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NERVEN AUS DEM LABOR —

DAS TISSUE ENGINEERING PERIPHERER
NERVEN ZUR VERSORGUNG

VON NERVENVERLETZUNGEN

Hisham Fansa, Gerburg Keilhoff, Gerald Wolf, Wolfgang Schneider

Verletzungen peripherer Nerven sind héiufiger als gemeinhin angenommen und werden in Deutschland noch
nicht optimal behandelt. Die besten Vorraussetzungen fiir eine gute Rekonstruktion bietet die primiire mikro-
chirurgische Nervennaht. Bei Defekten wird ein kirpereigenes Transplantar benitigt. Dessen Entnahme fiibrt
allerdings zu Funktionsausfillen. Unsere interdiszipliniire Forschungsgruppe aus Plastischen Chirurgen und
Neurobiologen beschiiftigt sich mit der labortechnischen Herstellung von Nervenersatzgewebe aus einer bioge-
nen Trigermatrix und den nerveneigenen Hiillzellen (sog. Schwannsche Zellen), die die Regeneration der

Nerven verbessern.

Verletzungen (sog. Lisionen) peripherer Nerven
werden in Deutschland noch immer stiefmiitter-
lich behandelt. Die Versorgung ist aufwendig
und wird selten addquat durchgefiihrt. Dies liegt
zum Teil daran, dafl Indikationen und Techni-
ken nur an wenigen Universititen adiquat ver-
mittelt werden, und damit die Studenten und
spiteren Arzte insuffizient ausgebildet werden.
Viele Kollegen, die Patienten mit solchen Lisio-
nen dann auflerhalb der Klinik betreuen, wissen
entweder nicht von den Méglichkeiten der Ver-
sorgung oder zichen fehlerhafte Schliisse aus in-
adiquat versorgten Patienten /1/. Die Physiologie
der Regeneration der Nervs erschwert zudem die
sofortige Kontrolle des Operationsergebnisses,
denn vom Lisionsort nach kérperfern muf§ der
Nerv ersteinmal die alten Nerven- und Hiillstruk-
turen abbauen (Degeneration) und dann vom
Lisionsort bis zum Endorgan, also beispielsweise
dem Muskel, regenerieren. Dies geschicht mit
einer Geschwindigkeit von maximal 1 mm am
Tag und bedeutet, dafl bei ciner Lision eines
Handnervs auf Schulterhéhe, die Regeneration
durchaus bis zu zwei Jahren dauern kann. Anders
als bei einem reparierten Elektrokabel, mit dem
der Nerv immer gern verglichen wird, benétigt
der Nerv lange Zeit, che er seine Funktion wieder
aufnehmen kann. Die komplexen Vorginge sind
in Abbildung 1 zusammengefafit.

Lisionen peripherer Nerven finden sich vor
allem bei Verletzungen der oberen Extremitit,
insbesondere bei Verletzungen der Hand.
Wihrend an Hals und Schulter (Plexus brachia-
lis) die stumpfen Lisionen (also Schlag- und
Traktionsschiden) im Vordergrund stehen, sind
es an Arm und Hand hiufiger offene Verletzun-
gen, die eine Durchtrennung der Nerven bewir-
ken. Unfallbedingte Nervenverletzungen an der
unteren Extremitit sind deutlich seltener, dafiir
finden sich hier aber vermehrt iatrogene, also

} Myelinscheide

Axon

Abb. 1

Degeneration und Regeneration

Im peripheren Nerv kbnnen zwei Strukturen Schaden nehmen — die Faser selbst (Axon) und
die Schwannsche Zelle mit der von ihr produzierten Hlle, der Myelinscheide. Diese ist wichtig
fur die Eméhrung der Nerventaser und fir die Weiterleitung der elektrischen Impulse. Schema-
tische Darstellung der wichtigsten Verdnderungen nach Durchtrennung eines Axons.

A: Normale Nervenfaser mit Neuron und Verbindung zum Skelettmuskel. Myelinisierung und
Wachstumsfaktoren befinden sich im Gleichgewicht.

B: Nach Durchtrennung veriagert sich der Nucleus in die Peripherie des Neurons. Im I&si-
onsfernen Abschnitt kommt es zur Wallerschen Degeneration (nach Augustus Waller
benannt). Die myelinisierenden Komponenten werden heruntergeregelt, die Produktion der
Wachstumsfaktoren gesteigert. Der Abbau der alten Myelinscheiden erfolgt zundchst durch
Schwannsche Zellen, spéter durch hdmatogene Fresszellen (Makrophagen).

C. Die proliferierenden Schwannschen Zellen bilden im kdrperfernen Abschnitt eine Zellséule,
das sogenannte Blngnersche Band, das dem auswachsenden Axon als Leitschiene dient.
Ein kompliziertes Zusammenspiel aus Wachstumsfaktoren, Zelladhasionsmolekdlen und der
extrazelluldren Matrix regelt die axonale Regeneration. Der Muskel zeigt eine Atrophie.

