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1.  Einleitung 

1. 1 Physiologische Regulation des Blutzuckerspiegels 

durch Insulin 

1.1.1 Aufbau und Funktion der Langerhans´schen Inseln 

1869 entdeckte der deutsche Medizinstudent Paul Langerhans, ein Schüler von 

Rudolf Virchow, im Pankreas der Ratte blasse eigenartige Zellpopulationen, 

welche später Langerhans´sche Inseln genannt wurden und die Einteilung des 

Pankreas in einen endokrinen und exokrinen Anteil begründet haben (Langer-

hans 1869, Bretzel 2007).  

 

Die ca. 1 Million Inseln im menschlichen Pankreas mit einem Durchmesser von 

50 bis 500 µm machen nur knapp 1% des Gesamtvolumens des Pankreasge-

webes aus (Hedeskov 1980, Weir 1990). Die meisten Inselzellen sind durch 

eine aus Fibrozyten und dünnen kollagenen Fasern bestehende Bindegewebs-

schicht vom exokrinen Pankreas abgegrenzt (Bauer 1988, Diehl 1997). Bunag 

und Warner sprechen von verdichteten Gitterfasern, welche sich in der Grenz-

zone zum exokrinen Gewebe befinden und so eine Art Pseudokapsel um die 

Inselzellen bilden. Diese Kapsel stellt ein wichtiges Gerüstsystem für den Isola-

tionsvorgang der Inselzellen dar (Bunag 1963). Der Rest des Organs wird vom 

exokrinen Anteil gebildet, dessen Aufgabe es ist, Verdauungsenzyme zu produ-

zieren und über den Ductus pancreaticus in das Duodenum abzugeben. 

 

Die Inseln liegen im exokrinen Pankreasgewebe und bestehen aus wenigen bis 

tausend Einzelzellen (Hellman 1964). Die Langerhans`sche Inseln sind aus 4 

unterschiedlichen Zellen zusammengesetzt, deren Aufgabe es ist jeweils unter-

schiedliche Hormone zu produzieren. Der Hauptanteil mit ca. 80% stellen die ß-

Zellen dar, welche in der Mitte der Insel liegen und das Hormon Insulin sezer-

nieren. Die Glukagon- produzierenden α-Zellen zählen anteilig ca. 15% und lie-

gen in der Peripherie. Ebenfalls peripher liegen die Somatostatin- ausschütten-
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den δ-Zellen mit einem Anteil von 5%. Zu guter letzt gibt es noch die γ-Zellen 

mit einem Anteil von ca. 1%, welche das pankreatische Polypeptid (PP) sezer-

nieren (Ashcroft 1989). 

 

Auf Grund der vielfältigen Wechselwirkungen zwischen endo- und exokrinem 

Pankreasgewebe, welches auch als insulo-azinäre Achse bezeichnet wird, 

kommt den Gefäßverhältnissen innerhalb der Pankreasläppchen eine beson-

dere Bedeutung zu. So befindet sich innerhalb der Inselzelle ein dichtes Netz-

werk an Blutkapillaren (Sinusoide), worüber aufgenommene Nährstoffe schnell 

in die Inselzelle hintransportiert und ausgeschüttete Hormone abtransportiert 

werden können. Über die Blutversorgung der Inselzelle gibt es eine Vielzahl von 

Modellen. Das derzeit am häufigsten Vertretene geht davon aus, dass die Blut-

versorgung des endokrinen Pankreas aus eins bis fünf Arteriolen besteht, die 

sich in die oben beschriebenen Kapillaren verzweigen und so ein dichtes kugel-

förmiges Netzwerk bilden, das strukturell und funktionell einem Glomerulus 

gleicht. Dabei erreicht der arterielle Blutstrom zuerst die im Kern lokalisierten ß-

Zellen. Dann erfolgt eine Aufteilung in die Kapillaren, welche den Inselmantel 

versorgen. Zuletzt erfolgen erst die Versorgung der in der Peripherie gelegenen 

α- und ß-Zellen (Samols 1988, Menger 1994, Ballian 2007). 

 

Die vier unterschiedlichen Zellgruppen des Pankreas stehen zusätzlich parakrin 

miteinander in Kontakt und beeinflussen sich so gegenseitig. So schütten die ß-

Zellen je nach Blutzuckerspiegel Insulin aus, das die Glukagon- und Somatosta-

tinsekretion hemmt. Das von den α-Zellen sezernierte Glukagon stimuliert wie-

derum die Insulin- und Somatostatinsekretion und hemmt so seine eigene Sek-

retion. Somatostatin wiederum hemmt auf gleichem Wege α-, ß- und δ-Zellen 

(Weir 1990, Leibiger 2002). Die ß-Zelle nimmt in sehr fein gesteuerter Weise 

das Nahrungs-, insbesondere das Glukoseangebot des Körpers wahr, und stellt 

durch angepasste Insulinsekretion die Energieversorgung der Körperzellen mit 

Glukose sicher.  
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Die Einhaltung eines konstanten Blutzuckerspiegels in einem  Bereich zwischen 

80 und 120 mg/dl erfordert eine fein regulierte Zusammenarbeit verschiedener 

Hormone, um die mit der Nahrung zugeführten Kohlenhydratschwankungen 

auszugleichen. Neben der Glukose gibt es eine Vielzahl weiterer vorkommen-

der Substanzen, welche eine Insulinsekretion auslösen können. Zu nennen wä-

ren Kohlenhydrate (Mannose, Fruktose), Aminosäuren, Fettsäuren sowie einige 

Hormone und Neurotransmitter. Die Hormone Glukagon, Cortisol und Adrenalin 

führen zu einer Erhöhung des Blutzuckerspiegels, wohingegegen Insulin das 

einzige Hormon ist, das zu einer Senkung des Blutzuckerspiegels führt. 

 

Sowohl benachbarte homologe als auch heterologe Inselzellen stehen durch 

zwei unterschiedliche Arten von Zellkontakten miteinander in Verbindung. Zum 

einen werden diese Zellen durch sogenannte „gap junctions― miteinander ver-

bunden, wodurch eine funktionelle Zelleinheit entsteht, welche über elektrophy-

siologische Koppelung mittels Ionen- oder Nukleotidaustausch eine Kommuni-

kation benachbarter Zellen ermöglicht (Orci 1975, Unger 1978). 

Zum anderen bilden benachbarte Inselzellen mittels „tight junctions― Komparti-

mentierungen aus, was eine gewisse parakrine Beeinflussung sowie einen ge-

richteten venösen Abstrom gewährleistet (Orci 1976, Pipeleers 1984). 

 

Auch das vegetative Nervensystem übt einen Einfluss auf die Inselzellen und 

ihr Sekretionsverhalten aus. So erreichen Äste des Sympathicus und des Para-

sympathicus in der Adventitia der Gefäße das Drüsenparenchym. Cholinerge 

parasympathische und adrenerge sympathische Nervenfasern gelangen mit 

dem Kapillarnetz in das Innere der Inselzelle und enden mit ihren Synapsen an 

den Inselzellen (Ahrén 2000). 
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1.2 Diabetes Mellitus 

1.2.1 Definition  

„Diabetes Mellitus― ist die Bezeichnung für eine Gruppe verschiedener metabo-

lischer Erkrankungen unterschiedlicher Genese, bei denen eine fehlerhafte Re-

gulierung des Glukosestoffwechsels im Mittelpunkt steht. Hauptmerkmal dieser 

Erkrankung ist eine dauerhafte Erhöhung des Blutzuckerspiegels, eine so ge-

nannte Hyperglykämie. Ursache dieser Hyperglykämie ist ein absoluter oder 

relativer Mangel des von der Bauchspeicheldrüse produzierten Hormons Insu-

lin. Der Grund für den erhöhten Blutzuckerspiegel besteht unter anderem aus 

einer gestörten Glukoseaufnahme in die Zelle und der Speicherung als Glyko-

gen, was beides durch das Bauchspeicheldrüsenhormon Insulin gefördert wird. 

Desweiteren bestehen Störungen im Fett- und Eiweißstoffwechsel, was sich im 

vermehrten Abbau von Proteinen und Triglyceriden bemerkbar macht und somit 

zu einem erhöhten Anteil an Fetten im Blut führt.  

1.2.2 Epidemiologie 

Der Diabetes Mellitus stellt heutzutage eine der häufigsten Stoffwechselerkran-

kungen dar. Weltweit leiden schätzungsweise mehr als 171 Millionen Menschen 

in 191 Ländern an Diabetes Mellitus. Diese Zahl wird sich bis zum Jahre 2030 

auf bis zu 366 Millionen Menschen erhöhen. Dies entspricht einer weltweiten 

Prävalenz von 2,8% für das Jahr 2000 und steigt bis zu 4,4% für das Jahr 2020 

an (Wild 2004). Rund 90% aller kindlichen Diabetes-Fälle belaufen sich auf ei-

nen Diabetes Mellitus Typ I, wohingegen nur rund 5-10% der Erwachsenen an 

Diabetes Mellitus Typ I leiden (LaPorte 1995, Jahromi 2007). Rund 90-95% al-

ler Diabetiker leiden dagegen an Diabetes Mellitus Typ II (Turina 2006, Interna-

tional Diabetes Federation). 

 

In einer Erhebung wurde die Zahl der an Diabetes Erkrankten in Deutschland in 

einer großen Versicherten-Stichprobe der Allgemeinen Ortskrankenkasse 

(AOK) Hessen für den Zeitraum 1998-2001 erfasst. Dabei zeigte sich, dass im 

Jahr 2001 knapp 7 Prozent aller Deutschen wegen einer Zuckerkrankheit in 
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Behandlung waren. Das entspricht einer Zahl von ca. 5,7 Millionen Menschen 

welche in Deutschland an einem Diabetes Mellitus leiden (Hauner 2003 und 

2005). Die Internationale Diabetesföderation bestimmte für das Jahr 2007 für 

Deutschland eine Gesamtprävalenz des Diabetes Mellitus von 11,8% innerhalb 

der Altersgruppe zwischen 20 und 79 Jahren, was einer Gesamtzahl von rund 

7,4 Millionen Erkrankter entsprechen würde (International Diabetes Federation). 

1.2.3 Formen des Diabetes Mellitus 

Es werden 2 Hauptformen des Diabetes Mellitus unterschieden: 

Beim Diabetes Mellitus Typ I kommt es zu einer Zerstörung der insulinproduzie-

renden Langerhans’schen Inseln, in dessen Folge es zu einem absoluten Insu-

linmangel kommt. Die Bauchspeicheldrüse ist hierbei nicht mehr in der Lage, 

Insulin zu produzieren. Typ-I-Diabetes tritt bevorzugt vor dem 35. Lebensjahr 

auf und wird daher auch als juveniler Diabetes bezeichnet (Jahromi 2007). Hier-

für gibt es nicht nur eine Ursache, sondern es handelt sich dabei um einen  

multifaktoriellen Prozess, bei dem mehrere Faktoren eine Rolle spielen.  

 

Für einen genetischen Einfluss sprechen, dass circa 20% der Typ-I-Diabetiker 

eine positive Familienanamnese aufweisen. Die hierfür vererbbaren Merkmale 

befinden sich auf dem Chromosom Nr. 6p21. Mehr als 90% aller Typ-I-

Diabetiker tragen die HLA-Merkmale DR3 und DR4 auf ihren weißen Blutkör-

perchen (Atkinson 2001, Devendra 2004). 

 

Auch Umwelteinflüsse spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung eines Dia-

betes Mellitus. So gibt es zum Beispiel gewisse Agenzien wie Kuhmilch, Getrei-

deprodukte oder Nitrosamine, die vermehrt zur Entwicklung eines Diabetes Mel-

litus beitragen (Peng 2006, Jahromi 2007). 

 

Eine andere Hypothese für die Zunahme des Diabetes Mellitus ist in der Hygie-

nehypothese zu sehen. Die Anhänger dieser Hypothese sind davon überzeigt, 

dass der frühzeitige, intensive Kontakt mit möglichst vielen Umweltreizen für die 
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Entwicklung des Immunsystems unabdingbar ist. Je höher der Hygienestan-

dard, desto schwächer entwickelt ist das Immunsystem. Die Folge davon sind 

immun-vermittelte Krankheiten wie Asthma und Diabetes (Bach 2002, Gale 

2002, Devendra 2004). 

 

Weiterhin wurde ein Zusammenhang mit bestimmten Viruserkrankungen ermit-

telt, die zum Ausbruch der Krankheit beitragen. Als auslösende Viren kommen 

vor allem Mumps-, Masern- und Grippeviren (Coxsackieviren) in Betracht. Bei 

diesen Viruserkrankungen kann bei bestimmten Personen eine Autoimmun-

reaktion ausgelöst werden, bei welcher Antikörper gegen körpereigenes Gewe-

be, also gegen die Inselzellen, gebildet werden. Diese Inselzellantikörper 

(=ICA) führen zu einer  Zerstörung der insulinproduzierenden Bauchspeichel-

drüsenzellen (Toniolo 1980, Banatvala 1985, Peng 2007). 

 

Für autoimmunologische Prozesse als Krankheitsursache des Diabetes Mellitus  

Typ I konnte weiterhin eine T- Zell vermittelte, autoimmunologische Entzündung 

ermittelt werden. So kommt es bei dieser sogenannten Autoimmuninsulitis zu 

einer Infiltration der Langerhans’schen Inselzellen mit autoreaktiven CD4 und 

CD8 positiven T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen (Imagawa 

1999, Durinovic-Bello 1998). Im Rahmen der humoralen Immunabwehr spielen 

Antikörper gegen ß-Zellen der Bauchspeicheldrüse eine Rolle. So werden bei 

ca. 90% der Patienten Antikörper gegen Inselzellkomponente (ICA), gegen die 

Tyrosinphosphatase IA-2 (IA-2A), gegen die Glutamat-Decarboxylase der ß-

Zellen (GADA), sowie Insulinautoantikörper (IA-AK) gefunden (Verge 1996 und 

1998, Turner 1997, Kimpimäki 2000). Erst nachdem etwa 80% der insulinpro-

duzierenden ß-Zellen zerstört sind, tritt die Erkrankung in Erscheinung (Gilles-

pie 2006, Mehers 2008). 

 

Demgegenüber steht der Diabetes Mellitus Typ II, welcher sich hauptsächlich 

im Erwachsenenalter manifestiert, und auf einer angeborenen oder erworbenen 

Unempfindlichkeit gegenüber Insulin (= Insulinresistenz) sowie einer gestörten 

Insulinsekretion der Bauchspeicheldrüsenzellen beruht. Das Krankheitsbild des 
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Diabetes Mellitus Typ II entwickelt sich auf dem Boden eines metabolischen 

Wohlstandssyndroms. Dieses ist gekennzeichnet durch das gehäufte Zusam-

mentreffen der 4 Risikofaktoren Hypertonie, Hyperinsulinämie, Adipositas und 

Dyslipoproteinämie ( Triglyceride↑, HDL-Cholesterin↓). Daraus entwickelt sich 

mit ansteigendem Lebensalter eine herabgesetzte Insulinwirkung an den wich-

tigsten Zielgeweben des Körpers für Insulin - also der Skelettmuskulatur, der 

Leber und des Fettgewebes. Auf Grund des chronischen Überangebotes an 

Glukose sowie dem ständig erhöhten Insulinspiegel fällt sowohl die Anzahl als 

auch die Sensibilität der Insulinrezeptoren in diesen Gebieten ab. Die von der 

Bauchspeicheldrüse produzierte Menge an Insulin reicht nicht mehr aus, um 

den Überschuss an Glukose abzubauen und die Senkung des Blutzuckerspie-

gels zu gewährleisten.  

 

Bei der gestörten Insulinsekretion handelt es sich vor allem um quantitative 

Veränderungen des vom Pankreas sezernierten Hormons Insulin. Nach einer 

anfänglichen Hypersekretion des Hormons, kommt es zu einer sekretorischen 

Dekompensation, welche nicht mehr für den eigenen Bedarf ausreichend ist 

(=relativer Insulinmangel). Die Inselzellen werden über einen längeren Zeitraum 

vermehrt beansprucht, was zu ihrer Erschöpfung führt und somit zu einem ma-

nifesten Diabetes Mellitus führt. Im Gegensatz zum Diabetes Mellitus Typ I geht 

der Krankheitsverlauf eher schleichend voran. 

 

Zusätzlich zu den zwei genannten Formen gibt es noch weitere Formen des 

Diabetes Mellitus wie den LADA-Diabetes (Late onset Autoimmunity Diabetes in 

the Adult), den MODY-Diabetes (Maturity Onset Diabetes in the Young) oder 

den Gestationsdiabetes. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen neue Aspekte der Behandlung des Diabetes 

Mellitus Typ I vorgestellt werden. Aus diesem Grund wird auf eine vertiefte Dar-

stellung der Therapie des Typ II Diabetes an dieser Stelle verzichtet. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Blutzucker
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutzucker
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1.3  Therapie des Diabetes Mellitus Typ I 

Das Ziel einer jeden Diabetestherapie ist eine Normalisierung der physiologi-

schen Blutzuckerwerte mit Vermeidung von hypo- und hyperglykämischen Pe-

rioden. Dadurch soll die Entwicklung akuter und chronischer Komplikationen 

verhindert werden und gleichzeitig eine möglichst hohe Lebensqualität erhalten 

bleiben.  

1.3.1  Patientenschulung 

Grundlegende Voraussetzung für jede Art der Diabetestherapie stellt die Schu-

lung des Betroffenen dar. Sie vermittelt den Diabetikern die nötigen Informatio-

nen über ihre Erkrankung sowie die damit verbundene Behandlung und ermög-

licht ihnen somit, ihren Alltag mit der vorhandenen Stoffwechselkrankheit best-

möglich in den Griff zu bekommen. In diesen Schulungen werden Themen wie 

die Bestimmung des Blutzuckerspiegels zur Kontrolle des Stoffwechsels, Um-

gang mit Medikamenten (Insulin, Insulindosisanpassung), diabetesgerechte 

Ernährung sowie Vorbeugung und Umgang mit diabetischen Folgeerkrankun-

gen behandelt. Im Rahmen solcher Schulungen soll der Diabetiker auf die Not-

wendigkeit eines langfristigen Betreuungskonzeptes aufmerksam gemacht wer-

den, um somit das Ziel einer optimalen Stoffwechseleinstellung zu erreichen 

und das Auftreten von Folgeerkrankungen zu minimieren. Anbieter für diese 

Schulungen reichen von niedergelassenen Ärzten, Krankenhäusern, Diabetes-

fachkliniken bis zu Krankenkassen, Vereinen und Heilpraktikern.  

1.3.2  Ernährung 

Eine weitere wichtige Säule in der Therapie des Diabetes Mellitus stellt die rich-

tige Ernährung dar. Während in der Vergangenheit strenge Diätvorschriften für 

den Diabetiker vorherrschten, bei denen 6 bis 8 zeit- und mengengerechte 

Mahlzeiten pro Tag vorgeschrieben wurden, ist der Diabetiker heutzutage eher 

in der Lage, seine Ernährung individueller zu gestalten. So unterscheidet sich 

die Ernährung eines Diabetikers heutzutage kaum mehr von einer ausgewoge-

nen, gesunden Ernährung eines Nicht-Diabetikers.  

http://www.medhost.de/diabetes/folgeerkrankungen.html
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Der Diabetiker sollte jedoch beachten, dass er ausgewogene, kalorienreiche 

Nahrungsmittel zu sich nimmt, um bei der Arbeit und in der Freizeit leistungsfä-

hig zu sein und nicht in Unterzucker zu verfallen. Dabei sind mehrere kleinere 

Mahlzeiten (5-6) auf den Tag verteilt besser als wenige große. Das hat den Vor-

teil, dass der Insulinbedarf nicht so großen tageszeitlichen Schwankungen un-

terliegt und die meist noch vorhandene, jedoch geringe Insulinrestproduktion 

zur Kohlehydratverstoffwechselung ausreicht. Aus diesem Grunde spielen Koh-

lenhydrate eine wichtige Rolle bei der Ernährung der Diabetiker und stellen die 

wichtigsten Energielieferanten dar. Rund 50 bis 60 Prozent der Gesamtenergie 

sollten in Form von Kohlenhydraten aufgenommen werden. Kohlenhydrate stel-

len bei muskulärer Belastung die wichtigste Energiequelle für den Körper dar 

und stehen dem Körper als Glykogenspeicher in Muskulatur und Leber zur Ver-

fügung. Es sollten vor allem Nahrungsmittel, die Mehrfachzucker enthalten, 

aufgenommen werden. Mehrfachzucker werden erst im Darm in ihre Bestand-

teile - also in Einfachzucker - gespalten und lassen dadurch den Blutzucker erst 

langsam ansteigen. Mehrfachzucker sind vor allem in Obst und Getreideproduk-

ten wie Getreide (Brot), Bohnen, Reis, Nudeln und Kartoffeln enthalten.  

