Aus der Klinik fiir Viszeral-, Thorax- und GefaBchirurgie
der Philipps-Universitdt Marburg
Direktor: Professor Dr. med. M. Rothmund

Immunisolation durch Mikroenkapsulierung:
Protektion vor Sensibilisierung des Empfingers bei der transgenen

Transplantation von Nebenschilddriisengewebe ohne Immunsuppression ?

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin

dem Fachbereich Medizin der
Philipps-Universitit Marburg
vorgelegt von
Klaus Stelter

aus Miinchen

Marburg, 2004



Angenommen vom Fachbereich Medizin

der Philipps-Universitidt Marburg am: 6.5.2004
Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs
Dekan: Prof. Dr. med. B. Maisch

Referent: Priv.- Doz. Dr. med. C. Hasse

Coreferent: Prof. Dr. med. Renz



Inhaltsverzeichnis

Lo Z@ISTEIIUNG ...ttt ettt et et enes 3
2. BINLCIEUNG ...ttt ettt ettt s 5
2.1. Zur Geschichte der Nebenschilddrise. ........coveverieririiiniiieieieee e 5
2.2. Physiologische Aufgaben der NebenschilddriiSen ............coccveveeviieciinierienienecie e 5
2.3. HypoparathyTrEOIdiSINUS .........c.eecvereieriieriieieeiesiesieeseeesteeeesaeseeesseesseenseessessaessaenseenseensesnsesnsennns 6
2.4. Nebenschilddriisentransplantation als kausale Therapie ..........ccocceeveeieienenincnenenceieeeene 7
2.5. IMmMUNOlOZISCHE ASPEKLC......cvieeieiieiietieie ettt ettt e eteenaessaesseeseenseenneens 8
2.6. Immunisolation als Weg zum Erfolg........cccoooiiiiiiiiiee e 9
3. Material und MethOden ..........c.ooeeiuieiiiiiiieieecee e 10
3.1, AUTDAU dET STUAIE ...ttt ettt et e ettt ettt ae 11
311, VEISUCRSLIEIE. ...ttt ettt ettt sttt ae et e e e e eneas 11
3.1.2. Versuchsablauf........c..ooiiiiiiiiiiee et 12
3.1.3. StUAICNZIUDPPEIL . .veeuvieiiieiiieeteeiieeee st esteeteeae et e eteesteesteesseesseessasssessaesseesseesseessesssesseenseessanns 13

3.2. Operative EINGLIfTe.......cccveiieiieeee ettt sttt ens 25
B2 L0 NATKOSE ..ttt ettt ettt sttt et 25
3.2.2. ParathyreoideKtOmie .........ccueeiueiieiieiieie ettt s e e e sneeseeneeens 25
3.2.3. Allotransplantation der Nebenschilddriisenpartikel ..............ccooceeiiiiiniininnieiieeeeeens 27
3.2.4. HauttranSPplantation ..........ceoeerueeieiieneesie et ettt ettt ete et e este st e st e seeeeeeneeeneesaeesaeeneeens 27

3.3. Alginat und Mikroenkapsuli€rtng ..........ccccoeeerieiiiriiniinienceeete et 29
3301 ALGINAL. .ttt ettt a et et et e bt ebeeae st et eneeneeeeneas 29
3.3.2. GEWEDEKUITUIPASSAZE. .. cveevieeiiiieiiieitestt ettt ettt teebe e e sbesbesreesaeeseesseessesssesssensaens 29
3.3.3. MIKrOVErKAPSCIUNG ......cooviieiiiiiiiieiiesieeie ettt ettt et eeaestaeste e beesbeessesseessaesseenseensenns 29

3.4. Erhebung der MeSSZIOBEN. .......ccviiiieiieiecieeiiete ettt ettt ste st sseesseensesnnesneesseeseenseens 32
3.4.1. BIUtentnahImen .....c.coouiniiriiriiniiniceitetetce ettt ettt st 32
3.4.2. KalZIumDbEeStIMMUNG .......eeitiiiiiieiie ettt ettt et ae et st esneeseeeeeeneeeneesaeesaeeneeens 33
3.4.3. MikrolymphozZytotOXiZItAtStEST. .. ..ccueeeeeeieeeiertieteeie ettt ettt 33

3.5. Statistische Berechnung der Stichprobenumfange .............cccooeieieiiiieniniiieieeeeeeee e 35
4. EIZEDNISSE ..evieneieeiiieiieeie ettt ettt e ettt et e et e e tee et ee s b e enbeeenteenbeeenreensaens 38
4.1. Operative EINGIITTE........cccvoviiiiieiiiieciecece ettt sbeebe s e esnenseenseens 38
AT T INATKOSE ettt ettt b e bt bttt b e bt bttt 38
4.1.2. Parathyreoidektomie, Hypokalzdmie und Mortalitdt............ccccoeveneneninienineeienicneenn 38
4.1.3. HauttranSplantation ..........ccecueeeieeeeieiesiesiesteeieete e seesetesaeeseenseeseesseenseenseensennsesnsesssensens 39

4.2, IMIESSWEITE ....veeeeeieeieteeeeeneeeuee et et e e bt eneeemeesaeessee st eneeemeeemeees e e st enseenseemeesmeesneenseenseensesneenseanseans 40
4.2.1. Studienarm I (Test- und Kontrollgruppe) — Maximale Immunstimulation. .................... 40
4.2.2. Testgruppe II — Auftreten einer Frithreaktion ?..........cccocoeviiiiniiniiiinineeeceeee e, 43
4.2.3. Kontrollgruppe II - Auftreten einer Frithreaktion ?............ccocoviiiiiniineieneecc e 46
4.2.4. Testgruppe III — Auftreten einer Spatreaktion ?.........c.cccvevveevieriierieeciieieeieseee e 49

4.2.5. Kontrollgruppe I1I — Auftreten einer Spatreaktion ? ...........ccccevveverenenenineneeieieneeen 52



S DISKUSSION e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeeeeeeaeeaaans 55

5.1. Die Nebenschilddriise: Modell fiir allogene Transplantation von endokrinem Gewebe......... 55
5.2, MethOEnKITtK ......eoutiiiiiiinieercee ettt ettt ae 56
5.3, ErgebniSAiSKUSSION. ......ecuiiiieiieie et sttt ettt ettt teste st esse e seeseensesnnesneesseenseanseans 62
5.4, AUSDIICK 1.ttt ettt b et b et be s te b e b eseeaeebenens 66
6. ZUSAMMENTASSUNZ .....vveeirieeiiieeiieeeiieeerireeeteeeetteesseeesseeesnseessnseesnsseesnsseesssessnnes 69
7. LIteraturVerZEIChNIS  ...cc..eiiiiiiiiiieiieet ettt 71
B ANNANG ..ottt e b et sabe bt e enaeennes 81
8.1. Rohdatenblatter der StUdIENZIUPPEIL......ccuieriieiieiieieeierteete et eeee et beebeeeaesseesaeeseeseens 81

B L1, TESEGIUPPE Lottt ettt ettt e st e e bee et eenbeesabeesnbeennses 81
8.1.2. KONMIOIIGIUPPE Lottt ettt e s saesraesaeeneeneeees 81

B L3, TeStIUPPE Ll ettt sttt st 82
8.1.4. Kontrollgruppe I1 .......coouiiieiee ettt 83

