(19) (1ODE 10 2005 042 455 A1 2007.04.12

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Offenlegungsschrift

(21) Aktenzeichen: 10 2005 042 455.4 snytct: A61F 2/02 (2006.01)

(22) Anmeldetag: 06.09.2005
(43) Offenlegungstag: 12.04.2007

(71) Anmelder: (56) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht
Medizinische Hochschule Hannover, 30625 gezogene Druckschriften:
Hannover, DE DE 10053 611 A1
US2003/01 00 108 A1
(74) Vertreter: WO 05/0 94 911 A2
Taruttis, S., Dr., Pat.-Anw., 30165 Hannover WO 01/56 626 A1
(72) Erfinder:
Vogt, Peter, Prof. Dr. med., 30625 Hannover, DE;
Allmeling, Christina, 31228 Peine, DE; Reimers,
Kerstin, Dr. rer. nat., 30627 Hannover, DE

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen
Prifungsantrag gemaR § 44 PatG ist gestellt.
(54) Bezeichnung: Nervenimplantat

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft . R <
ein biokompatibles Nervenimplantat zur Uberbriickung von ‘

Unterbrechungen oder von Fehlstellen bei Nerven, die bei- :

spielsweise durch Unfallverletzungen oder nach Operatio- e ) §

nen auftreten. Erfindungsgemafle Nervenimplantate ent-

halten Faden aus natirlicher oder kinstlicher Spinnensei-

de und ermdglichen die Regeneration unterbrochener Ner-

ven Uber Fehlstellen hinweg, so dass innerhalb kurzer Zeit
eine funktionale Reizleitung mdglich ist.



DE 10 2005 042 455 A1

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein biokom-
patibles Nervenimplantat zur Uberbriickung von Un-
terbrechungen oder von Fehlstellen bei Nerven, die
beispielsweise durch Unfallverletzungen oder nach
Operationen auftreten. ErfindungsgemafRe Nerven-
implantate sind geeignet, die Regeneration unterbro-
chener Nerven auch uber Fehlstellen hinweg zu er-
mdglichen, so dass innerhalb kurzer Zeit eine funkti-
onale Reizleitung auch Uber die von dem Nervenim-
plantat Gberbriickte Fehlstelle hinweg mdglich ist.

Stand der Technik

[0002] Bisher wird versucht, Unterbrechungen in
Nerven oder Fehlstellen innerhalb von Nerven, bei
denen die getrennten Nervenenden nicht ohne weite-
res miteinander verbunden werden kénnen, dadurch
eine Hilfestellung zur Regeneration zu geben, dass
die Fehlstelle mit einem autologen Nervenstuck tber-
brickt wird, das beispielsweise von einem periphe-
ren Nerv stammt.

[0003] Weiterhin ist es bekannt, periphere Nerven-
verletzungen dadurch zu behandeln, dass die Fehl-
stellen von einer eingesetzten autologen Venole oder
einem Collagenréhrchen Gberbrickt wird.

[0004] Daneben ist es aus der EP 1 523 999 A1 be-
kannt, endovasculare Transplantate, so genannte
Stents, durch einen Gehalt an Spinnenseide mit gro-
Rerer mechanischer Festigkeit auszustatten.

Aufgabenstellung
Aufgabe der Erfindung

[0005] Gegenlber den bekannten Transplantaten
zur Uberbriickung von Fehlstellen in Nerven ist es
eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine alter-
native zu autologen Transplantaten oder einem Kol-
lagenréhrchen bereitzustellen. Eine besondere Auf-
gabe der vorliegenden Erfindung liegt darin, ein Ner-
venimplantat mit verbesserten Eigenschaften bezlg-
lich der Wiederherstellung der Reizleitung und Rege-
neration des unterbrochenen Nervs bereitzustellen.
Eine weitere Aufgabe liegt in der Bereitstellung eines
Nervenimplantats, das dabei keine autologen Ner-
ven, und besonders bevorzugt, auch kein anderes
autologes Gewebe erfordert bzw. enthalt.

[0006] Eine besondere Aufgabe der vorliegenden
Erfindung besteht darin, ein Nervenimplantat bereit-
zustellen, mit dem Fehlstellen innerhalb von Nerven
Uberbriickt werden kénnen, wobei bei dessen Ver-
wendung eine operative Behandlung ausreicht, um
die Regeneration des Nervs zur funktionalen Reizlei-
tung zu ermoglichen und, besonders bevorzugt, zu-
satzlich zum Aufbau des natiirlichen Nervengewebes
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Uber den Bereich der Fehlstelle.
Allgemeine Beschreibung der Erfindung

[0007] Zur Ldsung der vorgenannten Aufgaben
stellt die Erfindung ein Nervenimplantat bereit, das
Spinnenseide aufweist.

