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1. Zielstellung

Die medikamentdse Therapie des permanenten, symptomatischen Hypopara-
thyreoidismus ist aufgrund der vielfiltigen Stoffwechselfunktionen des
Parathormons von allen endokrinen Unterfunktionsstorungen eine der
schwierigsten, oft unvollstdndig und damit unbefriedigend. Deshalb gilt der Bedarf
nach einer kausalen Therapie dieses Mangelsyndroms in Form einer
Allotransplantation der Parathyreoidea als unbestritten. Da dieses Krankheitsbild
die Patienten jedoch selten vital bedroht, ist eine systemische Immunsuppression
post transplantationem nicht gerechtfertigt. Ohne Immunsuppression war eine
Transplantation der Parathyreoidea bislang jedoch erfolglos.
Seit Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts beschéftigt sich die Chirurgische Klinik
der Universitit Marburg mit der Transplantation endokrinen Gewebes. Im
Anschluss an die Optimierung der Gewebekulturpassage 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 Empfiangerimmunsystem isolieren (Geisen et al., 1990; Clayton et al., 1993).
1994 gelangen 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 temporér
eine normokalzédmische Stoffwechsellage erhalten werden bei vorher jahrelangem,
symptomatischem, therapieresistenten, postoperativen Hypoparathyreoidismus.
Nach tiber 12 Wochen kam es jedoch zu einem langsamen, stetigen Abfall der
Transplantatfunktion bis zum totalen Transplantatausfall (Hasse et al., 1998).
Die grundlegenden immunologischen Funktionen der Immunisolation durch die
Mikrokapseln sind ungeklart. Zwei verschiedene Wege der Funktion sind denkbar:

e die Mikroenkapsulierung schiitzt das Transplantat vor der Immunantwort

e die Mikroenkapsulierung verhindert eine Sensibilisierung des Empfangers
In parallel laufenden Versuchen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die
Mikrokapseln eine Sensibilisierung des Empfiangers verzogern konnen, jedoch

nicht dauerhaft verhindern.



Somit war es Ziel dieser Arbeit, die prinzipielle Frage zu beantworten, ob die
Mikrokapseln das Transplantat vor dem aktivierten Immunsystem in vivo schiitzen

konnen.

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. Die Nebenschilddriiseninsuffizienz als Modell
endokriner Mangelzusténde

Der Hypoparathyreoidismus eignet sich als Model endokriner Mangelzustéinde
besonders gut. Er entsteht durch eine Fehlfunktion der Nebenschilddriisen, die
durch Sezernierung des Parathormones den Kalziumspiegel im Blut regeln. 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
Hypokalzédmie sezerniert und bewirkt eine vermehrte Kalziumriickresorption in der
Niere, eine erhohte Kalziumaufnahme im Darm und einen Kalziumausbau aus dem
Knochen in die Blutbahn. Gleichzeitig verringert das Parathormon im Serum
Phosphat und Hydroxyprolin (Loffler und Petrides, 1997). Der Kalziumspiegel im
Blutserum sollte zwischen 2,1-2,6 mmol/l betragen. Der Hypoparathyreoidismus ist
der einzige endokrine Mangelzustand, bei dem der Totalausfall des endokrinen
Organs nicht direkt lebensbedrohlich wirkt. Deshalb kdnnen unsere Versuchstiere

auch nach einer totalen Parathyreoidektomie noch einige Wochen iiberleben.



2.2. Hypoparathyreoidismus

Charakteristisch fiir den chronischen Hypoparathyreoidismus ist die aus der
Hypokalzémie resultierende, gesteigerte neuromuskuldre Erregbarkeit (Kaplan und
Sadock, 1991). Sie fiihrt, bei zumeist vollstindig erhaltenem Bewusstsein, zu
Krampfanfillen der Muskulatur. Diese treten entweder als generalisierte, klonisch-
tonische Anfdlle (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
Spétfolgen eines schlecht eingestellten Hypoparathyreoidismus konnen
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
hdufig Vitamin-D-Intoxikationen mit oft lebensbedrohlichen hyperkalzémischen
Krisen. Ubersteigt das Loslichkeitsprodukt von Kalzium und Phosphat 60 bis
75mg/dl kommt es zu diffusem Ausféllen 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
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anderen Stoffwechselfunktionen des fehlenden Parathormons bleiben bei dieser
Therapie dauerhaft unbehandelt. Deshalb besteht kein Zweifel an der

Notwendigkeit einer kausalen Therapie.

2.3. Kausale Therapie: Nebenschilddriisentransplantation

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 iberwiegen die unbestrittenen
Vorteile eines funktionellen Organersatzes. Somit scheiterten alle bisherigen
Versuche der allogenen oder gar xenogenen Transplantation von
Nebenschilddriisen an der immunologischen AbstoBung 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
Gewebekulturpassage, Bestrahlung, Sauerstoffiiberdruck Kultivierung, Ultraviolett-
Bestrahlung oder Nacktmauspassage, werden die ,,Passenger Leukozyten* aus dem
Transplantat eliminiert, die fiir eine Antigenprdsentation primdr verantwortlich
gemacht werden (Gough und Finnimore, 1980; Lafferty et al., 1983). Im Labor der

Klinik fiir Viszeral-, Thorax- und Gefalchirurgie 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 Vitalitit und Immunogenitit des

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

2.4. Immunologische Aspekte

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

e MHC Kilasse I Gene kodieren Glycoproteine, die auf fast allen Zelloberfldchen
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 Il Gene kodieren Glycoproteine, die hauptsidchlich auf
antigenprasentierenden Zellen vorkommen. Sie présentieren 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 grole Anteile an der
Immunantwort haben, wie Komplement System Proteine und Tumor Nekrose

Faktor o 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 kérperfremd oder kopereigen erkannt



werden. Um solche spezifisch aktivierten T-Lymphozyten zu bilden, miissen zuvor
unaktivierte T-Lymphozyten von antigenpriasentierenden Zellen das korperfremde
Antigen auf MHC Klasse II Genprodukten prisentiert bekommen. Dies kann durch
sogenannte ,,Passenger Leukozyten® geschehen. Das sind antigenprésentierende
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
Abstofungsreaktion 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.

2.5. 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 AbstoBung zu schiitzen (Lim und Sun, 1980). Dabei wurden kleine
Gewebestlicke (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
Empfangerimmunsystem isoliert und gleichzeitig seine FErndhrung und
Hormonfreisetzung gewéhrleistet (Darquy und Reach, 1985; Darquy und Sun
1987).



Abbildung 2.1.: Konzept 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 Empfiangerimmunsystem schiitzt. Die Ergebnisse

dieser Studie sollen dariiber erste Aufschliisse geben.



3. Material und Methoden

3.1. Versuchsablauf

Die ausfiihrliche Studienplanung wurde unter Beriicksichtigung der bisher im
Labor der Klinik fiir Viszeral-, Thorax- und Gefdfchirurgie der Universitit
Marburg vorliegenden Erfahrung mit der experimentellen Nebenschilddriisen-
transplantation und in  Zusammenarbeit mit Herrn Dr.  Wonigeit,
Transplantationslabor der Medizinischen Hochschule Hannover sowie mit Herrn

Dr. Sitter, Institut fiir theoretische Chirurgie der Universitit Marburg durchgefiihrt.

Tiere zweier genetisch unterschiedlicher Inzuchtstimme, Dark Agouti (DA) und
Lewis (LE) Ratten, wurden einer Randomliste entsprechend parathyreoidektomiert.
Der Operationserfolg, die vollstindige Extirpation der beiden Epithelkdrperchen,
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). Versuchstiere, die 3 Wochen nach Parathyreoidektomie konstant
Serumkalziumwerte unter 1,9mmol/l aufwiesen, wurden als Empfanger akzeptiert.
Bei einem Serumkalzium unter 1,9mmol/l muss von einer totalen
Parathyreoidektomie ausgegangen werden, da das Serumkalzium stark mit der
PTH-Sekretion korreliert und somit als alleiniger Marker fiir die
Nebenschilddriisenfunktion geeignet ist (Ziegler, 1987).

Nach der Parathyreoidektomie der Spendertiere wurden deren Epithelkorperchen
zuerst einer standardisierten Gewebekulturpassage unterzogen. Danach wurden die
Nebenschilddriisen von jeweils 10 Spendertieren mikroenkapsuliert und einem
Empféangertier implantiert (Testgruppe). In der Kontrollgruppe wurden die
Parathyroideae von 5 Spendertieren (10 Nebenschilddriisen) unverédndert, d.h. nativ,
jeweils einem Empféngertier transplantiert.

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

und die Auswertung der Blutentnahmen erfolgte verblindet.
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3.2. Studiengruppen

Die Studie wurde in die vier folgenden Gruppen unterteilt:

In der Studiengruppe I wurden 5 Ratten zunéchst parathyreoidektomiert.
Diese Ratten erhielten nach drei Wochen eine Hauttransplantation und nach
weiteren zwei  Wochen eine zweite Hauttransplantation. Die
Hauttransplantation diente der maximalen Immunstimulation, da eine
allogene Hauttransplantation den stirkst méglichen Immunstimulus darstellt
(Hildemann, 1970). Der Erfolg der Hauttransplantation wurde
fotodokumentiert. Nach dem Abnehmen des Verbandes, der das
Hauttransplantat teilweise anwachsen lassen sollte, wurden die
Versuchstiere jeden Tag fotografiert, bis das Hauttransplantat vollstindig
abgestoflen wurde. Ziel dieser Versuchsgruppe war es, den immunogenen
Stimulus der Hauttransplantationen zu erfassen und Referenzwerte fiir die
Antikorpertiter zu erstellen.

In der Kontrollgruppe I wurden im Gegensatz zur Studiengruppe I die
Ratten  nicht  parathyreoidektomiert, um einen FEinfluss der
Parathyreoidektomie auf die AbstoBungsreaktion auszuschlieBen. Wie in
Studniengruppe 1 wurde eine zweimalige Hautallotransplantation im

Abstand von zwei Wochen an 5 Ratten durchgefiihrt.
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In der Studiengruppe II wurden 7 Ratten parathyreoidektomiert. Sie
wurden dann vier Wochen danach allogen hauttransplantiert. Nach weiteren
drei Wochen erfolgte die Allotransplantation des zuvor in Alginat
enkapsulierten Nebenschilddriisengewebes. Mit Hilfe dieser Gruppe sollte
erforscht werden, ob die Alginatkapsel das Transplantat vor dem maximal

vorsensibilisierten Immunsystem schiitzen kann.

14



“uorpunpEedsuel | Jap Sunssajy pun uoneue dsuenuIsIppIyasuagan AR nsdeyuaonyiw ‘auaioe uuep
‘wonenE|dsuemney yaunp Suniaisiiqisuasio p ayasifojounww] 11 adduFuaipng 12p sisdouds (¢ ¢ Sunppggy

(433 L-9v) . . - . - " :
Bunwwpsaquniziey . . . . . . . . . .
[uayosopmly ¢ z F 0 L- Z- £- F- G- 9- L-
| | | ] |
+——i ! * _ I * I I “ >
un|asdeyian
Ltk )
QASN 42p slalgapuadg lep uoljejue|dsue.noly aleipabBuejdwy Jeop
uopejueldw|  ejwoqeploaiAuieled “IneH a|uIoaploalALeled
l |
maﬁmmn__._s_iﬁw#wm

Buniaisijiqisuasiop ayasibojounwu] - || eddniBuaipnis

15



Kontrollgruppe II zu Studiengruppe II. Zuerst wurden 7 Ratten
parathyreoidektomiert, dann nach zwei Wochen allogen hauttransplantiert.
Nach weiteren drei Wochen wurde hier allerdings natives, nicht
verkapseltes  Nebenschilddriisengewebe transplantiert. Somit wird die
AbstoBung sowohl von nativen, als auch mikroenkapsulierten

Nebenschilddriisen bestimmt.
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Fir jede Transplantation mit enkapsuliertem Nebenschilddriisengewebe an
einem Empfingertier wurden 10 Spenderratten bendtigt. Fiir jede native
Nebenschilddriisentransplantation wurden dagegen pro Empfianger nur 5
Spenderratten bendtigt.

