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3 Einleitung

3.1 Die Bedeutung peripherer Nervenverletzungen

Schwerwiegende Traumata, insbesondere der Extremitaten, kdnnen mit Verlet-
zungen des peripheren Nervensystems einhergehen (Robinson, 2000). Das Aus-
mal} verletzungsbedingter Beeintrachtigungen der peripheren nervalen Struktu-
ren reicht dabei von spontan regredienten Sensibilitatsdefiziten bis hin zu persis-
tierenden Lahmungen und/oder neuropathischen Schmerzen der betroffenen
Korperregion (Mackinnon, 2015). Unzureichende axonale Regeneration nach pe-
ripherer Nervenverletzung und der damit verbundene Organfunktionsschaden
konnen die Lebensqualitat und Erwerbsfahigkeit des Patienten in bedeutendem
Mafl} mindern. Dies ist von sozialer und volkswirtschaftlicher Relevanz (Raza et
al., 2020). Aufgrund dessen erfolgten enorme wissenschaftliche Bemihungen,
um die periphere Nervenregeneration zu verbessern. Der klinische Einsatz von
autologen Nerventransplantaten zur Uberbriickung von Kontinuitatsliicken, End-
zu-Seit-Koaptationen oder die Technik des Nerven- und Muskeltransfers, sind
Beispiele wichtiger Errungenschaften in der Behandlung peripherer Nervenver-
letzungen. Die Erforschung allogener Transplantate, artifizieller Nervenhlsen
und die Anwendung supplementarer MaRnahmen, wie das Einbringen von
Wachstumsfaktoren oder Zellen, sind weitere Beispiele fur das Bestreben die
axonale Regeneration zu verbessern (Gordon et al., 2003; Campbell, 2008;
Dornseifer et al., 2011; Brooks et al., 2012; Daly et al., 2012; Braga Silva et al.,
2017; Bingham et al., 2019; Midha and Grochmal, 2019). Daruber hinaus pragten
die Weiterentwicklung mikrochirurgischer Techniken, der Einsatz verfeinerter In-
strumente und ein tieferes Verstandnis fur Regenerationsprozesse den Fort-
schritt in der Therapie von peripheren Nervenverletzungen. Dennoch kann es,
besonders bei ausgepragten Verletzungen von peripheren Nerven, auch bei ei-
ner, aktueller Leitlinien entsprechenden Behandlung zu insuffizienter Regenera-

tion von Sensibilitat und Motorik kommen (Wustner-Hofmann, 2013).

Der physiologische Reparaturmechanismus, der nach axonaler Schadigung ein-
setzt, wird als Waller-Degeneration bezeichnet (Mackinnon, 2015). Es erfolgt ein

vollstandiger Abbau des Axonabschnitts mitsamt seiner Myelinscheide von dem
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proximal der Lasion nachstgelegenen Ranvier'schen-Schnurring bis hin zum in-
nervierten Zielorgan reichend (Mackinnon, 2015). Eine nicht umkehrbare Kas-
kade eines komplexen Zusammenwirkens zellularer Bestandteile wie Makropha-
gen, Schwann-Zellen und azellularen, modulierenden Cytokinen sowie neurotro-
phen Wachstumsfaktoren (u. a. Nerve growth factor (NGF), Brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF), Neurotrophin 3 (NT-3), Ciliary neurotrophic factor (CNTF)
und Glial cell derived neurotrophic factor (GDNF)) sorgt nach der Axonolyse fur
die Aussprossung des neuen Axons (Frostick et al., 1998; Terenghi, 1999; Hoke
et al., 2006; Madduri and Gander, 2010; Mackinnon, 2015).

Die axonale Regenerationsgeschwindigkeit betragt bei Menschen 1-2 mm / Tag.
Irreversible Veranderungen der Zielmuskulatur und somit der Funktionalitat tre-
ten bereits nach 12-18 Monaten auf und wichtige Komponenten fur den Prozess
der nervalen Heilung, wie Schwann-Zellen, blif3en im zeitlichen Verlauf an rege-
nerativem Vermogen ein (Campbell, 2008; Sulaiman and Gordon, 2009). Das
kann dazu fuhren, dass das Zielorgan besonders bei weit proximalen Nervenver-
letzungen droht nerval und trophisch zu ,verhungern®. Die Diskrepanz der Not-
wendigkeit einer Innervation am Zielorgan und der langsamen axonalen Aus-
sprossung bleibt eine zentrale Herausforderung. Periphere Nerven sprieflden aus,
aber sie wachsen potentiell zu langsam um eine Restitution zu erméglichen, die
theoretisch moglich ware, falls die Zielstrukturen rechtzeitig, vor dem irreversib-
len Stadium der Schadigung von den regenerierenden Nervenfasern erreicht

werden wirden (Mackinnon, 2015).
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3.2 Kilassifikation peripherer Nervenlasionen und das klinisch
therapeutische Konzept

Schweregrad, bestimmt durch den Schadigungsmechanismus, und Lokalisation
der Nervenverletzung sind Determinanten fur die Morbiditat, das Regenerations-

potenzial und die therapeutische Strategie (Mackinnon, 2015; Chung, 2019).