[0008] In einer ersten Ausfihrungsform besteht das
Nervenimplantat aus einem Faden, vorzugsweise
aus einer Vielzahl von Faden natirlicher Spinnensei-
de, die zwischen den Nervenenden anzuordnen sind,
die eine Fehlstelle innerhalb des Nervs begrenzen.
Dabei werden die Faden der Spinnenseide so ausge-
richtet, dass sie die Distanz der Fehlstelle des Nervs
Uberbricken, Uber die regeneriertes Nervengewebe
erwilnscht ist.

[0009] In einer zweiten Ausfuhrungsform wird das
erfindungsgemafe Nervenimplantat von Faden von
Spinnenseide  gebildet, die innerhalb einer
schlauchartigen Hulle angeordnet sind. Als eine sol-
che Hille, die die Faden der Spinnenseide aufnimmt,
sind Collagenréhrchen geeignet, vorzugsweise je-
doch autologe Venolen, xenologe azellularisierte Ve-
nolen oder immunologisch kompatible Venolen.

[0010] In einer dritten Ausfiihrungsform stellt die
vorliegende Erfindung ein Nervenimplantat bereit,
das bereits autologe Nervenzellen enthalt, vorzugs-
weise Schwann-Zellen. In dieser Ausfuhrungsform
weist das Nervenimplantat eine schlauchartige Hulle
auf, die entsprechend der zweiten Ausflihrungsform
eine Hulle aufweist, in deren Innenraum langs ange-
ordnete Faden von Spinnenseide enthalten sind, wo-
bei jedoch verbleibende Hohlrdume zwischen der
Hulle und den Spinnenseidenfaden von einem bio-
kompatiblen Matrixmaterial ausgefullt sind, beispiels-
weise Matrigel (erhaltlich von Becton Dickinson, Ex-
trakt aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sar-
kom der Maus, einem Tumor, der ECM Proteine ent-
halt. Der Hauptbestandteil ist Laminin, gefolgt von
Collagen 1V, Heparansulfat-Proteoglycanen, Entactin
und Nidogen).

[0011] In weiterer Ausgestaltung der dritten Ausfiih-
rungsform wird anstelle von Matrixmaterial allein eine
Mischung aus Matrixmaterial mit in vitro kultivierten
Schwann-Zellen eingesetzt, vorzugsweise kultivier-
ten autologen Schwann-Zellen, oder kultivierten im-
munkompatiblen Schwann-Zellen. An dieser Ausfih-
rungsform nachteilig ist jedoch, dass zur Gewinnung
der kultivierten Schwann-Zellen eine vorherige ope-
rative Entnahme von Nervengewebe erforderlich ist,
sowie die Kultivierung entnommener Schwann-Zel-
len. Daher ist hier vor der Verfligbarkeit eines erfin-
dungsgemalien Nervenimplantats ein vorheriger chi-
rurgischer Eingriff zur Entnahme von Nervengewebe,
beispielsweise peripheren Nerven, erforderlich, so-
wie eine Kultivierungsphase zur Erzeugung der erfor-
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derlichen Anzahl kultivierter Schwann-Zellen.

[0012] In einer vierten Ausflhrungsform wird das er-
findungsgemafie Nervenimplantat aus fadenférmiger
Spinnenseide gebildet, die um ein Tragerelement he-
rum angeordnet ist. Als Tragerelement kénnen dabei
wiederum eine Vielzahl parallel angeordneter Ab-
schnitte fadenférmiger Spinnenseide eingesetzt wer-
den, autologe oder azellularisierte Venolen, sowie
streifenférmige Elemente aus der Wandung autolo-
ger oder azellularisierter Venolen, sowie streifenfor-
mige synthetische Materialien, beispielsweise chirur-
gisches Nahtmaterial.

[0013] Die Ausfiihrungsformen des erfindungsge-
maRen Nervenimplantats sind geeignet, um nach
chirurgischer Einfligung in eine Unterbrechung oder
Fehlstelle von Nerven die funktionale Reizleitung in-
nerhalb kurzer Zeit wieder herzustellen und die Bil-
dung von naturlichem Nervengewebe Uber die Unter-
brechung bzw. Fehlstelle hinweg zu bewirken.

