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Zusammenfassung

Hintergrund: Scharfe oder stumpfe Gewalteinwirkung im Rahmen von Unfallen
jeglicher Art fuhrt sehr haufig zu Verletzungen peripherer Nerven. Betroffen sind
vor allem junge Menschen, die durch unbefriedigende Ergebnisse der zurzeit zur
Verfligung stehenden Behandlungsmethoden oft mit massiven motorischen und
sensiblen Funktionsausfallen leben mussen. Gerade deswegen muss nach neuen
vielversprechenden Alternativen geforscht werden. Eine davon stellt die
Entwicklung von artifiziellen Nervenimplantaten dar, die als Nervenleitschiene fur
den verletzten Nerv dienen sollten. Voraussetzung dafir ist, innerhalb klrzester

Zeit moglichst grofe und reine Schwann-Zell-Kulturen zu erhalten.

Material und Methoden: Die Nerven wurden von Patienten bzw. Patientinnen der
Abteilung fiir Plastische, Asthetische und Rekonstruktive Chirurgie, die sich
diversen Operationen unterzogen, bei denen Nervengewebe als Abfallprodukt
hervorging, gewonnen. Unter sterilen Kautelen wurden einzelne Nervenfaszikel
prapariert, in Kultur gebracht und mit Kulturmedium unter Standardbedingungen
inkubiert. Sobald sich ein konfluenter Monolayer um die Faszikelstiicke gebildet
hatte, wurden diese passagiert. Die Identifikation der Schwann’schen Zellen
erfolgte  zum einen im Phasenkontrastmikroskop und zur genaueren

Unterscheidung mittels S100-Farbung.

Ergebnisse: Erste Zellaussprossungen konnten in den Primarkulturen bereits
nach 3-7 Tagen festgestellt werden, jedoch waren in diesen Kulturen Fibroblasten
die dominierenden Zellen. Durch mehrmaliges Passagieren konnte der
Fibroblastenanteil jedoch deutlich gesenkt werden und in Kulturen nach der 3.
Passage konnte ein Reinheitsgehalt von 80-95% festgestellt werden. Die gesamte
Kultivierungsdauer betrug ca. 4-6 Wochen, bis eine ausreichend grofe und reine

Zellpopulation zur Verfligung stand.

Schlussfolgerung: Das ausgearbeitete Protokoll dient als Grundlage fir
zukunftige Arbeiten mit Schwann’schen Zellen. Weitere Modifikationen sind

notwendig, um die Zellausbeute und die Reinheit der Kulturen zu verbessern, aber
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allen voran die Kultivierungsdauer zu verkirzen. |In weiterfUhrenden
Untersuchungen sollten die Schwann’schen Zellen auf tubulare Polymere

aufgebracht werden und bei in vivo-Studien zum Einsatz kommen.




Abstract

Background: Peripheral nerve injuries are often the result of sharp or blunt
trauma. The methods of treatment, which are currently in clinical practice, often
lead to dissatisfying results including functional deficiency in motor function and
sensibility. For this reason it's important to search for new promising alternatives.
One of these is the development of an artificial nerve conduit, which should guide
the sprouting axons. The prerequisite for this approach would be the successful

isolation and cultivation of adult human Schwann cells.

Material and Methods: Tissue was obtained from patients of the Department of
Plastic, Aesthetic and Reconstructive Surgery. Under sterile conditions the neural
tissue was cut into short segments, placed on culture dishes and incubated at
37°C and 5% CO,. When the outgrowth around the explants reached a confluent
monolayer, the explants were placed in new dishes. Schwann cells were identified
on the basis of cell morphology using phase contrast microscopy and by

immunocytochemical labeling for S100 protein.

Results: First outgrowing cells were detected after 3-7 days, but fibroblasts were
the predominant cell type. When the pieces of nerve had been multiply explanted
and placed in new dishes, at least 80-95% of the cells showed the bi- or tripolar
Schwann cell-like morphology. The total time of cultivation was about 4-6 weeks,

until a sufficiently large and pure population of cells was available.

Conclusion: The established protocol serves as a basis for future work on
Schwann cells. Further modifications are necessary to improve the cell yield and
purity of cultures, but especially to shorten the time of cultivation. In further studies
the Schwann cells should be applied to tubular polymers and get involved in

clinical trials.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Traumatische Verletzungen peripherer Nerven kommen sehr haufig vor, meist im
Rahmen von Verkehrs-, Arbeits-, Haushalts- oder Sportunfallen. Ca. 5% aller
offenen Wunden an den Extremitaten werden durch Nervenverletzungen
kompliziert (Schroeder, 2008). Dabei kann es durch stumpfe oder scharfe
Gewalteinwirkung zu Quetschungen, Dehnungen bis hin zur teilweisen oder
vollstandigen Durchtrennung eines einzelnen Nervs aber auch ganzer Nervenplexi
(z.B. Plexus brachialis) kommen. Die Folge sind Funktionsausfalle der Motorik und
Sensibilitat im Versorgungsgebiet des jeweiligen Nervs, die meist mit einer grol3en
Einschrankung der Lebensqualitdt des betroffenen Patienten/der betroffenen
Patientin einhergeht. Funktionsverluste nach Zug- oder Druckeinwirkung sind
meist ohne chirurgisches Handeln reversibel, bei Nervendurchtrennungen ist

jedoch immer eine chirurgische Sanierung notwendig.

Die Versorgung von peripheren Nervenlasionen stellt flir den zustandigen
Chirurgen/die zustandige Chirurgin aber immer noch eine grofl3e Herausforderung
dar. Primar sollte versucht werden, den Nervendefekt mittels einer direkten
Nervennaht zu verschlielen. Ist dies nicht spannungsfrei mdglich, mussen zur
Uberbriickung der Defektstrecke Transplantate herangezogen werden. Den
Goldstandard bildet hierbei zurzeit das autologe Nerventransplantat, welches als
Leitschiene fur die neu aussprossenden Axone des verletzten Nerv dient und
proliferations- und regenerationsfordernde Faktoren liefert (Dornseifer et al.,
2007). Mit dieser Methode konnen — im Gegensatz zu anderen Techniken
(allogene Nerventransplantate, Veneninterponate, Neurotisation, etc.) — sehr gute
Erfolge in der Wiederherstellung der Nervenfunktion erzielt werden. Die
Problematik liegt aber darin, dass autologe Nerven nur limitiert zur Verfugung
stehen und dass bei jeder Nervenentnahme wiederum ein neuer Nervendefekt
hinterlassen wird, der mit Funktionsausfallen oder schmerzhafter Neurombildung
einhergehen kann (Evans, 2000).

Aus diesem Grund wird in den letzten Jahren im Rahmen des Tissue Engineerings

vermehrt an der Entwicklung eines artifiziellen Nervenimplantates geforscht. Von




1. Einleitung

grolRer Bedeutung ist dafur das erfolgreiche Isolieren humaner Schwann-Zellen
und deren Expansion in vitro. Diese spielen eine zentrale Rolle bei der axonalen
Regeneration und sollten daher als biologische Komponente in das
Nerveninterponat eingebaut werden (Calderén-Martinez et al., 2002; Lundborg,
2004).

1.1 Epidemiologie peripherer Nervenverletzungen

Wie bereits erwahnt, kommen periphere Nervenverletzungen sehr haufig vor und
sind mit einer groRen Therapieproblematik behaftet. Nicht selten muissen
betroffene Patienten bzw. betroffene Patientinnen deutliche motorische und
sensible Einbul’en im alltdglichen und beruflichen Leben hinnehmen. Von
traumatischen Nervenverletzungen ist in der Mehrzahl das mannliche Geschlecht
(74%) im Alter von 30-40 Jahren betroffen (Scholz et al., 2009).

Die Ursachen flr periphere Nervenlasionen (Graphik 1) sind meist traumatisch
bedingt (ca. 87 %), z.B. bei Knochenbriichen im Rahmen von Sportverletzungen
oder bei Polytraumen im Rahmen von Verkehrsunfallen. Sie kdbnnen aber auch im
Rahmen eines chirurgischen Eingriffs verursacht werden (ca. 7,5%), u.a.
Ischiadicusparese  nach  Huftendoprothese, Interkostalnervenlasion nach
Nephrektomie, Recurrensparese nach Schilddriisenoperation oder
Hypoglossuslahmung nach Karotisdesobliteration. Seltener treten
Nervenverletzungen als Folge von  Nerventumoren (Schwannomen,
Neurofibromen oder malignen peripheren Nervenscheidentumoren; ca. 4%) oder
kongenitalen Anomalien bzw. geburtstraumatische Lasion (z.B. Plexus brachialis
Lasion; ca. 1,5%) auf. In mehr als 80% ist dabei die obere Extremitat betroffen,
nur ca. 10% der Nervenverletzungen finden sich an der unteren Extremitat (Scholz
et al., 2009).

Ziel dieser Arbeit ist, Methoden fiir die Entwicklung eines Nervenimplantates
fur den Menschen zu untersuchen. Dafiir ist von groBer Bedeutung, dass

eine ausreichend groRe, moglichst reine Population adulter humaner




1. Einleitung

Schwann-Zellen aus einer wenige Zentimeter messenden Nervenbiopsie

isoliert und kultiviert werden kann.

Ursachen fiir periphere Nervenverletzungen

B Kongenitale Anomalien ®Tumor M Operation M Trauma

1,58%

3,97%

7,52%

86,94%

Graphik 1: Ursachen von peripheren Nervenverletzungen.




2. Grundlagen

2 Grundlagen

2.1 Entwicklung des Nervensystems

In der 3. Entwicklungswoche entstehen die drei Keimblatter: Ektoderm, Mesoderm
und Endoderm. Durch das Notochord (Chorda dorsalis = Strang des Mesoderms)
wird im Ektoderm die Entstehung des Neuroektoderms induziert. Aus dem
Neuroektoderm entsteht die Neuralplatte als Verdickung in der dorsalen Mittellinie
(Abb. 1 a). Ab dem 18. Entwicklungstag wandert die Neuralplatte nach unten in
Richtung der Chorda dorsalis, die Rander verdicken und wulsten sich auf. Auf
diese Weise entsteht die Neuralrinne (Abb. 1 b). Die beiden Rander der
Neuralrinne bewegen sich auf einander zu und nach deren Verschmelzung
entsteht das Neuralrohr (Abb. 1 c). Die Verschmelzung beginnt auf Hohe der
spateren Halsregion und setzt sich dann nach cranial und caudal fort. Zwischen
dem 25. und 27. Entwicklungstag sollte das Neuralrohr vollstandig verschlossen
sein. Noch bevor es zum Schluss des Neuralrohres kommt, siedeln sich
ektodermale Zellen ab und bilden beiderseits des Neuralrohres die Neuralleisten.
Diese Zellen wiederum sind die Vorlauferzellen des peripheren Nervensystems
und einiger anderer Strukturen, wie Melanozyten und Odontoblasten (Junqueira &
Carneiro, 2005; Bucher & Wartenberg, 1997; Schmitte, 2009; Seef, 2009;
Hamacher, 2002; Sadler, 2003).

.
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Abbildung 1 a-c: Entstehung des Neuralrohres und der Neuralleistenzellen. a: Unter dem Einfluss des Notochord
(schwarz) differenziert sich das Ektoderm (grau) zum Neuroektoderm (blau). b: Auffaltung der
Neuralplattenrinder und Entstehung der Neuralrinne. c: Schluss des Neuralrohres und Abwanderung der
Neuralleistenzellen (rot), die am Ubergang zwischen Ektoderm und Neuroektoderm entstanden sind (Junqueira &
Carneiro, 2005).




2. Grundlagen

2.2 Anatomische und funktionelle Grundlagen des

Nervensystems

Das Nervensystem lasst sich in das Zentralnervensystem (ZNS) und das
periphere Nervensystem (PNS) einteilen, wobei sich das ZNS aus Gehirn und
Ruckenmark zusammensetzt und das periphere Nervensystem von den
Nervenfasern (Hirnnerven und Spinalnerven) und Ganglien gebildet wird.

Die Hauptaufgabe des Nervensystems liegt darin, Reize aus der Umwelt
aufzunehmen, sie weiterzuleiten, zu Ubertragen und zu verarbeiten. Dadurch
kann eine adaquate Reaktion des Korpers auf den auslésenden, aul’eren Reiz
folgen, die sowohl willkdrlich als auch unwillkirlich sein kann (Bucher &
Wartenberg, 1997; Junqueira & Carneiro, 2005; Liullmann-Rauch, 2009; Mauritz,
2005; Schmitte, 2009; Seef, 2009; Schmidt & Baier Leach, 2003; Beck, 2005).

2.2.1 Zellularer Aufbau des Nervensystems

Das Nervengewebe ist der Hauptbestandteil des ZNS und PNS und setzt sich aus
zwei verschieden Zelltypen zusammen, den Neuronen (Nervenzellen) und den
Gliazellen. Die Neuronen sind die Trager der spezifischen Funktion, die Gliazellen
hingegen haben stltzende, regulierende sowie Abwehrfunktionen (Wachtler,
2005).

