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1. Einleitung  

1.1 Wissenschaftlicher  Hintergrund  

Nur 10% der Erwachsenen erlangen nach Verletzung und mikrochirurgischer Naht eines 

peripheren Stammnerven wieder eine normale Funktion [1]. Häufig resultiert dies aus einer 

Fehlleitung regenerierender Axone zu falschen Endorganen [2]. Regenerierende Axone 

werden durch die Schwann’sche Zelle und ihre Basalmembran im peripheren Nerven 

geleitet. Bleibt diese Struktur nach Verletzung intakt, so können Axone mit einer großen 

Genauigkeit wieder ihre ursprünglichen Ziele erreichen [3]. Ist dieselbe Basalmembran 

durch eine Verletzung in ihrer Kontinuität zerstört, so ist diese Genauigkeit in der Axon-

Endorgan-Zuordnung nicht mehr möglich. Richtige und falsche Projektionen sind das 

Ergebnis [4, 5]. Hierbei können efferente motorische Axone zu sensorischen Endorganen 

oder afferente Hautäste in Richtung motorische Endplatte regenerieren. Abhängig von der 

Ausprägung solcher Fehlleitungen resultiert dann eine Einschränkung bis hin zum 

vollständigen Verlust der ursprünglichen Funktion. 

Die Weiterentwicklung der mikrochirurgischen Technik in den 1960er und 1970er Jahren 

erzeugte die Hoffnung, durch eine exakte Ausrichtung der nervalen Bestandteile während 

der Nervenkoaptation eine Verbesserung der funktionellen Ergebnisse zu erreichen. Es 

konnte zwar gezeigt werden, daß ein mikrochirurgisches Vorgehen dem makroskopischen 

überlegen ist [1], jedoch führte dies nicht zur gewünschten Überwindung der reduzierten 

Gesamtergebnisse nach Nervenverletzung [6]. Die Gründe für die eingeschränkten 

Resultate auch nach exakter mikrochirurgischer Nervenstumpfadaptation sind sehr 

heterogen. Eine exakte  mikrochirurgische Nervenkoaptation alleine führt nicht zum 

gewünschten Ziel. 
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Erste detaillierte morphologische Untersuchungen zur axonalen Fehlleitung wurden durch 

Ramon y Cajal mit einer damalig neuen Silberfärbmethode durchgeführt [7]. Hierbei hat er 

sehr eindrücklich Axone in ihrem lateralisierenden Verlauf auf der Schnittfläche des 

peripheren Nervenstumpfes beschrieben, die dann hier eine Schwann’sche Zelle 

penetrieren (Abbildung 1). Diese wichtigen Ergebnisse Cajals aus seinem Werk 

„Degeneration and Regeneration of the Nervous System“ [7] haben an Aktualität nicht 

verloren. Jedoch ließen damalige Techniken die Schlußfolgerungen nur auf Funktion einer 

Gruppe von sich unterschiedlich verhaltenden Axonen zu, nicht auf das individuelle 

Verhalten eines einzelnen Axons. Später entwickelte Techniken führten immer  wieder zur 

Beschäftigung mit dieser Unzulänglichkeit, mit unterschiedlichem Erfolg. Auch wenn 

elektron-mikroskopische Untersuchungen zur Entdeckung verschiedenster ultrastruktureller 

Details führten [8-10], so blieb die Rekonstruktion gesamter Axone weiterhin unmöglich [11]. 

Trotz zum Beispiel neuer anterograder Anfärbmethoden [12, 13] und des immunhisto-

chemischen Nachweises von wachstumsassoziierten Proteinen [14], die es ermöglichten, 

regenerierende Axone über eine lange Strecke zu visualisieren, war eine individuelle 

Unterscheidung axonaler Strukturen in der Unordnung der Reparationszone weiterhin 

unmöglich. Auch aus diesem Grunde bleibt gerade die Reparationszone mit der 

Schnittfläche des distalen Nervenstumpfes als Ort der Auswahl und des Eintauchens 

regenerierender Axone in eine Schwann’sche Zelle weiterhin Ziel genauerer 

morphologischer Untersuchungen.  

Die Entwicklung von transgenen Mäusen, die fluoreszierende Proteine anteilig in ihren 

Axonen exprimieren, eröffnete neue Wege in der Erforschung des axonalen Verhaltens [3, 

15]. Hierbei können individuelle Axone - in ihrem regenerierenden Verlauf die Reparations-

stelle überquerend und in den distalen Nervenanteil hinein wachsend - verfolgt und 

beschrieben werden. Spezifische Charakteristika, wie zum Beispiel die laterale axonale 

Wanderung durch die Koaptationszone können somit exakt quantifiziert werden. Wir sind 
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nun in der Lage, Ramon y Cajals Schlußfolgerungen von der „Form zur Funktion“ auf dem 

Niveau eines einzelnen Axons anzuwenden. Hierüber soll das Verständnis über die Wahl 

der Wegfindung peripherer Axone verbessert werden.  

 

 

Abbildung1: 

Querschnitt eines N. ischiadicus einer Katze 72 Tag e nach Nerventranssektion und Koaptation mit 

proximalem Stumpf im oberen und distalem Anteil im unteren Bildrand. Axonale Äste wandern von 

proximal (oben) zum distalen Stumpf (unten) und nachdem sie sich arborisieren (verzweigen, verästeln), treten 

sie in oder neben eine Schwann’sche Zelle ein. Einmal eingetaucht, regenerieren sie in ihnen schnell entlang 

der Basalmembran weiter nach distal [7].  
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1.2 Das Nervus-ischiadicus-Läsionsmodell der thy1 YFP-H-Maus 

1.2.1 Etablierung des Tiermodells: 

Zur Visualisierung individueller Axone gerade auch in ihrem regenerativen Verlauf wurde 

das im Folgenden beschriebene Tiermodell entwickelt. Hierbei kam eine transgene 

Mauslinie zu Anwendung, in der ein gelb fluoreszierendes Protein (Yellow Fluorenscent 

Protein – YFP) im axoplasmatischen Gewebe anteilig exprimiert wird ([15], thy1-YFP-H-

Mauslinie). Sämtliche Untersuchungen erfolgten am Nervus ischiadicus dieser Mauslinie. 

