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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]. Haufig 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 kbnnen Axone mit einer grof3en
Genauigkeit wieder ihre urspringlichen Ziele erreichen [3]. Ist dieselbe Basalmembran
durch eine Verletzung in ihrer Kontinuitat zerstort, so ist diese Genauigkeit in der Axon-
Endorgan-Zuordnung nicht mehr mdglich. Richtige und falsche Projektionen sind das
Ergebnis [4, 5]. Hierbei kdnnen efferente motorische Axone zu sensorischen Endorganen
oder afferente Hautaste in Richtung motorische Endplatte regenerieren. Abhéangig von der
Auspragung solcher Fehlleitungen resultiert dann eine Einschrankung bis hin zum

vollstandigen Verlust der urspringlichen Funktion.

Die Weiterentwicklung der mikrochirurgischen Technik in den 1960er und 1970er Jahren
erzeugte die Hoffnung, durch eine exakte Ausrichtung der nervalen Bestandteile wahrend
der Nervenkoaptation eine Verbesserung der funktionellen Ergebnisse zu erreichen. Es
konnte zwar gezeigt werden, dafl3 ein mikrochirurgisches Vorgehen dem makroskopischen
uberlegen ist [1], jedoch fiihrte dies nicht zur gewiinschten Uberwindung der reduzierten
Gesamtergebnisse nach Nervenverletzung [6]. Die Grunde fur die eingeschrankten
Resultate auch nach exakter mikrochirurgischer Nervenstumpfadaptation sind sehr
heterogen. Eine exakte mikrochirurgische Nervenkoaptation alleine flhrt nicht zum

gewinschten Ziel.



Erste detaillierte morphologische Untersuchungen zur axonalen Fehlleitung wurden durch
Ramon y Cajal mit einer damalig neuen Silberfarbmethode durchgefiihrt [7]. Hierbei hat er
sehr eindrucklich Axone in ihrem lateralisierenden Verlauf auf der Schnittflache 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 Aktualitat nicht
verloren. Jedoch lie3en damalige Techniken die Schluf3folgerungen nur auf Funktion einer
Gruppe von sich unterschiedlich verhaltenden Axonen zu, nicht auf das individuelle
Verhalten eines einzelnen Axons. Spater entwickelte Techniken fuhrten immer wieder zur
Beschaftigung mit dieser Unzulénglichkeit, mit unterschiedlichem Erfolg. Auch wenn
elektron-mikroskopische Untersuchungen zur Entdeckung verschiedenster ultrastruktureller
Details fuhrten [8-10], so blieb die Rekonstruktion gesamter Axone weiterhin unmaglich [11].
Trotz zum Beispiel neuer anterograder Anfarbmethoden [12, 13] und des immunhisto-
chemischen Nachweises von wachstumsassoziierten Proteinen [14], die es ermdglichten,
regenerierende Axone Uber eine lange Strecke zu visualisieren, war eine individuelle
Unterscheidung axonaler Strukturen in der Unordnung der Reparationszone weiterhin
unmdoglich. Auch aus diesem Grunde bleibt gerade die Reparationszone mit der
Schnittflache 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 Mausen, die fluoreszierende Proteine anteilig in ihren
Axonen exprimieren, erdffnete neue Wege in der Erforschung des axonalen Verhaltens [3,
15]. Hierbei kdnnen individuelle Axone - in ihrem regenerierenden Verlauf die Reparations-
stelle Uberquerend und in den distalen Nervenanteil hinein wachsend - verfolgt und
beschrieben werden. Spezifische Charakteristika, wie zum Beispiel die laterale axonale

Wanderung durch die Koaptationszone kénnen somit exakt quantifiziert werden. Wir sind



nun in der Lage, Ramon y Cajals Schlu3folgerungen von der ,Form zur Funktion* auf dem
Niveau eines einzelnen Axons anzuwenden. Hieriiber soll das Verstandnis tUber die Wahl

der Wegfindung peripherer Axone verbessert werden.

Abbildungl:

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 Aste wandern von
proximal (oben) zum distalen Stumpf (unten) und nachdem sie sich arborisieren (verzweigen, verasteln), treten
sie in oder neben eine Schwann’sche Zelle ein. Einmal eingetaucht, regenerieren sie in ihnen schnell entlang

der Basalmembran weiter nach distal [7].