Fir das Verstandnis von Schweregrad-Klassifikationen ist der anatomische Auf-
bau eines peripheren Nervs grundlegend. Periphere Nerven bestehen aus Affe-
renzen und Efferenzen. Vom Zellkorper, der rickenmarksnah liegt, ziehen Ner-
venfasern, so genannte Axone, in die Peripherie zu ihren zu innervierenden Ziel-
strukturen. Die Axone liegen in einer Gliascheide und sind von Bindegewebs-
schichten umhdallt. Schwann-Zellen, welche der Gruppe der Gliazellen zugeord-
net werden, bilden die variabel dicke Markscheide myelinisierter Axone. Im Be-
reich des Ranvier'schen Schnirring grenzen zwei benachbarte Schwann-Zellen
aneinander. Das Endoneurium ist die innerste bindegewebige Hullschicht, die
das myelinisierte Axon umgibt. Mehrere Nervenfasern bilden ein Nervenfaser-
bundel, das seinerseits von der Hullschicht des Perineuriums umschlossen ist.
Die aulere Hullschicht des peripheren Nervs wird als Epineurium bezeichnet
(Aumdller et al., 2017; Deller et al., 2018). Abbildung 1 dient hierbei der Verdeut-
lichung (Lundborg, 1988; Lee and Wolfe, 2000).
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Abbildung 1: Querschnitt eines peripheren Nervs. VergroRerte lllustrationen einer nicht-myelini-
sierten Nervenfaser links und einer myelinisierten Nervenfaser unten. Mit freundlicher Genehmi-
gung durch Wolters Kluwer Health Inc. modifiziert / mit Gbersetzter Beschriftung aus Lee, S. K.,
& Wolfe, S. W. (2000). Peripheral nerve injury and repair. J Am Acad Orthop Surg, 8(4), 243-252;
Lundborg, G. (1988). Nerve Injury and Repair: Churchill Livingstone, 33.

Eine Klassifikation des Schweregrades peripherer Nervenverletzungen in Neu-
rapraxie, Axonotmesis und Neurotmesis erfolgte bereits 1943 durch Seddon
(Seddon, 1943).

Neurapraxie, die mildeste Variante der peripheren Nervenverletzungen, wird
meist durch Kompression verursacht. Es liegt eine transiente, lokale Leitungsblo-
ckade bei potenzieller Schadigung der Myelinscheide, jedoch ohne axonalem
Schaden, vor. Die unter 3.1. beschriebene Waller-Degeneration setzt bei diesem
Schweregrad nicht ein und eine spontane Wiederherstellung der Funktion erfolgt
innerhalb von wenigen Wochen. Seddon definierte die Axonotmesis als Verlet-
zung bei der ein axonaler Kontinuitatsverlust bei erhaltenem endo- und peri-
neuralem Gewebe vorliegt, so dass eine spontane Regeneration erfolgen kann.
Nach stattgefundener Waller-Degeneration kann eine Axonaussprossung ent-
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lang der erhaltenen Leitstrukturen des endo- und perineuralen Bindegewebes er-
folgen. Die Neurotmesis, als schwerwiegendste periphere Nervenlasion, be-
schreibt eine vollstandige Durchtrennung des Nervs mit Unterbrechung der Kon-
tinuitat des Axons, Endo-, Peri- und Epineuriums. Dies macht eine spontane Re-
generation unwahrscheinlich, da keine zielgerichtete Axonaussprossung maoglich
ist. Es resultiert ein schlechtes funktionelles Ergebnis des ehemals innervierten
Zielorgans, sofern keine chirurgisch-rekonstruktive Intervention erfolgt (Seddon,
1943).

Zur genaueren Differenzierung der Schadigung hinsichtlich der oben beschriebe-
nen Hullstrukturen — Endo-, Peri- und Epineurium — des Nervs postulierte Sunder-
land 1951 eine Erweiterung der Klassifikation von Nervenschaden aus histopa-
thologischer Perspektive in funf Grade (Sunderland, 1951). Diese Klassifikation
wurde ihrerseits 1988 durch Mackinnon et al. um einen Klassifikationsaspekt, der
ein kombiniertes Verletzungsbild der einzelnen Nervenfaserblindel eines Nervs
beschreibt, erweitert (siehe Tabelle 1) (Mackinnon and Dellon, 1988). Bei der hier
vorliegenden Arbeit steht die Degeneration nach Neurotmesis, respektive

Sunderland Typ 5, im Fokus der Untersuchung.