D. Nach erfolgreicher Regeneration kommt es zu einer Reinnervation des Muskels. Die
Myelinisierung wird wieder hochreguliert.
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Abb. 2

Rekonstruktion des
motorischen N. ulnaris Astes
der Hand

Bei diesem siebenjahrigen
Jungen war der die hanadbin-
nenmuskulaturversorgende,
motorische Ast des N. ulnaris
durch eine Schnittverletzung
durchtrennt worden. Die
Lé&sion wurde zunéchst tber-
sehen, erst als die Parese

(A: —> atrophe, eingefallene
Handbinnenmuskulatur) mani-
fest wurde, erfolgte eine Vor-
stellung bei uns. Der Abgang
wurde dargestellt (B: S. sensi-
bler; M: motorischer Ast des
N. ulnaris) und mit einem

2,6 cm langen N. suralis-
Transplantat (—>) mikrochirur-
gisch rekonstruiert (C). Nach
sechs Monaten zeigt sich
eine sehr gute Funktion der
Handbinnenmuskulatur, mit
wieder voll ausgeprédgtem
Muskelbauch des M.
interosseus dorsalis | (D, —>).
Fur eine solche Rekonstruk-
tion ist das korpereigene
Material ausreichend, die
Entnahme des N. suralis fihrt
Jjedoch zu einem Sensibilitats-
ausfall an der fibularseitigen
FuBkante.
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durch den Arzt bedingte Lisionen. Auch die radi-
kale Resektion von Tumoren kann zu Konti-
nuitdtsunterbrechungen von Nerven fiihren.
Hiufig trite die Verletzung des Nervs nicht iso-
liert auf, sondern ist mit Verletzungen von ande-
ren Strukturen kombiniert, wie beispielsweise
Sehnen-, Muskel- oder Knochenverletzungen.
Daher erfolgt die Versorgung solcher Nerven-
ldsionen meist durch den Plastischen und Hand-
chirurgen, seltener durch den Neurochirurgen.
Voraussetzung ist die Anwendung mikrochirurgi-
scher Operationstechniken und die Logistik fiir
die primire und sekundire Versorgung schwer
verletzter Patienten.

Nach einer Nervendurchtrennung weist die
primire mikrochirurgische Nervennaht unter
Beriicksichtigung der intraneuralen Topographie
die besten Regenerationsergebnisse auf. Das
heifdt, der Chirurg mufd wissen, wo in dem Nerv
die sensiblen und wo die motorischen Fasern ver-
laufen. Diese Nervenbiindel, Faszikel genannt,
miissen mikroskopisch einander zugeordnet und
dann miteinander verniht werden. Das Nahtma-
terial ist hierbei diinner als ein Haar, um das
Trauma am Nerv so gering wie méglich zu halten
und damit die Regeneration nicht zu beeintrich-
tigen. Ein besonderes Problem entsteht, wenn bei
sekundiren Rekonstruktionen oder bei Verlust
von Nervengewebe nach Trauma oder Tumoren
eine Defekestrecke resultiert. Fiir deren Uber-
briickung ist derzeit das autologe Nerventrans-
plantat, also die Verwendung eines ,iiberfliissi-
gen* korpereigenen Nervs die Therapie der Wahl
(Abb. 2). Hierbei wird meist ein sensibler Nerv
aus dem Bein genutzt, dessen Entnahme ,vertret-
bare® Defizite hinterlifft. Narben, Fehlausspros-
sungen regenerierender Fasern und schlechte
Anbindung der Transplantate an den Blutkreis-
lauf kénnen das Ergebnis beeintrichtigen.
Zudem ist die Anzahl der zur Verfiigung stehen-
den Spendernerven begrenzt, und ihre Entnahme
fithrt zu neurologischen Ausfillen. Gleichzeitig ist
die Qualitit der Spendernerven oftmals nicht
ausreichend, um ecine gute Regeneration zu
gewihrleisten.

Die intensive Suche nach alternativen Nerven-
transplantaten fiihrte nahezu zwangsliufig zur
Verwendung allogenen Materials, also kérper-
fremden Transplantaten. Derartige Transplantate
wurden experimentell und auch klinisch einge-
setzt. Allogene Nerven bleiben jedoch immuno-
gen, da die Nerven-Hiillzellen, die sogenannten
Schwannschen Zellen (nach dem Erstbeschreiber,
dem Neusser Physiologen Theodor Schwann;
1810-1882), aus dem Spendernerv nicht kom-
plett durch kérpereigene ersetzt werden. Sie
unterliegen damit einer Abstoflungsreaktion, die
nur durch cine kontinuierliche immunsuppres-
sive Therapie unterdriickt werden kann, dhnlich
wie bei einer Herz- oder Nierentransplantation.
Eine derartige Therapie weist allerdings zahlrei-
che, zum Teil lebensbedrohliche Nebenwirkun-
gen auf, die einen Einsatz fiir die Nerventrans-
plantation derzeit nicht rechtfertigen. Weiterhin
herrscht noch Unklarheit iiber das funktionelle
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Ergebnis nach dem Einsatz allogener Transplan-
tate, so daf§ sie nur in besonderen Fillen einge-
setzt werden.