1.2 Das Nervus-ischiadicus-Lasionsmodell der thyl YFRA&LIS

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], thyl-YFP-H-
Mauslinie). Samtliche Untersuchungen erfolgten am Nervus ischiadicus dieser Mauslinie.
Erste Versuche, bei denen eine Transsektion des Nerven mit anschlie3ender
Nervenkoaptation durchgefiihrt wurde, liel3en 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 vollstandige Resektion des
distalen Nervenanteils. Das gleiche Procedere wurde in einer Geschwistermaus vom
Wildtyp (C57BI6) durchgefiihrt, wobei der resezierte Nervenanteil von ca. 1cm L&nge als
Gewebestick in die fluoreszierende YFP-Maus transplantiert und an den proximalen
Nervenstumpf koaptiert wurde. Hierliber wurde sichergestellt, dal? wahrend der Auswertung
detektierte Fluoreszenzen im distalen Nervenstumpf, also dem Transplantat, ausschlie3lich
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 Silikonréhrchen (Dow Corning; innerer Durchmesser
0,020 inch) in Langsrichtung ca. 1/3 seiner Zirkumferenz herausgeschnitten. Das
resultierende 2/3 - Rohrchen diente nun zur Schienung der Nervenkoaptation. Beide
Nervenstimpfe wurden in die Schiene platziert, so dal3 deren Kontaktstelle sich nahezu in

Schienenmitte befand. Nun wurden jeweilig an den Enden der Schiene epineurale
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Haltendhte zu beiden Nervenanteilen gesetzt. Eine direkte Manipulation an den
Nervenstimpfen konnte hierliber nahezu vollstandig vermieden werden. Ein distaler
Anschlul? des Transplantates an die Wirtsmaus erfolgte bewul3t nicht, um potentielle
Einflisse der unterschiedlichen ,Endorgane” auf die axonale Regeneration auszuschlie3en

[16].

Die Offnung des Rohrchens zu einem Drittel seiner Zirkumferenz erlaubte in weiteren
Versuchssituationen zusatzlich die lokale Applikation von verschiedenen Substanzen [17-

20].

1.2.2 Nervenentnahme und histol ogische Aufbereitung:

Die Entnahme der Nerven wurde nach 5 beziehungsweise 7 Tagen durchgefihrt. Erste
Untersuchungen von Nerven 10 Tage postoperativ lieBen erkennen, dafl3 zu diesem
spateren Zeitpunkt einerseits tiber der Koaptationsstelle eine exakte Trennung von proximal
zu distal nicht mehr sicher méglich war, andererseits zeigten einzelne Axone schon ein
Auswachsen bis Uber das Ende des ca. 1cm langen Nerventransplantates hinaus. Somit
war hier eine Auswertung hinsichtlich axonaler Regenerationsstrecke nicht mehr umfassend
maoglich. Aus diesem Grunde wurde eine Versuchsdauer bis maximal 7 Tage postoperativ
gewahlt und in die Untersuchungen und Auswertungen mit  einbezogen.
Vor der Fixierung der entnommenen Nerven in Paraformaldehydlésung (4%) erfolgte deren
Aufspannen jeweilig auf einer kleinen Holzschiene. Ein Aufkringeln der Nerven konnte
hierGber vermieden werden, was die Auswertung des axonalen Langenwachstums
ermdglichte. Die sich anschlie3ende Aufbereitung in 100 um dicke Langsschnitte durch ein
Mikrotom ermdglichte die histologische Anféarbung zur Visualisierung des Laminins als
Bestandteil der Basalmembran einer jeden Schwann’schen Zelle (1. Antikdrper: Sigma, St.

Louis, MO; L9393, 1:250; 2. Antikorper: Alexa Fluor 568, Molecular Probes, Eugene, OR,



1:300). Die grof3e Schnittdicke wurde bewul3t gewahlt, um maoglichst viele der
regenerierenden Axone innerhalb eines Schnittes evaluieren zu kénnen, und die Anzahl
derjenigen Axone zu reduzieren, die sich schnittibergreifend erstrecken. Ein Nervus

ischiadicus ergab nur ungeféahr 6 bis 7 Langsschnitte [16].