Dieses unterschiedliche Transplantationsverhdltnis zwischen Testgruppe und
Kontrollgruppe entstand, da durch den Vorgang des Mikroenkapsulierens und
das spdtere Aussortieren von nicht intakten Kapseln am Mikroskop etwa 50%
des Nebenschilddriisengewebes verloren ging. Um damit eine vergleichbare
Menge an Nebenschilddriisengewebe zwischen Testgruppe und Kontrollgruppe
zu transplantieren, mullite das Spender/Empfangerverhéltnis in der Testgruppe

verdoppelt werden.

3.3.. Versuchstiere und Tierhaltung
Die Erlaubnis zur Durchfiihrung dieser Tierstudie wurde am 28.06.1996 vom

Regierungsprisidium in Gieflen unter dem Aktenzeichen 20-15(1) MR 20/16-11/96
erteilt.

Als Versuchstiere wurden zwei genetisch vollig unterschiedliche Inzuchtstimme
von Ratten benétigt. Zum einen wurden Dark Agouti (DA/OLA Hsd, Art.
Nr.9205M) und zum anderen Lewis (LEW/HAN Hsd, Art. Nr.86150M) Ratten der
Firma (Harlan Winkelmann GmbH, Deutschland) verwendet.

Die Ratten wurden in einem Tierstall fiir Langzeitversuche bei einer Temperatur
von ca. 22 Grad Celsius und einer Luftfeuchtigkeit von 45% in einem fiir die Tiere
physiologischen Tag-Nacht Verhiltnis gehalten. Je zwei Ratten lebten dabei in
einem Polycarbonkifig der GroBe 15 x 42 x 26,5 cm. Nach Transplantation lebten
die Tiere in Einzelhaltung. Sie erhielten kontinuierlich Futter und Wasser {iiber
Trinkflaschen ad libitum. Das kalziumarme Futter (Altromin GmbH & Co KG,
Lage, Haltungsdidt 1324) setzte sich zusammen aus folgenden Bestandteilen:
Proteinen, Rohfett, Rohfaser, Rohasche, Calcium (0,9 %), Phosphor, Natrium,
Magnesium und Vitamin A, D3, E. Es wurden ausschlieBlich ménnliche Dark
Agouti und Lewis Ratten der Firma Harlan mit einem Gewicht zwischen 150-200 g

verwendet.
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3.4. Alginat

Alginate setzen sich im Verhéltnis 30% Guluronsdure zu 70% Mannuronsdure
zusammen (York et al., 2000). Eine besondere Fahigkeit dieser wissrigen Substanz
ist es, Gele durch Quervernetzung der Saureketten zu bilden. Diesen Prozess
beschrieb Grant et al., 1973. Die Verwendung von Alginaten hat sich heute schon
in verschiedenen Bereichen, wie z.B. in der Lebensmittelindustrie der
Biotechnologie und in der Medizin durchgesetzt. Zum Enkapsulieren des
Nebenschilddriisengewebes wurde ultrahochgereinigtes M-Alginat (Charge
UHV/CG) verwendet, welches aus der Seealge Laminaria pallida gewonnen wird.
Dieses Alginat hat eine hohere Biokompatibilitit im Vergleich zu dem

herkdmmlichen Alginat (Zimmermann et al., 2000).

3.5. Mikroenkapsulierung
Das Prinzip der Mikroenkapsulierung von Nebenschilddriisen wurde schon im

Jahre 1980 von Lim und Sun beschrieben. Dieses Verfahren wurde von Geisen et
al., 1990 zur Verkapselung von Inselzellen noch verfeinert. Wir tibernahmen dieses
Verfahren und modifizierten es fiir die Mikroenkapsulierung von
Nebenschilddriisengewebe weiter (Hasse et al., 1994a). Die fiir die Transplantation
eingesetzten Kapseln sind Doppelschicht-Alginat-Kapseln, zu deren Herstellung
wir eine von uns entwickelte Dreikanaldiise verwendeten.

Durch Kanal 1 wurde kontinuierlich Druckluft insuffliert, der die

Mikroverkapselung antrieb. Mit einem konstanten Druck von 6,5 1/min stromte der

Luftdruck durch die Diise, um einen

einheitliche PartikelgroBe zu -1. 1

garantieren. Durch Kanal 2 stromte das

Alginat in einer Konzentration von

0,65% in einer Geschwindigkeit mit 1

ml/min. In dieser Konzentration

befanden sich die  Nebenschild- \
driisenpartikel.  Durch ~ Kanal 3

O

(Abbildung 2.3) stromte Alginat in

einer Konzentration von 0,7% mit 4,5  Abbildung 3.5.: Schematische Darstellung der
. . . . Dreikanaldiise zur Herstellung von

ml/min. Die GroBe der Alginatkapseln  Alginatkapseln (eigene Abbildung)

konnte durch den Luftdruck geregelt werden, je hoher der Druck, desto kleiner die

Kapseln und umgekehrt. Der gesamte Vorgang des Mikroenkapsulierens wurde
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steril unter einer Mikrobiologischen Sicherheitsbank (NUNC GmbH, Art. Nr. 3S

115G 125M ) vorbereitet und durchgefiihrt. Auf diese Weise entstanden

Doppelschicht-Alginat-Kapseln mit einer Konzentration von 0,65% Alginat in der

Innenschicht und 0,7% in der Aul3enschicht.

e Schritt 1: Das Alginat wurde zundchst mit Rattenserum des
Empfingerstammes  versetzt und dann in einem Zentrifugenr6hrchen
(Cellstar®, Greiner Labortechnik; PP-Rohrchen, steril, Art. Nr.227261)
zentrifugiert (20 min. bei 2400 U/min). Nach dem Zentrifugieren wurde das
Alginat durch einen 0,22um groBen Pyrogenfilter (Fa. Schleicher und
Schuell, Weinheim, Art. Nr. 462200) in ein 50ml Becherglas (Fa. Duran, Art.
Nr.2110617) steril filtriert.

e Schritt 2: Die Dreikanaldiise mufite justiert, auf einem dafiir vorgesehenen
Stativ befestigt und mit Aqua dest. (Braun, Melsungen; 1000ml, Art.
Nr.0422A61) und NaCl (Roth GmbH und Co., Karlsruhe; Art. Nr.3957.1)
gereinigt werden. Die drei Tage zuvor von 10 Spenderratten entnommenen
Nebenschilddriisen wurden einer Gewebekulturpassage (siehe Kapitel 2.2.2.)
unterzogen. Sie wurden in einer sterilen Petrischale (Sarstedt AG, Art.
Nr.82.1473) mit einem Einmalskalpell (GroBe 22, Produkte fiir Medizin AG,
Koln; Art. Nr.9907200) in 2 mm grof3e Partikel geschnitten und zweimal zu je
5 Minuten in einer Waschlosung gereinigt. Das Abpipetieren oder Hinzufiigen
von Losungen geschah unter Zuhilfenahme eines Pipetus akku® (Hirschmann
Laborgerite; Art. Nr.9907200). Diese Waschlosung war eine isotone

Kochsalzlésung mit  einer

Osmolaritit von 0,290

mOsmol rsetzt mit +—Motorgetriebener
Osmol, verse Kolbenvorschub

Rattenserum des Empfanger-

stammes. Alle verwendeten

Losungen wurden mit 10% i
Rattenserum (Harlan Winke- i S
Imann GmbH; Art. Nr.29600) Sml Spritze \7 |
gemischt, um durch die im Statly - F
Serum enthaltenen Proteine W

eine hohere Stabilitdt der \Dl'.lse

Abbildung 3.6.: Schematischer Aufbau zur
Mikroenkapsulierung (eigene Abbildung)
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Alginatkapseln zu erzielen (York et al., 2000).

Schritt 3: Die Neben-schilddriisenpartikel (NSD-Partikel) wurden nun mit
einem scharfen Loffel in die 0,65% Alginatldsung gegeben und mit einer 2ml
Spritze (Braun, Melsungen ; Art. Nr. 205789-5) aufgezogen. In eine 10 ml
Spritze wurde 0,7% Alginatldsung aufgezogen. Beide Spritzen wurden an der
Diise befestigt und ausgerichtet (Abb. 2.4.).

Schritt 4: Unter den Diisenausgang wurde eine sterile Petrischale mit dem
Féllbad gestellt, in dem die Kapseln aufgefangen wurden. Diese Losung setzt
sich zusammen aus 20 mmol Bariumchlorid (Merck, Darmstadt; Art. Nr.
159070), SmM Histidine (SIGMA, 25g, LOT:87H1335, H-80000) und
115mmol NaCl (Merck, Darmstadt; Art. Nr. 101540) in 1 Liter Aqua bidest.
gelost. Diese Losung mufite nun auf einen pH wert von 7,4 mit Natronlauge
(Merck, Darmstadt,1L; Art. Nr. 1.09137.1000) eingestellt werden. Die
Osmolaritdt dieser Losung sollte 0,290 mOsmol betragen und wurde unter
Zunahme eines Osmometers eingestellt. Das Bariumchlorid im Féllbad sollte
der Verkniipfung der beiden Sdureketten des Alginats dienen, wodurch das
Alginat seine Stabilitét erhalten sollte (Grant et al., 1973). Die durchschnittliche
Verweildauer der Kapseln im Féllbad sollte maximal 60-90 Sekunden betragen.
Der eigentliche Mikroenkapsulierungsvorgang wurde nun gestartet.

Schritt S: Das mikroenkapsulierte NSD-Gewebe fiel nun aus der Diise in das
Féllbad. Das Fillbad wurde vorsichtig mit einer Pipette entfernt und die
Kapseln wurden zweimal zu je 5 Minuten mit der Waschldsung gereinigt, um
iiberschiissiges Bariumchlorid abzuwaschen. Diese Losung wurde dann
ebenfalls abpipetiert und die Kapseln mufliten nun fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur in der Natriumsulfatwaschlosung inkubiert werden. Fiir diese
Losung wurden 6mM Natriumsulfat (Merck, Darmstadt; 1L, Art. Nr.
1.06649.10000) in einem Liter Aqua bidest. gelost und die Osmolaritét
ebenfalls auf 0,290 mOsmol eingestellt.

Schritt 6: Nach 20 Minuten wurde die Natriumsulfatlosung durch ein
Inkubationsmedium ersetzt. Diese Losung setzte sich zusammen aus 250ml
RPMI 1640 mit L-Glutamin (RPMI 1640; Gibco Life Technologies,Germany;
Art. Nr. 21875-03), 5Sml Penicillin-Streptomycin Antibiotika Kombination
(Biochrom KG , Berlin 46; Art. Nr. A 221), 4,5 ml Calciumchlorid (147mg ad

10ml Aqua dest.). In dieser Losung mufte das NSD-Gewebe nun einen Tag im
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Brutschrank (Heraeus, Hanau; Art.-Nr. 30165-0) bei 37 Grad Celsius und einem
5% CO2 Anteil vor der Allotransplantation inkubiert werden. Vor der
Inkubation wurden Kapseln, deren Hiille nicht intakt war oder bei denen

Gewebestiicke herausragten, ausgesondert. Hierfiir wird ein Zweiphasen-

Auflicht-Mikroskop (Nikon, Japan; Modell TMS, Art. Nr. 302052) bei

100facher Vergrof3erung benotigt.