2.2.1.1 Die Neurone

Das Neuron (Abb. 2) bildet die funktionelle Grundeinheit des Nervensystems
(Trepel, 2004). Es besitzt einen Zellkérper (Perikaryon) und einen oder mehrere
Fortsatze. Das Perikaryon bildet das Stoffwechselzentrum der Nervenzelle und
dient der Reizaufnahme und Proteinsynthese. Die Grolke der Perikaryen kann
sehr unterschiedlich sein und reicht von wenigen ym (z.B. Koérnerzellen im
Kleinhirn 4-5um) bis zu 100 um (z.B. Riesenpyramidenzellen in der Grof3hirnrinde)

im Durchmesser (Wachtler, 2005; Junqueira & Carneiro, 2005).




2. Grundlagen

Dendriten

Axon einer
Nachbarzelle

i Synapse
Nissl-Schollen

Perikaryon
Anfangssegment Ursprungskegel
des Axons
Myelinscheide

Oligodendrozyt \
e Kollaterale

Ranvier-Schniirring
Zentralnervensystem

l I peripheres Nervensystem

motorische
e/ : Endplatten

Abbildung 2: Aufbau einer motorischen Nervenzelle (Junqueira & Carneiro, 2005).

Die Fortsatze entstehen durch Ausstllpung des Zytoplasmas und werden in zwei
Gruppen unterteilt:

1. Dendriten

2. Axone
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In der Regel hat ein Neuron nur ein Axon, besitzt in den meisten Fallen aber
mehrere Dendriten besitzen (= multipolare Nervenzelle). Die Dendriten sind mit
ihren Verzweigungen und Auswichsen fur die Erregungsaufnahme zustandig, das
Axon hingegen leitet die Erregung vom Perikaryon weg zu anderen Nerven-,
Muskel- oder Drusenzellen. Gemeinsam mit seiner Gliahulle bzw. Myelinscheide
bildet es die Nervenfaser (Trepel, 2004; Lullmann-Rauch, 2009; Junqueira &
Carneiro, 2005; Beck, 2005; Schmitte, 2009; Schmidt & Baier Leach, 2003).

Nach der Anzahl der Fortsatze kdnnen die Neuronen vier unterschiedlichen Typen
zugeordnet werden (Abb.3):

1. Multipolare Neurone

2. Bipolare Neurone

3. Pseudounipolare Neurone

4

. Unipolare Neurone

Multipolare Neurone (Abb 3.1) sind die am haufigsten vorkommende Form und
bestehen aus einem Axon und mehreren Dendriten. Die Zahl und die Lange der
Dendriten kdnnen stark variieren. Die Neurone der Sinnesbahnen (Seh-, Gehor-,
Gleichgewichts-, Geschmacksbahnen) sind bipolar (Abb. 3.2) und besitzen somit
ein Axon und einen Dendriten. Pseudounipolare Neurone (Abb. 3.3) finden sich
praktisch nur in den sensiblen Ganglien der Spinal- und Hirnnerven. Sie scheinen
nur einen Fortsatz zu besitzen, der vom Perikaryon abgeht. Dieser teilt sich jedoch
in einen axonalen und einen dendritischen Teil auf. Sehr selten sind unipolare
Neurone, die sich dadurch auszeichnen, dass sie nur ein Axon und keine
Dendriten besitzen. Die Reizwahrnehmung findet dabei entweder direkt am (Abb.
3.4) Perikaryon oder am Axon statt. Beim Menschen gehoren nur die Riechzellen
zu diesem Zelltypus (Wachtler, 2005; Trepel, 2004; Junqueira & Carneiro, 2005).
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1 2 3 4

Abbildung 3: Neuronentypen. 1 Multipolares Neuron, 2 bipolares Neuron, 3 pseudounipolares Neuron, 4
unipolares Neuron (Trepel, 2004).

Eine weitere Mdglichkeit der Unterscheidung der Neurone kann aufgrund ihrer
Funktion durchgefiihrt werden und zwar in:

1. Motorische Neurone

2. Sonsorische Neurone

3. Interneurone

In den Vorderhdrnern des Ruckenmarks liegen die Zellkdrper der motorischen
Neurone, die auch als Motoneurone oder efferente Nervenzellen bezeichnet
werden, und deren Axone das Ruckenmark Uber die ventrale Wurzel verlassen.
Sie leiten die Impulse des ZNS weiter zu den Effektororganen, wie z.B. den
Muskelfasern, endo- oder exokrinen Drusen.

Die Axone der pseudounipolaren sensorischen Neurone erreichen uUber die
dorsale Wurzel die Hinterhérner der grauen Substanz des Rickenmarks. Die
Zellkorper dieser sensorischen Neurone, die auch afferente Nervenzellen genannt
werden, liegen in den Spinalganglien. Sie leiten die Information von den
Rezeptoren der Sinnesorgane oder Organe an das ZNS weiter und dienen damit
der Wahrnehmung und motorischen Koordination.

Die sensorischen und motorischen Neurone werden beide zu den
Projektionsneuronen gezahlt, da sie die Informationen oft Uber weite Strecken

leiten. Im Gegensatz dazu gibt es Interneurone, die zwischen mehrere
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Nervenzellen geschaltet sind und so empfangene Impulse direkt an die

benachbarte Nervenzelle weiterleiten (Junqueira & Carneiro, 2005).

2.2.1.2 Die Gliazellen

Die Gliazellen, die im Gehirn eines Saugers ca. 10 mal so haufig vorkommen als
Nervenzellen, sind zwar nicht direkt fur die Informationsubermittiung zustandig,
jedoch wirden die Neurone ohne die Unterstitzung der Gliazellen ihre Funktion
nicht austben koénnen. Sie bilden um die Neuronen ein dreidimensionales
Stutzgerust und tragen betrachtlich zum Stoffwechsel - u.a. als Energielieferanten
und Energiespeicher - des Nervengewebes bei. Eine weitere Aufgabe der
Gliazellen ist es, durch Bildung einer Myelinscheide die Nervenzellen elektrisch
voneinander zu isolieren. Im PNS werden die myelinbildenden Gliazellen
Schwann-Zellen genannt, im ZNS erfullen Oligodendrozyten, Astrozyten,
Ependymzellen und Mikrogliazellen diese Funktion (Bucher & Wartenberg, 1997;
Junqueira & Carneiro, 2005; Schmitte, 2009).

2.2.2 Aufbau peripherer Nerven

Das periphere Nervensystem wird — wie bereits erwahnt - durch Nervenzellen und
Gliazellen gebildet und stellt eine Verbindung zwischen den Sensoren
(Rezeptororgane) und Effektoren der Korperperipherie und dem ZNS her
(Schiebler, 2005).

Strukturell werden periphere Nerven durch Bindegewebe in mehrere
Kompartimente unterteilt (Abb. 4). Die Funktion des Bindegewebes besteht in der
Polsterung der Nervenfasern durch Fettzellen und in der Aufnahme von
Zugkraften durch die Kollagenfibrilen. Die Nervenfaser ist in retikulares
Bindegewebe, Endoneurium genannt, eingebettet. Das Endoneurium ist aus
Fibroblasten und Kollagenfibrillen aufgebaut und enthalt Makrophagen, Mastzellen
und ein Kapillarsystem, das zur Erndhrung der Nervenzellen dient. Durch das
bindegewebige Perineurium werden mehrere Nervenfasern zu Faszikeln

gebundelt. Die Aufgabe des Perineuriums besteht darin, die Nervenfaser zu
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schutzen, indem es zum einen eine polsternde Funktion hat und zum anderen
eine Diffusionsbarriere fir Makromolekile bildet. Der periphere Nerv setzt sich
schlussendlich aus mehreren Faszikeln, umgeben von Epineurium, zusammen. In
diesem verlaufen groRe Gefalle zur Nervenversorgung und es verankert den
peripheren Nerv im umgebenden Gewebe (Schmitte, 2009; Junqueira & Carneiro,
2005; Lallmann-Rauch, 2009; Beck, 2005; Penkert, 1999; Schmidt & Baier Leach,
2003).

Epineurium

Ganglion

Endoneurium

Myelinscheide

Axon

Faszikel

Perineurium

Abbildung 4: Histologischer Aufbau eines gemischten peripheren Nervs (Wiedenbeck & Berninger, 2007).

2.2.3 Schwann’sche Zellen

Benannt sind die Schwann’schen Zellen nach ihrem Entdecker Theodor Schwann

(1810-1882). Dieser entdeckte wahrend seinen Untersuchungen an Muskeln und
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peripheren Nerven eine um die Axone von Nervenzellen gelagerte Schicht und
beschrieb erstmalig den Aufbau dieser Myelinscheide.

Die Schwann’schen Zellen gehen aus der Neuralleiste hervor und entwickeln sich
Uber Vorlauferstufen in ihre ausdifferenzierte Form (Abb. 5). Wahrend der
Entwicklung des peripheren Nervensystems exprimieren sie verschiedene
Wachstumshormone, die fir das neuronale Uberleben wie auch die

Differenzierung der mesenchymalen Hullstrukturen notwendig sind (Huber, 2002).

Myelinating
Schwann cell /22

Pro-myelin
Schwann cell

Neural crest Schwann cell Immature Non-myelinating
cell precursor Schwann cells Schwann cell

Abbildung 5: Schema der Schwann-Zell-Differenzierung (Mirsky et al., 2008).

Es lassen sich zwei Typen von Schwann-Zellen unterscheiden. Jene, die keine
Myelinscheide bilden, gleichzeitig mehrere (durchschnittlich 6-12) Axone umgeben
und diese vollstandig in ihr Zytoplasma einlassen (=marklose Nervenfaser). Die
andere Gruppe sind die myelinisierenden Schwann-Zellen, die sich mit
breitflachigen Auslaufern spiralférmig um einzelne, kaliberstarke Axone legen und
daraus die Myelinscheide, bestehend aus zahlreichen, konzentrischen Lipid-
Protein-Lamellen, bilden (Mauritz, 2005; Bucher & Wartenberg, 1997).

Die Schwann’sche Zelle umgibt das Axon Uber eine bestimmte Strecke. Diesen
myelinisierten Bereich bezeichnet man als Internodium. In regelmafigen
Abstanden kommen kurze, myelinfreie Zonen vor, die Ranvier'sche Schnurringe

genannt werden. Durch die Myelinscheide sind die Axone elektrisch isoliert,
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woraus folgt, dass im Bereich der Ranvier-Schnurringe keine Isolierung vorhanden
ist. Dies ist die Voraussetzung fur die rasche, saltatorische Erregungsausbreitung:
die elektrische Erregung kann von Schnurring zu Schnirring weiterspringen.
Dadurch ist begrindet, warum markhaltige Nervenfasern eine schnellere
Erregungsleitung als marklose Axone besitzen (Bucher & Wartenberg, 1997;
Lallmann-Rauch, 2009; Wachtler, 2005; Mauritz, 2005).

Die Schwann’schen Zellen spielen auch bei der Nervenregeneration nach
vollstandiger Durchtrennung eine wesentliche Rolle. Zum einen sind sie am Abbau
der Myelinscheide beteiligt und zum anderen beginnen sie stark zu proliferieren
und vermehren sich so bis auf das Achtfache. Erste Mitosen sind bereits 2-4 Tage
nach der Nervendurchtrennung auszumachen, das Maximum wird aber zwischen
dem 20. und 30. Tag nach Durchtrennung erreicht. Die Schwann-Zellen formieren
sich dann zu langsorientierten Zellsaulen, die Bungner-Bander genannt werden,
und wachsen so den aussprossenden Axonen des proximalen Stumpfes
entgegen. Sobald die Axonsprossen die Bingner-Bander erreichen, fungieren
diese als Leitschiene flr die Regeneration. Weiters geben die Schwann-Zellen
Zytokine und Zelladhasionsmolekile an die Umgebung ab, um ein ideales
neurotrophes, d.h. die Regeneration forderndes Milieu zu schaffen (Mumenthaler
et al., 2007).

2.3 Verletzungen peripherer Nerven

Im Gegensatz zum ZNS besitzt das PNS die Fahigkeit der Regeneration. Die
Auspragung der Schadigung ist abhangig von der Energie, sowie Art und Dauer
der Einwirkung (Mumenthaler et al., 2007). Die Heilungschancen sind abhangig
von der Lokalisation der Verletzung. Die Chancen auf eine vollstadndige
Regeneration sind am besten, je weiter die Lasion vom Zellkérper entfernt und je
geringer der Abstand zwischen dem proximalen und distalen Stumpf ist.

Die haufigste Ursache fir die Verletzung eines peripheren Nervs ist ein
mechanisches Trauma, das eine Quetschung, Zerrung oder Durchtrennung des
Nervs zur Folge hat. An dieser Stelle ist zwischen stumpfer und scharfer
Gewalteinwirkung zu unterscheiden. Zu den scharfen Traumen zahlen Stich-,
Schnitt- und Sageverletzungen, Dehnung und Druck gehdéren zu stumpfen

12
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Traumen. Neben dem mechanischen Trauma kdonnen auch Tumoren, virale
Infektionen oder Entzindungen zu Verletzungen der peripheren Nerven fuhren
(Poeck & Hacke, 2006).