1.2.3 Visualisierung und Auswertung

Samtliche Auswertungen wurden an einem Fluoreszenzmikroskop mit einem Millimeter-
Rasterokular (20-40x VergroR3erung, 568 und 488 nm Wellenlange) durchgefihrt. 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 zun&chst von 6 nicht operierten Mausen die
Nn. ischiadici entnommen und in HOhe der spater durchzufihrenden Wirt-Transplantat-
Koaptation histologische Querschnitte angefertigt. In der hier genutzten YFP-H-Maus
fluoresziert nur ein Teil der myelinisierenden Axone. Um deren Qualitdt (motorisch vs.
sensorisch) herauszufinden, sind retrograde Anfarbungen mit Fluoro-Gold durchgefuhrt
worden. Das lumbosakrale Rickenmark und die korrespondierenden DRGs wurden
histologisch bei 40 um geschnitten. Die Neurone mit einer Doppelfarbung 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 Nervenstimpfe wéahrend der Operation unter leichter
Kompression standen. Um einen potentiellen Einflu der Lange der Licke auf eine axonale
Fehlleitung zu Uberprifen, untersuchten wir folgende Verhaltnisse: Fur individuell
Uberquerende Axone setzten wir die Distanz beider Stimpfe in Relation zur Auslenkung des

jeweiligen Axons vor seinem Eintauchen in eine Schwann’sche Zelle. Fir sich verzweigende



Axone wurden Relationen der Distanz zum Durchmesser der maximalen Aufastelung

hergestellt [16].

Individuelle und sich aufzweigende Axone treffen in zwei vollstandig unterschiedlichen
Weisen auf den distalen Nervenstumpf: Die laterale Wanderung individuell Gberquerender
Axone auf der Schnittflache des distalen Stumpfes kann Uber den Radius eines
~ZAuswahlkreises" definiert werden. Ein solches Axon ist somit in der Lage, eine Distanz von
seiner Langsachse bis zum Erstkontakt mit dem distalen Stumpf vorbei an mehreren
Schwann’schen Zellenden zu Gberwinden. Es ist anzunehmen, daf3 ihm mdglich ware, eine
solche Entfernung in samtliche Richtungen auf der Schnittflache des distalen
Nervenstumpfes zu wandern. Somit kann der Durchmesser des hierdurch entstehenden
Kreises als Areal geschétzt werden, welches ein individuelles Axon ,erkunden® kann.
Demgegentiber taucht ein sich aufzweigendes Axon mit seinen multiplen Asten in mehrere
distale Schwann’sche Zellen ein und beschreibt Gber die maximale Ausdehnung ebenso
einen ,Auswahlkreis®. An nicht operierten Nervenquerschnitten wurden ,Auswahlkreise”
unterschiedlicher Grol3e gelegt und gezahlt, wie viel Schwann’sche Zellenden sich jeweilig
innerhalb der Kreise befinden. Hierliber war es nun méglich, 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

auswahlen kann [16].

Die erste Auszéhlung der Axone erfolgte im promimalen Stumpf des Nervus ischiadicus
knapp proximal der Schnittflache (Punkt -1), um die Axonzahl zu bestimmen, die Gberhaupt
zur Regeneration zur Verfigung steht. Der nachste Ort der Auszahlung war direkt an der
Schnittflache 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 Auszahlungen der regenerierenden Axone durchgefihrt. In den Abschnitten

zwischen diesen Punkten (0-1, 1-2 etc.) wurden Arborisierungen detektiert und die
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jeweiligen Aufzweigungen und Aste gezahlt [16-22]. Um potentiell signifikante Unterschiede
in den Zahlenreihen zu erkennen, sind die gewonnenen Ergebnisse dann statistischen Tests

zugefihrt worden.

Die Auswertungen fokussierten sich auf unterschiedliche morphologische Parameter. Uber
die Auszahlung der regenerierenden Axone im distalen Nervenanteil konnte zum Bespiel
eine Aussage Uber die jeweilige Regenerationsstrecke (Distanz) getroffen werden. Das
Verhaltnis 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 fir jeden Nerven
bestimmt. Die hieraus berechneten Verhaltnisse ergeben zuséatzliche 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 frihen Regeneration nach
Nerventranssektion und Transplantation durchgefihrt werden. Hieriiber sollen erstmalig
individuelle Axone, in ihrem regenerativen Verlauf die Reparationszone tberwindend und in
den distalen Nervenanteil eintauchend, beobachtet werden kodnnen. Ein besonderes
Augenmerk wird hierbei auf die unterschiedliche Art und Weise des Auftreffens auf den
distalen Stumpf gelegt. Arborisierungstendenzen sollen mit Hilfe des Modells fur einzelne
Axone individuell untersucht werden. Dariiber hinaus werden Verhaltensweisen eines jeden
einzelnen Axons in Beziehung zur Gesamtheit der regenerierenden, also die

Koaptationsstelle Giberwindenden Axone gesetzt.