Vorwiegend am Modell der Ratte wurden
daher verschiedene dauerhafte wie auch resorbier-
bare, sogenannte biodegradierbare, synthetisch
hergestellte  Leitschienen als  Nervenersatz
erprobt. Meist in der Form von Réhrchen wur-
den Laktatpolymere, Polyglactingitter, Polyethy-
len, Papier, Glas und Silikonpolymere cingesetzt.
Auch biogene Materialien, wie autologe Kolla-
gene, Arterien, Venen, azellulire Nerven und
azellulire Muskeln, wurden transplantiert. Keines
dieser ,artifiziellen Transplantate konnte ein so
gutes Regenerationsergebnis aufweisen wie das
autologe Transplantat. Allerdings waren die bio-
genen Materialien immer besser geeignet als die
synthetischen Substanzen. Zudem stehen Venen
und Muskeln als Spenderorgane im Kérper in
ausreichendem Maf§ zur Verfiigung, und ihre
Entnahme verursacht keine zusitzlichen Defekte.

Klinisch wurden Venen zur Uberbrijckung von
Fingernervendefekten eingesetzt, konnten sich
aber aufgrund der schlechten Regenerationsqua-
litit beim Menschen nicht durchsetzen. Gleiches
gilt fiir den klinischen Einsatz azelluliren Muskels
als Transplantat, bei dem die zelluliren Elemente
durch fliissigen Stickstoff (-196°C) destruiert
sind, und die Regeneration entlang der intakten
Membranschiene des Muskels stattfindet.

All diese Transplantate, seien sie nun kiinstlich
hergestellt  oder biogen, enthalten keine
Schwannschen Zellen. Diese aber sind notwendig
zur Erndhrung des Nervs, auch helfen sie dem
auswachsenden Nerv, seinen richtigen Weg zu
finden, und sie sind fiir die Isolierung des Nervs
und damit fiir Reizleitung unerlifilich. Schwann-
sche Zellen miissen in diese Transplantate erst aus
dem proximalen (kdrpernah) und distalen (kor-
perfern gelegen) Stumpf einwachsen /2/. Bei lin-
geren Strecken versagen also diese zellosen Trans-
plantate. Da aber gerade die lingeren Strecken
beim Menschen problematisch sind, haben die
lediglich als Leitschienen konzipierten Transplan-
tate nur bedingte Indikationen in der Klinik
gefunden.

Das ideale ,artifizielle® Transplantat ist also
dasjenige, das eine dem autologen Transplantat
dhnliche Regeneration ermdglicht und dessen
Herstellung keine neurologischen Defizite her-
vorruft.

In einer tierexperimentellen Untersuchung hat
unsere interdisziplindre Forschungsgruppe aus
Plastischen  Chirurgen und Neurobiologen
gepriift, ob und inwieweit es maglich ist, diesem
Ideal des autologen Nervs durch Entwicklung
eines Transplantates niherzukommen, indem
eine als Leitschiene fungierende Matrix mit vita-
len Schwannschen Zellen ausgestattet wird, um
die Regeneration zu begiinstigen. Dazu wurden
als Trigermatrix verschiedene biogene Gewebe
erprobe, da sie sich den derzeit erhildichen syn-
thetisch hergestellten Materialien als iiberlegen
erwiesen haben: azellulire Muskeln, Venen, Epi-
neurium und azellulire Nerven. Schwannsche
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Lebenswissenschaften inkl.
Zell-, Molekular-, Entwicklungsbiologie,
molekulare Genetik, Biochemie, Immunologie

Zellkulturtechnik,
Materialwissenschaften,
Bioverfahrenstechnik

Klinische Disziplinen,
medizinische Grundlagenféicher,
experimentelle Chirurgie

Tissue Engineering (TE) ist die Konstruktion eines Gewebes, also eines Organs, aus leben-
den Zellen und einem Geriist fiir diese Zellen. Dies geschieht auf8erhalb des Korpers in spe-
ziellen Laboren (also in vitro). Die Kultivierung von Zellen fiir die therapeutische, diagno-
stische und wissenschaftliche Verwendung ist bereits in vielen medizinischen Bereichen eta-
bliert. Eingesetzt werden hierbei einzelne Zellen, Zellsuspensionen oder kultivierte Zellver-
binde in Kombination mit biogenen oder synthetischen Materialien. Das TE hat gleichsam
die Schaffung eines , Ersatzteillagers® fiir den Menschen zum Ziel und stellt damit die
Labor-Alternative zur allogenen, also kérperfremden, Transplantation dar.