 

Ungünstig sind schnell resorbierbare Monosaccharide (Glukose) und Disaccha-

ride (Rohrzucker, Milchzucker), da sie extrem schnell ins Blut gelangen und so 

den Blutzucker schnell ansteigen lassen können. Fette sollten in Maßen geges-

sen werden und nicht mehr als 30% der Gesamtenergie betragen. Wenn man 

fetthaltige Nahrungsmittel zu sich nimmt, sollte man Nahrungsmittel mit einem 

hohen Anteil an ungesättigten Fettsäuren (Oliven- oder Rapsöl) und Omega-3-

Fettsäuren (Fisch, Nüsse, einige grünblättrige Gemüsesorten) bevorzugen. 

Diese fetthaltigen Nahrungsmittel sollen die vorzeitige Entwicklung einer Arte-

riosklerose verzögern.  

 

Bei Eiweißen gelten die gleichen Richtlinien wie bei Nicht-Diabetikern. Einen 

Proteinanteil von 10-15% an der Gesamtenergiemenge ist ausreichend. Bei 

einsetzender Mikroalbuminurie sollte die Eiweißzufuhr jedoch dann reduziert 

werden. 
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1.3.3  Medikamente 

Patienten mit einem Diabetes Mellitus Typ I leiden an einem absoluten Insulin-

mangel. Daher sind Typ-I-Diabetiker auf eine lebenslange externe Insulinzufuhr 

angewiesen. Bei der Art der Insulintherapie wird zwischen der konventionellen 

und der intensivierten Insulintherapie unterschieden sowie der Insulinpumpe, 

die eine Sonderform der intensivierten Insulintherapie darstellt. 

 

Bei der konventionellen Insulintherapie wird kurzwirksames Normalinsulin 

und langwirksames Verzögerungsinsulin in einem festen Mischverhältnis zwei 

bis drei Mal am Tag verwendet. Man injiziert hierbei 2/3 der Tagesdosis vor 

dem Frühstück und 1/3 der Dosis vor dem Abendessen. Der Spritz-Essabstand 

sollte dabei 30 Minuten betragen. Der Vorteil dieses Therapieregimes ist die 

einfache Handhabung und die Anpassung der Insulindosen nach dem eigenen 

Bedarf des Patienten. Der Nachteil besteht darin, dass der Patient die Ernäh-

rung nach dem schon injizierten Insulin ausrichtenuss, d.h., der Patient muss 

sich an ein starres Mahlzeitenschema halten. Weil zwischen den Hauptmahlzei-

ten der Insulinspiegel unphysiologisch hoch ist, muss der Patient mehrere Zwi-

schenmahlzeiten zu sich nehmen, um das Auftreten von Hypoglykämien zu 

vermeiden. Ebenso sind körperliche Bewegung und andere Aktivitäten, die sich 

auf den Blutzuckerspiegel auswirken, im Voraus einzuplanen. Diese Art der 

Therapie führt also zu großen Einschränkungen für die Lebensführung des Pa-

tienten. 

 

Die Intensivierte Konventionelle Insulintherapie erfolgt nach dem Basis- Bo-

lusprinzip und orientiert sich an der physiologischen Insulinsekretion, d.h. die 

Insulinzufuhr wird dem wechselnden Bedarf angepasst. Da der Insulinbedarf 

interindividuell deutlich variieren kann, muss er für jeden Patienten empirisch 

ermittelt werden. Im Durchschnitt beträgt der tägliche Insulinbedarf eines Typ-I-

Diabetikers 0,7 Insulineinheiten (IE)/kg Körpergewicht. 

Grundsätzlich ist zwischen dem basalen, nahrungsabhängigen und dem pran-

dialen, nahrungsunabhängigem Insulinbedarf zu unterscheiden. Der Basalbe-

darf macht etwa 50% des Gesamtbedarfs aus und soll die kontinuierliche Ver-
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sorgung des Körpers mit Insulin unabhängig von der Nahrungsaufnahme si-

cherstellen. Dies wird in der Regel durch eine mindestens zweimalige Injektion 

(morgens und abends) eines Verzögerungsinsulins erreicht. Der erhöhte Insu-

linbedarf zu den Mahlzeiten wird mit der zusätzlichen Injektion von Normalinsu-

lin oder kurzwirksamen Insulinanaloga als Bolus abgedeckt. Die Höhe der Dosis 

richtet sich dabei nach der Größe der Mahlzeit, dem präprandial gemessenen 

Blutzuckerspiegel, der Tageszeit und der geplanten körperlichen Belastung. 

Erhöhte Blutzuckerwerte vor den Mahlzeiten können durch eine zusätzliche 

Gabe von schnellwirksamen Insulinpräparaten nach einem Korrekturplan beho-

ben werden. Diese Art der Therapie bietet dem Diabetiker die Chance, seine 

Mahlzeiten frei zu wählen. Voraussetzungen dafür sind Blutzuckermessungen 

vor den Mahlzeiten und vor dem Schlafengehen sowie eine Schulung des Pa-

tienten. 

 

Eine weitere Möglichkeit der Diabetes Therapie stellt die Verwendung einer In-

sulinpumpe dar. Bei dieser Therapie erfolgt mit Hilfe einer externen Pumpe 

eine kontinuierliche subkutane Zufuhr an Normalinsulin, das den Basalbedarf 

des Körpers an Insulin abdeckt. Zusätzlich zu den Mahlzeiten - abhängig vom 

Blutzuckerwert und der Nahrungsmenge - sind Bolusinsulingaben über die 

Pumpe möglich. Indikationen für eine solche Insulinpumpe stellen ein aus-

geprägtes Dawn-Phänomen, ein schwer einstellbarerer Diabetes, Schwanger-

schaft, sowie große Variationen im Tagesablauf, die nicht mit der üblichen in-

tensivierten Therapie bewältigt werden können, dar. Komplikationen dieser The-

rapie sind lokale Entzündungen, ein erhöhtes Risiko für ketoazidotische Ent-

gleisungen sowie Hypoglykämiegefahr bei ungenügender Blutzuckerselbstkont-

rolle. 
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1.4 Folgeerkrankungen des Diabetes Mellitus Typ I 

1.4.1 Mikroangiopathie 

Auf Grund der chronisch erhöhten Blutzuckerwerte beim Diabetes kommt es zu 

Strukturveränderungen an den kleineren Gefäßen. Dabei kommt es zu einer 

gesteigerten nichtenzymatischen Glykosylierung von Basalmembranen, was zu 

einer Verdickung der Membranen führt und letztlich zum Auftreten von Mikro- 

und Makroangiopathien. Weiterhin kommt es zum einen zu einer erhöhten 

Durchlässigkeit der Gefäßwände, in deren Folge Blutungen auftreten können. 

Zum anderen entstehen an den Gefäßwänden Plaques, die Gefäßverschlüsse 

mit entsprechenden Durchblutungsstörungen verursachen können. Gebiete, an 

denen die diabetische Mikroangiopathie vor allem zu finden ist, sind die Netz-

haut des Auges (=Retina) und die Nieren. 

1.4.1.1  Diabetische Retinopathie 

Bei der diabetischen Retinopathie handelt es sich ich um eine diabetesspezifi-

sche Erkrankung der Retina auf dem Boden einer Mikroangiopathie. Auf Grund 

von den diabetischen Struktur- und Gefäßveränderungen kommt es zu Durch-

blutungsstörungen mit Blut- und Eiweißaustritten aus den geschädigten Gefä-

ßen. Die Folge hiervon sind Veränderungen des Augenhintergrundes wie Punk-

teinblutungen ins Augeninnere, Mikroaneurysmen, Makulaödeme und Narben-

bildungen, die zu Sehstörungen bis hin zur Erblindung führen können.  

 

Die Entwicklung der diabetischen Retinopathie hängt maßgeblich von der lang-

fristigen Blutglukoseeinstellung ab. Hypertonie und Rauchen fördern die Prog-

ression. Studien zeigen, dass nach 5-jähriger Diabetesdauer 67 % aller Patien-

ten mit Diabetes Mellitus Typ I an einer Retinopathie erkrankt sind (Malone 

2001, Fong 2004). Nach 15-20 Jahren leiden mehr als 90% aller Diabetiker an 

einer Retinopathie, wovon rund 60% eine proliferative Retinopathie ist (Fong 

2004, Jawa 2004). 
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1.4.1.2  Diabetische Nephropathie 

Eine weitere mikroangiopathische Folgererkrankung des Diabetes stellt die 

Nephropathie dar. Rund 40% aller Diabetiker weltweit leiden an einer diabeti-

schen Nephropathie (Gross 2005). Die Prävalenz von Typ-I-Diabetikern inner-

halb von 15 Jahren eine diabetische Nephropathie zu entwickeln, liegt bei ca. 

80% (American Diabetes Association 2004). 

 

Der Diabetes Mellitus verursacht eine Schädigung der Nierenstruktur im Sinne 

einer diabetischen Mikroangiopathie und den damit verbundenen Durchblu-

tungsstörungen. Als Folge davon kommt es zu einer Verdickung der Basal-

membran der glomerulären Kapillaren der Niere durch Einlagerung von Pro-

teoglykanen, verbunden mit einer zunehmenden Sklerosierung des umgeben-

den Gewebes sowie eine Verbreiterung des Mesangiums. Durch Schädigung 

der glomerulären Gefäße ist deren Permeabilität erhöht und es kommt zu einem 

Verlust der Filtrationsselektivität, was in einer Mikro- bzw. Makroalbuminurie 

mündet. Die Folge hiervon ist ein chronisches Nierenversagen, das eine regel-

mäßige Dialysetherapie notwendig werden läßt. Des weiteren resultiert aus der 

Nierenschädigung ein Hypertonus, der in der Regel medikamentös behandelt 

werden muss. ACE-Hemmer spielen bei der Therapie eine große Rolle, weil sie 

neben der Blutdrucksenkung auch eine positive Wirkung auf die Nierendurch-

blutung haben.  

1.4.2 Diabetische Neuropathie 

Die Prävalenz der Diabetischen Neuropathie variiert von 10% innerhalb eines 

Jahres nach Feststellung der Diagnose bis zu 50% bei Patienten, die 25 Jahre 

oder länger an Diabetes leiden (Vinik 1992, Sima 2004). Die Durchschnittsprä-

valenz liegt bei rund 30% (Tesfaye 1996). 

 

Unter dem Begriff der diabetischen Neuropathie versteht man die Kombination 

der durch Diabetes mellitus verursachten Störungen des peripheren sensomo-

torischen und des autonomen Nervensystems. Hierbei spielen sowohl osmoti-

sche Zellschädigungen und metabolische Störungen (Bildung von nichtenzyma-

http://de.wikipedia.org/wiki/Nierenk%C3%B6rperchen#Mesangium
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tischen fortgeschrittenen Glykosylierungsprodukten) als auch mikroangiopathi-

sche Veränderungen im Bereich der nervenversorgenden Blutgefäße eine gro-

ße Rolle. So finden sich bei der peripheren Polyneuropathie sensorische Symp-

tome wie Parästhesien, Taubheitsgefühl und Schmerzen („burning feet―). Ty-

pisch für die Beschwerdesymptomatik ist, dass sie nachts am stärksten sind 

und sich beim Gehen bessern. In der klinischen Untersuchung zeigen sich feh-

lende oder abgeschwächte Muskeleigenreflexe, Sensibilitätsstörungen und 

vermindertes Vibrationsempfinden sowie eine Verlangsamung der Nervenleit-

geschwindigkeit. Die autonome Neuropathie präsentiert sich an Hand einer 

Reihe von ganz unterschiedlichen Krankheitsbildern an den von den autono-

men Nerven innervierten Organen. Dazu zählen Symptome des kardiovaskulä-

ren Systems (z.B. Ruhetachykardie, orthostatische Hypotonie, stumme 

schmerzlose Myokardischämien und Herzinfarkte), Symptome des Magen-

Darm-Traktes (Störungen der Ösophagusmotalität, diabetische Gastroparese, 

Gallenblasenatonie, anorektale Dysfunktion (Inkontinenz)), Symptome des Uro-

genitalsystems (Erektile Dysfunktion, Blasenatonie), Symptome der Thermore-

gulation (Vasodilatation, verminderte Schweißsekretion), Symptome der Pupil-

len (Pupillenreflexstörungen und Minderung der Dunkeladaptation) und schließ-

lich Störungen im neuroendokrinen System wie Reduktion beziehungsweise 

Fehlen der hormonellen Gegenregulation und Hypoglykämiewahrnehmung oder 

Minderung der Katecholaminsekretion unter orthostatischer und körperlicher 

Belastung. 

1.4.3 Diabetisches Fußsyndrom 

10-20% aller Diabetiker, die älter als 60 Jahre sind, weisen Läsionen im Sinne 

des diabetischen Fuß-Syndroms auf (Boulton 2000). Die Ursache hierfür liegt in 

der verminderten Durchblutung der Extremitäten und die Schädigung der Ner-

ven verbunden mit Gefühlsstörungen und vermindertem Schmerzempfinden in 

den Füßen. Die Folge davon sind offene, schlecht heilende Wunden und diabe-

tischer Gangrän mit tiefen kaum oder nicht abheilenden Ulzerationen, die auch 

heute noch zum Verlust von Extremitäten oder Teilen von Extremitäten führen 

können. Vorbeugende Maßnahmen und eine entsprechende Aufklärung der 
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Patienten über die richtige Fußpflege (regelmäßiges Waschen der Füße mit 

lauwarmem Seifenwasser und gründliches Abtrocknen, Vermeidung von Verlet-

zungen bei der Pediküre), das geeignete Schuhwerk, sowie eine frühzeitige 

antibiotische Therapie bei infizierten Ulzera sind absolut unumgänglich. 

1.4.4 Makroangiopathie 

Beim Diabetes mellitus treten auch Veränderungen an den großen Blutgefäßen 

auf. Hierbei handelt es sich um arteriosklerotische Veränderungen an Zerebral-, 

Koronar- und Beinarterien. KHK, zerebrale und periphere arterielle Verschluss-

krankheiten treten bei Diabetikern in Abhängigkeit vom Krankheitsbeginn früher, 

stärker und häufiger auf als bei Nichtdiabetikern. Vor allem in Verbindung mit 

erhöhten Blutfettwerten, Hypertonie, Adipositas und Nikotingenuss sind chro-

nisch erhöhte Blutzuckerwerte wesentliche Risikofaktoren für kardiovaskuläre 

Ereignisse wie Herzinfarkte und Schlaganfälle. 

 

1.5.   Pankreastransplantation zur Wiederherstellung der 

körpereigenen Insulinsekretion 

Die Pankreastransplantation hat sich seit der ersten klinisch erfolgreichen 

Durchführung im Jahre 1966 an der University of Minnesota durch Kelly zu ei-

nem allgemein akzeptierten Verfahren in der Therapie des Diabetes mellitus 

Typ I entwickelt (Kelly 1967). Die Inselzelltransplantation und die Pankreas-

transplantation stellen die einzigen Möglichkeiten zur Behandlung eines Diabe-

tes Mellitus Typ I dar, welche dauerhaft durch Wiederherstellung der endoge-

nen Insulinsekretion einen konstanten normoglykämischen Zustand ermögli-

chen. Dadurch wird nicht nur eine positive Beeinflussung der diabetischen Fol-

geschäden, sondern auch eine Verbesserung der Lebensqualität bei Typ I Dia-

betikern erzielt (Robertson 1992, Sutherland 2001a, Sutherland 2001b, Drognitz 

2004). 

 

Hinsichtlich der Technik unterscheidet man bei der Pankreastransplantation drei 

unterschiedliche Verfahren. Die SPK- (Simultaneous Pancreas Kidney), PAK- 
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(Pankreas After Kidney) und die PTA-Transplantation (Pancreas Transplanta-

tion Alone) (Sutherland 2001a, Sutherland 2001b). Bei der SPK werden gleich-

zeitig Niere und Pankreas transplantiert, bei der PAK zuerst eine Niere und erst 

später das Pankreas und bei der PTA wird nur das Pankreas transplantiert. 

 

SPK und PAK sind die häufigsten Pankreastransplantationen und werden bei 

urämischen Typ I Diabetikern mit terminaler Niereninsuffizienz durchgeführt, bei 

denen aufgrund einer diabetischen Nephropathie auch eine Indikation zur Nie-

rentransplantation besteht. Es werden dabei Pankreas, ein Teil des Duode-

nums, Teile von Arteria- und Vena iliaca, Niere und Ureter eines Verstorbenen 

transplantiert (Sutherland 2001a, Sutherland 2001b). Die PTA wird nur bei nicht 

urämischen Diabetikern durchgeführt, bei denen schwerwiegende diabetische 

Komplikationen, Versagen der konventionellen Insulintherapie oder nicht be-

herrschbare Stoffwechselentgleisungen bestehen (Bretzel 1996, Sutherland 

2001a, Sutherland 2001b).  

 

Seit der ersten Pankreastransplantation im Jahre 1966 wurden die Daten der 

weltweit durchgeführten Pankreastransplantationen an das International  

Pancreas Transplant Registry (IPTR) und das United Network for Organ Sha-

ring (UNOS) in den USA weitergegeben. Bis zum Jahre 2004 wurden weltweit 

32.000 Pankreata transplantiert, 17.000 alleine in Amerika (Gruessner und Su-

therland 2005, IPTR). 

 

Während die Pankreastransplantation in ihren Anfängen zwischen den Jahren 

1966 bis 1980 mit einer 1-Jahres-Organ-Funktionsrate von 21%, und einer 1-

Jahres-Patientenüberlebensrate von 67% keine Alternative (Sollinger 1994, 

Gruessner und Sutherland 2005) zur exogen Insulintherapie darstellte, hat sich 

das Bild in den Jahren danach doch drastisch gewandelt. So wurden sowohl 

durch Verbesserung der chirurgischen Technik als auch durch die Einführung 

neuer, verbesserter Immunsuppressionstherapeutika in den Jahren 2002 bis 

2004 eine 1-Jahres-Überlebensrate der Empfänger laut International Pancreas 

Transplant Registry von über 94%, und eine 1-Jahres-Transplantat-
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Funktionsrate von 80-85% erreicht. Die Verlustrate innerhalb eines Jahres liegt, 

aufgrund der Immunsuppression (Tacrolimus, Mycophenomofetil) und der Anti-

körperinduktionstherapie bei 2% für die SPK , 8% für die PAK und 10% für die 

PTA (Gruessner und Sutherland 2005). 

 

 

 

 
Abb. 1.1 zeigt die Anzahl der Pankreastransplantationen bis 2004 auf der 

Grundlage der Daten der IPTR (Gruessner und Sutherland 2005). 

 

 

Obwohl die Pankreastransplantation damit zu einer standardisierten Methode in 

der Behandlung des Diabetes Mellitus Typ I geworden ist, weist sie gegenüber 

der Inselzelltransplantation doch einige Nachteile auf. So ist die Pankreastrans-

plantation ein aufwendigerer chirurgischer Eingriff, welcher nur an kreislaufsta-

bilen Patienten vorgenommen werden kann, so dass dadurch die Mortalität wie 

auch die Morbidität im Vergleich zur Inselzelltransplantation erhöht sind (Sollin-
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ger 1998, Boker 2001, Pileggi 2006). Auf Grund der geringen Organdurchblu-

tung des Pankreas und der Tatsache, dass bei der Gesamtorgantransplantation 

auch der exokrine Anteil mittransplantiert wird, treten einige Komplikationen bei 

diesem Eingriff auf. Diese wären Thrombosen des Pankreas, Transplantatpank-

reatitis, (peri)pankreatische Infektionen, sowie Komplikationen chirurgischer Art 

wie Anastomoseninsuffizienzen, Blutungen, Hyperinsulinämie mit Hypoglykämie 

als auch metabolische Azidosen, um nur die häufigsten zu nennen (Stock 2004, 

Gruessner und Sutherland 2005 ). 