Aufbauend auf die Evaluierung des axonalen Verhaltens - nach Nerventranssektion und
Koaptation peripherer Nerven ohne sonstige Beeinflussung dieser - sollen sich
Untersuchungen anschlieen unter Bedingungen, die zu einer Beeinflussung des
Regenerationsergebnisses fuhren. Ein sich darunter potentiell anderndes morphologisches

Verhalten kdnnte Erklarungsmaéglichkeiten fir die jeweils gesteigerte Regeneration geben.

Bewul3t wurden verschiedene Zugénge zur axonalen Regenerationsbeeinflussung gewahlt,
von biochemischer bis zu elektrophysiologischer. Sowohl lokale als auch systemische
Anwendungen kamen zum Einsatz. Vielversprechende Anséatze 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.



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.or g/10.1002/cne.20436
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2.2 N-Propionylmannosamin fordert die axonale Elongatimeinem Nervus-ischiadicus-

Lasionsmodell 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 anschlieRen unter Bedingungen,
die potentiell die Regeneration beeinflussen. Ein Ziel der Untersuchungen ist es, mdgliche
Veranderungen in der Morphologie der regenerierenden Axone aufzuzeigen. Samtliche
Versuche basieren auf dem oben dargestellten Mausmodell. Der erste Weg, die
Regeneration zu beeinflussen, wird im Gebiet des metabolischen Glykoengineerings

gewahlt.

Die N-acetylneuraminséure (Neu5Ac), auch bekannt als Sialinsaure (Sia) wird als terminaler
Zuckerrest in den meisten Glycoproteinen und Glykolipiden (Ganglioside) exprimiert. Sie ist
in multiple interzellulare und intermolekulare Prozesse involviert. Innerhalb des
Nervensystems ist Sia Bestandteil der Polysialinsaure (PSA) und bildet somit einen Teil des
Adhasionsmolekiils NCAM (neural cell adhesion molecule), als ein Prototyp der
Immunglobuline [23]. Seine Polysialylierung ist in verschiedenste Entwicklungs- und
Regenerationsprozesse des Nervensystems involviert [23-29]. Wéahrend der embryonalen
Entwicklung des peripheren Nervensystems lassen sich deutlich erhéhte 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, daR PSA in der Regeneration speziell
motorischer Axone eine zentrale Rolle einnimmt. Jingste Ergebnisse deuten auch
daraufhin, dafl der regenerationsférdernde Effekt von direkter elektrischer
Nervenstimulation nach Nervenverletzung zumindest anteilig mit einer Hochregulierung der

PSA Expression erklarbar ist [34-37].
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Der naturliche Vorlaufer der Sialinsdure ist das N-acetylmannosamin (ManNAc). Die
Synthese von Polysialinsauren wird durch das bifunktionale Enzym UDP-GIcNAc-2-
epimerase/ManNAc-Kinase und die Polysialinsauretransferasen ST8SIA2 und ST8SIA4

gesteuert [38-41].

Nicht zuletzt auf Grund der Polyvalenz der an der Sialinsduresynthese beteiligten Enzyme
konnten in der Vergangenheit unterschiedliche Modifikationen der Sialinsaure etabliert
werden. In gleicher Weise wurden unphysiologische Vorlaufermolekile wie z.B. das N-
propionylmannosamin (ManNProp) oder andere N-acylmannosamine synthetisiert, die

einen erstaunlichen Einflu3 auf die Nervenregeneration haben [42-44].

Durch metabolisches Glykoengineering ist man heute in der Lage, anstelle der N-
acetylneuraminsaure die N-propionylneuraminsaure (Neu5Prop) zu synthetisieren [45-49].
Neu5Prop fuihrt sowohl in vitro als auch in vivo zu einem bis zu 85%igem Ersatz der
naturlichen Sialinsaure [42, 43]. In vitro konnte gezeigt werden, dal3 ManNProp zur
Expressionssteigerung regenerations-assoziierter Gene (RAG) als auch zur gesteigerten
Neuriten-Aussprossung und beschleunigten Etablierung funktionaler Synapsen fuhrt [43,