Erste Versuche, bei denen eine Transsektion des Nerven mit anschließender 

Nervenkoaptation durchgeführt wurde, ließen nach einigen Tagen bei Nervenentnahme 

eine exakte Unterscheidung regenerierender Axone von Degenerations-assoziiertem 

Gewebe nicht sicher zu. Denn nicht nur regenerierende Axone, sondern auch die der 

Waller’schen Degeneration unterliegenden Gewebeanteile fluoreszierten. Aus diesem 

Grunde wurde das Modell um eine Nerventransplantation erweitert. Hierbei erfolgte nach 

Axotomie proximal der Trifurkation des Nervus ischiadicus die vollständige Resektion des 

distalen Nervenanteils. Das gleiche Procedere wurde in einer Geschwistermaus vom 

Wildtyp (C57Bl6) durchgeführt, wobei der resezierte Nervenanteil von ca. 1cm Länge als 

Gewebestück in die fluoreszierende YFP-Maus transplantiert  und an den proximalen 

Nervenstumpf koaptiert wurde. Hierüber wurde sichergestellt, daß während der Auswertung 

detektierte Fluoreszenzen im distalen Nervenstumpf, also dem Transplantat, ausschließlich 

regenerativen Ursprung haben. Zur Vermeidung jeglicher Irritation des axonalen Gewebes 

erfolgte im Gegensatz zu einer direkten Nervennaht eine sogenannte Schienenkoaptation. 

Hierzu wurde aus einem 5 mm langen Silikonröhrchen (Dow Corning; innerer Durchmesser 

0,020 inch) in Längsrichtung ca. 1/3 seiner Zirkumferenz herausgeschnitten. Das 

resultierende 2/3 - Röhrchen diente nun zur Schienung der Nervenkoaptation. Beide 

Nervenstümpfe wurden in die Schiene platziert, so daß deren Kontaktstelle sich nahezu in 

Schienenmitte befand. Nun wurden jeweilig an den Enden der Schiene epineurale 
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Haltenähte zu beiden Nervenanteilen  gesetzt. Eine direkte Manipulation an den 

Nervenstümpfen konnte hierüber nahezu vollständig vermieden werden. Ein distaler 

Anschluß des Transplantates an die Wirtsmaus erfolgte bewußt nicht, um potentielle 

Einflüsse der unterschiedlichen „Endorgane“ auf die axonale Regeneration auszuschließen 

[16].  

Die Öffnung des Röhrchens zu einem Drittel seiner Zirkumferenz erlaubte in weiteren 

Versuchssituationen zusätzlich die lokale Applikation von verschiedenen Substanzen [17-

20].  

 

1.2.2 Nervenentnahme und histologische Aufbereitung: 

Die Entnahme der Nerven wurde nach 5 beziehungsweise 7 Tagen durchgeführt. Erste 

Untersuchungen von Nerven 10 Tage postoperativ ließen erkennen, daß zu diesem 

späteren Zeitpunkt einerseits über der Koaptationsstelle eine exakte Trennung von proximal 

zu distal nicht mehr sicher möglich war, andererseits zeigten einzelne Axone schon ein 

Auswachsen bis über das Ende des ca. 1cm langen Nerventransplantates hinaus. Somit 

war hier eine Auswertung hinsichtlich axonaler Regenerationsstrecke nicht mehr umfassend 

möglich. Aus diesem Grunde wurde eine Versuchsdauer bis maximal 7 Tage postoperativ 

gewählt und in die Untersuchungen und Auswertungen  mit einbezogen.  

Vor der Fixierung der entnommenen Nerven in Paraformaldehydlösung (4%) erfolgte deren 

Aufspannen jeweilig auf einer kleinen Holzschiene. Ein Aufkringeln der Nerven konnte 

hierüber vermieden werden, was die Auswertung des axonalen Längenwachstums 

ermöglichte. Die sich anschließende Aufbereitung in 100 µm dicke Längsschnitte durch ein 

Mikrotom ermöglichte die histologische Anfärbung zur Visualisierung des Laminins als 

Bestandteil der Basalmembran einer jeden Schwann’schen Zelle (1. Antikörper: Sigma, St. 

Louis, MO; L9393, 1:250; 2. Antikörper: Alexa Fluor 568, Molecular Probes, Eugene, OR, 
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1:300). Die große Schnittdicke wurde bewußt gewählt, um möglichst viele der 

regenerierenden Axone innerhalb eines Schnittes evaluieren zu können, und die Anzahl 

derjenigen Axone zu reduzieren, die sich schnittübergreifend erstrecken. Ein Nervus 

ischiadicus ergab nur ungefähr 6 bis 7 Längsschnitte [16]. 

 

1.2.3 Visualisierung und Auswertung 

Sämtliche Auswertungen wurden an einem Fluoreszenzmikroskop mit einem Millimeter-

Rasterokular (20-40x Vergrößerung, 568 und 488 nm Wellenlänge) durchgeführt. Die 

anteilige Fluoreszenz im axonalen Gewebe erlaubte eine detaillierte Verfolgung und 

Auswertung individuell regenerierender Axone. Um die Anzahl der Schwann’schen Zellen 

im Nervus ischiadicus zu bestimmen, wurden zunächst von 6 nicht operierten Mäusen die 

Nn. ischiadici entnommen und in Höhe der später durchzuführenden Wirt-Transplantat-

Koaptation histologische Querschnitte angefertigt. In der hier genutzten YFP-H-Maus 

fluoresziert nur ein Teil der myelinisierenden Axone. Um deren Qualität (motorisch vs. 

sensorisch) herauszufinden, sind retrograde Anfärbungen mit Fluoro-Gold durchgeführt 

worden. Das lumbosakrale Rückenmark und die korrespondierenden DRGs wurden 

histologisch bei 40 µm geschnitten. Die Neurone mit einer Doppelfärbung von YFP und 

Fluoro-Gold gaben Hinweis auf die entsprechend axonalen Projektionen im N. ischiadicus 

[16]. 