Abbildung 3.7.: Mikroskopisches Bild einer defekten Mikrokapsel ohne Gewebeinhalt (Bild aus
Fotodokumentation)

3.6. Gewebekulturpassage
Nach Entnahme der Nebenschilddriisen wurden diese einer Gewebekulturpassage

von drei Tagen unterzogen. Dieses Verfahren diente dazu, die Immunogenitit des
Nebenschilddriisengewebes herabzusetzen, indem die antigenprdsentierenden
Zellen aus dem Gewebe eliminiert wurden (Lafferty et al., 1975, 1976, 1983;
Sollinger et al., 1977, 1983).

Das NSD-Gewebe wurde vorsichtig in ein steriles Petrischdlchen gegeben,
nachdem zuvor das RPMI-Medium dekantiert wurde. In diese Petrischale wurde
nun erneut RPMI-Medium hinzugegeben, welches mit Calciumchlorid, Penicillin-
Streptomycin und 10% Rattenserum des Empféngerstammes versetzt war. Das
Aufarbeiten des Gewebes fiir die Gewebekulturpassage geschah unter sterilen

Bedingungen. In diesem Kulturmedium verblieb das Gewebe im Brutschrank bei
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37 Grad Celsius und bei 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid fiir drei Tage. In

dieser Zeit wurde das Medium nicht gewechselt.

3.7. Narkose

Fiir alle operativen Eingriffe an den Ratten wurde eine Injektionsnarkose
verwendet. Diese Narkose setzte sich zusammen aus dem Anésthetikum
Ketaminhydrochlorid (Ketamin 500 Hexal®; Art. Nr.8728439) und dem
Hypnotikum Xylocin (Rompun 2%®, Bayer AG, Leverkusen; Art. Nr.865333) im
Verhiltnis 20:1 Es wurde jeweils 0,5 ml dieser Narkoselosung in die mediale
Oberschenkelmuskulatur injiziert. Nach 10 Minuten hatten die Tiere ein
ausreichend tiefes Narkosestadium erreicht, so dass mit den Operationen begonnen
werden konnte. Die Narkose hielt fiir etwa zwei Stunden an .

Die Blutentnahmen hingegen wurden mit dem Inhalationsnarkotikum Diethylether
(Hoechst, Art. Nr.254) durchgefiihrt. Dafiir wurden die Ratten in einen Glaskifig
mit Deckel, auf dessen Boden sich eine mit Ether getrinkte Zellstofflage befand
verbracht. Mit Ether konnte eine gute analgetische und hypnotische Wirkung erzielt
werden. Die Wirkung hielt fiir etwa ein bis zwei Minuten an. Ether ist eine
lipophile Substanz, so dass nur eine geringe Konzentration eingeatmet werden
muss, um ein ausreichend tiefes Narkosestadium zu erreichen (Liillmann et al.,

1996).

3.8. Parathyreoidektomie

Nach Gabe des Injektionsnarkotikums konnte nach 10 Minuten mit der Operation
begonnen werden. Alle operativen Eingriffe wurden in einem abgesperrten Tier-OP
unter aseptischen Bedingungen durchgefiihrt. Zuerst wurde die Halsvorderflache
rasiert und mit Kodanspray (Schiilke und Mayer, Norderstedt, Art. Nr. 1001501)
desinfiziert. Die Ratten wurden dann in Riickenlage auf einen Ratten-Op-Tisch
eingespannt. Cirka 1 cm unterhalb der Protuberantia mentalis wurde ein 1-1,5 cm
langer, medianer Hautschnitt bis kurz vor das Sternum durchgefiihrt. Mit Hilfe von
zweil Haltefdden (Seralone blau, Art. Nr. 370802) wurde die Haut, um die Sicht in
das Operationsfeld herzustellen, auseinandergeschlagen. Zuerst wurden die beiden

groBen Speicheldriisen, die Glandula submaxillaris, der Ratte sichtbar. Diese
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wurden stumpf unter Schonung derselben mit einer Mikroschere abpripariert. Die
darunterliegende infrahyale Muskulatur, der Musculus sternohyoideus und der
Musculus omohyoideus wurden nun in der Medianlinie ebenfalls stumpf mit
Haltefdden auseinandergezogen. Nun waren Trachea und Schilddriise einsehbar.
Das weitere Vorgehen erfolgte nun mit einem binokularen Operationsmikroskop

mit 20facher VergroBerung.
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Abbildung 3.8.: Anatomische Ubersicht der Nebenschilddriise und Schilddriise der adulten Ratte.
(aus: Eunice Chace Greene: Anatomy of the rat. Hafner Publishing Company, New York and
London, 1963)

Die am dorsolateralen Rand der Schilddriise liegenden Nebenschilddriisen (Abb.
2.6.) wurden aufgesucht. Dies erfolgte unter vorsichtiger Préparation, um keine
Blutung zu verursachen, da diese die Sicht auf das Operationsfeld stark behindern
wiirde. Die milchig-glasig erscheinenden Nebenschilddriisen von 0,3-0,5 mm
Grofle wurden dann vorsichtig mit einer Mikropinzette und mit einer Mikroschere
von dem oberen Pol der Schilddriise getrennt. In manchen Féllen war die
Nebenschilddriise sehr stark mit der Schilddriise verwachsen oder nur schlecht
abgrenzbar, so dass ein Teil des Schilddriisengewebes mitentfernt werden mufte,
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um sicher zu gehen, dass eine vollstindige Entnahme der Nebenschilddriise
gewihrleistet war. Das entnommene Material wurde nun in ein steriles 50 ml
Zentrifugenrdhrchen mit RPMI-Medium gegeben und verweilte dort bis die
Operation abgeschlossen war.

Die Haltefiden der infrahyalen Muskulatur wurden nun entfernt. Die Muskeln
wurden adaptiert und mit einer Einzelknopfnaht gendht. Als Nahtmaterial wurde
resorbierbares Polygalactin (H-Vicryl; USP Stiarke 4/0; Ethicon, Norderstedt;
Art.Nr. JIMOCRRAOQ) verwendet.

3.9. Transplantation von Nebenschilddriisen

Die Empfangerratte wurde in oben genannter Weise narkotisiert. War ein
ausreichend tiefes Narkosestadium erreicht, konnte mit der Rasur im Bereich der
gesamten vorderen Bauchwand begonnen werden. Die Ratte wurde auf dem Ratten-
Op-Tisch auf dem Riicken gelagert. Nun wurde mit einer Préparierschere eine
Inzision von 4-5 cm in der Medianlinie durchgefiihrt. Dann wurde die
Bauchmuskulatur mit der dariiberliegenden Faszie sichtbar. Mit Haltefiden wurde
das Operationsfeld offengehalten. Nun konnte mit der vorsichtigen Préparation der
Muskeltaschen ~ begonnen  werden.  Die  Alginatkapseln  mit  dem
Nebenschilddriisengewebe wurden in Muskeltaschen des Musculus rectus
abdominis allotransplantiert. Mit einer chirurgischen Pinzette wurde die obere
Schicht des Muskels angehoben, um dann mit der Schere den Muskel stumpf
auseinanderzuspreizen. Die so entstandenen Muskeltaschen waren circa 0,5cm tief
und Icm breit. In diese Taschen wurden jeweils zwei Alginatkapseln mit einem
scharfen Loffel liberfiihrt. Dies mufte sehr vorsichtig geschehen, um die Integritét
der Kapsel zu gewihrleisten. Die Muskeltaschen wurden dann per
Einzelknopfnahttechnik ~ verschlossen, dabei wurde nicht resorbierbares
Fadenmaterial verwendet, um die Transplantatlager zu markieren. Auf diese Weise
wurden  zehn Taschen mit Alginatkapseln gefiillt. Nach Beendigung der
Transplantation wurden die Haltefdden herausgezogen und die Bauchdecke wurde
mit resorbierbaren Material zugendht. Nach der Transplantation des NSD-Gewebes

wurden die Tiere alleine im Kéfig gehalten.

25



3.10. Hauttransplantation

Fiir die Hauttransplantation wurde ein Haut-Spendertier mit der Euthanasie-Unit
(Fa. UNO, Zevenaar, Holland) eingeschlifert. AnschlieBend wurde diesem Tier ein
zwel mal zwei Zentimeter grofles Hautareal mit einer Schere entnommen. Die Haut
mubte intakt, mit Fell bedeckt sein und durfte keine Locher vorweisen. Dieses
Hautstiick wurde nun in TC.100 Medium (GIBCO; Art. Nr. 13055-025) vermischt
mit 5% Penicillin—Streptomycin in einer sterilen Petrischale eingelegt. Das
Hauttransplantat durfte nicht in direktem Kontakt mit Plastik geraten, deshalb wird
die Petrischale zuvor mit Faltenfilter (Schleicher & Schuell, Art. Nr.311652)
ausgelegt.

Nun wurde das allogene Empféangertier vorbereitet und per Injektion (s.o. Punkt 2.4
Narkose) narkotisiert. Das Empfangertier wurde auf einer Fliche von circa 4x4 cm
an der lateralen Bauchwand mit einem Einmalrasierer rasiert. Dann wurde
vorsichtig mit einer Priparierschere die Epidermis abgetragen. Nun wurde die
Dermis mit ihren zarten Gefdllzeichnungen sichtbar. Es durfte nicht zu Blutungen
kommen, da ansonsten kein Anwachsen des Hauttransplantats erfolgte.

Das Hauttransplantat wurde nun mit einem Einmalskalpell (Grofe 22) vom Fett
befreit und an den Réndern geglittet. Das Hautstiick war dann transplantabel, wenn
es beinahe transparent erschien und vollig intakt war und eine scharfe Randkontur
aufwies. Das Hauttransplantat bestand nur noch aus Epidermis mit Fell. Der
Empféangerratte wurde das allogene Hauttransplantat nun im Bereich der lateralen
Thoraxwand transplantiert und mit einer fettbeschichteten Gaze fixiert. Mit einer
sterilen Mullkompresse 10x10cm (Fa. Hartmann, Art. Nr.70260) wurde das
Wundgebiet abgedeckt und danach mit Klebevlies (10cm, stretch, Fa. Hartmann;
Art. Nr. 57220) befestigt. Dieser Kompressionsverband wurde 5 bis 7 Tage
beibehalten. Bei zu festem Verband war es in dieser Zeit fiir einige Tiere schwierig
aufgrund mangelnder Bewegungsmoglichkeit geniigend Nahrung und Wasser zu
sich zu nehmen. War der Verband zu locker konnten sich die Tiere den Verband
entfernen und das Transplantat abreisen.

Die bei der Hauttransplantation entstandene Wundfliche konnte initial etwas
schmerzhaft sein, deshalb wurden die Tiere postoperativ fiir zwei bis drei Tage
analgesiert. Dies geschah durch eine subkutane Injektion von 0,1 mg Tramundin®

100 (Mundipharma GmbH, Limburg; Art. Nr.9806).
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Nach Verbandentnahme wurde eine tégliche Fotodokumentation durchgefiihrt.
Dabei wurde das Transplantat bis zum Zeitpunkt des Abfallens fotografiert. Dieser

Zeitraum konnte bis zu 12 Tagen dauern.

3.11. Blutentnahmen und Kalziumbestimmung

Bei allen Spenderratten wurde vor Parathyreoidektomie eine Blutentnahme
vorgenommen. Auflerdem wurden am 7. und am 14. Tag Blutentnahmen
durchgefiihrt. So konnte eine Kalziumverlaufskurve erstellt werden, mit deren Hilfe
ersichtlich wiirde, ob die Spendertiere mit ihren Kalziumwerten nach
Nebenschilddriisenentnahme erwartungsgemif abfielen. Zugleich stellte dies eine
Erfolgskontrolle dar, ob die Nebenschilddriisen vollstindig entnommen worden
waren. Alle Blutentnahmen wurden unter Narkose durchgefiihrt.