Der Begriff TE wird meist mit der Ex-vivo-Herstellung von Organen wie Leber, Herz oder
Niere assoziiert. Hierbei wird versucht, in Bioreaktoren oder spezialisierten Kultursystemen
mit Geriisten aus abbaubaren Polymeren und Zellen einen Zellverband, ein Organ, herzu-
stellen. Das Hauptproblem dieser Technik besteht derzeit in der Herstellung der Durchblu-
tung solcher Organe. Kann eine Blutversorgung nicht mitgeziichtet werden, ist das fertige
Organ beim In-vivo-Einsatz auf ein Uberleben durch Diffusion (also auf die Nihrstoffe von
auflen) angewiesen. Das begrenzt die Einsatzméglichkeit und Komplexitit solch kiinstlich
hergestellter Organe. Ein anderer Weg des TE ist die gezielte Generation oder Regeneration
in vivo. Hier werden quasi die entwicklungsbiologischen Abliufe rekapituliert.

Beim TE von Nervengewebe, wird gleichsam ein Mittelweg gewihlt. Lebende Zellen, ex
vivo kultiviert und in einem Geriist verankert, werden in ein In-vivo-System implantiert.
Dieses Organ ist allerdings noch nicht funktionsfihig, sondern lediglich ein vitales Geriist,
mit dessen Hilfe die Regeneration erst durch kérpereigene Reorganisationsvorginge erfol-
gen muf. Dabei werden Abliufe genutzt, die denen der Embryogenese dhnlich sind. Die
Ernihrung erfolgt dann wie beim normalen Nerventransplantat zunichst durch Diffusion
und nach Anschluff an das Blutsystem iiber die Gefifie.

Zellen wurden aus genetisch gleichen Tieren kul-
tiviert und in die jeweilige Matrix eingebracht.
Dieses ,vitale“ Transplantat wurde in vivo zur
Uberbrijckung eines 2 cm langen Defekts des
Nervus (N.) ischiadicus (dem sog. Ischiasnerv)
eingesetzt. Als Kontrolle diente das entspre-
chende Transplantat ohne Schwannsche Zellen
sowie der derzeitige Standard, das autologe Ner-
ventransplantat. Die Regeneration wurde nach
sechs Wochen beurteilt. Nach Einschitzung der
klinischen Regenerationsparameter erfolgte die
Auswertung in erster Linie histologisch und mor-
phometrisch.

Nachfolgend wird das erfolgversprechendste
Konzept — Leitschienen aus azelluliren Muskeln
mit geziichteten Schwannschen Zellen — vorge-

stellt /3/.

VERSUCHSAUFBAU

Drei Versuchsgruppen mit je acht Tieren wur-
den gebildet, in allen erfolgte die Rekonstruktion
eines zwei cm langen Defektes am Ischiasnerv der
Ratte. Die Ratten wurden gemifd den Tierschutz-
richtlinien narkotisiert und waren
wihrend des Eingriffs als auch in der postoperati-
ven Phase schmerzfrei. 27
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Abb. 3

Das obere Bild (A) zeigt eine
Kultur Schwannscher Zellen
nach einer Woche in Kultur.
Fluroreszein-Fluoreszenz-Far-
bung zur Bestimmung der
Vitalitat (x 250). B zeigt diie
Ausrichtung der Schwann-
schen Zellen im azelluldren
Muskel in vitro. Die Schwann-
schen Zellen (grine Fluores-
zenz) richten sich auf der
Membran des Muskels (rot)
aus und bilden eine Zellsdule
(—=>), den Blingnerschen Ban-
dern des regenerierenden
Nervs entsprechend
(Vibratomschnitt, Fluoreszein-
Propidiumjodid-

Fluoreszenz, x 250).
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Gruppe 1: Die autologe Nerventransplanta-
tion stellt in der Klinik die Therapie der Wahl zur
Uberbriickung von Nervendefekten dar. Daher
verwendeten wir als Kontrollgruppe das Modell
der Transplantation des N. ischiadicus. Hierbei
wurde der Nerv dargestellt, ein 2 cm langes Seg-
ment herausgetrennt und an Ort und Stelle mit
Hilfe eines Operationsmikroskopes mit monofi-
lem Nylon in epi-perineuraler Technik verniht
(koaptiert).

Gruppe 2: Fiir diese Versuchsgruppe wurde
der N. ischiadicus entnommen. Anschliefend
wurde ein Muskel aus dem Adduktorenbererich
(M. gracilis) iiber eine Linge von 4 cm dargestellt
und komplett entfernt. Um die zelluliren Ele-
mente des Muskels zu zerstéren, wurde dieser in
fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt. Nach-
dem der Muskel durchgefroren war, wurde er
sofort in warmes, destilliertes Wasser gelegt. Die-
ser Vorgang erfolgte insgesamt dreimal. Durch
das  wiederholte  Frieren und  Auftauen
schrumpfte der Muskel auf die Hilfte seiner
urspriinglichen Linge. Der Muskel lief§ sich dann
mikrochirurgisch entlang seines Faserverlaufs in
den Nervendefeke einpassen /siche 4, 5/.