B LS TeStGrUPPE LL......eoieieiee ettt ettt ettt ettt sae e e e 84
8.1.6. Kontrollgruppe TIL........coooiiiiiieiei ettt sttt 85

8.2, CUITICUIUM VIEAC....c.tetitiitietieiieitee ettt ettt sttt sttt at et e et et e st e ebesaeebeeseene et e e eneenee 86
8.3. AKademiSChe LENTET .......ccuiiiiiiiiiiiieieieee ettt 87
8.4 DANKSAZUNG.......cueeeuieiieiieiieieeiesteste st erte e bt etesstesseesseesseenseessesssesseesseeseenseensesnsesnsesseenseanseans 88
8.5. Eidesstattliche ETKIATUNG .......cccceoiiiiiriiiiiiiiieccccece st 89



1. Zielstellung

Die medikamentose Therapie des permanenten, symptomatischen Hypopara-
thyreoidismus ist aufgrund der vielfdltigen Stoffwechselfunktionen des
Parathormons von allen endokrinen Unterfunktionsstorungen eine der
schwierigsten, oft unvollstdndig und damit unbefriedigend. Deshalb gilt der Bedarf
nach einer kausalen Therapie in Form einer Allotransplantation der Parathyreoidea
als unbestritten. Da dieses Mangelsyndrom die Patienten jedoch selten vital
bedroht, ist eine systemische Immunsuppression post transplantationem nicht
gerechtfertigt.

Seit Beginn der 20er Jahre arbeitet die Chirurgische Klinik der Universitdt Marburg
an Losungen fiir dieses Problem. Im Anschluss an die Optimierung der Gewebe-
kulturpassage hat die Arbeitsgruppe eine Methode aus den Studien der
Inselzelltransplantation aufgegriffen, weiterentwickelt und fiir die Parathyreoidea
modifiziert — die Mikroenkapsulierung.  Hierbei wird das zu transplantierende
Gewebe mit einer semipermeablen Membran, bestehend aus dem Naturstoff
Alginat, umhiillt. Die Alginathiille soll das Transplantat vor dem
Empfingerimmunsystem isolieren (Geisen et al., 1990; Clayton et al., 1993). 1994
gelangten damit in Marburg die ersten erfolgreichen isogenen, allogenen und sogar
xenogenen Nebenschilddriisentransplantationen iiber 26 Wochen im Tierversuch
ohne Immunsuppression weltweit (Hasse et al. 1991; Hasse et al., 1994a; Hasse et
al., 1994b). Bei der ersten klinischen Anwendung konnte iiber 12 Wochen eine
normokalzdmische Stoffwechsellage erhalten werden bei vorher jahrelangem,
symptomatischem, therapieresistenten, postoperativen Hypoparathyreoidismus
(Hasse et al., 1998).

Die grundlegenden Funktionen der Immunisolation durch die Mikrokapseln sind
ungeklirt. Zwei verschiedene Wege der Protektion sind denkbar.

e Mikroenkapsulierung verhindert eine Sensibilisierung des Empfingers

e Mikroenkapsulierung schiitzt das Transplantat vor der Immunantwort.

Ziel dieser Arbeit war es, Aspekte der prinzipiellen Frage zu beantworten, ob die

Mikroenkapsulierung eine Sensibilisierung des Empféngers in vivo verhindert.



Fiir den geplanten, erneuten Einsatz des Verfahrens am Patienten mit dem Ziel
einer Langzeitfunktion ist das Wissen, inwieweit eine immunologische
Schutzfunktion der Alginathiille im Tierversuch besteht, unabdingbar. Somit bildete
diese Studie eine der Voraussetzungen fiir weitere klinische Allotransplantationen

der Parathyreoidea ohne Immunsuppression.



2. Einleitung

2.1. Zur Geschichte der Nebenschilddriise

Die Nebenschilddriise wurde erstmals im Jahre 1850 von Richard Owen bei einer
Autopsie eines indischen Nashorns des Londoner Zoos beschrieben. Obwohl er
diese anatomische Entdeckung 1862 veroffentlichte, blieb diese Jahrzehnte lang
vollig unbeachtet. Es war ein schwedischer Medizinstudent, Ivar Sandstrom, der
zwischen 1877 und 1880 50 Leichen obduzierte und die histologische, sowie
anatomische Struktur, der von ihm so benannten glandulae parathyreoideae,
erstmalig beim Menschen systematisch untersuchte (Sandstrom, 1880).

Erst tiber Studien zur Funktion der Nebenschilddriisen erschloss sich langsam die
Bedeutung derselben. Eugéne Gley aus Paris erkannte 1892 als erster die
Bedeutung der Parathyreoidea im Prinzip. Er beschrieb in der Zeitschrift Lancet,
dass eine Tetanie nach Entfernung der Schilddriise erst dann auftritt, wenn die
Nebenschilddriisen mitentfernt wurden. 30 Jahre spéter konnten Hanson und Collip
serumkalziumsteigernde Pridparate aus Nebenschilddriisen herstellen (Hanson,
1924; Collip, 1925). Wegen ihrer kurzen Halbwertzeit und Unreinheit konnten
diese Gewebeextrakte allerdings nicht zur Therapie des Hypoparathyreoidismus
eingesetzt werden. Das Parathormon aus Nebenschilddriisen zu extrahieren, gelang

erst ein halbes Jahrhundert spéter (Arnaud et al., 1970).

2.2. Physiologische Aufgaben der Nebenschilddrisen

Der Mensch besitzt vier Nebenschilddriisen, die aus der dritten und vierten
Schlundtasche entstehen (Norris, 1937). Die Nebenschilddriisen sezernieren das
Parathormon (PTH) direkt in die Blutbahn. Erst 1978 wurde die 84 Aminosduren
lange Sequenz des Peptidhormons entschliisselt (Keutmann et al., 1978). Das
intakte Parathormon hat nur eine Halbwertzeit von 10 Minuten. In der Leber und
der Niere wird es enzymatisch gespalten, so dass neben dem intakten Parathormon
auch Carboxyl-C-terminale Fragmente und Amino-N-terminale Fragmente im
Serum zu finden sind (Habener, 1979). Fiir die Hormonwirkung sind das intakte
Parathormon, sowie die Amino-N-terminalen Fragmente verantwortlich (Reiss,
1969). Parathormon wirkt synergistisch mit 1,25-Dihydroxycholecalciferol

(Vitamin D3) und antagonistisch zu Calcitonin an den Endorganen Darm, Niere



und Knochen (Martin et al., 1979). Die Konzentration des extrazelluldren
ionisierten Kalziums wird in einem sehr engen Bereich von Parathormon und
Vitamin D3 eingestellt (Rothmund und Wagner, 1987). Das Parathormon wird bei
Hypokalzdmie sezerniert und bewirkt eine vermehrte Kalziumriickresorption in der
Niere, eine erh6hte Kalziumaufnahme im Darm und einen Kalziumausbau aus dem
Knochen in die Blutbahn. Gleichzeitig verringert das Parathormon im Serum

Phosphat und Hydroxyprolin (Lo6ffler und Petrides, 1997)

2.3. Hypoparathyreoidismus

Charakteristisch fiir den chronischen Hypoparathyreoidismus ist die aus der
Hypokalzémie resultierende, gesteigerte neuromuskulidre Erregbarkeit (Kaplan und
Sadock, 1991). Sie fiihrt, bei zumeist vollstindig erhaltenem Bewusstsein, zu
Krampfanfillen der Muskulatur. Diese treten entweder als generalisierte, klonisch-
tonische Anfille (Konvulsionen) oder isolierte Spasmen auf (Kruse und
Kuhlencordt, 1994). Ein chronischer Mangel an Parathormon fiihrt trotz adéquater
Substitutionstherapie zu einer Inaktivierung des Knochenstoffwechsels und damit
zur Osteoporose und Knochenschmerzen (Wagner et al., 1991). Organische
Spatfolgen eines schlecht eingestellten Hypoparathyreoidismus kdénnen
Hauterkrankungen, Katarakt (,,Tetaniestar”), Basalganglienverkalkung und
Kardiomyopathie sein (Weise et al., 1989).