2.3.1 Klinische Einteilung traumatischer Nervenlasionen

Bei Verletzungen der Nerven wird die Leitfahigkeit der Axone unterbrochen und
daraus resultiert ein Funktionsverlust des jeweiligen Nervs. Je nach Ausmal} des
Traumas zeigt sich eine unterschiedliche Auspragung der Schadigung, wobei jede

einer anderen Therapie bedarf.

- e '
T
= [ yalinecheide —— : .
w— e Epi-/Perineurium e —— — |
— 1 I 8 S E—— —_—.} S S,
Ay —_— u B v e —_— C e T e d

Abbildung 6 a-d: Schematische Darstellung der Nervenlision. a: Intakter Nerv. b: Erhaltene Kontuinitit des
Nervs bei Zug- oder Druckeinwirkung (Neurapraxie). c: Durchtrennung des Axons, jedoch sind die
Hiillstrukturen intakt (Axonotmesis). d: vollstindige Durchtrennung des Axons und der Hiillstrukturen

(Neurotmesis) (Lengerke, 2007).

Seddon (1943) untergliederte die Nervenlasionen aufgrund des Ausmalles der
Schadigung der verschiedenen Nervenstrukturen in drei Grade:

1. Neurapraxie (Abb. 6 b): Axon und Hullgewebe sind intakt, jedoch kommt es
durch Zug- oder Druckeinwirkungen auf den Nerven zur Stérung der
Leitfahigkeit im Schadigungsbereich. Dieser Zustand bildet sich spontan
innerhalb von Tagen bis Wochen vollstandig zurlick (Restitutio ad integrum)

und eine operative Therapie ist somit nicht notwendig.
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2. Axonotmesis (Abb. 6 c): In diesem Fall ist das Axon durchtrennt, die
Hullstruktur ist aber intakt. Da die bindegewebigen Hullen erhalten sind, ist
in den meisten Fallen kein operatives Vorgehen notwendig, da die Axone
entlang der Hullen in die richtige Richtung aussprossen und regenerieren
konnen.

3. Neurotmesis (Abb. 6 d): ist die komplette Durchtrennung, also eine

Kontinuitatsunterbrechung des Nervs und seiner Hullstrukturen.

Sunderland (1951) erweiterte diese Einteilung um zwei Grade, wobei Grad | der
Neurapraxie nach Seddon und Grad Il der Axonotmesis nach Seddon entspricht.
Die Neurotmesis nach Seddon unterteilte er in drei Grade, je nhachdem welcher
Teil der Hullstruktur betroffen ist. Bei Grad Il sind Axon und Endoneurium zerstort,
Peri- und Epineurium sind aber nach wie vor intakt. Zusatzlich zu Axon und
Endoneurium ist bei Grad IV auch das Perineurium in seiner Kontinuitat
unterbrochen und bei Grad V sind der Axon und alle seine Hullstrukturen
durchtrennt, wie es meist bei Verletzungen durch scharfe Instrumente oder stumpf
durch Auseinanderreilden der Fall ist (Mumenthaler et al., 2007).

Millesi (1992) erweiterte diese Einteilung unter Berlcksichtigung der
posttraumatischen Reaktion des Nervengewebes und der Bindegewebsstrukturen
in Form von Fibrosierung (Mumenthaler et al., 2007; Penkert, 1999):

1. Fibrose vom Typ A, wenn vorwiegend das epifaszikulare Epineurium
betroffen ist; hierbei kommt es zu einer Fibrose des umgebenden
Epineuriums und durch die dadurch verursachte Schrumpfung des
Gewebes wird der gesamte Nervenstamm eingeengt.

2. Fibrose vom Typ B, wenn auch das interfaszikulare Epineurium einbezogen
ist; die Fibrose findet sich zwischen Faszikeln und Faszikelgruppen und
fuhrt ebenfalls zur Kompression.

3. Fibrose vom Typ C, wenn das Endoneurium betroffen ist; das Endoneurium
vernarbt, wodurch die spontane Axonaussprossung unterbunden wird und

ein Neurom in Kontinuitat entsteht.

Weiters erlautert Millesi unter ,S“ (scar = Narbe) das Vorkommen von
Bindegewebe bzw. Narbengewebe, das die einzige Verbindung zwischen den
beiden Stumpfen bildet. ,N“ steht fur Neurom, dessen Aussprossungen vom

proximalen Stumpf in Richtung des distalen Stumpfes auswachsen.
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2.3.2 Waller’'sche Degeneration

Damit es zur Regeneration peripherer Nerven kommen kann, sind optimale
Wachstumsbedingungen im distalen Stumpf von grofler Bedeutung. Die
regenerativen Prozesse werden durch Degenerationsprozesse eingeleitet, wie
durch den Abbau der Axone distal der Lasionsstelle und die Phagozytose des
Myelins (Fansa & Keilhoff, 2003). Es konnen sowohl Veranderungen des
Perikaryons als auch des distalen und proximalen Stumpfes beobachtet werden.
Die Veranderungen im Perikaryon nennt man auch Chromatolyse (Abb. 7 b).
Dabei kommt es zur Auflosung der Nissl-Substanz und Abnahme der Basophilie
des Zytoplasmas. Der Zellkérper schwillt an und der Zellkern wandert nach auf3en
in exzentrische Lage (Junqueira & Carneiro, 2005).

Im distalen Stumpf kommt es zu einer anterograden Degeneration, die nach dem
Physiologen Augustus Waller benannt wurde. Der Ablauf der degenerativen
Veranderungen des distalen  Axonabschnittes zeigt charakteristische
morphologische Merkmale, deren zeitlicher Ablauf jedoch je nach Faserart,
Spezies, Alter des Individuums, Temperatur und Entfernung von der Lasionsstelle
variieren (Mumenthaler et al., 2007). Zuerst kommt es zum Zerfall der Axone,
gefolgt vom Zerfall und der Auflosung der Myelinscheide. Die anwesenden
Schwann-Zellen stellen sich, sobald sie den axonalen Kontakt verlieren, von der
Aufgabe zu myelinisieren auf Regenerationsforderung um und beginnen die
Myelinscheide zu fragmentieren und den anfallenden Zelldebris zu phagozytieren.
Diese Aufgabe wird von hamatogenen Makrophagen, die einwandern und
Zytokine, Chemokine und neuroaktive Faktoren produzieren, unterstutzt. In Folge
vermehren sich die Schwann-Zellen und fligen sich zu den Bingner-Bandern
zusammen (Abb. 7 c). Das anfangs 6dematds geschwollene Endoneurium beginnt
nach Abbau der Axon- und Markscheidenzerfallsprodukte wieder zu schrumpfen
(Mumenthaler et al., 2007). Auch die Zellverbande im Perineurium beginnen sich
zu lockern.

Gleichzeitig zur Wallerdegeneration im distalen Stumpf, verlauft in den Axonen
proximal der Lasionsstelle eine Degeneration, die retrograd gerichtet ist. Diese fallt
allerdings geringfugiger aus und schreitet meist nur bis zum nachsten

Ranvier'schen Schnlrring fort. Auch hierbei kommt es zum Abbau von Axonen,
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der Myelinscheide und zur Vermehrung von Schwann-Zellen, die aber nach distal

auswachsen.

mehrere
2 Wochen 3 Wochen 3 Monate Monate

Abbildung 7 a-e: Phasen der De- und Regeneration einer peripheren Nervenfaser. a: Normale Nervenfaser mit
Perikaryon und Zielzelle. b: Verinderung des Perikaryons und Degeneration des distalen stumpfes nach
Nervendurchtrennung. ¢: Aussprossung des Axons vom proximalen Stumpf und SC-Proliferation. d: Zustand
nach erfolgreicher Regeneration des Nerven. e: Erfolgloser Regenerationsversuch mit Neurombildung (Junqueira

& Carneiro, 2005).

2.3.3 Axonale Regenerationsvorgange

Die Regeneration der Nervenfasern geht immer vom proximalen Stumpf aus, der
noch im Kontakt mit dem Perikaryon steht. Nachdem der Degenerationsbereich
des proximalen Stumpfes durch Makrophagen gesaubert wurde, beginnen die
Axonenden meist im Bereich eines ehemaligen Ranvier'schen Schnurrings
anzuschwellen und bilden den Wachstumskolben. Bereits wenige Stunden spater
beginnt das Axon vom Wachstumskolben ausgehend wieder auszusprossen.

Wenn diese Axonaussprossungen die Blungner-Bander des distalen Stumpfes
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erreichen konnen, ist die Aussicht auf eine erfolgreiche Regeneration und
Wiederherstellung der Nervenfunktion positiv.

In proximalen Nervenabschnitten verlauft die Regeneration meist schneller als in
distaler gelegenen Bereichen, jedoch nimmt die Geschwindigkeit mit
zunehmender Distanz vom neuronalen Zellkdrper progressiv ab. So darf fur die
am schnellsten regenerierenden Axone eine durchschnittliche Geschwindigkeit
von 1-2 mm pro Tag angenommen werden (Mumenthaler et al., 2007). Weitere
Konditionen, die auf die Regenerationsgeschwindigkeit Einfluss nehmen, sind
Grofde und Typ der Nervenfaser, Nervenstamm und Alter des Individuums.

Ein Regenerationserfolg ist klinisch gegeben, wenn der Nerv seine Funktion
wieder vollstandig ausfihren kann. In manchen Fallen kommt es aber zu
Fehlinnervationen, die dadurch entstehen, dass die Nervenfasern zwar
regenerieren, aber ein falsches Endorgan erreichen. Bei rein motorischen oder
sensiblen Nerven ist das nur selten zu beobachten. Haufiger tritt eine
Fehlinnervation bei gemischten Nerven auf und zwar dann, wenn z.B.
regenerierende Axone sensibler Nerven zu motorischen Endplatten weitergeleitet
werden (Junqueira & Carneiro, 2005). Tritt dieser Fall ein, kann die Funktion des

Muskels nicht wieder hergestellt werden.

2.3.4 Neurombildung

Ist die Distanz zwischen den beiden Nervenstimpfen zu grol3, gelangen die
Axonaussprossungen nicht bis
zu den Bungner-Bandern vor,
die normalerweise die
Aussprossungen in die richtige
Richtung leiten. Fehlt den
Aussprossungen eine
Leitstruktur, verlieren sie ihre

proximodistale Ausrichtung und

verirren sich im Narbengewebe.

Abbildung 8: Der Nerv (angeschlungen mit gelben Ziigeln) . . .
endet in einem derben Nervenknoten (Neurom, weifier Pfeil) Sie wachsen knaulenartlg
(Schroeder, 2008).
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durcheinander und zum Teil auch retrograd um den proximalen Stumpf
(Mumenthaler et al., 2007). Zusammen mit Narbengewebe entsteht dadurch ein
kleiner derber Tumor (Abb. 8).

Das Neurom besteht aus vielen Minifaszikeln, die in unterschiedliche Richtungen
wachsen, und nur wenigen Nervenfasern (Abb. 9 b). Diese sind meist marklos und
ins Perineurium eingehullt. Neurome konnen eine erhohte Beruhrungs-
empfindlichkeit bis hin zu Kausalgien oder Phantomschmerzen bei Amputationen

verursachen.

Abbildung 9 a-b: Histologisches Bild einer Nervenbiopsie. a: Normaler Nerv im longitudinalen Schnitt. b: Neurom

mit ungeordneten Minifaszikeln (Jens, 2008).

Auch im distalen Stumpf kann es zur Ausbildung eines kleinen Kndtchens
kommen, das sich aus auswachsenden Schwann-Zellen, Kapillarendothelien,
Fibroblasten und Perineuralzellen zusammensetzt. In der Regel verursachen

diese keine Beschwerden.

2.4 Therapiekonzepte

2.4.1 Therapieproblematik bei peripheren Nervendefekten

Trotz grolRer Fortschritte in der Mikrochirurgie ist die Versorgung einer
Nervenlasion immer noch problematisch. Die einfachste Variante ist die
Nervennaht, die jedoch nur moglich ist, wenn es zu keinem oder nur geringem

Substanzverlust gekommen ist und eine spannungsfreie Koaptation der Stimpfe
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moglich ist. Sobald aufgrund einer zu groRen Distanz zwischen den beiden
Nervenstimpfen eine direkte Koaptation nicht mehr mdglich ist, kann autologes
(kérpereigenes) Nervenmaterial zur Defektlberbriickung herangezogen werden.
Hierbei bestehen die Probleme darin, dass es Qualitdtsunterschiede zwischen
dem Spender- und Empfangernerv (motorisch/sensibel) geben und es in Folge
zum Funktionsausfall des Spendernervs kommen kann. Aufgrund der begrenzten
Verfugbarkeit von Spendernerven kann diese Methode bei grolien
Substanzdefekten oder bei Verletzung mehrerer Nerven nicht durchgeflihrt
werden. Die Verwendung von Allotransplantaten, d.h. von korperfremden Nerven,
ist kritisch zu betrachten, da die Patienten sich einer immunsuppressiven
Behandlung unterziehen mussen, die mit starken Nebenwirkungen einhergehen
kann. Die Neurotisation, wobei ,verzichtbare® Nerven umgeleitet werden, ist
ebenfalls nur als Therapie zweiter Wahl anzusehen, da die funktionelle
Wiederherstellung des Nervs nicht oder nur sehr geringgradig gegeben ist. Eine
alternative Therapieméglichkeit ist das Uberbriicken des Substanzdefektes mittels
resorbierbaren Nervenleitschienen. Auf diese wird gezlichtetes, nervales Gewebe
aufgebracht, das fur die Defektheilung erforderlich ist. Doch trotz der Fortschritte
im Bereich des Tissue Engineerings sind bislang die Erfolge in Hinsicht auf
Regenerationspotenz  Uber grofle Defekistrecken dem der autologen

Nerventransplantate unterlegen (Evans, 2000).