Gruppe 3: Fiir diese Gruppen wurde der glei-
che Aufbau wie fiir Gruppe 2 verwendet. Der azel-
lulire Muskel wurde zusitzlich mit Schwannschen
Zellen entlang der Faserverlaufsrichtung beimpft.
Die so eingebrachten Zellen waren im roten Mus-
kelgewebe als weiflliche Punkte sichtbar. Die Zel-
len waren zuvor aus adulten Tieren des gleichen
Genpools kultiviert worden (Abb. 3). Vor der
Implantation erfolgte mit einer speziellen Fluores-
zenztechnik die Kontrolle der Vitalitit der Zellen.
Die Implantation erfolgte in einer Dichte von
2x 106 Zellen/100pl/Tier) /siche 6/.

Nach einer Regenerationszeit von sechs
Wochen erfolgte die Auswertung des Materials.
Dazu wurde die Funktion der Extremitit iiber-
priift und der transplantierte Nerv bzw. das
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Ersatzmaterial histologisch aufgearbeitet, elektro-
nenmikroskopisch untersucht und computerge-
stiitzt vermessen.

ERGEBNIS

Klinik: Die Operationen verliefen planmiflig
und wurden gut vertragen. Alle Wunden heilten
primir. In keiner Gruppe fand sich eine Fehlstel-
lung der operierten Pfote. Das Streckdefizit iiber-
schritt in keiner der Gruppen einen Winkel von
30°. Die Zehenspreizung der Versuchsgruppen
zeigte im  Vergleich zur Kontrollgruppe
(Gruppe 1) keinen Unterschied. Nur einzelne
Tiere konnten bereits nach dieser Zeit die Zehen
spreizen, aber auch hier fand sich keine eindeu-
tige Haufung in einer Gruppe.

Alle Transplantate waren in ihrer Kontinuitit
erhalten. Auferlich waren in den Versuchsgrup-
pen im Vergleich zur Kontrollgruppe keine stir-
keren oder gruppenspezifischen Vernarbungen
festzustellen. Insbesondere an den Nahtstellen
zeigte sich keine vermehrte Vernarbung. Ent-
ziindliche Verinderungen fanden sich in keiner
Gruppe. Makroskopisch zeigten sich alle Trans-
plantate, gleich welcher Herkunft, gut revaskula-
risiert (Abb. 4).

Histologie: In allen Gruppen war eine Rege-
neration durch das jeweilige Transplantat
ersichtlich. Die Qualititsunterschiede, sichtbar
am Semidiinnschnitt (1 pm dick) und in der
Elektronenmikroskopie, waren zum Teil erheb-
lich. Wie erwartet, fand sich die beste Regenera-
tion in der autologen Kontrollgruppe
(Gruppe 1): gut remyelinisierte (d. h. mit einer
isolierenden Myelinschicht versehene) Axone,
in hoher Anzahl und guter Form, faszikulirer
Anordnung und ohne Zeichen zellulirer Infil-

Abb. 4

Azelluldrer Muskel als Transplantat

Das obere Bild (A) zeigt den entnommenen M. gracilis
eines Versuchstiers vor der Stickstoffbehandlung. Der
Muskel kann Uber eine Lange von etwa 4 cm entnom-
men werden, Durch das wiederholte Frieren und Auf-
tauen schrumpft der Muskel auf die Hélfte seiner
ursprdnglichen Léange. Nach sechswdchiger Regene-
ration durch den azelluldren Muskel mit Schwann-
schen Zellen (B) éhnelt das Transplantat makrosko-
pisch dem autologen Transplantat.
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tration. Fibrose oder Bindegewebe fanden sich
kaum. Die Organisation der Fasern sowohl im
Quer- als auch im Lingsschnitt entsprach einem
gesunden Nerv.

Bei den Versuchsgruppen zeigte Gruppe 3
(azellulirer Muskel mit Schwannschen Zellen)
die bessere und der Kontrollgruppe #hnliche
Regeneration. Hier fand sich bei einer guten
Mpyelinisierung, guter Axonform und angemesse-
nem Axondurchmesser die geringste Fibrosie-
rung. Auch die Orientierung der Fasern im
Lingsschnitt war der der Gruppe 2 iiberlegen.
Diese wies im Vergleich eine geringere Axonzahl,
mehr Fibrose, eine irregulire Axonform und
Minifaszikelformation auf. Somit fithrte die
Implantation der Schwannschen Zellen zu einer
besseren Regeneration (Abb. 5).