47, 48, 50-52].
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Abstract

Increasing evidence indicates that sialic acid plays an important role during nerve regeneration.
Sialic acids can be modified in vitro as well as in vivo using metabolic oligosaccharide engineering
of the N-acyl side chain. N-Propionylmannosamine (ManNProp) increases neurite outgrowth
and accelerates the reestablishment of functional synapses in vitro. We investigated the influence
of systemic ManNProp application using a specific in vivo mouse model. Using mice expressing
axonal fluorescent proteins, we quantified the extension of regenerating axons, the number of
regenerating axons, the number of arborising axons and the number of branches per axon 5 days
after injury. Sciatic nerves from non-expressing mice were grafted into those expressing yellow
fluorescent protein. We began a twice-daily intraperitoneal application of either peracetylated
ManNProp (200 mg/kg) or saline solution 5 days before injury, and continued it until nerve
harvest (5 days after transection). ManNProp significantly increased the mean distance of axonal
regeneration (2.49 mm vs. 1.53 mm; P < 0.005) and the number of arborizing axons (21% vs.
16%; P = 0.008) 5 days after sciatic nerve grafting. ManNProp did not affect the number of
regenerating axons or the number of branches per arborizing axon. The biochemical glycoen-
gineering of the N-acyl side chain of sialic acid might be a promising approach for improving
peripheral nerve regeneration.

Key Words: N-propionylmannosamine; sialic acid; glycoengineering; sciatic nerve; peripheral nerve;
branching; arborisation; Thy1-YFP mouse; nerve regeneration
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Introduction

N-Acetylneuraminic acid (Neu5Ac), or sialic acid (Sia), is
expressed as terminal sugar in most glycoproteins and gly-
colipids. Sia is intimately connected with intermolecular and
intercellular interactions. Within the nervous system, Sia
is part of the polysialic acid (PSA) that prevails in the neu-
ral cell adhesion molecule (NCAM), which is a prototypic
member of the immunoglobulin family of adhesion mol-
ecules (Hildebrandt and Dityatev, 2013). Polysialylation of
NCAM plays an important role in brain development, nerve
regeneration and neural plasticity (Daniloff et al., 1986; Mai-
er et al., 1986; Brodkey et al., 1993; Zhou and Zhou, 1996;
Franz et al., 2005; Hildebrandt et al., 2007; Jungnickel et al.,
2009). PSA is a major regulator of cellular plasticity in brain
development (Rutishauser, 2008; Schnaar et al., 2014). PSA
modulates cell interactions via multiple mechanisms, includ-
ing the attenuation of homophilic and heterophilic cell-cell
and cell-matrix adhesion (Hildebrandt and Dityatev, 2013).
During the development of the peripheral nervous system,
the polysialylated form of NCAM is highly expressed in
Schwann cells and axons. Its expression decreases in adult-
hood, but increases again after injury and during regenera-
tion (Covault et al., 1986; Daniloff et al., 1986; Maier et al.,
1986; Brodkey et al., 1993; Carratu et al., 1996; Zhou and
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Zhou, 1996; Fu and Gordon, 1997; Rutishauser, 1998; Franz
et al., 2005; Hildebrandt et al., 2007; Jungnickel et al., 2009).
Polysialylation of NCAM during regeneration seems to be
crucial for regenerating motor axons to find the appropriate
motor Schwann cell tubes — a process known as preferential
motor reinnervation (Brushart, 1993; Brushart et al., 1998;
Franz et al., 2005, 2008). Brief electrical stimulation of the
traumatized nerve enhances peripheral nerve regeneration
(Gordon et al., 2008, 2009), and increasing evidence indi-
cates that this phenomenon can be explained at least par-
tially by up-regulation of PSA expression (Franz et al., 2008;
Vogt et al., 2012).

Sialylation can be modified biochemically in vitro and
in vivo using non-physiological precursors such as N-pro-
pionylmannosamine (ManNProp) and other N-acylman-
nosamines (Buttner et al., 2002; Gagiannis et al., 2007; Pon
et al., 2007). The promiscuity of the enzymes of the Sia
biosynthesis allows ManNProp to be metabolised to the
respective N-propionylneuraminic acid (Neu5Prop). This
process is very similar to the physiological metabolization
of N-acetylmannosamine to Neu5Ac (Kayser et al., 1992;
Keppler et al., 1995; Schmidt et al., 1998, 2000; Wolf et al.,
2012). Posttranslational modification of glycoconjugates by
Neu5Prop significantly replaces natural Sia by up to 85%
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without increasing overall sialylation, as shown in vitro (But-
tner et al., 2002) and in vivo (Gagiannis et al., 2007).

Biochemical glycoengineering of sialic acid has revealed
unexpected new biological characteristics of Sia, e.g., influ-
encing the expression of genes involved in the neuronal dif-
ferentiation (Keppler et al., 2001; Kontou et al., 2008).

In this paper, we use a mouse sciatic axotomy and trans-
plantation model to show, for the first time, the impact that
systemic application of ManNProp has on early peripheral
nerve regeneration in vivo.