Einleitung

11

Seddon Sunderland Verletzungsmuster Regeneration
(Grad)

Neurapraxie

Axonotmesis Il

Neurotmesis V

VI
nach Mackinnon

Transiente Leitungsblo-
ckade, potenzielle Mye-
linscheidenschadigung

Axonaler Kontinuitats-
verlust, Endo- und Peri-
neurium intakt

Axon und Endoneurium
geschadigt,
Perineurium intakt

Axonaler, endo- und
perineuraler Kontinui-
tatsverlust, Epineurium
intakt

Vollstandiger Kontinui-
tatsverlust des Nervs

Variables Verletzungs-
muster (I-V)

Spontan und voll-
standig (< 12 Wo.)

Spontan und voll-
stéandig (1 mm / d)

Abhangig von der
endoneuralen Ver-
narbung

Ohne chirurgische
Intervention unwahr-
scheinlich

Ohne chirurgische
Intervention hochst-
unwahrscheinlich

Abhangig vom Ver-
letzungsmuster

Tabelle 1: Periphere Nervenverletzungen nach Seddon, Sunderland und Mackinnon (mod. n.
Seddon, 1943; Sunderland, 1951; Mackinnon and Dellon, 1988; Krug et al., 2015).

Im Falle einer viertgradigen Verletzung nach Sunderland oder vollstandigen
Durchtrennung (Sunderland Grad V) eines peripheren Nervs bedarf es einer ope-
rativen Intervention, um Nervenregeneration zu ermoéglichen (Mackinnon, 2015).
Es sollte, sofern das Verletzungsmuster dies zulasst, eine spannungsfreie epi-
neurale und gegenenfalls perineurale End-zu-End-Nervenkoaptation der
Stumpfe erfolgen (Diao and Vannuyen, 2000). Liegt ein Nervensubstanzdefekt
kritischer Lange vor, der eine primare End-zu-End-Koaptation nicht gewahrt, so
ist das autologe Nerventransplantat zur Wiederherstellung der Kontinuitat das
therapeutische Mittel der Wahl (Lee and Wolfe, 2000). Auch wenn theoretisch
jeder sensible periphere Nerv des Korpers als Interponat verwendet werden
kann, sind neben dem wohl am haufigsten eingesetzten N. suralis, folgende sen-
sibel innervierenden Nerven potenzielle Spendernerven: N. saphenus, N. cuta-
neus femoris lateralis, N. cutaneus antebrachii medialis und N. cutaneus ante-
brachii lateralis (Lee and Wolfe, 2000). Neben guter Zuganglichkeit des Spen-

dernervs, ist stets die in Kauf zu nehmende Morbiditat an der Entnahmestelle zu
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beachten und abzuwagen. Die therapeutische Technik der autologen Nerven-
transplantation wird mittels des angewandten tierexperimentellen Modells dieser

Arbeit imitiert und stellt somit den Ausgangspunkt der Versuche dieser Disserta-

tion dar.
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3.3 Der Einsatz von Stamm- und Vorlauferzellen als
supportive Mallnahme in der peripheren Nervenregeneration

Die Verwendung von Stamm- und Vorlauferzellen zur Unterstlitzung regenerati-
ver Prozesse wie zum Beispiel nach Knochen-, Knorpel-, Weichteilschadigung,
ischamischer Organschadigung oder Verletzung von Nervengewebe des zentra-
len wie auch peripheren Nervensystems steht aktuell im Fokus der Forschung
(Huang et al., 2012; Wang et al., 2015; Ozpur et al., 2016; Wang et al., 2019;
Zhang et al., 2019).

Stammzellen sind Kdrperzellen, die zur undifferenzierten Selbsterneuerung und
Differenzierung in verschiedene Zelltypen fahig sind. Adulte Stammzellen kdnnen

sich in bestimmte spezialisierte Zelltypen differenzieren.

In fast allen mesenchymalen, differenzierten Gewebearten finden sich adulte
mesenychmale Stammzellen (Pittenger et al., 1999). Multipotente Vorlauferzellen
aus Fettgewebe, sogenannten adipose-derived stem/progenitor cells (ADSPCs)
sind eine Untergruppe, die jungst in den Fokus der Forschung zellbasierter the-
rapeutischer Ansatze zur Verbesserung peripherer Nervenregeneration geruckt
ist (di Summa et al., 2010; Georgiou et al., 2015; Sowa et al., 2016; Shimizu et
al., 2018). Grunde hierfur sind eine hohe Verfugbarkeit von Fettgewebe, gering
traumatische Asservierung mittels minimal invasiver Zuganglichkeit, zuverlassige
Isolier-, Kultivier- und Transplantierbarkeit bei ausgepragtem Differenzierungspo-
tenzial und relativ hohem Stammzellertrag pro prozessierter Gewebemasse (Zuk
et al., 2001; Zuk et al., 2002; Lindroos et al., 2011; Faroni et al., 2013). Insbeson-
dere im Vergleich zu Schwann-Zellen, einem Gliazelltyps des peripheren Ner-
vensystems mit zentraler Bedeutung im Regenerationsprozess, findet sich eine
deutliche Uberlegenheit der Fettvorlauferzellen hinsichtlich ihrer Verfligbarkeit,
klinischen Anwendbarkeit und Kultivierung, bei gleichzeitigem vielversprechen-
den regenerativem Potenzial (Frostick et al., 1998; Madduri and Gander, 2010;
Faroni et al., 2013).

