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1 Einleitung:
1.1 Frage
Beeinflussen Struktur oder Funktion von Gefdflen, in die baroafferente Nerven nach

Durchtrennung implantiert werden, die Neusynthese von Rezeptoren? Andert sich das

Faserspektrum der Nerven in Abhédngigkeit von Struktur oder Funktion der Gefaf3e?

1.2 Bekanntes

Die Reaktionen eines peripheren Nerven auf Durchtrennung reichen von minimalen
Verianderungen bis hin zum irreversiblen Untergang des Neurons [Kiernan, 1979; Fu et
Gordon, 1997; Burnett et Sager, 2004]. Dabei hingt die Regenerationsfdahigkeit von Art und
Ort der Lision ab [Seckel, 1995]. Weiterhin ist von Bedeutung, ob die Nervenfasern ihr
Endorgan nach einer Durchtrennung wieder erreichen konnen. Wird der Kontakt zum distalen
Nervenstumpf bzw. zum urspriinglichen Endorgan mechanisch verhindert, sprossen die
Axone nur #duBlerst sparlich aus, und retrograde Degenerationen sind zu beobachten
[MacKinnon et al., 1992]. SchlieBlich spielen bei der Regeneration peripherer Nerven
trophische Faktoren eine zentrale Rolle. Dazu gehdren seit der Entdeckung des nerve growth
factors [Levi-Montalcini et al., 1968] eine Reihe von Wachstumsfaktoren: growth hormone
(GH) [Kanje et al., 1988], ciliary neurotrophic factor (CNTF) [Sendtner et al., 1992; Siegel et
al., 2000], brain derived neurotrophic factor (BDNF) [Hohn et al., 1990; Zhang et al., 2000],
insulin like growth factor (IGF-1) [Rabinovsky, 2004]). Inwieweit Funktion und Struktur des
Endorgans die Regeneration eines Nerven beeinflussen, wurde bisher wenig beachtet. Es
existieren lediglich Hinweise auf die Bedeutung des Implantationsortes fiir die
Nervenregeneration:

Nach Durchtrennung und Implantation des Karotissinusnerven in eine Arterie, nicht aber in
einen Muskel, sind die implantierten Fasern gegeniiber Anderungen der Sauerstoffsittigung
des Blutes empfindlich [Mitchell et al., 1972; Kieneker et al., 1978]. Nach diesen
Untersuchungen bilden die regenerierenden Nervenfasern also auch ohne Glomusorgan die
fiir sie charakteristische Sensibilitit aus, d. h. sie fungieren als Rezeptoren. Diese
Schlussfolgerung wird aber durch andere Befunde in Frage gestellt, wonach nur Fasern mit
Anschluss an Glomuszellen wieder Chemosensibilitdt aufweisen [Ponte et al., 1989]. Die
Bedeutung von Struktur und Funktion des Implantationsortes fiir die Regeneration ist nach
diesen Untersuchungen also weiterhin unklar. Mdglicherweise sind diese widerspriichlichen

Befunde auf die Besonderheiten des Karotissinusnerven zuriickzufiihren; er enthilt chemo-



und barosensible Fasern [Heymans et al., 1958]. Deshalb ist der nahezu ausschlielich
barosensible N. depressor (Rr. cardiaci superiores) des Kaninchens von Vorteil fiir die
Untersuchung.

Der kreislaufregulatorische Effekt des Nerven wurde schon frith von Cyon und Ludwig
beschrieben. Danach senkt elektrische Stimulation des Nerven den Blutdruck, und sie
schlugen daher vor, den Nerven N. depressor zu nennen [Cyon et Ludwig, 1866]. Kdster und
Tschermak wiesen nach, dass der Nerv nicht, wie zundchst angenommen, ein Reflexnerv des
Herzmuskels ist, sondern seine Rezeptoren in der Adventitia / Media der Aorta liegen. Die
Perikaryen des Nerven identifizierten sie im Ganglion jugulare [Koster et Tschermak, 1902 /

1903].

Bisher wurde nach Durchtrennung des Depressornerven und Implantation in verschiedene
Gewebe nur Einzelfaserableitung durchgefiihrt. Dabei bildeten diejenigen Nerven, welche in
die A. carotis communis implantiert worden waren, in einem Teil der Félle wieder
pulssynchrone Aktivitdt aus [Arndt et al., 1981]. Fraglich blieb dabei jedoch, ob die Nerven
wieder an der Blutdruckregulation beteiligt waren. Auch die Struktur der neu gebildeten
Afferenzen bzw. Rezeptoren ist unbekannt. Es soll also geklart werden, ob und inwieweit die
Regeneration sensibler Nerven nach ihrer Durchtrennung und Implantation in Gefae durch
Struktur (Wand) oder Funktion (Hohe des Blutdrucks, pulsatile Aktivitit) dieser Gefdlle

beeinflusst wird.



1.3 Hypothesen

1. Nach welcher Zeit bilden sich barosensible Nervenendigungen oder neue Barorezeptoren
in der Wand des jeweiligen Implantationsortes, und wie sehen sie aus?

2. Beeinflussen Struktur bzw. Funktion des Implantationsortes auch die Morphologie des
Nerven (Anzahl der Fasern, Durchmesser von Axonen und Myelinscheiden), d. h. ergeben
sich Unterschiede in der Morphologie des Nerven nach Implantation in eine Arterie bzw.
Vene?

3. Nehmen die neu gebildeten Endigungen an der Kreislaufregulation teil, d. h. lassen sich
durch direkte GefdBwanddehnung oder durch intraluminale Druckdnderungen via
neugebildeter Nervenendigungen Baroreflexe auslosen?