Die Reparationsstelle war bis zu 7 Tage postoperativ zu einem gewissen Grad immer 

nachweisbar, selbst wenn die Nervenstümpfe während der Operation unter leichter 

Kompression standen. Um einen potentiellen Einfluß der Länge der Lücke auf eine axonale 

Fehlleitung zu überprüfen, untersuchten wir folgende Verhältnisse: Für individuell 

überquerende Axone setzten wir die Distanz beider Stümpfe in Relation zur Auslenkung des 

jeweiligen Axons vor seinem Eintauchen in eine Schwann’sche Zelle. Für sich verzweigende 
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Axone wurden Relationen der Distanz zum Durchmesser der maximalen Aufästelung 

hergestellt [16]. 

Individuelle und sich aufzweigende Axone treffen in zwei vollständig unterschiedlichen 

Weisen auf den distalen Nervenstumpf: Die laterale Wanderung individuell überquerender 

Axone auf der Schnittfläche des distalen Stumpfes kann über den Radius eines 

„Auswahlkreises“ definiert werden. Ein solches Axon ist somit in der Lage, eine Distanz von 

seiner Längsachse bis zum Erstkontakt mit dem distalen Stumpf vorbei an mehreren 

Schwann’schen Zellenden zu überwinden. Es ist anzunehmen, daß ihm möglich wäre, eine 

solche Entfernung in sämtliche Richtungen auf der Schnittfläche des distalen 

Nervenstumpfes zu wandern. Somit kann der Durchmesser des hierdurch entstehenden 

Kreises als Areal geschätzt werden, welches ein individuelles Axon „erkunden“ kann. 

Demgegenüber  taucht ein sich aufzweigendes Axon mit seinen multiplen Ästen in mehrere 

distale Schwann’sche Zellen ein und beschreibt über die maximale Ausdehnung ebenso 

einen „Auswahlkreis“. An nicht operierten Nervenquerschnitten wurden „Auswahlkreise“ 

unterschiedlicher Größe gelegt und gezählt, wie viel Schwann’sche Zellenden sich jeweilig 

innerhalb der Kreise befinden. Hierüber war es nun möglich, innerhalb der Versuchsgruppen 

anhand der jeweilig gemessenen „Auswahlkreise“ die maximale Anzahl von Schwann’schen 

Zellen zu ermitteln, die ein jeweiliges individuelles respektive sich verzweigendes Axon 

auswählen kann [16]. 

Die erste Auszählung der Axone erfolgte im promimalen Stumpf des Nervus ischiadicus 

knapp proximal der Schnittfläche (Punkt -1), um die Axonzahl zu bestimmen, die überhaupt 

zur Regeneration zur Verfügung steht. Der nächste Ort der Auszählung war direkt an der 

Schnittfläche des distalen Nervensegmentes, also des Transplantates (Punkt 0). Nach 

jedem weiteren Millimeter distal im Transplantat (Punkt 1, Punkt 2, Punkt 3 etc.) wurden die 

gleichen Auszählungen der regenerierenden Axone durchgeführt. In den Abschnitten 

zwischen diesen Punkten (0-1, 1-2 etc.) wurden Arborisierungen detektiert und die 



    

8 

jeweiligen Aufzweigungen und Äste gezählt [16-22]. Um potentiell signifikante Unterschiede 

in den Zahlenreihen zu erkennen, sind die gewonnenen Ergebnisse dann statistischen Tests 

zugeführt worden.  

Die Auswertungen fokussierten sich auf unterschiedliche morphologische Parameter. Über 

die Auszählung der regenerierenden Axone im distalen Nervenanteil konnte zum Bespiel 

eine Aussage über die jeweilige Regenerationsstrecke (Distanz) getroffen werden. Das 

Verhältnis der Zahl der Axone im proximalen Stumpf (Punkt -1) zu der am Anfang des 

Transplantates (Punkt 0) ergab den Anteil regenerierender Axone in jedem Nerven. Ob 

solch regenerierende Axone als individuelle Strukturen die Reparationszone 

durchwanderten und in eine distale Schwann’sche Zelle eintauchten oder vorher 

arborisierten, um mehrere Schwann’sche Zellen zu penetrieren, wurde für jeden Nerven 

bestimmt. Die hieraus berechneten Verhältnisse ergeben zusätzliche Hinweise auf das 

Regenerationsverhalten individueller Axone. 

 

1.3 Ziel der Arbeit 

Mit Hilfe des oben beschriebenen und etablierten Mausmodells soll eine detaillierte 

Beschreibung des axonalen Verhaltens in seiner frühen Regeneration nach 

Nerventranssektion und Transplantation durchgeführt werden. Hierüber sollen erstmalig 

individuelle Axone, in ihrem regenerativen Verlauf die Reparationszone überwindend und in 

den distalen Nervenanteil eintauchend, beobachtet werden können. Ein besonderes 

Augenmerk wird hierbei auf die unterschiedliche Art und Weise des Auftreffens auf den 

distalen Stumpf gelegt. Arborisierungstendenzen sollen mit Hilfe des Modells für einzelne 

Axone individuell untersucht werden. Darüber hinaus werden Verhaltensweisen eines jeden 

einzelnen Axons in Beziehung zur Gesamtheit der regenerierenden, also die 

Koaptationsstelle überwindenden Axone gesetzt. 
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Aufbauend auf die Evaluierung des axonalen Verhaltens - nach Nerventranssektion und 

Koaptation peripherer Nerven ohne sonstige Beeinflussung dieser - sollen sich 

Untersuchungen anschließen unter Bedingungen, die zu einer Beeinflussung des 

Regenerationsergebnisses führen. Ein sich darunter potentiell änderndes morphologisches 

Verhalten könnte Erklärungsmöglichkeiten für die jeweils gesteigerte Regeneration geben.    

Bewußt wurden verschiedene Zugänge zur axonalen Regenerationsbeeinflussung gewählt, 

von biochemischer bis zu elektrophysiologischer. Sowohl lokale als auch systemische 

Anwendungen kamen zum Einsatz. Vielversprechende Ansätze sind zum Beispiel das 

metabolische Glykoengineering (z.B. mit N-Propionylmannosamin), Behandlungen mit 

Interleukinen (z.B. mit Interleukin-6), physiologische Nervenkoaptationen (z.B. mit 

Fibrinkomponenten) oder die elektrische Nervenstimulation vor Nervenreparation.  
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2 Originalarbeiten 

2.1 Die Wegfindung regenerierender peripherer Axone.  

Die folgende Originalarbeit stellt die schon in Abschnitt 1.2.1 bis Abschnitt 1.2.3 

geschilderten Methoden dar, sowie die daraus resultierenden Ergebnisse. 

https://doi.org/10.1002/cne.20436 
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2.2 N-Propionylmannosamin fördert die axonale Elongation in einem Nervus-ischiadicus-

Läsionsmodell der Maus.  