Hauptsachlich die parakrine Ausschuttung von neuroprotektiven, -regenerativen
und angiogenen Faktoren wie BDNF, NGF, NT-3, GDNF und Vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) als auch die potenzielle (Trans-)Differenzierung der AD-

SPCs zu neuronalen Gewebetypen, werden als begunstigende Mechanismen fur
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die periphere Nervenregeneration diskutiert (Kingham et al., 2007; Erba et al.,
2010; Sowa et al., 2012; Faroni et al., 2013). Der Wirkung von Wachstumsfakto-
ren wird hinsichtlich der peripheren Nervenregeneration eine groRere Bedeutung
als der potenziellen Differenzierung der ADSPCs beigemessen (Faroni et al.,
2013).
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3.4 Die Bedeutung prakonditionierender MalRnahmen fur
ADSPCs

Wie im vorangehenden Abschnitt erlautert, konnten experimentell Erkenntnisse
darlber gewonnen werden, dass multipotente Vorlauferzellen aus dem Fettge-
webe (ADSPCs) die periphere Nervenregeneration fordern konnen (di Summa et
al., 2010; Reichenberger et al., 2016; Sowa et al., 2016; Masgutov et al., 2019).
Es qgilt Methoden zu entwickeln, um das Maximum des regenerativen Potenzials
der ADSPCs fir die periphere Nervenregeneration auszuschoépfen. Bekannt ist,
dass mesenchymale Vorlauferzellen in ihrer therapeutischen Fahigkeit durch ver-
schiedene Techniken des Prakonditionierens beeinflusst werden kdnnen
(Ferreira et al., 2018). Die Behandlung mesenchymaler Vorlauferzellen mit phar-
mazeutischen Wirkstoffen, Wachstumsfaktoren, Hormonen oder dreidimensio-
nale Kultivierung sind Beispiele solcher Methoden (Yang et al., 2015). Die Kulti-
vierung mesenchymaler Vorlauferzellen unter hypoxischen Bedingungen ist als
weitere effektive Technik zur Beglnstigung regenerativer und zytoprotektiver
Wirkung beschrieben (Ejtehadifar et al., 2015). Im Kontext von Zellkultur wird eine
Sauerstoffkonzentration von 1 - 10 % als Hypoxie gewertet (lvanovic, 2009;
Eliasson and Jonsson, 2010; Ejtehadifar et al., 2015). Es konnte unter anderem
gezeigt werden, dass Hypoxie bei mesenchymalen Vorlauferzellen eine Aktivi-
tatssteigerung des Transkriptionsfaktors Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-
1-alpha) hervorruft (Kiani et al., 2013). Dies wiederum fuhrt mittels verstarkter
Vaskularisierung infolge von erhéhten VEGF- und Angiogenin-Konzentrationen
zur Forderung der Durchblutung und so potenziell zur Begunstigung regenerati-
ver Prozesse (Ahluwalia and Tarnawski, 2012). Ebenso bewirkt die Kultivierung
mesenchymaler Vorlauferzellen unter Hypoxie einen Anstieg zytoprotektiver
Stoffe. Dies birgt Uberlebensvorteile der Zellen am Wirkungsort (Lan et al., 2015).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass hohere Konzentrationsspiegel von
Neurotrophinen wie BDNF oder GDNF erzielt werden kdnnen, was positiven Ein-
fluss auf die axonale Aussprossung hat (Wood et al., 2013; McGregor and
English, 2019). Unter hypoxischen Bedingungen scheinen ADSPCs eine hdhere
metabolische Aktivitdt, Expansion, Differenzierung und Effizienz der koloniebil-
denden Einheit zu erreichen als unter normoxischen Bedingungen (Saller et al.,
2012; Krug et al., 2016).
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Zusammenfassend fordert die Simulation des physiologischen Sauerstoffgehalts
im Gewebe durch die hypoxische Kultivierung der ADSPCs, das regenerative
Potenzial und die Stammzelleigenschaften der mesenychmalen Vorlauferzellen
(lvanovic, 2009; Choi et al., 2014).