4. Sind die Verdnderungen der Morphologie des Nerven nach Durchtrennung reversibel? Mit
der Beantwortung dieser Frage soll modellhaft dargestellt werden, ob und inwieweit sich
nicht nur Degenerationsprozesse durch geeignete Wahl des Implantationsortes
beeinflussen lassen, sondern bei geeignetem Implantationsort auch
Regenerationsvorginge induziert werden konnen. Stellen C-Fasern ein Reservesystem des

peripheren Nervensystems dar? Konnen sie bei Bedarf myelinisiert werden?



2 Material und Methoden
2.1 Vorbereitende Mallnahmen

Die Experimente wurden an 32 minnlichen narkotisierten Neuseeland-Kaninchen (2,4 — 3,5
kg) durchgefiihrt. Die Kaninchen wurden {iber einen intravendsen Zugang in einer Ohrvene
narkotisiert (Pentobarbital 30 mg/kg KG), intubiert und mit 100% Sauerstoff
stoffwechseladdquat beatmet. Die Narkose wurde aufrechterhalten mittels Infusion von 10
mg/kg/h Pentobarbital. Unter sterilen Bedingungen wurde die Carotisregion iiber einen
lateralen Halsschnitt aufgesucht und mit Hilfe eines Operationsmikroskops vom umgebenden
Bindegewebe freipripariert. Der Depressornerv wurde aufgesucht und von der oberen
Thoraxapertur bis zum Eintritt in die Schédelbasis dargestellt. Nach Abschluss der
neurophysiologischen Untersuchungen und Entnahme der histologischen Priparate erfolgte
der fachgerechte Wundverschluss. Postoperativ wurden die Kaninchen im Tierstall gehalten
und der Heilungsverlauf regelméfig kontrolliert. Nach 6 Wochen, 3 bzw. 10 Monaten wurden
die Nerven erneut neurophysiologisch untersucht und wiederum Nerven-, sowie

GefaBpriparate zur histologischen Aufarbeitung entnommen.

2.2 Registrierungen

Perioperativ wurden das EKG mittels Nadelelektroden, der arterielle Blutdruck (Kaniilierung
einer Ohrarterie) sowie die exspiratorische CO,-Konzentration {iberwacht. Die
Korpertemperatur wurde rektal gemessen und {iber eine Warmelampe konstant (38 — 39,5° C)
gehalten. RegelmiBig wurden Blutgasanalysen durchgefiihrt und gegebenenfalls Beatmung
und Sdure-Basen Haushalt adaptiert. Der von Bindegewebe und Perineurium befreite Nerv
wurde mit Ringer-Losung angefeuchtet. Lediglich wahrend der Messung der Nervenaktivitét
wurde der Nerv in Luft elektrisch isoliert. Das Summenaktionspotential wurde mittels einer
bipolaren Platin-Iridium-Elektrode mit elektrodennahem Verstérker abgeleitet. Sowohl das
Originalsignal als auch das gemittelte Signal (Root Mean Square-Technik) wurden mittels
MacLab-Datenanalysesystems aufgezeichnet. Gleichzeitig wurde das Originalsignal tiber

einen Audiomonitor abgehort.



2.3 Versuchsplan

Um zu kléren, ob und inwieweit die Regeneration sensibler Nerven nach ihrer Durchtrennung
und Implantation in Gefde durch Struktur (Wand) oder Funktion (Hohe des Blutdrucks,
pulsatile Aktivitdt) beeinflusst wird, wurden Struktur bzw. Funktion des Implantationsortes

auf dreierlei Art variiert:

2.3.1 Versuche ,,Zeitreihen*

In der ersten Versuchsreihe wurde der kraniale Stumpf des N. depressor der einen Halsseite
nach seiner Durchtrennung in die gleichseitige A. carotis communis, auf der kontralateralen
Seite in die V. jugularis externa implantiert. Dabei erfolgte die Auswahl der Seite nach dem
Zufallsprinzip. Der kaudale Stumpf wurde an der Thoraxapertur reseziert. Somit war der
kraniale Nervenstumpf auf der einen Seite morphologisch dem Einfluss einer Arterie
(Hochdrucksystem), auf der anderen Seite dem FEinfluss einer Vene (Niederdrucksystem)
ausgesetzt (Abb. 1).

Nach 6 Wochen, 3 bzw. 10 Monaten wurden die Nerven erneut freigelegt,

elektrophysiologisch untersucht und Praparate zur histologischen Untersuchung entnommen.

Abb. 1: Implantation des N. depressor in die A. carotis communis bzw. V. jugularis interna

V. jugularis

N. depressor Distaler Stumpf des

A. carotis com. .
N. depressor reseziert

Aortenbogen Aortenbogen

Links sieht man die native Anatomie des N. depressor und seiner Endigungen. Die rechte
Skizze gibt die Anatomie nach Resektion des distalen N. depressor wider, auf der einen Seite
Implantation in die Vene, auf der anderen Seite in die Arterie.



2.3.2 Versuche ,,Struktur / Funktion®

In der zweiten Versuchsreihe wurde ein Stiick der A. carotis communis entnommen und End-
zu-End in die V. jugularis externa derselben Seite anastomosiert. Auf der Gegenseite wurde
ein Stiick der V. jugularis externa entnommen und End-zu-End in die A. carotis communis
eingendht. In die anastomosierten heterotopen Gefdllsegmente wurde der jeweilige kraniale
Stumpf des durchtrennten gleichseitigen N. depressor eingenéht (Abb.2).

Auch hier wurde zufillig ausgewéhlt, in welches Gefdl der Nerv implantiert wurde. Somit
war der kraniale Nervenstumpf der einen Seite morphologisch dem Einfluss einer
Arterienwand und funktionell dem des Niederdrucksystems ausgesetzt, auf der Gegenseite
waren Venenwand und Hochdrucksystem priagend. Nach Priifung der Durchgingigkeit der
Anastomosen erfolgte der Wundverschluss. Dabei wurden keine Antikoagulantien
verabreicht. Nach 3 Monaten wurden die Nerven erneut freigelegt, elektrophysiologisch

untersucht, und Préaparate zur histologischen Untersuchung entnommen.