Der Hypoparathyreoidismus entsteht meist postoperativ, nach subtotaler
Schilddriisenresektion (Demeester-Mirkine et al., 1992; Harris, 1992) oder
Thyreoidektomie (Wax und Briant, 1992). Allein in Deutschland kommt es so zu
circa 1.000 Neuerkrankungen pro Jahr, wenn man eine Inzidenz von 1% fiir
subtotale Schilddriisenresektionen und 10% fiir Thyreoidektomien (Ziegler, 1976;
Gann und Paone, 1979) zugrunde legt (Angaben des Statistischen Bundesamtes
Wiesbaden, 1998).

Angesichts der kurzen Halbwertzeit und der Nebenwirkungen der verfiigbaren
Priparate ist bis heute eine direkte Substitution mit Parathormon zur Therapie des
permanenten, symptomatischen Hypoparathyreoidismus langfristig klinisch noch
nicht moglich. Neue, gentechnisch hergestellte Parathormone deuten in ersten
klinischen Erfahrungsberichten an, das eine Substitutionstherapie in naher Zukunft
moglich sein konnte (Winer et al., 1996). Die symptomatische Standardtherapie
besteht momentan in einer lebenslangen Substitution mit Kalzium und Vitamin D3

(Ziegler, 1987). Durch die geringe therapeutische Breite resultieren dabei allerdings
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hiufig Vitamin-D-Intoxikationen mit oft lebensbedrohlichen hyperkalzdmischen
Krisen. Ubersteigt das Léslichkeitsprodukt von Kalzium und Phosphat 60 bis
75mg/dl kommt es zu diffusem Ausfallen von Kristallen in kleinen Arterien, den
Augen, Gelenken, subkutan und intestinal (Parfitt, 1969). Engmaschige Kontrollen
des Serums und Urins sind deshalb obligatorisch (Ziegler et al., 1975). Uberdies ist
die Substitutionstherapie mit Kalzium und Vitamin D allenfalls in der Lage, die
Storungen des Kalzium- und Phosphatstoffwechsels auszugleichen. Die vielfiltigen
anderen Stoffwechselfunktionen des fehlenden Parathormons bleiben bei dieser
Therapie dauerhaft unbehandelt. Deshalb besteht kein Zweifel an der

Notwendigkeit einer kausalen Therapie.

2.4. Nebenschilddrusentransplantation als kausale Therapie

Bisher ist eine Allotransplantation der Nebenschilddriise nur unter systemischer
Immunsuppression gelungen (Blumnthal und Walsh, 1950; Wells et al., 1977;
Wagner et al, 1991). Deshalb kann die Indikation zur allogenen
Nebenschilddriisentransplantation momentan nur bei kombinierten Immundefekten,
wie dem DiGeorgi-Syndrom und der kongenitalen = Thymus- und
Nebenschilddriisenaplasie gestellt werden (Wells et al., 1975).

Der Hypoparathyreoidismus gefdhrdet die Patienten nur selten vital und die
Nebenwirkungen einer immunsuppressiven Therapie liberwiegen die unbestrittenen
Vorteile eines funktionellen Organersatzes. Somit scheiterten alle bisherigen
Versuche der allogenen oder gar xenogenen Transplantation von
Nebenschilddriisen an der immunologischen Abstoung und es wurde weltweit
nach Alternativen gesucht. Dabei wurde stets versucht die Transplantatfunktion
durch zwei Wege =zu realisieren: Privilegierter Transplantationsort und
Immunmodulation.

Durch die Wahl geeigneter Transplantationsorte, z.B. dem Hoden und
GroBhirnkortex der Nierenkapsel oder dem Peritoneum wurde versucht, das
Transplantat vor der Immunantwort zu schiitzen (Tze und Tai, 1988; London et al.,
1991; Siebers et al., 1993; Rayat et al., 1997). Dauerhaft konnte bisher jedoch ohne
Immunsuppression ein Erkennen und AbstoBen des Transplantates nicht verhindert
werden.

1975 entdeckten Lafferty und Sollinger, dass durch das Verfahren der
Gewebekulturpassage eine deutlich ldngere Transplantatiiberlebenszeit moglich ist

(Lafferty et al., 1975; Sollinger et al., 1977). Durch MaBnahmen wie
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Gewebekulturpassage, Bestrahlung, Sauerstoffiiberdruck Kultivierung, Ultraviolett-
Bestrahlung oder Nacktmauspassage, werden die ,,Passenger Leukozyten* aus dem
Transplantat eliminiert, die fiir eine Antigenprisentation primér verantwortlich
gemacht werden (Gough und Finnimore, 1980; Lafferty et al., 1983). Im Labor der
Klinik fiir Viszeral-, Thorax- und Gefdf3chirurgie der Universitit Marburg erzielte
man durch Bestrahlung, Nacktmauspassage und Gewebekulturpassage fiir
Allotransplantate der Nebenschilddriise ohne Immunsuppression vielversprechende
Ergebnisse (Wagner und Rothmund, 1988; Hasse et al., 1991; Hasse et al., 1994b).
Hauptproblem bei diesen MaBnahmen war die Nekrose des Gewebes, die
proportional zur Verringerung der Immunogenitit ansteigt. So musste fiir die erste
klinische Anwendung ein Kompromiss zwischen Vitalitdt und Immunogenitét des

Transplantatgewebes gefunden werden (Raaf et al., 1974; Hasse et al., 1999).

2.5. Immunologische Aspekte

1980 erhielt G.D. Snell den Nobelpreis, weil er mit R.A. Gorer in den dreifliger
Jahren zuerst die Ursache fiir die AbstoBung allogener Transplantate entdeckte: Der
Haupt-Histokompatibilitidts-Komplex (Major Histocompatibility Complex: MHC),
eine hoch polymorphe Gensequenz im kurzen Arm des Chromosom Nr. 6. Der
MHC wird nach seinen Genprodukten in drei groe Gruppen unterteilt (Snell,
1992):

e MHC Klasse I Gene kodieren Glycoproteine, die auf fast allen Zelloberflichen
zu finden sind. Sie prisentieren kurze, zelltypische Peptidketten. Da diese
Glycoproteine von Leukozyten abgelesen werden konnen, bezeichnet man sie
als Human Leucocyte Antigen: HLA. Die MHC Klasse I Gene kodieren 3
Gruppen von HLAs: HLA-A, HLA-B und HLA-C (Bjorkman und Burmeister,
1994).

e MHC Klasse II Gene kodieren Glycoproteine, die hauptsdchlich auf
antigenpriasentierenden Zellen vorkommen. Sie prédsentieren dort verarbeitete
Antigene fiir T-Zellen. Auch hier wird das Genprodukt in drei Gruppen
eingeteilt: HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR (Rotzschke und Falk, 1994).

e MHC Klasse III Gene kodieren einige Serumproteine, die groBe Anteile an der
Immunantwort haben, wie Komplement System Proteine und Tumor Nekrose

Faktor oo und 3 (Kuby 1996).