Im Einklang mit diesen Erkenntnissen, stellte die Integration der hypoxischen Kul-
tivierung der ADSPCs im vorliegenden Studiendesign/Versuchsaufbau ein zent-
rales Element dar. Um die Signifikanz, der durch hypoxische Kultivierung indu-
zierten potenziellen Vorteile auf die periphere Nervenregeneration zu uberprufen,
erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studien die Kultivierung der ADSPCs unter
Hypoxie (2 % Oz Uber 72 h). Eine Vergleichsgruppe erhielt hingegen normoxisch
kultivierte Zellen (21 % Oz uber 72 h).
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3.5 Fibrinkleber als Tragermedium fur ADSPCs in der
peripheren Nervenregeneration

Neben der optimierten Modulation der regenerativen Zellen (siehe 3.4), ist die
zuverlassige Bereitstellung und Potenzialentfaltung am gewinschten Wirkungs-

ort — namlich im Bereich der Nervenlasion — von essenzieller Bedeutung.

Im Rahmen zellbasierter Therapien werden diverse (Bio-)Materialien als poten-
zielle Zelltrager untersucht. Angestrebtes Ziel ist stets die regenerativen Zellen
ohne Verlust durch Dislokation und gleichzeitig moglichst ohne Beeintrachtigung
ihrer Funktion verfligbar zu machen. Das Tragermedium sollte Biokompatibilitat,
-degradation aufweisen und auch Zellproliferation, -adhasion und ausreichende

Nahrstoffversorgung der Zellen gewahrleisten (Kim et al., 2000; Mol et al., 2005).

Sowohl synthetische (aus Komponenten wie Metall, Keramik, Polyethylenglycol,
oder Polylactid) als auch biologisch naturliche (zumeist aus protein- oder poly-
saccharidhaltigen Komponenten wie Allginat, Fibrin, Hyaluronsaure, Kollagen)
Biomaterialien finden im Tissue Engineering Anwendung (Mano et al., 2007;
Chan and Leong, 2008; Krug et al., 2019). Vorteile biologisch natlrlicher Kompo-
nenten sind unter anderem schwachere bis inapparente/-existente immunologi-
sche Reaktionen am Empfangerort (Anderson et al., 2008; Klopfleisch and Jung,
2017).

Bei den Experimenten der vorliegenden Arbeit diente ein Zwei-Komponenten Fib-
rinkleber (ARTISS®, Baxter, Deerfield, IL, USA), gewonnen aus humanem
Plasma, als Tragermedium der ADSPCs in Form einer Nervenhllse. Es handelt
sich um ein klinisch zugelassenes Arzneimittel, das unter anderem in der rekon-
struktiv-plastischen Chirurgie und Verbrennungschirurgie als Gewebekleber An-
wendung findet (Toman et al., 2007; Spotnitz, 2010; Lee et al., 2012). Krug et al.
konnten jungst zeigen, dass genannter Fibrinkleber in vitro eine gleichmalige
ADSPCs-Verteilung innerhalb der Fibrinmatrix, hohes Zelliberleben bei metabo-
lischer und migrierender Aktivitat als auch ausgepragte Biokompatibilitat und -

degradation gewahrleistet (Krug et al., 2019).
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Die Verwendung von Fibrinkleber im Kontext der Behandlung peripherer Nerven-
verletzungen wird hinsichtlich inrer Nebenwirkungen als unproblematisch gewer-
tet und zudem als forderliche MalRnahme fir die Axonaussprossung diskutiert
(Sameem et al., 2011; Longo et al., 2016).

Neben den in Abschnitt 3.4 beschrieben experimentellen Gruppen mit zellbe-
stiickten Fibrinhllsen, sah das Studiendesign zur Abgrenzung des potenziellen
Effekts durch additive Zellen eine separate Gruppe vor, die ein unbestlckte Fib-
rinhulse als Erganzung zur Behandlungstechnik des autologen Nerventransplan-

tats erhielt.
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3.6 Zielsetzungen und Eigenanteil der Veroffentlichungen

In der ersten Veroéffentlichung beschaftigten wir uns mit der Validitat und Durch-
fuhrbarkeit eines tierexperimentellen Modells zur Uberpriifung des Nutzens zell-
bestlckter Fibrinhilsen fur die periphere Nervenregeneration (Saller et al., 2018).
Ziel war es, ein geeignetes Modell zur Evaluation der Wirkung verschiedener Zel-
len bzw. unterschiedlich prakonditionierter Zellen, jeweils eingebettet in Fibrink-
leber, auf die periphere Nervenregeneration zu untersuchen/entwickeln. Dabei
war eine Anforderung an das Modell, dass es moglichst nah am klinischen Be-
handlungsstandard liegt und somit potentiell in den klinischen Alltag Ubertragbar
ist. Anhand einer kleineren Fallzahl (n = 10 gleichmaRig verteilt auf zwei Grup-
pen: autologes Nerventransplantat + zellbestiickte Fibrinhllse vs. alleiniges au-
tologes Nerventransplantat) wurde gepruft, ob die operativen Schritte, die Isolie-
rung, Kultivierung, Zell-Charakterisierung sowie die Einbettung von mesen-
chymalen Vorlauferzellen in Fibrinkleber, das Design und die Herstellung der Fib-
rinhulse, die Einbringung dieser in das Versuchstier und die Nachuntersuchung
zuverlassig und praktikabel sind. Prakonditionierende Malinahmen der autolog

transplantierten Zellen erfolgten nicht.