 

1.6  Inselzelltransplantation zur Wiederherstellung der kör-

pereigenen Insulinsekretion  

1.6.1  Entwicklung der Technik: 

Neben der Pankreastransplantation stellt die Inselzelltransplantation die einzige 

dauerhaft kurative Möglichkeit in der Behandlung eines Diabetes dar. Mit ihr 

hoffte man, den Nutzen der Pankreastransplantation ohne seine möglichen 

Komplikationen und Risiken zu erhalten. Bei Inselzelltransplantation werden nur 

die Langerhans´schen Inselzellen der Bauchspeicheldrüse verpflanzt, welche 

alle zur Regulierung des Blutzuckerhaushaltes erforderlichen endokrinen Zellen 

enthalten. Dadurch hoffte man den Komplikationen, welche sich durch den  

exokrinen Pankreasanteil ergeben, zu entkommen (Bretzel 1986 und 1987). Die 

Inselzellen werden hierbei meistens im Rahmen eines minimal-invasiven Ein-

griffes durch eine direkte perkutane, transhepatische Punktion der Pfortader 

(Shapiro 2000, Boker 2001, Rayan 2001 und 2002, Markmann 2003) oder eine 

Mini-Laparatomie indirekt durch Punktion der mesenterialen Gefässe (Berney 

2000) in die Pfortader des Empfängers infundiert. Die Inselzellen werden dann 

über den portalen Blutstrom in die Leber-Sinusoide eingeschwemmt, von wo 

aus sie ihre Funktion aufnehmen (Robertson 2004). 

Die Infusion der Langerhans´schen Inseln in die Leber stellt bisher die einzige 

Möglichkeit dar, die beim Menschen dauerhaft erfolgreich zu einer Insulinunab-

hängigkeit nach Inselzelltransplantation führte (Stock 2004).  
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Andere Implantationsorte wie zum Beispiel das grosse Netz, die Milz oder die 

Submukosa des Oberen Gastrointestinaltraktes waren ebenfalls Gegenstand 

vieler tierexperimenteller Untersuchungen, wiesen jedoch nicht den nötigen Er-

folg auf (Yasunami 1983, Ao 1993, Tchervenivanov 1994). 

 

Als Pionier auf dem Gebiet der Inselzellisolierung ist Stanislaw Moskalewski 

anzusehen. Er berichtete erstmals im Jahre 1965 über eine erfolgreiche Isolie-

rung und Kultivierung von Langerhans´schen Inseln aus dem Pankreas mittels 

enzymatischer Methode (Kollagenaselösung) im Schweinemodell (Moskalewski 

1965). Die von ihm entwickelte Methode der Inselzellisolierung wurde von Lacy 

und Kostianovsky 1967 weiterentwickelt und verbessert (Lacy 1967). Mit Hilfe 

dieser Methode wurden schließlich bei verschiedenen Tierspezies – vor allem 

dem Nagetier - Langerhans´sche Inselzellen isoliert (Bretzel 1987). Sie wurde 

somit zur Standardmethode der Inselzellisolierung beim Nagetier, ließ sich je-

doch nicht ohne weiteres auf die Bauchspeicheldrüsen größerer Tiere oder des 

Menschen anwenden. 

 

Im Jahre 1972 führten Ballinger und Lacy die ersten erfolgreichen Transplanta-

tionen von intakten pankreatischen Inseln an Ratten durch. Sie zeigten, dass 

eine Transplantation von circa 400-600 Inseln in die Bauchhöhle oder die Ober-

schenkelmuskulatur bei diabetisch gemachten Ratten die diabetische Stoff-

wechsellage wie Hyperglykämie, Glukosurie oder Polyurie signifikant verbesser-

te und diabetische Spätfolgen verhindert werden konnten (Ballinger 1972). 

 

Eine Reihe von weiteren Untersuchungen bestätigten diese Ergebnisse und 

zeigten einen Benefit in der Verhinderung von diabetischen Spätkomplikationen 

bei frühzeitiger Inselzelltransplantation. So konnte sowohl im Tiermodell als 

auch beim Menschen bewiesen werden, dass bei einer frühzeitigen Inselzell-

transplantation eine diabetische Nephropathie verhindert werden kann (Hu 

1989, Fiorina 2003). Auch die Entwicklung der diabetischen Neuropathie konnte 

durch eine frühzeitige Inselzelltransplantation verhindert werden, wie an Hand 

verschiedener Studien gezeigt wurde (Schmidt 1983, Britland 1991, Lee 2005). 



   25 

 

Hammes und Bretzel zeigten im Jahr 1993, dass durch eine frühzeitige Insel-

zelltransplantation die diabetische Retinopathie im Rattenmodell verhindert 

werden kann (Hammes 1993). 

 

Durch Abwandlung der bisherigen Methode zu Isolierung der Inselzellen wur-

den 1975 Inselzelltransplantationen an Rhesusaffen durchgeführt. Dazu wurden 

die Tiere zuvor durch partielle Pankreatektomie und Streptozotozin diabetisch 

gemacht. Diese von Scharp durchgeführten Transplantationen waren von Erfolg 

gekrönt. 5 Tiere erhielten Inselzellen von anderen Rhesusaffen über die Pforta-

der infundiert. Es wurde eine Normoglykämie von bis zu 6 Wochen nach Trans-

plantation sowie eine annährend normale Glukosetoleranz erreicht (Scharp 

1975). 

 

In den 70iger Jahren erfolgte in Minnesota die erste erfolgreiche autologe Insel-

zelltransplantation am Menschen. Wahoff berichtete über eine Insulinunabhän-

gigkeit von 74% nach autologer Inselzelltransplantation bei 14 Patienten, die 

sich einer totalen Pankreatektomie unterzogen haben und mehr als 300.000 

Inselzellen in die Pfortader appliziert bekommen haben (Wahoff 1995). 

 

Scharp berichtete im Jahre 1990 über die erste erfolgreiche allogene Inselzell-

transplantation mit aufgereinigten Inselzellen am Menschen. Er applizierte ei-

nem Menschen 800.000 humane Inseln in die Pfortader und konnte eine Insu-

linfreiheit von 22 Tage nach Transplantation nachweisen (Scharp 1990). 

 

Der Schritt zur Anwendung der Inselzelltransplantation im klinischen Bereich für 

den Menschen wurde erst durch eine Verbesserung und Weiterentwicklung auf 

dem Gebiet der Inselzellisolation möglich. Mit Einführung der automatisierten, 

kontinuierlichen Digestions-Filtrationsmethode zur Isolierung humaner Inselzel-

len durch Ricordi et al. im Jahr 1988 konnte ein Durchbruch auf dem Gebiet der 

Inselzelltransplantation erreicht werden (Ricordi 1988 und 1990). Gemeinsam 

mit der Verwendung des Enzyms Liberase erhöhte sich die Inselausbeute pro 

Organ sowie die Menge transplantierter Inseln und führte so zu einer Verbesse-
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rung der Transplantationsergebnisse (Oberholzer 2001). Die Einführung dieser 

automatischen Methode erlaubte die Gewinnung einer suffizienten Anzahl an 

Inselzellen - sogar von nur einem menschlichen Spenderpankreas - um nach 

einer Allotransplantation bei Typ-I-Diabetikern den Verlust eines Diabetes zu 

ermöglichen und eine Insulinunabhängigkeit wahrscheinlicher zu erreichen. Mit 

dieser Methode begann eine neue Ära der klinischen Inselzelltransplantation in 

den frühen 90iger Jahren (Bretzel 2007). 

 

In Deutschland wurde die erste klinische Inselzelltransplantation im Jahre 1992 

von Bretzel am Zentrum in Gießen durchgeführt. Dabei wurde einer 37-jährigen 

Patientin, die vier Jahre zuvor im Rahmen einer Lebendspende eine Niere ihrer 

Mutter bekommen hatte, 350.000 isolierte Langerhans´sche Inselzellen, welche 

von nur einem Pankreas gewonnen wurden, transplantiert. Diese Inseln wurden 

in Lokalanästhesie mittels Seldinger-Kathetertechnik transkutan-transhepatisch 

über das Pfortadersystem in die Leber infundiert. Dabei wurde nach 400 Tagen 

eine Insulinunabhängigkeit erreicht (Bretzel 1993). 

 

Erst durch die Gründung der Internationalen Inselzelltransplantation Registratur 

(ITR) im Jahre 1980 in Lyon konnten weltweit in größerem Umfang Daten und 

Informationen über Einflussfaktoren auf das Transplantatüberleben, Dauer des 

Diabetes sowie Ursachen des Transplantatversagens gesammelt und ausge-

tauscht werden. 

 

Zwischen den Jahren 1990 und 2000 wurden am Zentrum in Gießen 66 alloge-

ne Inselzelltransplantationen durchgeführt, weltweit waren es 355 Transplanta-

tionen (Brendel 2001). Nach der Erfahrung mit mehr oder weniger schlechten 

Ergebnissen bei Inselzelltransplantationen in den frühen 90iger Jahren, wurde 

von der Gruppe in Giessen ein neues Immunsuppressionsprotokoll für Simulta-

ne Nieren-/Inselzelltransplantationen (SIK) und Inselzell- nach Nierentransplan-

tation (IAK) eingeführt (Hering 1994, Bretzel 1999). Es beruhte im Regelfall auf 

einer vierfachen Immunsuppressionstherapie. Prä- bzw intraoperativ wurde eine 

ATG-Bolustherapie angewandt, die im Vergleich zur konventionellen ATG-
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Therapie nach Transplantation Vorteile bezüglich des Transplantatüberlebens, 

Abstoßung und verzögerter Funktion liefert. Postoperativ wurden Steroide, 

Cysclosporin A, Azathioprin oder Mycophenomofetil gegeben (Kaden 2002, 

Bretzel 2007). Mit Hilfe dieser Immunsuppressionstherapie konnte eine 1-

Jahres-Insulinunabhängigkeit von bis zu 26% bei Patienten, die eine simultane 

Nieren-/Inselzelltransplantation (SIK) erhielten, am Zentrum in Giessen erreicht 

werden. Dabei wurde eine 3-Monats-Inselzellfunktionsrate von 75% für Insel-

zell-/nach Nierentransplantation (IAK) und von 100% für simultane Nieren-

/Inselzelltransplantationen (SIK) beobachtet (Hering 1994, Bretzel 1999, Bretzel 

2007). Weltweit variierte die 1-Jahres-Insulinunabhängigkeitsrate zu diesem 

Zeitpunkt zwischen 8 und 14% bis zum Jahre 1999. Die 1-Jahres-

Patientenüberlebensrate betrug dabei 96% und das 1-Jahres-

Transplantatüberleben 35%. Die maximale Insulinunabhängigkeit lag bei 70 

Monaten (Brendel 2001, Bretzel 2007). 
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Abb. 1.2: Dargestellt ist die 1-Jahres Insulinunabhängigkeitsrate (Daten vom 

ITR, 1990-1999) bei C-Peptid negativen SIK/IAK-Empfängern behandelt am 

Zentrum in Gießen (Bretzel 1999) und von ITA-Empfängern behandelt am Zent-

rum in Edmonton (Bretzel 2007). 

 

 

Ähnlich der Einteilung der Pankreastransplantation gibt es auch für den klini-

schen Bereich der Inselzelltransplantation derzeit 6 verschiedene Transplanta-

tionsarten für Typ-I-Diabetiker: 

 

 Simultane allogene Nieren-Inselzelltransplantation bei Typ-I-Diabetikern 

(SIK = Simultaneous Islet Kidney) (Bretzel 1999)  

 Allogene Inselzelltransplantation nach Nierentransplantation bei Typ-I-

Diabetikern (IAK = Islet after Kidney) (Bretzel 1999) 
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 Alleinige allogene Inselzelltransplantation (ITA = Islet Transplant Alone) 

o Bei schwerer autonomer (kardialer) Neuropathie 

o Bei starken Blutzuckerschwankungen (Brittle Diabetes) oder 

schwerer Insulinresistenz 

o Bei schwerer diabetischer Nephropathie 

o Bei ausgeprägten Hypoglykämiewahrnehmungs- und gegenregu-

lationsstörungen (Federlin 1999, Marzorati 2007) 

 Autologe Inselzelltransplantation nach Pankreatektomie wegen 

chronisch rezidivierender Pankreatitis oder benignen Tumoren 

(Pyzdrowski 1992) 

 Simultane allogene Leber-Inselzelltransplantation (SIL = Simultaneous 

Islet Liver) nach oberer abdominaler Exenteration bei malignen Abdomi-

naltumoren (Ricordi 1990) 

 Kombinierte Insel-Lungentransplantation bei Patienten mit Cystischer 

Fibrose (Bühler 1996) 

 

Der entscheidende Durchbruch in der Inselzellforschung erfolgte im Jahre 2000 

durch das sogenannte Edmonton Protokoll. Eine Arbeitsgruppe um den kanadi-

schen Forscher Shapiro konnte an der Universität von Alberta nachweisen, 

dass eine Insulinunabhängigkeit von 80% nach einem Jahr nach allogener In-

selzelltransplantation bei sieben Patienten mit Hilfe einiger Ab- und Verände-

rungen des Präparationsprotokolls, des Zelltransplantationsprotokolls, der im-

munologischen Induktionstherapie und der Folgebehandlung reproduzierbar 

und dauerhaft erreicht werden kann (Shapiro 2000). Während das Gießener 

Immunsuppressionsprotokoll aus Steroiden, Cyclosporin A, Azathioprin und 

ATG bestand, wurde hier auf Steroide gänzlich verzichtet. Es wurde ein Im-

munsuppressionsschema benutzt, das aus einer Induktionstherapie mit dem 

Interleukin-2-Rezeptor Daclizumab bestand und einer Erhaltungstherapie, die in 

geringer Dosis Tacrolimus und Sirolimus beinhaltete (Shapiro 2000). 

 

Desweiteren wurde die Menge der in die Leber infundierten Inselzellen zum 

Erreichen einer Insulinunabhängigkeit auf mindestens 11.000 Inselzell-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1614463?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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äquivalente (IEQ) pro kg Körpergewicht erhöht - der Standard lag bis zu diesem 

Zeitpunkt bei 6.000 IEQ pro kg Körpergewicht wie die Gruppe in Gießen berich-

tete (Bretzel 1993). Um dies zu erreichen, wurden Inselzellen von zwei bis drei 

Spendern für die Transplantation verwendet (Shapiro 2000).  

 

Ausserdem wurden frisch isolierte Inselzellen transplantiert ohne vorherige 

mehrtätige Zellkultur oder Kryokonservierung wie es bei früheren Transplantati-

onsschematas gängig war (Bretzel 1993, Bretzel 2007). Dadurch konnte der 

Inselverlust während der Kulturphase vermieden werden und eine maximale 

Anzahl an Inseln konnte transplantiert werden (Shapiro 2000). 

 

Darüber hinaus wurde auf früher oft verwendetes fetales Kalbsserum während 

des Isolationsprozesses verzichtet, welches die Immunogenität der Inseln stei-

gert. Stattdessen wurde Humanalbumin während der Purifikation verwendet 

(Shapiro 2000, Bretzel 2007). 

 

Zusätzlich wurde zur Reduzierung von hypoxischen Inselzellschäden versucht 

die kalte Ischämiezeit unter 8 Stunden zu halten (Shapiro 2000). 

 

Nach dem Durchbruch in der klinischen Inselzelltransplantation durch das Ed-

monton-Protokoll wurde im Jahr 1999 vom Immune Tolerance Network (ITN) 

des National Institutes of Health (NIH) und der Juvenile Diabetes Research 

Foundation (JDRF) eine internationale, multizentrische Studie ins Leben geru-

fen. Diese wird derzeit an insgesamt neun Zentren - wovon sechs in der 

USA/Canada und drei in Europa (darunter Gießen in Deutschland) sind - nach 

dem so genannten Edmonton-Protokoll durchgeführt. Dabei beschränkte sich 

jedes Zentrum darauf, die Isolationstechnik und das Immun-

suppressionsprotokoll der Edmontongruppe zu verwenden. Ziel dieser Studie ist 

eine konstante Reproduzierung und Durchführbarkeit des Verfahrens, welches 

vom Transplantationszentrum der Universitätsklinik in Edmonton entwickelt 

wurde und letztendlich zu einer Insulinunabhängigkeit des Patienten führt. 
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Des Weiteren soll eine Optimierung des Präparations- und Isolationsvorganges, 

der Immunsuppressionstherapie und der Patientennachbetreuung angestrebt 

werden (Berney 2001, Oberholzer 2001, Jaeckel 2004, Shapiro 2006). 

 

Die Ergebnisse dieser ersten internationalen, multizentrischen Studie für Insel-

zelltransplantation wurde vor kurzem vom Immune Tolerance Network (ITN) 

veröffentlicht. 36 Patienten wurden in dieser Studie mit dem Edmonton Protokoll 

an neun Zentren in Nordamerika und Europa behandelt. 11 der Empfänger 

(31%) erhielten eine Inselzellinfusion, 9 (25%) zwei und 16 (44%) erhielten drei 

Inselzellinfusionen. Die Insulinunabhängigkeitsrate 1 Jahr nach Transplantation 

betrug bei diesen Patienten 44%. 28% der Fälle zeigten zwar eine Inseltrans-

plantat-Funktion (signifikante C-Peptidspiegel) aber keine Insulinunabhängigkeit 

(„Partielle Funktion―). Mit anderen Worten wurde die Inseltransplantatfunktion 

innerhalb eines Jahres in 72% der Fälle aufrechterhalten, wohingegen sich bei 

28% der Empfänger ein komplettes Transplantatversagen innerhalb eines Jah-

res zeigte (Shapiro 2006, Bretzel 2007). 

 

In einer Studie von Warnock aus dem Jahr 2008 wurde bei 43 Patienten das 

Outcome der Inselzelltransplantation mit der medikamentösen Insulintherapie in 

Bezug auf diabetisch bedingte Komplikationen wie Glukose-Stoffwechsel 

(HbA1c), Entwicklung einer Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie vergli-

chen. Die Inselzelltransplantation wurde nach dem Edmonton-Protokoll durch-

geführt. Die Dauer der Studie betrug durchschnittlich 3818 Monate. Dabei 

zeigte sich, dass mit Hilfe der Inselzelltransplantation eine signifikante Verbes-

serung des C-Peptidspiegels im Vergleich zur Insulintherapie erzielt werden 

konnte (HbA1c in (%) von 7,50.9 mit Insulintherapie versus 6,60.7 mit Hilfe 

der Inselzelltransplantation). Desweiteren wurde durch die Inselzell-

transplantation ein geringeres Voranschreiten der Retinopathie erreicht (10 von 

82 betroffenen Augen nach Behandlung mit Insulin  versus 0 von 51 nach Insel-

zelltransplantation). In der Entwicklung einer Nephropathie und Neuropathie 

konnten keine signifikante Unterschiede zwischen den beiden zu vergleichen-

den Verfahren gefunden werden. Unter beiden Behandlungen kam es zu einem 
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Rückgang sowohl von Nephropathie wie auch Neuropathie. Insgesamt konnte 

mit dieser Studie gezeigt werden, dass durch die Inselzelltransplantation die 

Insulinabhängigkeit reduziert und die Stoffwechseleinstellung bei vielen Patien-

ten verbessert werden kann. Zusätzlich kommt es durch die Inselzelltransplan-

tation zu einer signifikanten Verhinderung des Voranschreitens der diabetischen 

Retinopathie (Warnock 2008). 

 

Nach der Einführung des Edmonton-Protokolls folgte ein noch nie dagewese-

nes exponentielles Wachstum an klinischen Inselzelltransplantationen. So wur-

den von 1999 bis 2005 652 Patienten mit einem Diabetes Typ I an 47 Zentren 

weltweit behandelt. Das repräsentiert einen signifikanten Meilenstein, da jetzt 

mehr Patienten mit einem Diabetes Typ I in den letzten 6 Jahren Inselzellim-

plantate erhalten haben als in der gesamten 30jährigen Geschichte der Insel-

zelltransplantation. 
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Abb. 1.3: Dargestellt sind die Inseltransplantationszentren mit der Anzahl der 

beim Menschen durchgeführten allogenen Inselzelltransplantationen zwischen 

1999-2005 (Bretzel 2007). 

 

Zwischen Januar 1990 und Dezember 2004 wurden der ITR 458 gut dokumen-

tierte Inselzelltransplantationsfälle gemeldet, die in eine Follow-Up-Studie ein-

gingen. An Hand dieser Fälle zeigte sich eine signifikante Verbesserung der 

Inseltransplantatfunktion auf 82% und der Insulinunabhängigkeit auf 43% durch 

die Einführung des Edmonton-Protokolls. Besonders die kumulative 1-Jahres-

Patientenüberlebensrate betrug 97%, mit 96% in der IAK-, 96% in der SIK- und 

100% in der ITA-Empfängergruppe (Bretzel 2007). 
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Abb. 1.4: Dargestellt ist in (a) das kumulative 1-Jahres Inseltransplantatüberle-

ben und in (b) die Insulinunabhängigkeitsraten bei 458 gut dokumentierten C-

Peptid negativen Typ-I-diabetischen Empfängern nach allogener Inselzelltrans-

plantation (Bretzel 2007). 