2.4.2 Operative Behandlungsmoglichkeiten bei Nervendefekten

Die mikrochirurgische Versorgung von durchtrennten Nerven und deren
postoperative Ergebnisse hangen nicht zuletzt vom Ausmald der Verletzung selbst
ab (Sinis et al., 2009). Prinzipiell muss eine Differenzierung in eine ,einfache
Durchtrennung“ des Nervs und in einen ,Segmentverlust® vorgenommen werden,
da davon das operative Vorgehen abhangig ist.

FUr die Behandlung einer Nervenlasion wird in der Regel die direkte Nervennaht
als erste Option gewahlt (ca. 78%). Sollte dies nicht mdglich sein, werden andere
Alternativen herangezogen: in 15% kommen autologe Nerventransplantate und in

4 5% andere Methoden wie der Einbau eines artifiziellen Nervenkonduits zum
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Einsatz. Der Fall, das aufgrund widriger Umstande keine chirurgische Versorgung
moglich ist, tritt nur in ca. 2,5% ein (Scholz et al., 2009).

2.4.2.1 Nervennaht

Bei einer glatten Durchtrennung ohne Substanzverlust, kann eine direkte
Koaptation der Nervenstimpfe angestrebt werden. Diese muss allerdings
spannungsfrei erfolgen, da es ansonsten zu vermehrter Narbenbildung,
Kompression der regenerierenden Axone und mangelnder Durchblutung des
Lasionsgebietes kommen kann (lJkema-Paasen et al., 2004). Die Naht kann
epineural, epiperineural oder perineural ausgefuhrt werden.

Die Epineuralnaht (Abb. 10) wird vor allem bei monofaszikularen Nerven
angewandt. Dabei werden zuerst die beiden Nervenstimpfe mobilisiert, um
Spannung zu vermeiden, und dann richtig koaptiert. Danach wird das
Endoneurium des proximalen Stumpfes mit dem des distalen Stumpfes mittels
zwei bis vier 10_0 Nahten locker verknUpft, wobei darauf geachtet werden muss,
dass kein endoneurales Gewebe miterfasst wird. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass das intraneurale Gewebe unberUhrt bleibt und es dadurch kaum zur
Fibrosierung kommt (IJkema-Paasen et al., 2004). Jedoch haben die einzelnen
Faszikel keine Orientierung und kénnen in eine falsche Richtung auswachsen.

Die epiperineurale Naht (Abb. 10) findet ihre Anwendung hauptsachlich bei
oligofaszikularen Nerven. Dabei wird mit dem Epineurium zugleich auch das
randstandige Perineurium des Faszikels erfasst.

Bei der perineuralen Naht (Abb. 10), die vor allem fir die Wiederherstellung der
Kontinuitat polyfaszikularer Nerven verwendet wird, werden vom Epineurium
einige Millimeter reseziert und dann das Perineurium der Faszikelgruppen mit ein
bis drei perineuralen Nahten locker mit dem Perineurium der korrespondierenden
Faszikelgruppe des gegenuberligenden Stumpfes vernaht (Tscherne et al., 2003).
Dadurch kann ein ungerichtetes Wachsen der Faszikel verhindert werden, jedoch
ist diese Methode sehr haufig mit Vernarbungen verbunden. Aul’erdem ist das
exakte Zusammenflgen der Faszikegruppen der beiden Nervenstimpfe mit vielen

Schwierigkeiten und Komplikationen behaftet.
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Die Nervennaht wird prinzipiell meist mittels monofilen Faden der Starke 9 _0-11_0
durchgefuhrt, bevorzugt aber mit 10_0 Nahten. Die spannungsfreie Koaptation ist
der Literatur zufolge bestmoglich, wenn sie mit 10 0 Faden und bei
Neutralstellung der Gelenke durchgefuhrt wird. Damit es zu keiner Ausbildung von
Nahtgranulomen kommt, sollte das Nahtmaterial moglichst sparsam verwendet

werden (Tscherne et al., 2003).

Abbildung 10: Epineurale (links), epiperineurale (Mitte) und perineurale Naht (rechts) (Dornseifer et al., 2007).

Bei Nervendurchtrennungen, die im stammnahen Bereich liegen, kann die
Koaptation der Nervenstimpfe auch mittels Fibrinkleber versucht werden. Dabei
werden die Nervenenden exakt aneinandergelegt, der Fibrinkleber aufgebracht
und mit Pinzetten bis zum Ausharten des Fibrinklebers aneinandergedrickt
(Berger & Hierner, 2003). Die Verschweilung der Nervenenden mittels CO,-Laser

befindet sich noch im Teststadium.

2.4.2.2 Nervale Neurotisation

Bei der nervalen Neurotisation wird ein peripherer Nerv in ein neues Zielgebiet
verlagert oder an den distalen Stumpf eines proximal irreversibel geschadigten
Nervs adaptiert. Dieses Verfahren wird vor allem bei posttraumatischen

Armplexuslasionen angewandt, wenn keine proximalen Stimpfe des Plexus

21



2. Grundlagen

brachialis selbst fur die Transplantation zur Verfugung stehen. Die Neurotisation
gilt als Therapie zweiter Wahl, da bei einer erfolgreichen Reinnervation eine
VerknlUpfung von nicht synergistischen Nervenbahnen entsteht und die Patienten
mit den neurotisierten Nerven neue Funktionen Ubernehmen mussen, was viel
Training bedarf (Nikkhah et al., 1997).

2.4.2.3 Autologe Nerventransplantation

Die Therapie der Wahl bei Nervenlasionen mit Substanzdefekten ist das
Einbringen von autologen Transplantaten, um die Distanz zwischen dem
proximalen und dem distalen Stumpf zu Uberbricken und die axonale
Aussprossung in Richtung des distalen Stumpfes zu leiten. Am haufigsten werden
als Spendernerven solche mit sensibler Qualitat verwendet, zu denen der

N. suralis, der N. cutaneus brachii medialis, der N. saphenus oder der N. radialis
R. superficialis zahlen (Penkert, 1999). Auch bei der Transplantation von
autologen Nerven muss auf einen spannungsfreien Zusammenschluss wertgelegt
werden. Um nach dem Abheilen der &uReren Wunden ein Reillen der
Transplantate zu vermeiden, das z.B. durch Druck von aufl’en akzidentell
vorkommen kann, wird von einigen Autoren propagiert, die Transplantate bis zu
30% Uber die Defektstrecke hinweg langer zu planen und einzusetzen (Sinis et al.,
2009). Die Vorteile der autologen Transplantate sind die Immunkompatibilitat und
das Vorhandensein vitaler Schwann-Zellen, die ein ideales Milieu fur das axonale
Wachstum bilden und in Form der Bungner-Bander als Leitschiene der
aussprossenden Axone dienen. Die Limitation dieser Methode ergibt sich
einerseits daraus, dass verwendbares Material nur beschrankt zur Verfligung
steht, andererseits muss der Nutzen in Relation zur Morbiditat (Narbenbildung,
Sensibilitatsstorungen beim Donor, Hyperalgesien, Neurombildung), vor allem bei
Verletzungen kleinerer, rein sensibler Nerven wie den Nn. digitales proprii, stehen
(Lohmeyer et al., 2007). Weiters muss mit einer verlangerten Operationszeit
gerechnet werden, da es zwei Operationsgebiete gleichzeitig gibt. Problematisch
ist auch, dass die regenerierenden Axone zwei Nahtlinien Uberwachsen mussen,

was immer mit Verlust von Nervenfasern einhergeht, und durch die starre Hille
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des autologen Nerventransplantates der Axon in seinem Wachstum blockiert wird
(Dornseifer et al., 2007).

2.4.2.4 Allogene Nerventransplantate

Bei einer Allotransplantation werden Transplantate eines genetisch differenten
Spenders derselben Spezies verpflanzt. Um Abwehrreaktionen des Korpers gegen
das Transplantat zu unterdricken, muss der Empfanger Immunsuppressiva zu
sich nehmen, durch deren Nebenwirkungen die Transplantationsergebnisse
negativ beeinflusst werden konnen. Alles in allem konnen die Resultate mit
allogenen Transplantaten nicht an die mit autogenen Transplantaten heranreichen
und aufgrund der Immunsuppression sollte aus onkologischer Sicht die

Verwendung allogener Transplantate vermieden werden (Evans, 2001).

2.4.2.5 Autologe Veneninterponate

Autologe Veneninterponate werden v.a. in Notfallsituationen wie bei Replantation
zur Uberbriickung kleiner Defektstrecken mit einer maximalen Lange von 2-3 cm,
effektiver aber bei Defektstrecken kleiner 30 mm, verwendet (Berger et al., 1999).
Venen kdnnen prinzipiell aus jeder Korperregion enthommen werden, ohne eine
beeintrachtigende Funktionsstérung zu hinterlassen. Der beinahe grenzenlosen
Verfligbarkeit ist aber die Problematik gegenuberzustellen, dass Venen aufgrund
der dinnen Wandstarke und des fehlenden Drucks von innen haufig kollabieren
oder durch umgebendes Narbengewebe das Lumen abgeschnirt werden kann,
wodurch keine adaquate Nervenregeneration stattfinden kann (Dornseifer et al.,
2007).

2.4.3 Tissue Engineering

Seit vielen Jahren wird bereits an der Entwicklung alternativer Materialien auf dem

Gebiet des Tissue Engineerings als Ersatz fur das autologe Nerventransplantat
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geforscht (Sinis et al., 2006). Das Ziel ist es, ein artifizielles biohybrides
Nerventransplantat zu erstellen, mit dessen Hilfe ein Nervendefekt Gberbruckt und
in Folge eine Regeneration erzielt werden kann (Abb. 11). Um dem Aufbau eines
natlrlichen Nerventransplantates moéglichst ahnlich zu sein, sollte das artifizielle
Transplantat (Konduit) mindestens vier wichtige Komponenten beinhalten:

1. Ein rohren- bzw. schlauchformiges Gerust, das als Leitschiene fur das

axonale Wachstum dient.
2. Stutzzellen wie Schwann-Zellen
3. Wachstumsfaktoren

4. Extrazellulare Matrix

AulRerdem sind spezielle Eigenschaften des Konduits von Bedeutung, wie z.B. die
biologische Abbaubarkeit, einfache Verfligbarkeit und Implantierbarkeit und
niedrige Antigenitat. Weiters sollte das Konduit leicht zu durchbluten und
durchlassig flr Sauerstoff und Nahrstoffe sein, keine langfristigen Kompressionen
verursachen und leicht formbar sein, einen gewlnschten Durchmesser und eine
passende Wandstarke inbegriffen (Evans, 2001; Chalfoun et al., 2006 Mauritz,
2005; Schmitte, 2009).

2.4.3.1 Gerlist

Es wurden Versuche mit unterschiedlichen Materialien unternommen, wobei man
grundsatzlich naturliche biologische von synthetischen Materialien unterscheiden
muss. Als naturliche Implantate werden Sehnen, Venen, Muskulatur aber auch
Kollagen, Laminin und Fibronektin verwendet. Der Vorteil dieser Stoffe liegt darin,
dass sie eine erhdhte Biokompatibilitat aufweisen, zu keinen toxischen Effekten
beim Abbau und vermehrter Einwanderung von Schwann-Zellen fihren. Jedoch —
abhangig vom Patient und der Herkunft des Materials — kann es zu einer
unerwldnschten Immunantwort kommen, die durch eine immunsupressive
Therapie unterdrickt werden muss. Bei der Verwendung von Venen besteht wie
bei autologen Veneninterponaten die Gefahr, dass diese kollabieren. Bei
Muskelgewebe als Defektiberbriickung kommt es gehauft zu ungerichteten

axonalen Wachstum mit Neurombildung (lJkema-Paasen et al., 2004; Evans,
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2001; Chalfoun et al., 2006; Dornseifer et al., 2007; Mauritz, 2005; Schmitte, 2009;
Evans, 2000; Schmidt & Baier Leach, 2003).

Synthetische Materialien haben den Vorteil, dass man Eigenschaften wie Form,
Grolke, Aufbau, Permeabilitat, Biokompatibilitat und Degradation, die die axonale
Regeneration beeinflussen, jederzeit neu gestalten oder abandern kann. So kann
durch Veranderung physikalischer Attribute z.B. die Diffusion von Nahrstoffen
erhoht, das axonale Wachstum beschleunigt und das Einwachsen von
Fibroblasten verhindert werden.