Fiir die TransplantatabstoBung werden vor allem die Oberflachenantigene des MHC
Klasse I und IT Komplexes verantwortlich gemacht. Prinzipiell tragt jedes Gewebe
MHC Klasse I Molekiile auf seiner Zelloberfliche und kann so von zuvor
aktivierten zytotoxischen-T-Lymphozyten als korperfremd oder kdpereigen erkannt
werden. Um solche spezifisch aktivierten T-Lymphozyten zu bilden, miissen zuvor
unaktivierte T-Lymphozyten von antigenprasentierenden Zellen das korperfremde
Antigen auf MHC Klasse II Genprodukten préisentiert bekommen. Dies kann durch
sogenannte ,,Passenger Leukozyten® geschehen. Das sind antigenpréisentierende
Lymphozyten des Spenders, die in die Empfangerlymphbahn auswandern und dort
spenderspezifische Antigene den Empfangerlymphozyten priasentieren (Lafferty et
al., 1983). Dieser Weg wird als direkte Immunstimulation bezeichnet, da die
Passenger  Leukozyten die  spendereigenen  Antigene  direkt dem
Empfingerimmunsystem préisentieren und so nach bereits wenigen Tagen eine
AbstoBungsreaktion in Gang setzen (Wonigeit und Pichlmayr, 1997). Bei der
indirekten Immunstimulation werden Teile oder Produkte der Spenderzellen von
antigenprasentierenden Zellen des Empfiangers phagozytiert und als verarbeitetes
Antigen auf MHC Klasse II Genprodukten der korpereigenen Immunabwehr
prasentiert. Aktivierte T-Helferzellen, die so auf das Transplantat abgerichtet sind,
konnen das Transplantat als korperfremd erkennen und setzen, iiber viele Zytokine
gesteuert, die zelluldre Immunantwort in Gang. Der indirekte Weg dauert allerdings

mindestens 6 Wochen, bis es zur maximalen Immunantwort kommt.

2.6. Immunisolation als Weg zum Erfolg

1980 wurde erstmals von Lim und Sun mit der Mikroenkapsulierung eine neue
Methode gefunden, zu transplantierendes Gewebe vor immunologischer Erkennung
oder Abstoung zu schiitzen (Lim und Sun, 1980). Dabei wurden kleine
Gewebestiicke (Durchmesser ca. 0,5mm) mit einer Schicht aus Alginat umhiillt.
Alginat ist ein Extrakt aus Seealgen, welches in der Lage ist, biologische
Netzwerke mit porendhnlichen Zwischenrdumen zu bilden. Diese Alginatkapsel
sollte so eine selektive Diffusionsbarriere bilden, welche das Transplantat von dem
Empfiangerimmunsystem isoliert und gleichzeitig seine Erndhrung und
Hormonfreisetzung gewihrleistet (Darquy und Reach, 1985; Darquy und Sun
1987).
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Abbildung 2.1.: Kdnzept und Aufbau einer Bariumalginat-Mikrokapsel. (Quelle:
Zimmermann et al.: Hydrogel-based non autologous cell and tissue therapie.
BioTechniques 2000; 29: S. 569)

Jedoch ist bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht bewiesen worden, ob und wie die
Alginatkapsel die Immunisolation im Tierversuch realisiert und somit das
Transplantat suffizient vor dem Empfingerimmunsystem schiitzt. Die Ergebnisse

dieser Studie sollen dariiber erste Aufschliisse geben.

3. Material und Methoden

Mit den vorzustellenden tierexperimentellen Studienarmen dieser randomisierten,
tierexperimentellen  Studie sollte erforscht werden, in wie weit die
Mikroenkapsulierung von Nebenschilddriisengewebe bei der Allotransplantation

einen Schutz vor der Sensibilisierung des Empfangers bietet. Bei einer eventuellen
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Aktivierung des Immunsystems des Empfingers war zu untersuchen, ob der
Empfingerorganismus mit einer immunologischen Friih- oder Spitreaktion reagiert.
Die immunologische Reaktion und der Aktivierungsgrad des Empfangers wurde
durch die quantitative Untersuchung spezifischer Antikorper gegen das
Spendergewebe und durch die AbstoBungszeit eines spenderspezifischen allogenen
Hauttransplantates bestimmt. Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurden in den
Testgruppen mikroenkapsulierte Nebenschilddriisen transplantiert, wéhrend die
Kontrollgruppen native Nebenschilddriien erhalten haben. Als Referenzgruppen
dienten Tiere, bei denen das Immunsystem durch zwei aufeinanderfolgende
Hauttransplantationen maximal stimuliert wurde. Die Referenzgruppen sollten
Basiswerte fiir Antikorpertiter liefern und die Immunkompetenz der Versuchstiere

nach Parathyreoidektomie und unter Hypokalzdmie beweisen.

3.1. Aufbau der Studie

3.1.1. Versuchstiere

In dieser Studie wurden 300 ménnliche, 200g schwere Ratten des Stammes Lewis
(LE) und 300 méinnliche, 200g schwere Ratten des Stammes Dark Agouti (DA)
verwendet. Bei diesen Versuchstieren handelte es sich um ménnliche Tiere zweier
Inzuchtstimme [Firma Harlan-Winkelmann, Holland; Stammnummer DA/OLA
Hsd, Art. Nr.9205M (DA) und LEW/HAN Hsd, Art. Nr.86150M (LE)].

Die Tiere wurden in einem Versuchstierraum, fiir Langzeitversuche zugelassen,
innerhalb des Klinikums der Universitit Marburg bei einer Raumtemperatur von
22° Celsius, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45% und einem physiologischen
Hell-Dunkel Rhythmus gehalten. Je zwei Ratten wurden in einem durchsichtigen
Polycarbonkéfig der GroBe 3 (15cm x 42cm x 26,5cm) auf Weichholzgranulat
gehalten. Sie wurden mit einem standardisierten, keimfreien Alleinfutter
(Altromin® 1324, Alleinfuttermittel; Altromin GmbH Lage, Deutschland) mit 0,9%
Kalzium gefiittert. Die Tiere erhielten zusétzlich Wasser aus Trinkflaschen ad
libidum.

Die Genehmigung zu den Tierversuchen wurde am 28.06.1996 vom

Regierungsprisidium Giessen unter der Nummer 20-15(1) MR 20/16-11/96 erteilt.

11



3.1.2. Versuchsablauf

Unter Berticksichtigung der bisher im Labor der Klinik fiir Viszeral-, Thorax- und
Gefidlichirurgie der Universitit Marburg vorliegenden Erfahrung mit der
experimentellen Nebenschilddriisentransplantation und der Unterstiitzung bei
immunologischen Fragen durch Dr. Wonnigeit, Medizinische Hochschule
Hannover, wurde ein umfassendes Studienprotokoll erstellt, dass nachfolgend

vorgestellt wird.

