
Langerhans-Inseln oder 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF transplantiert wurden,
entnommen und die zelluldre Zusammensetzung der Transplantate mithilfe

immunhistochemischer Farbungen analysiert (Abbildung 46A).
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Abbildung 46: Zellulare Zusammensetzung der Transplantate unter der Nierenkapsel. (A) Reprasentative,
immunhistochemische Farbungen von Insulin / Glukagon, Insulin / Somatostatin und Insulin / CD31 der Gruppe
mit 250 Langerhans-Inseln sowie der Gruppe mit 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF an Tag 28 nach deren
Transplantation. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. MaRRstab: 100 um. (B) Quantitative
Analyse der Inselzellen in der Gruppe mit 250 Langerhans-Inseln sowie der Gruppe mit 250 Langerhans-Inseln
und 20000 MVF. Die gewonnenen Daten sind absolute Werte und als Mittelwert aller Schnitte pro Transplantat
dargestellt (n = 8 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln. (C) Quantitative Analyse der CD31-
positiven Endothelzellen in der Gruppe mit 250 Langerhans-Inseln sowie der Gruppe mit 250 Langerhans-Inseln
und 20000 MVF. Die gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen dargestellt (n = 8 Tiere pro Gruppe).
MW + SEM. *P < 0,05 vs. 250 Inseln.

Hierbei konnte eine signifikant hohere Anzahl an Inselzellen in den Ko-Transplantaten im

Vergleich zur Transplantation von 250 Langerhans-Inseln nachgewiesen werden (Abbildung
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46B). Wie erwartet, war auch der Anteil an CD31-positiven Endothelzellen der Ko-
Transplantate mit 19,9 £ 0,3 % im Vergleich zur Positivkontrolle (15,8 + 0,4 %) signifikant
erhdht (Abbildung 46C). Dies deutet darauf hin, dass die Normoglykamie der Ko-

Transplantatgruppe durch eine beschleunigte Vaskularisierung vermittelt wird.

6.2.3.2 Ko-Transplantation isolierter Langerhans-Inseln und MVF in das subkutane Gewebe

In der zweiten Versuchsreihe lag der Fokus auf dem subkutanen Gewebe als potenzielle,
klinisch einfach zu nutzende Transplantationsstelle. Hierbei wurde die endokrine Funktion der
Transplantate ebenfalls unter Verwendung des STZ-induzierten diabetischen Mausmodells
analysiert. Den Empfangertieren mit einem Blutglukosespiegel von 350 bis 450 mg/dl wurden
8 Tage nach der STZ-Injektion 500 Langerhans-Inseln, 500 Langerhans-Inseln mit 40000
MVF, 1000 Langerhans-Inseln oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF in das subkutane
Gewebe transplantiert. Die Transplantation von 500 oder 1000 Langerhans-Inseln diente als
Positivkontrolle, wohingegen gesunde Mause ohne STZ-Injektion und Transplantation als
Negativkontrolle mitgefihrt wurden. Die Blutglukosespiegel und das Korpergewicht der
Versuchstiere wurden 2-mal wdchentlich Uber insgesamt 116 Tage bestimmt. Aufgrund der
Schwere des Diabetes mussten die Positivkontrollen 28 Tage nach der Transplantation aus
dem Versuch genommen werden. An Tag 105 wurde sowohl ein IPGTT durchgefiihrt als auch
das transplantierte Gewebe fur immunhistochemische Analysen entnommen (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Analyse der endokrinen Funktion
transplantierter Langerhans-Inseln in das subkutane Gewebe diabetischer Mause. Der T1D-Phéanotyp wird
8 Tage (D-8) vor der Transplantation durch die einmalige Injektion von STZ (180 mg/kg) induziert. An Tag 0 (DO)
werden 500 Langerhans-Inseln, 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF, 1000 Langerhans-Inseln oder 1000
Langerhans-Inseln mit 40000 MVF in das subkutane Gewebe des Empféangertieres transplantiert (linkes Bild;
Mafstab: 2 mm). Der Blutglukosespiegel und das Kérpergewicht werden 2-mal wochentlich von D-8 bis Tag 108
(D108) gemessen. An Tag 105 (D105) wird ein IPGTT durchgefuhrt, das transplantierte Gewebe enthnommen
(rechtes Bild; Maf3stab: 2 mm) und der Blutglukosespiegel 3 Tage nach der Transplantatentfernung gemessen,
um die Rickkehr zur Hyperglykdmie beobachten zu kénnen. Zur Bestimmung der Insulin-Konzentration im
Plasma und in den Transplantaten an D105 werden zusatzlichen Empfangertieren das Blut und die Niere
entnommen. (Erstellt mithilfe von Servier Medical Art)
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Drei Tage nach der Transplantatentfernung wurden die Blutglukosespiegel zum letzten Mal
gemessen, um eine spontane Erholung der noch vorhandenen Langerhans-Inseln in den STZ-
behandelten Tieren ausschlieRen zu kénnen. Zusatzlichen Empfangertieren wurde an Tag 105
eine 10 %-ige Glukoseldsung injiziert und 15 min danach das Blut entnommen, um Plasma
herzustellen. Um den Insulingehalt der Transplantate bestimmen zu kénnen, wurde diesen
Versuchstieren ebenfalls das subkutane Gewebe mit den transplantierten Langerhans-Inseln
explantiert (Abbildung 47).

Bei der Analyse der Kdrpergewichte konnten wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums
keine Unterschiede zwischen den gesunden und diabetischen Mausen, welchen 500
Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF transplantiert
wurden, festgestellt werden (Abbildung 48A). Dementsprechend unterschied sich auch die
AUC der Korpergewichte nicht (Abbildung 48B). Die Positivkontrollen zeigten jedoch in den
ersten 28 Tagen nach der Transplantation eine deutliche Reduktion der Korpergewichte, die
mit sehr hohen Blutglukosespiegeln einherging (Abbildung 48A und C). Da beide Parameter
auf einen schweren Diabetes hindeuten, mussten diese Mause aus dem Versuch genommen
werden. Die Ko-Transplantation von 500 oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF
verringerte die Hyperglykdmie der M&ause deutlich (Abbildung 48C). Interessanterweise
konnten am Ende des Beobachtungszeitraums physiologische Blutglukosespiegel bei
Mausen, die eine Ko-Transplantation von 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF (179,2 +
15,7 mg/dl) sowie von 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF (118,3 = 2,9 mg/dl) erhielten,
festgestellt werden. Zudem ist zu vermerken, dass die Blutglukosespiegel, der mit 1000
Langerhans-Inseln und 40000 MVF transplantierten Mause, den Blutglukosespiegeln von
gesunden Mausen (95,3 + 12,5 mg/dl) entsprachen (Abbildung 48C). Die AUC der
Blutglukosespiegel von Mausen, die mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF ko-
transplantiert wurden, war im Vergleich zu der anderen Ko-Transplantationsgruppe signifikant
reduziert (Abbildung 48D). Eine spontane Erholung der endogenen Langerhans-Inseln im
Pankreas nach der STZ-Applikation konnte ausgeschlossen werden, da die
Blutglukosespiegel nach der Transplantatentfernung an Tag 108 wieder deutlich erhéht waren
(500 Langerhans-Inseln + 40000 MVF: 399,7 + 11,9 mg/dl; 1000 Langerhans-Inseln + 40000
MVF: 395,3 £ 5,8 mg/dl) (Abbildung 48C).
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Abbildung 48: Bestimmung der Korpergewichte und Messung der Blutglukosespiegel der
Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. (A) Quantitative Analyse der Kérpergewichte
(g) von diabetischen Mausen, welchen 500 Langerhans-Inseln, 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF, 1000
Langerhans-Inseln oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 105).
Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 6 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (B) AUC der Kdrpergewichte
von (A) der diabetischen Mause, welchen 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln
mit 40000 MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 105). Gesunde M&use dienten als Negativkontrolle (n = 6
Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (C) Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) von diabetischen
Mausen, welchen 500 Langerhans-Inseln, 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF, 1000 Langerhans-Inseln oder
1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 108). Gesunde Mause dienten
als Negativkontrolle (n = 6 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (D) AUC der Blutglukosespiegel von (C) der
diabetischen Mause, welchen 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000
MVF transplantiert wurden (Tag -8 bis Tag 105). Gesunde Méause dienten als Negativkontrolle (n = 6 Tiere pro
Gruppe). MW + SEM. *P < 0,05 vs. gesund; #P < 0,05 vs. 500 Inseln + 40000 MVF.