Man unterscheidet nicht-resorbierbare und resorbierbare Stoffe. Zu den nicht-
resorbierbaren Materialien zahlen u.a. Silikone und Polytetrafluorethylen (ePTFE).
Sie haben keinen Einfluss auf den Regenerationsprozess und sind stabiler als
resorbierbare Substanzen. Die Ausdehnungsmoglichkeit des Nervs beschrankt
sich aber auf den Durchmesser des Konduits und ist daher haufig der Grund flr
Kompressionen. Weitere nachteilige Aspekte sind das erhdhte Infektrisiko und
Auftreten von chronischen Entztindungen und Fibrosierung (IJkema-Paasen et al.,
2004; Dornseifer et al.,, 2007; Schmitte, 2009; Chalfoun et al., 2006). Eine
wesentlich groRere Bedeutung haben aber resorbierbaren Materialien wie
Polylactidsaure, Polyglycolsaure und Poly (D, L)-Lactid-e-Caprolacton, die nach
erfolgreicher Nervenregeneration degradieren und vom umgebenden Gewebe
resorbiert werden (Sinis et al., 2006; De Ruiter et al., 2009; Schmidt & Baier
Leach, 2003).

2.4.3.2 Stiitzzellen

Die am haufigsten verwendeten supportiven Zellen sind die Schwann’schen
Zellen. Durch die Abgabe von bioaktiven Faktoren schaffen sie ein ideales Milieu
fur die Nervenregeneration. Sie spielen auch eine mechanische Rolle bei der
Uberbriickung des Defekts, indem sie proliferieren und die Bilingner-Bander
ausbilden, die als Leitschiene fur die Axonsprossen dienen. Schwann-Zellen
produzieren Molekule der extrazellularen Matrix wie Laminin und Kollagen.
Weiters exprimieren sie eine Vielzahl von Zelladhasionsmolekile und Rezeptoren,
zu denen L1, N-Cadherin, gammays-Integrine und N-CAM zahlen. Auch neurotope

und neurotrophe Substanzen wie NGF, BDNF (brain-derived neutrophic factor)
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und CNTF (ciliary neutrophic factor) werden von den Schwann’schen Zellen
synthetisiert und abgegeben (Evans, 2001; Chalfoun et al., 2006; De Ruiter et al.,
2009; Dornseifer et al., 2007).

Chalfoun et al. versuchten genetisch hergestellte dermale Fibroblasten, die wie
Schwann-Zellen agieren und NGF abgeben, als Schwann-Zellersatz fur Konduits
zu verwenden. Dies scheiterte aber an der massiven Narbenbildung verursacht
durch die Fibroblasten. Neuere Untersuchungen werden mit pluripotenten
Stammzellen durchgefihrt. Diese besitzen die Fahigkeit sich in verschiedene
Richtungen zu differenzieren und kdnnen dadurch eine gunstige Umgebung fur die

axonale Regeneration schaffen (Chalfoun et al., 2006).

2.4.3.3 Wachstumsfaktoren

Zu den Faktoren, die positiven Einfluss auf das Nervenwachstum und die
Nervenregeneration haben, zahlen NGF, BDNF, GDNF (glial-derived neurotrophic
factor), insulin-like growth factor (IGF-1, IGF-2), platelet-derived growth factor,
FGF(fibroblast growth factor), Neurotrophin-3 und CNTF. Die Wachstumsfaktoren
treiben zum einen das axonale Wachstum voran und sichern andererseits das
neuronale Uberleben. Die beste Wirkung auf das Nervenwachstum wird NGF
zugeschrieben. Durch mehrere Autoren konnte gezeigt werden, dass durch
exogene Gabe von NGF das Absterben eines sensorischen Neurons nach
Axondurchtrennung verhindert werden kann (Fine et al., 2002; Chalfoun et al.,
2006). Da der Effekt der Wachstumsfaktoren meist dosisabhangig und das
Vorhandensein dieser Uber einen langeren Zeitraum notwendig ist, sollte die
Abgabe Uber Abgabesysteme geregelt erfolgen (Chalfoun et al., 2006; Evans,
2001; De Ruiter et al., 2009).

2.4.3.4 Extrazelluldre Matrix

Durch den Einbau von unldslichen Extrazellulare Matrix-Molekulen, wie Laminin,
Fibronektin oder Kollagen in Konduits konnen bessere Ergebnisse bei der

Axonregeneration erzielt werden. Auch Chitosan, das antitumorése und
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antibakterielle Eigenschaften besitzt, zeigt eine positive Wirkung auf die
Nervenregeneration. Es fordert das Einwandern und die Proliferation von
Schwann-Zellen, die flr die Regenerationsvorgange notwendig sind (Chalfoun et
al., 2006).

Growth Factors

Permeability/
Porosity

Internal

Framework

Conductive

Polymer Multichannel
Structure

Abbildung 11: Modell eines optimalen Nervenconduits (De Ruiter et al., 2009).
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3 Material und Methoden

Die Arbeit mit humanem Nervengewebe wurde unter der EK-Nummer 23-127 ex
10/11 und dem Titel ,Isolation und Kultivierung von Schwann’schen Zellen aus
humanen peripheren Nerven - Pilotstudie® von der Ethik-Kommission der

Medizinischen Universitat Graz am 20.01.2011 genehmigt.

3.1 Herkunft der Materialien

3.1.1 Zusammensetzung verwendeter Medien

Tabelle 1: Verwendete Medien

Medium Zusammensetzung
Kulturmedium 1 (SC-2) DMEM

+10% FBS

+ 1% GPS

+ 2 UM Forskolin

+ 2,5 pg/ml Amphotericin B
Kulturmedium 2 (SC-4) DMEM

+10% FBS

+ 500 U/ml GPS

+ 0,5 mM IBMX

+ 2,5 yg/ml Amphotericin B

+ 10 nM B-Heregulin

+ 0,5 uM Forskolin

+ 2,5 pg/ml Insulin

Aufbewahrungsmedium DMEM
+ 1% GPS
Dissoziationsmedium 1 DMEM
+10% FBS
+ 1% GPS

+ 0,125% Kollagenase
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Dissoziationsmedium 2

Kollagenasepuffer

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Albumin from bovine serum (BSA)
Amphotericin B

Collagen

D-(+)-Glucose solution

Dispase

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Fetales bovines Serum (FBS)
Forskolin

HEPES solution

Heregulin-B

Insulin solution from bovine pancreas
Kaliumchlorid

Kalziumchlorid

Kollagenase |

Laminin

+ 1,25 U/ml Dispase
Kollagenasepuffer

+ 10 mg Kollagenase

+ 40 mg BSA

100 mM Hepes solution
120 mM NacCl

50 mM KCI

1 mM CaCl,

5 mM Glucose

Bezugsquelle

Sigma Aldrich GmbH, Wien

Sigma Aldrich GmbH, Wien

Sigma Aldrich GmbH, Wien

Roche Diagnostics GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien

BD Biosciences Austria, Schwechat
Sigma Aldrich GmbH, Wien

Sigma Aldrich GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien
Merck GesmbH, Wien

Merck GesmbH, Wien

Sigma Aldrich GmbH, Wien
Sigma Aldrich GmbH, Wien
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L-Glutamine—penicillin—streptomycin Sigma Aldrich GmbH, Wien
solution (GPS)

Natriumchlorid Merck GesmbH, Wien
Phosphate Buffered Salt Solution (PBS) Biochrom AG, Berlin
Poly-L-ornithine solution Sigma Aldrich GmbH, Wien
Trypsin-EDTA Sigma Aldrich GmbH, Wien

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma Aldrich GmbH, Wien
(DPBS)

3.1.3 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Antikorper

Antikorper Bezugsquelle
S 100 beta antibody Abcam, Cambridge
Biotinylated goat Anti-Polyvalent Thermo Scientific Inc., Waltham

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Jegliche Materialen, die zur Anwendung kamen

Materialien Bezugsquellen

6-Wellplatte IWAKI Europe GmbH, Willich

Lab-Tek Kammerobjekttrager Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Petrischalen BD Biosciences Austria, Schwechat
Pipettenspitzen Eppendorf Austria GmbH, Wien
Zellsieb gelb (100um) VWR International , Wien
Zentrifugenréhrchen 50 ml BD Biosciences Austria, Schwechat
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3.1.5 Gerate

Tabelle 5: Geriite, die zur Anwendung kamen

Gerate Bezugsquelle

Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen

Inkubator Eppendorf Austria GmbH, Wien
Inversmikroskop Olympus Europa GmbH, Hamburg
Mikro Pinzette Aesculap AG, Tuttlingen
Mikro-Federschere Aesculap AG, Tuttlingen

Pipette blau (100-1000ul) Eppendorf Austria GmbH, Wien
Pipette gelb (10-100ul) Eppendorf Austria GmbH, Wien
Pipette grau (0,5-10ul) Eppendorf Austria GmbH, Wien
Schuttelwasserbad JP SELECTA S.A., Abrera (Spanien)
Sicherheitswerkbank Heraeus Holding GmbH, Hanau
Vortex Schittler IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Zentrifuge Heraeus Holding GmbH, Hanau
Chirurgische Schere Aesculap AG, Tuttlingen
Anatomische Pinzette Aesculap AG, Tuttlingen

3.2 Patientenkollektiv

Das Nervengewebe, das flur die Studie verwendet wurde, wurde von Patienten
und Patientinnen der Abteilung fiir Plastische, Asthetische und Rekonstruktive
Chirurgie gewonnen. Diese unterzogen sich diversen Operationen, bei denen das

Nervengewebe als Abfallprodukt hervorging.

Insgesamt standen uns flir die Studie zehn Nerven von acht
Patienten/Patientinnen zur Verfugung. Von diesen Patienten/Patientinnen waren
funf mannlich, die anderen drei weiblich. Der jungste Patient war 43 Jahre alt, der
alteste 76 Jahre alt, was ein Durchschnittsalter von 58,125 Jahren ergibt. In

Tabelle 6 sind die Spenderdaten und entnommene Nerven aufgeschlisselt:
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Tabelle 6: Patienteninformationen

Nr
01

02

03

04

05

06

07

08

Sex
w 71a

69a

76a

w 61a

52a

43a

443

W 49a

Alter

Operation
Pirogoff-
Amputation links
Unterschenkel-
amputation rechts
Amputation des
rechten Daumens
im Inter-
phalangealgelenk

Neurom-Excision

Neurom-Excision

Gestielte
myokutane
Lappenplastik
Triple-
Neurektomie

Neurom-Excision

Diagnose
Charcot-
Arthropathie
Fasciitis
necroticans
Malignes
Melanom am
Daumenend-
glied

Neurom

Neurom

Weichteildefekt

am Unter-
schenkel
Leisten-
schmerzen
Morton’sches

Neurom

Nerv
N. ischiadicus
N. tibialis posterior

N. tibialis posterior

N. digitalis palmaris

proprius

N. cutaneus brachii
lateralis

N. peronaeus
superficialis

N. cutaneus brachii

lateralis

N. genitofemoralis
N. iliohypogastricus

N. plantaris communis

Die Palette der Vorerkrankungen der Patienten/der Patientinnen ist breit gefachert
und fuhrt von Diabetes mellitus Typ II, KHK, TVT, PNP, pAVK, Hypertonus,

Osteoporose, Depressionen bis hin zu Leukopenie bei Immunsuppression bei Z.n.

Nierentransplantation.

Bei den zahn Nerven, die in unserer Studie verwendet wurden, handelt es sich um

folgende (Graphik 2):

N. tibialis posterior (n=2)

N. cutaneus brachii lateralis (n=2)

N. ischiadicus (n=1)

N. digitialis palmaris proprius (n=1)
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e N. peronaeus superficialis (n=1)
¢ N. genitofemoralis (n=1)
¢ N. iliohypogastricus (n=1)

¢ N. plantaris communis (n=1)

B N. tibialis posterior

B N. cutaneus brachii lateralis
H N. ischiadicus

B N. digitialis palmaris proprius
B N. peronaeus superficialis

m N. genitofemoralis

m N. iliohypogastricus

M N. plantaris communis

Graphik 2: Graphische Darstellung der verwendeten Nerven.

Die Standardisierung dieser Methode mit adultem humanem Gewebe gestaltete
sich schwierig, da kein einheitliches Spendergewebe zur Verfigung stand. Die
Donatoren  unterschieden sich in  Alter, Geschlecht, Erkrankungen,
Allgemeinzustand und Erndhrungszustand. AuRerdem war der Entnahmeort der
Nerven aus klinischen Grunden uneinheitlich (Graphik 2), verbunden mit

unterschiedlichen Nervenqualitdten (motorisch, sensibel, gemischt).
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3.3 Isolation und Kultivierung von Schwann’schen Zellen

3.3.1 Gewinnung und Praparation der Nerven

Die Nerven wurden noch im Operationssaal unter sterilen Bedingungen
entnommen, bis zur Verarbeitung in ein Aufbewahrungsmedium gegeben und im
Klhlschrank (4°C) gelagert. Der Zeitraum zwischen Entnahme und Praparation
betrug zwischen einer halben Stunde und zwei Tagen.