Am Tag der Hauttransplantation wurde Blut entnommen und danach einmal
wochentlich. Bei bereits hauttransplantierten Tieren wurde dann vor der
Transplantation des Nebenschilddriisengewebes ebenfalls eine Blutentnahme
vorgenommen, um einen Ausgangswert zu ermitteln. Nach Transplantation wurde
am Tag 7, 14 und 21 Blut entnommen. Somit konnte iiber einen
Beobachtungszeitraum von 11 Wochen eine Kalziumverlaufskurve erstellt werden.

Es wurden jedem Tier pro Blutentnahme zwischen 0,5 bis 0,7 ml Blut aus dem
Plexus orbitalis abgenommen. Zur Entnahme wurden Hadmatokrit-Glaskapillare
(75mm / 75 pl, Natrium-Heparin beschichtet; Germany; Art. Nr. 9100275) und
Tupfer  benétigt. Die  einzelnen  Bluttropfen  wurden in  einem
Eppendorfzentrifugenréhrchen (Reaktionsgefal 3810; Eppendorf, Hamburg; Art.
Nr. 048016) aufgefangen. Nach Entnahme wurde Kompression mit dem Tupfer auf
das Auge ausgeiibt, um eine Blutstillung zu bewirken. Unmittelbar nach
Blutentnahme wurde das Blut 20 Minuten bei 6000 U/min. zentrifugiert. Die
zelluldren Bestandteile setzten sich dabei ab, und das liberstehende Serum wird zum
einen in ein frisches Eppendorfgefdl pipetiert und zur Kalziumserumbestimmung
ins Zentrallabor gebracht, der andere Teil des Serums wurde ebenfalls in ein
Eppendorfgefal iiberfithrt und flir die Antikorperbestimmung bei minus 20 Grad
bis zur Testung aufbewahrt. Die Gesamtkalziumbestimmung erfolgte im
Zentrallabor des Klinikums der Phillips-Universitit Marburg mit einem klinisch-

chemischen Analyseautomaten des Typs Roche/Hitachi 917.
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3.12. Mikrolymphozytotoxizitédtstest
Zytotoxischen Antikorper gehoren der Gruppe IgG an, die ihre Zielzellen mit

Hilfe von Komplement zerstéren konnen (Frank und Fries, 1991). Die Antikorper
erkennen die Oberflichenantigene und aktivieren das Komplement ( Brekke et al.,
1995). Das aktivierte Komplement zerstort in wenigen Minuten die Zellwand. Der
Elektrolythaushalt der Zelle kann nicht ldnger erhalten werden und die Zelle wird
zerstort (Miiller-Eberhard, 1986). Diese Zellen lassen sich nun mit Eosinrot
anfarben, da ihre Zellwand pords ist und der Farbstoff im Inneren verbleibt
(Terasaki et al., 1978). Dieser Test stellte eine Erfolgskontrolle dar, ob das
Hauttransplantat angewachsen war, und das Immunsystem dadurch so stimuliert
wurde, dass es Antikorper bildete. Mit Hilfe des Mikrolymphozytotoxizitatstests
wurde eine Titerverlaufskurve der zytotoxischen Antikorper erstellt.

Fiir diesen Test mussten zundchst Lymphknoten aus einer Ratten herausprépariert
werden. Sollten Seren von DA Ratten ausgewertet werden , waren Lymphknoten
von LEW Ratten zu entnehmen und umgekehrt.

e Schritt 1: Es wurde eine Lymphknoten-Spenderratte durch die Euthanasie-
Unit eingeschléfert. AnschlieBend wurden drei bis vier Lymphknoten aus
dem Fettgewebe der Regio submaxillaris entnommen. Mit einer
Préaparierschere wurde die Ratte unterhalb der Protuberantia mentalis
erdffnet. Die Lymphknoten lagen sehr oberflachlich und waren somit gut
einsehbar. Die  entnommenen Lymphknoten wurden in ein
Zentrifugenrohrchen mit T.C.100 Medium gegeben.

e Schritt 2: Die Lymphknoten wurden nun in eine sterile Petrischale gegeben
und mit einer anatomischen Pinzette vom Fett befreit. Danach muflten die
Lymphknoten in eine neue Petrischale iiberfiihrt werden. Die Lymphknoten
wurden dann mit einer Pinzette vorsichtig ausgezupft. Alle freigesetzten
Zellen mufiten dann mit einer Pasteurpipette (Pasteur Capillar Pipette,
150mm) in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt werden. Die
Lymphozyten wurden dann zweimal mit dem T.C.100 Medium
ausgewaschen und anschliefend bei 21 Grad Celsius fiir 10 Minuten bei 900
U/min zentrifugiert. Das danach sich absetzende Zellpellet wird in 10 ml

T.C.100 Medium gelost.
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Schritt 3: Das auszuwertende Serum wurde langsam bei Raumtemperatur
aufgetaut. Dann wurde mit Hilfe eines Mikrodispensers (Art. Nr.830070) in
eine Mikrotiterplatte (72 Well, Greiner Labortechnik; Art. Nr.654180) 3 vyl
T.C. Medium gegeben. Danach wurde eine logarithmische
Verdiinnungsreihe mit Empfangerserum und dem T.C. Medium hergestellt.
Das Serum wurde mit einer Mikropipette (Eppendorf Varipette® 4710, 3ul)
in die einzelnen Wells gegeben.

Schritt 4: Jede Vertiefung der Platte wurde nun mit 3ul Paraffindl (Fluka
Chemie AG, Art. Nr.76235) beschichtet, um das Austrocknen des Serums
zu vermeiden. Die vorbereiteten Lymphozyten wurden nun hinzupipetiert.
Anschliefend muBlte die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur inkubieren.
Schritt 5: Im néchsten Schritt wurden 6ul gelostes Kaninchenkomplement
(Behring ORAX 07) in jedes Well dazugegeben. Danach musfite erneut das
Serum mit dem Komplement fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubieren.

Schritt 6: Im letzten Arbeitsabschnitt wurden die Vertiefungen mit 5%
wissriger Eosinrotlosung beschichtet und nach fiinf miniitiger Einwirkzeit
mit  6pl 37% Formaldehyd (SIGMA-Alchid Chemie GmbH, Steinheim,;
Art. Nr.25,254-9) abgestoppt. Die Mikrotiterplatte wurde nun mit einem
Mikroskopischem Deckglas (Greiner Labortechnik; Art. Nr.653081)
abgedeckt.

Schritt 7: Nach 24 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Seren ausgewertet. Fiir die Testauswertung wurde ein Zweiphasen-Auflicht-

Mikroskop mit einer 100fach Vergroferung benétigt.
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Abbildung 3.9.: Mikrotitertestplatte, 72 Wells, Greiner Labortechnik; Art. Nr.654180

3.13. Statistik

Die statistische Planung der Studie und Auswertung der Ergebnisse wurde mit
Unterstiitzung von Dr. Sitter, Institut fiir theoretische Chirurgie der Universitét
Marburg durchgefiihrt. Im Vorfeld wurde die Fallzahl auf sieben Tiere pro
Studiengruppe festgelegt. Sieben Tiere waren nach der Fuhrbergformel
ausreichend, um einen Parameter der Studiengruppen an mehreren Tagen mit
hinreichender Signifikanz (a < 0,05) gegeneinander zu testen.

Die Fragestellung dieser Studie lautete: Kann die Mikrokapsel das Transplantat
und seine Funktion vor der Zerstorung durch das aktivierte Immunsystem
schiitzen ?

Ein funktionierendes Transplantat miisste durch die Freisetzung von Parathormon
in der Lage sein, das Serumgesamtkalzium so anzuheben, dass es sich signifikant

vom Serumgesamtkalzium eines Tieres mit nicht funktionierendem Transplantat
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unterscheidet. Die Kalziumverldufe werden in mmol/l Gesamtkalzium im Serum
angegeben. Da sich das Gesamtkalzium im Serum streng reziprok zur PTH-
Sekretion verhilt, ist die Kalziummessung ausreichend aussagekriftig iiber die
Transplantatfunktion (Ziegler, 1987). Daraus leitet sich die folgende Nullhypothese
HO ab: Das Serumgesamtkalzium an den Tagen (t=0 bis t=8) nach der
Allotransplantation von nativen und verkapselten Nebenschilddriisen ist in der
Kontroll- und Testgruppe ein Produkt des Zufalls. Dazu formuliert sich die
Alternativhypothese =~ H1, dass das  Serumgesamtkalzium nach  der
Allotransplantation von nativen Nebenschilddriisen in der Kontrollgruppe und
verkapselten Nebenschilddriisen in der Testgruppe tatsachlich signifikante (o <
0,05) Unterschiede aufweist.

Getestet werden die Kalziumwerte der Gruppen I und II an den Tagen t=0 bis t=4
gegeneinander, sowie der Gruppen III und IV an den Tagen t=0 bis t=8
gegeneinander. Zunichst werden diese Werte dem Test auf Normalverteilung nach
Shapiro-Wilk unterzogen, um zu testen, ob sie tatsdchlich normalverteilt und somit
dem t-Test zugédnglich sind, da dies in allen Studiengruppen zu allen Zeiten der Fall
ist, werden die Kalziumwerte mit dem t-Test nach Student gegeneinander getestet.
Hierbei wird getestet, ob die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
kleiner 5% (o < 0,05) abgelehnt werden kann. Ist dies der Fall, wird die
Alternativhypothese mit entsprechender Wahrscheinlichkeit angenommen (Clauf3
und Ebner, 1982).

Der Antikorpertiter wird nicht statistisch ausgewertet, da von einer Abhédngigkeit
der Messwerte ausgegangen werden muss und sich somit die Wahrscheinlichkeit,
die Nullhypothese abzulehnen, obwohl sie richtig ist (Fehler 1.Art) mit jedem
zusitzlichen Messwert halbiert. Der Antikorpertiter ist lediglich ein deskriptiver
Parameter, von dem Riickschliisse auf den Aktivierungsgrad des Immunsystems
gezogen werden konnen. Die Antikorpertiter werden erhoben, indem die Testseren
immer hoher verdiinnt werden und diejenige Verdiinnung als Messwert angegeben
wird, bei der eben noch eine Antikdrperreaktion nachweisbar ist. Bei einer hoheren
Verdiinnung sind fiir die gleiche Reaktion quantitativ mehr Antikérper notwendig.
Hohere Antikorper im Serum lassen auf ein aktivierteres Immunsystem schlieBen
und dienen so der Erfolgskontrolle des immunogenen Reizes durch das

Hauttransplantat.
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4. Ergebnisse

4.1. Operative Eingriffe

4.1.1. Narkose

Die Injektionsnarkose mit Rompun und Ketanest wurde von den Lewis- und DA-
Ratten gleichermallen gut vertragen. In einigen Féllen reichte jedoch die gespritzte
Menge von 0,5 ml Narkotikum nicht aus, so dass nochmals die gleiche Menge
nachgespritzt werden konnte. Intraoperativ verstarb kein Tier.

Die Inhalationsnarkose mit Ather weist eine geringere therapeutische Breite auf.
Bei 217 durchgefiihrten Athernarkosen kam es siebenmal zum Herz-
Kreislaufstillstand mit anschlieBender erfolgreicher Reanimation. Es verstarb also

kein Tier wahrend der Narkose.