 

Demgegenüber steht die Gruppe der autologen Inselzelltransplantationen. So 

wurden zwischen den Jahren 1990 und 2005 der ITR weltweit 275 Inselauto-

transplantationen gemeldet. Einschliesslich historischer Fälle betrug die Ge-

samtzahl an Inselzellautotransplantationen 375 (Brendel 2001, Bretzel 2007). 

Transplantiert wurden Patienten, die auf Grund anderer Ursachen ihr ursprüng-
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liches Pankreas (z.B. durch eine Pankreatitis ohne Verlust des β-Zellapparates) 

verloren haben. Bei diesen Patienten betrug die Insulinunabhängigkeit länger 

als eine Woche 75% und die lnsulinunabhängigkeit größer als ein Jahr 48% bei 

einer transplantierten Inselmenge von mehr als 300.000 Inselzelläquivalenten 

(IEQ). Die längste Insulinunabhängigkeit nach totaler Pankreatektomie wurde in 

einem Zeitraum von mehr als 16 Jahre beobachtet (Brendel 2001, Bretzel 

2007). 

 

1.7 Verfahren zur Bestimmung der Inselzellmasse 

1.7.1 Volumenbestimmung 

Über Jahre hinweg wurden zahlreiche Verfahren zur Inselmassenbestimmung 

bei Menschen und großen Tieren entwickelt und weiterentwickelt. Da es zu die-

sem Zeitpunkt jedoch noch keine standardisierten Kriterien zur Bestimmung der 

Isolationsergebnisse gab, waren eine Interpretation und ein Vergleich der Er-

gebnisse schier unmöglich. Bis zu diesem Zeitpunkt war die Kenntnis der An-

zahl an transplantierten Inselzellen zur Festlegung einer Dosis für Transplanta-

tionszwecke nicht ausreichend genug, da Inselzellpräparationen aus Zell-

clustern variierender Größen bestanden. So wurde ein Workshop auf dem 2. 

Kongress für Pankreas- und Inselzelltransplantation in Minneapolis im Jahre 

1989 veranstaltet, um ein gemeinsames und standardisiertes Konzept zur In-

selbestimmung bei großen Säugetieren, einschließlich des Menschen, zu ent-

wickeln. 

 

Die Suche nach einer gemeinsamen Basis zum Ausdruck der Inselmenge für 

Transplantationszwecke führte zur weltweiten Einführung des Inselzell-

äquivalentes (IEQ) als Standardeinheit des Inselzellvolumens (Stegemann 

1998). Bei einem Inselzelläquivalent (IEQ) handelt es sich um eine fast kugel-

förmige Insel mit einem Durchmesser von 150 µm (Scharp 1992).  
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An Hand der kugelförmigen Gestalt der Inselzellen lautet die Formel zur Be-

rechnung des Inselvolumens (V) wie folgt: 

 

 

   V =  4/3 × π × r3  

 

r = Radius der Inselzelle 

 

Die hier beschriebene konventionelle manuelle Methode zur Bestimmung der 

Inselzellausbeute mittels Volumenbestimmung stellt eine visuelle Methode dar. 

Zu Beginn der Auswertung erhält der Beobachter eine Probe an isolierten Insel-

zellen mit einem bekannten Verhältnis der Gesamtmenge an isoliertem Gewebe 

(Stegemann 1998). Es ist wichtig mehrere Proben zu sammeln und auszuwer-

ten, um Zählfehler zu minimieren - so z. B. 5 Aliquots von 50 µl nach Suspensi-

on der Inselpräparation in einem 200 ml Behälter (Ricordi 1990). 

 

Um eine Inselzelle von einem Klumpen exokrinen Gewebes, von Ganglien, 

Lymphknoten oder so genannten Membranbällen zu unterscheiden, wird die 

Platte mit Dithizon (DTZ) bedeckt. DTZ färbt Zink in den Insulin-Granula in ein 

charakteristisches Rot ein. Nach dem Anfärben der Probe ist es dann möglich, 

die nun rot erscheinenden Inseln zu erkennen und zu zählen (Latif 1988, Ricor-

di 1990). 

 

Mit Hilfe eines Hellfeldmikroskops, welches im Objektträger eingebaute Gitter-

netzlinien enthält, beginnt der Beobachter nun mit der Auswertung der Insel-

zellausbeute. Durch dieses Gitternetz ist der Beobachter in der Lage, einen 

Durchschnittsradius der Inselzelle zu bestimmen. Der Beobachter wählt nun 20 

zufällige Felder aus und zählt die mit DTZ gefärbten Objekte darin, die einen  

Durchmesser größer als 50 µm haben, aus (Ricordi 1990, Stegemann 1998). 

Objekte, welche einen kleineren Durchmesser als 50 µm besitzen werden bei 

der Methode der Volumenbestimmung ignoriert, da ihr Anteil am Gesamtvolu-

men des isolierten Gewebes signifikant gering ist (Ricordi 1990). 
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An Hand des so ermittelten Durchmessers werden diese Inselzellen nun in ver-

schiedene Größenklassen aufgeteilt (Tabelle 1.1). Um nun die Gesamtausbeu-

te einer Präparation ausgedrückt in Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) zu 

erhalten, wird folgendes Prinzip angewendet: Die in jeder Größenklasse befind-

lichen Inselzellen, wurden mit den für ihre Größenklasse unterschiedlichen Um-

rechnungsfaktoren multipliziert. Diese Umrechnungsfaktoren der einzelnen 

Durchmesserklassen in Inselzellen von 150 µm Durchmesser (= Inselzelläqui-

valente) basieren auf dem Durchschnittsvolumen dieser Klasse geteilt durch 

das Volumen einer Inselzelle mit 150 µm Durchmesser. So beträgt zum Beispiel 

der Umrechnungsfaktor für die Durchmessergrößenklasse 50-100 µm: 

 

 

0,5(4/3 π 253 + 4/3 π 503) / 4/3 π 753 = 0,167 

 

( van der Burg 1997). 

 

Mit Hilfe dieser Umrechnungsfaktoren ist es somit nun möglich, die Gesamtin-

selanzahl jeder Präparation in die Zahl an Inselzelläquivalente (IEQ) auszudrü-

cken. Die dann ermittelte Anzahl an IEQ der Probe kann dann hochgerechnet 

werden, um die Ausbeute der gesamten Inselzellisolation anzugeben (Stege-

mann 1998). 
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Tab. 1.1:  Klassische Internationale Methode der IEQ - Bestimmung 

Dargestellt ist die Bestimmung des Inselzellvolumens für jede 50 µm Durch-

messergrößenklasse und der relative Umrechnungsfaktor in Inseln von 150 µm 

Durchmesser. 

 

Inseldurchmesser in 

µm 

Durchschnittsvolumen 

in µ3 

Umrechnung in In-

seln von 150 µm 

Durchmesser 

50-100 294,525 0,16 

100-150 1,145,373 0,66 

150-200 2,977,968 1,7 

200-250 6,185,010 3,5 

250-300 11,159,198 6,3 

300-350 18,293,231 10,4 

350-400 27,979,808 15,8 

400-450 40,611,628 23,0 

450-500 56,581,390 32,0 

 

 

Neben der oben beschriebenen manuellen Methode der Volumenbestimmung 

wurden auch computergestützte Methoden zur Bestimmung der Inselzellaus-

beute beschrieben (Niclauss 2008). Die isolierten und gereinigten Inselzellen 

wurden dabei wie bei der Standardmethode mit DTZ angefärbt und im An-

schluss mit Hilfe einer Digitalkamera abgebildet. Im Anschluss erfolgt dann ein 

Vergleich der Inselzellausbeute berechnet nach dem manuellen oben beschrie-

benen Verfahren, der manuellen Analyse von Digitalbildern sowie auch compu-

tergestützten Auswertungen. Die manuelle Analyse erfolgte durch Verwendung 

des Adobe Photoshop Programms, mit dessen Hilfe Gitternetzlinien über die 

Digitalbilder gelegt wurden. Die computergestützte Auswertung dagegen erfolg-

te mit Hilfe der MetaMorph und der ImageJ -Software. 
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Die Ausbeute an IEQ wurde dann auf zwei Arten ermittelt. Zum einen indem die 

Inselzellen gemäß ihrem Durchmesser nach dem Ricordi-Algorithmus mit Hilfe 

der verwendeten Umrechnungsfaktoren multipliziert wurden. Zum anderen, in-

dem das individuelle Volumen jeder Inselzelle zur Berechnung der Ausbeute an 

Inselzelläquivalenten (IEQ) verwendet wurde. 

Alternativ dazu wurde das längliche Volumen der Inselzellen bestimmt, indem 

man sich ein zigarrenartiges sphärodiales Objekt vorstellte, gleich einer um ihre 

Hauptachse drehenden Ellipse. 

 

Im Vergleich der Ergebnisse zwischen der digital manuellen und der computer-

gestützten Analyse zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei der Aus-

wertung der Mittelwerte von Inselzellanzahl und Anzahl an IEQ. Bei der konven-

tionellen manuellen Methode dagegen ergaben sich höhere Werte für die Insel-

zellanzahl. Die Verteilung der Anzahl an IEQ gemäß den Inseldurchmessern 

war für die standardisierte manuelle, digital manuelle und computergestützte 

Analyse ähnlich. Es zeigte sich jedoch eine bessere Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse bei der computergestützten Analyse im Vergleich zur manuellen 

Analyse. Die Anzahl an IEQ war um 16% höher bei der Auswertung der Digital-

bilder mit Hilfe des Ricordi-Algorithmus im Vergleich zur Auswertung mit Hilfe 

der Bestimmung des individuellen Inselzellvolumens gemäß ihrer arithmeti-

schen Summe aus den einzelnen IEQ- Werten. 

Im Vergleich zur Berechnung mit Hilfe der Bestimmung des länglichen Inselvo-

lumens und der Bestimmung der individuellen Inselvolumina ergab sich eine 

40% höhere Anzahl an IEQ- Werten (Niclauss 2008). 

1.7.2 Flächendichtemessung 

An Hand von einigen Studien, auf welche im Anschluss noch näher eingegan-

gen wird, konnte gezeigt werden, dass Inselzellen nicht immer kugelförmige 

runde Organellen verstreut in einem dreidimensionalen Raum darstellen. Daher 

wurde von unserer Arbeitsgruppe zur Bestimmung der Inselausbeute die Me-

thode der Flächendichtemessung eingeführt. Diese Methode stellt eine Anwen-

dung des Delesse-Prinzips dar, welches gewöhnlich zur Volumendichtebestim-
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mung bei morphometrischen Analysen benutzt wird (Delesse 1847, Weibel 

1979). 

 

Delesse, ein französischer Geologe, untersuchte im Jahre 1847 die quantitative 

Zusammensetzung eines Gesteines, indem er die Volumina der einzelnen Ge-

steinskomponenten bestimmte. Dazu legte er Papier auf den Schliff des Ge-

steines, zeichnete die Konturen der Gesteinskomponenten nach, schnitt diese 

Teile aus dem Papier heraus und wog das Papier des Gesteins sowie das der 

einzelnen Komponenten. Er folgerte, dass sich das Verhältnis der An-

schnittsflächen der Komponenten zur Anschnittsfläche des Referenzkörpers 

genauso verhält, wie das Verhältnis des Volumens der Komponenten zum Vo-

lumen des Referenzkörpers (Weibel 1979, Voith 2002). Er formulierte demnach 

folgende Beziehung: 

 

 

Vv  =  Aa (1) 

 

Vv: Volumendichte der Komponenten 

Aa: Flächendichte der Komponenten 

 

Diese von Delesse formulierte Aussage stellte eines der fundamentalsten Prin-

zipien in der Stereologie dar. Er zeigte zum ersten Mal damit, dass ein zufälliger 

Schnitt mengenmäßig repräsentativ sein kann für die Anordnung des Materials, 

von dem er abstammt (Weibel 1979, Voith 2002). 

 

Rosival benutzte im Jahre 1898 ein aus Linien bestehendes Messsystem. Er 

setzte die Länge der Linien, welche die Komponenten trafen ins Verhältnis zur 

Gesamtlänge der Linien, die den Referenzkörper trafen. Daraus ergab sich fol-

gende Relation: 
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Vv  =  Ll (2) 

 

Ll: Längendichte der Komponente 

 

Dieses Prinzip wurde im Jahre 1933 von Glagolev modifiziert. Er führte ein 

Punktraster ein und setzte die Anzahl der Punkte, welche die Komponenten 

trafen in Beziehung zur Gesamtzahl der Punkte, welche den Referenzkörper 

trafen. 

 

 

Vv  =  Pp (3) 

 

Pp: Punktdichte der Komponenten 

 

Das Verhältnis des Volumens der Komponente zum Volumen des Referenzkör-

pers verhält sich genauso wie das Verhältnis der Punkte, welche die Kompo-

nente treffen zur Gesamtzahl der Punkte, die den Referenzkörper treffen. 

 

 

Aus der Verknüpfung der Formeln 1, 2 und 3 ergab sich die Formel des Deles-

se-Prinzipes zur Volumendichtemessung/ Flächendichtemessung: 

 

 

 Vv  =  Aa  =  Ll  =  Pp 

 

(Weibel 1979, Voith 2002). 

 

Das Delesse- Prinzip besagt demnach, dass eine dreidimensional Struktur als 

Fläche in einem Satz von zweidimensionalen Schnitten betrachtet werden kann 

(Nyengaard 1999). 
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Auf unsere Methode zur Bestimmung der Inselzellausbeute angewandt, handelt 

es sich bei der Flächendichte demzufolge um diejenige Fläche, welche von den 

Inselzellen besetzt wird, ausgedrückt in % im Verhältnis zur Gesamtfläche 

(Lembert 2003). Hierbei spielt die bei der Volumenbestimmung wichtige regulä-

re kugelförmige Inselgestalt zur Ermittlung der Inselzellausbeute keine Rolle 

mehr. Dieses Vorgehen nach dem Prinzip der Flächendichtemessung gibt In-

formationen über das Gesamtvolumen in mm3 oder die Volumenverteilung in % 

der Inselzellen im Pankreas oder in der Inselfraktion nach der Purifikation. Sie 

wurde bisher noch nicht routinemäßig zur Berechnung der IEQ angewandt, da 

die verschiedenen Inselgrößenklassen unterschiedlich viel zur Bestimmung der 

Inselausbeute als IEQ beitragen. Erst die Kenntnis aller einzelnen Inselgrößen 

ist für die Berechnung nötig (Lembert 2003).  
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1.8 Ziele und Fragestellungen der Arbeit 

Die Aufschlüsselung der Isolationsergebnisse nach Transplantationszentren 

zeigte, dass der Transplantationserfolg sehr stark von der Erfahrung der Trans-

plantationszentren in der Inselzellisolierung und somit der Gewinnung der Insel-

zellen als Inselzelläquivalente (IEQ) abhängt. So konnten die erfahrenen Zent-

ren mit einem hundertprozentigen Erfolg zur Studie beitragen, wohingegen die 

unerfahrenen mit einem hundertprozentigen Misserfolg beitrugen (Stock 2004, 

Shapiro 2006). 

 

Ein kritischer Schritt in der Gewinnung von Inselzellen zur Transplantation stellt 

nach klinischen Kriterien die Berechnung der Inselzelldosis in Anzahl an Insel-

zelläquivalenten (IEQ) dar. Nach der heute gültigen Definition handelt es sich 

bei einem Inselzelläquivalent um eine fast kugelförmige Inselzelle mit einem 

Durchmesser von 150 µm (Ricordi 1990). Da wie bereits erwähnt die isolierten 

Inseln meistens nicht kugelförmig und auch nicht symmetrisch geformt sind, 

muss der Operator eine grobe Einteilung der Inseln gemäß ihrem Durchmesser 

in Größenklassen vornehmen. Im Anschluss wird dann für jede Klasse die An-

zahl an IEQ berechnet, indem die Inselzellen mit Umrechnungsfaktoren multip-

liziert werden, welche auf dem Durchschnittsvolumen der einzelnen Klassen 

basieren. Diese Art der Berechnung ist zwangsweise stark fehlerbehaftet und 

vor allem nicht reproduzierbar. Nach der initialen mikroskopischen Bewertung 

besteht keine Möglichkeit einer unabhängigen retrospektiven Berechnung des 

Inselertrages (Stegemann 1998, Fernandez 2005).  

Um die genannten Nachteile in der Berechnung der Inselzellausbeute als Insel-

zelläquivalente (IEQ) zu beseitigen, wurde von unserer Arbeitsgruppe 2003 ein 

alternatives Auswertungsverfahren zur Inselzellberechnung mittels Flächendich-

temessung entwickelt (Lembert 2003). Diese Methode erlaubt im Gegensatz zur 

konventionellen Methode eine benutzerunabhängige retrospektive Analyse des 

Inselertrages. Diese retrospektive reproduzierbare Berechnung des Inselertra-

ges ist vor allem wichtig zur Herstellung von Inselzelltransplantaten nach GMP-

Kriterien, auf welche im Anschluss noch näher eingegangen wird. 
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In der hier vorliegenden Arbeit soll nun dieses entwickelte Verfahren der Flä-

chendichtebestimmung mit dem konventionellen Verfahren zur Volumenbe-

stimmung in der Berechnung der Inselzellausbeute als Insellzelläquivalente 

(IEQ) verglichen werden. Es soll untersucht werden, ob die Flächendichtemes-

sung eine zuverlässige Untersuchungsmethode zur Bestimmung der Inselzell-

dosis für die klinische Anwendung darstellt. 

 

Die derzeitige Verwendung der Flächendichtemessung basiert auf der empiri-

schen Beobachtung, dass das klassische und das neu entwickelte Verfahren zu 

sehr ähnlichen Ergebnissen bei der Berechnung der Inselmenge führen. Die 

zugrunde liegende Vermutung ist, dass die Häufigkeitsverteilung der Inseln 

nach der Isolation so beschaffen ist, dass sie bei der Berechnung des Inselvo-

lumens durch die Flächendichte den stetig steigenden Einfluss des Volumens in 

der klassischen Berechnung der IEQ genau kompensiert. Diese Hypothese wird 

im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht. Damit soll diese Arbeit dazu die-

nen, die bereits in der klinischen Anwendung befindliche Technik der Flächen-

dichtemessung experimentell und rechnerisch zu untermauern. 

 

Im Einzelnen sollen folgende Schwerpunkte in dieser Arbeit abgehandelt wer-

den: 

 

 Die klassische Berechung der Inselmenge basiert auf einer zweidimen-

sionalen Größenbestimmung und einer dreidimensionalen Extrapolarisa-

tion. Die neue entwickelte Flächendichteberechnung basiert nur auf einer 

zweidimensionalen Analyse. An Hand eines Rechenbeispieles soll unter-

sucht werden, ob bei Anwendung über kleinen und großen Inselzellen 

die Flächendichtemessung systematisch größere oder kleinere Ergeb-

nisse liefert? 

 

 Kann es eine theoretische Größenverteilung von Inselzellen geben, die 

zu gleichen Ergebnissen bei Anwendung beider Auswertmethoden führt? 
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Gefordert ist dabei ein mathematischer Zusammenhang, der aus der 

Größenverteilung der Inseln/ Häufigkeitsverteilung eine Gerade über alle 

Größenklassen macht (konstanter Beitrag der Inseln jeder Größenklas-

sen zur Berechnung der Anzahl an Inselzelläquivalenten). 

 

 Im praktischen Teil soll die tatsächliche Größenverteilung von porzinen 

Inselzellen nach der Purifizierung ermittelt werden. Dazu werden 12 rea-

le Inselzellpräparationen untersucht. Zur manuellen Auswertung dient 

das Adobe Photoshop Programm. Die Größenverteilung von porzinen 

Inselzellen soll bestimmt werden und mit Literaturwerten verglichen wer-

den.  

 

 Die natürliche Größenverteilung soll mit der theoretisch zu fordernden 

verglichen werden und Fehlergrenzen sollen erarbeitet werden, welche 

die Anwendbarkeit der Flächendichte in der Praxis festlegen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   46 

 

2. Material und Methoden 

2.1  Das Schwein als Versuchstier 

Man verwendete zur Isolierung von Langerhans´schen Inseln die Pankreata 

junger Hybrid-Schlachtschweine beiderlei Geschlechts. Die Pankreata der Ver-

suchstiere wurden am Schlachthof in Rottenburg und Gärtringen entnommen. 

Die Tiere waren bei der Schlachtung ca. 6 Monate alt und wogen ungefähr 100 

kg. 