Die 6-Wellplatten fur die Zellkultur wurden zum Teil mit 1:50 verdinntem Kollagen
in Kulturmedium vorbeschichtet und zum Einwirken flr mindestens eine halbe
Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen. Einige 6-Wellplatten blieben zum
Vergleich unbeschichtet. Wahrenddessen wurde das Nervenstuck unter sterilen
Kautelen aus dem Aufbewahrungsmedium genommen, auf eine Petrischale gelegt
und mit DMEM gewaschen. Danach wurde versucht die einzelnen Faszikel mit
einer feinen, sterilen Pinzette aus dem Nervenstiick herauszuzupfen und so vom
umgebenden Bindegewebe zu trennen (Abb. 12). Die einzelnen Faszikel wurden
anschlielend so gut wie moglich vom restlichen Epineurium befreit und mit einer
sterilen mikrochirurgischen Schere in ca. 1-2 mm groRe Stlcke geschnitten.
Jeweils vier bis finf Faszikelsticke wurden pro Well auf die unbeschichteten bzw.
beschichteten Platten - ohne die Kollagenbeschichtung vorher abzusaugen —
aufgeklebt (Abb. 13). Um ein Anhaften der Faszikelsticke am Schalenboden zu
gewahrleisten, wurden die beklebten 6-Wellplatten flr ungefahr eine halbe Stunde
in den Inkubator gestellt. Nach dem Verstreichen der halben Stunde wurden die 6-
Wellplatten wieder aus dem Inkubator herausgeholt, jedem Well 1ml
Kulturmedium hinzugefugt und anschlieRend zurlck in den Inkubator gestellt. Es
wurden das Kulturmedium 1 (Mauritz, 2005) mit dem Kulturmedium 2 (Diebold,
2007) verglichen.
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Abbildung 12: Ein einzelner Faszikel wird vorsichtig aus dem Nervenexplantat herausgezupft.

Abbildung 13: Vorbeschichtete Kulturplatte mit aufgeklebten Faszikelstiicken.

Die Inkubation fand unter Standardbedingungen bei 37°C, 5% CO, und 90%
Luftfeuchtigkeit statt. Zweimal wochentlich wurde das Medium gewechselt. Beim
Absaugen des alten Mediums wurde darauf Acht gegeben, dass die
Faszikelstliicke geschont wurden. Bevor das neue Medium hinzugefigt wurde,
wurde die 6-Wellplatte erneut fur eine halbe Stunde in den Inkubator gestellt, um
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die Faszikelstlicke antrocknen zu lassen und so ein Aufschwimmen der Stiicke zu

verhindern.

3.3.2 Passagieren

Sobald sich um die Faszikelstliicke durch Aussprossen von Zellen ein konfluenter
Monolayer gebildet hatte (Abb. 14), wurden die Explantate aus den 6-Wellplatten
gezupft und auf neue Platten aufgebracht (Morrissey et al.,, 1991). Diese waren
wiederum zum Teil mit Kollagen, zum anderen Teil mit Laminin/Ornithin
vorbeschichtet. Aulerdem wurden einige Faszikelsticke auf unbeschichtete oder
mit Laminin/Ornithin vorbeschichtete Kammerobjekttrager aufgebracht, die
anschlieBend gefarbt werden sollten. Die 6-Wellplatten und Kammerobjekttrager
wurden dann weiter in Kulturmedium inkubiert bis erneut Zellaussprossungen

vorhanden waren und eine weitere Passage erfolgen konnte.

Abbildung 14: Ein aus aussprossenden Zellen gebildeter konfluenter Monolayer um ein Faszikelstiick (im rechten

unteren Eck).

Durch die schnellere Teilungsrate und damit verbundene schnellere Aussprossung
der Fibroblasten, waren in den ersten Passagen uberwiegend Fibroblasten und
nur vereinzelt Schwann-Zellen aufzufinden (Abb. 15). Jedoch wurde die Anzahl
der Schwann-Zellen, je ofter passagiert wurde, immer gréRer und die
Fibroblastenanzahl nahm ab (Abb. 16).
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sind SC eingestreut (S100

nur vereinzelt

Abbildung 15: Primérkultur. Viele Fibroblasten (blau) vorhanden,

positiv, rot).

rot). Nur noch vereinzelt Fibroblasten

Abbildung 16: Nach der 3. Passage. Viele SC vorhanden (S100 positiv,

(blau).
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3.3.3 Dissoziation

Nach der 3.-5. Passage wurden die Faszikelsticke der Dissoziation unterzogen,
um die Zellen, die nach wie vor in den Explantaten zuruckgeblieben waren,

herauszuldsen. Die Dissoziation erfolgte auf zwei verschiedene Arten:

1) Dissoziation nach Mauritz 2005:

Die Faszikelstiicke wurden mit einer Pinzette aus der 6-Wellplatte herausgezupft
und in ein Zentrifugenrbhrchen gegeben, welches mit einer Enzymldsung
(Dissoziationslosung 1) geflullt war. Diese Dissoziationslosung bestand aus:
DMEM mit 10% FBS, 1% GPS, 0,125% Kollagenase und 1,25 U/ml Dispase. Das
Zentrifugenréhrchen wurde dann bei 37°C ins Schittelwasserbad gestellt, um eine
gleichmalige Verdauung des Gewebes zu gewahrleisten. Die von Mauritz
angegebene Inkubationszeit wurde von 20 Stunden auf eine Stunde verkurzt, um
die Anzahl vitaler Zellen zu erhdhen. Da die Gewebestruktur nach einer Stunde
Dissoziation noch nicht vollstandig aufgelost war, wurden die halbverdauten
Faszikelsticke durch ein Zellsieb gestrichen. AnschlieRend wurde mit PBS
nachgespult und die Zellsuspension fir 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde 1 ml PBS hinzugefiigt. Es wurde erneut
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Danach wurde das Zellpellet mit 1 ml
Kulturmedium vermischt und auf einer mit Poly-L-Ornithin/Laminin-

vorbeschichteten 6-Wellplatte ausgesat.

2) Dissoziation nach Bozkurt et al. 2008:

Die Faszikelstliicke wurden in ein Zentrifugenrohrchen mit Kollagenasepuffer,
Kollagenase und BSA transferiert (Dissoziationslésung 2). Der Kollagenasepuffer
setzte sich aus 100 mM Hepes solution, 120 mM NaCl, 50 mM KCI, 1 mM CaCl,
und 5 mM Glucose zusammen. Das Zentrifugenrbhrchen mit der
Dissoziationsldsung und den Nervenfaszikeln wurde fir eine halbe Stunde ins
Wasserbad (37°C) gestellt. Danach erfolgte die Zentrifugation bei 1000 rpm flr 10
min. Der Uberstand wurde abgesaugt und zum Zellpellet wurden 5 ml DPBS (ohne
Kalzium und Magnesium) hinzugefugt und gevortext. Danach wurde fur weitere 10

min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Waschvorgang mit DPBS erfolgte zweimal.

38



3. Material und Methoden

AnschlieBend wurde 1 ml Trypsin EDTA zur Zellsuspension hinzugeflugt, kurz
aufgeschuttelt und fur weitere 10 Minuten bei 37°C ins Wasserbad gestellt. Zum
Beenden der enzymatischen Verdauung wurden gleich nach dem Entfernen aus
dem Wasserbad 500ul FBS hinzugefligt. Die Suspension wurde aufgeschittelt
und zentrifugiert (10 min, 1000 rpm). AnschlieBend wurde der Uberstand
abgesaugt, das Zellpellet mit 1 ml Kulturmedium aufgefullt und auf eine mit Poly-L-

Ornithin/Laminin-vorbeschichtete 6-Wellplatte ausgesat.

3.4 Identifikation der Schwannzellen

3.4.1 Phasenkontrastmikroskop

Schwann’sche Zellen zeigen sich im Mikroskop normalerweise schlank und
spindelférmig. Die Form ist meist bi-, seltener tripolar, und sie haben lange
Auslaufer. Schwann’sche Zellen besitzen verhaltnismaRig wenig Zytoplasma, in
dem die ovalen Zellkerne stiftformig angeordnete sind (Vroemen & Weidner, 2003;
Casella et al., 1996; Calderon-Martinez et al., 2002).

Fibroblasten stellen sich hingegen eher flachenhaft und polymorph mit grof3en
Zellkorpern dar. Der Zellkern ist grofd und rund (Parotat, 2009; Honkanen et al.,
2007; Hedayatpour et al., 2007).

3.4.2 Farbung mittels S100

Um die Reinheit der Schwann-Zellkulturen zu ermitteln bzw. die Schwann-Zellen
zu identifizieren, wurde nach jeder Passage eine immunzytochemische
Markierung durchgefihrt. Dazu wurde ein Primarantikbrper verwendet, der sich
gegen das intrazellulare kalziumbindende Protein S100 richtete. Durch die S100-
Farbung zeigte sich das Zytoplasma der Schwann’schen Zellen in ausgepragter

roter Farbgebung.
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Die fur die Immunzytochemie vorgesehenen Kammerobjekttrager wurden

abgesaugt, mit PBS gewaschen und fur mindestens 24 Stunden zum Trocknen

stehen gelassen. Die Farbung erfolgte in folgenden Schritten:

Fixierung mit Aceton

Trocknen bei Raumtemperatur

Rehydrierung der Kulturen mit PBS

Betropfen mit Ultra V Block

Aufbringen des mit Antibody Diluent auf 5 pg/ml  verdinnten
Primarantikorpers S1008 fur eine Stunde

Waschen mit PBS

Aufbringen des Sekundarantikdrpers Biotinylated goat Anti-Polyvalent
Waschen mit PBS

Auftropfen von Streptavidin

Waschen mit PBS

Aufbringen des roten Farbstoffs AEC+

Mit Aqua dest. AEC+-Reaktion gestoppt

Gegenfarbung mit Mayers Hamalaunlésung

Mit Leitungswasser flieRend wassern bis die Farbe vollstandig
ausgewaschen ist

Kurz eintauchen in Ammoniakwasser

Eindeckeln mit Kaisers Glyceringelatine
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4 Ergebnisse

4.1 Zellausbeute nach unterschiedlicher Behandlung des

Nervengewebes

Far den klinischen Einsatz von in vitro vermehrten Schwannzellen zur Versorgung
von Nervenlasionen ist es notwendig, dass diese innerhalb kirzester Zeit in einem
ausreichenden Malde zur Verfligung gestellt werden kénnen. Denn je langer das
Endorgan ohne nervale Innervation ist, desto geringer wird die Chance auf
vollstandige Regeneration. Daher ist die Dauer, die fur die Kultivierung der
Schwannzellen notwendig ist, von groRer Bedeutung.

Eine erste Aussprossung der Zellen konnte in den meisten Fallen innerhalb von 3-
7 Tagen beobachtet werden, spatestens nach zwei Wochen waren aber immer
auswachsende Zellen zu finden. Dies war einerseits abhangig vom Medium, das
den Kulturen geflittert wurde, und andererseits von der Vorbehandlung der 6-
Wellplatten. Auf mit Kollagen und Laminin/Ornithin vorbeschichteten 6-Wellplatten
konnte im Durchschnitt funf Tage friher Zellaussprossungen verzeichnet werden
als auf unbeschichteten Platten. An dieser Stelle ist zu bemerken, dass auf den
unbeschichteten 6-Wellplatten die beste Anhaftung der Explantate am
Schalenboden zu registrieren war. Die Faszikelstlicke in den beschichteten 6-
Wellplatten schwammen immer wieder, trotz erneutem antrocknen lassen vor der
Zugabe des neuen Mediums, auf. Doch meist ist die Adhasionsfahigkeit der
Faszikelstucke auch abhangig vom Fett- und Bindegewebeanteil der Explantate.
Im Vergleich der Beschichtungen Kollagen und Laminin/Ornithin war letztere zu
bevorzugen, da auf dieser eine deutlich hohere Proliferationsrate der SC zu
beobachten war.

Bei der Primarkultivierung der Explantate im Kulturmedium 1 konnten bereits nach
3 Tagen aussprossende Zellen beobachtet werden. Diese waren jedoch in den
meisten Fallen als Fibroblasten zu identifizieren. Ein erstes Auswachsen von
Zellen in den Kulturen, die mit Kulturmedium 2 gefuttert wurden, konnte erst nach
7 Tagen beobachtet werden. Im Ubrigen zeigte sich in den Medium 1-

Primarkulturen (Abb. 17) eine deutliche hdhere Zellzahl als in den Medium 2-
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Kulturen. Bei spaterer S 100-Farbung stellte sich jedoch heraus, dass in den
Kulturen, die mit Kulturmedium 1 ernahrt wurden, ein grof3er Teil der Zellen S 100
negativ und somit als Fibroblasten zu identifizieren waren. In den Medium 2-
Primarkulturen (Abb. 18) waren, trotz geringerer Zellausbeute, 85% der Zellen
S100 positiv und somit als Schwannzellen zu identifizieren. Der Fibroblastenanteil

in diesen Kulturen war verhaltnismaRig gering.