Nachdem die oben dargestellten Untersuchungen eine detaillierte Beschreibung des 

individuellen axonalen morphologischen Verhaltens nach Transsektion und Nervennaht 

erlaubten, sollen sich im Folgenden die Beobachtungen anschließen unter Bedingungen, 

die potentiell die Regeneration beeinflussen. Ein Ziel der Untersuchungen ist es, mögliche 

Veränderungen in der Morphologie der regenerierenden Axone aufzuzeigen. Sämtliche 

Versuche basieren auf dem oben dargestellten Mausmodell. Der erste Weg, die 

Regeneration zu beeinflussen, wird im Gebiet des metabolischen Glykoengineerings 

gewählt.  

Die N-acetylneuraminsäure (Neu5Ac), auch bekannt als Sialinsäure (Sia) wird als terminaler 

Zuckerrest in den meisten Glycoproteinen und Glykolipiden (Ganglioside) exprimiert. Sie ist 

in multiple interzelluläre und intermolekulare Prozesse involviert. Innerhalb des 

Nervensystems ist Sia Bestandteil der Polysialinsäure (PSA) und bildet somit einen Teil des 

Adhäsionsmoleküls NCAM (neural cell adhesion molecule), als ein Prototyp der 

Immunglobuline [23]. Seine Polysialylierung ist in verschiedenste Entwicklungs- und 

Regenerationsprozesse des Nervensystems involviert [23-29]. Während der embryonalen 

Entwicklung des peripheren Nervensystems lassen sich deutlich erhöhte Werte von 

polysialyliertem NCAM im Axon und den Schwann’schen Zellen nachweisen. Seine 

Expression sinkt im Erwachsenenalter und steigt jedoch nach Verletzung und folgender 

Regeneration wieder an [23-33]. Es gibt Anzeichen, daß PSA in der Regeneration speziell 

motorischer Axone eine zentrale Rolle einnimmt. Jüngste Ergebnisse deuten auch 

daraufhin, daß der regenerationsfördernde Effekt von direkter elektrischer 

Nervenstimulation nach Nervenverletzung zumindest anteilig mit einer Hochregulierung der 

PSA Expression erklärbar ist [34-37].  
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Der natürliche Vorläufer der Sialinsäure ist das N-acetylmannosamin (ManNAc). Die 

Synthese von Polysialinsäuren wird durch das bifunktionale Enzym UDP-GlcNAc-2-

epimerase/ManNAc-Kinase und die Polysialinsäuretransferasen ST8SIA2 und ST8SIA4 

gesteuert [38-41]. 

Nicht zuletzt auf Grund der Polyvalenz der an der Sialinsäuresynthese beteiligten Enzyme 

konnten in der Vergangenheit unterschiedliche Modifikationen der Sialinsäure etabliert 

werden. In gleicher Weise wurden unphysiologische Vorläufermoleküle wie z.B. das N-

propionylmannosamin (ManNProp) oder andere N-acylmannosamine synthetisiert, die 

einen erstaunlichen Einfluß auf die Nervenregeneration haben [42-44]. 

Durch metabolisches Glykoengineering ist man heute in der Lage, anstelle der N-

acetylneuraminsäure die N-propionylneuraminsäure (Neu5Prop) zu synthetisieren [45-49]. 

Neu5Prop führt sowohl in vitro  als auch in vivo  zu einem bis zu 85%igem Ersatz der 

natürlichen Sialinsäure [42, 43]. In vitro konnte gezeigt werden, daß ManNProp zur 

Expressionssteigerung regenerations-assoziierter Gene (RAG) als auch zur gesteigerten 

Neuriten-Aussprossung und beschleunigten Etablierung funktionaler Synapsen führt [43, 

47, 48, 50-52].  
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2.3 Die Verbesserung der frühen peripheren Nervenregeneration durch N-propionyl-

mannosamin in Gegenwart der Polysialyltransferase ST8SIA2.  

Polysialinsäuren werden mit Hilfe der Polysialyltransferasen ST8SIA2 und ST8SIA4 

synthetisiert [38-41]. Mit ST8SIA2 transduzierte Schwann’sche Zellen zeigen eine erhöhte 

Beweglichkeit im in vitro Modell und führen in einem End-zu-Seit-Transplantationsmodell zu 

gesteigerten funktionellen Ergebnissen [53].   

Neue Möglichkeiten in der Untersuchung der Beteiligung von PSA an der peripheren 

Nervenregeneration wurden durch die Entwicklung von Knock-out-Mäusen für oben 

genannte Enzyme eröffnet (St8sia2-/-- oder St8sia4-/--Maus) [54, 55]. Im Nervus-ischiadicus-

Quetschverletzungsmodell beider Knock-out-Mauslinien konnte die zentrale Rolle von 

ST8SIA2 auf die periphere Nervenregeneration gezeigt werden. Der Mangel an ST8SIA2 

führte zur signifikanten Verminderung der Anzahl regenerierender Axone und deren 

Längenwachstum, während es durch Reduzierung von ST8SIA4 zur Steigerung des 

axonalen Auswachsens kam [29].  

Im gewählten Mausmodell fokussieren die folgend beschriebenen Untersuchungen auf den 

Einfluß der Polysialyltransferase ST8SIA2 im distalen Nerventransplantat nach 

systemischer Applikation von ManNProp und ManNAc. Das morphologische Verhalten der 

regenerierenden Axone bildet wiederum einen Schwerpunkt der folgenden Originalarbeit. 
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2.4 Die topische Deaktivierung von Interleukin-6 verbessert die frühe periphere 

Nervenregeneration im Mausmodell. 