[0014] So lasst sich bei der Uberbriickung von Fehl-
stellen in motorischen Nerven von Saugetieren Uber
eine Distanz von 2 bis 4,5 cm zeigen, dass die Reiz-
leitung zumindest teilweise wieder hergestellt werden
kann, und innerhalb weniger Stunden bis zu 2 bis 5
Tagen die Funktionsfahigkeit des Nervs Uber seine
Unterbrechung bzw. Fehlstelle hinweg im wesentli-
chen, vorzugsweise vollstandig, wieder hergestellt
ist. Innerhalb eines Zeitraums von 2 bis 10 Tagen,
vorzugsweise 3 bis 4 Tagen, lasst sich die Regenera-
tion von Nervengewebe in der vom erfindungsgema-
Ren Nervenimplantat eingenommenen Stelle der Un-
terbrechung oder Fehlstelle des Nervs durch Bildung
funktionalen Nervengewebes nachweisen, das vor-
zugsweise keine histologischen Unterschiede gegen-
Uber natlrlichem Nervengewebe zeigt.

[0015] Aufgrund der Beobachtung, dass das erfin-
dungsgemalie Nervenimplantat zumindest in einigen
Nerven bzw. Implantatempfangern in der Lage ist,
Uber Fehlstellen von Nerven hinweg bereits ohne
Wachstum von Nervenzellen eines Implantatempfan-
gers eine zumindest teilweise Reizleitung zu ermég-
lichen, wird derzeit angenommen, dass die in dem
Nervenimplantat enthaltenen Faden der Spinnensei-
de nach der Implantation in die Unterbrechung bzw.
Fehlstelle eines Nervs in der Lage sind, elektrische
Nervenimpulse zumindest teilweise zu leiten.

[0016] Ein besonderer Vorteil der erfindungsgema-
Ren Nervenimplantate liegt darin, dass die Regene-
ration von Nerven Uber ihre Unterbrechung bzw.
Fehlstelle hinweg innerhalb kurzer Zeitrdume erfolgt.
Als Konsequenz dieser schnellen Regeneration un-
terbrochener Nerven, Iasst sich feststellen, dass kei-
ne signifikante histologisch nachweisbare Degenera-
tion des die Unterbrechung bzw. Fehlstelle des Nervs
umgebenden Gewebes nachweisbar ist.
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[0017] Ein besonderer Vorteil der erfindungsgema-
Ren Nervenimplantate liegt darin, dass innerhalb ei-
niger Tage bis weniger Wochen die mit einem erfin-
dungsgemalien Nervenimplantat verbundenen En-
den, die eine Unterbrechung bzw. Fehlstelle von Ner-
ven begrenzen, in dem Bereich des Nervenimplan-
tats histologisch nicht vom naturlichen Nervengewe-
be unterscheidbares Gewebe aufweisen und die
Fehlstelle vorzugsweise auch von Schwann-Zellen
Uberbrickt wird.

[0018] So wird nach der Implantation erfindungsge-
maler Nervenimplantate in Fehlstellen von motori-
schen Nerven beobachtet, dass durch einen Unfall
oder eine Operation abgetrennte Axone durch neu
aussprossende Axone ersetzt werden und Uber das
Nervenimplantat hinweg eine schnelle Rekonstrukti-
on des natirlichen Nervengewebes im Bereich der
Fehlstelle stattfindet.

[0019] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemafien
Nervenimplantate liegt darin, dass die als wesentlich
fur ihre Funktion erachtete fadenférmige Spinnensei-
de von Spinnen, vorzugsweise unter sterilen Bedin-
gungen gehalten, steril in ausreichender Menge ent-
nommen werden kann und unmittelbar zur Verwen-
dung in einem erfindungsgemafien Nervenimplantat
zur Verfligung steht.

[0020] Fur die Zwecke der Erfindung wird unter dem
Begriff Spinnenseide, bzw. unter Faden aus Spinnen-
seide vorzugsweise die von Radnetzspinnen erhaltli-
che Spinnenseide, beispielsweise von Spinnen der
Gattung Nephila, insbesondere Nephila clavipes ver-
standen. Weiterhin, weniger bevorzugt, kénnen fir
die Zwecke der Erfindung unter dem Begriff Spinnen-
seide modifizierte Spinnenseide, beispielsweise phy-
sikalisch durch Kuihlen und/oder Erwarmen, Strecken
oder Bestrahlen behandelte Spinnenseide, oder che-
misch modifizierte Spinnenseide gefasst werden, so-
wie Faden, die biotechnologisch aus in Mikroorganis-
men, Pflanzen oder Insekten hergestellten Spinnen-
seidenproteinen gewonnen werden. Weiterhin fallen
unter den Begriff Spinnenseide fur die Zwecke der
Erfindung auch Proteinfaden, die von anderen Insek-
ten hergestellt werden, wie beispielsweise von
Schmetterlingsraupen, insbesondere Seidenraupen,
oder Motten erhaltliche Proteinfaden.