Abbildung 18: Kulturmedium 2-Primérkultur. Gefirbt mit S100.
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Nach mehrmaliger Passage kam es auch in den Medium 1-Kulturen zu einer
Vermehrung des SC-Anteiles und einer Abnahme der Fibroblastenanzahl. Ab der
3. Passage konnte in diesen ein Reinheitsgrad von 80-95% ermittelt werden
(Abb.19).
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Abbildung 19: Kulturmedium 1-Zellkultur (3. Passage) zeigt einen hohen SC-Gehalt. Gefirbt mit S100.

4.2 Zellausbeute nach Dissoziation

4.2.1 Dissoziationsversuch nach Mauritz (2005)

Nach dem Vorgehen, wie im Protokoll von Mauritz (2005) angegeben (20h
Dissoziation bei 37°C), konnten kaum vitale Zellen gefunden werden (Abb. 20).
Die Zellen blieben meist abgerundet und setzten sich nicht am Schalenboden
nieder. Auch nach mehrfacher Modifikation des Protokolls - angefangen bei
Verkurzung der Dissoziationszeit bis Senkung der Dissoziationstemperatur -
konnten keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden. Nur vereinzelt

konnten vitale Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 20: Drei Tage nach Dissoziation sind nur wenige vitale Zellen mit typischer SC-Morphologie zu finden.

4.2.2 Dissoziationsversuch nach Bozkurt et al. (2008)

Auch dieses Protokoll musste modifiziert werden um vitale Zellen gewinnen zu
konnen. Die Gesamtinkubationszeit von drei Stunden, die von Bozkurt et. al 2008
angegeben wurde, musste auf eine maximale Inkubationszeit von 40 Minuten
verkurzt werden, um eine zufriedenstellende Anzahl an vitalen Zellen zu erhalten
(Abb. 21).

Die Problematik, die sich uns in diesem Fall darstellte, war, dass die auf diese
Weise dissoziierten Zellen jegliches Potential zur Proliferation verloren hatten. In
den folgenden Tagen nach der Dissoziation kam es, trotz regelmalligem
Mediumwechsel und Inkubation bei idealen Bedingungen (37°C, 5% CO,), zu
keiner weiteren Zellvermehrung. Aus diesem Grund konnten die Zellen maximal
fur 15 Tage in Kultur gehalten werden. Danach verloren sie ihr spindelférmiges
Aussehen und rundeten sich ab. Nach 18 Tagen in Kultur waren nur noch

vereinzelt vitale Zellen sichtbar (Abb. 22).
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Abbildung 21: Drei Tage nach Dissoziation sind viele vitale Zellen mit typischer SC-Morphologie sichtbar.

Abbildung 22: Nach 18 Tagen in Kultur hat sich die Zellzahl deutlich verringert und die Zellen zeigen teilweise

eine abgerundete Form (Pfeil).
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5 Diskussion

Da die Behandlung von Nervenlasionen mit Defektstrecke klinisch immer noch
eine groflRe Problematik darstellt, wird derzeit im Rahmen des Tissue Engineering
intensiv an der Schaffung geeigneter Nervenconduits zur Uberbriickung der
Defektstrecke geforscht. Eine wichtige Voraussetzung dafur ist das erfolgreiche
Isolieren und Kultivieren von Schwann’schen Zellen. Es gibt bereits einige
Protokolle, die die Isolierung von Schwann’schen Zellen aus nervalem Gewebe
von Ratten (u.a. Bozkurt et al., 2009; Hedayapour et al., 2007; Morrissey et al.,
1991; Ansselin et al., 1998; Niapour et al., 2010) und auch aus humanem
Nervengewebe beschreiben (u.a. Fansa et al., 2000; Lopez & De Vries, 1999;
Calderon-Martinez et al., 2002; Levi, 1996; Rutkowski et al., 1995). Ziel dieser
Arbeit war es, aus adultem, humanem Gewebe eines Nervenbiopsates eine
genugend grol’e Anzahl an SC zu zichten bzw. reine SC-Kulturen herzustellen,
die flr das Tissue Engineering erforderlich sind. Um eine geeignete Methode zu
finden, wurden sowohl Protokolle zur Isolierung und Kultivierung von SC von
Nagetieren und Hunden als auch von Menschen ubernommen, Methoden

kombiniert und optimiert.

5.1 Wahl der Methode

In der Literatur sind drei verschiedene Methoden zur Isolierung und Kultivierung
von SC beschrieben:
1. Methode der direkten Dissoziation (u.a. Morrissey et al., 1991)
2. Methode der Pradegeneration in vivo oder in vitro und anschlieRende
Dissoziation (u.a. Mauritz, 2005; Bozkurt et al., 2009)
3. Reexplantiermethode (u.a. Morrissey et al., 1991; Paul, 2003)

Unsere Wahl fiel aus mehreren Grinden auf die Reexplantiermethode (Morrissey
et al., 1991). Die Vorteile dieser Methode liegen zum einen in der héheren
Zellausbeute gegenuber der direkten Dissoziation, da durch eine sofortige

Dissoziation aufgrund des noch engen Kontakts zwischen SC und Axon mit einem
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SC-Verlust gerechnet werden muss. Zum anderen zeigen Fibroblasten eine
deutlich hohere Teilungsrate als SC. Dies hat zur Folge, dass sie bereits vor den
SC ausspriefen und dass durch Umsetzen der Nervenfaszikel in eine neue 6-
Wellplatte die bereits ausgewanderten Fibroblasten in der alten Platte
zuruckbleiben. So kann ohne Zugabe von Antimitotika der Fibroblastenanteil in
jeder weiteren Passage gesenkt werden. AufRerdem ist zu beobachten, dass es
bei der Inkubation der Nervenfaszikel in-vitro zur Waller'schen Degeneration
kommt. Diese wirkt stimulierend auf die SC und damit ist eine Erhéhung der
Zellzahl in-vitro begrindet (Morrissey et al., 1991; Paul, 2003).

Die Nachteile dieser Methode liegen darin, dass bis zum Erhalt einer reinen SC-
Kultur eine relativ lange Zeitspanne vergeht. Diese ergibt sich aus dem Warten bis
sich ein konfluenter Monolayer aus Zellen gebildet hat und dem nachfolgenden
Umsetzen der Nervenfaszikel in eine neue Platte. Im Durchschnitt ergab sich bei
unseren Untersuchungen eine Kultivierungsdauer von 4-6 Wochen bis eine reine
SC-Kultur vorhanden war. Durch die Methode der Pradegeneration fir eine
Woche und anschlieliende Dissoziation kdnnte die Zeitspanne verkirzt werden
(Mauritz, 2005; Seef, 2009), jedoch fielen unsere Ergebnisse der Dissoziation im
Verhaltnis zum Umsetzen der Faszikelsticke und Auswachsen lassen in einer
neuen Platte zahlenmaRig schlechter aus und deswegen wurde der zeitliche
Aspekt erstmals hintenangestellt.

Fetales Nervengewebe (Lopez & De Vries, 1999), das in der SC-Forschung haufig
verwendet wird, zeigt eine deutlich hohere Zellzahl und Proliferationsfahigkeit als
adultes Gewebe. Aullerdem besitzt es einen geringeren Anteil an Bindegewebe.
Boyer et al. (1994) fanden heraus, dass der anfangliche Zellgehalt in Gewebe von
Kindern ca. 2-3 mal gréfler ist als der in adultem Gewebe und dieses zeigte
auBerdem eine hohere Mitoserate und langere Lebensdauer in Kultur. Die
Patienten und Patientinnen unserer Studie waren alle alter als 40 Jahre und z.T.
multimorbid (siehe Kap. 3.2). Deswegen war der Bindegewebeanteil und damit
verbunden der Anteil der Fibroblasten schon von Beginn an sehr hoch. Trotz
exakter Praparation liel3en sich die Nervenfaszikel nicht vollkommen von Fett- und
Bindegewebsanteilen befreien, was sich negativ auf das Anheften der
Faszikelsticke am Plattenboden, das Aussprossen der Zellen aus den Stlicken
und die SC-Proliferation auswirkte.
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5.2 Wahl der Beschichtung

Eine nicht unerhebliche Rolle bei der Kultivierung von SC spielt die Beschichtung
der Kulturplatten. In der Literatur wurden u.a. Kollagen (Calderén-Martinez et al.,
2002; Haastert et al., 2009), Laminin (Komiyama et al., 2003; Fansa et al., 2000)
und Poly-L-Lysin (Hedayatpour et al., 2007; Levi, 1996) zur Beschichtung der
Kulturplatten verwendet.

Die Beschichtung sollte gute adhasive Eigenschaften haben und sich im besten
Fall auch noch stimulierend auf die Proliferation der SC auswirken (Vleggeert-
Lankamp et al., 2003). Wir entschieden uns fur die Doppelbeschichtung der
Kulturplatten mit Laminin und Poly-L-Ornithin (Mauritz, 2005). Laminin ist eine
natlrliche Komponente der Basallamina und nimmt eine wichtige Stellung bei der
Aufrechterhaltung der normalen Schwann-Zell-Funktion im peripheren Nerven ein
(Mirsky & Jessen, 1999). Es kommt in den regenerationsfahigen Anteilen des
Nervensystems, wie dem proximalen Nervenstumpf und den spinalen
Motoneuronen vor und spielt somit eine Rolle bei der axonalen Regeneration im
PNS (Fansa & Keilhoff, 2003). Die Beschichtung der Kulturplatten mit Laminin
fordert die Adhasion der SC am Plattenboden und stimuliert die Proliferation der
SC (Vleggeert-Lankamp et al., 2003). Poly-L-Ornithin ist eine kiinstlich hergestellte
Polyaminosaure, die sich im Rattenmodell als geeignetes Kultivierungssubstrat
gezeigt hat (Mauritz, 2005).

Auch Kollagen ist ein Adhasionsmolekul der Extrazellularen Matrix, jedoch konnte
in Studien keine proliferationsstimulierende Wirkung nachgewiesen werden
(Vleggeert-Lankamp et al., 2003).

5.3 Wahl der Zusammensetzung des Mediums

Die Wahl des richtigen Mediums spielt bei der Kultivierung von Zellen
unterschiedlichster Herkunft eine grof3e Rolle. Wir verglichen in unserer Studie
zwei unterschiedliche Kulturmedien, die jedoch beide auf DMEM als
Grundmedium beruhten. DMEM kam bereits in vielen Arbeiten Uber humane

Schwann-Zellkulturen, aber auch bei der Kultivierung von Schwann-Zellen von
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Nagetieren zum Einsatz (Hedayatpour et al., 2007; Morrissey et al., 1991; Bozkurt
et al., 2009; Niapour et al., 2010; Keilhoff et al., 1999; Komiyama et al., 2003;
Fansa et al., 2000). Es ist ein standardisiertes Nahrmedium, welches sich vom
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ableitet, jedoch mehr Nahrstoffe
enthalt. Fur unsere Studien wurde DMEM mit einem hohen Anteil an Glucose
verwendet.

Auch die Verwendung von serumfreien Melanozytenwachstumsmedium (MM) zur
Kultivierung von SC wird in einigen Arbeiten in Betracht gezogen (Mauritz, 2005;
Seef, 2009). Bei Inkubation der Faszikelstucke in MM konnte eine deutlich hohere
Konzentration an SC bei den aussprossenden Zellen festgestellt werden als bei
Inkubation in DMEM, jedoch war die Gesamtzellzahl in den meisten Fallen
deutlich geringer als bei Inkubation in DMEM (Parotat, 2009).

Sowohl in Kulturmedium 1 als auch in Kulturmedium 2 verwendeten wir FBS. Der
Einsatz von fetalem Serum wird aus ethischer und wissenschaftlicher Sicht
kontrovers diskutiert. In Zell- und Gewebekulturen wird FBS gerne verwendet, da
es Faktoren liefert, die die Zellhaftung, Wachstum und Proliferation férdern.
Jedoch muss tierisches Serum als eine komplexe Mischung vieler
unterschiedlicher Bestandteile (Tab. 7) angesehen werden, deren genaue
Zusammensetzung und Konzentration undefinierbar ist. U.a. befinden sich darin
Hormone und Wachstumsfaktoren, die das Zellwachstum und die Proliferation der
Zellen stimulieren. Auch Transportproteine, die Hormone, Mineralien, Lipide und
Spurenelemente befordern, sowie Faktoren, die fur das physiologische
Gleichgewicht (pH-Wert, osmotischer Druck,...) der Zelle notwendig sind, sind
inkludiert (Brunner et al., 2010).