Die Auszihlung der Axone bestitigte den
bereits durch die Histologie gewonnenen Ein-
druck: Der Muskel ohne Schwannsche Zellen
(Gruppe 2) zeigte statistisch signifikant geringere
Axonzahlen als die Kontrollgruppe mit autolo-
gem Nerv (Gruppe 1). Betrachtet man zusitzlich
das Verhiltnis aus Axondurchmesser zu Faser-
durchmesser, als ,Reife“-Paramenter (g-Ratio)
des regenerierten Nervs, wiesen beide Muskel-
gruppen eine der Kontrollgruppe vergleichbare
Relation auf. Allerdings zeigte sich nur der Mus-
kel mit Schwannschen Zellen in beiden Parame-
tern, Axonzahlen und g-Ratio, der Kontroll-
gruppe entsprechend; damit war diese die einzige
der Tissue-engineering-Gruppen, die sowohl eine
angemessene Axonzahl, als auch eine gute Myeli-
nisierung aufweisen konnte.

Revaskularisierung: Das Nerventransplantat ist
darauf angewiesen, daf§ es schnell Anschluf§ an
das Blutsystem findet, die sog. Revaskularisie-
rung. Bis zum Anschluf§ wird es durch Diffusion
ernihre.

Insgesamt revaskularisierte das autologe Ner-
ventransplantat schneller, auch die Makropha-
geneinwanderung  (Frefizellen) war deutlich
schneller als bei den engineerten Transplantaten,
deren Revaskularisation erst am siebten Tag
nachweisbar ~ war.  Die  Kontrollgruppe
(Gruppe 1) wies bereits nach drei Tagen deutli-
che Zeichen einer Revaskularisierung auf. Zum
gleichen Zeitpunkt fand sich eine Infiltration
von Makrophagen in das autologe Nerventrans-
plantat. Dies entsprach zeitlich der bei der Wal-
lerschen Degeneration beschriebenen himatoge-
nen Einwanderung der Makrophagen. Hinge-
gen war in den Muskelgruppen zu diesem Zeit-
punkt keine Revaskularisation festzustellen.
Makrophagen konnten ebenfalls nicht darge-
stellt werden. Nach fiinf Tagen war in der Kon-
trollgruppe die Revaskularisierung  vorange-
schritten, in den Muskeltransplantaten befanden
sich jedoch keine nachweisbaren Gefif3e.
Makrophagen lieflen sich nun in allen Trans-
plantaten nachweisen. Mit dem siebten Tag
zeigte sich eine Revaskularisierung auch in den
Muskeltransplantaten. Die mit dem siebten Tag
beobachtete Revaskularisation in den Muskel-
gruppen nahm am zehnten Tag deutlich zu.
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Hinsichdlich der Revaskularisation ergaben sich
iiber den gesamten Zeitraum keine Unterschiede
zwischen der Muskelgruppe mit oder ohne
Schwannsche Zellen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Der Begriff Tissue engineering wird meist mit
der Ex-vivo-Herstellung von Organen wie Leber,
Herz oder Niere assoziiert. Hierbei wird versucht,
in Bioreaktoren oder spezialisierten Kultursyste-
men mit Geriisten aus biodegradierbaren Polyme-
ren und Zellen einen Zellverband, ein Organ, her-
zustellen. Das Hauptproblem dieser Technik
besteht derzeit in der Herstellung der Durchblu-
tung solcher Organe. Kann eine Blutversorgung
nicht mitgeziichtet werden, ist das fertige Organ
beim In-vivo-Einsatz auf ein Uberleben durch
Diffusion angewiesen. Das begrenzt die Einsatz-
moglichkeit und Komplexitit solcher kiinstlich
hergestellter Organe. Ein anderer Weg des 77ssue
engineering ist die gezielte Generation oder Rege-
neration in vivo. Hier werden quasi die entwick-
lungsbiologischen Abliufe rekapituliert. Mit der
vorliegenden Studie, dem 7issue engineering von
Nervengewebe, wurde gleichsam ein Mittelweg
gewihlt. Lebende Zellen, ex vivo kultiviert und in
einem Geriist verankert, werden in ein In-vivo-

Abb. 5

A: Kontrollgruppe (Gruppe 1)
mit guter Regeneration, kaum
Fibrose, gute Remyelinisierung.
B: Azellulérer Muskel ohne
Schwannsche Zellen

(Gruppe 2), schlechtere Orien-
tierung und Myelinisierung als
die Kontrollgruppe, mehr
Fibrose.