Materials and Methods

Animals

Twelve thy-1-YFP mice (YFP") (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine, USA) with mixed gender and a weight of
25-30 g, which express yellow fluorescent protein (YFP)
in a subset of their axons (B6.Cg-Tg (thyl-YFPH) 16]rs/J;
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA), were divided
into two experimental groups (Feng et al., 2000; Witzel et
al., 2005). C57Bl/6 mice (n = 12) with mixed gender and a
weight of 25-30 g served as YFP™ donors for peripheral nerve
grafting. The State Animal Protection Committee of Berlin
(Germany; Application Number G0041/07) approved all
procedures.

Surgical procedure

All surgical procedures were performed on YFP" mice at
the age of 12—-16 weeks. Anesthesia was induced with iso-
flurane (Forene®, Wiesbaden, Germany) and continued by
intraperitoneal injection of a mixture of xylazine (16 mg/kg)
and ketamine (100 mg/kg). A dorsal approach was used
for the bilateral sciatic nerve exposure in YFP" mice. After

A

Nerve
coaptation

Sciatic nerve of
thy-1 host mice

Semicircular
rubber splint

Single stitch (11-0 nylon) to secure
the epineurium to the rubber
splint

transection of the sciatic nerve proximal to the trifurcation,
the distal nerve section was completely removed and par-
tially replaced by a 1-cm sciatic nerve graft harvested from
YFP™ mice. Proximal coaptation of the nerve graft to the
transected sciatic nerve of the YFP' mice was performed
after careful alignment, and a semicircular rubber splint
was used to hold the two ends in place (Dow Corning;
0.025 inch ID) (Witzel et al., 2005). This resulted in a ten-
sion-free splint repair and avoided the irritation that would
have been caused by end-to-end nerve suture. A single
stitch secured the epineurium to the rubber at each end of
the splint (11-0 nylon; Figure 1). No distal coaptation of
the nerve graft was performed. The mice received a daily
subcutaneous injection of 0.1 mg/kg buprenorphine as an
analgesic.

Experimental groups

The first experimental group (ManNProp, n = 6) received
a twice-daily intraperitoneal application of peracetylated
ManNProp (200 mg/kg; produed in our biochemical lab)
diluted in physiologic saline solution. Peracetylation ren-
ders sugars lipophilic, which means they can be transported
into the cell without the need for a limited, specific mono-
saccharide transport system. Inside the cell, non-specific
esterases quickly split off the acetyl groups. As a result,
much less sugar is needed to induce biological effects. The
strength and timing of the dosage of ManNProp in its
peracetylated form were based on published data (Kayser
et al., 1992; Gagiannis et al., 2007). The second experi-
mental group (saline, n = 6) served as control and received
a twice-daily intraperitoneal application of physiologic
saline solution (10 mL/kg) only. Treatment started 5 days

Fluorescence-free
sciatic nerve graft

Figure 1 Visualization of the mouse model.
(A) Schematic image of the semicircular
silicon rubber splint that surrounds the
repair site and is sutured to each nerve
stump, far away from the fragile repair
site. The proximal fluorescent sciatic nerve
stump (left side, light yellow) is attached to
the non-fluorescent nerve graft (right side,
brown). (B) In situ aspect of the right sciat-
ic nerve region after nerve grafting.
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Table 1 Description of the outcome values

Group 25% 50%  75% Mean Difference P value

249 mm 096 mm > 0.005
1.53 mm

ManNProp 3mm 3mm 2mm

Saline 2mm 1Imm 1mm

ManNProp: N-Propionylmannosamine. 25%, 50%, and 75% represent
25" 50", and 75™ percentiles, respectively.

before surgery and was continued for additional 5 days
after surgery, until nerve harvest. Donor mice were not
treated.

We used thy-1 mice as host animals. Their partial fluo-
rescent axons made it easy for us to quantify regeneration
distance and morphology. To exclude interference from
fluorescent debris caused by Wallerian degeneration and
thus difficulties in quantifying the results, we used fluores-
cence-free nerve grafts for the distal nerve section. The distal
end of the nerve graft was not coapted, which ruled out any
influence from the target organ (Frey et al., 1996). The fol-
low-up period was limited by the length of the nerve graft (1
cm). Five to seven days after nerve repair, the fastest axons
had exceeded the distal end of the graft and therefore could
not be used for evaluation.