Tabelle 7: Bestandteile, die in Seren vorkommen (Brunner et al., 2010)

Bestandteile in Seren:
Serumproteine Albumin
Globuline (z.B. Immunglobuline)
a+-Antitrypsin
ax-Makroglobulin
Transportproteine Transferrin

Transcortin
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Adhasionsfaktoren

Enzyme

Hormone

Wachstumsfaktoren und Zytokine

Fettsauren und Lipide

Vitamine und Spurenelemente

Kohlehydrate

Stickstoffe

5. Diskussion

a4-Lipoprotein
B+4-Lipoprotein
Fibronektin

Laminin
Laktat-Dehydrogenase
Alkalische Phosphatase
ALT, AST

Insulin

Glukagon
Kortikosteroide
Vasopressin
Schilddrisenhormone
Nebenschilddrisenhormone
Wachstumsfaktoren
Hypophysenfaktor
Prostaglandine

EGF, FGF, NGF, ECGF, PDGF, IGF
Interleukine, Interferone
Freie und gebundene Fettsauren
Triglyzeride
Phospholipide
Cholesterol
Ethanolamine

Vitamine A, B, C, E
Selen, Eisen, Zink,...
Glukose

Galaktose

Fruktose

Mannose

Ribose

Harnstoff
Purin/Pyrimidin

Polyamine
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Kreatinin

Aminosauren

Die Entscheidung fur geeignete Mitogene erfolgte nach ergiebiger
Literaturrecherche. Uber eine Erhéhung des cAMP-Levels kann eine
proliferationsfordernde Wirkung auf SC erreicht werden (Rahmatullah et al., 1998).
Im Gegensatz dazu hat eine erhdéhte cAMP-Konzentration eine inhibierende
Wirkung auf humane Fibroblasten, wodurch eine Uberwucherung der SC-Kulturen
mit Fibroblasten auch Uber langere Zeit verhindert werden kann (Mauritz, 2005).
Zu einem intrazellularem Anstieg der cAMP fuhrt einerseits Forskolin, das die
Adenylatzyklase stimuliert und auch IBMX, welches die Phospodiesterase
blockiert und damit den Umbau von cAMP zu 5’AMP verhindert. Auch Insulin soll
eine proliferationsfordernde Wirkung auf SC haben. In Kombination mit cAMP-
steigernden Substanzen konnte der stimulierende Effekt auf Proliferation und
Differenzierung von Ratten-SC bereits nachgewiesen werden (Hanemann et al.,
1998). Eine sehr starke mitogene Wirkung auf humane SC wird auch den
Neuregulinen nachgesagt. Dazu zahlt auch das Polypeptid Heregulin.
Neureguline, die im peripheren Nervensystem vorkommen, nehmen eine wichtige
Rolle bei der Differenzierung, Proliferation und dem Uberleben der SC ein
(Mauritz, 2005). Nach Rahmatullah et al. (1998) haben Heregulin und cAMP-
steigernde Substanzen einen synergistischen Effekt, wodurch die Teilungsaktivitat
der SC potenziert werden kann. In unseren eigenen Versuchen kamen wir zu der
Erkenntnis, dass in Kulturen, in deren Nahrmedium sowohl Forskolin und IBMX als
auch Heregulin zugesetzt waren (Kulturmedium 2), der Anteil an SC zwar relativ
hoch war, jedoch lag die Gesamtzellzahl unter den erhofften Ergebnissen, die fir
eine effiziente Kultivierung von SC notwendig waren.

Der Einsatz von Mitogenen ist jedoch umstritten. In Studien wurde festgestellt,
dass die Langzeitgabe von Forskolin und Heregulin zu einer Immortalisierung von
Ratten-SC fuhrt. Die Transplantation dieser Zellen in Nerven von Ratten fuhrte zu
Tumorwachstum. Jedoch konnte bei der Xenotransplantation von humanen
mitogenstimulierten SC in immunsupprimierte Ratten und Mause kein erhohtes

Malignitatspotential registriert werden (Emery et al., 1999).
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5.4 Charakterisierung der Schwann-Zellen anhand spezifischer

Markerproteine

Bereits durch die Morphologie der Zellen im Mikroskop lieRen sich SC und
Fibroblasten voneinander unterscheiden und eine grobe Abschatzung der Reinheit
der Kulturen konnte abgegeben werden. Humane SC zeigen ein spindelférmiges,
bi- oder tripolares Erscheinungsbild, Fibroblasten hingegen erscheinen eher
flachenhaft und polymorph (Vroemen & Weidner, 2003; Honkanen et al., 2007).

In der Literatur wird der immunhistochemische Nachweis von SC meist mittels
Antikérper gegen S100 (Morrissey et al., 1991; Rutkowski et al., 1995; Calderon-
Martinez et al., 2002) und p75 (Vroemen & Weidner, 2003) beschrieben. Das
kalziumbindende S100-Protein, das sowohl von myelinisierenden als auch von
nicht-myelinisierenden SC exprimiert wird (Gonzalez-Martinez et al., 2003), ist ein
intrazellularer SC-Marker (Haastert et al., 2006). P75 hingegen ist ein Rezeptor flr
NGF, der an der Zelloberflache sitzt (Haastert et al., 2006), und von SC wahrend
der Entwicklung und von reifen nicht-myelinisierenden SC exprimiert wird. Bei
Verletzungen peripherer Nerven kommt es jedoch zu einer Hochregulierung von
p75 (Gmerek, 2004). Mauritz (2005) stellte bei Doppelmarkierung der SC-Kulturen
mit S100 und p75 fest, dass ca. 4% der S100 positiven Zellen nicht p75 positiv
waren. Sie fuhrte die Diskrepanz darauf zurlck, dass p75 in Kulturen erst nach
vorangegangenen Redifferenzierungsprozessen exprimiert wird. Li et al. (1998)
konnten hingegen keine Unterschiede bei der Doppelmarkierung mit S100 und
p75 feststellen.

Aufgrund der besseren Etablierung von S100 auf humane SC, entschieden wir
uns fur diese Methode und konnten damit gute Ergebnisse erzielen. Ab der 3.
Passage konnte mit S100 eine 80-95%ige Reinheit der Kulturen nachgewiesen

werden.

5.5 Purifikation adulter SC-Kulturen

Fir die Entwicklung von Nervenconduits ist eine mdglichst reine SC-Kultur nétig,
da ein grofRer Anteil an Fibroblasten den Regenerationsprozess durch
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Narbenbildung u.a. verhindern wurde (Calderén-Martinez et al., 2002). Bei der von
uns gewahlten Methode konnten nach der 3.-4. Passage Kulturen mit einem
hohen Reinheitsgehalt gewonnen werden. Diese Ergebnisse waren fir uns
akzeptabel, da wir mehr Wert auf die Reinheit der Kulturen legten als auf den
zeitlichen Aspekt. In weiterflhrenden Untersuchungen sollte aber auch die
Kultivierungsdauer verkurzt werden, woflr — um eine annehmbare Reinheit der
Kulturen zu erhalten — Purifikationsschritte notwendig sein werden. In der Literatur
werden zahlreiche Strategien zur Aufreinigung der Kulturen beschrieben:

1. Antimitotika, die das Fibroblastenwachstum hemmen (Calderén-Martinez et
al., 2002)
Immunopanning (Dong et al., 1997)
Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) (Spiegel & Peles, 2009)
Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS) (Manent et al., 2003)
Cold Jet (Jirsova et al., 1997)

o & 0D

Zu den am haufigsten verwendeten Antimitotika zahlen Arabinosyl-Cytosin (Ara-C)
und 5-Fluoruracil. Sie hemmen die Zellteilung und eliminieren daher v.a. schnell
proliferierende Zellen wie Fibroblasten. Durch haufige Anwendung von Ara-C
konnte jedoch auch ein zytotoxischer Effekt auf adulte humane SC nachgewiesen
werden (Calderén-Martinez et al., 2002).

Sowohl Immunopanning als auch FACS und MACS funktionieren Uber einen
Mechanismus, bei dem die Zielzellpopulation, in unserem Fall Schwann’sche
Zellen, an einen Oberflachenmarker binden. Beim Immunopanning muss eine
Kulturplatte mit einem Sekundar- und anschlielend mit einem Primarantikdrper
vorbeschichtet werden. Danach werden die kultivierten und zu trennenden Zellen
auf die Kulturplatte aufgebracht und abgewartet, bis sich die Zielzellpopulation an
die Antikoérper anhaftet. Die unerwinschten Zellen kénnen danach einfach
abgespult werden. Dong et. al (1997) konnten mit dieser Methode bei juvenilen
und adulten SC Reinheitsgrade von 96-99% erreichen.

Die FACS ist eine Art der Durchflusszytometrie (Abb. 22). Dabei werden die Zellen
mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern markiert und durch einen Lichtstrahl
geschickt, damit sie zur Fluoreszenz angeregt werden. Ein Computer wertet das
reflektierte Licht aus. Zellen mit bzw. ohne Fluoreszenz und Zellen, die dem

Lichtstrahl entgangen sind, werden dann mit unterschiedlichen Ladungen bzw.
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keiner Ladung belegt. Durch ein magnetisches Feld werden die Zellen dann in drei

unterschiedliche Behalter sortiert (positive Ladung, negative Ladung und keine

Ladung).
mixture of cells in liquid
» > ’ »
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Abbildung 23: Mechanismus der FACS (Campbell, 2001).

Bei der MACS werden die Zellen mit ,magnetic beads” beladen, die an die
Zielzellpopulation binden. Die Zellsuspension wird anschliefend durch eine
magnetische Trennsaule geschickt. Die gewlinschten Zellen bleiben daran haften
(positive selection), unerwlnschte Zellen kdnnen ausgespult werden. Um die volle
Effizienz dieser Methode auszuschdopfen, muissen aber meist mehrere

Aufreinigungszyklen durchgefiihrt werden. Manent et. al (2003) konnten im ersten
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Aufreinigungszyklus bereits einen Reinheitsgrad von 96,5% erreichen, im 2.Zyklus
konnte die Reinheit auf 99,1% erhoht werden.

Die drei letztgenannten Methoden sind relativ zeitaufwendig und bei der FACS
und MACS sind auch noch entsprechende Apparaturen notwendig. Eine deutliche
einfachere Vorgehensweise stellt das Cold jet-Verfahren dar. Die Methode basiert
auf der unterschiedlichen Reaktion von SC und Fibroblasten auf einen
Kalteschock (Jirsova et al., 1997). Die Kulturplatten werden mit kaltem PBS oder
Medium (4°C) gesplult. Daraufhin l6sen sich die SC von der Kulturplatte ab,
wohingegen der Groldteil der Fibroblasten haften bleibt. Jirsova et al. (1997)
konnten damit hochst zufriedenstellende Ergebnisse erzielen. Nach einmaliger
Durchfihrung des Cold jet-Verfahrens konnte ein Reinheitsgehalt von 95% erzielt
werden, nach einem weiteren Zyklus erhdhte sich der Reinheitsgehalt auf 98-
100%.

5.6 Schlussfolgerung und Zukunftsaussichten

AbschlielRend lassen sich fur alle im Rahmen dieser Diplomarbeit untersuchten
Aspekte Teilerfolge feststellen. Es ist uns gelungen auch aus sehr kleinen
Nervenbiopsien eine ausreichend gro3e SC-Kultur mit hohem Reinheitsgrad zu
erhalten. Der Reinheitsgehalt nahm bei jeder Passage zu, ohne das
Purifikationsverfahren zur Anwendung kamen. Die Kultivierungsdauer konnte aber
durch vorangehende Reinigungsschritte deutlich verkurzt und die Zellzahl erhdht
werden. Weiters sollte in nachfolgenden Untersuchungen an der Modifikation des
Dissoziationsprotokolls gearbeitet werden, um eine gréliere Ausbeute an vitalen
SC zu erhalten. Dies wirde sich auch positiv auf die Kultivierungsdauer
auswirken.

Erfolge im Bereich der Forschung an SC-Kultivierung sind notwendig, um die
Herstellung von artifiziellen Nerventransplantaten im Rahmen des Tissue
Engineering voranzutreiben. Aspekte wie Zellzahl, bendtigte Kultivierungsdauer
und Reinheit der SC-Kulturen spielen dabei eine grol3e Rolle. In der Literatur
werden fir das Beladen von artifiziellen Nerventransplantaten bendtigte
Zellmengen um ca. 5 x 10° Schwannzellen/ml angegeben (Hadlock et al., 2000).
Auf die Reinheit von SC-Kulturen ist deswegen ein groRer Wert zu legen, da eine
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Verunreinigung mit Fibroblasten den regenerativen Effekt der SC vermindern
wulrde (Calderon-Martinez et al., 2002). Der zeitliche Aspekt ist insofern von
Bedeutung, dass die Wiederherstellung der Funktion eines denervierten Muskels
nur dann moglich ist, wenn Atrophie und Degeneration des Muskels noch nicht zu
weit fortgeschritten sind. Die maximal tolerierbare Zeitspanne vom Zeitpunkt der
Nervenverletzung bis zur Wiederherstellung der Funktion wird beim Menschen mit
18 Monaten angegeben (Seef, 2009).

Derzeit ist die Methode der Wahl zur chirurgischen Sanierung von
Nervenlasionen, bei denen die Stumpfe nicht direkt spannungsfrei koaptiert
werden konnen, die autologe Nerventransplantation (Evans, 2001; Lohmeyer et
al., 2007). Diese ist aber auch mit Komplikationen verbunden. Einerseits stehen
autologe Spendernerven nur in begrenztem Ausmall zur Verfligung und
andererseits ist mit neurologischen Ausfallen wie Sensibilitdtsstorungen bishin zur
Neurombildung am Entnahmeort zu rechnen (Evans, 2000; Fansa & Keilhoff,
2003). Diese Komplikationen kénnten durch in vivo-Implantation eines klinstlichen
Nervenkonstruktes, bestehend aus einem Gerlst und darin verankerten Zellen,

verhindert werden.
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