[0021] Falls erforderlich, kann die Spinnenseide zur
erfindungsgemafien Verwendung in einem Nerven-
implantat sterilisiert werden, vorzugsweise durch
y-Bestrahlung.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0022] Erfindungsgemale Nervenimplantate wer-
den zur Uberbriickung von Unterbrechungen oder
Fehlstellen in Nerven, darunter motorischen Nerven,
wie beispielsweise der Ischiasnerv oder der Plexus
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brachialis, oder sensorischen Nerven, wie Sehnerv
und Hornerv, sowie in vegetativen Nerven eingesetzt.
Diese Nervenimplantate sind insbesondere bei Sau-
getieren und bevorzugterweise beim Menschen ein-
setzbar.

[0023] Dazu werden in einem chirurgischen Eingriff
erfindungsgemafe Nervenimplantate mit einem ers-
ten Ende der darin enthaltenen fadenférmigen Spin-
nenseide mit Nervenenden eines ersten Endes einer
Unterbrechung oder Fehlstelle im Nerv verbunden,
sowie ein zweites Ende der im Nervenimplantat ent-
haltenen fadenférmigen Spinnenseide mit dem ge-
genuberliegenden, zweiten Nervenende der Unter-
brechung bzw. Fehlistelle des Nerven. Die Verbin-
dung zwischen erfindungsgemaRem Nervenimplan-
tat und den Nervenenden, die die Unterbrechung
oder Fehlstelle begrenzen, erfolgt durch eine raum-
lich nahe Anordnung von erstem Nervenende und
erstem Ende eines Nervenimplantats, d.h. der darin
enthaltenen fadenformigen Spinnenseide, sowie
raumlich nahe Anordnung von zweitem Nervenende
mit zweitem Ende des Nervenimplantat, d.h. der da-
rin enthaltenen fadenférmigen Spinnenseide.

[0024] Die raumlich nahe Anordnung wird vorzugs-
weise durch Nahen, beispielsweise mit bekanntem
chirurgischen Nahtmaterial, oder Kleben fixiert, bei-
spielsweise mit bekanntem Fibrinkleber.

[0025] Bei der ersten Ausfuhrungsform der Erfin-
dung, bei der das erfindungsgemalfe Nervenimplan-
tat allein aus fadenférmiger Spinnenseide besteht, ist
eine raumlich nahe Anordnung, vorzugsweise Fixie-
rung jeweils eines der Nervenenden, die die Unter-
brechung oder Fehlstelle im Nerv begrenzen, mit je-
weils einem Ende des Nervenimplantats chirurgisch
herzustellen. In den Ausfuhrungsformen des erfin-
dungsgemalen Nervenimplantats, in denen faden-
férmige Spinnenseide innerhalb einer Hiille, vorzugs-
weise einer autologen oder azellularisierten Venole
angeordnet sind, ist es alternativ zur unmittelbaren
raumlichen Anordnung, optional in Verbindung mit ei-
ner Fixierung der Spinnenseide an den Nervenenden
auch mdglich, die miteinander zu verbindenden un-
terbrochenen Nervenenden abschnittsweise in das
offene Ende der Hulle des Nervenimplantats einzu-
fuhren und dort zu fixieren, beispielsweise durch An-
binden oder Annahen bzw. Ankleben eines Nerven-
endes mit einem Ende der Hulle des Nervenimplan-
tats.

[0026] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die
fadenformige Spinnenseide in Form von einem, vor-
zugsweise 10 bis 10000, bevorzugter 100 bis 1000
parallelen Abschnitten von fadenférmiger Spinnen-
seide in dem Nervenimplantat enthalten.

[0027] Alternativ ist es jedoch auch méglich, die fa-
denférmige Spinnenseide innerhalb des Nervenimp-

4/8

2007.04.12

lantats in eine andere Struktur zu bringen, beispiels-
weise zu verdrillen, in mehreren Blindeln fadenférmi-
ge Spinnenseide umeinander zu legen, wie beispiels-
weise die Spinnenseide biindelweise miteinander zu
verflechten, oder die fadenférmige Spinnenseide um
ein Tragerelement herum ein- oder mehrschichtig,
gleich- oder gegenlaufig zu wickeln. Dabei kann ein
erfindungsgemafies Nervenimplantat entsprechend
der vierten Ausflihrungsform gestaltet sein, oder als
Zusatz zur zweiten bzw. dritten Ausfihrungsform ein
Tragerelement aufweisen, so dass dieses auch in-
nerhalb der Hulle angeordnet ist. Als Tragerelement
kénnen dabei eine autologe oder azellulare Venole
oder ein stift- oder streifenférmiger Wandabschnitt ei-
ner solchen autologen oder azellularen Venole die-
nen, oder ein stift- oder streifenférmiges biokompa-
tibles Material, beispielsweise aus fadenférmiger
Spinnenseide oder chirurgischem Nahtmaterial.