 

Zur Präparation wurden nur unverletzte und nicht ödematöse Organe verwen-

det und komplett auf dem Schlachthof entnommen. Dazu wurde das Schwein 

durch einen medianen Bauchschnitt eröffnet und das Pankreas mitsamt seiner 

umgebenden Bindegewebskapsel vorsichtig von Darm und Milz abgetrennt. Die 

warme Ischämiezeit betrug dabei 20 Minuten. Das Pankreas wurde dann sofort 

von seiner Bindegewebskapsel und von umgebendem Fett- und anderem Ge-

webe befreit. Danach wurde es gewogen. Der duodenale Lappen des Pankreas 

wurde abgetrennt und in kalter HBSS Lösung für spätere biochemische Analy-

sen aufbewahrt. Im Anschluss wurde der Milzlappen des Schweinepankreas 

präpariert und der Ductus pancreaticus aufgesucht. In diesen wurde eine Kanü-

le (20G x 32mm) eingeführt, welche mit chirurgischem Nahtmaterial fixiert wur-

de. Über eine 50-ml-Perfusionsspritze, an die ein Schlauch befestigt war, wur-

den etwa 50 ml eiskalte UW Lösung infundiert, um das Organ haltbar zu ma-

chen und die Organintegrität zu demonstrieren (Brandhorst 2005, Klaffschenkel 

2007). Beide Pankreasteile wurden dann in kaltem HBSS Medium gelagert und 

auf schnellstem Wege ins Labor befördert, um sogleich weiterverarbeitet zu 

werden. Der Verdauungsschritt begann ungefähr 3 Stunden nach der Organ-

entnahme, was einer kalten Ischämiezeit von 3 Stunden entsprach. Der Desin-

tegrationsvorgang wurde eingeleitet, indem über den kanülierten Ductus panc-

reaticus major das 150 ml Liberase-Medium vollständig infundiert wurde. Das 

Organ wurde durch das Injizieren der Enzymlösung komplett aufgebläht  

(Ricordi 1988). 
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      A 

 

      B 

 

Abb. 2.1: Dargestellt ist in (A) ein typischer Schweinepankreas nach Präparati-

on und Einführen der Perfusionsspritze zur Integritätsprüfung und in (B) nach 

Beginn des Desintegrationsvorganges durch Injektion der Kollagenaselösung. 
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2.2 Geräte 

Alle im Folgenden nicht aufgeführten Geräte entsprachen der üblichen Ausstat-

tung in wissenschaftlichen Labors. 

 

2.2.1 Schweineinselgewinnung und Purifikation 

 

 

2.3  Chemikalien 

Alle im Folgenden nicht aufgeführten Chemikalien wurden von der Firma Merck, 

Damstadt in p.a.-Qualität bezogen. 

Edelstahl-Verdaukammer mit Sieb 

(1mm Maschenweite) mit 750 ml 

Füllvolumen 

Eigenbau (nach Ricordi et al. 1988) 

Kamera Nikon Collpix 4500  

Membran-Einsätze für Zellkultur Millicell; Porengröße: 3 µm Millipore 

Schlauchpumpe MCP- Standard, ISM 404, Ismatec, 

Wertheim-Mondfeld 

Mikroskop Olympus Stereo IM, Olympus, Ja-

pan 

Software Adobe Photoshop 6.0 

Zellseperator COBE 2991, Blood Cell Processor  

Zentrifuge Sorvall, RC 5C plus 

Analysenwaage: Sartorius Handy, Sartorius Schweiz 

Brutschrank mit CO2- Regler B 5060 E, Heraeus, Hanau 

Gamma Counter Cobra Packard 

Software: Graph Pad Prism Version 2.0, San 

Diego, CA, USA 
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2.3.1 Schweineinselgewinnung, Purifikation und Perfusion 

 

Dithizon Sigma, Taufkirchen 

Enterokinase EC 3.4.21.9, Sigma-Aldrich, Stein-

heim, Deutschland (spezif. Aktivität 

2,4 U/mg) 

Biocoll 

HBSS-Puffer 

Biochrom AG, Berlin, Germany 

Biochrom AG, Berlin, Germany 

HEPES-Puffer  Biochrom AG, Berlin, Germany, 25 

mM 

Liberase PI zur Inselzellisolierung Boehringer Mannheim, Deutschland 

UW-Lösung, Viaspan DUPONT Pharma, Niederlande 

 

2.4  Lösungen zur Schweineinselzellgewinnung 

Kammermedium 

Zur Herstellung des Kammermediums wurde steriler HBSS-Puffer mit 25mM 

HEPES versetzt. 

 

Liberase Medium 

Zur Herstellung des Liberase Mediums wurde 1,5 mg pro g Pankreasgewebe 

der gefriergetrocknet gelieferten Liberase in 150 ml Kammermedium, das vor-

her auf 37°C erwärmt wurde, vollständig gelöst. 

 

Elutionsmedium 

Zur Herstellung des Elutionsmediums wurde HBSS-Puffer mit 25mM HEPES 

versetzt. 

 

Waschmedium 

Zur Herstellung des Waschmediums wurde HBSS-Puffer mit 25mM HEPES 

versetzt. 
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Dithizonlösung 

10 mg Dithizon wurden in 1ml Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. 500 µl dieser 

Lösung wurden mit 10 ml Kammermedium verdünnt, 10 Minuten bei 1100 g 

zentrifugiert und der Überstand anschließend durch einen Filter mit 0,2 µm Po-

rengröße filtriert. Die Lösung muss am Versuchstag frisch zubereitet werden. 

 

Gradient-Lösung 

Zur Reinigung der Inselzellen wurde ein diskontinuierlicher Gradient mit Biocoll-

fertigmedium und UW- Lösung verwendet. 

Um die Bodenschicht der Gradientenlösung herzustellen, wurden 200 ml der 

Biocollösung (Dichte 1,2 g/ml) mit 50 ml der UW-Lösung vermischt. 

Die mittlere Schicht des Gardienten bestand aus 50 ml der Biocollösung und 50 

ml der UW-Lösung (Dichte 1,09 g/ml). 

Als oberste Schicht dienten 100/120 ml der UW-Lösung (Dichte 1,05 g/ml). 

 

2.5  Isolierung der Inselzellen 

Die Inselisolierung erfolgte in drei Schritten in einem modifizierten geschlosse-

nen System. Man wendete die kontinuierliche Digestions-Filtrationsmethode an 

(modifiziert nach Ricordi 1988) (Schritt I). Vor dem Digestionsvorgang wurde 

das System auf 37°C vorerwärmt, indem 1L HBSS mit HEPES versetzt durch 

das System gepumpt wurden. Im Anschluss wurde der geblähte Pankreas-

schwanz in die aus Edelstahl bestehende Verdaukammer eingebracht. Diese 

wurde dann mit ca. 600 ml Kammermedium aufgefüllt. Die Verdaukammer weist 

2 Schlauchanschlußstücke auf und eine Öffnung zur Entnahme von Proben mit 

Hilfe einer Insulinsspritze. Bereits verdautes Gewebe wurde mit Hilfe der 8 

Stahlkugeln - und regelmäßigem, vorsichtigen manuellen Schütteln - oder mit 

einem sich stetig drehenden Rührfisch aus dem Gesamtverband gelöst. Nach-

dem der Deckel der Kammer mit dem eingesetzten Metallsieb aufgesetzt wur-

de, füllte man das System komplett mit dem Kammermedium auf und stoppte 

die Zeit. Das grobmaschige Sieb, das die Ricordi-Kammer unterteilt, erlaubt nur 

Gewebeteilen, die 500 μm oder kleiner sind, den Durchtritt und dient so zum 
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Filtern größerer Gewebsstücke. Das Kammermedium wurde mit Hilfe einer 

Schlauchpumpe mit einer Flussrate von 200ml/min im Kreis gepumpt und dabei 

mit einer Heizschlange auf 37°C temperiert. Die Kammertemperatur muss wäh-

rend der Liberation konstant zwischen 36,5°C und 37°C (optimaler Wirkungs-

grad der Liberase) gehalten werden. Nach circa 10 Minuten wurden dann alle 3 

bis 5 Minuten mit Hilfe einer Insulinspritze aus der Kammer Proben genommen. 

Diese werden dann mit der Dithizonlösung auf einen Objektträger gegeben und 

unter dem Stereomikroskop wird dann der Isolationsvorgang beurteilt. Dithizon 

bindet an die Zinkionen des Insulins und färbt so die Inselzellen in ein charakte-

ristisches rot ein (Latif 1988, Ricordi 1990). Sowie dann unter dem Mikroskop 

die ersten freien Inseln, also Inseln ohne exokrinem Anhang mit einem Durch-

messer >100 µm, gefunden wurden, wurde der Digestions-Filtrationsschritt ge-

stoppt. 

 

Als II. Schritt folgte der Waschschritt (Elution) der Inseln. Dazu benutzte man 

2 Liter des Elutionsmediums und spülte das System mit einer Flussrate von 100 

ml/min. Das Eluat wurde über zwei dazwischengeschaltete Kühlplatten, die di-

rekt mit der COBE 2991 verbunden waren, in den Beutel des COBE transpor-

tiert und dort zentrifugiert (2 min bei 2000 U/min). Der COBE 2991 Cell- Pro-

cessor wird in der Transfusionsmedizin routinemäßig zur Trennung von Blutzel-

len verwendet. Ein Maximum von 600 ml Digest/Eluat (10°C) wurde sofort zent-

rifugiert (1min bei 1500 U/min). Der Beutel des COBE, in der sich das 

Eluat/Digest befand, wurde komplett ausgeleert und ein konzentriertes Di-

gest/Eluat von 50 ml wurde in dem Beutel zurückgelassen. Mittels Dithizonfär-

bung  überprüfte man das Effluat (14°C), ob sich in ihm noch Inselzellen befin-

den. Im Anschluss wurde die Ricordi-Kammer mit frischem HBSS Puffer gespült 

und das gekühlte Effluat wurde wieder in der COBE zentrifugiert. Dieses Ver-

fahren wiederholte man bis eine Gesamtmenge von 3 Litern Puffer die COBE 

passiert hatten.  

 

Die Reinigung der Langerhans´schen-Inselzellen (Schritt III) von exokrinen 

Gewebeteilen (Purifizierung) wurde als Dichtegradientenzentrifugation im  
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COBE 2991 Cell Processor durchgeführt (Robertson 1993). Hierzu benutzte 

man einen diskontinuierlichen Gradienten, hergestellt aus Biocollmedium und 

UW-Lösung (Krickhahn 2002). Bei der Dichtegradientenzentrifugation nutzte 

man die Differenz der gewebespezifischen Dichte zwischen Inselgewebe und 

exokrinem Gewebe aus. Die exokrinen Partikel bleiben auf Grund ihrer höheren 

Dichte in den Schichten mit der höchsten Dichte hängen, während die leichte-

ren Inseln in die Schicht ihrer Dichte wandern und von dort aus isoliert werden 

können. Die Bodenschicht des Gradienten wurde in den COBE hinzugefügt und 

über einen Zeitraum von 15 Minuten mit Hilfe der Mixfunktion des COBE ge-

mixt, um das konzentrierte Gewebe zu lösen. Danach wurde die mittlere 

Schicht zu dem sich drehenden COBE (1000 rpm) hinzugefügt, gefolgt von der 

obersten Schicht. Im Anschluß fügte man das Digest hinzu, in dem es auf den 

Gradienten aufgetragen wurde (Krickhahn 2002, Klaffschenkel 2007). In den 

folgenden 5 Minuten des Zentrifugierens (1000 U/min) wanderten die Inseln 

innerhalb des Gradienten zu der Schicht ihrer spezifischen Dichte. Anschlie-

ßend wurde der Gradient mit erhaltenem Gewebe und Inseln in 20-ml-

Fraktionen in Zentrifugenröhrchen abgepumpt. Aus jedem der Röhrchen wur-

den 100 μl entnommen und mit 300 μl Dithizon gefärbt. Die Fraktionen in den 

Röhrchen, die über die meisten Inselzellen verfügten, wurden mit Waschme-

dium versetzt und zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Überstand verworfen 

und das Pellet noch einmal gewaschen und auf 5 ml pro Fraktion eingeengt. 

 

 

2.6  Quantifizierung der Inselausbeute 

Die Bestimmung der Inselausbeute erfolgte auf zwei Arten - nach dem konven-

tionellen Prinzip mit Hilfe der Volumenbestimmung als auch nach dem Prinzip 

der neu entwickelten Flächendichtemessung. 

Dem praktischen Teil wurde ein Rechenbeispiel vorangestellt, in welchem die-

se beiden Verfahren über die üblichen Größenverhältnisse der Inselzellen an-

gewendet wurden. Als Grundlage hierfür dienten 10 imaginäre Inselzellen ver-

schiedener Durchmessergrößen. Es sollte die Anzahl an Inselzelläquivalenten 
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(IEQ) sowohl mit der Methode der Volumenbestimmung als auch mit der Flä-

chendichtemessung ermittelt werden. 

 

Bei der Bestimmung der Inselzellausbeute nach der Methode der Volumenbe-

stimmung wurden diese 10 Inselzellen gemäß ihrer Durchmessergröße auf die 

jeweiligen konventionellen Größenklassen aufgeteilt. Für jede Größenklasse 

wurde im Anschluss die Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) berechnet, in-

dem die Inselzellen mit Umrechnungsfaktoren multipliziert wurden. Diese Um-

rechnungsfaktoren beruhten auf dem mittleren Durchschnittsvolumen jeder 

Größenklasse (van der Burg 1997). 

 

Zur Bestimmung der Inselausbeute nach dem Prinzip der Flächendichtemes-

sung wurde zuerst die Bildfläche ermittelt, in welcher sich diese 10 imaginären 

Inselzellen befinden sollten. Diese Bildfläche war auch für den experimentellen 

Teil von Bedeutung. Hierzu wurde als Referenz ein Inselzelläquivalent (IEQ) 

verwendet, das bei den einzelnen Präparationen mitabgebildet wurde. Wie 

schon erwähnt, handelt es sich bei einem Inselzelläquivalent um eine standar-

disierte Inselzelle mit einem Durchmesser von 150 µm, das eine Fläche von 

0,0177 mm2 einnimmt. Mit Hilfe der Histogramm-Funktion des Adobe Photo-

shop Programms ließ sich ein prozentualer Anteil von 7,2% dieses Inselzell-

äquivalentes an der Bildfläche ermitteln. Das entsprach einer Gesamtbildfläche 

von 0,25 mm2 für die einzelnen Präpärationsbilder. 
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Abb. 2.2: Dargestellt ist eine geeichte Inselzelle von 150 µm - ein Inseläquiva-

lent (IEQ) -  welche zur Bestimmung der Bildfläche verwendet wurde 

 

Im Anschluss konnte nun die Flächendichte (AD) - die von diesen 10 Inselzellen 

besetzte Fläche - ermittelt werden. Dazu wurden die Flächen (A) der 10 Insel-

zellen der verschiedenen Durchmessergrößen durch die Bildfläche (0,25 mm2) 

dividiert. Mit Hilfe der Flächendichte war man nun in der Lage, die Anzahl an 

Inselzelläquivalenten zu bestimmen. Dazu wurde die Flächendichte mit dem 

Faktor 14,1 multipliziert. Dieser setzte sich zusammen, indem die Gesamtbild-

fläche durch die Fläche eines IEQ dividiert wurde.  
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Beispielrechnung: 

 

Berechnung der Fläche (A) der 10 Inselzellen mit einem Durchmesser von 

50 µm: 

 

 A = Radius (r2) x π x 10 

 = (d/2)2 x π x 10 

 = 252 µm x π x 10 

 = 19,6 µm2 

 = 0,0196 mm2 

 

 

Berechnung der Flächendichte (AD): 

 

 AD = Fläche der 10 Inseln/ Gesamtbildfläche 

  = 0, 0196 mm2 / 0,25 mm2 

  = 0,0784 

   = 7,84 % 

 

 

Berechnung der Anzahl an IEQ pro beobachteter Fläche: 

 

 IEQ = Flächendichte (AD) * Gesamtbildfläche/ Fläche eines   

IEQ 

  = 7,84 % x 0,25 mm2/ 0,0177 mm2 

  = 7,84 % x 14,1 

  = 1,11 IEQ 
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Im Anschluss an dieses Gedankenexperiment erfolgte die experimentelle 

praktische Inselzellquantifizierung nach Purifikation aus 12 verschiedenen rea-

len Schweineinselzellpräparationen. Hierzu pipettierte man 300 µl aufgereinigte 

Inselzellen aus der auf 5 ml eingeengten Fraktion zusammen mit 300 µl Dithi-

zon in ein Microwell, das eine Fläche von 190 mm2 besaß. Mit 100-facher Ver-

größerung wurden die gereinigten und angefärbten Inselzellen für jede Präpara-

tion unterschiedlich oft fotografiert, wobei jeweils eine Bildfläche von 0,25 mm2 

getroffen wurde. 

 

Die Bestimmung der abgebildeten Inselzellen basierte auf der Analyse von Digi-

talbildern, welche mit Hilfe des Adobe Photoshop Programms bearbeitet wur-

den. Mittels digitaler Bildbearbeitung konnte man die auf dem Bild rot erschei-

nenden Inselzellen in einen schwarzen Flächenanteil umwandeln. Im Anschluss 

wurde die Inselmenge als Anzahl von Inselzellläquivalenten (IEQ) sowohl mit 

der Methode der Volumenbestimmung als auch mit der Methode der Flächen-

dichtemessung bestimmt. 

 

Bei der Methode der Volumenbestimmung wurden die einzelnen Inselzellen 

ausgewählt und in einen neuen leeren Rahmen der gleichen Grösse des Adobe 

Photoshop Programms kopiert. Mit Hilfe der Histogramm-Funktion des Prog-

ramms wurde dann die Größe jeder einzelnen Inselzelle in % der Bildgröße an-

gegeben und als Fläche in mm2 umgerechnet. Aus dieser ermittelten Fläche 

wurde der Durchmesser (d) der Inselzellen berechnet, indem angenommen 

wird, dass jede Inselzelle eine perfekte runde Insel darstellt (Lembert 2003). So 

lautet die Formel zur Berechnung des Durchmessers der Inselzellen folgender-

maßen: 

 

 

d = 2 [Fläche (A) jeder Insel / π]1/2  
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Nachdem die Durchmesser aller Inselzellen bestimmt waren, wurden sie gemäß 

ihren Durchmessern auf die verschiedenen Durchmessergrößen-klassen aufge-

teilt. Zur Berechnung der Anzahl an IEQ wurde die Anzahl der Langer-

hans´schen Inseln jeder Durchmessergruppe mit den entsprechenden Umrech-

nungsfaktoren multipliziert (Ricordi 1990, van der Burg 1997). 

Der gesamte Inselertrag der Fraktion ergab sich dann aus der Summe der IEQ 

pro Bild multipliziert mit einem speziellen Faktor. Dieser setzt sich zusammen, 

indem die Fläche eines Microwell (190 mm2) durch die Gesamtbildfläche der 

ausgewerteten Präparationsbilder (0,25 mm2 x X-Bilder) dividiert wird. Das Er-

gebnis wird dann mit der auf 5 ml einengten Inselfraktion, welche durch die ent-

nommene Menge von 300 µl (0,3 ml) aufgereinigter Inselzellen dividiert wurde, 

multipliziert. 

 

Bei der Flächendichtemessung wurde mit Hilfe der Histogramm-Funktion des 

Photoshop Programms aus dem schwarzen Flächenanteil die Flächendichte - 

der prozentuale Anteil der mit Inseln belegten Fläche - bestimmt. Aus dieser 

Fläche konnten nun die Inselzelläquivalente bestimmt werden. Dazu wurde die 

Flächendichte mit dem Faktor 14,1 (0,25 mm2/0,0177 mm2) multipliziert und so 

die Anzahl an IEQ pro beobachteter Fläche berechnet. Bei dem Faktor 14,1 

handelt es sich um die maximal mögliche Anzahl an IEQ pro Bildfläche  

(Lembert 2003). 

Der gesamte Inselertrag der Fraktion ergab sich dann aus der Summe der IEQ 

pro Bild multipliziert mit einem speziellen Faktor. Dieser setzt sich zusammen, 

indem die Fläche eines Microwell (190 mm2) durch die Gesamtbildfläche der 

ausgewerteten Präparationsbilder (0,25 mm2 x X-Bilder) dividiert wird. Das Er-

gebnis wird dann mit der auf 5 ml einengten Inselfraktion, welche durch die ent-

nommene Menge von 300µl (0,3 ml) aufgereinigter Inselzellen dividiert wurde, 

multipliziert. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Gedankenexperiment 

Die Resultate aus der Berechnung der Ausbeute an IEQ sowohl mit der Metho-

de der Volumenbestimmung als auch der Flächendichtemessung sind im 

Folgenden nun dargestellt. Als Grundlage hierfür dienten zehn Inselzellen un-

terschiedlicher Durchmessergröße.  