Nerve harvesting and fixation

Five days after surgery, both sciatic nerves, including the
grafts, were harvested after sacrificing the mice by CO,
inhalation. After the semicircular rubber splint had been
removed, the nerve was carefully stretched out on a piece
of wood and sutured with 9-0 nylon at both ends. The
nerves were fixed for 24 hours in 4% paraformaldehyde.
We produced 100-pm longitudinal sections on a freezing
microtome. For the imaging of Schwann cell tubes, we used
antibodies against mouse laminin produced in rabbit in a
dilution of 1:250 and an incubation time of 12 hours (Cata-
logue-No: L9393, Sigma, Munich, Germany) and Alexa Fluor
568 as a secondary antibody produced in a goat at a dilution
of 1:300 and an incubation time of 2 hours (Catalogue-No:
A-21069, Invitrogen, Darmstadt, Germany).

Evaluation of tissue sections

Regeneration distance

Sections were analyzed with standard fluorescence micros-
copy (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Berlin, Germany) at
a wavelength of 568 nm and 466 nm for the yellow auto-
fluorescence of the axons. All counts performed were done
manually during fluorescent microscopy without using
professional software. The coaptation site was set as the zero
reference point. We counted the number of fluorescent ax-
ons proximal to the coaptation site. The number of axons
that were present exactly 1 mm proximal to the coaptation
was defined as the maximum number of axons able to re-
generate. We also counted the regenerating axons at intervals
of exactly 1 mm distal to the coaptation site. Retrograde
regenerating axons were excluded from the count. Each axon
branch was counted as one axon at each millimetre point
(Figure 2).
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The numbers of regenerating axons present at each milli-
metre distal to the coaptation site were set against the max-
imum number of axons able to regenerate and displayed as
Kaplan-Meier curves. The mean and standard deviation of
the distance, as well as the distance of the 25", 50" and 75"
percentiles (representing the fastest, middle and slowest 25%
of regenerating axons), could be determined for each experi-
mental group.

Percentage of regenerating axons

The fluorescent axons 1 mm proximal and distal to the coap-
tation site were counted in order to calculate the percentage
of regenerating axons for each group (mean + SD).

Branches and arborization

The total number of regenerating axons (RA), arborizing
axons (AA) and branches (B) was counted in the zone run-
ning from the transection to 2 mm inside the nerve graft.
We used these results to calculate the ratio of AA to RA. We
also calculated the mean count and standard deviation of
branches per regenerating axon as the ratio of B to RA, and
per arborizing axon as the ratio of B to AA for each experi-
mental group.

Statistical analysis

Statistical significance of the compared Kaplan-Meier curves
was determined by the log-rank test. Statistical analysis of
the percentage of regenerating axons and branching was
performed by Student’s t-test after testing for normal distri-
bution. The significance level was set at P < 0.05. Statistical
analysis was performed using IBM SPSS Statistics 22 soft-
ware (Ehningen, Germany).

Results

After 5 days, the regeneration distance in the ManNProp
group increased significantly compared to the saline group
(P < 0.005; Figure 2). The mean regeneration distance
achieved was 2.49 + 0.05 mm for the ManNProp group and
1.53 + 0.04 mm for the saline group. Regeneration distanc-
es of the 25", 50™ and 75" percentiles were 3, 3, and 2 mm
for the ManNProp group, and 2, 1, and 1 mm for the saline
group (Figure 3, Table 1). The mean percentage of arboriz-
ing regenerating axons after 5 days was higher between the
ManNProp group compared with the saline group (P < 0.05;
Figure 4). The difference of the number of regenerating ax-
ons between the ManNProp group and saline group was not
found (P > 0.05; Figure 5). The mean number of branches
per regenerating axon in the ManNProp group was similar
to the saline group (P > 0.05; Figure 6). There were no dif-
ferences found in the number of branches per arborizing
axon between the ManNProp group and the saline group (P
> 0.05; Figure 7).

Discussion

Systemic treatment of mice with ManNProp significantly
increased the distance of axonal elongation and the number
of arborizing axons 5 days after nerve axotomy. This supports
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Figure 3 N-Propionylmannosamine (ManNProp) increases distance
of axonal regeneration.

Treatment with ManNProp significantly increased axonal elongation at
5 days after sciatic nerve grafting (P > 0.05; log-rank test).

previous in vitro results, which showed that treating PC12
cells with ManNProp increased neurite outgrowth and ac-
celerated significantly the reestablishment of the perforant
pathway in brain slices in vitro (Schmidt et al., 1998, 2000;
Buttner et al., 2002). Recent findings indicate that ManN-
Prop influences signal transduction, as shown by the in-
creased expression of phosphorylated Erk 1/2 (Kontou et al.,
2008). ManNProp also stimulates the secretion of thioredox-
in, a small redox protein that promotes neurite outgrowth
(Kontou et al., 2008; Horstkorte et al., 2010). These phenom-
ena might be due to ManNProp itself or to the biochemical
modification of Sia in receptor glycoproteins on the cell sur-
face enhancing the recognition and transmission of growth
factor signals.