[0028] Die Erfindung wird nun genauer mit Bezug
auf die Figuren beschrieben, in denen

[0029] Fig.1 eine schematische Darstellung der
ersten Ausfiuhrungsform eines erfindungsgemafRen
Nervenimplantats zeigt,

[0030] Fig.2 eine schematische Darstellung der
zweiten Ausfihrungsform eines erfindungsgemalien
Nervenimplantats zeigt,

[0031] Fig.3 eine schematische Darstellung der
dritten Ausfuhrungsform erfindungsgemafer Nerven-
implantate zeigt,

[0032] Fig.4 eine schematische Darstellung der
vierten Ausfihrungsform erfindungsgemafer Nerve-
nimplantate zeigt, und

[0033] Fig.5 eine mikroskopische Aufnahme von
fadenférmiger Spinnenseide in einer in vitro Kultur
von Schwann-Zellen zeigt.

[0034] In Fig. 1 sind schematisch Anordnungen von
fadenférmiger Spinnenseide in erfindungsgemafien
Nervenimplantaten gezeigt, ndmlich unter A) im we-
sentlichen parallel angeordnete Abschnitte von Spin-
nenseide 1, unter B) umeinander geschlungene Bln-
del von fadenférmiger Spinnenseide 1, sowie unter
C) ein in sich verdrilltes Bundel von fadenférmiger
Spinnenseide 1.

[0035] Es wird angenommen, dass die fadenformi-
ge Spinnenseide als Richtschnur bzw. Leitbahnen fir
das Wachstum von Nervenzellen, insbesondere von
Schwann-Zellen wirkt, so dass sich die Nervenzellen
daran ausrichten und orientieren kénnen, um die Un-
terbrechung bzw. die Defektstelle zwischen zwei ge-
trennten Nervenenden zu Uberbriicken.

[0036] In Fig. 2 ist die zweite Ausfiuihrungsform er-
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findungsgemaRer Nervenimplantate schematisch im
Schnitt dargestellt, in der fadenférmige Spinnenseide
1 innerhalb einer Hillle 2 angeordnet ist, vorzugswei-
se im Wesentlichen parallel zur Langsachse der Hul-
le 2.

[0037] In Fortbildung der zweiten Ausfiihrungsform
ist in Fig. 3 die dritte Ausfihrungsform erfindungsge-
maler Nervenimplantate schematisch gezeigt, in de-
nen fadenférmige Spinnenseide 1 im Wesentlichen in
Langsrichtung innerhalb einer Hille 2 angeordnet ist,
wobei der verbleibende Zwischenraum zwischen
Spinnenseide 1 und der inneren Oberflache der Hiille
2 durch ein biokompatibles Matrixmaterial 3 ausge-
fuhrt wird, optional in Mischung mit autologen oder
immunologisch kompatiblen kultivierten Nervenzel-
len, vorzugsweise Schwann-Zellen.

[0038] Fig. 4 zeigt mdgliche Ausfiihrungen der vier-
ten Ausfihrungsform der erfindungsgemafien Nerve-
nimplantate, die ein Tragerelement 4 aufweist, um
das herum fadenférmige Spinnenseide 1 angeordnet
ist, beispielsweise in einem Buindel um das Tragere-
lement 4 herum gewickelt ist, oder in mehreren Bun-
del gleich- oder gegenlaufig um das Tragerelement 4
herum gewickelt ist. Das Tragerelement 4 ist vor-
zugsweise ein Streifen, der aus einer autologen Ve-
nole genommen wurde, oder Streifen einer azellulari-
sierten Venole, alternativ aus biokompatiblem Materi-
al, beispielsweise chirurgischen Material. In Eig. 4B
ist dargestellt, dass das Tragerelement 4 ebenfalls
aus fadenfoérmiger Spinnenseide 1 bestehen kann,
oder aus einer Mischung aus chirurgischem Nahtma-
terial und Spinnenseidefaden.

Ausfihrungsbeispiel
Beispiel 1: Erzeugung von Spinnenseide.

[0039] Als Beispiel fir Spinnenseide, die zur Ver-
wendung in einem erfindungsgemafen Nervenimp-
lantat geeignet ist, wurde ein Weibchen von Nephila
clavipes mit Klebeband auf einer Unterlage fixiert.
Nach mechanischer Reizung der Spinndriise konnte
der abgesonderte Faden aus Spinnenseide gewon-
nen werden, die fir die Zwecke von Versuchen in ei-
ner clean bench um ein steriles 50 mL Falconréhr-
chen aufgewickelt wurden. Dazu konnte das Falcon-
réhrchen mit einer Umdrehungszahl von 5 bis 20/min
rotieren gelassen werden.

[0040] Fur die nachfolgenden Untersuchungen und
Beispiele wurde solchermalRen gewonnene fadenfor-
mige natlrliche Spinnenseide ohne weitere Behand-
lung oder Sterilisation verwendet.