Mithilfe des IPGTT an Tag 105 nach der Transplantation konnte festgestellt werden, dass sich
die Blutglukosespiegel von Mausen, die eine Ko-Transplantation von 1000 Langerhans-Inseln
mit 40000 MVF erhielten, im Vergleich zur anderen Ko-Transplantatgruppe und gesunden
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden (Abbildung 49A). Die Blutglukosespiegel der mit
500 Langerhans-Inseln und 40000 MVF ko-transplantierten Mausen war im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe nach 45, 60 und 120 min signifikant erhéht (Abbildung 49A). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte die Analyse der AUC des IPGTT lediglich

eine signifikante Erhdhung der Blutglukosespiegel von Mausen, die mit 500 Langerhans-Inseln
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und 40000 MVF transplantiert wurden, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Abbildung
49B).
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Abbildung 49: IPGTT der Empfangertiere im STZ-induzierten diabetischen Mausmodell. (A und B)
Quantitative Analyse der Blutglukosespiegel (mg/dl) wahrend des IPGTT an Tag 105 (A) und entsprechende
AUC (B) von diabetischen Mausen, welchen 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-
Inseln mit 40000 MVF transplantiert wurden. Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle (n = 6 Tiere pro
Gruppe). MW £ SEM. *P < 0,05 vs. gesund.

Die Analyse der Insulin-Konzentration im Plasma erfolgte an Tag 105. Hierfur wurden gesunde
und diabetische Mause, die mit 500 oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF ko-
transplantiert wurden, fir 16 h gefastet. AnschlieBend wurde den Versuchstieren eine
10 %-ige Glukoseldsung injiziert und die Insulin-Konzentration im Plasma bestimmt (Abbildung
50A).
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Abbildung 50: Insulin-Konzentration im Plasma und in den Transplantaten der Empféngertiere im STZ-
induzierten diabetischen Mausmodell. (A) Insulin-Konzentration (an Tag 105) im Plasma von diabetischen
Mausen, welchen 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF
transplantiert wurden. Gesunde Mause dienten als Negativkontrolle. Die gewonnenen Daten sind absolute Werte
und in pU/ml dargestellt (n = 3 Tiere pro Gruppe). MW + SEM. (B) Insulingehalt (uU) der Transplantate an Tag
105 von diabetischen Mausen, welchen 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln
mit 40000 MVF transplantiert wurden (n = 3 Tiere pro Gruppe). MW = SEM.
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Wie erwartet, konnte eine tendenziell hohere Konzentration von Insulin im Plasma der Tiere,
denen 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF ko-transplantiert wurden, im Vergleich zur
anderen Ko-Transplantationsgruppe gemessen werden (Abbildung 50A). Zudem zeigte die
Analyse, dass die Insulin-Konzentration der mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF ko-
transplantierten Mause identisch mit der Konzentration der gesunden Kontrollgruppe war
(Abbildung 50A). Hingegen konnte kein Unterschied im Insulingehalt der Transplantate beider
Ko-Transplantationsgruppen festgestellt werden (Abbildung 50B).

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen fiihrte die Ko-Transplantation von 500
Langerhans-Inseln mit 40000 MVF sowie von 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF bei
allen Empfangertieren zur Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel (Abbildung
51). Hierbei war zu beobachten, dass alle Mause der Ko-Transplantationsgruppe von 500
Langerhans-Inseln mit 40000 MVF erst an Tag 91 nach der Transplantation normoglykam
waren, wohingegen die mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF transplantierten Mause
schon an Tag 45 physiologische Blutglukosespiegel aufwiesen (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Wiederherstellung einer Normoglykamie. Anteil der diabetischen M&use, die nach der
Transplantation von 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF oder 1000 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF eine
Normoglykémie erreichten (n = 6 Tiere pro Gruppe).

Am Ende des In-vivo-Experiments wurden die Ko-Transplantate entnommen und ihre zellulére
Zusammensetzung analysiert. Die immunhistochemischen Farbungen zeigten, dass die
Transplantate beider Gruppen Insulin-positive B-, Glukagon-positive a- und Somatostatin-
positive d-Zellen aufwiesen, jedoch wurde kein Unterschied in der Gesamtzahl der Inselzellen
detektiert (Abbildung 52A und B). Auch der Anteil von CD31-positiven Endothelzellen war in
den beiden Ko-Transplantationsgruppen nicht signifikant verschieden (Abbildung 52A und C).
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Abbildung 52: Zellulare Zusammensetzung der Transplantate im subkutanen Gewebe. (A) Reprasentative,
immunhistochemische Farbungen von Insulin / Glukagon, Insulin / Somatostatin und Insulin / CD31 der Gruppe
mit 500 Langerhans-Inseln und 40000 MVF sowie der Gruppe mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF an
Tag 105 nach deren Transplantation. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) visualisiert. MaR3stab:
100 um. (B) Quantitative Analyse der Inselzellen in der Gruppe mit 500 Langerhans-Inseln und 40000 MVF (n =
5 Tiere pro Gruppe) sowie der Gruppe mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF (n = 3 Tiere pro Gruppe).
Die gewonnenen Daten sind absolute Werte und als Mittelwert aller Schnitte pro Transplantat dargestellt. MW +
SEM. (C) Quantitative Analyse der CD31-positiven Endothelzellen in der Gruppe mit 500 Langerhans-Inseln
und 40000 MVF (n =5 Tiere pro Gruppe) sowie der Gruppe mit 1000 Langerhans-Inseln und 40000 MVF (n =3
Tiere pro Gruppe). Die gewonnenen Daten sind in % aller Inselzellen dargestellt. MW + SEM.