C: Azelluldrer Muskel mit
Schwannschen Zellen
(Gruppe 3), bessere Regene-
ration als ohne, weniger
Fibrose und bessere Axon-
form [links (1) Semiddnn-
Léngsschnitt, Mitte (2): Semi-
ainn-Querschnitt, beides
Toluidinblauférbung, x 400;
rechts (3). Elektronenmikro-
skopie, x 7000; M: Myelin-
scheide, SZ: Schwannsche
Zellen, Bm: Basalmembran,
Mph: Makrophagel].
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System implantiert. Dieses Organ ist allerdings
noch nicht funktionsfihig, sondern lediglich ein
vitales Geriist, mit dessen Hilfe die Regeneration
erst durch kérpereigene Reorganisationsvorginge
erfolgen mufl. Dabei werden Abliufe genutzt, die
denen der Embryogenese dhnlich sind. Die nutri-
tive Versorgung erfolgt dann wie beim normalen

Nerventransplantat zunichst durch Diffusion und

nach Anschluf§ an das Blutsystem himatogen.

Fiir lingere Defekte haben sich weder synthe-
tische, biodegradierbare noch azellulire Muskel-
transplantate oder Venen durchgesetzt. Der
Grund besteht im Fehlen der Schwannschen Zel-
len, die fiir eine erfolgreiche axonale Regeneration
essentiell sind. Vor allen Dingen in der frithen
Regenerationsphase produzieren und akkumulie-
ren sie diverse ernihrende Faktoren, die wichtig
fir Axon und Neuron sind. Die Wallersche
Degeneration aktiviert die Schwannschen Zellen
und diese unterhalten ein ideales ernihrendes
Milieu fiir die axonale Regeneration. Hinzu
kommt ihre vermittelnde Funktion beim Kon-
takt zwischen Nerv, Schwannscher Zelle und
Basalmembran. Die Basalmembran ist der Anteil
der extrazelluliren Matrix, an den sich die regene-
rierenden Axone heften. Diese Basalmembran in
Form des sogenannten Endoneuralrohrs bietet
dem auswachsenden Axon ausreichend Platz und
Adhisionsmolekiile. Solche Basalmembranrohre
finden sich in autologen Nerventransplantaten,
aber auch in einem azelluliren Muskel. Beides
stelle fiir auswachsende Axone ein gutes Geriist
dar /7/.

Hinzu kommt, dafl die Schwannschen Zellen
in der Regenerationsphase eine Zellsiule bilden,
das Biingnersche Band. Diese Zellsiule dient dem
auswachsenden Axon gleichzeitig als Geriist und
Pfad zu seinem Zielorgan.

In Vorstudien konnte unsere interdisziplinire
Forschungsgruppe in In-vitro-Experimenten zei-
gen, daf§ sich die Schwannschen Zellen, wenn
man sie in einen azelluliren Muskel implantiert
und in vitro inkubiert, in diesem Muskel anhef-
ten und proliferieren. Dabei ordnen sie sich
innerhalb dieser Basalmembranrohre an, die in
ithrer Funktionalitit ihnlich den Endoneuralroh-
ren sind, und bilden eine Zellsiule, die den Biing-
nerschen Bindern im regenerierenden Nerv
gleicht. Diese beobachtete Schwann-Zell-Siule
mag einer der Griinde sein, warum wir in den
Muskeltransplantaten mit Schwannschen Zellen
eine organisiertere Regeneration auffinden als in
der Gruppe ohne Zellen.

Der Erfolg oder Miflerfolg der Regeneration
peripherer Nerven hingt von der Anzahl der
Axone ab, die durch das Transplantat in den
distalen Stumpf einwachsen, das richtige Zielor-
gan erreichen und es innervieren. Ein Transplan-
tat, das eine solche Regeneration unterstiitz,
muf daher folgende Eigenschaften aufweisen:

(1) Es muf3 revaskularisiert werden.

(2) Es mufl dem einwachsenden Axon erlauben,
mit einem Minimum an ,,Unordnung® und
Fibrose durch das Transplantat hindurch zu
wachsen.
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(3) Es mufl Bedingungen fiir eine gute Myelini-
sierung des durchwachsenden Axons aufwei-
sen.

(4) Es mufd aus Materialien bestehen, die immu-
nologisch mit dem Empfinger kompatibel
sind, und

(5) es muf§ chirurgisch implantierbar sein.

Die Muskel-Schwannzell-Transplantate erfiil-
len diese Kriterien, wie die eigenen Untersuchun-
gen ergeben haben. Sie sind zwischen dem fiinf-
ten und siebten Tag revaskularisiert und weisen
eine systematische und organisierte Regeneration
auf, histologisch gekennzeichnet durch wenig
Bindegewebe und eine gute Orientierung der
regenerierenden Fasern /8/. Die Transplantate
aus azellulirem Muskel und kérpereigenen
Schwannschen Zellen sind immunologisch kom-
patibel und benétigen keine Immunsuppression.
Aufgrund der biogenen Herkunft ist keine
Fremdkorperreaktion oder Fibrose um diese
Transplantate aufgetreten. Die implantierten
Schwannschen Zellen verbleiben im Transplan-
tat.