200 Tiere zweier genetisch unterschiedlicher Inzuchtstimme, 100 Dark Agouti
(DA) und 100 Lewis (LE) Ratten, wurden einer Randomliste entsprechend
parathyreoidektomiert. Der Operationserfolg, die vollstindige Extirpation der
beiden Epithelkorperchen, wurde durch einen Abfall des Serumgesamtkalziums auf
einen Wert unter 1,9 mmol/l (Normbereich: 2,1 — 2,6 mmol/l) nach dem Eingriff
definiert (Hasse et al., 1996). Nur Versuchstiere, die 3 Wochen nach
Parathyreoidektomie noch immer hypokalzdmisch  waren, wurden als
Empfangertiere akzeptiert.

Nach der Parathyreoidektomie der Spendertiere wurden deren Epithelkorperchen
zuerst einer standardisierten Gewebekulturpassage unterzogen. Danach wurden die
Nebenschilddriisen von jeweils 10 Spendertieren (20 Nebenschilddriisen)
mikroenkapsuliert und entsprechend der Randomliste jeweils einem Empfangertier
implantiert (Testgruppe). Die Parathyroideae von 5 Spendertieren (10
Nebenschilddriisen) wurden unverdndert, d.h. nativ, jeweils einem Empfangertier
transplantiert (Kontrollgruppe).

Der Versuchsaufbau der Testgruppen teilte sich in 2 verschiedene Studienarme mit
jeweils 5 Tieren auf, in denen unterschiedlich verfahren wurde (siche 3.1.3.).

Alle Tiere bekamen wihrend des Versuchsablaufs wochentlich ca. Iml Blut
abgenommen. Aus dem gewonnen Blut wurden zytotoxische Antikoérper und das
Gesamtkalzium im Serum bestimmt. Jedes Versuchstier wurde am Tag der Ankunft
im Tierstall der Universititsklinik gekennzeichnet. Die Zuordnung der
Versuchstiere zu den einzelnen Studiengruppen wurde durch einen
computergestiitzten Zufallsgenerator randomisiert vorgenommen. Die Auswertung

der Blutentnahmen erfolgte verblindet.
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3.1.3. Studiengruppen

Zunichst wurden zwei Studiengruppen erstellt, um

1.einige Referenzwerte fiir die Hauttransplantatabstofung bei unstimuliertem und
maximal stimuliertem Immunsystem zu erhalten (Testgruppe I) und

2.eine  Beeinflussung der Parathyreoidektomie auf die Immunantwort

auszuschlieen (Kontrollgruppe I).

Testgruppe I (n = 5 Tiere): Es wurden flinf Tiere parathyreoidektomiert
(Empfangertiere). Nach 3 Wochen erfolgte dann eine Allotransplantation von
Vollhaut von fiinf Spendertieren auf die Empfangertiere. Nach weiteren 2 Wochen
erfolgte eine erneute allogene Hauttransplantation. Ziel war es, die maximale
AbstoBungsreaktion von vorsensibilisierten Tieren zu studieren.

Um geniigend Referenzwerte zu erhalten, wurde bei den Versuchstieren
wochentlich der Antikorpertiter und das Gesamtkalzium im Serum gemessen.
AuBerdem wurden die Tiere nach Einwachsen des Hauttransplantates tédglich
fotografiert, um den exakten Zeitpunkt der HauttransplantatabstoBung ermitteln zu
konnen.

Hypothese: das zweite Hauttransplantat miisste wesentlich schneller abgestof3en

werden, als das erste (Abbildung 3.1).
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Kontrollgruppe I (n = 5 Tiere) Im Gegensatz zur Testgruppe I wurden die Tiere
nicht parathyreoidektomiert, um einen Einfluss der Parathyreoidektomie auf die
AbstoBungsreaktion auszuschlieBen.

Hypothese: Die Hauttransplantate werden genauso abgestof3en wie in Testgruppe I,

denn die Parathyreoidektomie hat keinen Einfluss auf die Immunantwort

(Abbildung 3.2).
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Testgruppe II (n = 5 Tiere) Hier wurde drei Wochen nach Transplantation von
mikroenkapsulierten Nebenschilddriisen eine allogene Hauttransplantation
vorgenommen.

Hypothese: Die Mikroenkapsulierung kann eine Friihsensibilisierung des
Empfingers verhindern. Eine Friihsensibilisierung wird durch
antigenprasentierende Zellen des Spenders vermittelt, die dem Empfinger direkt die
spenderspezifischen Antigene prédsentieren (Wonigeit und Pichlmayr, 1997). Bei
einer erfolgreichen Immunisolation ohne Friihsensibilisierung ist mit einem sehr
niedrigen Antikorpertiter und einer verzogerten AbstoBung (grofer 10 Tage) des

Hauttransplantates zu rechnen (Abbildung 3.3)
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Kontrollgruppe II (n =5 Tiere) Der Versuchsaufbau war identisch der Testgruppe
I, jedoch erfolgte bei den Empfangertieren eine Allotransplantation von nativen
(unverkapselten) Nebenschilddriisen.

Hypothese: Bei Immunisolation durch die Mikrokapseln in der Testgruppe II ist in
der Kontrollgruppe ein hoherer Antikorpertiter und eine raschere AbstoBung der

transplantierten Haut zu erwarten (Abbildung 3.4).
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Testgruppe III (n = 5 Tiere) Der Versuchsaufbau war identisch mit dem der
Testgruppe 1I, nur erfolgte die Hauttransplantation erst acht Wochen nach der
Transplantation von mikroenkapsulierten Nebenschilddriisenpartikeln.

Hypothese: die Mikroenkapsulierung von Nebenschilddriisengewebe kann eine
spéte Sensibilisierung des Empféngers verhindern. Die Spatreaktion wird vermittelt
durch Présentation von spenderspezifischen Antigenen auf antigenprésentierenden
Zellen des Empfangers. Diese antigenpriasentierenden Zellen miissen zuvor Teile
der Spenderzellen erkennen und phagozytieren, um die Antigene den eigenen
Lymphozyten zu prisentieren. Dieser Weg der Immunsensibilisierung wird deshalb
als indirekt bezeichnet und benétigt die doppelte Zeit, bevor es zu einer maximalen
Immunreaktion kommt (Wonigeit und Pichlmayr, 1997). Bei einer erfolgreichen
Immunisolation ohne Sensibilisierung ist also mit einem sehr niedrigen
AntikOrpertiter und einer verzogerten AbstoBung (ldnger als 10 Tage) des
Hauttransplantates zu rechnen (Abbildung 3.5).
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Kontrollgruppe III (n = 5 Tiere) Hier erfolgte bei identischen Studienbe-
dingungen, im Gegensatz zur Testgruppe III, die Allotransplantation von nativen
Nebenschilddriisen.

Hypothese: Bei erfolgreicher Immunisolation durch die Mikrokapseln der
Testgruppe ist in der Kontrollgruppe eine raschere AbstoBung der transplantierten

Haut zu erwarten (Abbildung 3.6).
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3.2. Operative Eingriffe

Alle zuvor genehmigten Tierversuche (R.p. Giessen: N° 20-15(1) MR 20/16-11/96)
wurden dem Tierschutzgesetz strickt folgend und nur von den dazu Erméchtigten

durchgefiihrt.