Folgende Punkte beschreiben den Eigenanteil der ersten Verodffentlichung: de-
taillierte Literaturrecherche, Mitgestaltung der Versuchsvorbereitung und des
Versuchsaufbaus, Design und Herstellung der Fibrinhilse, Versuchstierbetreu-
ung wahrend des gesamten in-vivo Versuchs, Assistenz bei den Tieroperationen,
Isolierung und Kultivierung der ADSPCs, Durchfuhrung aller Experimente zur
funktionellen Datenerhebung, Gewinnung der Muskel- und Nervenpraparate zur
histomorphologischen Nachuntersuchung, gemeinsame Analyse und Interpreta-
tion der Versuchsergebnisse mit den Co-Autoren der Studie, Mitgestaltung der
Abbildungen und Graphen. Ich verfasste anteilig den Material- und Methoden-
Teil des Manuskripts. Korrekturlesen des Manuskripts, Mitverfassen der Revi-

sion

In der zweiten Veroffentlichung beschaftigten wir uns mit der peripheren Nerven-
regeration nach chirurgischer Intervention mittels autologem Nerveninterponat

bei Kontinuitatsdefekten kritischer Lange. Die fihrende Fragestellung bestand
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darin, ob dieses therapeutische Regime von einer zusatzlichen Ummantelung
des autologen Transplantats mit einer Nervenhullse, welche mit hypoxisch
prakonditionierten autologen Fettvorlauferzellen (ADSPCs) bestickt ist, profi-
tiere. Explizit ging es somit um eine Erganzung der aktuellen Behandlungstechnik
der Wahl und nicht um eine potenzielle Ersatztechnik. Hierbei waren der primare
Endpunkt die funktionelle Nachuntersuchung mittels sciatic function index (SFI)
bzw. static sciatic index (SSI) und sekundare Endpunkte die Atrophie von Ziel-
muskulatur, morphometrische als auch quantitativ histologische Analyseparame-
ter. Eine weitere zentrale Fragestellung war, ob sich die Ergebnisse zwischen
normoxisch und hypoxisch kultivierten Fettvorlauferzellen (ADSPCs) unterschie-
den (Mayer et al., 2023).

Folgende Punkte beschreiben den Eigenanteil der zweiten Veroffentlichung: de-
taillierte Literaturrecherche, Mitgestaltung der Versuchsvorbereitung, Design und
Herstellung der Fibrinhilse, Versuchstierbetreuung wahrend des gesamten in-
vivo Versuchs, Assistenz bei den Tieroperationen, Isolierung und Kultivierung der
ADSPCs, Durchfuhrung aller Experimente zur funktionellen Datenerhebung, Ge-
winnung der Muskel- und Nervenpraparate zur histomorphologischen Nachun-
tersuchung, Analyse und Interpretation der Versuchsergebnisse mit den Co-Au-
toren der Studie, Gestaltung der Abbildungen und Graphen mit Dr. rer. nat. Saller.
Das Manuskript wurde von mir vollstandig erstverfasst und anschlie®end durch
Herrn Priv.-Dozent Dr. med. Holzbach, Priv.-Dozent Dr. med. Volkmer, Dr. rer.
nat. Saller und Herrn Dr. med. Krug revidiert und von mir in seine finale Fassung
gebracht. Verfassen der Revision. Der graphical abstract der Veroffentlichung
wurde vollstandig von mir erstellt. Die geteilte Erstautorenschaft von Herrn Dr.
med. Krug und meiner Person begrindet sich in einem vergleichbar hohen Bei-

trag zur Studie.
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4 Zusammenfassung

4.1 Zusammenfassung in deutscher Sprache

Schwerwiegende Traumata kdnnen mit Verletzungen des peripheren Nervensys-
tems einhergehen (Robinson, 2000). Insuffiziente axonale Regeneration nach
peripheren Nervenverletzungen und der damit verbundene Funktionsverlust kon-
nen die Lebensqualitat der Patienten und Patientinnen nachhaltig mindern
(Meiners et al., 2005). Im Falle einer Durchtrennung (Sunderland Grad IV und V)
eines peripheren Nervens bedarf es einer operativen Rekonstruktion um eine
adaquate Nervenregeneration zu ermoglichen (Mackinnon, 2015). Liegt ein Ner-
vensubstanzdefekt kritischer Lange vor, der eine primare End-zu-End-Koaptation
nicht zulasst, so ist das autologe Nerventransplantat zur Wiederherstellung der
Kontinuitat das therapeutische Mittel der Wahl (Lee and Wolfe, 2000). Multipo-
tente Vorlauferzellen aus dem Fettgewebe, sogenannten adipose-derived stem
progenitor cells (ADSPCs) sind in jungster Zeit in den Fokus der Erforschung
zellbasierter, therapeutischer Ansatze zur Verbesserung peripherer Nervenrege-
neration gertckt (di Summa et al., 2010; Georgiou et al., 2015; Sowa et al., 2016;
Walocko et al., 2016; Shimizu et al., 2018). Das Ziel unserer ersten Studie war
es daher, ein geeignetes Modell zur Evaluation der Wirkung unterschiedlicher
Zellen bzw. unterschiedlich prakonditionierter Zellen, jeweils eingebettet in Fib-
rinkleber, auf die periphere Nervenregeneration zu entwickeln (Saller et al.,
2018).