 

Tab. 3.1:  Anzahl der Inselzelläquivalente (IEQ)  

Dargestellt ist die Anzahl an IEQ von zehn Inselzellen in den verschiedenen 

Größenklassen nach der Methode der Volumenbestimmung und der Flä-

chendichtemessung sowie das Verhältnis dieser beiden Auswertmethoden. 

Inseldurch-

messer in 

µm 

Anzahl an Inselzelläquivalenten 

(IEQ) von 10 Inseln 

Verhältnis Flächen-

dichte-

messung/Volumen-

bestimmung 

Volumenbe-

stimmung 

Flächendichte- 

messung 

0-50 0,18 0,27 1,5 

50-100 1,6 2,48 1,55 

100-150 6,5 6,88 1,06 

150-200 16,85 13,5 0,8 

200-250 35 22,4 0,64 

250-300 63 33,5 0,53 

300-350 104 46,8 0,45 

350-400 158 62,3 0,34 

400-450 230 80 0,35 

450-500 320 99,9 0,31 

500-550 430 122 0,28 

Summe 1365,1 490  
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Wie aus Tab. 3.1 zu entnehmen ist, liefert die Flächendichtemessung im Ver-

gleich zur Volumenbestimmung in den Größenklassen bis 150 µm zuerst größe-

re Werte an Inselzelläquivalenten (IEQ). So beträgt die Anzahl an IEQ bei der 

angenommenen Menge von 10 Inselzellen in der Größenklasse 0-50 µm 0,27 

bei der Flächendichtemessung im Gegensatz zu 0,18 bei der Volumenbestim-

mung, zwischen 50 und 100 µm 2,48 bei der Flächendichtemessung zu 1,6 bei 

der Volumenbestimmung und zwischen 100 und 150 µm 6,88 bei der Flächen-

dichte zu 6,5 bei der Volumenbestimmung. 

 

Ab einem Durchmesser von 150 µm jedoch liefert die Volumenbestimmung im 

Gegensatz zur Flächendichtemessung systematisch höhere Werte an IEQ. 

So ist die Anzahl an IEQ zwischen 150 und 200 µm 16,85 bei der Volumenbe-

stimmung im Gegensatz zu 13,5 IEQ bei der Flächendichte, zwischen 200 und 

250 µm 35 bei der Volumenbestimmung zu 22,4 bei der Flächendichte, zwi-

schen 250 und 300 µm 63 bei der Volumenbestimmung zu 33,5 bei der Flä-

chendichte, zwischen 300 und 350 µm 104 bei der Volumenbestimmung zu 

46,8 bei der Flächendichte, zwischen 350 und 400 µm 158 bei der Volumenbe-

stimmung zu 62,3 bei der Flächendichtemessung, zwischen 400 und 450 µm 

230 bei der Volumenbestimmung zu 80 bei der Flächendichte, zwischen 450 

und 500 µm 320 bei der Volumenbestimmung zu 99,9 bei der Flächendichte 

und zwischen 500 und 550 µm 430 bei der Volumenbestimmung zu 122 bei der 

Flächendichtemessung. 

 

Im Anschluss wurde nun das Verhältnis dieser beiden Auswertmethoden bei 

der angenommenen Menge an zehn Inselzellen in jeder Größenklasse ermittelt. 

Dabei zeigte sich folgendes Bild: So beträgt das Verhältnis von Flächendichte 

und Volumendichte 1,5 in der Größenklasse 0-50 µm, 1,55 zwischen 50-100 

µm, 1,06 zwischen 100 und 150 µm, 0,8 zwischen 150 und 200 µm, 0,64 zwi-

schen 200 und 250 µm, 0,53 zwischen 250 und 300 µm, 0,45 zwischen 300 und 

350 µm, 0,39 zwischen 350 und 400 µm, 0,35 zwischen 400 und 450 µm, 0,31 

zwischen 450 und 500 µm und 0,28 zwischen 500 und 550 µm. 
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Im Anschluss soll nun geklärt werden, ob unter diesen Umständen die Methode 

der Flächendichtemessung sowohl in der Theorie als auch in der Praxis zur Be-

rechnung der Ausbeute an IEQ verwendet werden kann. Bisher wurde in die-

sem Gedankenexperiment nur gezeigt, dass die Volumenbestimmung die In-

selmessung einteilt, ohne die Häufigkeiten der Inselverteilung in den verschie-

denen Durchmesserklassen zu berücksichtigen. An Hand der im nachfolgenden 

praktischen Teil ausgeführten experimentellen Auswertung von 12 Schweinein-

selzellpräparationen soll nun untersucht werden, ob die Häufigkeitsverteilung 

aus 12 Inselzellisolationen einen natürlichen Korrekturfaktor zwischen den zwei 

unterschiedlichen Methoden darstellt. 

 

3.1.1 Bestimmung der Häufigkeitsverteilung der Inselzellen 

Die Bestimmung der Häufigkeiten der Inselverteilung basierte auf Grundlage 

der Auswertung von 168 Digitalbildern aus 12 Schweineinselzellisolationen. Die 

dabei beobachtete Inselzellanzahl betrug 3518. Aufgeteilt auf die sechs ver-

schiedenen Durchmesserklassen zeigte sich folgendes Bild: 
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Tab. 3.2:  Häufigkeitsverteilung der Inselzellanzahl 

Dargestellt sind die prozentualen Häufigkeiten der Inselzellen jeder Größen-

klasse von Schweineinselzellisolationen (n=12) sowie die ermittelte mittlere 

Häufigkeit der Inselzellen dieser Inselzellisolationen (n=12). 

 

 

 

 

 

 

 

n 

Durchmesser in µm 

0- 

50 

50- 

100 

100- 

150 

150- 

200 

200- 

250 

250- 

300 

300- 

350 

1 91,19 6,29 1,26 1,26 0,00 0,00 0,00 

2 77,33 15,51 6,44 0,48 0,24 0,00 0,00 

3 80,27 14,35 4,04 0,90 0,45 0,00 0,00 

4 74,81 19,92 2,63 1,13 0,75 0,75 0,00 

5 89,09 7,27 3,64 0,00 0,00 0,00 0,00 

6 70,39 13,41 7,26 3,91 5,03 0,00 0,00 

7 81,88 13,77 3,62 0,72 0,00 0,00 0,00 

8 77,66 20,81 1,02 0,25 0,00 0,25 0,00 

9 86,50 12,40 1,10 0,00 0,00 0,00 0,00 

10 75,00 11,82 7,27 2,73 1,82 1,36 0,00 

11 58,13 17,24 12,32 5,91 4,93 0,99 0,50 

12 82,63 14,79 1,64 0,70 0,23 0,00 0,00 

Mittlere 

Häufig-

keiten in %   78,74 13,96 4,35 1,5 1,12 0,28 0,04 
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Abb. 3.1: Dargestellt sind die prozentualen Häufigkeiten der Inselzellen in den 

sechs Durchmessergrößenklassen (nach Zusammenfassung der Größenklas-

sen 250-300 µm und 300-350 µm zu einer Größenklasse (6)) sowie die ermittel-

te mittlere Häufigkeitsverteilung von 12 Inselzellisolationen (rote Kurve). 
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Damit zeigte sich bei Betrachtung von Abb. 3.2, dass die Häufigkeitsverteilung 

der Inselzellen auf der Grundlage der Auswertung dieser 12 Schweineinselzell-

isolationen eine exponentielle Verteilung wiederspiegelt. 

Nach Zusammenfassung der Größenklassen 250-300 µm und 300-350 µm zu 

einer Größenklasse (6) ergibt sich folgendes Bild für die Häufigkeitsverteilung 

der Inselzellen: 

 

78,74% der Inselzellen befanden sich in der Größenklasse 1 (0-50 µm), 13,96% 

in der Größenklasse 2 (50-100 µm), 4,35% in der Größenklasse 3 (100-150 

µm), 1,5% befanden sich in der Klasse 4 (150-200 µm), 1,12% in der Größen-

klasse 5 (200-250 µm) und 0,32% in der Größenklasse 6 (250-350 µm). 
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3.2 Praktischer Teil 

Die nachfolgenden Ergebnisse beruhten auf der Grundlage von 12 verschiede-

nen Schweineinselzellisolationen über einen Zeitraum von ca. neun Monaten. 

Die Schweine waren bei der Schlachtung ca. sechs Monate alt und wogen un-

gefähr 100 kg. 

3.2.1 Bestimmung der Inselausbeute 

Die Auswertung der Bestimmung der Inselzellausbeute in Inselzelläquivalente 

(IEQ) einer charakteristischen Inselzellisolation wurde wie im Materialteil bereits 

besprochen sowohl mit der Methode der Volumenbestimmung als auch der Flä-

chendichtemessung durchgeführt und ist im Folgenden nun dargestellt. Die 

Auswertung der Inselzellausbeute basierte auf der Grundlage von mikrosko-

pisch ausgewerteten Digitalbildern. Dabei wurden gereinigte und angefärbte 

Inselzellen der einzelnen Präparationen unterschiedlich oft mit einer 100er Ver-

grösserung fotografiert. 

 

In Abb. 3.2 sind isolierte Schweineinselzellen nach der Purifizierung dargestellt. 

Dabei zeigte sich eine nicht komplette Verteilung der Inselzellen. Die Inselzellen 

waren von unterschiedlicher Gestalt und Grösse mit einer Minderheit an runden 

Inselzellen. Neben unregelmässigen, zergliederten Inselzellen, erkennt man 

kompakte, runde, einheitliche Inseln. Die Grösse variierte von 10 µm bis 300 

µm. 

 

Die mit Dithizon rot angefärbten Strukturen innerhalb der Fläche wurden alle-

samt markiert und nach Umwandeln in einen schwarzen und weissen Flächen-

anteil in einen neuen leeren Rahmen der gleichen Grösse des Adobe Photo-

shop Programms kopiert (Abb. 3.3). 
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       A 

 

       B 

 

Abb. 3.2: Dargestellt sind in (A) isolierte Schweineinselzellen nach Purifikation, 

bei denen aus 20 ml 100 µl einpipettiert wurde (vor der Abtrennung des Gra-

dientenmediums) und in (B) isolierte Inseln nach Purifikation, bei denen aus 1 

ml 300 µl einpipettiert wurde (nach Abtrennung des Gradientenmediums). 
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       A 

 

       B 

 

Abb. 3.3: Dargestellt sind die Inselzellen in (A), bei denen aus 20 ml 100 µl 

einpipettiert wurde und in (B) bei denen aus 1 ml 300 µl einpipettiert wurde 

nach Umwandeln in einen schwarzen und weissen Flächenanteil mit dem Ado-

be Photoshop. 
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Bei der Volumenbestimmung wurden die Inselzellen einzeln aus dem Präpa-

rationsbild ausgewählt und in einen neuen leeren Rahmen der gleichen Größe 

des Adobe Photoshop Programms kopiert (Abb. 3.4). Anschließend wurde ihre 

Größe bestimmt und sie wurden auf die 50 µm Größenklassen aufgeteilt. Nach 

Umwandeln des Volumens in jeder Klasse zu einem Standardvolumen eines 

Inselzelläquivalents, konnte die Gesamtmenge an Inselzelläquivalenten dieser 

Präparation pro 5 ml Fraktion ermittelt werden. 

 

Tab. 3.3: Bestimmung der Inselzelläquivalentenanzahl nach der konven-

tionellen Methode der Volumenbestimmung 

Dargestellt ist die Anzahl an Inselzelläquivalenten sowie die Häufigkeitsvertei-

lung der Inselzellen in den Größenklassen einer charakteristischen Schweinein-

selzellpräparation auf der Grundlage von 15 ausgewerteten Digitalbildern sowie 

die Gesamtausbeute der Isolation nach Berücksichtigung der Microwellgröße 

und Fraktionsgröße. 

 

Durchmesser  

in  

µm 

Häufigkeitsver-

teilung der  

Inseln  

in % 

Insel- 

anzahl 

Umrechnungs-

faktor 

Anzahl  

an IEQ 

0-50 74,81 199 0.018 3,6 

50-100 19,92 53 0.16 8,5 

100-150 2,63 7 0.65 4,6 

150-200 1,13 3 1.685 5,1 

200-250 0,75 2 3.5 7 

250-300 0,75 2 6.3 12,6 

Summe    41,4 

Gesamtaus-

beute    34943 
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       A 

 

       B 

 

Abb. 3.4: Dargestellt sind in (A) die Inseln nach Umwandeln in einen schwar-

zen Flächenanteil und in (B) das Vorgehen der Volumenbestimmung mit Aus-

wählen der einzelnen Inseln und kopieren in einen neuen Rahmen zur Durch-

messerbestimmung.  
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Im Anschluss wurde nun die gleiche Schweineinselzellpräparation mit Hilfe der 

Methode der Flächendichtemessung ausgewertet. Dabei wurde die Anzahl an 

Inselzelläquivalenten (IEQ) auf Basis der beobachteten Inselzellen in der Abb. 

3.4 ermittelt. Aus der mit Inselzellen belegten Fläche (Flächendichte) konnte 

durch Multiplikation mit dem Faktor 14,1 (0,25 mm2 / 0,0177 mm2) die Anzahl 

der Inselzelläquivalente pro beobachteter Fläche berechnet werden. Bei diesem 

Faktor handelt es sich um die Anzahl von IEQ pro Bildfläche. 

 

Tab. 3.4: Bestimmung der Anzahl an IEQ nach der Methode der Flächen-

dichtemessung 

Dargestellt ist die Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) und die Flächendichte 

in % der oben genannten Schweineinselzellisolation auf der Grundlage von 15 

ausgewerteten Digitalbildern mit dem Adobe Photoshop Programm. Die Ge-

samtausbeute errechnet sich aus Berücksichtigung der Microwellgröße und 

Fraktionsgröße. 

Bild 
Flächendichte 

in % 
Anzahl  
an IEQ 

1 5.8 0.8 

2 3.3 0.5 

3 6.5 0.9 

4 6.5 0.9 

5 17.5 2.5 

6 26 3.7 

7 27 3.8 

8 12.8 1.8 

9 17.4 2.5 

10 26.5 3.7 

11 41.1 5.8 

12 27.1 3.9 

13 9.4 1.3 

14 18 2.5 

15 30 4.3 

Summe  38.9 

Gesamtausbeute  32833 
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3.2.2 Vergleich der Volumenbestimmung mit der Flächendichte-

messung  

Im Anschluss soll nun die Methode der Volumenbestimmung zur Inselzellquan-

tifizierung in Inselzelläquivalente (IEQ) mit der Flächendichtebestimmung an 

Hand der Ergebnisse der 12 ausgewerteten Schweineinselzellisolationen ver-

glichen werden. Dabei wurden insgesamt 168 Digitalbilder ausgewertet. 

 

Tab. 3.5:  Vergleich der Volumenbestimmung mit der Flächendichtemes-

sung 

Dargestellt ist die ermittelte Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) nach Auswer-

tung von Schweineinselzellpräparationen (n=12) ohne Umrechnung auf den 

gesamten Inselertrag dieser Präparationen - berechnet sowohl mit der Methode 

der Volumenbestimmung als auch der Flächendichtemessung - an Hand von 

168 ausgewerteten Digitalbildern. 

 

n 

Inselanzahl in IEQ mittels 

Volumenbestimmung 

Inselanzahl an IEQ mittels 

Flächendichtemessung 

1 9 7,2 

2 41,7 40,4 

3 21,2 20,4 

4 41,4 38,9 

5 8,4 9,6 

6 40,4 33,1 

7 10 9,7 

8 29,2 30,4 

9 30,9 35,5 

10 56,7 44,3 

11 102,2 76 

12 29,6 31,2 
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Abb. 3.5: Vergleich zwischen der Volumenbestimmung und der Flächendich-

temessung zur Bestimmung der Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) von 12 

verschiedenen Inselzellpräparationen.  
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Statistik: 

Verglichen wurde die Anzahl an Inselzelläquivalenten (IEQ) berechnet mit der 

Volumenbestimmung und der Flächendichtemessung auf der Grundlage der 

Auswertung von 12 Inselzellisolationen. Dabei wurde die Ausgleichsgerade 

durch den Ursprung gezwungen, da bei 0 vorkommenden Inselzellen im Blick-

feld die beiden Methoden 0 Inselzelläquivalente liefern. Bei Betrachtung der 

Abb. 3.5 zeigte sich eine lineare Beziehung zwischen dem Verfahren der Vo-

lumenbestimmung und der Flächendichtemessung zur Inselzellquantifizierung 

über einen breiten Bereich an IEQ aus diesen 12 Inselzellisolationen. Der Kor-

relationskoeffizient betrug dabei 0,94, und der Regressionskoeffizient 0,97+/- 

0,03. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Die Abb. 3.5 als Zusammenfassung aus 12 Inselzellpräparationen 

zeigt die Gleichwertigkeit der beiden Methoden in der Bestimmung der 

Inselzellausbeute in Inselzelläquivalente (IEQ). 
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3.2.3 Betrag an IEQ pro Größenklassen mittels Volumenbestim-

mung 

Es wurde nun der Beitrag jeder Durchmessergrößenklasse als Inseläquivalente 

(IEQ) aus diesen 12 Schweineinselzellpräparationen dargestellt. Die Gesamt-

anzahl aller ermittelten Inselzelläquivalente in den sieben Größenklassen bet-

rug 420,7 IEQ. 

 

Tabelle 3.6: Übersicht über den Betrag an IEQ pro Größenklasse 

Dargestellt ist der Beitrag jeder Größenklasse als IEQ von 12 Inselzellisolatio-

nen sowie ihr Mittelwert ± Varianzkoeffizient (VK) (Standardabwei-

chung/Mittelwert) nach der Methode der klassischen Volumenberechnung. 

 

 

N 

0-50 

µm 

50-100 

µm 

100-150 

µm 

150-200 

µm 

200-250 

µm 

250-300 

µm 

300-350 

µm 

1 2,6 1,6 1,4 3,4 0 0 0 

2 6,8 10,4 17,6 3,4 3,5 0 0 

3 3,3 5,1 5,9 3,4 3,5 0 0 

4 3,6 8,5 4,6 5,1 7 12,6 0 

5 2,6 1,9 3,9 0 0 0 0 

6 2,3 3,8 8,5 11,8 14 0 0 

7 2 3 3,3 1,7 0 0 0 

8 5,5 13,1 2,6 1,7 0 6,3 0 

9 11,3 14,4 5,2 0 0 0 0 

10 3 4,2 6,5 10,1 14 18,9 0 

11 2,1 5,6 16,3 20,2 35 12,6 10,4 

12 6,3 10,1 4,6 5,1 3,5 0 0 

Mittelwert ± 

VK 
4,28 ± 
0,64 

6,81 ± 
0,64 

6,70 ±  
0,77 

5,49 ± 
1,07 

6,71 ± 
1,53 

4,20 ± 
1,61 

 
0,87 ± 
3,45 
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3.2.4 Betrag an IEQ pro Größenklassen mittels Flächendichte-

messung 

An Hand der empirisch ermittelten Häufigkeitsverteilung (dargestellt in Tab. 3.2) 

dieser 12 hier analysierten Inselzellisolationen soll nun untersucht werden, ob 

für die Korrelation der beiden Auswertmethoden die Verwendung der Häufigkei-

ten bei der Berechnung der Inselzellausbeute als IEQ verantwortlich sein könn-

te. Aus diesem Grunde wurden nun für die Methode der Flächendichtemessung 

gleich der Volumenbestimmung Formfaktoren ermittelt, welche zur Berechnung 

der Anzahl an IEQ pro Größenklasse verwendet werden. Hierzu wurde der mitt-

lere Durchmesser der einzelnen Größenklassen für die Berechnung dieser 

Formfaktoren verwendet. So ist zum Bespiel eine Inselzelle mit einem Durch-

messer von 25 µm der 25µm/150µm-Teil eines Inselzelläquivalents (IEQ). So-

mit ergibt sich ein Formfaktor von 0,16 in der Größenklasse 1 (0-50 µm). Nach 

demselben Prinzip wird nun für die restlichen Größenklassen verfahren. In der 

Klasse 2 (50-100 µm) beträgt der Formfaktor 0,5; in der Klasse 3 (100-150 µm) 

0,8; in der Klasse 4 (150-200 µm) 1,16; in der Klasse 5 (200-250 µm) 1,5; in der 

Klasse 6 (250-300 µm) 1,83 und in der Klasse 7 (300-350 µm) 2,17. 