Das Interleukin-6 ist grundsätzlich bekannt durch seine Beteiligung an entzündlichen 

Erkrankungen, während septischer Krankheitsbilder und im Rahmen systemischer 

Reaktionen nach Unfall [56-59]. Als multifunktionales Zytokin spielt es auch während der 

peripheren Nervenregeneration eine Rolle [60-62].  Sein Signaltransduktionsweg stellt sich 

sehr komplex dar und involviert multiple Kofaktoren, wie zum Beispiel den membran-

gebundenen IL-6-Rezeptor (IL-6Ra) [56], der zur Aktivierung des sogenannten „classic-

signaling”-Transduktionsweges führt [63, 64]. Über eine konzentrations- und verhältnis-

abhängige Komplexbildung mit der löslichen Form des IL-6 Rezeptors (sIL-6R),  kommt es 

zur Aktivierung des sogenannten „trans-signaling“-Transduktionsweges [65-68]. Das Ziel 

beider genannten Wege ist das membrangebundene Glykoprotein gp 130 [63, 69].  War es 

initial nur als proinflammatorisches Zytokin bekannt, so besteht zunehmend die 

Überzeugung einer sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Wirkweise. Hierbei scheint 

die lösliche Form des IL-6 Rezeptors (sIL-6R) eine Schlüsselposition einzunehmen [57]. 

Spezifische Expressionsuntersuchungen am peripheren Nerven konnten IL-6 und seinen 

Faktor (IL-6R) in Schwann’schen Zellen, jedoch nicht in unverletzten Nervenzellen 

nachweisen [70-72]. Posttraumatisch hingegen ist ein Anstieg der Konzentration der beiden 

auch in der Nervenzelle zu zeigen. Diese resultieren wohl einerseits aus einer vermehrten 

Expression im Neuron, andererseits aus einem gesteigerten retrograden Transport 

ausgehend von der Läsion [61, 73-77]. Die Erhöhung der IL-6-Konzentrationen durch 

systemische Therapie in vivo oder durch transgene Expressionssteigerung zeigte eine 

regenerationsfördernde Wirkung nach peripherer Nervenläsion [73]. Eine systemische 

Behandlung mit den blockierenden IL-6Rα-Antikörpern führte demgegenüber zu einer 

Reduktion der Nervenregeneration [73, 78]. Selbiges Ergebnis wurde bei IL-6-/--Mäusen 
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beobachtet. Die funktionellen Ergebnisse hingegen zeigten widersprüchliche Resultate [79, 

80].  
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2.5 Fibrinkomponentenkleber führt zur verbesserten axonalen Elongation während der 

frühen peripheren Nervenregeneration im Mausmodell.  

Ein traumatisch durchtrennter peripherer Nerv wird heutzutage im klinischen Alltag durch 

eine epineurale mikrochirurgische Naht koaptiert [81]. Untersuchungen im Labor konnten 

jedoch zeigen, daß dieses Verfahren auch zur negativen Beeinflussung der 

Nervenregeneration führen kann [82-84]. Hierbei werden neben einer Vernarbung durch 

Fremdkörperreaktion auch mechanische Gewebeschädigungen beschrieben. Zusätzlich ist 

es bei ausgedehnten Verletzungen oder in ungeübter Hand ein zeitaufwendiges Verfahren 

[85, 86]. Demgegenüber positiv sind die Möglichkeiten einer exakten faszikulären 

Ausrichtung mit resultierender Präzision der Stumpfzuordnung und eine grundsätzliche 

Stabilität der Nervennaht [87, 88].  

Die Verwendung von Gewebeklebern wie zum Beispiel Fibrin ist nicht neu. Seit über 40 

Jahren sind solche Komponenten als Gewebekleber kommerziell angeboten [89, 90]. In der 

Klinik wird Fibrin ergänzend zur klassischen Nervennaht eingesetzt. Hierzu sind 

verschiedene vergleichende Untersuchungen aus der Literatur bekannt. Vorteile wie 

geringere Vernarbungstendenzen ohne Fremdkörperreaktionen und erhöhte 

Regenerationsgeschwindigkeiten werden postuliert [82, 86, 89, 91-93]. In der genaueren 

Analyse solcher Studien zeigen sich Widersprüche [94, 95]. 

Unser Ziel ist es, potentielle Unterschiede hinsichtlich Regeneration über mögliche 

morphologische Verhaltensweisen der regenerierenden Axone zu erklären. 
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2.6 Elektrische Nervenstimulation erhöht das axonale Arborisierungsverhalten nach 

Nerventransplantation im Mausmodell ohne Einfluß auf die Regenerations-

geschwindigkeit.  

Als eines der ersten Probleme, welches ein regenerierendes Axon zu bewältigen hat, ist das 

Überqueren der Reparationsstelle anzusehen. Dieser sequentiell stattfindende Prozeß, der 

auch als „gestaffelte Regeneration“ (staggered regeneration) bezeichnet wird, resultiert in 

einer verlängerten Frühphase der axonalen Regeneration. Gordon et al. beschrieben 

erstmalig, daß direkte elektrische Stimulation (1 Stunde, 20Hz) eines durchtrennten Nerven 

in der Lage ist, diese Verzögerung zu mindern [96]. Zusätzlich zeigen hierbei motorische 

Axone nach Überqueren der Reparationsstelle ein gezielteres Auffinden von korrekt 

zugeordneten Schwann’schen Zellen im distalen Nervenstumpf. Die als „präferentielle 

motorische Reinnervation“ (preferential motor reinnervation – PMR) bezeichnete 

Eigenschaft regenerierender motorischer Axone wird durch elektrische Stimulation noch 

verstärkt. Somit trägt dieses Verfahren zur Steigerung der Spezifität regenerierender Axone 

bei [97]. Wenig später war es möglich zu zeigen, daß diese Spezifitätssteigerung, also die 

Zunahme richtiger Axon-Schwannzell-Zuordnungen, hierüber auch bei sensorischen 

Fasern erreicht wird [98, 99].   