4.1.2. Parathyreoidektomie und Mortalitat

Alle Ratten, die zur Parathyreoidektomie herangezogen wurden, waren
normokalzdmisch und lagen mit ihren Kalziumwerten im Bereich von 2,1-2,7
mmol/l. Nach 150 Parathyreoidektomien fielen 82% mit dem Kalziumspiegel unter
den Normgrenzwert von 1,9 mmol/l ab. 18% blieben normokalzimisch und
konnten fiir weitere Transplantationen nicht verwendet werden. Der Mittelwert
nach Parathyreoidektomie lag bei 1,56 mmol/l. An Ratten mit einer Hypokalzdmie
konnte bereits 2 Wochen postoperativ beobachtet werden, dass sie mattes, stumpfes

Fell und Haarausfall aufwiesen.
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Abbildung 4.1.: Hypokalzédmische Ratte mit Haarausfall (Foto aus eigener Fotodokumentation)

Desweiteren nahmen sie nicht so wie normokalzdmische Ratten an Gewicht zu und
blieben wihrend der gesamten Versuchsreihe untergewichtig. Vereinzelt kam es
auch zu tetanischen Anfdllen. An den Folgen der Hypokalzdmie verstarb eine
Lewis Ratte 7 Wochen nach Parathyreoidektomie bei einem Kalziumwert von 1,2

mmol/l.

4.1.3. Hauttransplantation

Die TransplantatabstoBungszeit variierte zwischen 11 und 14 Tagen. Das
Hauttransplantat musste eine Woche durch einen Kompressionsverband fixiert
werden, um anzuwachsen. Dieser Verband wurde von einigen Tieren schlecht
toleriert. Bei einem zu festen Verband wurden die Tiere so in ihrer
Bewegungsfreiheit eingeschrinkt, dass sie schlecht Nahrung zu sich nehmen
konnten. Bei einem zu lockeren Verband konnten sich die Tiere schnell befreien
und das Hauttransplantat abreilen. Bei 3 Tieren musste der Verband neu angelegt

werden, ohne dass sich das Transplantat geldst hatte
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4.2. Messergebnisse

4.2.1. Gruppen | (Studien- und Kontrollgruppe): Vorsensi-
bilisierung durch Hauttransplantation
Die Gruppen I wurden erstellt, um Referenzwerte flir die Immunstimulation durch

Hauttransplantation zu erheben und um eine BeeinfluBung der Serumkalziumwerte
durch die Hauttransplantation auszuschlie3en.

In beiden Studiengruppen wiesen alle Versuchstiere 2 Wochen nach der zweiten
Hauttransplantation einen maximalen Antikorpertiter auf.

Bei beiden Gruppen lag die durchschnittliche AbstoBungszeit des ersten
Hauttransplantates bei 11,8 Tagen mit einer Standardabweichung von + 1,1 Tagen
und die des zweiten Transplantates bei 6 Tagen mit einer Standardabweichung von
nur £ 0,93 Tagen. Somit verkiirzte sich die AbstoBungszeit bei maximal

vorstimuliertem Immunsystem um circa 50 Prozent.

Kalziumverlauf und Antikorpertiter der Studiengruppe | (n=5)
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Abbildung 4.2.: Darstellung des Kalziumverlaufs, Antikorpertiters und HauttransplantatabstoBung
der Studiengruppe I.
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Kalziumverlauf und Antikorpertiter der Kontroligruppe | (n=5)
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Abbildung 4.3.: Graphische Darstellung des Kalziumverlaufs mit Standardabweichung und mittleren
Antikorpertiters der Kontrollgruppe 1.

Die nacheinander durchgefiihrten allogenen Hauttransplantationen hatten keinen
Einfluss auf die Serumgesamtkalziumwerte in den beiden Gruppen. Die mittleren
Kalziumwerte in den Studiengruppe I und Kontrollgruppe I unterscheiden sich zu

jedem Messzeitpunkt signifikant voneinander.

4.2.2. Studiengruppe Ill: Schutz vor dem sensibilisierten
Immunsystem ?
Uberraschenderweise war keines der Versuchstiere trotz des postulierten Schutzes

durch die Alginatmembran nach der Nebenschilddriisentransplantation mit dem
Serumkalzium signifikant angestiegen. Bei einer mittleren Standardabweichung

von nur 0,08mmol/l hielten sich simtliche Kalziumwerte sehr dicht beieinander.
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Kalziumverlauf der Studiengruppe Il (n=7)

Gesamtkalzium [mmol/I] im Serum
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t [Wochen]
Parathyreoidektomie (t=-7), HautTx (t=-3) und Transplantation von mikroverkapselten NSD
(t=0)

Abbildung 4.4.: Darstellung des Mittelwertes mit Standardabweichung des Serumkalziums der
Studiengruppe I1.

In der Studiengruppe II wurde 2 Wochen nach der Hauttransplantation bei allen
Tieren der maximal mdogliche Wert an spezifischen Antikorpern gemessen. Zum
Zeitpunkt der Allotransplantation (t=0) der verkapseltem Nebenschilddriisen ist

also von einer maximalen Immunstimulation auszugehen.

Antikorpertiter der Studiengruppe Il (n=7)
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t [Wochen]
Parathyreoidektomie (t=-7), HautTx (t=-3) und Transplantation von verkapselten NSD (t=0)

Abbildung 4.5.:Darstellung des Antikorpertiters der Studiengruppe II. 16 gibt die groBBtmdgliche
Verdiinnung (1:16) des Antikorpertiters an.
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Das Hauttransplantat wurde nach durchschnittlich 11,6 Tagen abgestoflen, wobei

dieser Wert bei einer Varianz v=0,3 Tagen keiner gro3en Schwankung unterlag.

HauttransplantatabstoBung, Antikopertiter und Kalziumwerte der Studiengruppe Il (n=7)
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Abbildung 4.6.: Darstellung der Serumgesamtkalziumwerte, Antikdrper und Hauttransplantat-
abstofung der Studiengruppe II.

4.2.3 Kontrollgruppe Il

Der Kalziumverlauf der Kontrollgruppe II zeigte den charakteristischen kurzen,
sprunghaften Anstieg des Serumgesamtkalziums unmittelbar nach Transplantation

der nativen Nebenschilddriisenpartikel. Jedoch waren alle fiinf Versuchstiere

bereits 2 Wochen nach Allotransplantation der NSD wieder hypokalzédmisch (unter
2,1mmol/l). Zwei Wochen nach Allotransplantation pendelten alle Kalziumwerte

auf ein gleichbleibendes Niveau von 1,73mmol/l bei einer minimalen

Standardabweichung von nur 0,06mmol/l. Bei allen Versuchstieren war somit

Wochen totalen

bereits  zwei nach  Allotransplantation von einem

Transplantatausfall auszugehen.
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Kalziumverlauf der Kontrollgruppe Il (n=7)

Gesamtkalzium [mmol/I] im Serum

t [Wochen]
Parathyreoidektomie (t=-7), HautTx (t=-3) und Transplantation von nativen NSD (t=0)

Abbildung 4.7.: Graphische Darstellung des Serumgesamtkalziums (Mittelwert mit Standard-
abweichung) der Kontrollgruppe II.

In der Kontrollgruppe II stiegen die Antikorpertiter nach dem starken Stimulus der
Hauttransplantation bei nur 2 Tieren sofort auf den maximalen Wert. Wahrend bei
den restlichen drei Tieren die Antikorperbildung wesentlich schleppender war.
Diese Tiere erreichten erst in der 5., 6. und 7. Woche den maximal messbaren Wert
an spezifischen Antikorpern. Zum Zeitpunkt der Allotransplantation der nativen
Nebenschilddriisen hatte ein Tier nur einen Antikorpertiter von 1:2. Hier ist von

einem noch nicht maximal stimulierten Immunsystem auszugehen.

Antikorpertiter der Kontrollgruppe Il (n=7)

Antikorpertiter [vielfache
Verdiinnung]

t [Wochen]
Parathyreoidektomie (t=-7), HautTx (t=-3) und Transplantation von nativen NSD (t=0)

Abbildung 4.8.: Darstellung des mittleren Antikorpertiters der Kontrollgruppe II (16 gibt die
groftmogliche Verdiinnung (1:16) des Antikorpertiters an)
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Das Hauttransplantat wurde nach durchschnittlich 11,8 Tagen abgestof3en, wobei
dieser Wert zwischen 11 und 14 Tagen schwankte und bei einer Varianz v=1,7
Tagen somit einer geringen Streuung unterlag. Eine Korrelation zwischen
Antikorperbildung und Zeitpunkt der HauttransplantatabstoBung konnte nicht

festgestellt werden.

HauttransplantatabstoBung, Antikopertiter und Kalziumwerte der Kontrollruppe Il (n=7)
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Abbildung 4.9.: Graphische Darstellung der Serumgesamtkalziumwerte, Antikérper und
HauttransplantatabstoBung der Kontrollgruppe II.
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5. Diskussion

Durch die medikamentése Immunsuppression ist die Transplantation vieler Organe
heute moglich. Doch auch moderne Immunsuppressiva betreffen stets das gesamte
Immunsystem und bewirken somit starke Nebenwirkungen. In die komplizierten
Vorgénge des hochspezialisierten, menschlichen Immunsystems supprimierend
einzugreifen bedeutet immer eine Verschlechterung der Resistenz gegeniiber den
taglichen Infektionserregern der Umwelt. Somit ergibt sich die Indikation zur
systemischen Immunsuppression derzeit nur bei lebenswichtigen Transplantationen
oder anderweitig  unbeherrschbaren  Zustinden. Bei der allogenen
Nebenschilddriisentransplantation wiirden die Nachteile der systemischen
Immunsuppression die Vorteile der optimalen Kalziumhomdostase autheben. So
wird die allogene Transplantation von Nebenschilddriisen derzeit bei Patienten
durchgefiihrt, die entweder bereits immunsupprimiert sind, oder trotz
Hormontherapie therapierefraktér bleiben und somit vital bedroht sind (Ross et al.,
1979; Wells et al., 1974). Somit besteht der dringende Bedarf an einer Moglichkeit
der allogenen Nebenschilddriisentransplantation ohne dauerhafte, postoperative
Immunsuppression. Das konnte dann die Basis einer nebenwirkungsfreien Therapie
weiterer endokriner Mangelzustinde darstellen.

Bisher scheiterten jedoch alle Versuche der allogenen Transplantation von
Nebenschilddriisen an  der  immunologischen  AbstoBung.  Fir die
TransplantatabstoBung werden vor allem die Oberflachenantigene des MHC Klasse
I und IT Komplexes verantwortlich gemacht. Der Haupt-Histokompatibilitéts-
Komplex (Major Histocompatibility Complex: MHC) ist eine hoch polymorphe
Gensequenz im kurzen Arm des Chromosom Nr. 6. Der MHC kann nach seinen
Genprodukten in diese zwei groBen Gruppen unterteilt werden (Snell, 1992):

MHC Kiasse I Gene kodieren Glycoproteine, die auf fast allen Zelloberflachen zu
finden sind. Sie présentieren kurze, zelltypische Peptidketten. Da diese
Glycoproteine von Leukozyten abgelesen werden kénnen, 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).

MHC Klasse II Gene kodieren Glycoproteine, die hauptsichlich auf

antigenpriasentierenden Zellen vorkommen. Sie prisentieren dort verarbeitete
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Antigene fiir T-Zellen. Auch hier wird das Genprodukt in drei Gruppen eingeteilt:
HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR (Rotzschke und Falk, 1994).