6.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von MVF auf die
Revaskularisierung und endokrine Funktion von Langerhans-Inseln untersucht. Die
durchgefuhrten Untersuchungen zeigten, dass der Isolierungsprozess von Langerhans-Inseln
und MVF deren zellulare Zusammensetzung sowie Viabilitat nicht beeinflusst. Unter
Verwendung des STZ-induzierten diabetischen Mausmodells konnte nachgewiesen werden,
dass die Ko-Transplantation von Langerhans-Inseln und MVF unter die Nierenkapsel von

diabetischen Mausen innerhalb weniger Tage zur Wiederherstellung einer Normoglykéamie
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fuhrt. AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass diese vereinfachte Strategie auch im
subkutanen Gewebe erfolgreich angewendet werden kann. So konnten durch die Ko-
Transplantation einer héheren Anzahl von Langerhans-Inseln und MVF in das subkutane

Gewebe von diabetischen Tieren ebenfalls physiologische Blutglukosespiegel erreicht
werden.
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7. Diskussion

Die Entwicklung des Edmonton-Protokolls im Jahr 2000 stellte einen Meilenstein im Bereich
der Inseltransplantation dar, denn damit konnten die fur die endokrinen Zellen toxischen
Glucocorticoide zur Immunsuppression vermieden werden [Shapiro et al., 2000]. Trotz dieser
Verbesserung etablierte sich die Inseltransplantation bis heute nicht zu einer breit
angewandten Therapieoption fur T1D-Patienten [Shapiro et al., 2001; Nyqvist et al., 2011;
Agarwal & Brayman, 2012; McCall & Shapiro, 2012; Bottino et al., 2018; Pepper et al., 2018;].
Hierflr ist vor allem die langandauernde und oft unzureichende Revaskularisierung und der
damit verbundene Hypoxie-induzierte Zelltod der Transplantate verantwortlich [Brissova et al.,
2004; Emamaullee & Shapiro, 2007; Kobayashi, 2008; Nyqvist et al., 2011; Paredes-Juarez et
al., 2015; Chung et al., 2019]. Dementsprechend wurde in den letzten Jahren intensiv nach
Strategien geforscht, die den Prozess der Revaskularisierung beschleunigen. Hierbei wurden
nicht nur unterschiedliche pro-angiogene Substanzen und Wachstumsfaktoren verwendet,
sondern es wurde auch die Ko-Kultivierung von isolierten Langerhans-Inseln mit
Endothelzellen oder die Fusion von Inselzellen und MVF zu pravaskularisierten Pseudoinseln
untersucht [Cheng et al., 2004; Song et al., 2009; Golocheikine et al., 2010; Song et al., 2010;
Coppens et al., 2013; Barba-Gutierrez et al., 2016; Staels et al., 2018; Menger et al., 2020a;
Nalbach et al., 2021b]. Allerdings verbesserten diese Strategien die Revaskularisierung der
Transplantate nicht ausreichend, um die Transplantation von Langerhans-Inseln als echte
Alternative zur Insulinsubstitution in der klinischen Praxis anzuwenden. Somit wird derzeit mit
Hochdruck sowohl an der Identifizierung neuer pro-angiogener oder anti-inflammatorischer
Faktoren als auch an der Etablierung neuer Vaskularisierungsstrategien, die den Prozess der

Revaskularisierung beschleunigen, geforscht.

7.1 Einfluss von NLRP3 auf die Revaskularisierung und endokrine
Funktion von Langerhans-Inseln

Das NLRP3-Inflammasom ist ein zytoplasmatischer Multiproteinkomplex, der eine wichtige
Funktion bei der angeborenen Immunantwort hat und verstéarkt in Immunzellen exprimiert wird
[Yashiro et al.,, 2021; Zhang et al., 2023]. Somit ist dieses Inflammasom auch an der
Pathogenese unterschiedlichster Krankheiten, wie Arteriosklerose, Alzheimer und Parkinson,
beteiligt [Wang et al., 2020b]. Im Jahr 2018 wurde erstmalig beschrieben, dass NLRP3 auch
in den B-Zellen der Langerhans-Inseln exprimiert wird und diese Expression nach Hypoxie-
induziertem Stress hochreguliert wird [Chen et al., 2018; Lebreton et al., 2018]. Im
Zusammenhang damit konnten Lavallard et al. [2020] eine deutlich erhdhte Expression von

NLRP3, Caspl und IL-1B in transplantierten Langerhans-Inseln nachweisen. Ebenfalls fuhrt
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der Verlust von NLRP3 zu einer verbesserten endokrinen Funktion isolierter Langerhans-
Inseln. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass NLRP3 auch bei der Transplantation von
Langerhans-Inseln eine wichtige Funktion haben kénnte. Aus diesem Grund sollte im ersten
Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit untersucht werden, welchen Einfluss der Verlust oder
die Inhibition von NLRP3 auf die Revaskularisierung und endokrine Funktion transplantierter
Langerhans-Inseln hat.

Der Isolationsprozess als auch die anschlieBende Kultivierung fihren zu zellularem und
hypoxischem Stress innerhalb der Langerhans-Inseln. Dies beglinstigt insbesondere bei
Langerhans-Inseln mit groBem Durchmesser die Entstehung von zentralen Nekrosen [Kauri et
al., 2003; MacGregor et al., 2006; Suszynski et al., 2014; Barisam et al., 2018; Komatsu et al.,
2018; Saravanan et al., 2018; Wang et al., 2020a]. Studien zeigten, dass die Gegenwart
verschiedener Substanzen wahrend der Kultivierung zusétzlich die Langerhans-Inseln
schadigen kann [Hashemitabar et al., 2015; Rodriguez-Comas et al., 2020]. Um zu Uberprifen,
ob die in dieser Arbeit durchgefihrte Isolierung und/oder Kultivierung der Langerhans-Inseln
mit dem NLRP3-Inhibitor CY-09 die Viabilitdt der Langerhans-Inseln beeintrachtigt, wurden
unterschiedliche Viabilitatsanalysen durchgeftihrt. Unter Verwendung der Propidiumiodid- und
Calcein-Farbung konnte nachgewiesen werden, dass sich weder die Isolierung noch die
Inhibition von NLRP3 negativ auf die Viabilitit von Langerhans-Inseln auswirkt. Da die
Sensitivitat dieser Methode gering ist und somit minimale Auswirkungen auf die Viabilitat oft
nicht detektiert werden konnen, wurde die Viabilitdt zusatzlich auf Einzelzellniveau mittels
durchflusszytometrischen Analysen untersucht. Auch hier lieBen sich keine Unterschiede
zwischen den Gruppen beziiglich der Verteilung von vitalen, apoptotischen, nekroptotischen
und nekrotischen Zellen erkennen. Die immunhistochemischen Analysen der zelluldren
Zusammensetzung isolierter WT + Vehikel und WT + CY-09 Langerhans-Inseln zeigten
ebenfalls keinen Unterschied in den Fraktionen der endokrinen 8-, a- und d-Zellen sowie der
endothelialen Zellen. Folglich konnte im Rahmen dieser Analysen festgestellt werden, dass
die Inhibition von NLRP3 keinen Einfluss auf die Viabilitat und die zellulare Zusammensetzung
isolierter Langerhans-Inseln hat.