3.2.1. Narkose

Samtliche Versuchstiere wurden stets in Narkose operiert. Fiir die
Parathyreoidektomie, die Allotransplantation und die Hauttransplantation wurden
die Tiere mit einer Injektionsnarkose aus Ketaminhydrochlorid (Ketanest®: Parke
Davis, Freiburg; Art N° 440944/1) und Xylocain (Rompun®: Bayer AG,
Leverkusen; Art N° 8033 hg) narkotisiert. Rompun® und Ketanest® wurden im
Verhiltnis 1:20 gemischt und 0,5 ml intramuskulér in einen Oberschenkel injiziert.
Nach ca. 10 Minuten hatten die Tiere das Narkosestadium erreicht.

Fiir die Blutentnahmen leiteten wir eine Kurzzeitnarkose mit Diethylaether (Merck,

Darmstadt; Art N° 159016) in Form einer Inhalationsnarkose ein.

3.2.2. Parathyreoidektomie

Nach dem Einsetzen der Injektionsnarkose mufite zunéchst die Halsvorderfliche
rasiert und desinfiziert (Kodan®: Schiilke und Mayer, Norderstedt; Art N°
1001501) werden. Die Tiere wurden dann in Riickenlage auf einen Tier-Op-Tisch
gelegt, wobei die Vorder- und Hinterldufe in Metallclips eingespannt wurden.
Unterhalb der Protuberantia mentalis wurde eine ca. 1,5 cm lange, mediane Inzision
bis zum Sternum durchgefiihrt. Es wurden nun die beiden groBen Anteile der
Glandula submaxillaris sichtbar. Diese wurden mit einer Mikroschere stumpf
auseinanderpripariert. Die nun sichtbaren Muskelbduche des Musculus
sternohyoideus und des Musculus omohyoideus wurden durch Haltefaden
umschlungen und nach lateral gezogen, um eine gute Sicht auf das Operationsfeld

zu haben. Nun wurden Trachea und Schilddriise wie auf Abbildung 3.7. einsehbar.
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Abbildung 3.7.: Anatomische Ubersicht der Nebenschilddriise und Schilddriise der
adulten Ratte (Quelle: Eunice Chace Greene: Anatomy of the rat. Hafner Publishing
Company, New York and London 1963)

Das weitere Vorgehen erfolgte unter einem binokularen Operationsmikroskop
(M3Z; Fa. Wild, Heerbrugg, Schweiz) bei 25facher Vergrolerung. Die am
dorsolateralen Rand der Schilddriise liegenden, milchglasartigen, 1-2mm grof3en
Nebenschilddriisen wurden aufgesucht und vorsichtig mit einer Mikropinzette
angehoben, um dann mit der Mikroschere von der Schilddriise getrennt zu werden.
Héufig waren die Nebenschilddriisen stark mit der Schilddriise verwachsen oder
schlecht abgrenzbar, so dass kleine Teile des Schilddriisengewebes mitentfernt
werden mussten, um eine vollstindige Entnahme der Nebenschilddriise zu
gewihrleisten. Das entnommene Material lagerten wir in  einem
Zentrifugenréhrchen mit RPMI 1640 Medium (Fa. Gibco Life Technologies,
Germany; Art. N° 21875-03) bei Raumtemperatur bis zum Abschluss der
Operation.

Nach Entfernen der Haltefiden wurden die Muskeln mit einer Einzelknopfnaht
adaptiert. Als Nahtmaterial verwendeten wir resorbierbares Polygalactin (Vicryl®

USP Stirke 4/0: Ethicon, Norderstedt; Art. N°© JMOCRRAO). Abschlieend wurde
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die Haut in Einzelknopfnahttechnik mit Polypropylenfaden (Prolene® USP Stirke
3/0: Ethicon, Norderstedt; Art. N°© JIMOCRRAO) verschlossen.

3.2.3. Allotransplantation der Nebenschilddriisenpartikel

Nach Einsetzen der Injektionsnarkose wurde die Bauchwand groBziigig rasiert und
desinfiziert (Kodan®: Schiilke und Mayer, Norderstedt; Art N° 1001501). Die Tiere
lagerten in Riickenlage auf einem Ratten-Op-Tisch, wobei die Vorder- und
Hinterlaufe in Metallclips eingespannt wurden. Nach einer ca. Scm langen Inzision
in der Medianlinie, konnte der Musculus rectus abdominis freiprapariert werden.
Die beiden Hautlappen wurden mit Haltefdden nach lateral gezogen, um eine
optimale Sicht auf die Bauchmuskulatur zu gewdhrleisten. Nach stumpfer
Priparation von ca. lecm grofBen Muskeltaschen im Musculus rectus abdominis oder
Musculus obliquus externus abdominis setzten wir die Transplantate ein. In jedes
Transplantatfach wurden 2 Allotransplantate vorsichtig eingesetzt. Pro Versuchstier
wurden in den Testgruppen 20 mikroverkapselte, bzw. in den Kontrollgruppen 20
native Nebenschilddriisenpartikel eingesetzt (Transplantatrate 1:10 = 2:20
Nebenschilddriisen).  Die  Muskeltaschen  wurden dann  mit  einem
nichtresorbierbaren Faden (Prolene® USP Stirke 3/0: Ethicon, Norderstedt; Art. N°
JM9CRRADO) in Einzelknopfnahttechnik verschlossen. Abschlieend nidhten wir die
Haut in 10-12 Einzelknopfndhten mit Polypropylenfaden (Prolene® USP Stirke 3/0:
Ethicon, Norderstedt; Art. N° JM9CRRAO). Die Tiere wurden nach der

Allotransplantation einzeln im Kéfig gehalten.

3.2.4. Hauttransplantation

Dazu wurden die Spendertiere durch eine Injektionsnarkose betdubt. Diesen
entnahmen wir dann ca. 2x2cm grofle Vollhautareale mit Unterhautfettgewebe und
Fell aus der lateralen Thoraxapertur. Die Hautareale wurden in eine sterile
Petrischale mit Nahrlosung (TC100 Medium, GIBCO; Art. N° 13055-025), versetzt
mit 5% Penicillinstreptomycin Losung (Biochrom KG, Berlin; Art. N° A2212),
iiberfithrt. Die Hauttransplantate mussten nach 5 Minuten aus der N&hrldsung
genommen und mit einem Einmalskalpell (Grée 22: Produkte fiir Medizin AG,
Koln; Art. N° 5890) vom Unterhautfettgewebe befreit werden, da nur die Epidermis
anwachsen kann. Deshalb mussten die Transplantate frei von Fett sein und wurden

bis zum Erscheinen der Haarbdlge im Korium mit dem Skalpell abgetragen.
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Nach dem Einsetzen der Injektionsnarkose wurden die Empfangertiere auf einer
Fliache von 4x4cm an der lateralen Bauchwand mit einem Einmalrasierer rasiert
und desinfiziert. Die Epidermis wurde nun mit einer chirurgischen Préaparierschere
abgetragen, bis die zarten Gefdllzeichnungen der Dermis sichtbar wurden. Das
Abtragen der Epidermis musste sehr sorgfiltig geschehen, da Hauttransplantate
weder auf verhorntem Plattenepithel, noch auf H&matomen anwachsen. Das
priparierte Hauttransplantat legten wir nun auf den so vorbereiteten
Transplantationsort (ohne Naht). Das Wundgebiet wurde anschlieBend mit einer
Fettgaze und einer sterilen Kompresse abgedeckt und mit Fixomull®-Klebeband
fixiert. Den Klebeverband wickelten wir zirkuldir um das Abdomen und den
Thorax, um eine optimale Kompression des Hauttransplantates an die
Empfingerhaut fiir 6 Tage zu gewihrleisten, ohne die Bewegungsfreiheit des
Versuchstieres zu sehr einzuschranken. Im Falle, dass sich der Verband vor dem
finften Tag I16sen sollte, mufite er erneut angelegt werden. Da die
Hauttransplantation initial schmerzhaft sein konnte, wurden die Tiere postoperativ
fiir drei Tage mit 0,1mg Tramal, subkutan appliziert, analgesiert.