Prinzipiell triagt jedes Gewebe MHC Klasse I Molekiile auf seiner Zelloberfliache
und kann so von zuvor aktivierten zytotoxischen-T-Lymphozyten als kdrperfremd
oder kopereigen erkannt werden. T-Lymphozyten werden aktiviert, indem
Spenderzellen von antigenpridsentierenden Zellen des Empfingers phagozytiert
werden und als verarbeitetes Antigen auf MHC Klasse II Genprodukten den T-
Lymphozyten présentiert werden. So aktivierte T-Lymphozyten, die nun auf das
Transplantat abgerichtet sind, konnen das Transplantat als korperfremd erkennen
und setzen, iiber viele Zytokine gesteuert, die zelluldire Immunantwort in Gang. Auf
diese Weise werden nicht nur T-Lymphozyten, sondern auch B-Zellen aktiviert.
Die B-Zellen merken sich das présentierte, spezifische Antigen und formen
Antikorper, die exakt passen, dagegen. Bei Bedarf konnen diese B-Zellen zu
Plasmazellen heranreifen und grofe Mengen dieser Antikorper in die Blutbahn

sezernieren.
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Abbildung 5.1.: Uberblick {iber die zellulire Immunantwort.

Nach Antigenprésentation durch eine Antigenprisentierende Zelle (APC), differenziert sich die T-
Helferzelle (TH cell) unter Interleukin 2 (IL-2) Einflul zur T-Killerzelle (TC cell), welche das
zuvor présentierte Oberflichenantigen erkennt und die zugehorige Zelle lysiert. Ausdifferenzierte
T-Helferzellen regen auBBerdem B-Zellen (B cell) an, zur Plasmazelle zu werden, die spezifische,
zytotoxische Antikorper produziert. (Immunology Third edition. Hrsg.: Kuby, 1996)

Die spezifischen Antikdrper konnen die Transplantatzellen auf drei verschiedene

Wege eliminieren:

1. Die Antikorper gehen feste Bindungen mit Oberflichenstrukturen mehrer Zellen
gleichzeitig ein und bilden somit grof3e, unflexible Zellkonglomerate, die leichte
Ziele fiir die Immunabwehr darstellen (typische Vertreter: I[gM).

2. Die Antikdrper markieren die Zelle und dienen als Andockstation fiir
Makrophagen, die nun die Zelle phagozytieren konnen (typischer Vertreter:
IgG).

3. Die Antikorper lysieren unter Anwesenheit von Komplement die
Transplantatzellen. Sobald diese Antikorper ihr spezifisches Oberflichenantigen
erkennen, binden sie daran und aktivieren die Komplementkaskade (Brekke et
al., 1995). Das aktivierte Komplement bildet in wenigen Minuten den Zellwand-
Angriffs-Komplex, der 70-100 Armstrom grofle Poren in der Zellwand formt.

Die Zelle ist nun nicht mehr in der Lage, ihr ionales Gleichgewicht aufrecht zu
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erhalten und geht Zugrunde. Diese Gruppe von Antikdrpern ist also in der Lage

die Zelle direkt zu zerstoren und wird deshalb als ,,zytotoxisch* bezeichnet

(Frank und Fries, 1991).
Somit leiten sich zwei grundlegende Methoden zur Verhinderung einer
TransplantatabstoBung beim gesunden Immunsystem ab:

1. Die Verhinderung der Erkennung des Transplantates als fremd.
2. Die Verhinderung der AbstoBung durch das aktivierte Immunsystem.

Die Mikroenkapsulierung sollte sich beider Methoden bedienen. Die Alginathiille
soll zum einen ein Austreten von Antigenen verhindern und somit einer
Aktivierung des Immunsystems vorbeugen, zum anderen soll die Hiille eine
Barriere bilden, die eine aktive AbstoBung verhindert. Da es jedoch in vivo trotz
intakter Mikrokapseln immer wieder zum Transplantatausfall kommt, wird in dieser
Studie die Frage untersucht, ob diese Barriere wirklich ein Zugriff des aktivierten
Immunsystem verhindern kann. Gleichzeitig wurde parallel in einer anderen Arbeit
gezeigt, dass die Mikroenkapsulierung eine Verzogerung der Erkennung des
Transplantates bewirkt. Es konnte gezeigt werden, dass trotz der Barriere der
Mikrokapsel das Empfangerimmunsystem in der Lage war, nach 2-5 Wochen
spezifische Antikorper gegen das Transplantat im Kapselinneren zu bilden (noch
nicht veroffentlicht).
Um moglichst realistische Verhéltnisse zu schaffen, werden verschieden wirkende
Methoden in vivo kombiniert:

e Die Mikroenkapsulierung, als zu testende Schutzhiille,

¢ Die Gewebekulturpassage, zur Herabsetzung der Antigenitét,

e Der Transplantationsort Muskel, als klinisch durchfiihrbarer Ort in vivo,

¢ Die Hauttransplantation, zur spezifischen Aktivierung des Immunsystems,

e Der Lymphozytotoxische Antikorpertest, als Qualititskontrolle des spezi-

fisch aktivierten Immunsystems.

Die Mikroenkapsulierung. 1964 entdeckte Chang erstmalig, dass semipermeable
Membranen endokrines Gewebe von dem Immunsystem isolieren, aber gleichzeitig
Nahrstoffe und Hormone passieren zu lassen konnen. 1980 zeigten Lim und Sun
eine erfolgreiche Immunisolation von Inselzellen mittels der Mikroenkapsulierung
in Alginat, welches aus Meeresalgen gewonnen wurde. In weiteren Studien wurden

verschiedenste Polymere zur Immunisolation verwendet, wobei Hydrogel
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basierende Mikrokapseln die vielversprechendesten Ergebnisse in vitro und in vivo
zeigten (Gentile et al.,, 1995; Hunkeler, 1997). Die Schwierigkeit bei der
Mikroenkapsulierung besteht darin, dass Transplantat komplett in eine Membran zu
schlieBen die biokompatibel ist und so fest, dass sie ihre Integritit bei
mechanischen Irritationen behidlt und gleichzeitig die nutritive Versorgung
gewihrleistet. Hydrogele bestehen zu 95% aus Wasser und konnen ihre Stabilitét
durch drei verschiede Moglichkeiten erhalten:

durch ionisches Verkniipfen der geladenen Polymere, wie z.B. die Alginate;

durch Abkiihlen von erhitzen Polymeren, wie z.B. die Agarosegele; und

durch chemische Vernetzung, wie z.B. Gelatine (Brodelius und Vandamme,

1987).
Von allen Hydrogelen werden die Alginate jedoch am héufigsten zur
Mikroenkapsulierung  verwendet, da sie die Dbesten Ergebnisse in
Langzeituntersuchungen bei endokrinen Allotransplantationen bisher ergaben
(Kiihtreiber, 1999). Alginate sind natiirliche Polymere extrahiert aus Algen. Sie
bestehen aus unverzweigten, anionischen Polysacchariden: der a-L-Guluronsdure
(G-Blocks), der B-D-Mannuronsdure (M-Blocks) und gemischten Sequenzen (MG-
Blocks), die durch multivalente anorganische Kationen (Ca”" oder Ba®"), die an die
Karboxygruppe der G-Blocks binden, miteinander vernetzt werden (Smidsred und
Skjak-Brak, 1990). Geisen et al. zeigten 1990, dass Ba®" Alginatkapseln wesentlich
stabiler und einfacher herzustellen sind, als Ca*" Alginatkapseln, da der osmotische
Druck innerhalb der Ca®* Alginatkapseln hoher ist (De Vos, 1996 und 1997a).
Allerdings miissen die freien Ba®" Ionen schnell eliminiert werden, da sie in Zellen
Kaliumkanéle blockieren und somit stark zytotoxisch wirken. Durch das Waschen
der Ba®" Alginatkapseln kurz nach dem Ausfillen in einer 6mMolaren
Natriumsulfatlssung werden die iiberschiissigen Ba®" Ionen gebunden und der
zytotoxische Effekt minimiert (Zekorn und Bretzel, 1999). Um die Stabilitit der
Kapseln weiter zu verbessern, wurden Serumproteine in die Hiille inkorporiert, um
so den kolloidosmotischen Druck zu erhéhen und einem Anschwellen der Kapsel in
vivo vorzubeugen (Hillgartner et al., 1999). Trotz aller Verbesserungen entstanden
um die meisten leeren Alginatkapseln innerhalb der ersten 3 Wochen
Fibrozytenansammlungen, obwohl diese Kapseln keinen Inhalt hatten. Diese
Fremdkorperreaktion wurde auf den Anteil an M-Blocks in den verwendeten

Alginaten zuriickgefiihrt (Klock et al.,, 1997; Kulseng et al., 1999). Neuere
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Untersuchungen zeigen jedoch, dass diese Immunreaktionen auf Verunreinigungen
(im Besonderen Polyphenole und Proteine) zurlickzufiihren sind und dass
ultrahochgereinigte Alginate von frischen Algen keine signifikante fibrotische
Reaktion zeigen (Zimmermann et al., 2000). Dieses ultrahochgereinigte Alginat,
mit einer M-Block:G-Block Ratio von 70:30, wird in dieser Studie verwendet und
zeigte in den jiingsten in vivo Versuchen die beste Viskositit und Biokompatibilitét
(York et al., 2000).

Doch trotz der Minimierung der Fremdkorperreaktion und ohne Bildung eines
Fibrozytenwalls um die Alginatkapseln kommt es nach 5-6 Wochen zum
Transplantatausfall (De Vos et al., 1999). Die meisten Autoren sehen diesen
Transplantatausfall in einer Unterversorgung an Néhrstoffen, besonders Sauerstoft,
begriindet (Schrezenmeier et al., 1994; De Vos et al., 1997b). Daher gehen die
meisten Forschungen in die Richtung, eine Alginatmembran zu konstruieren, die
durchlissiger flir Sauerstoff und andere Nihstoffe ist. Es bleibt dabei jedoch
ungewiss, ob die vollstindige Immunisolation in vivo bei diesen
Alginatmikrokapseln noch gewdhrleistet ist.

Gewebekulturpassage: Ziel aller Gewebevorbehandlungen ist es, die
immunologisch relevanten Komponenten aus dem allogenen Transplantat zu
eliminieren. Immunologisch besonders relevant sind Zellen, die MHC Klasse II
Genprodukte auf ihrer Oberfliche tragen (Rotzschke und Falk, 1994). Das
stimulierte Immunsystem produziert bestimmte Zytokine, wie y-Interferon, die
schwach immunogene Zellen anregen, MHC Klasse II Genprodukte zu
exprimieren. So kommt es vor, dass unter bestimmten immunologischen
Vorraussetzungen Nebenschilddriisenzellen auch MHC Klasse II Rezeptoren auf
threr Oberfliche tragen (Benoist und Mathis, 1990; Peters et al 1991). Das
Immunsystem wird so zu noch groflerer Aktivitit gegen das korperfremde Material
angeregt. Von Natur aus besonders viele MHC Klasse II Rezeptoren tragen
Lymphozyten (Lafferty et al., 1983) und GefiaBBendothelien (Lesziczynski et al.,
1988; Strom, 1988) und fungieren so als wichtige, antigenprisentierende
Immunstimulatoren. Um spezifisch aktivierte T-Lymphozyten bilden zu konnen,
miissen zuvor naive T-Helferzellen von antigenprésentierenden Zellen das
korperfremde Antigen auf MHC Klasse II Genprodukten prisentiert bekommen.
Dies kann durch sogenannte ,Passenger Leukozyten® geschehen. Das sind

antigenprasentierende Lymphozyten des Spenders, die in die Empfangerlymphbahn
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auswandern und dort spenderspezifische Antigene den Empfangerlymphozyten
prasentieren (Lafferty et al., 1983). In Verfahren wie der Gewebekulturpassage
konnte nachgewiesen werden, dass diese ,,Passanger Leukozyten* aus dem Gewebe
auswandern und die Gefallendothelien zerstort, bzw. denaturiert werden. So kann
die Immunogenitit des Spendergewebes durch die Gewebekulturpassage verringert,
bzw. zum Zwecke der Transplantation positiv moduliert werden (Lafferty et al.,
1976; Starling et al., 1977; Bowen et al., 1980).