In mehreren Studien wurde bereits gezeigt, dass NLRP3 sowohl eine entscheidende Funktion
bei der endokrinen Funktion als auch bei der Stress-induzierten Entziindungsreaktion besitzt
[Lebreton et al., 2018; Sokolova et al., 2018; Sharma & Kanneganti, 2021]. Ebenfalls wurde
kiurzlich von Lavallard et al. [2020] eine signifikant hochregulierte Expression von NLRP3 in
transplantierten Langerhans-Inseln wahrend der frihen post-Transplantationsphase
nachgewiesen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit hypothetisiert, dass eine verringerte
Aktivitat von NLRP3 in isolierten Langerhans-Inseln nach deren Transplantation ihr
Anwachsen verbessert. Diese Hypothese wurde anhand des Riickenhautkammer-Modells,

welches eine repetitive intravitalfluoreszenzmikroskopische Analyse der Revaskularisierung
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und Mikrozirkulation von transplantierten Langerhans-Inseln ermdglicht, Gberprft [Menger et
al., 2020a; Nalbach et al., 2021b; Wrublewsky et al., 2022a]. Dabei kann nicht nur die
revaskularisierte Flache, die Anwachsrate und die endotheliale Fenestrierung der Insel-
Transplantate analysiert werden, sondern es kann ebenfalls der Durchmesser, die
FlieBgeschwindigkeit und der Blutvolumenfluss neu gebildeter Blutgefal3e innerhalb der
transplantierten Langerhans-Inseln bestimmt werden [Lipowsky et al., 1978; Vajkoczy et al.,
1995; Menger et al., 2020a; Menger et al., 2020b]. Mithilfe der hier durchgefuihrten In-vivo-
Analysen konnte eine signifikant groRere revaskularisierte Flache und erhdhte Anwachsrate
der transplantierten WT + CY-09 Langerhans-Inseln im Vergleich zu den WT + Vehikel
Langerhans-Inseln detektiert werden. Ebenfalls war die endotheliale Fenestrierung der
transplantierten Langerhans-Inseln nach Inhibition von NLRP3 deutlich erhoht. Diese
Ergebnisse konnten durch die generell gré3ere revaskularisierte Flache und somit vermehrte
Anzahl an Blutgefal3en innerhalb des Inselnetzwerkes begrindet werden, wodurch vermehrt
Rhodamin 6G die Blutgefalie passieren kann und sich in den Mitochondrien der umliegenden
endokrinen Zellen ansammelt. In Ubereinstimmung mit den In-vivo-Ergebnissen konnte im
Rahmen zusétzlicher immunhistochemischer Analysen gezeigt werden, dass die Anzahl an
Endothelzellen in den transplantierten WT + CY-09 Langerhans-Inseln im Vergleich zur
Kontrolle signifikant erhéht ist. Diese Ergebnisse sind allerdings entgegen der Beobachtung
von Chai et al. [2020]. Die Autoren fanden eine verringerte Sekretion pro-angiogener Zytokine
sowie eine verminderte Expression von hypoxia-inducible factor-71a (HIF-1a) und VEGF in
retinalen Endothelzellen in Abhangigkeit einer reduzierten NLRP3-Aktivitat. Zudem erhdhte
eine NLRP3-Uberexpression die Expression von HIF-1a und VEGF [Chai et al., 2020]. HIF-1a
wird in mehreren Studien als induzierender Faktor fiir die VEGF-Expression beschrieben und
VEGF wiederum fordert angiogene Prozesse [Liu et al., 2021; Pang et al., 2021; Abhinand et
al., 2023; Liu et al., 2023a; Liu et al., 2023b]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein
Unterschied bezlglich der VEGF-A-Expression zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Dementsprechend kann nur spekuliert werden, dass die hier beobachtete beschleunigte
Revaskularisierung HIF-1a-unabhangig ist oder der NLRP3-abhéngige anti-angiogene Effekt
von einem pro-angiogenen Effekt tbertroffen wird. Letzteres kdnnte durch die erhdhte Insulin-
Sekretion nach NLRP3-Inhibition vermittelt werden, denn Insulin kann Uber die Bindung an
den IR und IGF-1R von Endothelzellen deren Proliferation und somit die Bildung neuer
BlutgefalRe fordern [Straus, 1981; Shrader et al., 2009; Sokolova et al., 2018]. In der Tat
zeigten die Ergebnisse deutlich, dass die Stimulation mit Insulin das Aussprossen von
Endothelzellen und die Ausbildung von GefalRmaschen signifikant verbessert, wohingegen
diese Effekte durch die Inhibition des IR- und IGF-1R-Signalweges aufgehoben wurden.
Interessanterweise hat die verringerte Aktivitat von NLRP3 in Endothelzellen keinen Einfluss

auf deren angiogene Aktivitat. Daher kann davon ausgegangen werden, dass alleinig die
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erhohte Sekretion von Insulin nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 fur die schnellere
Entstehung neuer Blutgefal3e verantwortlich ist.

Die Revaskularisierung von transplantierten Langerhans-Inseln dauert mehrere Tage und
erfordert sowohl die Angiogenese als auch in geringem Mal3e die Vaskulogenese [Contreras
et al., 2003; Asahara & Kawamoto, 2004; Brissova & Powers, 2008; Kang et al., 2012; Oh et
al., 2013; Mitsiou et al., 2022]. Deng et al. [2017] berichteten, dass das Potential von EPC zu
migrieren und gefaRahnliche Strukturen in vitro auszubilden, nach einer NLRP3-Inhibition
deutlich erhoht ist. Zudem zeigte eine andere Studie, dass durch oxidiertes low-density
lipoprotein (LDL) NLRP3 in EPC aktiviert wird und in Folge dessen deren Proliferation und
Migration vermindert ist [Qian et al., 2019]. Dementsprechend kdnnten residente EPC in
transplantierten WT + CY-09 Langerhans-Inseln zur verbesserten Revaskularisierung
beitragen. Allerdings ist deren Existenz in Langerhans-Inseln noch nicht bewiesen.