Abb. 2: Implantation des N. depressor in arterielles Gefdfs im Niederdrucksystem, bzw. in
venoses Gefdfs im Hochdrucksystem
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Links wieder die native Anatomie, rechts nach Implantation des Nerven in die arterielle bzw.
vendse Anastomose.

2.3.3 Versuche ,,Reversibilitit™
Um zu klédren, ob der Einfluss von Struktur bzw. Funktion des Implantationsortes auf die
Regeneration des Nerven reversibel ist, wurden in der dritten Versuchsreihe die implantierten

Nerven kranial der Implantationsstelle in die A. carotis communis bzw. V. jugularis externa



nach 3 Monaten erneut durchtrennt und in das jeweils andere Gefd3 eingendht. Auch hier
erfolgte die Auswahl der Seite randomisiert. Nach weiteren 3 Monaten wurden die
implantierten Nerven erneut freigelegt, elektrophysiologisch untersucht und zur

histologischen Untersuchung entnommen (Abb. 3).

Abb. 3: Implantation des N. depressor zundchst in eine Vene und dann in eine Arterie (linke
Halsseite) bzw. umgekehrt (rechte Halsseite)
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Links die native Anatomie, in der Mitte Implantation der Nerven in Arterie bzw. Vene nach 3
Monaten und rechts Implantation der Nerven in das jeweils andere Gefdfs der ipsilateralen
Seite nach weiteren 3 Monaten.

2.4 Morphologie

Bei jeder Nervendurchtrennung sowie nach dem jeweils letzten Versuch wurden beidseits ca.
2 mm grofle Priparate entnommen. Die Nerven wurden iiber Nacht in 2,5 % Glutaraldehyd
fixiert und nach mehrfachem Waschen in Phosphatpuffer mit Osmiumtetroxid kontrastiert.
Nach Dehydrierung in Aceton wurde in aufsteigenden Konzentrationen Spurr-Medium
hinzugefiigt, bis die Préparate schlieBlich in reinem Spurr eingebettet und zur Polymerisation
iiber acht Stunden im Wérmeschrank bei 70° C inkubiert wurden.

Es wurden Semidiinnschnitte von 1 um angefertigt, welche mit p-Phenylendiamin gefarbt
wurden. AnschlieBend wurden die Nervenquerschnitte in 100-facher VergroBerung mit Hilfe
einer Olympus DP10-Digitalkamera photographiert (Auflosung 72 ppi, Farbtiefe 8 Bit).
Mittels eines Rechners mit geeigneter Software (Adobe Photoshop 6.0 und Fovea Pro 2.0)



wurden die Nervenquerschnitte morphometriert, um quantitative Vergleiche durchzufiihren
(Abb. 4). Hierbei wurden zunichst grobe storende Elemente, wie z. B. Artefakte der Farbung
oder Kapillaren, per Hand entfernt. Dann wurde eine standardisierte Kontrastverstirkung
durchgefiihrt. Dabei berechnet das Programm unabhédngig vom Benutzer mittels eines t-Tests
den Punkt im Helligkeitshistogramm, an dem in jedem Teil des Bildes die hochste
Wahrscheinlichkeit eines signifikanten Helligkeitsunterschiedes besteht. Dadurch konnte eine
maximale Ausnutzung der Farbtiefe erreicht werden.

Als néchster Schritt wurde eine standardisierte Binarisierung des Bildes durchgefiihrt. Hierbei
wurden den hellsten und dunkelsten Pixeln im Bild Schwarz- und Weillwerte zugeordnet.
AnschlieBend wurden alle Objekte mit einer Flache kleiner als 0,5 um? entfernt (,,Cutoff™) —
es wurde davon ausgegangen, dass es sich hierbei aufgrund der geringen GroBe nicht um
Nervenfasern handelt, vor allem nicht um myelinisierte Fasern [Romero et al., 2000]. Nach
einem abschlieBenden Vergleich mit dem Originalbild wurden die verbleibenden
Nervenfasern automatisiert vermessen. Als Parameter wurden festgehalten: die Anzahl der
myelinisierten Fasern, die Flache der Axone, der Myelinscheiden und der gesamten Nerven.
Zur morphologischen Untersuchung der Nervenendigungen wurden in jeder Gruppe zum
Versuchsende an einigen Tieren der Nerv sowie das entsprechende Blutgefdl3, in welches der
Nerv zuvor implantiert worden war, entnommen, in Formalin fixiert und anschliefend in
Paraffin eingebettet. Die neu gebildeten Endigungen wurden zur Charakterisierung mittels
Versilberung und Immunhistologie miteinander verglichen.

Die Immunhistologie erfolgte zum einen mit Antikorpern (Sigma, Maus) gegen Growth
Associated Protein-43 [GAP-43], die selektiv an neu ausgesprosste Nervenendigungen
binden, sowie mit Antikorpern (BioTrend, Maus) gegen Tyrosin-Hydroxylase [TH] als
Marker fiir sympathische Nervenfasern.

Die Auswertung der Antikorper-gefiarbten Gefdllpriaparate erfolgte semiquantitativ an
verblindeten Léngsschnitten der Gefdlle in 40-facher Vergroferung. Es wurde ein Punktewert
von 0 (keine Anfarbung) bis 5 (sehr starke Anfirbung) vergeben. Dabei wusste der Auswerter

nicht, aus welcher Versuchsgruppe die Praparate stammten.
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Abb. 4: Methodik bei der Bildanalyse der Nervenquerschnitte
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2.5 Statistik

Die Anzahl der Nerven, welche nach Implantation in Arterie bzw. Vene wieder pulssynchrone
Aktivitdit aufwiesen, wurden mittels Fishers exaktem Test verglichen. Die Anzahl
myelinisierter Fasern sowie die Mediane der Axonflichen wurden mit dem Vorzeichentest

verglichen (p = 0,05 signifikant).