Untersuchungen sowohl im zentralen als auch peripheren Nervensystem hinsichtlich des 

Einflusses von elektrischer Nervenstimulation auf molekularer Ebene zeigten, daß diese 

kurze und direkte Nervenstimulation zu einer Erhöhung von BDNF und seines Rezeptors 

TrkB führt. Gleichzeitig wird im Hinter- wie auch im Vorderhorn des Rückenmarks die 

Konzentration des regenerationsassoziierten Gens GAP-43 gesteigert. Bei der Betrachtung 

motorischer Axone wurde festgestellt, daß sie nicht alle einen regenerationsfördernden 

Effekt erhalten. Untersuchungen ergaben, daß diese proregenerativen Wirkungen der 

direkten elektrischen Nervenstimulation nur solche Fasern positiv beeinflußt, die in der Lage 

sind, eine Expressionssteigerung von Polysialinsäuren herbeizuführen [28, 96].  
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3 Diskussion und Zukunftsperspektiven 

Ramon y Cajal beschrieb 1928 erstmalig, daß die axonale Innervation des distalen 

Nervenstumpfes nach traumatischer Läsion nicht in einem einzigen Schub stattfindet [7]. 

Mit Hilfe von radioaktiv markierten [100, 101] und retrograden [97, 102] Anfärbmethoden 

konnten in jüngerer Zeit diese Ergebnisse bestätigt werden. Die distale Reinnervation wird 

heute auch als „gestaffelter Prozess“ (staggered regeneration) bezeichnet. Die hier 

vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß mit der Möglichkeit, einzelne Axone in ihrem Verlauf 

zu verfolgen, diese verzögerte frühe axonale Regeneration exakt quantifiziert werden kann. 

Eine Woche nach Nervenkoaptation haben erst 25% der proximal zur Verfügung stehenden 

Axone die Reparationszone überquert, von denen bereits die Hälfte mehr als 3 mm in den 

distalen Nervenstumpf hineingewachsen ist [16]. Unterschiedliche Schlußfolgerungen 

können hieraus resultieren: Zum einen differieren unterschiedliche Neurone sehr stark in 

ihrer Möglichkeit, die Reparationszone zu überwinden. Darüber hinaus wissen wir um 

komplexe Veränderungen des extrazellulären Milieus in der Reparationszone während der 

frühen Phase nach Nerventranssektion. Somit werden zu verschiedenen Zeitpunkten 

regenerierende Axone auch auf sehr unterschiedliche Umgebungscharakteristika stoßen, 

auf Basis derer sie dann Entscheidungen zur Wegfindung treffen müssen. Neurone, die sehr 

zeitig regenerieren, senden ihre axonalen Ausläufer in eine Zone zwischen den 

Nervenstümpfen, die nahezu frei ist von Laminin, als starken proregenerativen Faktor [103]. 

Zusätzlich finden sich inhibitorische Substanzen [14]. Grundsätzlich unterliegt diese Zone 

zwischen den Nervenstümpfen innerhalb der frühen Phase der Regeneration dramatischen 

Veränderungen. Axoplasmatische Bestandteile, wie z.B Karboanhydrasen und 

Cholinesterasen [104], auch das inhibitorisch wirkende Myelin assoziierte Glykoprotein – 

MAG [105, 106] werden im Zuge der Waller’schen Degeneration entfernt. Die 

Schwann’schen Zellen verändern sich von einer anfänglich myelinisierenden zu einer 

proliferierenden Gestalt [32], und proregenerativ wirkende Wachstumsfaktoren werden in 
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ihrer Expression hochreguliert [107]. Ziel könnte es somit sein, regenerierende Axone 

zeitabhängig mit einer Auswahl an Hinweisen auszustatten, die sie in die Lage versetzen, 

richtige Axon-Schwannzell-Zuordnungen einzugehen [1, 12]. 

Regenerierende Axone, die das erste große Hindernis, die Koaptationszone, überwunden 

haben, verhalten sich in morphologischer Hinsicht auf zwei unterschiedliche Art und Weisen 

gegenüber dem distalen Nervenstumpf, wie unsere Untersuchungen gezeigt haben: 

Einzeln regenerierende Axone durchqueren die Reparationszone beinahe in einer geraden 

Ausrichtung. Kurz von der Schnittfläche des distalen Nervenstumpfes, also bevor sie eine 

Schwann’sche Zelle wählen, in die sie eintauchen, erleben sie in ihrem Verlauf eine laterale 

Abknickung. Einige verzweigen sich noch in eng anliegende Äste. Durch dieses Verhalten 

sind sie fünf wie sieben Tage nach Nerventransplantation in der Lage aus bis zu 142 

Schwann’schen Zellenden auszuwählen.  

Alternativ dazu können sich regenerierende Axone kurz vor dem Eintreffen am distalen 

Nervenstumpf arborisieren und somit multiple Schwann’sche Zellen penetrieren. Dieses 

Verhalten erlaubt solchen Axonen, aus bis zu 68 verschiedenen distalen Wegen 

auszuwählen.  

Bei dieser Einteilung kommt es unvermeidlich zu Übergangsphänomenen, die eine 

eindeutige Zuordnung erschweren. Die limitierte Beurteilung beruht nicht zuletzt auf der 

Tatsache, daß mit diesem gewählten Modell und der dadurch zur Verfügung stehenden nur 

statischen Auswertungsmethode ein dynamisches Bild sicher nicht umfassend abgebildet 

werden kann. Nichtsdestotrotz können diese Ergebnisse zeigen, daß regenerierende Axone 

unterschiedlicher Morphologie offensichtlich immer potentiellen Zugang zu einer Vielzahl 

von distal gelegenen Schwann’schen Zellen haben [16]. 

Überraschenderweise zeigen unterschiedliche Beeinflussungen, von biochemischen bis zu 

elektrophysiologischen, sowohl lokal als auch systemisch appliziert, konstante 

Ähnlichkeiten in der Morphologie axonalen Verhaltens [16-22]. Die auffälligste 



    

62 

Gemeinsamkeit betrifft das sich anpassende Arborisierungsverhalten. Die weiteren oben 

beschriebenen morphologischen Details innerhalb der Reparationsstelle änderten sich 

während den verschiedenen Untersuchungsmodalitäten nicht. In allen hier präsentierten 

Studien ergab die jeweilige Beeinflussung der Regeneration im gewählten Mausmodell stets 

einen Anstieg des Prozentsatzes arborisierender Axone. Die topische Blockung von IL-6 an 

der Koaptationsstelle, sowohl durch einen Antikörper oder ein knock-out-Transplantat 

erreicht, führte zum Beispiel zur Erhöhung des Anteils arborisierender Axone (Anti IL-6Ra 

vs. Kontrolle: 52% + 6% vs. 40% + 7%; Il-6 -/--Transplantat vs. Kontrolle: 55% + 5% vs. 39% 

+ 7%, p<0,001). Eine vergleichbare Steigerung des Arborisierungsverhaltens beobachteten 

wir nach systemischer Gabe von N-propionylmannosamin (ManNProp vs. Kontrolle:  26% + 

5% vs. 20% + 3%, p<0,001). Auch nach direkter Nervenstimulation zeigten sich 7 Tage nach 

Nervenkoaptation ähnliche Ergebnisse (Stimulation vs. Kontrolle:  52% + 6% vs. 33% + 3%, 

p<0,001) [16-22]. 