Der Ca?*-Einstrom durch spannungsabhangige Ca?*-Kanile ist Voraussetzung fir eine
Glukose-stimulierte Insulin-Sekretion [Navarro-Tableros et al., 2007]. Interessanterweise ist
auch die Aktivitat von NLRP3 zumindest teilweise Ca?*-abhangig, denn eine Ca?*-Freisetzung
aus dem endoplasmatischen Retikulum und der Einstrom von extrazellularem Ca?* erhoht die
Aktivitat des Inflammasoms [Murakami et al., 2012]. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit zusatzlich untersucht, ob der Verlust von NLRP3 die Ca?"-abhangige
Insulin-Sekretion beeinflusst. Jedoch konnte kein Unterschied hinsichtlich des Glukose-
induzierten Ca?*-Einstroms zwischen WT und NIrp3” Langerhans-Inseln festgestellt werden.
Folglich kann die hier beobachtete erhohte Insulin-Sekretion nicht durch eine veranderte Ca?*-
Signallbertragung begriindet werden. In weiterfihrenden Experimenten, welche den
zugrundeliegenden Mechanismus der erhéhten Insulin-Sekretion klaren sollten, konnte nicht
nur eine erhdhte Expression der Insulin-Gene Insl und Ins2 festgestellt werden, sondern es
konnte mit dem Redox-Regulator TXNIP auch ein entscheidender Faktor identifiziert werden,
der die Insulin-Genexpression indirekt induziert. TXNIP wird unter hypoxischen Bedingungen
hochreguliert, interagiert direkt mit NLRP3 und beeinflusst somit die Insulin-Sekretion negativ
[Zhou et al., 2010; Lavallard et al., 2020]. Die Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus
zeigte, dass TXNIP die Expression der microRNA (miRNA)-204 induziert [Xu et al., 2013]. Die
mMiRNA-204 wiederum bindet an die MafA mRNA, wodurch die Insulin-Genexpression
reduziert wird [Xu et al., 2013]. Ebenfalls ist bekannt, dass der knockdown von TXNIP in §3-
Zellen zu einer gesteigerten Expression von PDX-1 fihrt [Shao et al., 2020].
Interessanterweise konnte in den hier durchgefuhrten Analysen sowohl ein geringerer
Proteingehalt von TXNIP als auch eine erhdhte nukleédre Lokalisation von MafA und PDX-1 in
hypoxischen NIrp3” Langerhans-Inseln nachgewiesen werden. Zusammenfassend kann
daher angenommen werden, dass die vermehrte nukleare Lokalisation von MafA und PDX-1

die transkriptionelle Aktivitat der Insulin-Expression und somit -Sekretion begtnstigt. Zudem
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wurde die direkte Interaktion von NLRP3 mit TXNIP untersucht, um die Ursache des
reduzierten Proteingehalts des Redox-Regulators zu analysieren, denn eine reduzierte
NLRP3-Genexpression kbnnte zu einer vermehrten Freisetzung und folglich zur Degradation
von TXNIP fuhren. In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit eine deutlich reduzierte
NLRP3/TXNIP-Interaktion nach Inflammasom-Inhibition detektiert werden. In diesem Kontext
stehen auch die Ergebnisse von Matsuoka et al. [2020], welche eine reduzierte NLRP3-
Genexpression hach Inhibition von NLRP3 zeigten. Insofern kann spekuliert werden, dass die
Inhibition von NLRP3 die eigene Expression negativ reguliert.

SchlielRlich wurde noch untersucht, ob die erhohte Insulin-Sekretion und somit die Insulin-
abhangige verbesserte Revaskularisierung der WT + CY-09 Langerhans-Inseln auch zu einer
beschleunigten Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel in diabetischen Tieren
fuhrt. Hierfur wurde das STZ-induzierte diabetische Mausmodell in Kombination mit der
Transplantation von Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel verwendet. Seit nun fast 40
Jahren wird die Nierenkapsel als Transplantationsstelle fir Langerhans-Inseln bei Nagetieren
fur praklinische Studien préaferiert [Mellgren et al., 1986]. Dies ist damit zu begrinden, dass
sich die Langerhans-Inseln unter der Nierenkapsel im Vergleich zu anderen
Transplantationsstellen, wie dem Omentum, der Lunge, der Leber, der Milz oder der
Muskulatur, nicht nur exakt lokalisieren lassen, sondern es ist auch mdglich, eine
Nephrektomie durchzufiihren und die Transplantate fir molekularbiologische und
histologische Analysen zu explantieren [Hayek et al., 1990; Hayek & Beattie, 1997; Kim et al.,
2010; Addison et al., 2020]. Die Anzahl der zu transplantierenden Langerhans-Inseln, welche
zur Senkung der Blutglukosespiegel diabetischer Tiere fihrt, ist sowohl abhéngig von dem
Gewicht und der Spezies der Empfanger als auch von der Transplantationsstelle [Hesse et al.,
1986; Zmuda et al., 2011; Stokes et al., 2017a; Stokes et al., 2017b]. Zmuda et al. [2011]
zeigten, dass die Transplantation von 150 bis 250 Langerhans-Inseln unter die Nierenkapsel
von diabetischen Mausen mit einem Korpergewicht von 18 bis 20 g die Blutglukosespiegel nur
leicht senkt. Allerdings fuhrte die Transplantation von 300 Langerhans-Inseln zur
Wiederherstellung einer Normoglykamie [Zmuda et al., 2011]. Da in der vorliegenden Arbeit
Mause mit einem Korpergewicht von ~25 g verwendet wurden, musste vor Beginn des
Hauptversuches die kritische Anzahl der zu transplantierenden Langerhans-Inseln ermittelt
werden. Die Ergebnisse dieser Dosisfindung zeigten, dass die Transplantation von 400 WT
Langerhans-Inseln zu physiologischen Blutglukosespiegeln in den Empféangertieren fihrt,
wahrend Mause mit 200 und 300 transplantierten WT Langerhans-Inseln hyperglykdm bleiben.
Basierend auf diesen Vorversuchen wurden 300 Langerhans-Inseln als kritische Anzahl fur die
Transplantation unter die Nierenkapsel von diabetischen Tieren verwendet. Auf diese Weise
konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust oder die Inhibition von NLRP3 in

transplantierten Langerhans-Inseln die Blutglukosespiegel der Empfangertiere 7 Tage nach
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der Transplantation signifikant erniedrigt und am Ende des Beobachtungszeitraums (28 Tage)
zu physiologischen Blutglukosespiegeln flhrt.