12



3 Ergebnisse

3.1 Versuche ,,Zeitrethen*

Nach 6 Wochen zeigten 4 der 6 in die A. carotis communis implantierten Nerven bei der

Ableitung mittels einer bipolaren Elektrode wieder pulssynchrone Aktivitit. Bei den 6 in die

V. jugularis externa implantierten Nerven zeigte sich keinerlei Aktivitéit, weder spontan noch

durch Druck oder Zug am Gefdll. Nach 3 Monaten konnte bei 4 von 6 in die A. carotis

communis implantierten Nerven pulssynchrone Aktivitdt nachgewiesen werden. Bei den 6 in

die Vene implantierten Nerven zeigte sich wiederum keine Aktivitdt. Nach 10 Monaten

wiesen 4 von 6 in die Arterie eingenidhten Nerven pulssynchrone Aktivitit auf. Auch hier

waren die 6 in die Vene implantierten Nerven ohne nachweisbare Aktivitit (Tab. 1, Abb. 5).

Insgesamt erlangten also 12 von 18 Nerven, die in Arterien implantiert wurden, wieder

pulssynchrone Aktivitét, hingegen keiner der in Venen implantierten Nerven (p = 0,001;

Fishers exakter Test).

Tab. 1: Ergebnis der neurophysiologischen Untersuchung der Versuchsreihe ,, Zeitreihen*

3

Zeit 1,5 Monate 3 Monate 10 Monate
Nerv in Arterie n=06 n==o6 n==6
Spontanaktivitit 4 von 6 4 von 6 4 von 6
Aktivitdt auf Zug am Gefal3 4 von 6 4 von 6 4 von 6
Nerv in Vene n=06 n==o6 n==6
Spontanaktivitit 0 von 6 0 von 6 0 von 6
Aktivitdt auf Zug am Gefal3 0 von 6 0 von 6 0 von 6

13




Abb. 5: Exemplarische Blutdruckkurven und Summenaktionspotentiale (SAP) zu drei
unterschiedlichen Zeitpunkten

Nativer 1,5 Monate nach 3 Monate nach 10 Monate nach
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Bei Ableitung der in eine Arterie implantierten Nerven zeigt sich im Summenaktionspotential
(SAP) pulssynchrone Aktivitdt, nicht aber bei den in eine Vene implantierten Nerven.

Bei zwei Versuchen nahmen die in eine Arterie implantierten Nerven wieder an der
Blutdruckregulierung teil. Dies wurde lberpriift, indem auf das jeweilige GefdB ein Zug
ausgelibt wurde. Bei Zug an der Arterie zeigte sich sowohl eine erhohte Aktivitit im
Summenaktionspotential als auch ein blutdrucksenkender Effekt. Bei Zug an der

kontralateralen Vene konnte das Phanomen nicht nachgewiesen werden (Abb. 6).

Die Nervenquerschnitte wiesen zundchst eine ausgeprédgte interindividuelle Variabilitit
beziiglich der Anzahl der myelinisierten Nervenfasern in nativen und durchtrennten Nerven
auf. Auch die intraindividuellen Seitenunterschiede waren groBer als erwartet. Bei allen
Nerven, die durchtrennt worden waren, wurde eine Abnahme der Anzahl der myelinisierten
Fasern festgestellt, die jedoch bei Nerven, die in arterielle Gefdle eingendht worden waren,
geringer ausgepragt war. Sowohl die Anzahl der myelinisierten Fasern, als auch der

Durchmesser der Axone nahmen ab (Abb. 7).

14



Abb. 6: Darstellung von Herzfrequenz, Blutdruck und Summenaktionspotential / gemittelte
Signal bei Zug an der Arterie bzw. der Vene, in welche der N. depressor implantiert war
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[mmHg] 100}
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Gem. Signal
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Bei Zug an der Arterie zeigt sich ein blutdrucksenkender Effekt sowie eine Steigerung im
Summenaktionspotential (SAP) bei der Ableitung des implantierten N. depressor. Bei Zug an
Der Vene treten diese Effekte nicht auf.
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Abb. 7: Anzahl myelinisierter Fasern und Durchmesser der Axone beim nativen Nerven
sowie nach Implantation in Arterie bzw. Vene nach 1,5, 3 und 10 Monaten (Einzelwerte und
Mediane)
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Die entnommenen Blutgefile wurden der Versilberung und Immunhistologie zugefiihrt.
Dabei konnten in den arteriellen GefaB3en, in die Depressornerven eingenéht worden waren, in
der Adventitia bis hin zur Grenze zur Media eine groe Zahl von Nervenfasern dargestellt
werden. Sie liegen den bindegewebigen Elementen in der Adventitia eng an bzw. schldngeln
sich um sie herum. In der Antikorper-Farbung mit GAP-43 zeigte sich ebenfalls eine grofie
Anzahl neu gebildeter Nervenendigungen, besonders an der Adventitia/Media-Grenze. Jene
Fasern lieBen sich nicht mit Tyrosin-Hydroxylase als Marker flir sympathische Fasern
anfarben. In den vendsen Gefdllen, in die der Nerv eingenédht wurde, lieBen sich weder in der
Versilberung noch in der Antikdrperfairbung Nervenendigungen nachweisen. Lediglich in der
direkten Umgebung von (arteriellen) Vasa vasorum wurden vereinzelt Nervenendigungen mit
GAP-43 angefarbt (Abb. 10). GAP-43-Immunreaktion konnte somit nur in der Ndhe von
Arterien nachgewiesen werden.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Arterienwand zeigen, dass die neu gebildeten
Nervenendigungen in ihrer Morphologie dem Aussehen nativer Barorezeptoren entsprechen
(Abb. 11). So zeigen sie einen geschlidngelten Verlauf zwischen elastischen Fasern und

zeichnen sich weiterhin durch zahlreiche Neurotubuli und Mitochondrienreichtum aus.