Nach 6 Tagen wurde der Verband gelost und das Hauttransplantat bis zur

Abstofung taglich fotodokumentiert.

f

Abbildung 3.8..: Optischer Befund 7 Tage nach Hauttransplantation. Das allogene Hauttransplantat
ist fest angewachsen und behaart.
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3.3. Alginat und Mikroenkapsulierung

3.3.1. Alginat

Fiir diese Studie wurde ultrahochgereinigtes Alginat der Laminaria pallida
verwendet. Das Mischungsverhéltnis Guluronsdure zu Mannuronsdure betrug
30:70. Ba>" wurde als vernetzendes Kation benutzt, Empfingerserum als
Proteinzusatz. Das vorbehandelte Alginat wurde von der Abteilung fiir
Biotechnologie an der Universitit Wiirzburg, Leiter Prof. U. Zimmermann, zur
Verfligung gestellt. Dieses Alginat zeigte sehr gute biophysikalische Eigenschaften:
die Viskositdt betrug 281mPa/s in einer 0,5% Ldsung bei einer Molekiilmasse von
iber 250 kDa (Jork et al., 2000). Eine AbstoBungsreaktion auf leere Alginatkapseln
konnte nach 3 Wochen in vivo nicht nachgewiesen werden (Zimmermann et al.,

2000).

3.3.2. Gewebekulturpassage

Die Nebenschilddriisen wurden nach Entnahme sofort einer standardisierten
Gewebekulturpassage von drei Tagen unterzogen. Dazu wurden die
Epithelkorperchen zunidchst in ein steriles Petrischdlchen dekantiert und mit einem
Kulturmedium gewaschen. Dieses Medium bestand aus 500ml RPMI 1640 mit L-
Glutamin (Fa. Gibco Life Technologies, Germany; Art. N° 21875-03), 10ml
Penicillin-Streptomycin ~ (Biochrom KG, Berlin; Art. N° A2212), 9ml
Calciumchlorid (147mg ad 10ml Aqua dest: Apotheke der Universitit Marburg)
und 50ml Serum des zukiinftigen Empfangerstammes. In frischem Kulturmedium
verblieb das Gewebe bei 37° Celsius und einer Atmosphére von 95% O, zu 5%

CO; im Brutschrank (Heraeus, Hanau; Art. N° 30165-0) fiir drei Tage.

3.3.3. Mikroverkapselung

Zum Verkapseln der Nebenschilddriisenpartikel wurde ein modifiziertes Verfahren
nach Geisen (1990) benutzt. Das Transplantatgewebe wurde dabei in
doppelschichtige Bariumalginat Kapseln eingeschlossen. Zur Herstellung der
Alginatkapseln wurde eine Dreikanaldiise (sieche Abbildung 2.7.) verwendet.
Prinzipiell wurde dabei durch Kanal 1 kontinuierlich Druckluft insuffliert, der die

Mikroverkapselung antreibt. Ein hdherer Druckluft-Flow beschleunigt den
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Verkapselungsvorgang und lasst
konsekutiv kleinere Kapseln entstehen. _ |1

Durch Kanal 2 wurde Alginat in einer

0,65%igen Konzentration mit den darin
geldsten Nebenschilddriisenpartikeln
kontinuierlich hinzugefiihrt. Durch Kanal

3 haben wir Alginat in einer 0,7%igen

Konzentration  hinzugefiihrt. Somit O

ergaben sich zwei Alginatschichten Abbildung 3.9.: Schematische Darstellung

unterschiedlicher Viskositit. Eine dufere, ii;ﬁ;ii;‘iﬁﬁse zur Herstellung von

viskosere Schicht (0,75iges Alginat), die

sollte das Transplantat vor mechanischen Einfliissen schiitzen, wahrend die innere,

fliissigere Schicht (0,65%iges Alginat) bessere Erndhrung durch Diffusion

gewdhrleisten sollte (Jork et al, 2000). Im folgenden wird das

Mikroverkapselungsverfahren, wie es in dieser Studie zur Anwendung kam,

geschildert:

Der komplette Vorgang des Mikroverkapselns muflte steril unter einer

Mikrobiologischen Sicherheitsbank (NUNC Germany GmbH, Art. Nr. 3S 115G

125M) durchgefiihrt werden.

1. Dem ultrahochgereinigten, gekiihlten (5° Celsius) 0,7%igen Alginat wurde
zundchst 10% seines Volumens Rattenserum des Empfingerstammes zugesetzt
und bei 2400 U/min fiir 20 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend filtrierten wir
den Alginatiiberstand durch einen 0,22um groflen Sterilfilter (Fa. Schleicher und
Schuell, Weinheim, Germany; Art. N° 462200). Ein Teil des 0,7%igen
Alginates wurde mit isotoner Natrium-Chlorid Losung (Fa. Roth GmbH und
Co., Karlsruhe, Germany; Art. N° 3957.1) auf eine Konzentration von 0,65 %
verdiinnt.

2. Die Dreikanaldiise (Abbildung 3.9) muflte auf einem Stativ befestigt und mit
Aqua bidest und 0,9prozentiger Natrium-Chlorid Losung (Fa. Roth GmbH und
Co., Karlsruhe; Art. N° 3957.1) gereinigt werden. Vor die Kanédle 2 und 3
wurden Perfusoren befestigt, die den kontinuierlichen Kolbenvorschub einer 2ml
und 10ml Einmalplastikspritze gewihrleisteten.

3. Die Nebenschilddriisen wurden in dem Gewebekulturpassagemedium in ca.

2mm grof3e Partikel mit einem Einmalskalpell (Groe 22: Produkte fiir Medizin
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AG, Koln; Art. N° 5890) geschnitten und anschlieend zweimal 5 Minuten in
einer isotonen Kochsalzlosung (Waschlosung) gewaschen.

. Die Nebenschilddriisenpartikel wurden nun in das 0,65%ige Alginat tiberfiihrt
und mit einer 2ml Einmalplastikspritze (Fa. Braun, Melsungen; Art. N°
205789/5) aufgezogen. Diese Spritze wurde dann in den Perfusor vor Kanal 2
eingespannt. In eine 10ml Einmalplastikspritze (Fa. Braun, Melsungen; Art. N°
460605/1) wurde das 0,7%ige Alginat aufgezogen und in den Schlitten vor
Kanal 3 eingespannt. Auf Kanal 1 applizierten wir {iber einen Plastikschlauch
ein kontinuierlichen Druckluftstrom von 6,5 I/min. Die Mikroenkapsulierung
wurde nun gestartet, indem tiiber den 2.Kanal 1 ml/min Alginat, und iiber den
3.Kanal 4,5 ml/min Alginat in die Diise gestoflen wurden.