Mehrere Studien zeigten bereits, dass die Behandlung von B-Zelllinien und Langerhans-Inseln
mit IL-1B deren Insulin-Sekretion deutlich verschlechtert [Corbett & McDaniel, 1995; Burke et
al., 2015b; Sun et al., 2020]. Fur die Prozessierung von pro-IL-18 zu IL-1f ist die Casp1
verantwortlich, die innerhalb des NLRP3-Inflammasomkomplexes die Kkatalytische
Komponente darstellt [Kelley et al., 2019]. Um zu untersuchen, ob die beschleunigte
Wiederherstellung der Normoglykamie nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 durch IL-1(3
vermittelt wird, wurden in einem zusétzlichen Experiment 300 Caspl” Langerhans-Inseln
unter die Nierenkapsel von diabetischen Mausen transplantiert. Die Analyse der
Blutglukosespiegel zeigte, dass sich diese zwar nach der Transplantation von Caspl™
Langerhans-Inseln verbesserten, aber Uber den ganzen Beobachtungszeitraum nicht zu
einem physiologischen Level zuriickkehrten. Dies deutet daraufhin, dass die verbesserte
endokrine Funktion nach Verlust oder Inhibition von NLRP3 gro3tenteils durch NLRP3 selbst
und weniger durch die katalytische Aktivitat der Caspl verursacht wird. Es sollte jedoch
beachtet werden, dass die Caspl neben IL-1p3 noch weitere Proteine, wie IL-18 und Sirtuin-1,
spaltet und folglich diese die Inseltransplantation verschlechtern kénnten [Molla et al., 2020].
Um alleinig den Effekt von IL-1 auf die endokrine Funktion transplantierter Langerhans-Inseln
untersuchen zu kénnen, miissten entweder IL-18" Langerhans-Inseln transplantiert werden
oder die WT Empfangertiere vor der Transplantation mit einem spezifischen IL-1-Rezeptor-
Inhibitor behandelt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zudem eine signifikant reduzierte Anzahl von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in transplantierten WT + CY-09 Langerhans-
Inseln im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle detektiert werden. Langerhans-Inseln besitzen
~2 % residente Makrophagen, die als potenzieller Modulator der T-Zellaktivierung agieren
[Ferris et al., 2017]. Des Weiteren fiihrt Hypoxie zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in
Makrophagen, wodurch die Inflammasom-vermittelte Entziindung und die Caspl-abhéngige
Pyroptose induziert wird [Bergsbaken et al., 2009; Watanabe et al., 2020]. Dementsprechend
ist es denkbar, dass die verminderte Aktivitédt von NLRP3 in den residenten Makrophagen der
transplantierten Langerhans-Inseln und somit die verringerte Freisetzung der Zytokine IL-1f3
und IL-18 die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten sowie die Infiltration der
Transplantate mit Makrophagen aus dem Empfangergewebe reduziert. Entsprechend
berichteten Matsuoka et al. [2020] kirzlich, dass die Behandlung von diabetischen Mausen
mit dem NLRP3-Inhibitor MCC950 die hepatische Transplantation von Langerhans-Inseln
aufgrund einer verringerten Makrophageninfiltration verbessert. Somit kann geschlussfolgert

werden, dass sich nicht nur die erhdhte Insulin-Sekretion, sondern auch die reduzierte
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Immunzellinfiltration nach Inhibition von NLRP3 positiv auf die Transplantation von
Langerhans-Inseln auswirkt.

In der Regel werden in der Klinischen Praxis isolierte Langerhans-Inseln vor deren
Transplantation kultiviert, um 1) den isolationsbedingten zellularen Stress zu reduzieren, 2) die
Anzahl residenter Leukozyten zu verringern und 3) Azinus- und/oder apoptotische Zellen aus
dem Isolat zu entfernen [Markmann et al., 1990; Abdelli et al., 2004; Rijkelijkhuizen et al., 2006;
Noguchi et al., 2015]. Dementsprechend empfiehlt das Clinical Islet Transplantation-Protokoll,
die Kultivierung von Langerhans-Inseln vor deren Transplantation als Standardverfahren fir
die klinische Inseltransplantation [Rickels et al., 2013]. Die in diesem Studienabschnitt
angewandte Prékultivierungsstrategie mit dem NLRP3-Inhibitor CY-09 ware somit ein in den
klinischen Alltag einfach zu implementierender Schritt, welcher die klinische
Inseltransplantation deutlich verbessern kénnte.

7.1.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig nachgewiesen werden,
dass eine verringerte Aktivitdt von NLRP3 in isolierten Langerhans-Inseln die
Revaskularisierung nach deren Transplantation in Abhangigkeit von der erhdhten Insulin-
Sekretion verbessert. Indirekt konnte somit ebenfalls das Spender-/Empfanger-Verhaltnis
gesenkt werden, da eine geringere Anzahl transplantierter Nlrp3” und WT + CY-09
Langerhans-Inseln bendtigt wird, um physiologische Blutglukosespiegel in diabetischen
Empféangertieren zu erreichen. Da in der vorliegenden Arbeit alle Experimente nur mit murinen
Langerhans-Inseln durchgefuhrt wurden, stellt sich die Frage, ob die hier generierten
Ergebnisse der NLRP3-Inhibition auch in humanen Langerhans-Inseln detektiert werden
kénnen. Murine Langerhans-Inseln unterscheiden sich namlich nicht nur in ihrem zellularen
Aufbau, sondern auch in der Sekretion von Insulin von humanen Langerhans-Inseln [Eizirik et
al., 1994; Cabrera et al., 2006; Kim et al., 2009; Kilimnik et al., 2012; Alcazar & Buchwald,
2019]. Um dies zu klaren, mussten einige Schlisselexperimente der vorliegenden Arbeit mit
humanen Langerhans-Inseln durchgefiihrt werden. Hierzu sollten humane Langerhans-Inseln
mit dem NLRP3-Inhibitor behandelt und deren endokrine Funktion in vitro untersucht werden.
Zusatzlich kénnten humane Langerhans-Inseln nach Inhibition von NLRP3 in diabetische
immundefiziente Mause transplantiert werden, um deren Revaskularisierung und endokrine

Funktion unter hyperglykamischen Bedingungen analysieren zu kénnen.
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7.2 Einfluss von MVF auf die Revaskularisierung und endokrine
Funktion von Langerhans-Inseln

Um die Revaskularisierung von transplantierten Langerhans-Inseln zu beschleunigen, stehen
verschiedene pro-angiogene Strategien im Fokus der Forschung [Menger et al., 2020a;
Nalbach et al., 2021b]. In einer vorangegangenen Studie zu dieser Arbeit konnte bereits ein
vielversprechendes MVF-basiertes Konzept fur die Inseltransplantation entwickelt werden
[Nalbach et al., 2021b]. Hierzu wurden pravaskularisierte Pseudoinseln durch die Fusion von
Inselzellen und MVF generiert. Diese Pseudoinseln wiesen neben einer erhéhten
Proliferationsrate auch eine hohe angiogene Aktivitdt auf, die durch eine parakrine
Signaltransduktion zwischen Endothel- und B-Zellen vermittelt wurde. Zudem konnte
festgestellt werden, dass die Transplantation der kritischen Anzahl von 250 Langerhans-Inseln
unter die Nierenkapsel von diabetischen Mausen nicht zu physiologischen
Blutglukosespiegeln fihrt, wohingegen die identische Anzahl von pravaskularisierten
Pseudoinseln eine Normoglykdmie kurz nach deren Transplantation wiederherstellt [Nalbach
et al.,, 2021b]. Trotz dem Erfolg dieser Strategie ist die Generierung pravaskularisierter
Pseudoinseln aufgrund des komplexen und zeitaufwandigen Kultivierungsverfahrens im
klinischen Alltag nur schwer zu implementieren. Um dieses Problem zu l6sen, wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Strategie entwickelt, um die erwéhnte MVF-basierte Methode zu
vereinfachen.