Die Isolation der ADSPCs aus dem inguinalen Fettgewebe von Sprague-Dawley
Versuchsratten erfolgte nach operativer Resektion durch enzymatische Prozes-
sierung mittels eines klinisch zugelassenen Aufbereitungssystems. Die Zellen
wurden tber 72 Stunden expandiert. Zur Uberpriifung der Machbarkeit des vor-
gesehenen Modells wurde eine Hulse (25 mm Lange, 2 mm Wanddicke und 2
mm Innendurchmesser) aus Fibrinkleber (ARTISS®, Baxter, USA), das mit 3x108
autologen undifferenzierten ADSPCs bestlickt wurde, hergestellt. Nach 30-minU-
tiger Polymerisation wurde diese Hilse unmittelbar im operativen Vorgehen ein-
gesetzt. Um einen Nervendefekt kritischer Lange zu induzieren, erfolgte die Re-

sektion eines 20 mm langen Segments des Nervus ischiadicus des rechten Hin-
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terlaufs und unmittelbar anschlieRend die inverse Positionierung und mikrochi-
rurgische Koaptation in die Kontinuitatslicke. Dieses Vorgehen imitierte die ope-
rative Technik des autologen Nerventransplantats. Anschliel3end wurde das Ner-
veninterponat inklusive seiner proximalen und distalen Koaptationsstellen mit der
zellbestlckten Hulse ummantelt. Die funktionelle Regeneration wurde postope-
rativ iber 16 Wochen mittels Lauftests (SFI) und statischen Fotoanalysen (SSI)
ermittelt. Post mortem erfolgten Messungen der Muskelatrophie und histomor-
phologische Untersuchungen der Nerven. Es konnte gezeigt werden, dass sich
das verwendete Modell zur Erforschung zellvermittelter Effekte auf die periphere
Nervenregeneration eignet. Ebenso zeigten sich positive Effekte im Sinne funkti-
onell motorischer Vorteile auf die Nervenregeneration durch die supplementare
Malnahme der zellbestlickten Fibrinhilse nach Behandlung mittels autologer

Nerventransplantation (Saller et al., 2018).

Die Kultivierung mesenchymaler Vorlauferzellen unter hypoxischen Bedingun-
gen wird neben weiteren Prakonditionierungstechniken als forderndes Mittel fur
die Ausschopfung des regenerativen Potenzials der Zellen auf die periphere Ner-

venregeneration gewertet (Ejtehadifar et al., 2015).

Die zugrundeliegende Hypothese unserer zweiten Studie war, dass das thera-
peutische Regime der autologen Nerventransplantation durch eine zusatzliche
Ummantelung mit einer Fibrinhllse, die mit hypoxisch prakonditionierten AD-
SPCs bestuckt ist, signifikant profitiere. Oben beschriebenes experimentelles
Vorgehen diente dabei als Modell zur Untersuchung der Hypothese. Das Stu-
diendesign beinhaltete drei unterschiedliche Gruppen, deren Versuchstiere ver-
schiedene therapeutische Mallnahmen zusatzlich zum autologen Nerventrans-
plantat erhielten (Fibrinhilse mit hypoxisch prakonditionierten ADSPCs vs. Fib-
rinhdlse mit normoxisch kultivierten ADSPCs vs. zellfreie Fibrinhilse) (Mayer et
al., 2023).

Es zeigte sich bei den Versuchstieren eine beschleunigte funktionelle Regenera-
tion durch hypoxische Prakonditionierung der ADSPCs im Vergleich zur Verwen-
dung von zelllosen Fibrinhllsen oder solchen mit normoxisch kultivierten AD-
SPCs. Anatomische Parameter wie die Remyelinisierung, der Axondurchmesser,
Axonaussprossung/-dichte konnten durch zellbestlckte Fibrinhdlsen im Ver-