17



Abb. 8: Ergebnis der semiquantitativen Auswertung (Einzelwerte und Mediane)
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Ausprdgung bei der semiquantitativen Auswertung, Versilberung und Antikorperfdrbung mit
GAP-43 zeigen viele Nervenendigungen in der Media /Adventitia der Arterien, nicht aber der
Venen.

3.2 Versuche ,,Struktur / Funktion

Von den 8 End-zu-End in eine Arterie anastomosierten Venen waren nach drei Monaten 5
thrombosiert. Diese 5 Nerven wiesen keinerlei pulssynchrone Aktivitdt auf. Von den 3
Depressornerven, die in die noch durchbluteten Anastomosen implantiert worden waren,
zeigte einer wieder pulssynchrone Aktivitit. 6 arterielle Interponate wurden in die V. jugularis
anastomosiert. Hiervon waren nach drei Monaten 4 thrombosiert, 2 noch durchblutet. Von
keinem der Nerven lieBen sich pulssynchrone Potentiale ableiten. In der Adventitia der
Transponate zeigten sich in der Versilberung und in der Antikorperfarbung zahlreiche
Nervenendigungen, unabhéingig davon, ob die Anastomosen vollstindig thrombosiert oder

noch durchblutet waren.
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Abb. 9: A. carotis communis, 3 Monate nach Implantation
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Nervenendigungen

Links die Versilberung, rechts die Antikorperfirbung mit GAP-43 der Arterienwand,
zahlreiche Nervenendigungen (Pfeile) in der Adventitia, bis hin zur Grenze der Media

Abb. 10: V. jugularis externa, 3 Monate nach Implantation
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Links Versilberung, rechts Fdrbung mit GAP-43-Antikérpern; keine Nervenendigungen
nachweisbar — lediglich im Bereich eines (arteriellen) Vas vasis diskrete Anfirbung mit GAP-
43 Antikérpern
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Abb. 11: Elektronenmikroskopische Aufnahme der A. carotis communis, 3 Monate nach
Implantation
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Man sieht iiber das Bild hinweg eine Nervenfaser mit dem fiir sensible Nervenfasern
typischen neurofilamentreichen Stroma mit zahlreichen Organellen und Mitochondrien. Die
Nervenfaser zieht um die elastischen Elemente und kollagenen Fasern herum; weiter in der
Peripherie verlieren die Fasern ihre Myelinisierung. Die verdstelnde Morphologie dieser

afferenten, neu gebildeten Nervenendigung entspricht dem Aussehen nativer Barorezeptoren.
[Krauhs, 1979; Knoche, 1977]
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Dies lieB3 sich sowohl bei den arteriellen Anastomosen im vendsen System als auch bei den
vendsen Transplantaten in der A. carotis nachweisen. In einigen Féllen wurde beobachtet,
dass Nervenfasern von ihrer Implantationsstelle in einer vendsen Anastomose seitlich entlang
des GefdBinterponats hin zur Arterie zogen. Ebenso wurde in einigen Féllen im Bereich um
die thrombosierten Anastomosen eine ausgepragte Vaskularisation gefunden. In der
semiquantitativen Auswertung war die Anzahl der Nervenfasern in der Adventitia der
Transponate zwar niedriger als die Anzahl der Fasern in der Adventitia der Arterien, in die ein
Depressornerv implantiert worden war, jedoch eindeutig hoher als in der Adventitia der

vendsen Gefdlle (Abb. 12).

Abb. 12: Ergebnis der semiquantitativen Auswertung (Einzelwerte und Mediane)
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3.3 Versuche ,,Reversibilitat*

Nach 3 Monaten zeigte sich bei 5 von 6 in die Arterie implantierten Nerven pulssynchrone
Aktivitit. Dieselben Nerven, auf der ipsilateralen Seite in die Vene implantiert, zeigten nach
weiteren 3 Monaten keine Aktivitdit mehr. Keiner der 7 primir in die Vene eingendhten
Nerven wies pulssynchrone Aktivitdt auf. Bei denselben, auf der ipsilateralen Seite in die
Arterie verpflanzten Nerven konnte nach 3 weiteren Monaten in 5 Fillen wieder

pulssynchrone Aktivitit nachgewiesen werden (Tab. 2).

Tab. 2: Ergebnis der neurophysiologischen Untersuchung der Versuchsreihe,, Reversibilitdt “

Zeit 3 Monate 6 Monate
Nerv in Arterie n==6 = Nerv in Vene n==6
Spontanaktivitit 5 von 6 0 von 6
Aktivitat auf Zug am Gefaf3 5 von 6 0 von 6
Nerv in Vene n=7 = Nerv in Arterie n=7
Spontanaktivitit 0 von 7 5von 7
Aktivitat auf Zug am Gefal3 0 von 7 5von7

Die Nervenquerschnitte wiesen erneut eine ausgepriagte interindividuelle Variabilitdt der
nativen Depressornerven auf. Zusitzlich konnte eine Korrelation der elektrophysiologischen
Daten mit dem Ergebnis der Histologie beobachtet werden:

Bei Implantation des N. depressor in eine Arterie zeigt sich nur eine geringe Anderung des
Faserspektrums. Nach Implantation desselben Nerven in eine Vene 3 Monate spéter hingegen
ist eine deutliche Demyelinisierung festzustellen (Abb. 13). Wurde der Nerv zunéchst in eine
Vene implantiert, degenerierte er, bildete jedoch nach Implantation in eine Arterie wieder
neue myelinisierte Fasern aus (Abb. 14).