MVF stellen vielversprechende Vaskularisierungseinheiten dar und kénnen durch eine
einfache Vorgehensweise aus dem Fettgewebe von Mausen, Ratten und Menschen isoliert
werden [Wagner et al., 1972; Wagner & Matthews, 1975; Laschke & Menger, 2015; Xu et al.,
2021]. Sie sind Gefallsegmente aus Arteriolen, Venolen und Kapillaren, die eine
physiologische Mikrogefalimorphologie aufweisen und sich nach Transplantation schnell
wieder miteinander sowie mit den umgebenden BlutgefalRen des Empfangers zu einem
dichten Netzwerk verbinden [Hoying et al., 1996; Frueh et al., 2017b; Nalbach et al., 2021a].
MVF bestehen neben Endothelzellen, Fibroblasten, MSC und Prdadipozyten auch aus
Perizyten [McDaniel et al., 2014]. Letztere sind besonders wichtig, da sie durch den direkten
Kontakt mit den Endothelzellen und der EZM vasokonstriktiv sowie vasodilatativ wirken und
somit den kapillaren Blutfluss beeinflussen [Rucker et al., 2000; Armulik et al., 2005]. In
Langerhans-Inseln besitzen Perizyten eine entscheidende Rolle, da sie deren endokrine
Funktion regulieren [Sasson et al., 2016]. Zudem sind sie an der vaskuldren Regeneration
beteiligt, indem sie durch die Ausschittung pro-angiogener Faktoren die Bildung neuer
BlutgefalRe stimulieren [Juang et al., 2015]. Wie schon im Fall der Langerhans-Inseln kann
auch der Isolierungsprozess der MVF zu zellularem Stress fihren und somit deren Viabilitat
beeintrachtigen [Bottino et al., 2004; Benton et al., 2008; Negi et al., 2012]. Anhand der hier
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durchgefuhrten Viabilitditsanalysen konnte dies jedoch ausgeschlossen werden, da in
einzelnen MVF nur wenige nekrotische Zellen nachweisbar waren.

In einem nachsten Schritt wurden isolierte Langerhans-Inseln und MVF einzeln oder
zusammen unter die Nierenkapsel von STZ-induzierten diabetischen Tieren transplantiert.
Nalbach et al. [2021b] konnten bereits zeigen, dass die Transplantation von 250
pravaskularisierten Pseudoinseln, in die insgesamt 50000 MVF inkorporiert sind, in
diabetischen Tieren zu einer Wiederherstellung der Normoglykamie fihrt. Auf dieser
Grundlage wurden in der vorliegenden Arbeit 250 Langerhans-Inseln und 20000 MVF
verwendet. Die Ko-Transplantation von Langerhans-lnseln und MVF normalisierte den
Blutglukosespiegel der Empfangertiere innerhalb von 14 Tagen. Hingegen fihrte die
Transplantation der gleichen Anzahl von Langerhans-Inseln oder MVF alleine nicht zu einer
Normoglykadmie. Wie erwartet, konnten auch in der immunhistologischen Analyse der Ko-
Transplantate deutlich mehr BlutgefaRe im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. In
Ubereinstimmung damit wiesen die Ko-Transplantate ebenfalls eine hohere Anzahl von
Inselzellen auf. Basierend auf diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die
schnelle und adaquate Revaskularisierung, hervorgerufen durch die Ko-Transplantation der
MVF, fir das Uberleben transplantierter Langerhans-Inseln verantwortlich ist.

Mehrere Studien berichteten bereits, dass die i.v. Transplantation von MSC die B-Zellen vor
einem STZ-induzierten Zelltod schiitzt. Jedoch ist bis heute nicht geklart, ob dieser schiitzende
Effekt aus den von MSC sekretierten Faktoren, wie HGF und IGF-1, oder durch die MSC-
vermittelte Inhibition der B-zellspezifischen T-Zellantwort resultiert [Urban et al., 2008; Bai et
al., 2012; lonescu et al., 2012; Izumoto-Akita et al., 2015]. Um auszuschliel3en, dass nicht die
in den MVF enthaltenen MSC den STZ-induzierten Diabetes mildern, sondern der hier
beobachtete Effekt ausschlie3lich durch die verbesserte MVF-induzierte Revaskularisierung
hervorgerufen wurde, wurden als zuséatzliche Kontrollgruppe 20000 MVF alleine unter die
Nierenkapsel diabetischer Tiere transplantiert. Hierbei zeigte sich, dass die transplantierten
MVF nicht in der Lage waren, der Hyperglykdmie entgegenzuwirken.

Wie schon zuvor erwéhnt, stellt die Nierenkapsel die bevorzugte Transplantationsstelle fir
Langerhans-Inseln in praklinischen Studien dar [Mellgren et al., 1986]. Jedoch findet sie
aufgrund der haufigen Diabetes-bedingten Nierenkomplikationen keine Anwendung bei T1D-
Patienten [Stokes et al., 2017a]. Unter klinischen Bedingungen werden Langerhans-Insein
derzeit intrahepatisch transplantiert [Ricordi et al., 1992; Luzi et al., 2001; Cayabyab et al.,
2021]. Die Leber als Transplantationsstelle hat aber ebenfalls viele Nachteile, wie
beispielsweise das Risiko einer Pfortaderthrombose, weshalb weiterhin nach alternativen
Transplantationsstellen gesucht wird [Goto et al., 2004; Sakata et al., 2013]. Fur die klinische
Inseltransplantation wiirde insbesondere das subkutane Gewebe ein grofR3es Potential bieten,

denn diese Stelle ist nicht nur leicht zuganglich, sondern erlaubt auch die repetitive Kontrolle
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der Transplantate sowie gegebenenfalls ihre minimalinvasive Entfernung [Merani et al., 2008;
Nishimura et al., 2011; Saito et al., 2011; Schubert et al., 2013; Kikawa et al., 2014; Sakata et
al., 2014]. Entsprechend wurde schon mehrfach versucht, das subkutane Gewebe als
Transplantationsstelle zu etablieren. Dies war jedoch in den meisten Fallen erfolglos, da das
subkutane Gewebe im Vergleich zu anderen Geweben eine relativ geringe Blutgefal3dichte
besitzt, was den Prozess der Revaskularisierung transplantierter Langerhans-Inseln deutlich
erschwert [Yu et al., 2020; Cayabyab et al., 2021]. Bisherige Studien konnten nur mit groRem
experimentellem und/oder zeitlichem Aufwand das subkutane Gewebe als mdgliche
Transplantationsstelle erschlie3en [Fumimoto et al., 2009; Pepper et al., 2015]. Fumimoto et
al. [2009] konnten beispielsweise zeigen, dass sich durch die Transplantation von Fettgewebe
und zusétzlichen ADSC in das subkutane Gewebe diabetischer Tiere eine stark vaskularisierte
Tasche bildet. Die anschlie3end in diese Tasche transplantierten Langerhans-Inseln fanden
schnell Anschluss an das Empfanger-GefaRnetzwerk, was zu physiologischen
Blutglukosespiegeln fuhrte [Fumimoto et al., 2009]. Einen &hnlichen Ansatz verfolgten Pepper
et al. [2015]. Ihnen ist es gelungen, eine vaskularisierte Tasche im subkutanen Gewebe durch
die Implantation und Explantation eines Nylon-Katheters zu erzeugen. Auch hier fanden die
nachfolgend transplantierten Langerhans-Inseln Anschluss an das Blutgefal3system des
Empféangers [Pepper et al., 2015]. Allerdings sind beide Anséatze, obwohl sie erfolgreich waren,
aufgrund ihrer komplizierten und zeitintensiven Vorbehandlung des Empféngers nur schwer
im klinischen Alltag umsetzbar.