 

Nach Multiplikation dieser Formfaktoren mit den empirisch ermittelten Häufig-

keiten von diesen 12 Inselzellisolationen aus Tab. 3.2 ergibt sich folgender Bet-

rag an IEQ pro Größenklasse mit Hilfe der Methode der Flächendichtemessung: 
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Tabelle 3.7: Übersicht über den Betrag an IEQ pro Größenklasse mit Hilfe 

der Flächendichtemessung 

Dargestellt ist der Beitrag jeder Größenklasse als IEQ (Häufigkeiten x Formfak-

tor) von 12 Inselzellisolationen sowie ihr Mittelwert ± Varianzkoeffizient (VK) 

(Standardabweichung/Mittelwert) nach der Methode der Flächendichtemes-

sung. 

 

 

 

 

Die hiermit ermittelte Anzahl an IEQ in den einzelnen Größenklassen wurde im 

Anschluss nun den oben errechneten Werten an IEQ mit der Methode der Vo-

lumenbestimmung (3.2.3) gegenübergestellt. Dabei zeigte sich folgendes Bild: 

N 

0-50 

µm 

50-100 

µm 

100-150 

µm 

150-200 

µm 

200-250 

µm 

250-300 

µm 

300-350 

µm 

1 
14,59 3,15 1,01 1,46 0,00 0,00 0,00 

2 
12,37 7,76 5,15 0,56 0,36 0,00 0,00 

3 
12,84 7,18 3,23 1,04 0,68 0,00 0,00 

4 
11,97 9,96 2,10 1,31 1,13 1,37 0,00 

5 
14,25 3,64 2,91 0,00 0,00 0,00 0,00 

6 
11,26 6,71 5,81 4,54 7,55 0,00 0,00 

7 
13,10 6,89 2,90 0,84 0,00 0,00 0,00 

8 
12,43 10,41 0,82 0,29 0,00 0,46 0,00 

9 
13,84 6,20 0,88 0,00 0,00 0,00 0,00 

10 
12,00 5,91 5,82 3,17 2,73 2,49 0,00 

11 
9,30 8,62 9,86 6,86 7,40 1,81 1,09 

12 
13,22 7,40 1,31 0,81 0,35 0,00 0,00 

Mittelwert ± 

VK 
12,60 ±  

0,11 
6,98 ±  
0,31 

3,48 ±  
0,78 

1,74 ± 
1,2 

1,68 ± 
1,67  

0,51 ±  
1,75 

0,09 ± 
3,44 
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Abb. 3.6: Dargestellt ist die Anzahl an IEQ in den Größenklassen nach Volu-

menbestimmung (blaue Kurve) und Flächendichtemessung (rote Kurve) inklusi-

ve Varianzkoeffizient (Standardabweichung/Mittelwert) aus 12 Inselzellisolatio-

nen Dabei wurden die Durchmesserklassen 250-300 µm und 300-350 µm zu 

einer Größenfraktion (6) zusammengefasst. 
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Bei Betrachtung von Abb. 3.6 zeigte sich, dass bei Verwendung der Methode 

der Flächendichtemessung eine deutliche exponentielle Abnahme der Anzahl 

an IEQ von Größenklasse 1 bis zu Größenklasse 5 nachgewiesen wurde. So 

resultierte der Hauptbeitrag (46,5%) der mit der Flächendichte ermittelten An-

zahl an Inselzelläquivalenten aus den häufigsten Ereignissen - nämlich kleine 

Inselzellen in der Klasse 1 mit einer Durchmessergröße von 0-50 µm. 

25,8 % der ermittelten IEQ befanden sich in der Klasse 2 (50-100 µm), 12,84% 

in der Klasse 3 (100-150 µm), 6,35% in der Klasse 4 (150-200 µm), 6,2% in der 

Klasse 5 (200-250 µm). Lediglich eine Minderheit (2,36%) resultierte aus den 

seltensten Ereignissen - grosse Inselzellen in der Klasse 6 mit einer Durchmes-

sergröße von 250-350 µm. 

 

Demgegenüber steht die Methode der Volumenbestimmung. Hierbei müsste bei 

einer homogenen Inselzellverteilung über diese 6 Größenklassen jede Klasse 

mit 16,66% an ermittelten Inselzelläquivalenten zur Gesamtausbeute an IEQ 

beitragen. 

An Hand der Abb. 3.6 zeigte sich jedoch, dass die Verteilung der Inselzellen als 

IEQ in den einzelnen Größenklassen keiner homogenen Verteilung entspricht. 

So siedelte sich eine Minderheit (12,2%) an ermittelten Inselzelläquivalenten in 

der Klasse 1 (0-50 µm) an. 19,4% befanden sich in der Klasse 2 (50-100 µm), 

19,1% in der Klasse 3 (100-150 µm), 15,7% in der Klasse 4 (150-200 µm), 

19,1% in der Klasse 5 (200-250 µm) sowie 14,5% in der zusammengefassten 

Klasse 6 (250-350 µm). Zusammenfassend ist demnach zu sagen, dass bei der 

Volumenbestimmung im Vergleich zur Flächendichtemessung der Hauptbetrag 

an Inselzelläquivalenten aus den seltensten Ereignissen (große Inseln) resul-

tiert. 

 

Im Anschluss erfolgte nun eine Fehleranalyse dieser beiden zu vergleichenden 

Auswertmethoden der Inselzelldosisbestimmung an Hand des Varianzkoeffi-

zienten (VK) in den einzelnen Durchmesserklassen (Tab. 3.6 und Tab. 3.7). 

Dieser setzt sich zusammen aus der Standardabweichung (S) dividiert durch 

den Mittelwert (MW). So war der Varianzkoeffizienten (VK) in den unteren Grö-
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ßenklassen bei der Flächendichtemessung im Vergleich zur Volumenbestim-

mung geringer. In der Klasse 1 (0-50 µm) betrug der Varianzkoeffizient (VK) 

0,11 bei der Flächendichtemessung zu 0,64 bei der Volumenbestimmung, in 

der Klasse 2 (50-100 µm) 0,31 bei der Flächendichtemessung zu 0,64 bei der 

Volumenbestimmung. Ab der Durchmesserklasse 3 (100-150 µm) war der Va-

rianzkoeffizient bei der Flächendichtemessung im Vergleich zur Volumenbe-

stimmung größer. So betrug der Varianzkoeffizient (VK) in der Klasse 3 (100-

150 µm) 0,77 bei der Volumenbestimmung im Gegensatz zu 0,78 bei der Flä-

chendichtmessung, in der Klasse 4 (150-200 µm) 1,07 bei der Volumenbestim-

mung zu 1,2 bei der Flächendichtemessung, in der Klasse 5 (200-250 µm) 1,53 

bei der Volumenbestimmung zu 1,67 bei der Flächendichtemessung und in der 

zusammengefassten Klasse 6 (250-350µm) 1,66 bei der Volumenbestimmung 

zu 2,11 bei der Flächendichtemessung. 

Im Mittel über diese 6 Klassen war der Varianzkoeffizient (VK) von Volumenbe-

stimmung (1,05) und Flächendichtemessung (1,03) annährend gleich. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1. Bei Anwendung der Volumenbestimmung nach dem ursprünglich 

verwendeten Ricordi- Algorithmus werden Inselzellen, welche einen 

Durchmesser <50 µm besitzen, nicht berücksichtigt, da sie auf Grund 

ihrer Grösse wohl nur einen kleinen Gesamtbetrag an IEQ liefern. So-

mit wären die Ergebnisse bei Verwendung der Volumenbestimmung 

durch den Wegfall der Klasse 1 (0-50 µm) um ca. 12 % zu niedrig ange-

setzt. 

Weiterhin ist die Fehlergröße - gemessen mit Hilfe des Varianzkoeffi-

zienten - bei Betrachtung aller 6 Klassen zwischen den beiden Verfah-

ren gleich, bei Betrachtung von Klasse 1 und 6 jedoch deutlich unter-

schiedlich.  
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 2. Es scheint keinen mathematischen Zusammenhang zwischen 

diesen beiden Methoden der Inselquantifizierung zu geben. Die Summe 

der beobachteten Inseln bei beiden Methoden in Abb. 3.6 ist bei Ver-

wendung aller Klassen von Volumenbestimmung unterschiedlich, bei 

Auslassen der kleinsten Klasse bei Volumenbestimmung annährend 

gleich. 
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4. Diskussion 

Die Schwierigkeit beim Isolieren von Inselzellen sowohl für Transplantations-

zwecke als auch für die Forschung besteht im Fehlen einer automatisierten und 

genauen Methode zur Bestimmung der Inselausbeute und Reinheit der Inselzel-

len. Mit der Umrechnung der Anzahl an Inselzellen in Inselzelläquivalente (IEQ) 

wurde ein Versuch unternommen, die Inselpräparationen weltweit zu standardi-

sieren (Ricordi 1990). Denn der Begriff des Inselzelläquivalentes (IEQ) verbin-

det die Idee des Gewebevolumens mit dem Konzept der Anzahl an Zellverbän-

den. Zusätzlich bietet dieser Begriff den Vorteil, dass er auf direkter Beobach-

tung isolierter Zellen basiert und eine intuitiv einfache Ausdrucksweise der Ge-

samtgewebemenge liefert. Solch eine Bestimmungseinheit ist um einiges ge-

nauer als der Begriff der Inseldosis in Einheiten wie Insulin, Milligramm pro DNA 

oder Picomol pro Zink (Stegemann 1998). Daher sind konstante und zuverläs-

sige Qualitätskontrollverfahren wichtig in der Entwicklung und Erhaltung eines 

klinischen Inselzellprogramms.  

 

Nach den Richtlinien der Europäischen Union (EU Verordnung 2001/83 und 

1394/2007) werden Inselzellen als somatische Zelltherapeutika und damit als 

Arzneimittel angesehen, wodurch sie den Vorschriften des Arzneimittelgesetzes 

(AMG) unterliegen. Ab dem Jahr 2012 müssen Zelltherapeutika in Europa zuge-

lassen sein, um sie am Patienten anwenden zu dürfen. Zukünftig müssen diese 

Arzneimittel vor ihrer Zulassung dann nach §40 AMG eine klinische Prüfung 

durchlaufen haben. So unterliegt die klinische Anwendung der Inselzellen am 

Menschen speziellen Richtlinien, den sogenannten ICH-Leitlinien für Gute Klini-

sche Praxis (GCP). Diese Zulassungsprüfungen fordern für die Isolation und 

Anwendung der Inselzellen am Menschen eine Validierung der Methodik, bei 

welcher die Genauigkeit (Abweichung von der Zellgröße) und Reproduzierbar-

keit bei Wiederholungsmessungen (Streuung bei einer Person oder zwischen 

mehreren) bekannt ist. Zusätzlich muss bei allen biochemisch analytischen Me-
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thoden im Rahmen der Validierungsuntersuchungen der lineare Messbereich 

der verwendeten Methoden bekannt sein. 

Um die oftmals doch unterschiedlich vorherrschende Qualität und Sicherheit der 

Inselzelltransplantate an den unterschiedlichen Transplantationszentren zu er-

höhen, wurden sogenannte GMP-Kriterien (Good Manufacturing Pratice) einge-

führt. An Hand dieser Kriterien ist es nun möglich, Inselzellen nach einem ge-

meinsamen standardisierten Vorgehen zu isolieren, um somit ein gemeinsames 

gleich hohes Maß an Qualität und Sicherheit der Transplantate zu erzielen. Mit 

Hilfe dieser Kriterien können nun qualitativ gleichwertige Inselzell-Transplantate 

zwischen den einzelnen Transplantationszentren ausgetauscht werden, wo-

durch das Outcome nach Transplantation wesentlich verbessert werden konnte 

(Hengster 2005). Denn wie im Edmonton-Protokoll beschrieben, ist neben der 

Reinheit der transplantierten Inselzellen vor allem eine festgeschriebene Menge 

an transplantierten Inselzellen entscheidend für den Langzeitverlauf und das 

Ergebnis der Transplantation in Bezug auf eine Insulinunabhängigkeit der Pa-

tienten. Daher fordern GMP-Kriterien in Bezug auf die Qualität der Inselzellen, 

dass die genau applizierte Zellmenge bekannt ist. Bisher steht jedoch für diese 

Bestimmung noch keine befriedigende Methode zur Verfügung. 

 

Auf Grund dieser genannten Anforderungen sowie den doch bis dahin unbefrie-

digenden Methoden zur genauen Bestimmung der applizierten Inselmenge bei 

der Transplantation besteht der Wunsch nach einer konstanten und retrospektiv 

reproduzierbaren, automatisierten und beobachterunabhängigen Berechnung 

des Inselertrages als IEQ (Fernandez 2005). Hierzu sollten die im Rahmen die-

ser Arbeit untersuchten Ergebnisse beim Vergleich der zwei am häufigsten 

verwendeten Methoden in der Inselbestimmung – der konventionellen Methode 

der Volumenbestimmung und der Flächendichtemessung – wichtige Er-

kenntnisse liefern. 
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4.1 Volumenbestimmung 

Um die Ermittlung der Inselausbeute als IEQ bei der Volumenbestimmung zu 

vereinfachen und einen Standard zwischen unterschiedlichen Laboren zu etab-

lieren, wurde von Ricordi (1990) der Ricordi-Algorithmus eingeführt. 

So wurden seitdem pankreatische Inselzellen als eine Gruppe von kugelförmi-

gen Partikeln verschiedener Größe betrachtet, die sich mehr oder minder vom 

exokrinen Gewebe abgrenzen und sich zufällig verstreut in einem dreidimensi-

onalen Raum befinden (Saito 1978). 

Aber verfügen Inselzellen wirklich immer über eine kugelförmige Gestalt? An 

Hand der Betrachtung von Inselzellgestalt und -form in neueren Literaturanga-

ben zeigte sich, dass Inselzellen in der Regel nicht immer eine kugelförmige 

runde Gestalt aufweisen, sondern des Öfteren über irreguläre Gestalten verfü-

gen. 

 

So zeigte Bonnevie-Nielsen, dass mindestens 40% der Inselzellen flache irre-

guläre Scheiben darstellen und variabler in Gestalt und Form sind als kugelför-

mige oder ellipsoidale Organellen (Bonnevie-Nielsen 1984). 

Ulrichs untersuchte (1994) nach histologischer Analyse Schweinepankreata 

sowohl junger (<1 Jahr) als auch älterer (3 Jahre oder älter) Versuchstiere. Da-

bei wurde festgestellt, dass lediglich 42% der Inselzellen bei den jugendlichen 

Tieren eine kugelige Form aufwiesen, 63% bei erwachsenen Tieren, 50% der 

jugendlichen Inseln oval waren, 43% der erwachsenen, 6% der jugendlichen 

Tiere wie Trommelschlägel aussahen, nur 2,5% der erwachsenen und 1,6% der 

jugendlichen Tiere über eine dreieckige Gestalt verfügten - aber nur 0,2% der 

erwachsenen Tiere. 

Diehl lieferte in seiner Arbeit einen Überblick über Gestalt und Form porziner 

Inselzellen nach Untersuchung von zweidimensionalen Schnitten und dreidi-

mensionaler Rekonstruktion der Inselzellen. Durch diese dreidimensionale Re-

konstruktion der Inselzellen sollte eine Zuordnung der Inselzellen zu bestimm-

ten verbal beschreibbaren Formklassen, wie kugelig, ovoid, hantelförmig, sand-

uhrförmig oder irregulär vorgenommen werden und somit ein umfassender  
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Überblick über die tatsächliche Inselgestalt gewonnen werden. Da die Inselzel-

len jedoch ausserordentlich vielgestaltig sind und fließende Übergänge zwi-

schen den einzelnen Formen bestehen, hat es sich als sinnvoll erwiesen, eine 

Kategorisierung der Inseln in nur zwei Klassen, nämlich kompakt und gelappt 

vorzunehmen. Unter kompakten wurden Langerhans´sche Inseln verstanden, 

die nach Anlegen eines beliebigen Schnittes stets eine singuläre Schnittfläche 

ergaben. Gelappte Inseln hingegen sind jene Inseln, bei denen die Möglichkeit 

besteht, dass ein Zufallsschnitt mehrere, voneinander separierte Schnittflächen 

ergibt. Bei der Auswertung von 8 Schweinepankreata betrug hierbei der Anteil 

gelappter Inselzellen 10,5% (Diehl 1997). 

 

An Hand dieser neuen in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse von Insel-

zellgestalt und -form kommt es immer wieder zu einer ungenauen Bestimmung 

der Inselgröße und einer Über- oder Unterschätzung des Inselvolumens und 

somit des Inselertrages als IEQ (Bonnevie-Nielsen 1984). Denn die Beobachter 

richten ihren Fokus bei der Ermittlung des Durchmessers einer irregulären In-

selzelle nur auf die Hauptachse der vorliegenden Fläche und ignorieren die ir-

regulären Umfänge des Objektes. Das führt dann dazu, dass oftmals Inselzellen 

kleiner Größe in größere Klassen eingeteilt werden, was zu einer Überschät-

zung des Inselvolumens als IEQ führt (Stegemann 1998). Wie in unserem Er-

gebnisteil gezeigt werden konnte, tragen die einzelnen Inselzellgrössenklassen 

bei der Volumenbestimmung jedoch unterschiedlich viel zur Gesamtausbeute 

an IEQ bei. Somit ist diese genaue Größenbestimmung und Aufteilung auf die 

verschiedenen Größenklassen von entscheidender Bedeutung für die Bestim-

mung der Gesamtausbeute an IEQ. 

 

Um dieser Problematik zu entkommen, wurden digitale Bildanalysen entwickelt 

(Stegemann 1998). Damit sollte versucht werden, das zeitintensive und subjek-

tive Bestimmen der Inselzellen, ihrer Größe und anschließenden Einteilung in 

die entsprechende Grössenklasse durch ein schnelleres, genaueres und repro-

duzierbareres Verfahren zu ersetzen. Das von Stegemann (1998) verwendete 

Programm unterschied jedoch nicht zwischen exokrinen und endokrinen Struk-
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turen. Aus diesem Grunde konnten nur ganz reine Inselzellpräparationen analy-

siert werden - eine Situation, die nicht der Routine in der klinischen Inselzell-

transplantation entsprach. Darüber hinaus bestand bei diesem entwickelten 

Programm - gleich wie bei der konventionellen manuellen Methode der Insel-

zellquantifizierung - eine signifikante Einschränkung in der Zuverlässigkeit bei 

der Messung einer zweidimensionalen Fläche zur Ermittlung eines dreidimensi-

onalen Volumens. 

 

4.2 Flächendichtemessung 

Neben der Volumenbestimmung wurde in dieser Arbeit die von unserer Arbeits-

gruppe entwickelte Methode der Flächendichtemessung zur Bestimmung der 

Inselzellausbeute untersucht. Wie schon erwähnt, basiert diese Methode im 

Gegensatz zu der konventionellen Methode auf einer zweidimensionalen Ana-

lyse der Inselzellen ohne Einberechnung einer nicht sichtbaren dritten Ebene 

wie bei der Volumenbestimmung (Lembert 2003). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des kommerziell erhältlichen Adobe 

Photoshop Programms eine Berechnung des Inselertrages in einer Einzel-

Schritt Analyse ohne die Verwendung von speziellen Computerprogrammen 

durchgeführt (Lembert 2003). Zusätzlich ermöglichte dieses Programm die 

Durchführung einer Online-Bestimmung des Inselertrages, was für eine anste-

hende Transplantation von entscheidender Bedeutung ist. 

 

Der große Vorteil der Flächendichtemessung im Vergleich zur Volumenbestim-

mung liegt in der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (durch Verwendung des 

Photoshop Programms) und in dem Wegfall der bis dahin beobachterabhängi-

gen Subjektivität in der Bestimmung der Inselgröße. So konnten die bei der Vo-

lumenbestimmung doch oft beobachterabhängigen Fehler in der Größenbe-

stimmung und anschließenden Aufteilung der Inseln auf die unterschiedlichen 

Grössenklassen, welche oftmals zwischen 20-50% bei den einzelnen Beobach-

tern variierten, vermieden werden (Stegemann 1998). 
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Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt in ihrem Zeitvorteil. Während bei der 

Volumenbestimmung rund 40 Minuten für eine Präparation veranschlagt wur-

den, benötigte die Flächendichtemessung im Schnitt nur 4 Minuten für die glei-

che Präparation (Lembert 2003). 

 

4.3  Vergleich der Volumenbestimmung und der Flächen-

dichtemessung im Rechenbeispiel  

An Hand einer Berechnung, die dem praktisch experimentellen Teil vorange-

stellt wurde, konnten bei einer angenommenen Menge von 10 Inselzellen die 

Unterschiede dieser beiden Verfahren in der Inselzellquantifizierung als IEQ 

aufgezeigt werden. 