Die Anzahl der myelinisierten Fasern nahm ab, wenn der Nerv zunichst in eine Arterie
implantiert wurde. Diese Degeneration nahm noch zu, wenn der Nerv anschlieBend in eine
Vene implantiert wurde. Wurde der Nerv jedoch zuerst in eine Vene implantiert, erreichte die
Degeneration nach 3 Monaten ein Maximum. Nach erneuter Implantation in eine Arterie

bildeten sich in 7 von 7 Féllen neue markhaltige Fasern.
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Abb. 13: Korrelation der elektrophysiologischen Daten mit dem Ergebnis der Histologie,
Implantation des N. depressor zundchst in eine Arterie, nach 3 Monaten Implantation
des gleichen Nerven in die ipsilaterale Vene
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Abb. 14: Korrelation der elektrophysiologischen Daten mit dem Ergebnis der Histologie;
Implantation des N. depressor zundchst in eine Vene, nach 3 Monaten Implantation
des gleichen Nerven in die ipsilaterale Arterie
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Ahnliches ergab die Morphometrie der Axonflichen: Die Fliche der Axone nahm nach einer
Durchtrennung ebenfalls ab, sowohl bei Implantation in eine Arterie also auch bei
Implantation in eine Vene, wobei die Abnahme bei Implantation in eine Vene grofer war.
Wurde der durchtrennte Nerv jedoch zuerst in eine Vene und anschlieBend in eine Arterie

implantiert, so nahm die Flache der Axone wieder zu (Abb. 15).

Abb. 15: Anzahl myelinisierter Fasern und Fldche der Axone beim nativen Nerven sowie nach
Implantation in Arterie bzw. Vene
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Die semiquantitative Auswertung der versilberten bzw. mit AntikOrper geférbten
Gefallpraparate ergab ein der Versuchsreihe ,,Zeitreihen® dhnliches Bild: In der Adventitia
und Media der Arterien, in die der Depressornerv eingendht worden war, konnten viele

Nervenfasern nachgewiesen werden. Bei den Venen war dies nicht der Fall (Abb. 16).

Abb. 16: Ergebnis der semiquantitativen Auswertung (Einzelwerte und Mediane)
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4  Diskussion
Um den Einfluss des Zielgewebes auf die Regeneration afferenter Nerven zu untersuchen,
wurde aus mehreren Griinden der Depressornerv ausgewihlt:

1. Der Depressornerv ist ein paarig angelegter Nerv und erlaubt somit intraindividuelle
Kontrollen.

2. Die Durchtrennung des N. depressor ist nicht assoziiert mit Behinderungen fiir die
Tiere, insbesondere treten keine Schmerzen auf. Auch fiihrt die Durchtrennung von
ein oder zwei der vier baroafferenten Nerven nicht zu Langzeitverdnderungen bzgl.
der Kreislaufregulation [Cowley et al., 1973].

3. Der Depressornerv enthélt ausschlieBlich afferente Fasern, welche baro- oder
chemosensibel sind. Das homogene Faserspektrum des Nerven — er besteht
tiberwiegend aus Ad- und C-Fasern — bietet einen Vorteil gegeniiber gemischten
peripheren Nerven. Dariiber hinaus besteht der Depressornerv bei Kaninchen
hauptséchlich aus baroafferenten Fasern [Rees, 1967; Fidone 1969; Aumonier, 1972].

Aus methodischen Griinden ist also der N. depressor ideal, um die Regeneration von
myelinisierten Nervenfasern im peripheren Nervensystem zu untersuchen. Das
Summenaktionspotential des Nerven spiegelt fast ausschlieBlich die Aktivitdt der
Baroafferenzen vom AdS-Typ wider, da deren Spikes eine wesentlich hohere Amplitude und
Frequenz als jene der C-Fasern aufweisen. C-Fasern sind jedoch fiir die genannten
Fragestellungen vernachldssigbar, da sie gegeniiber A-Fasern eine deutlich hohere
Erregungsschwelle und bei konstantem Druck nur einen geringen tonischen Einfluss auf das
vasomotorische Zentrum aufweisen [Thoren, 1977; Thoren, 1999].

Ein Nachteil der Versuche an Nerven des vegetativen Systems ist die moglicherweise
eingeschrinkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das somatische Nervensystem, welches
klinisch von groflerem Interesse hinsichtlich der Regeneration peripherer Nerven sein mag. Es
war jedoch Ziel der Untersuchung, die grundsitzlichen Mechanismen der Nervenregeneration
zu beobachten, bevor Riickschliisse auf klinisch orientierte Fragen gezogen werden.

Sowohl am nativen als auch am implantierten Nerven waren nur in einer Minderzahl der Félle
Reflexe auszuldsen. Dies konnte an der Art der Narkosefiihrung als Barbiturat-Mononarkose
ohne Relaxierung gelegen haben, denn Barbiturate dimpfen die Kreislaufreflexe [Watkins et
Maixner, 1991]. Es war jedoch nicht das Hauptziel der Studie, die Regeneration von
Baroreflexen zu untersuchen. Daher wurde die durch Manipulation am Nerven potentiell
gewebeschiddigende Untersuchung verlassen, nachdem festgestellt wurde, dass nur sporadisch

systemische Reaktionen durch baroafferente Stimulation auslosbar waren. Es bleibt jedoch
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festzuhalten, dass Nervenendigungen, welche in Arterien implantiert wurden, wieder an der
Kreislaufregulation teilnehmen konnen. Dies konnte bisher in keiner Untersuchung an
afferenten autonomen Nerven gezeigt werden [Mitchell, 1972; Kieneker, 1978; Ponte 1989;
Arndt, 1981].