Im Gegensatz zu dieser Steigerung des prozentualen Anteils arborisierender Axone unter 

den verschiedensten Bedingungen bleibt das Verhältnis der ausgebildeten Äste pro 

arborisierendem Axon nahezu konstant. Die Anzahl der gebildeten Äste pro 

arborisierendem Axon ergab in der Untersuchung topischer IL-6 Blockung keine 

signifikanten Unterschiede (Anti IL-6Ra vs. Kontrolle: 1,61 + 0,14 vs. 1,63 + 0,23; Il-6 -/--

Transplantat vs. Kontrolle: 1,55 + 0,12 vs. 1,62 + 0,24, p>0,05). Auch nach systemischer 

Applikation von ManNProp oder elektrischer Nervenstimulation änderte sich diesbezüglich 

das  beschriebene Verhalten nicht (ManNProp vs. Kontrolle: 1,76 + 0,23 vs. 1,84 + 0,25; 

Stimulation vs. Kontrolle: 1,62 + 0,12 vs. 1,66 + 0,2;  p>0,05) [16-22]. 

Schlußfolgerungen von der Morphologie zur Funktion, wie Ramon y Cajal es propagierte, 

ergeben heterogene Erklärungsversuche hinsichtlich des Verhaltens regenerierender 

Axone und lassen immer noch Raum für Spekulationen [16].  
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Das Arborisierungsphänomen per se wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es wird 

angenommen, daß exzessives Aufzweigen einzelner Axone, welches häufig mit Vernarbung 

an der Reparationsstelle und einer schlechten Ausrichtung der Nervenstümpfe zueinander 

vergesellschaftet ist, zu negativen Folgen führt [108]. Dies beinhaltet zum Beispiel eine 

fehlgeleitete Innervation antagonistischer Muskeln, die Polyinnervation und die dadurch 

resultierende Vergrößerung von motorischen Einheiten [109-112]. Es konnte aber gezeigt 

werden, daß solche Phänomene meistens passager auftreten, jedoch für eine längere Zeit 

andauern. Letzteres könnte eine Erklärung für die widersprüchlichen Sichtweisen auf die 

Rolle des Arborisierungsverhaltens darstellen. Kurz nach Nervenverletzung und Koaptation 

zeigen sich im Vergleich zum proximalen Stumpf deutlich mehr Axone im distalen Anteil, 

jenseits der Reparationszone [9]. Diese größere Anzahl kann durch das 

Arborisierungsverhalten erklärt werden. Dieser Status persistiert in der Regel für mindestens 

ein Jahr nach Verletzung. Nach ungefähr 2 Jahren regulieren sich die Axonzahlen wieder 

auf den Ausgangswert ein [113-115]. Äste von nicht-myelinisierten Nerven bestehen für eine 

besonders lange Zeit [116]. Man nimmt an, daß die zeitliche Reduktion der Anzahl der Äste 

mit der Nervenreifung, der axonalen Feinausrichtung und der Reduktion von Fehlleitungen 

zusammenhängt. Dies konnte mit Hilfe von Experimenten durch retrograde 

Anfärbungstechniken überprüft und bestätigt werden [113-115].  

Die Morphologie arborisierender Axone legt einen Mechanismus zur axonalen Wegfindung 

nahe, der individuellen sich nicht ästelnden Axonen nicht zur Verfügung steht, und zwar die 

gleichzeitige Interaktion mit einer Vielzahl von möglichen distalen Pfaden, um den 

geeignetsten herauszufinden [16]. Retrograde Anfärbuntersuchungen regenerierender 

Axone sowohl im sensiblen als auch motorischen Ast des Nervus femoralis bestätigen diese 

Hypothese. Kurz nach Nervennaht im proximalen Anteil des Nervus femoralis zeigen sich 

motorisch Äste sowohl in Richtung Haut als auch Muskulatur regenerierend. Mit 

zunehmender Zeit der Regeneration steigt die Anzahl der Motoneurone, die alleinig in 
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Richtung Muskulatur projizieren, wobei die Doppelprojektionen sinken [117]. Dies führte zur 

Hypothese der selektiven Rückkürzung falsch projizierter Axone als einen Mechanismus der 

präferenziellen motorischen Reinnervation (PMR). Hierbei zeigen motorische Axone in 

einem gemischten Nerven nach Verletzung und Koaptation die Tendenz, vornehmlich in 

motorische Pfade zu regenerieren [102]. In dieser Weise könnte sich das 

Arborisierungsverhalten, wie unter den hier aufgezeigten verschiedenen Bedingungen im 

Ergebnis darstellt, als eine Grundlage zur Spezifitätsgenerierung regenerierender Axone 

erweisen. Der Reiz, der die Rückkürzung von falsch geleiteten Ästen provoziert, ist bisher 

noch nicht bekannt. Unterschiedliche Ansätze werden hierzu in der Literatur diskutiert. 1984 

etablierten Smalheiser und Crain das Konzept der „konkurrierenden Axonäste“ („sibling 

neurite bias“), mit dessen Hilfe die Koordination in der axonalen Elongation, die 

Arborisierung und daraufhin folgende Rückkürzung einzelner Äste beschrieben wird [118]. 

In deren Modell wird gezeigt, daß die Lebensdauer mehrerer Äste eines regenerierenden 

Neurons limitiert ist. Dies wird anhand zweier Konkurrenzsituationen erklärt. Auf der einen 

Seite befinden sich diese axonalen Äste sowohl  in einer „intrazellulären Konkurrenz“ um 

Energieressourcen als auch in einer „extrazellulären Konkurrenz“ um trophische und 

extrazelluläre Faktoren. 