gleich zu zelllosen Hulsen geférdert werden. Ebenso reduzierte hypoxische
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Prakonditionierung der ADSPCs die Atrophie von Zielmuskulatur verglichen zu
Kultivierung unter normoxischen Bedingungen, wenn gleich in nicht signifikantem
Ausmald. Obgleich der supplementare Einsatz hypoxisch vorbehandelter AD-
SPCs die periphere Nervenregeneration nach autologer Nerventransplantation
zu verbessern scheint, konnten die vollstandige physiologische Funktion des
Zielorgans und das histologische Erscheinungsbild eines unbeeintrachtigten Ner-
vens innerhalb des Untersuchungszeitraums von 16 Wochen nicht wiederherge-
stellt werden. Es gilt zuklnftig die zugrundeliegenden Mechanismen, die eine
Forderung der Regeneration durch ADSPC bestlckte Fibrinhldlsen bewirken,
weiter zu untersuchen, um eine Anwendungsmaoglichkeit im klinischen Alltag er-

reichen zu kdnnen (Mayer et al., 2023).
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4.2 Zusammenfassung in englischer Sprache

Severe trauma can cause acute peripheral nerve injuries. Despite inherent re-
generative abilities of peripheral nerves and ongoing progress in therapeutic
treatment, major peripheral nerve injuries of critical size reflect immense risks for
insufficient neuro-muscular restoration. Incomplete axonal peripheral regenera-
tion and the associated loss of function can significantly affect quality of life
(Meiners et al., 2005). In case of transection of peripheral nerves, surgical recon-
struction is required to obtain neural recovery (Mackinnon, 2015). To reestablish
critical size peripheral nerve discontinuities autografting nerves remains the clin-
ical standard to promote axonal regeneration aiming to regain motor and sensory
function (Kuffler and Foy, 2020). Recent data underline the supportive effect of
ADSPCs in peripheral nerve restoration (di Summa et al., 2010; Georgiou et al.,
2015; Sowa et al., 2016; Shimizu et al., 2018). The aim of the first study was to
develop a feasible and suitable animal model which allows to examine the effect
of various cell based therapy strategies including preconditioning techniques,

which might be beneficial to peripheral nerve recovery in vivo (Saller et al., 2018).

To isolate ADSPCs, inguinal fat pads of Sprague-Dawley rats were resected bi-
laterally, enzymatically processed with a clinically approved centrifuge and culti-
vated for expansion for 72 hours (Saller et al., 2018). To validate the feasibility of
the model, a polymerizing fibrin (ARTISS®, Baxter, USA) conduit (25 mm long, 2
mm wall thickness and 2 mm inner diameter) containing 3x10° of the autologous
undifferentiated ADSPCs was fabricated and directly used for the operation pro-
cedure. To induce an artificial nerve defect of critical size, a 20 mm segment of
the sciatic nerve was resected and reverse positioned into the neural gap to imi-
tate the repair of the interruption by autologous nerve transplantation. Following
nerve coaptation, the prepared fibrin conduit was placed around the sutured
nerve replacement in order to cover the entire 20 mm long segment and both
coaptation sides completely. A 16-week long continuous postoperative follow-up
was conducted before sacrificing the animals for muscle mass analyses and his-
tomorphological nerve assessment. In conclusion, the applied model revealed to

be a powerful tool to investigate cell mediated effects on peripheral nerve recov-
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ery (Saller et al., 2018). The addition of a cell carrying conduit resulted in im-
proved functional recovery and anatomical parameters in comparison to sole au-

tografting.

Amongst other techniques, cultivation in hypoxic condition is considered to en-
hance the release of the regenerative potential of stem cells (Ejtehadifar et al.,
2015). The purpose of the second present study was to examine whether rat’s
peripheral nerve regeneration after surgical repair with nerve autografting tech-
nique benefits from an additional fibrin conduit, which is seeded with ADSPCs
cultivated under hypoxia. This treatment mode was compared with three others:
fibrin conduit seeded with ADSPCs cultivated under normoxic conditions; non-
cell-carrying conduit; and nerve autograft only (Mayer et al., 2023). The previ-

ously elaborated model (as described above) served as suitable testing tool.

Hypoxic preconditioning of ADSPCs significantly accelerated the functional ner-
val recovery of the rats in comparison to rats that received a non-cell or normoxic
cultivated ADSPCs carrying conduit. Furthermore, treatment with cell carrying
conduits improved remyelination, axon diameter as well as axon out-
growth/branching when compared to animals without a cell carrying conduit. The
addition of hypoxic pretreated ADSPCs slightly reduced muscle mass loss in
comparison to normoxic cultivated ADSPCs carrying conduits. But these results
did not reveal to be significant. Though adding hypoxic pretreated ADSPCs em-
bedded in a fibrin conduit seemed to be beneficial within the framework of this
study, physiological function and anatomical appearance were not restored within
16 weeks after operation. Further studies are crucial to understand the underlying
mechanisms of how ADSPCs in fibrin matrix are able to promote peripheral nerve
regeneration after autologous nerve grafting aiming to elaborate proper tech-

niques to transfer the benefits to clinical routine.
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