Die histomorphologischen Untersuchungen der Nervenendigungen wurden mittels vier
verschiedener Techniken durchgefiihrt: Versilberung, GAP-43-Antikorper, TH-Antikorper,
Elektronenmikroskopie. Die Versilberung als Férbetechnik dient als panneuronaler Marker
und wurde vor allem entwickelt, um Nervenendigungen des peripheren und zentralen
Nervensystems zu identifizieren [Novotny, 1988; Novotny, 1998]. Anhand versilberter
Préaparate kann jedoch weder zwischen efferenten und afferenten, noch zwischen dlteren und
neu gebildeten Nervenfasern unterschieden werden. Aus diesem Grund wurden zusétzlich
immunhistochemische Férbungen durchgefiihrt; zum einen TH-Ak, um sympathische
(efferente) Innervation auszuschlieBen — wie erwartet farbten sich die Arterien nur diskret,
und die Venen gar nicht mit TH-Ak an; zum anderen GAP-43-Ak, welches einen Marker fiir
axonale Aussprossungen im zentralen und peripheren Nervensystem darstellt [Fu, 1997; Ide,
1996; Koeberle, 2004]. Obwohl die Spezifitit von GAP-43-Ak als Marker fiir axonale
Aussprossungen nicht unumstritten ist, beweist doch die hier gezeigte Selektivitdt von GAP-
43, dass Arterien, nicht aber Venen die Generation von Baroafferenzen induzieren konnen.
Moglicherweise wire es von Vorteil gewesen, die Struktur und Ultrastruktur der GefaBwinde
und der Nervenendigungen anhand des gleichen Priparates zu untersuchen — dies ist jedoch
aus methodischen Griinden nicht moglich, da hierfiir unterschiedliche Techniken beziiglich
Fixierung und Farbung zur Anwendung kommen. Daher wurde nur in wenigen Féllen die
Ultrastruktur untersucht. Die Ergebnisse der Lichtmikroskopie &dhnelten stark jenen der
Immunhistochemie. Die stichprobenartige ultrastrukturelle Analyse unterstreicht die
Ergebnisse der Immunhistochemie der Nervenendigungen in den verschiedenen Blutgefaf3en.
Keine solcher Endigungen wurde in den Venen gefunden, auch nicht in direkter
Nachbarschaft zum implantierten Depressornerven. Die Endigungen in der Wand der Arterien
hingegen dhnelten jenen nativer Barorezeptoren [Knoche, 1964; Arndt, 1991]. Somit konnte
erstmalig gezeigt werden, dass Arterien — nicht aber Venen — die de-novo Synthese von
Barorezeptoren induzieren kdnnen. Diese Rezeptoren sind funktionstiichtig und nehmen an
der Kreislaufregulation teil.

Bei den morphometrischen Untersuchungen kam ein Algorithmus zur Anwendung, welcher
jenen anderer Arbeiten &hnelt [Romero, 2000; Vita, 1992]. Der Algorithmus basiert auf

kommerziell zu erwerbender Software und ist daher eher simpel und robust gegeniiber
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Software-Artefakten. Analog zu anderen Untersuchungen zeigte sich, dass die Auszéhlung
von Nervenfasern per Hand anfalliger fiir Fehler ist [Romero, 2000; Vita 1992]. Die grofle
inter- und intraindividuelle Variabilitidt der Faserzahl nativer Nerven (zwischen 69 und 574)
verhinderte ein deutliches Ergebnis bei der Anzahl der Tiere. Auch von anderen Autoren
[Evans, 1954] wurde beschrieben, dass die Faserzahl autonomer Nerven (N. vagus) bei
Kaninchen um den Faktor sieben variieren kann. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die
morphometrische Untersuchung nur bei Paarvergleichen zu signifikanten Ergebnissen fiihrte,
wie in der Reversibilitétsreihe.

Die erste baroafferente Aktivitidt konnte bereits nach sechs Wochen beobachtet werden, wobei
die elektrische Aktivitidt nach zehn Monaten stirker ausgepragt war. Diese Beobachtung geht
einher mit dem zunehmenden Grad der Myelinisierung im Zeitverlauf, welche bei in Arterien
implantierten Nerven gesehen wurde. Im Gegensatz dazu gab es einen Trend zu
fortschreitender Demyelinisierung bei Nerven, die in venose Gefélle eingendht waren.
Moglicherweise produzieren Venen einen Faktor, der die Aussprossung von Nerven und die
Formierung von Neuromen inhibiert, wie es bei somatischen Nerven der Fall ist [Koch, 2003;
Low, 1999], und ebenso zur Demyelinisierung der betroffenen Nerven fiihrt. Die regenerative
Kapazitit der Arterien im Gegensatz zu den Venen konnte im hoheren Sauerstoff- bzw.
Néhrstoffgehalt des arteriellen Systems begriindet sein. Die erfolgreiche Behandlung
schmerzhafter Neurome durch Implantation der Nerven in vendse Gefdl3e auch an den Akren
widerspricht allerdings dieser These, da dort aufgrund arteriovendser Shunts der Sauerstoff-
und Nahrstoffgehalt dem von Arterien gleicht. Die Ursache fiir den neurodegenerativen
Impetus der Venen liegt demnach nicht im Sauerstoffgehalt. Ein weiterer, der Induktion
axonaler Aussprossung zu Grunde liegender Mechanismus ist moglicherweise die Pulsatilitit
arterieller GefdBe. Diese Hypothese steht jedoch im Gegensatz zu den Untersuchungen bei
neurovaskuldren Kompressionssyndromen wie der Trigeminusneuralgie: pulsatiler
neurovaskuldrer Kontakt fiihrt hier zu fokalen Demyelinisierungsprozessen [Love, 2001].
Bisher unbekannte trophische Faktoren innerhalb der GefaBwand konnten ebenso fiir die De-
oder Regeneration von Nervenfasern verantwortlich sein. Diese Faktoren konnten zu de-novo
Synthese von Barorezeptoren in Arterien und zur Inhibierung neuronaler Aussprossung in
Venen fiihren.