Beispiel 2: Uberbriickung einer Defektstelle im Ischi-
asnerv mit einer Distanz von 2,5 cm

[0041] Als Beispiel fir einen motorischen Nerv mit
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einer Fehlstelle wurden Ratten ein Stick des Ischias-
nervs im linken Hinterbein Gber eine Distanz von 2,5
cm chirurgisch entfernt. Wahrend derselben Operati-
on unter sterilen Bedingungen wurde die Fehlstelle
bei unterschiedlichen Tieren von
1) einem Bundel von ca. 250 bis 350 annahernd
parallel angeordneten Faden von Spinnenseide,
ca. 2,8 cm Lange, oder
2) zwei Bundeln zu je ca. 200 Faden aus Spinnen-
seide, ca. 3 cm Lange, die um einen Streifen (1
mm Kantenlange) azelluldrisierter Venolen ge-
genlaufig gewunden warr,

verbunden. Die Spinnenseide wurde gemaf Beispiel
1 erzeugt.

[0042] Dabei wurden die Nervenenden des Ischias-
nervs, die die Fehlstelle begrenzten, den Enden der
Spinnenseide des Nervenimplantats gegentber an-
geordnet und alternativ durch
a) Umwickeln der Kopf an Kopf stolienden Enden
mit Spinnenseide,
b) durch Verndhen mit chirurgischem Nahtmateri-
al oder
c¢) durch Verkleben mit Fibrinkleber aneinander fi-
xiert.

[0043] Dabei wurde beobachtet, dass die Ratten
nach dem Erwachen aus der Narkose die linke Hin-
terpfote nicht, wie sonst bei Unterbrechungen des Is-
chiasnervs Ublich, in Form einer Kralle unnatirlich
hielten, sondern vielmehr die Pfote in ihrer natrli-
chen offenen Haltung einsetzten. Ohne dass eine
weitere Operation erforderlich gewesen ware, konn-
ten die operierten Tiere nach 2 bis 4 Tagen ihr linkes
Hinterbein ohne signifikante Beeintrachtigung natir-
lich bewegen.

[0044] Bei einer histologischen Untersuchung des
Nervenimplantats wurde finf bis zehn Tagen nach
der Implantation festgestellt, dass sich im Bereich der
Unterbrechung des Nervs, die vom erfindungsgema-
Ren Nervenimplantat Uberbrickt worden war, Ner-
vengewebe ausgebildet hatte, das keine signifikan-
ten histologischen Abweichungen von natirlichem
Nervengewebe aufwies.

[0045] Diese Nervenimplantate wurden auch zur
Uberbriickung von Defektstellen (1, 3 und 5 mm) des
Hoérnervs und des Sehnervs beim Kaninchen einge-
setzt. Eine Reizleitung konnte innerhalb von 2 bis 5
oder 10 Tagen nach der Implantation beobachtet wer-
den.

[0046] Bei den Nervenimplantaten, die gemal 2)
ein Tragerelement aufwiesen, wurde festgestellt,
dass sich das azellularisierte Venolenstreifchen voll-
standig dem umliegenden Gewebe angepasst hatte.

[0047] Entzindliche Prozesse im Bereich der Spin-



DE 10 2005 042 455 A1

nenseide wurden nicht beobachtet.
Beispiel 3: Nervenimplantat mit Hulle

[0048] Als Beispiel fur die zweite Ausfiihrungsform
erfindungsgemafler Nervenimplantate wurden ca.
800-1000 Spinnenseidefaden die gemal Beispiel 1
erzeugt wurden, auf eine Lange von ca. 3,5 cm zuge-
schnitten und im wesentlichen axial in eine azellulari-
sierte Venole eingezogen. Fir die Zwecke dieser Er-
findung kann eine Hulle als Bestandteil eines Nerve-
nimplantats auch einen Langsschnitt aufweisen, so
dass die Spinnenseide in eine langs aufgetrennte
Hulle eingelegt werden kdnnen. Anschliefend kann
der Langsschnitt der Hille geschlossen werden, z.B.
ohne zusatzliche Mittel durch die Eigenspannung des
Hullmaterials durch Annahern der Schnittkanten des
Langsschnitts, oder durch Vernahen oder Verkleben
des Langsschnitts, oder durch Umwickeln der Hille,
beispielsweise mit einem Spinnenseidefaden oder
chirurgischem Nahtmaterial.