Weiterhin konnten wir zeigen, daf§ das Fehlen
endoneuralrohrihnlicher Strukturen zu einer
schlechteren Regeneration fiihrt. Dies unter-
streicht die Bedeutung der Basalmembran als
Geriist in der axonalen Regeneration. Die lings-
gerichtete Anordnung im azelluliren Muskel bie-
tet in Kombination mit den Schwannschen Zel-
len beste Voraussetzungen fiir eine geordnete
Regeneration.

CHIRURGISCHE ANWENDBARKEIT UND AUSBLICK

Transplantate aus azellulirem Muskel kénnen,
je nach Bedarf, in jeder Form und Linge herge-
stellt werden. Muskelanteile sind leicht zu ent-
nehmen, beispielsweise bei der chirurgischen
Priparation der eigentlichen Verletzung. Im
Gegensatz zur Entnahme eines Nervs fithrt die
Entnahme eines Muskelstreifens nicht zu einer
Funktionsbeeintrichtigung. Die Verfiigbarkeit ist
nahezu unbegrenzt und in fliissigem Stickstoff
kann der Muskel iiber sehr lange Zeitriume gela-
gert werden. Diese Form des Transplantates
wiirde eine faszikulire Nervenrekonstruktion
erlauben, die notwendig ist, um die intraneurale
Topographie wiederherzustellen /9/.

Die Kombination von Schwannschen Zellen
mit einem geeigneten, gerichteten Trigermaterial
stellt, unseres Erachtens, die Losung fiir die Uber-
briickung ausgedehnter Nervendefekte dar. Trotz
der hier vorgestellten ermutigenden Ergebnisse
bleibt die Suche nach geeigneteren als den hier
vorgestellten Trigermaterialien notwendig. Bei-
spielsweise sind bereits gerichtete Kollagenstruk-
turen herstellbar. Thr Einsatz ist aufgrund der
mangelnden Festigkeit und ihrer schnellen Aufls-
sung allerdings noch problematisch.

Humane Schwannsche Zellen kénnen heute
auch in ausreichender Zeit und Qualitit geziich-
tet werden. Unsere interdisziplinire Forschungs-
gruppe konnte zeigen, dafl sich humane
Schwannsche Zellen aus dem verletzten Nerv
selbst auch vom adulten Spender gut kultivieren
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lassen /10/. Mit der Verwendung dieser
Schwannschen Zellen vermeidet man eine Ent-
nahme von Spendernerven fiir die Kultivierung
der Schwannschen Zellen und damit auch den
neurologischen Defekt.

Einige Arbeiten beschreiben bei der Implanta-
tion von kultivierten allo- und xenogenen (nicht
menschlichen) Schwannschen Zellen in das ZNS
ein Ausbleiben der Immunantwort. Ob das auch
im peripheren Nervensystem gilt, ist derzeit noch
ungeklirt; hier besteht dringender Klirungsbe-
darf. Sollten die kultivierten Schwannschen Zel-
len wirklich immunologisch unauffillig sein,
wire der Einsatz einer Zellbank oder -linie denk-
bar. Damit wiirde die Entnahme von kérpereige-
nen Zellen entfallen /9, 10/. Zusammen mit einer
immunologisch unauffilligen Trigermatrix kann
es die Nervenrekonstruktion fiir Patienten und
Chirurgen erleichtern.

Neben der Untersuchung der Trigermatrix
und der Herkunft der Schwannschen Zellen
sollte die pharmakologische und biochemische
Becinfluf$barkeit der Regeneration diskutiert wer-
den /12/. Hierbei scheint uns der Einsatz eines
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einzelnen Wachstumsfaktors nicht sinnvoll /12/.
Vielmehr sollte eine systemische pharmakologi-
sche Stimulation angestrebt werden /13/. Auch
eine genetische Modifikation der eingebrachten
Zellen oder der Zellen in der Trigermatrix wire
denkbar.

Zusammenfassend zeigen unsere interdiszi-
plinir durchgefiihrten Studien, daf§ sich der azel-
lulire Muskel als Trigermaterial fiir kultivierte
Schwannsche Zellen bewihrt hat. Obgleich kli-
nisch derzeit noch das konventionelle, autologe
Nerventransplantat als Standard  zur Uber-
briickung von Nervendefekten anzusehen ist,
stellt die Kombination aus kultivierten Schwann-
schen Zellen mit ihren neurotrophen und neu-
rotropen Substanzen und der Basalmembran der
azelluliren Muskeln aber eine vielversprechende
Ausgangsposition fiir das Tissue engineering eines
biogenen Transplantates dar.

Derzeit wird versucht, die Transplantate in
neuen Versuchen zu optimieren und die Regene-
ration durch den Einsatz neuer Wachstumsfakto-
ren und stimulierender Substanzen weiter zu ver-
bessern.
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