Prinzipiell kommen als weitere, wichtigste Verfahren der Immunmodulation eine
Bestrahlung des Gewebes mit Gammastrahlung (Wagner und Rothmund, 1988),
UV-Licht (Weber et al., 1991), eine Nacktmauspassage (Sollinger et al., 1983) oder
die Sauerstoffiiberdruckbehandlung (Talmage und Dart, 1978) in Betracht.
Aufgrund guter Ergebnisse in der autologen Nebenschilddriisentransplantation und
eigener Erfahrung (Rothmund und Wagner, 1987) wurde in dieser Studie eine kurze
Gewebekulturpassage als immunmodulatorisches Verfahren gewihlt, um
zusammen mit der Mikroenkapsulierung synergistische Effekte zu erzielen. Uber
die optimale Linge der Gewebekulturpassage gibt es widerspriichliche Ergebnisse.
Wihrend Talmage und Lafferty 1976 eine Kulturzeit von 20 bis 27 Tagen als
optimal ansahen, postulierte Raaf 1974, dass bei Kulturzeiten zwischen 3 und 42
Tagen kein Unterschied in der AbstoBungsdauer bestehe. Gough und Finnimore
stellten 1980 sogar fest, dass eine dreiwdchige Gewebekulturpassage, sowohl mit
spezifischem Antilymphozytenserum gegen die Spenderzellen, als auch ohne,
keinen Unterschied in der Uberlebenszeit der Nebenschilddriisentransplantate
bewirkte. Einig sind sich jedoch alle Autoren, dass mit steigender Linge der
Gewebekulturpassage, ein unphysiologischer Stress auf die Zellen ausgeiibt wird
und somit mehr Zellen zu Grunde gehen, je ldnger die Kulturzeit ist (Lafferty et al.,
1975 und 1976; Sollinger et al., 1977). In dieser Studie wird deshalb eine dreitdgige
Gewebekulturpassage in RPMI 1640 Nidhrmedium mit 10% Empfingerserum
durchgefiihrt. AuBlerdem wird dem Nadhrmedium 0,03% Kalzium zugefiihrt, um
eine endokrine Stimulation der Nebenschilddriisenpartikel zu vermeiden. Es kommt
dabei zu keiner mikroskopisch sichtbaren Strukturverdnderung oder Untergang von
Zellen.

Der Transplantationsort Muskel: Bei der Wahl eines geeigneten
Transplantationsortes muss ein Kompromiss zwischen nutritiver Versorgung

(Anschluss an das Blutsystem) und Erreichbarkeit durch das Immunsystem
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(lymphatische Drainage) gefunden werden. So transplantierte Landois 1911
Nebenschilddriisen in die Vena Jugularis und ging von einer besonders guten
nutritiven Versorgung aus. In den darauffolgenden Jahrzehnten wurde klar, dass das
vorbeistromende Blut eben nicht nur Nihrstoffe mit sich bringt, sondern auch
Leukozyten, die fiir die TransplantatabstoBung hauptsidchlich verantwortlich
gemacht werden. Es wurden dann Transplantationsorte als privilegiert gesehen, die
vom Blutsystem und der Lymphe besonders abgeschirmt sind. So transplantierten
Sturgis und Castelanos 1962 erstmals Nebenschilddriisen in die vordere
Augenkammer und konnten teilweise Anwachserfolge erreichen. Noch lingere
Transplantatiiberlebenszeiten ohne Immunsuppression wurden durch eine
Transplantation in den Hoden (Dib-Kuri et al., 1975) und in Hirnventrikel (Yao et
al., 1993) erreicht. Das Problem bei diesen Transplantationsorten ist jedoch neben
der klinischen Durchfiihrbarkeit, die Tatsache, dass endokrines Gewebe seine
Hormone zum einem in die Blutbahn abgeben muss damit sie dort wirken, und zum
anderen den Effekt der Abgabe durch stindige Messung der Serumelektrolyte (in
diesem Fall Kalzium) im Sinne eines Regelkreislaufes kontrollieren muss. Zwar
kann Parathormon durch die Bluthirnschranke oder den Schlemm’schen Kanal
diffundieren, aber dafiir stimmt die Kalziumkonzentration des Liquorsystems oder
des Kammerwassers nicht mit der des Blutserums iiberein. 1976 zeigten Naji und
Barker eine verldngerte Transplantatiiberlebenszeit von Nebenschilddriisen an
lymphatisch armen Orten wie der Muskulatur im Vergleich zu lymphatisch gut
drainierten Orten wie einer Hauttasche, der Leber oder der Niere. In dieser Studie
fiel deshalb die Wahl des Transplantationsortes auf die Muskulatur. In Analogie zur
menschlichen Autotransplantation von Nebenschilddriisen kann hier von einem
guten Kompromiss zwischen Blutversorgung, lymphatischer Drainage und
Invasivitidt ausgegangen werden. AuBlerdem wire bei einem nur begrenzenden
Transplantatiiberleben eine Applikation von verkapselten Nebenschilddriisen in die
Muskulatur iiber eine Depotspritze denkbar.

Der lymphozytotoxische Antikorpertest wird seit den achtziger Jahren an
Transplantationszentren durchgefiihrt, um eine Vorsensibilisierung des Empfangers
auf das Spendergewebe auszuschlieBen (Hopkins K.A., 1990). Besonders
vorteilhaft bei diesem Test ist neben seiner einfachen, -etablierten und
kostengiinstigen Durchfiihrung, dass er nur die spezifischen Antikdrper misst, die

Komplement binden und so das Transplantat direkt schidigen (Sumitran-Karuppan,
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1999). Besonders bei diesen Antikorpern der Gruppe IgG* und IgM ist es denkbar,
dass sie die Mikrokapsel durchdringen und zum Transplantatausfall fiihren.

Die allogene Hauttransplantation und ihre Abstoungszeit ist ebenfalls ein gut
erforschter funktioneller Parameter zur Messung der Immunaktivierung. Da
allogene Hauttransplantate sehr immunogen sind, stimulieren sie das Immunsystem
beim ersten Kontakt so stark, dass beim erneuten Transplantationsversuch die Haut
deutlich schneller abgestofen wird (Hildemann, 1970). Allerdings war bisher nicht
bewiesen, dass eine Hypokalzdmie nach Parathyreoidektomie keinen Einfluss auf
die TransplantatabstoBung hat.

Zu diesem Zwecke wurden die Studiengruppen I (Test- und Kontrollgruppe)
konzipiert. Alle Versuchstiere der Testgruppe I sind stark hypokalzdmisch,
trotzdem zeigen sowohl die HautabstoBungen, als auch die Antikorperbildung
beider Gruppen, dass die Hypokalzédmie nach Parathyreoidektomie keinen Einfluss
auf die Immunkompetenz und Immunreaktion hat. In beiden Gruppen steigen die
spezifischen Antikérper fast gleichermallen schnell an wund das erste
Hauttransplantat wird ca. 12 Tage toleriert. Alle Versuchstiere beider Gruppen
reagieren auf den starken Immunstimulus mit der raschen Bildung von
zytotoxischen Antikdrpern und einer starken Immunsensibilisierung, die
hauptverantwortlich ist fiir die typische Akutphase AbstoBung des zweiten
Hauttransplantates nach nur 6 Tagen (Wonigeit und Pichlmayr, 1997). Diese
Gruppen dienten auBlerdem der Etablierung der Methode der allogenen
Hauttransplantation. Die Schwierigkeit besteht in der sorgfiltigen Praparation des
Transplantationsortes und des Hauttransplantates und im Anlegen eines
Druckverbandes, der das Transplantat anwachsen ldsst, aber das Tier nicht zu sehr
in seiner Bewegung einschrinkt. In Vorversuchen wurden deshalb isogene
Hauttransplantate mit guten Einwachserfolgen durchgefiihrt. Die Isotransplantate
wurden entgegengesetzt der Fellrichtung der Empfangertiere transplantiert. Nach 6
Wochen erinnerte nur noch die UnregelméBigkeit in der Fellrichtung an die
Hauttransplantation.

Die Deutlichkeit der FErgebnisse der Studiengruppen II (Test- und
Kontrollgruppe) entspricht jedoch kaum den Erwartungen. In beiden Gruppen
verlduft die Immunstimulation mit der allogenen Hauttransplantation problemlos.
Die Hauttransplantate werden nach ca. 12 Tagen abgesto3en, der Antikorpertiter

steigt binnen 3 beziehungsweise 4 Wochen auf maximale Werte. Das heif3t, dass 4
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Wochen nach der Hauttransplantation die Immunsysteme aller Versuchstiere
maximal stimuliert sind und auf Hochtouren spezifische Antikorper gegen
Transplantatzellen des allogenen Spenders bilden.

In dieses hochstimulierte Immunsystem werden nun in der Kontrollgruppe native,
also ungeschiitzte, Nebenschilddriisentransplantate eingebracht. Wie zu erwarten,
werden diese sofort als korperfremd erkannt und heftig abgestoen. In der ersten
Woche nach Nebenschilddriisentransplantation ist noch soviel Gewebe intakt, dass
genug Parathormon gebildet wird, um niedrignormale Kalziumwerte im Blut zu
erhalten. Jedoch ist schon in der zweiten Woche nach Transplantation von einem
totalen Transplantatsausfall (mit Kalziumwerten dauerhaft unter 1,9mmol/l)
auszugehen.

Die Testgruppe II beantwortet die Fragestellung dieser Studie hoch signifikant (o
< 0,1). Nach der Transplantation von verkapselten Nebenschilddriisen in das
maximal stimulierte Immunsystem konnen die Transplantate ihre Funktion erst gar
nicht aufnehmen. Die Kalziumwerte bleiben dauerhaft unter 1,9mmol/l. Auch
unterliegen die Kalziumwerte kaum einer Schwankung bei minimaler Streuung
(Standartabweichung von 0,08mmol/l). Der totale Transplantationsausfall
unmittelbar nach der Transplantation lisst sich auf das stimulierte Immunsystem
zuriickfiihren, da es bei anderen Versuchen der Arbeitsgruppe noch nie zum
sofortigen Transplantatausfall von verkapselten Nebenschilddriisen kam (Hasse et
al., 1994b; Hasse et al., 1996; Hasse et al., 1997a). Ebenfalls aus diesen Versuchen
geht hervor, dass die Mikrokapseln eine leichte Verzogerung der
Parathormonausschiittung ins Blut bewirken. Dadurch ldsst sich der sprunghafte
Serumkalziumanstieg in der Kontrollgruppe mit nativen Nebenschilddriisen kurz
nach Transplantation erkldren, der bei Studiengruppen mit mikroenkapsulierten
Nebenschilddriisen typischerweise fehlt. Da die Nebenschilddriisentransplantate in
der Studiengruppe II offensichtlich so schnell zerstort werden, dass das gebildete
Parathormon die Barriere der Mikrokapsel erst gar nicht tiberwinden kann, fehlt die
kurze Normalisierung des Serumkalziums, wie sie in der Kontrollgruppe mit
unverkapselten Transplantaten vorhanden ist.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass es zu keinen
signifikanten (a < 0,5) Unterschieden im Serumkalzium bei der Implantation von
nativen Nebenschilddriisen zu mikroenkapsulierten Nebenschilddriisen kommt. Das

Serumkalzium steigt bei Implantation von verkapselten Nebenschilddriisen in ein
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Empfingertier mit spezifisch vorstimulierten Immunsystem gar nicht an. Das ldsst
die Schlussfolgerung zu, dass die Mikrokapseln nicht im Stande sind, das
Transplantat vor einer AbstoBungsreaktion zu schiitzen. Da es bei fast allen
Versuchstieren bereits ab der ersten Woche zum totalen Transplantatausfall kommt,
ist nicht von einem zufilligen Herstellungsfehler der Mikrokapsel auszugehen. Es
ist eher wahrscheinlich das zytotoxische Antikérper der Gruppe IgG* mit einer
MolekulargroBe von 150k Dalton (Kuby J., 1994) die Kapselmembranen
durchdringen und zusammen mit Komplement die Transplantatzellen direkt
zerstoren, da die Alginate Poren besitzen, die fiir Molekiile dieser Grof3e passierbar
sind (Gaserad et al., 1999).