[0049] Azellularisierte Venolen oder Streifen azellu-
larisierter Venolen, die in den erfindungsgemafien
Nervenimplantaten verwendbar sind, wurden aus pe-
ripheren Venen hergestellt. Als Beispiel dafiir wurden
Beinvenen von Schweinen entnommen, die fir ande-
re experimentelle Zwecke getotet worden waren. Die
Venolen hatten einen Durchmesser von ca. 2 bis 3
mm und einer Lange von 5 cm. Zur Azellularisierung
wurden diese Venolen Gber 24 Stunden in eine Tryp-
sinlésung (0,05 Gew.-% Trypsin, 0,02 Gew.-% EDTA)
gelegt und unter Schutteln inkubiert. Die Trypsinlo-
sung wurde anschlief3end entfernt und die nun zell-
freien Venolen wurden durch Inkubation mit PBS un-
ter Schitteln gereinigt, wobei diese Waschung min-
destens einmal wiederholt wurde. Derart azellulari-
sierte Venolen konnten unmittelbar verwendet oder
zwischenzeitlich bei —80 °C tiefgefroren werden.

[0050] Zur Verbindung des Nervenimplantats mit
den Nervenenden, die die Fehlstelle begrenzen, wur-
den die Nervenenden jeweils in ein Ende der Hille
eingeflihrt, wobei die darin angeordnete Spinnensei-
de so bemessen war, dass sie die Nervenenden kon-
taktierte, vorzugsweise Kopf an Kopf bzw. Ende ge-
genuber Ende. Zur Fixierung wurden die Nervenen-
den jeweils an einem Ende der Hulle angenaht.

[0051] Alternative Nervenimplantate dieser Ausfiih-
rungsform wiesen eine Lange der Spinnenseidefa-
den auf, die Uber die Enden der Hulle hinausragte,
z.B. um ca. 3-5 mm an jedem Ende. Dann wurden
die Nervenenden dadurch mit dem Nervenimplantat
verbunden, dass die Abschnitte der Spinnenseidefa-
den, die sich aulRerhalb der Hille befanden, jeweils
gegen ein Nervenende gehalten wurden und die an-
einandergrenzenden Enden mit Spinnenseide umwi-
ckelt wurden, oder mit Fibrinkleber bestrichen wur-
den.
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[0052] Bei der Verwendung dieser Nervenimplanta-
te in Fehlstellen des Ischiasnervs der Ratte geman
Beispiel 3 konnten Distanzen von ca. 5 cm uber-
briickt werden, so dass die Funktionalitadt des Nervs
innerhalb von 3 bis 5 Tagen nach der Implantation
wieder hergestellt war.

[0053] Entsprechend Beispiel 3 wurden auch hier
keine zwischenzeitliche krallenartige Haltung der be-
treffenden Pfote beobachtet. Die histologische Unter-
suchung ergab auch hier ca. 5 bis 10 Tage nach der
Implantation keine signifikanten Abweichungen von
naturlichem Nervengewebe.

Beispiel 4: Nervenimplantat mit Hulle und biokompa-
tiblem Matrixmaterial

[0054] Als Beispiel fur die dritte Ausfiihrungsform
erfindungsgemafier Nervenimplantate wurden Ner-
venimplantate aus azellularisierten Venolen mit axial
angeordneten Spinnenseidefdden gemal Beispiel 3
mittels Spritze mit Matrigel gefullt.

[0055] Funktionale Tests dieser Nervenimplantate
entsprechend Beispiel 3 fuhrten zu dhnlichen Ergeb-
nissen. Daher wird gegenwartig angenommen, dass
ein biokompatibles Matrixmaterial zu keiner wesentli-
chen Verbesserung der Eigenschaften des Nerven-
implantats flhrt.

Beispiel 5: Nervenimplantat mit Hulle und biokompa-
tiblem Matrixmaterial in Mischung mit kultivierten au-
tologen Schwann-Zellen

[0056] Zur Herstellung eines Nervenimplantats mit
einer Hulle, in deren Innern axial ausgerichtete Fa-
den aus Spinnenseide angeordnet waren, und deren
verbleibender Innenraum mit biokompatiblem Matrix-
material in Mischung mit kultivierten autologen Sch-
wann-Zellen angeflllt war, wurde eine gemal Bei-
spiel 3 hergestellte azellolarisierte Venole eingesetzt,
in die ein Blindel aus 200 bis 300 parallelen Faden
aus Spinnenseide eingezogen worden war.

[0057] Zur Erzeugung kultivierter autologer Sch-
wann-Zellen wurden periphere Nerven verwendet,
die operativ enthommen, vom Epineurum und Peri-
neurum befreit und in ca. 1 mm groRe Stiicke ge-
schnitten wurden. Diese Nervensticke wurden in
Medium (DMEM/F12, 20% fotales Kalberserum, 1%
Penistreptomycin) in einer unbeschichtete Petrischa-
le GberfGhrt und ca. 3 Wochen bei 37 °C, 5% CO, in-
kubiert. Das Medium wurde dreimal wochentlich ge-
gen frisches Medium gewechselt. Falls eine vermehr-
te Aussprossung von Fibroblasten beobachtet wur-
de, wurden die Nervenstiicke in neue Petrischalen
umgesetzt und weiter kultiviert.