 

Hierbei zeigte sich, dass die Flächendichtemessung bei der Bestimmung der 

Inselzellausbeute als IEQ bei Verwendung von Inselzellen mit kleinerer Durch-

messergröße gegenüber der klassischen Methode systematisch höhere Werte 

lieferte. So lieferte die Flächendichtemessung bis zu einem Durchmesser von 

150 µm im Mittel 37% grössere Werte an IEQ als die Volumenbestimmung. Als 

Grund hierfür kann die in den unteren Größenklassen sehr stark wirksame Kor-

rektur der Volumenrechnung (Radius hoch 3) zur Ermittlung der Anzahl an IEQ 

gesehen werden. Diese Korrektur fehlt in der Flächenbestimmung, hier trägt 

jedes Flächenfragment immer gleich viel zum Inselanteil bei.  

 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei ansteigender Durchmessergröße die 

Flächendichtemessung gegenüber der Volumenbestimmung systematisch klei-

nere Werte an Inselzelläquivalente lieferte. Der Grund hierfür ist einerseits der 

bereits oben besprochene dreidimensionale Charakter der Volumen-

bestimmung (das Volumen verändert sich mit der 3. Potenz des Radius (1.7.1)) 

und anderseits die Verwendung des Ricordi-Algorithmus. Wie bereits erwähnt 

wurde, handelt es sich bei diesem Algorithmus um Umrechnungsfaktoren der 

einzelnen Inselzellgrössenklassen in Inselzelläquivalente (IEQ), welche auf dem 

Durchschnittsvolumen der Inselzellen in jeder Grössenklasse beruhen und nicht 
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auf dem exakten Inselzellvolumen der ermittelten Inselzellen (van der Burg 

1997). Die Berechnung mit diesem Durchschnittsvolumen ist jedoch zu unge-

nau und kann zu einer extremen Unter- oder Überbewertung der ermittelten 

Anzahl an IEQ führen. Denn Inselzellen, welche sich bis zu einem Durchmesser 

von 50 µm unterscheiden, werden in die gleiche Grössenklasse eingeteilt und 

mit dem gleichen Faktor berechnet. Beispielsweise werden Inselzellen mit einer 

Grösse von 151 µm und 200 µm mit dem gleichen Umrechnungsfaktor multipli-

ziert, der Unterschied im Volumen dieser beiden Inseln beträgt aber 230% (Nic-

lauss 2008). Somit kann eine nicht erkannte Überlagerung von Inselzellen zu 

einer fehlerhaften Zuordnung der Inseln auf die falsche Grössenklasse führen 

und dadurch zu einer extremen Überbewertung der Ergebnisse, eine Fraktionie-

rung in den Größenklassen zu einer Unterbewertung der Ergebnisse.   

 

Ein weiterer Nachteil der Volumenbestimmung für die Bestimmung der Insel-

zelldosis liegt, wie im praktischen Teil gezeigt werden konnte, in ihrer extremen 

Abhängigkeit von seltenen Ereignissen und der hohen Fehleranfälligkeit beim 

Auftreten von Inselzellen in sehr großen Größenklassen. So wurde bei der Vo-

lumenbestimmung auf der Grundlage der Auswertung von 12 Schweineinsel-

zellisolationen in der neu zusammengefassten Größenklasse 6 (250-350 µm) 

eine Fehlergröße (gemessen mit Hilfe des Varianzkoeffizienten) von +/- 40% 

vom Mittelwert (was 14,5 % der ermittelten Inselzelläquivalenten dieser Klasse 

entspricht) festgestellt. Auf Grund der Tatsache, dass die Volumenbestimmung 

ihren Hauptanteil an ermittelten Inselzelläquivalenten (IEQ) aus den seltenen 

Ereignissen (große Inselzellen) bezieht, kann bei Betrachtung dieser hohen 

Fehlergröße nicht von einer genauen und zuverlässigen Methode zur Inselzell-

quantifizierung gesprochen werden. Im Vergleich hierzu die Fehlergröße von 

nur +/- 11% bei der Flächendichtemessung, welche den Hauptteil (46,5%) an 

ermittelten Inselzelläquivalenten aus den häufigsten Ereignissen (kleine Insel-

zellen) bezieht.  

Weiterhin konnte an Hand dieser Arbeit und von Literaturangaben gezeigt wer-

den, dass die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei der Methode der Volu-

menbestimmung deutlich eingeschränkt ist. So kann es bei Betrachtung eines 
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anderen Bildausschnittes, welcher bei der Ablichtung der Inselzellen getroffen 

wurde, zu einer Über- oder Unterschätzung der Inselzellausbeute als IEQ einer 

Präparation kommen (Lembert 2003). 

Auf Grund von den hier aufgezeigten Unterschieden in Methodik und Ergebnis-

teil (Rechenbeispiel) dieser beiden Verfahren in der Berechnung der Inselzell-

masse als IEQ, muss man sich nun die Frage stellen, ob die in der Praxis be-

reits verwendete Methode der Flächendichtemessung überhaupt zur Quantifi-

zierung von Inselzellen als IEQ verwendet werden kann. 

 

Wie jedoch aus dem praktischen Ergebnisteil und aus Literaturangaben zu ent-

nehmen ist, stimmt die mit der Methode der Flächendichtmessung ermittelte 

Anzahl an IEQ nach Inselzellisolierung sehr gut mit den Ergebnissen der Volu-

menbestimmung überein (Lembert 2003). So konnte im praktischen Teil gezeigt 

werden, dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Methode der Flächen-

dichtemessung und der Volumenbestimmung an Hand der Auswertung von 12 

verschiedenen Schweineinselzellpräparationen existiert. Der hier ermittelte Kor-

relationskoeffizient in der Berechnung der Ausbeute an IEQ zwischen diesen 

beiden Methoden betrug dabei 96% bei einem Regressionskoeffizienten von 

0,97+/- 0,03. 

 

4.4. Die Häufigkeitsverteilung als Korrekturfaktur zwischen 

beiden Auswertmethoden  

Im folgenden soll nun geklärt werden, woher die Korrelation dieser beiden doch 

unterschiedlichen Verfahren in der Inselzellquantifizierung kommt. Es muss 

folglich ein Korrekturfaktor zwischen diesen beiden Auswertmethoden existie-

ren, welcher die Abweichungen zwischen den Methoden ausgleicht. Dieser Kor-

rekturfaktor konnte in der Häufigkeitsverteilung der Inselzellen in den unter-

schiedlichen Grössenklassen gefunden werden.  

Die in unserer Arbeit ermittelte Inselgrößenverteilung auf der Grundlage aus 12 

Inselzellisolationen ist mit denen von anderen Arbeitsgruppen vergleichbar. So 

berichtete Stegemann (1998) bei einer Serie von 140 Schweine-
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inselzellisolationen über eine Inselverteilung von 75-80% in der Größenklasse 

bis 100 µm und einer Minderheit an Inselzellen größer als 100 µm (20-30%). 

White (1999) berichtete über eine Größenverteilung von ca. 73% an Inselzellen 

in der Größenklasse < 100 µm bei jungen Hybridschweinen (6-12 Monate). Jay 

(1999) berichtete über eine Größenverteilung von Inselzellen bei jungen Hyb-

ridschweinen (<5 Wochen) von 75% in der Durchmesserklasse bis 50 µm, 18% 

in der Klasse 50-100 µm und einer Minderheit (ca. 7%) in den größeren Klas-

sen. 

4.4.1 Einfluss von Spenderalter und Ort der Inseln im Pankreas 

auf die Häufigkeitsverteilung der Inselzellen 

Es ist bekannt, dass viele Faktoren die Isolierung von Schweineinselzellen und 

somit die Inselgrößenverteilung beeinflussen und beeinträchtigen können. Dazu 

gehören das Alter der Tiere, die Rasse der Tiere, die kalte und warme Ischä-

miezeit und der Bereich der Inselzellen innerhalb des Pankreas. Hier soll nur 

die Auswirkung von zwei wichtigen Punkten auf die Flächendichtemessung  

diskutiert werden: nämlich das Alter der Versuchstiere und der Bereich der In-

selzellen im Pankreas. 

 

Das Alter der verwendeten Spendertiere ist einer der meist diskutierten Punkte 

bei Schweineinselzellisolationen. Mehrere Arbeitsgruppen (Jay 1999, Brand-

horst 1999) beschreiben eine höhere Ausbeute an Inselzellen mit einem größe-

ren Durchmesser (>100 µm) bei älteren Versuchstieren (2-3 Jahre) im Vergleich 

zu jüngeren Versuchstieren (6 Monate). So zeigte Dufrane (2005), dass bei 

Pankreata von älteren Schweinen (>2 Jahre) nach der Isolierung eine Minder-

heit an Inselzellen (32%) in der Größenklasse bis zu 100 µm enthalten sind, die 

Mehrheit an Inseln (68%) sich dagegen zwischen 100 und 350 µm befindet. 

Ulrichs (1994) berichtete über eine Größenverteilung der Inselzellen bei Hybrid-

schweinen von 59,84% bei einem Durchmesser kleiner als 100 µm, 24,41% 

zwischen 100-150 µm, 7,87% zwischen 150-200 µm, 6,3% zwischen 200-250 

µm, 0,79% zwischen 250-300 µm und 0,79% > 300 µm. Dabei zeigten sich 

auch Unterschiede in der Ausbeute bei Verwendung unterschiedlicher Rassen. 
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Das Wildschwein zeigte hierbei den größten Prozentanteil an kleinen Inselzel-

len nämlich 86% <100 µm, wohingegen das deutsche Landrace-Schwein den 

höchsten Anteil an großen Inselzellen aufwies - nämlich 2,5%  

>300 µm. Diese erhöhte Ausbeute an Inselzellen mit einem größeren Durch-

messer wird unter anderem dadurch erklärt, dass größere Inselzellen vermehrt 

von einer Kollagenkapsel geschützt sind als kleinere Inselzellen (Ulrichs 1994). 

 

Von in der Literatur entnommenen Ergebnissen bei Verwendung von älteren 

Versuchstieren (>2 Jahren) und dem damit verbundenen höheren Anteil an In-

selzellen mit einem Durchmesser >100 µm kann davon ausgegangen werden, 

dass die Verwendung von älteren Versuchstieren die Methode der Flächendich-

temessung beeinflusst. Diese Behauptung kann durch Betrachtung der Abb. 

3.6 im Ergebnisteil bestätigt werden, wonach der Hauptbetrag zur Bestimmung 

der Anzahl an IEQ bei der Flächendichtemessung aus den häufigsten Ergeb-

nissen - also aus Inselzellen mit einer Größe bis zu 100 µm resultiert und nicht 

aus Inselzellen mit einem Durchmesser >100 µm. 

 

In welcher Form der Ort der Inselzellen innerhalb des Pankreas die Flächen-

dichtemessung beeinträchtigt, wird ebenfalls erörtert. Jay (1999) untersuchte 

die Größenverteilung von Inselzellen im Pankreas von 5, 12 und 24 Wochen 

alten Schweinen. Hierbei zeigte sich, dass der Anteil an Inselzellen mit einem 

Durchmesser <100 µm bei 5 Wochen alten Schweinen im vorderen oder hinte-

ren Pankreasbereich ungefähr identisch ist und sich mit dem Alter der Tiere 

verändert. So befindet sich der höchste Anteil an Inselzellen mit einem Durch-

messer zwischen 50 und 150 µm von 12 und 24 Wochen alten Tieren im hinte-

ren Pankreasanteil.  

Folglich kommt es durch eine Veränderung des Alters zu einer Verschiebung 

der Inselzellen in den hinteren Pankreasanteil und dadurch zu einer Beeinträch-

tigung der Methode der Flächendichtemessung. 
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4.5 Einschränkung der Anwendbarkeit der Flächendichte-

messung in der Praxis 

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Methode der Flächendichtemessung 

und die der Volumenbestimmung unter Berücksichtigung der Inselgrößenvertei-

lung zu den gleichen Ergebnissen bei der Bestimmung der Inselzellausbeute 

als IEQ gekommen sind. Aber wie müsste nun die Größenverteilung einer In-

selpopulation aussehen, bei welcher die beiden Verfahren nicht mehr zum glei-

chen Ergebnis kommen und die Flächendichtemessung der Volumenbestim-

mung unterlegen ist? 

 

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich machen, liegt der entscheidende Fak-

tor in der Häufigkeitsverteilung der Inselzellen, welcher die Fehler - resultierend 

aus der unterschiedlichen Methodik der beiden Auswertverfahren - korrigiert. So 

konnte in Abb. 3.6 gezeigt werden, dass die Flächendichtemessung 72,3% der 

ermittelten Anzahl an IEQ aus den Größenklassen 1 (0-50 µm) und 2 (50-100) 

µm bezieht, während bei der Volumenbestimmung lediglich 31,6% der ermittel-

ten IEQ aus diesen beiden Klassen stammen. Daher müsste für die Fehlerbe-

trachtung der Anwendbarkeit der Flächendichtemessung eine Schweinepräpa-

ration mit einer Mehrheit an Inselzellen, die über einen Durchmesser >100 µm 

verfügen, analysiert werden. Als Beispiel können die oben bereits erwähnten 

Ergebnisse der Schweineinselzellisolationen von Dufrane (2005) herangezogen 

werden, bei denen eine Minderheit (32%) an Inselzellen in der Größenklasse 

bis zu 100 µm enthalten sind und einer Mehrheit (68%) an Inseln zwischen 100 

und 350 µm. Hierbei sind die Grenzen der Flächendichtemessung deutlich er-

kennbar.  

 

Eine weitere Einschränkung der Anwendbarkeit der Flächendichtemessung liegt 

in der Belegung der maximal zur Verfügung stehenden Beobachtungsfläche im 

mikroskopischen Bild. Wird durch eine zu hohe Zelldichte oder durch einen in 

der Präparation vorkommenden Hauptanteil an großen Inselzellen eine sehr 

hohe Flächendichte generiert, korreliert die Flächendichtemessung nicht mehr 

mit der prozentualen Bildfüllung und es kommt somit zu einer extremen Unter-
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bewertung der Inselzelldosis ausgedrückt als Inselzelläquivalente (IEQ). Der 

Grund liegt wahrscheinlich darin, dass sehr viele Inselzellen übereinanderliegen 

und man nicht mehr in der Lage ist, die individuellen Inselränder zuverlässig zu 

erkennen. 

 

 

Schlussfolgerung: 

 

An Hand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine lineare 

positive Korrelation zwischen der Methode der Volumenbestimmung und der 

von unserer Arbeitsgruppe entwickelten Methode der Flächendichtemessung in 

der Bestimmung der Inselzellmasse als IEQ existiert (3.1.1). 

 

Der Korrekturfaktor zwischen diesen beiden unterschiedlichen Verfahren in der 

Inselzellquantifizierung konnte in der Häufigkeitsverteilung der Inselzellen in 

den unterschiedlichen Grössenklassen gefunden werden. In wieweit jetzt ande-

re Faktoren in der Inselisolierung wie Ischämiezeit, Rasse und Geschlecht der 

Tiere oder Gewicht der Tiere die Inselzellgrößenverteilung und somit die Flä-

chendichtemessung beeinflussen können, muss sicherlich in weiteren Untersu-

chungen überprüft werden. Genauso muss sicherlich auch der Einfluss von Ge-

schlecht und Alter bei humanen Spendern auf die Inselzellisolierung und ihre 

Auswirkung auf die Flächendichtemessung untersucht werden. 

Auf die Frage, ob die Flächendichtemessung nun als Standardmethode zur Be-

stimmung der Inselzelldosis als IEQ für die klinische Inselzelltransplantation 

betrachtet werden kann, sind die Ergebnisse dieser Arbeit allein sicherlich nicht 

aussagekräftig. Fakt ist jedoch sicherlich, dass die Flächendichtemessung auf 

der Grundlage unserer Ergebnisse (Hauptanteil der Inselzellen mit kleinerer 

Durchmessergröße) der Volumenbestimmung überlegen ist und ein genaueres, 

schnelleres und vor allem retrospektiv reproduzierbareres Verfahren darstellt. 
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5. Zusammenfassung 

Die Transplantation von Inselzellen stellt neben der Pankreastransplantation die 

einzige kurative Möglichkeit zur Behandlung eines insulinabhängigen Diabetes 

mellitus dar. Hierfür stellt jedoch die genaue und reproduzierbare Bestimmung 

der Inselzelldosis in Anzahl an Inselzelläquivalente (IEQ) einen entscheidenden 

Faktor dar. So wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Methoden in der Insel-

quantifizierung - die konventionelle Methode der Volumenbestimmung und die 

von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode der Flächendichtemessung 

miteinander verglichen. Als Grundlage hierfür diente die Auswertung von 12 

experimentellen Schweineinselzellisolationen. Schweineinselzellen wurden mit-

tels kontinuierlicher Digestions-Filtrationsmethode isoliert und als Dichtegra-

dientenzentrifugation im COBE 2991 Cell Processor gereinigt. Die gereinigten 

Inselzellen wurden dann mit Dithizon angefärbt und mehrmals mit dem Mikros-

kop fotographiert, wobei jeweils eine unterschiedliche Bildfläche getroffen wur-

de. Insgesamt wurden 168 Bilder von den 12 verschiedenen Präparationen ge-

macht und im Anschluss mit Hilfe des Adobe Photoshop Programms analysiert. 

In dem experimentellen Teil vorangestellten Rechenbeispiel konnte bei einer 

angenommen Mengen von 10 Inselzellen gezeigt werden, dass ohne Verwen-

dung der in einer Präparation vorkommenden natürlichen Inselgrößenverteilung 

keine lineare Beziehung zwischen beiden Auswertmethoden besteht. Im prakti-

schen Teil wurde eine lineare Beziehung zwischen den beiden Verfahren über 

einen breiten Bereich an IEQ aus 12 verschiedenen Schweineinselzellpräpara-

tionen gefunden. Hierbei betrug der Korrelationskoeffizient 0,94 bei einem Reg-

ressionskoeffizienten von 0,97+/-0,03. Ein mathematischer Zusammenhang 

zwischen beiden Methoden konnte hierbei nicht festgestellt werden. Allerdings 

konnte gezeigt werden, dass die Häufigkeitsverteilung der Inselzellen bei der 

Berechnung des Inselvolumens durch die Flächendichte den stetig steigenden 

Einfluss des Volumens in der klassischen Berechnung der IEQ kompensiert und 

als Korrekturfaktor dieser beiden Methoden dient. Damit gelingt der Nachweis 

der grundsätzlichen Anwendbarkeit der Flächendichtemessung zur Dosisbes-
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timmung von Inselzellen. Zusätzlich liefert diese Arbeit auch Daten zu den An-

wendungsgrenzen der Technik, die in der Praxis von Bedeutung sein können. 

So konnte gezeigt werden, dass bei einem erhöhten Vorkommen von großen 

Inselzellen in der Präparation die Flächendichtemessung nicht mehr mit der 

prozentualen Bildfüllung korreliert und so zu einer extremen Unterbewertung 

der Inselzelldosis als IEQ führt. Weitere Fehlermöglichkeiten der Flächendich-

temessung durch den Einfluß des Alters der Versuchstiere sowie des Bereichs 

der Inselzellen innerhalb des Pankreas wurden diskutiert. 
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6.  Abkürzungsverzeichnis 

A  Fläche 

Abb.  Abbildung 

AD   Flächendichte 

AMG   Arzneimittelgesetz 

ATG  Antithymozytenglobulin; polyklonales Antilym-

phozytenserum 

D   Durchmesser  

GCP   Gute Klinische Praxis 

GMP   Good Manufacturing Pratice  

HBSS   Hank's Buffered Salt Solution 

HEPES   N2-Hydroxyethyl-piperazin-ethanolsulfonsäure 

IAK    Islet After Kidney 

IEQ  Inseläquivalent (=standardisierte Inselzelle mit 

einem Durchmesser von 150 µm) 

IPTR    International Pancreas Transplant Registry  

ITA    Islet Transplantation Alone 

ITN    Immune Tolerance Network 

ITR    International Islet Transplant Registry 

JDRF    Juvenile Diabetes Research Foundation 

Ll   Längendichte  

MW   Mittelwert  

NIH    National Institutes of Health 

PAK    Pankreas After Kidney 

Pp   Punktdichte 

PTA    Pancreas Transplantation Alone 

R   Radius der Inselzelle 

SEM   Standard Error of the Mean (Standardfehler) 

SIK    Simultaneous Islet Kidney 

SIL    Simultaneous Islet Liver 
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SPK    Simultaneous Pankreas Kidney   

Tab.   Tabelle 

UNOS   United Network for Organ Sharing  

UW   University Wisconsin-Lösung  

V   Volumen  

π  Pi (3,14) 
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