Betrachtet man die Entwicklung des Nervensystems während der Embryogenese, so 

könnten Gemeinsamkeiten zu Regenerationsprozessen im Erwachsenen beschrieben 

werden. In der frühesten intrauterinen Entwicklung wird die axonale Arborisierung mit der 

sich anschließenden Rückkürzung einzelner Äste als Feinabstimmung der jeweiligen zu 

erzielenden Funktion und Spezifität angesehen [119-121].  Hierüber werden fehlerhafte 

synaptische Kontakte reduziert [119, 121-126]. Hiernach ist die Anzahl axonaler Äste eines 

einzelnen Neurons von dessen Produktions- und Transportkapazität  verschiedener 

Substanzen abhängig [127-129]. 
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Das Ausbilden von Ästen ist eine bekannte Eigenschaft regenerierender peripherer Axone 

[102]. Jedoch basierten die bis heute unterschiedlichen Beurteilungen von Arborisierung 

immer auf dem Verhalten ganzer Populationen von Axonen [9, 10, 115, 130-132]. All diese 

Studien können somit keine exakten Verhältnisse von arborisierenden zu nicht-

arborisierenden Axonen beschreiben, oder den Grad bei welchem Arborisierung auftritt. 

Selbst Anfärbuntersuchungen können dies nicht genau abbilden [102]. Basierend auf dem 

entwickelten Mausmodell präsentieren die hier beschriebenen Versuche erstmalig 

systematisch das Arborisierungsverhalten einzelnen Axone. 

 

Ausblick 

Ein durchtrennter peripherer Nerv wird heute im klinischen Alltag vom chirurgisch tätigen 

Arzt mit Nadel und Faden zusammengefügt. Dies geschieht in vergleichbarer Art und Weise 

wie es seine Vorgänger vor 100 Jahren taten. Durch den Einzug des Mikroskops in den OP 

begleitet von modernen mikrochirurgischen Techniken konnte die Genauigkeit dieses 

Prozesses verbessert werden. Jedoch erlangen auch heute nur ca. 10% der Erwachsenen 

mit einer Stammnervenverletzung nach chirurgischer Versorgung eine normale Funktion [1]. 

Auch im Labor werden trotz optimaler Bedingungen und exakter Ausrichtung der nervalen 

Anteile nur reduzierte funktionelle Ergebnisse  erreicht [133]. Die hier erstmalig 

quantifizierten morphologischen Details, wie die laterale Wanderung oder das Arborisieren 

von regenerierenden Axonen, erklären eindrücklich die Limitationen einer solchen rein 

chirurgischen Nervenreparatur. Eine mikroskopisch kleine Lücke trennt den proximalen vom 

distalen Nervenstumpf und verhindert damit den Kontakt der sich gegenüber stehenden 

Basalmembranen der Schwann’schen Zellen. Die regenerierenden Axone müssen diese 

„Hürde“ überqueren, um dann einen geeigneten distalen Pfad zum richtigen Erfolgsorgan  

auszuwählen. Um die funktionellen Ergebnisse zu verbessern, müssen wir über eine rein 

mechanische Reparatur hinausgehen und einen biologischen Zugang etablieren, der es 
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regenerierenden Axonen erlaubt, sich in ausreichender Zahl mit dem geeigneten Endorgan 

zu verbinden.  

Ein potentiell erster Schritt, der Kontakt einer gesteigerten Anzahl arborisierender Axone mit 

einer vielfachen Auswahl möglicher distaler Pfade, konnte in verschiedenen 

regenerationsfördernden Ansätzen hier demonstriert werden. In wieweit hierüber auch eine 

Verbesserung der richtigen Projektionen erreicht werden kann, gilt es zukünftig zu 

überprüfen. 
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4 Zusammenfassung 

Eine Vielzahl von molekularen und zellulären Prozessen hat Einfluß auf die periphere 

Nervenregeneration. Sie bilden sich zum Teil auch im morphologischen Verhalten einzelner 

regenerierender Axone ab. Ramon y Cajal beschrieb vor mehr als einhundert Jahren 

erstmalig das generelle Verhalten regenerierender Axone als Antwort auf das jeweilig 

bestehende Milieu ihrer Umgebung. Mit dem hier etablierten Mausmodell, bei dem anteilig 

axoplasmatisches Gewebe im peripheren Nerven fluoresziert, sind wir in der Lage, das 

individuelle Verhalten einzelner Axone als Antwort auf Nerventranssektion und Koaptation 

zu untersuchen. Der frühe Regenerationsprozess läuft gestaffelt ab, eine Woche nach 

Nervennaht haben erst 25% der regenerierenden Axone die Reparations-stelle überquert.  

Danach treffen sie in zwei fundamental unterschiedlichen Art und Weisen auf den distalen 

Nervenstumpf: neben individuell überquerenden Axonen, die vor dem Eintauchen in eine 

distale Schwann’sche Zelle eine laterale Deviation ihres Verlaufes erfahren, gibt es eine 

große Anzahl von Axonen, die hier arborisieren. Einzeln regenerierende Axone können aus 

über 100 möglichen Schwann’schen Zellen ihren distalen Regenerationsweg wählen. Da 

die funktionellen Ergebnisse nach peripherer Nervennaht auch heute noch sehr reduziert 

sind, wird diese Entscheidung des Axons wohl eher auf lokale Faktoren basierend als auf 

eine korrekte Endorgan-Zuordnung getroffen werden. Verschiedene Versuchsansätze zur 

Beeinflussung der axonalen Regeneration ergaben in morphologischer Hinsicht immer eine 

Steigerung des Anteils der sich arborisierenden Axone. Demgegenüber blieb die Anzahl der 

Äste pro arborisierendem Axon konstant. Die Morphologie arborisierender Axone legt einen 

Mechanismus zur axonalen Wegfindung nahe, der individuellen, sich nicht ästelnden 

Axonen nicht zur Verfügung steht, und zwar die gleichzeitige Interaktion mit einer Vielzahl 

von möglichen distalen Pfaden, um den geeignetsten herauszufinden. Dieses und die im 

weiteren Verlauf stattfindende Rückkürzung solcher Kollateraläste (collateral pruning), 

könnten insgesamt zur Erhöhung der Spezifität bei der Regeneration beitragen. 
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