[0058] Nach Aussprossung der ersten Sch-
wann-Zellen wurden die Nervenstliicke Uber Nacht
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bei 37 °C, 5% CO, mit Collagenase | und Dispase in-
kubiert. Die Nervensticke wurden anschliel3end
durch wiederholtes Passieren durch eine Kantle mit-
tels einer angeschlossenen Spritze vorsichtig homo-
genisiert und in PBS (physiologische phosphatgepuf-
ferte Salzlésung) gewaschen. Nach mehreren
Waschschritten mit zwischenzeitlicher Zentrifugation
wurde die Zellsuspension in poly-L-Lysin-beschichte-
te Kulturflaschen tberfiihrt und bei 37 °C, 5% CO, in
M2-Medium (Melanozyten Growth Medium, Promo-
cell) kultiviert. Dieses Medium inhibiert das Wachs-
tum kontaminierender Fibroblasten, wahrend die
Schwann-Zellen anschlieRend verwendet werden
konnten.

[0059] Kultivierte Schwann-Zellen wurden wie vor-
anstehend beschrieben durch Collagenase | und Dis-
pase abgeldst und mit PBS gewaschen. Die Zellsus-
pension konnte zwischendurch kuhlgestellt oder un-
mittelbar verwendet werden. Als biokompatibles Ma-
trixmaterial wurde Matrigel (erhaltlich Becton Dickin-
son) behutsam mit Schwann-Zellen gemischt, so
dass eine Zelldichte von ca. 10°-10*/mL Matrixmate-
rial erreicht wurde. Diese Mischung aus Sch-
wann-Zellen und Matrixmaterial wurde vorsichtig in
die Hulle einpipettiert, in der die Faden aus Spinnen-
seide bereits axial angeordnet waren.

[0060] Dabei ist es bevorzugt, dass die azellulari-
sierte Venole, und entsprechend eine homologe Ve-
nole, bis auf die Spinnenseide von dem Matrixmate-
rial vollstandig ausgefiillt wird, so dass sie einen run-
den Umfang annimmt.

[0061] Derart hergestellte Nervenimplantate wur-
den entsprechend Beispiel 2 zur Uberbriickung einer
Defektstelle des Ischiasnervs eingesetzt. Die Ner-
venfunktion wurde ebenfalls innerhalb kurzer Zeit,
namlich innerhalb von zwei bis vier Tagen wiederher-
gestellt, wobei ebenfalls die vollstdndige Disfunktion
des motorischen Nervs, die sich in einer Verkramp-
fung und Krallenhaltung der innervierten GliedmalRen
zeigt, vermieden wurde.

[0062] Histologische Untersuchungen ergaben,
dass im Wesentlichen naturliches Nervengewebe an
der Stelle des Nervenimplantats entstanden war.

Patentanspriiche

1. Nervenimplantat zur Uberbriickung von Unter-
brechungen oder Defektstellen innerhalb eines
Nervs, dadurch gekennzeichnet, dass das Nerven-
implantat fadenférmige Spinnenseide (1) aufweist.

2. Nervenimplantat nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die fadenférmige Spinnensei-
de (1) im Wesentlichen in axialer Richtung innerhalb
einer Hillle (2) angeordnet ist.

7/8

2007.04.12

3. Nervenimplantat nach Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dass der Zwischenraum zwischen
Hulle (2) und fadenférmiger Spinnenseide (1) zumin-
dest teilweise von einem biokompatiblen Matrixmate-
rial (3) ausgefiillt ist.

4. Nervenimplantat nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass in dem Matrixmaterial (3) auto-
loge kultivierte Schwann-Zellen enthalten sind.

5. Nervenimplantat nach einem der vorangehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
fadenfdrmige Spinnenseide (1) um ein Tragerele-
ment (4) herum angeordnet und im Wesentlichen in
dessen Langsrichtung ausgerichtet ist.

6. Nervenimplantat nach einem der vorangehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet; dass die
fadenférmige Spinnenseide (1) naturliche Spinnen-
seide ist.

7. Nervenimplantat nach Anspruch 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die natirliche Spinnenseide
von einer Radnetzspinne erhaltlich ist.

8. Verwendung eines Nervenimplantats nach ei-
nem der vorangehenden Anspriiche zur Herstellung
eines Medizinprodukts zur Uberbriickung von Unter-
brechungen oder Fehlstellen innerhalb eines Nervs.

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Nerv ein motorischer oder ein
sensorischer Nerv ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen



Figur 2

Figur 3
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Anhangende Zeichnungen
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