Welcher Mechanismus auch immer fiir die Regeneration von Nervenendigungen und
myelinisierten Fasern in Arterien sowie die Degeneration von in Venen implantierten Nerven

verantwortlich ist — er ist prinzipiell reversibel.
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Es gibt drei denkbare Mechanismen, durch die solche ,,neuen® myelinisierten Fasern zustande
kommen konnten:

1. Aus den Nervenzellen des Ganglion jugulare sprossen neue Nervenfasern entlang des
Nerven aus, welche spéter myelinisieren. Es scheint jedoch sehr unwahrscheinlich,
dass der periphere Stimulus am Endorgan Verdnderungen am Ganglion induziert.

2. Nervenfasern des Implantationsortes in der Arterienwand sprossen retrograd entlang
des Nerven aus und werden spéter myelinisiert. Ein solcher Mechanismus wurde bei
der Ausbildung peripherer Neurome beobachtet [Vernadakis, 2003] und konnte die
morphologischen Verdanderungen erkldaren. Die Wiederkehr baroafferenter Funktion
kann jedoch nicht durch retrogrades Faserwachstum erklart werden.

3. Primir oder sekundir demyeliniserte Fasern remyelinisieren infolge eines addquaten
Stimulus oder Faktors, welche vom Endorgan induziert bzw. sezerniert wird. Dies ist
die wahrscheinlichste Erkldarung fiir das beobachtete Phdnomen. Leider war es nicht
moglich zu entscheiden, ob diese remyelinisierten Fasern primér oder sekundérer
demyelinisiert waren. Wie dem auch sei — dieses Phdnomen zeigt, dass auch adulte C-
Fasern die Fahigkeit besitzen, Myelinscheiden auszubilden. Dementsprechend stellen
sie moglicherweise ein potentielles Reservesystem des peripheren Nervensystem dar.

Irreversibler Schaden peripherer Nerven tritt nach etwa ein Jahr auf [Vernadakis, 2003].
Daher liegen die Ergebnisse in dem Zeitrahmen in welchem Verdnderungen der
Nervenregeneration induziert werden kdnnen.

Die Frage, ob Struktur oder Funktion des Implantationsortes fiir die beobachteten Phanomene
verantwortlich sind, kann anhand der Untersuchung nicht abschlieend geklédrt werden. Die
Tatsache, dass in einem Fall der Depressornerv, der in ein Veneninterponat in einer Arterie
implantiert worden war, wieder pulssynchrone Aktivitit aufwies bietet jedoch einen Hinwesis,
dass die Funktion des Implantationsortes (in dem Fall Hochdrucksystem) die entscheidende
Rolle spielen kdnnte.

Baroafferenzen haben also die Féahigkeit, nach Durchtrennung und Implantation in Arterien
neue Barorezeptoren auszubilden. Die physiologische Myelinisierung und FasergroBe kann
im Zeitverlauf wieder hergestellt werden, wohingegen Venen das Aussprossen von
Nervenfasern und die Regeneration verletzter Nervenfasern zu verhindern scheinen. Dieser
Prozess ist reversibel, was zeigt, dass unmyelinisierte C-Fasern bei Bedarf myelinisiert
werden und somit als ein potentielles Reservesystem des peripheren Nervensystems dienen

konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Reaktion eines peripheren Nerven auf Durchtrennung seines Axons héngt von vielen
Faktoren ab. In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss des Zielgewebes auf die
Regeneration afferenter peripherer Nerven untersucht. Die Hypothese, dass in addquates
Zielgewebe implantierte Nerven ihre Funktion wieder aufnehmen, wohingegen sie
degenerieren, wenn sie in anderes Gewebe implantiert werden, wurde untersucht. Zu diesem
Zweck wurde der Depressornerv bei Kaninchen durchtrennt und in die A. carotis communis
bzw. V. jugularis externa implantiert. Sowohl Struktur als auch Funktion der Nerven wurden
nach 1,5, drei bzw. zehn Monaten untersucht. In einer Versuchsgruppe wurden die Nerven ein
zweites Mal durchtrennt und in das jeweils andere Gefdll implantiert, um die Reversibilitit
der Vorginge zu untersuchen.

Zwolf von achtzehn Nerven, welche nach Durchtrennung in Arterien implantiert worden
waren, erlangten wieder ihre typische neurophysiologische Aktivitdt, jedoch keiner der in
Venen implantierten Nerven. In zwei Fillen konnten sogar Baroreflexe iiber die neu
ausgebildeten Nervenendigungen ausgeldst werden. Die Struktur der Nervenendigungen in
den Arterien dhnelt der nativer Barorezeptoren, wohingegen in den Venen kein
Faserwachstum beobachtet wurde. Morphometrische Untersuchungen ergaben, dass die
Faseranzahl sowie der Faserdurchmesser innerhalb des beobachteten Zeitraums zunahm,
wenn die Nerven in Arterien implantiert wurden. Nerven, die zunédchst in Venen implantiert
wurden, nach drei Monaten erneut durchtrennt und dann in Arterien implantiert wurden,
erlangten ebenfalls wieder ihrer neurophysiologische Aktivitit. Wiederum wurden neue
Barorezeptoren gebildet und Faseranzahl sowie Faserdurchmesser nahmen signifikant zu.
Verletzte baroafferente Nervenfasern kdnnen also neue Barorezeptoren regenerieren und
normale Myelinisierung und FasergroBe wiedererlangen, wenn sie in Arterien implantiert
werden. Venen hingegen inhibieren das Aussprossen von Nervenfasern und die Regeneration
durchtrennter Nervenfasern. Diese Prozesse sind reversibel — unmyelinisierte Fasern kdnnen
also bei Bedarf myelinisiert werden und demnach als potentielle Reserve des peripheren

Nervensystems dienen.
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