Basierend auf unseren vielversprechenden In-vivo-Ergebnissen des Nierenkapsel-Modells
sollte nachfolgend Uberprift werden, ob die hier entwickelte Ko-Transplantationsstrategie auch
das Uberleben der Langerhans-Inseln im subkutanen Gewebe ermdglicht. Hierbei konnten
nach der Ko-Transplantation von 500 Langerhans-Inseln mit 40000 MVF physiologische
Blutglukosespiegel in allen zuvor diabetischen Tieren detektiert werden. Wie erwartet, fihrte
die Ko-Transplantation der identischen Anzahl an MVF jedoch mit 1000 Langerhans-Inseln
nicht nur zu einer beschleunigten Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel,
sondern diese waren auch gegen Ende des Beobachtungszeitraums mit denen von gesunden
Tieren vergleichbar. Im Gegensatz dazu mussten die Tiere, die alleinig mit 500 oder 1000
Langerhans-Inseln transplantiert wurden, aufgrund der Schwere des Diabetes nach 28 Tagen
aus dem Versuch genommen werden. Interessanterweise berichteten Aghazadeh et al. [2021],
dass 2000 ins subkutane Gewebe transplantierte Langerhans-Inseln zur Wiederherstellung
einer Normoglykadmie ausreichend waren. In dieser Studie wurden die Langerhans-Inseln
jedoch vor der Transplantation in Kollagenhydrogele eingebettet, wodurch sich die kontraren
Ergebnisse der genannten und der vorliegenden Arbeit erklaren lassen. In der Tat konnte
nachgewiesen werden, dass exogenes Kollagen die Viabilitat von Langerhans-Inseln

verbessern kann [Llacua et al., 2018]. Zudem fordert das Kollagenhydrogel die vermehrte
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Sekretion von VEGF und platelet-derived growth factor (PDGF) aus den MVF, wodurch die
GefalRneubildung stimuliert wird [Marech et al.,, 2016; Salamone et al., 2021]. Allerdings
bringen Kollagenhydrogele auch einige Nachteile mit sich, weshalb sie sich zur Unterstiitzung
der Transplantation von Langerhans-Inseln nur bedingt zur klinischen Anwendung eignen.
Hierbei ist zu erwéhnen, dass Kollagenhydrogele in ihrer Herstellung sehr variabel bezlglich
ihrer mechanischen und strukturellen Eigenschaften sind. Dadurch ist die Standardisierung
und Vergleichbarkeit in unterschiedlichen Studien nicht gewahrleistet [Antoine et al., 2014].
Ein weiterer Nachteil ist, dass durch das Einbetten in ein Kollagenhydrogel kein direkter Zell-
Zell-Kontakt zwischen den Langerhans-Inseln und den MVF gewahrleistet werden kann,
wodurch sie oft rdumlich voneinander getrennt liegen. Dies kann die Zeit, in der die
Transplantate tber Diffusion mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden mussen, deutlich
verlangern.

Zusammenfassend konnte in diesem Studienabschnitt eine einfache und effektive Methode
zur Beschleunigung der Revaskularisierung von Langerhans-Inseln durch die Ko-
Transplantation mit MVF etabliert werden. Diese Strategie ist sehr vielversprechend, da die
Transplantation einer geringen Anzahl von Langerhans-Inseln zur schnellen
Wiederherstellung physiologischer Blutglukosespiegel fuhrt. Somit konnte das derzeit hohe
Spender-/Empfanger-Verhaltnis von 3-4:1 der Klinischen Inseltransplantation, welches
grotenteils durch die zu langsame Revaskularisierung der transplantierten Langerhans-
Inseln bedingt ist, deutlich gesenkt werden. Dariiber hinaus kénnte diese Methode leicht in der
klinischen Praxis angewendet werden, da sie komplexe und zeitaufwandige Tissue

Engineering Methoden umgeht.

7.2.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ko-Transplantation von Langerhans-Inseln und MVF konnte den Erfolg der klinischen
Inseltransplantation deutlich verbessern. Diese Methode ermdéglicht nicht nur das subkutane
Gewebe als Transplantationsstelle, sondern beschleunigt auch die Revaskularisierung der
transplantierten Langerhans-Inseln und kdnnte somit auch das derzeit benétigte hohe
Spender-/Empfanger-Verhaltnis reduzieren. Die hier entwickelte Ko-Transplantationsstrategie
kénnte auch in Kombination mit 8-cell-replacement-Therapien, bei denen iPSC oder hESC zu
IPC differenziert und anschlie3end transplantiert werden, angewendet werden [Timper et al.,
2006; Bose et al., 2012; Schulz et al., 2012; Sasaki & Miyatsuka, 2023].

Das Wunschziel der Inseltransplantationsforschung ist jedoch nicht nur eine schnelle sowie
adaquate Revaskularisierung der Transplantate und die Senkung des Spender-/Empfanger-
Verhéltnisses, sondern auch der Verzicht auf eine immunsuppressive Therapie nach

Transplantation. Diese Anforderung koénnte zukinftig erfullt werden, indem ADSC fir die
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Differenzierung zu IPC verwendet werden. Diese haben den groR3en Vorteil, dass sie zum
einen in groRer Anzahl aus dem Eigenfett des T1D-Patienten isoliert werden kénnen und zum
anderen nach deren Transplantation in den gleichen Patienten keine Abstof3ungsreaktion
aufgrund ihrer Syngenitat hervorrufen [Araki et al., 2013; de Almeida et al., 2014]. Diese 3-
cell-replacement-Methode in Kombination mit in der hier etablierten Ko-Transplantation von
MVF konnte somit alle drei Limitationen der klinischen Inseltransplantation Gberwinden.
Hierbei kdnnten aus dem subkutanen Eigenfett des T1D-Patienten sowohl die MVF als auch
die ADSC gewonnen werden. Wahrend der langen Differenzierungszeit der ADSC zu IPC
ware es mdglich, die Viabilitdt und das angiogene Potential der MVF durch Kryokonservierung
zu erhalten [Laschke et al., 2018]. AnschlieBend kdnnten die IPC und aufgetauten MVF in den
Patienten ko-transplantiert werden (Abbildung 53).

Kryokonservierung

\
4
X

Isolierung

\

| Ko-Transplantation

Isolierung \

Spender 1 Empfanger

® ® °
@ @ Differenzierung Q

" Fettgewebe el MVF @ nrosc IPC

Abbildung 53: Schematische Darstellung einer zukuinftigen Alternative zur derzeitigen Durchfuhrung der
klinischen Inseltransplantation. Aus dem Fettgewebe eines T1D-Patienten werden sowohl MVF als auch
ADSC isoliert. Die MVF werden wahrend der Differenzierung der ADSC zu IPC kryokonserviert. AnschlieRend
werden die IPC mit den MVF in den gleichen T1D-Patienten ko-transplantiert. (Erstellt mithilfe von Servier
Medical Art)
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