Ausblick: Trotz der aufschlussreichen Ergebnisse dieser Studie, bleiben einige
immunologische Fragen in der Transplantation mit Mikrokapseln offen. Die
zytotoxischen Antikdper scheinen fiir die AbstoBungsreaktion verantwortlich zu
sein. Allerdings gibt es mehre Subklassen von zytotoxischen Antikorpern (Kuby J.,
1994). Die Auswertung der Antikorperseren mittels flowzytometrischer Messungen
oder einem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) konnte Aufschluss
dariiber geben, welche Antikorper quantitativ eine Rolle bei der
TransplantatabstoBung spielen (Loewenthal et al., 1999). Auch miisste bewiesen
werden, dass genau diese Antikorper durch die intakte Kapselwand diffundieren
konnen. Hierzu miisste nach Transplantatexplantation eine immunhistochemische
Féarbung der mikroenkapsulierten Nebenschilddriisenzellen vorgenommen werden.
Eine nach 12 Wochen explantierte Mikrokapsel zeigte eine perikapsulire
Makrophageninfiltration und Zerstorung der Kapselwand, welche den
Transplantatausfall erkldren wiirde (Hasse et al., 1999), jedoch bleibt unklar, wann
die Kapsel zerstort wurde. Weiteren Aufschluss iiber diese Fragestellung kdnnten
wochentliche Transplantatexplantationen mikroskopischen Kontrollen auf Integritat
der Alginatkapseln bringen.

Der Einbau der mikroenkapsulierten Transplantate in die Bauchmuskulatur hat sich
in dieser Studie zwar nicht als nachteilig erwiesen, aber eine ndhere Untersuchung
anderer Transplantationsorte konnte den Kompromiss zwischen lymphatischer
Drainage, Sauerstoffversorgung, mechanischer Beanspruchung und einfacher
Durchfiihrbarkeit noch optimieren. Eine experimentelle Implantation in die
Nierenkapsel, frei in die Bauchhoéhle, in eine GefaBBprothese oder den Hoden wire

sinnvoll und durchfithrbar.
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Insbesondere am Anfang ist die immunologische Adaptation des Empfangers an
das Transplantat Vorraussetzung fiir den klinischen Transplantationserfolg
(Wonigeit und Pichlmayer, 1997). Um deshalb bessere Einwachserfolge zu
erreichen und eine initiale AbstoBungsreaktion zu verhindern wire eine kurzzeitige
Immunsuppression  sinnvoll. Dies konnte zum einen systemisch mit
Immunsuppressiva durchgefiihrt werden, aber auch ein lokaler Einbau von
immunsuppressiv wirksamen Substanzen in die Mikrokapsel wére denkbar.

Durch die Benutzung neuer, ultrahochgereinigter, hochstabiler Bariumalginate kann
die AbstoBungsreaktion bei leeren Kapseln auf ein Minimum reduziert und die
Stabilitdt in vivo optimiert werden (York et al., 2000; Zimmermann et al., 2000).
Die Uberlebenszeit der Transplantate hat sich aber nur wenig verbessert. Dies kann,
wie bisher vermutet, an einer Mangelversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff
liegen (Van Schilfgaarde und De Vos, 1999). Nach den Erkenntnissen dieser Studie
muss jedoch auch eine AbstoBungsreaktion durch kleine Antikorper beriicksichtigt
werden, die durch die Kapselwand dringen konnen. Die
Mikroenkapsulierungstechnologie muss bei der weiteren Optimierung und
Permeabilitétssteigerung diesen Sachverhalt beriicksichtigen.

Um gegen ein Transplantat Antikdrper bilden zu konnen, muss das
Empfangerimmunsystem in direkten Kontakt mit den Spenderzellen treten. Eine
Mikrokapsel, die diesen Kontakt dauerhaft verhindert, wiirde der
AbstoBungsreaktion vorbeugen, auch wenn die Kapselwand fiir Antikrper
permeabel widre. Der Immunstatus des Empfangers miisste durch regelméBige
Kontrollen der spezifischen Antikorper mach der Transplantation kontrolliert
werden.

Um den Transplantatausfall durch eine AbstoBungsreaktion mit zytotoxischen
Antikorpern gegen einen spezifischen Spender zu kompensieren, wire eine Studie

mit Spenderzellen von genetisch verschiedenen Stimmen (Pooling) sinnvoll.

Resiimee: Aus den Ergebnissen dieser Studie ldsst sich schlussfolgern, dass die
verwendeten Mikrokapseln dem Antikorperansturm eines sensibilisierten
Immunsystems nicht standhalten konnen. Die vernetzten Polysaccharidketten der
verwendeten Alginate sind fiir Teile des Immunsystems, wie Antikdrper und
Komplement, durchldssig. Diese Durchlédssigkeit bewirkt, dass die allogenen

Transplantate vom vorstimulierten Immunsystem sofort abgesto3en werden.
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Der Erfolg der bisher entwickelten Alginate ist also darauf zuriickzufiihren, dass ein
direkter =~ Kontakt des allogenen  Transplantatgewebes mit  dem
Empfangerimmunsystem temporir verhindert werden konnte. Denn ohne direkten
Kontakt kann es nicht zur Immunsensibilisierung und AbstoBungsreaktion
kommen. Fir diese Moglichkeit spricht auch, dass eine gewisse
Kapselpermeabilitdt nicht unterschritten werden darf, da sonst die nutritive
Versorgung des Kapselinhaltes nicht mehr mdglich ist.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen jedoch, dass der immunologische Faktor in
vivo stirker beriicksichtigt werden muss als bisher geschehen. In zukiinftigen vivo
Studien mit Alginaten sollte das Blut des Empfangers auf spezifische zytotoxische
Antikorper regelmifBig untersucht werden, um frithzeitig Abstoungsmechanismen

zu erkennen.
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6. Zusammenfassung

Der permanente, symptomatische Hypoparathyreoidismus ist ein hdufiges und
klinisch relevantes Problem. Seine medikamentdse Therapie ist von allen
endokrinen Unterfunktionsstorungen aufgrund der vielfdltigen
Stoffwechselfunktionen des Parathormons eine der schwierigsten, oft unvollstindig
und damit unbefriedigend. Deshalb gilt der Bedarf nach kausaler Therapie in Form
der transgenen Transplantation der Parathyreoidea als unbestritten. Andererseits ist
dieses Mangelsyndrom nur selten lebensbedrohlich. Deshalb ist post
transplantationem eine systemische Immunsuppression nicht gerechtfertigt. Ohne
diese blieb die klinische Allotransplantation der Parathyreoidea jedoch bisher
langfristig erfolglos.

Aus Studien zur Inselzelltransplantation wurde eine Technik der Immunisolation
modifiziert und weiterentwickelt, bei der das zu transplantierende Gewebe mit einer
semipermeablen Membran, bestehend aus dem Naturstoff Alginat, umhiillt wird -
die Mikroenkapsulierung. In Kombination mit einer Gewebekulturpassage, die in
Einzelfillen die Transplantatfunktion verldngern kann, gelangen damit die ersten
Iso-, Allo- und Xenotransplantationen der Parathyreoidea im Langzeittierversuch
ohne Immunsuppression. Jedoch sind die grundlegenden Funktionen der
Immunisolation durch die Mikrokapseln ungeklirt. Zwei verschiedene Wege der
Funktion sind denkbar. Zum einen verhindert die Mikroenkapsulierung eine
Sensibilisierung des Empfangers, zum anderen schiitzt die Mikroenkapsulierung
das Transplantat vor der Immunantwort. Vor weiteren klinischen
Allotransplantationen der Parathyreoidea unter ~ Verwendung der
Mikroenkapsulierungstechnologie ist es unabdingbar, zu untersuchen, inwieweit die
Mikrokapseln das Transplantat vor einer AbstoBung durch das spezifisch
stimulierte Immunsystem schiitzen konnen.

Fir alle Untersuchungen wurden ménnliche Ratten von zwei genetisch
unterschiedlichen Inzuchtstimmen (Lewis and Dark-Agouti) verwendet. Die exakte
Fallzahlberechnung zur Erlangung signifikanter Ergebnisse wurde vorher durch das
Institut flir theoretische Chirurgie der Universitit Marburg durchgefiihrt. Nach
Parathyreoidektomie der Empfiangertiere wurde eine allogene Hauttransplantation
der Spendertiere zur Immunstimulation durchgefiihrt. In der Testgruppe (n = 7

Tiere) wurde 3 Wochen danach in das maximal vorstimulierte Immunsystem eine
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allogene  Transplantation  von  mikroenkapsulierten =~ Nebenschilddriisen
durchgefiihrt. In der Kontrollgruppe (n = 7 Tiere) wurde natives
Nebenschilddriisengewebe allotransplantiert. Die zytotoxischen Antikérper und die
Transplantatfunktion (Messung des Serumkalziums) wurden ein Mal wochentlich
fiir insgesamt mindestens 8 Wochen nach der letzten Transplantation bestimmt. Ein
Transplantatversagen wurde als Abfall der Kalziumspiegel von iiber 2,1 mmol/l auf
< 1.9 mmol/l definiert. Die zytotoxischen Antikorper wurden mit den maximal
moglichen Titern von 5 Tieren, die innerhalb von 2 Wochen eine allogene
Hauttransplantation erhielten, verglichen.

Ergebnis dieser Studie war, dass erstaunlicherweise alle Tiere der Testgruppe
keinerlei Transplantationserfolg aufwiesen, kein Tier entwickelte eine
Normokalzidmie wdhrend der gesamten Testperiode. Die allogenen
Hauttransplantate wurden innerhalb von 11,6 d abgesto3en. Ein sofortiger Anstieg
der zytotoxischen Antikorper nach allogenen Hauttransplantationen bei allen
Empfingertieren dokumentierte die Immunstimulation.

Schlussfolgerung: Unsere Studie untersucht erstmalig systematisch die
Alginatstabilitdt und Permeabilitit gegeniiber starken immunologischen Reizen
anhand des Modells der Allotransplantation von Nebenschilddriisengewebe in vivo.
Dabei scheinen immunologische Faktoren, wie z.B. zytotoxische Antikorper, die
immunologische Barriere der Mikrokapsel passieren zu konnen und rasch zu einer
Destruktion der Transplantate zu fiihren. Somit bedarf es offensichtlich
verschiedener Verfahren zur Reduktion der Immunogenitit wund der
Immunisolation, um  eine suffiziente =~ Funktion = von  transgenen
Nebenschilddriisentransplantaten ~ ohne  Immunsuppression  langfristig  zu
gewihrleisten. Ziel weiterer Studien ist die erfolgreiche Kombination dieser
unterschiedlichen Methoden und die Optimierung der FEigenschaften von

Mikrokapseln anhand dieser immunologischen Kenntnisse.
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