. Unter den Diisenausgang wurde eine sterile Petrischale (Greiner Labortechnik;
Art. N° 294763310) mit dem Barium-Féllbad gestellt, in die die Alginatsphéren
tropften. Dieses Fillbad setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:
20mmol Barium-Chlorid (Fa. Merck, Darmstadt; Art. N° 159070), Smmol
Histidine (SIGMA, 25g; LOT:87H1335, H-80000) und 115mmol Natrium-
Chlorid (Fa. Merck, Darmstadt; Art. N° 101540) in 1 Liter Aqua bidest gelost
und mit Natronlauge (Merck, Darmstadt, Art. N° 1.09137.1000) auf einen pH
Wert von 7,4 eingestellt. Die Osmolaritit dieser Losung sollte 0,29mosmol
betragen und wurde unter Zunahme eines Osmometers mit Natriumchlorid
eingestellt. Auch dieser Losung wurden 10% Rattenserum hinzugefiigt. Die
Verweildauer der Kapseln im Fillbad betrug 90 Sekunden.

. Um das tiberschiissige Barium-Chlorid zu entfernen, wurden die Kapseln
zweimal zu je 5 Minuten mit der Natrium-Chlorid Waschldsung gewaschen. Die
Alginatkapseln wurden nun fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur in einer
Natriumsulfatlosung inkubiert (6mmol Natriumsulfat [Fa. Merck, Darmstadt;
Art. N° 1.06649.10000] in einem Liter Aqua bidest gelost und die Osmolaritét
auf 0,29mosmol mit Natriumchlorid eingestellt, abschlieBend mit 10%
Rattenserum versetzt).

Nach 20 Minuten wurden die verkapselten Nebenschilddriisenpartikel in die
Néhrlosung (500ml RPMI 1640 mit L-Glutamin [Fa. Gibco Life Technologies,
Germany; Art. N° 21875-03], 10ml Penicillin-Streptomycin [Biochrom KG,
Berlin; Art. N° A2212], 9ml Calciumchlorid [147mg ad 10ml Aqua dest:
Apotheke der Universitit Marburg] und 50ml Empfangerserum) tiberfiihrt. Die

Mikrokapseln wurden nun unter einem Zweiphasenauflichtmikroskop (Fa.
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Nikon, Japan) bei 25facher Vergroferung auf die Integritdt ihrer Membranen
tiberpriift (Siehe Abbildung 3.10). Rupturierte oder beschidigte Mikrokapseln
wurden ausgesondert. Die verkapselten Nebenschilddriisenpartikel inkubierten
wir in der oben genannten Néhrlosung einen weiteren Tag im Brutschrank bei

37¢ Celsius und einer Atmosphére von 95% O, zu 5% COs,.

Abbildung 3.10.: Mikroverkapseltes Nebenschilddriisengewebe in Nahrldsung.
Zweiphasenauflichtmikroskop (Fa. Nikon, Japan), VergroBerung: 1:25

3.4. Erhebung der MessgroRen

3.4.1. Blutentnahmen

Wihrend des Beobachtungszeitraumes wurde jedem Versuchstier einmal
wochentlich in Inhalationsnarkose Vollblut abgenommen, um zytotoxische
Antikorper und das Gesamtkalzium im Serum zu bestimmen.

Nach dem raschen FEinsetzen der Ather-Inhalationsnarkose wurde mit einem
Kapillarrohrchen (75 mm / 75 ul, Natrium-Heparin beschichtet: Germany; Art. N°
9100275), unter leichtem Stau der Halsvenen, 0,5ml bis 0,7ml Blut aus dem Plexus
orbitalis in ein Eppendorfzentrifugenréhrchen (Reaktionsgefa3 3810: Eppendorf,
Hamburg; Art. N° 048016) abgenommen. Das Vollblut wurde direkt nach
Entnahme fiir 20 Minuten bei 6000 U/min. zentrifugiert. Dabei setzten sich die
korpuskuliren Bestandteile ab und der Uberstand, das Serum, kann abpippetiert
werden. 100ul des Serums wurden bei —20° Celsius eingefroren, um daraus die

Antikorper zu bestimmen, aus weiteren 100ul wurde das Gesamtkalzium bestimmt.
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3.4.2. Kalziumbestimmung

Das Gesamtkalzium im Serum wurde im Zentrallabor der Universitdtsklinik
Marburg mit einem klinisch-chemischen = Analyseautomaten des Typs
Roche/Hitachi 917 (Nagoya, Japan) bestimmt. Es handelte sich hierbei um einen
Farbumschlagtest mit Endpunkt-Bestimmung und Probenleerwert. Der
Analyseautomat mischte das Testserum mit Pufferldsung und Chromogenldsung
(Roche Diagnostics; Art N° 1730240). Die Farbintensitdt des gebildeten violetten
Komplexes ist direkt proportional der Kalziumkonzentration und wurde

photometrisch bestimmt.

3.4.3. Mikrolymphozytotoxizitatstest

Mit Hilfe des Mikrolymphozytotoxizitétstests wurde der logarithmische Titer der
zytotoxischen Antikorper im Serum bestimmt. Zytotoxische Antikdrper sind eine

Gruppe von Antikorpern (hauptsidchlich IgG; und IgM) die ihre Zielzellen unter

Anwesenheit von Komplement lysieren

(Frank und Fries, 1991). Sobald diese ‘: :' : ..

Antikorper ihr spezifisches Iy :,' I':,:','::.,.,, Iy :.I ::I::I.I:u -

Oberflachenantigen erkennen, binden sie -

daran und aktivieren die

Komplementkaskade (Brekke et al., mfl e T

1995). Das aktivierte Komplement bildet " T\

in wenigen Minuten den Zellwand- i =

Angriffs-Komplex, der 70-100 Armstrom ek

grole Poren in der Zellwand formt

(Miiller-Eberhard, 1986). Die Zelle ist

nun nicht mehr in der Lage, ihr ionales : :'

Gleichgewicht aufrecht zu erhalten und ,,:::','::::L i

geht zugrunde. Das Prinzip des T

Mikrolymphozytotoxizitétstests ~ basiert

darauf, dass sich diese lysierten Zellen -

anfirben lassen, da sie einen Farbstoff, D Nl
Zelle Girbt Zelle frbt

wie Eosinrot, nicht mehr aus dem sich rot sich nicht

Zellinneren  abtransportieren  konnen  Abbildung 3.11.: Prinzip des Mikro-

. lymphozytotoxizititstests
(Terasaki et al., 1978).
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Zundchst mussten dazu Spenderlymphozyten, als Zielzellen, gewonnen werden.
Dazu wurde eine Spenderratte (DA oder LE, je nachdem welches Serum untersucht
werden sollte) eingeschlifert (Euthanasie-Unit; Fa. UNO, Zevenaar, Holland). Thr
wurden drei bis vier Lymphknoten aus dem infrahyalen Fettgewebe mit einer
Priaparierschere entnommen. Die entnommenen Lymphknoten wurden in ein
Zentrifugenrohrchen mit Ndhrmedium (TC100 Medium, GIBCO; Art. N° 13055-
025) tiber