In the first few days after nerve axotomy, the biggest obsta-
cle facing regenerating axons is crossing the repair site. The
morphology of regenerating axons is mainly characterized by
lateral movement, arborization and pruning (Ramén y Cajal
and May, 1928). Although increased arborization is presumed
to be associated with nerve malcoaptation or scaring, recent
data suggest that it could also be a pathway selection mech-
anism that benefits regeneration specificity (Brushart, 1990,
1993; Brushart et al., 1998; Franz et al., 2005, 2008; Witzel et
al.,, 2005). Already in 1972, it was found that transected axons
produce multiple sprouts that advance distally in the so called
“regenerating unit” (Morris et al., 1972; Mackinnon et al.,
1991). During embryonic development of the motor nervous
system and central nervous system, arborization and collat-
eral pruning are recognized as the way that the projections
fine-tune themselves (Redfern, 1970; Brown and Booth, 1983;
Stelzner and Strauss, 1986). Branching is undoubtedly a sub-
strate and energy consumptive process. Since evolution has
preserved this mechanism means that it must offer some kind
of benefit. Biochemical glycoengineering of sialic acid might,
in future, be a promising way of beneficially influencing pe-
ripheral nerve regeneration.

Taken together, systemic treatment of mice with Man-

NProp increases the regeneration distance, the number of
axons that arborize and the degree of axonal branching in
mouse models of sciatic axotomy and transplantation.
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Figure 2 Overview of nerve repairs in 100 pm sections assessed by fluorescence microscopy (wavelength: 568 nm and 466 nm).

The proximal fluorescent stump is on the left, the repair site runs vertically at 0 mm and the recipient non-fluorescent graft is on the right. Senso-
ry and motor axons that express yellow fluorescent protein are greenish-yellow, while basement membrane that contains laminin is light red. The
samples are harvested 5 days after nerve repair. Panel a: A nerve section sample from the N-propionylmannosamine (ManNProp) group showing
a significantly increased regeneration distance. Panel b: A nerve section sample from the saline group showing a shorter regeneration distance than

the ManNProp group.
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Figure 4 N-Propionylmannosamine (ManNProp) increases the
number of arborizing axons.

We counted the number of arborizing axons in the zone running from
the coaptation site to 2 mm inside the distal stump. The results were
set against the total number of regenerating axons. ManNProp (21 +
0.05%) increased the number of arborizing axons compared to saline
treatment (16 + 0.05%; **P < 0.05; mean + SD; Student’s t-test; n = 6
for each group).
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Figure 5 Treatment with N-propionylmannosamine (ManNProp) did
not affect the number of regenerating axons.

The number of regenerating axons was 35 * 0.09% in the ManNProp
group and 30 + 0.09% in the saline group (P > 0.05; mean + SD; Stu-
dent’s t-test; n = 6 for each group).
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Figure 6 Treatment with N-propionylmannosamine (ManNProp) did
not affect the number of branches per regenerating axon.

The mean value of branches per regenerating axon in the ManNProp
group was 0.80 + 0.07 (saline group: 0.82 + 0.18; P > 0.05; mean + SD;
Student’s t-test; n = 6 for each group). The number was calculated as
the ratio of the number of arborizing axons to the total number of re-
generating axons.
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Figure 7 The number of branches per arborizing axon was
comparable between the groups.
No significant difference was seen in the number of branches per ar-
borizing axon after N-propionylmannosamine (ManNProp) treatment
(1.75 £ 0.23) (saline group: 1.91 + 0.37; P> 0.05; mean =+ SD; Student’s
I-test; n = 6 for each group). The number was calculated as the ratio of
the number of branches to the total number of regenerating axons.
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2.3 Die Verbesserung der frihen peripheren Nervenreggéor durch N-propionyl-

mannosamin in Gegenwart der Polysialyltransferd&SHA2.

Polysialinsduren werden mit Hilfe der Polysialyltransferasen ST8SIA2 und ST8SIA4
synthetisiert [38-41]. Mit ST8SIAZ2 transduzierte Schwann’sche Zellen zeigen eine erhdhte
Beweglichkeit im in vitro Modell und fihren in einem End-zu-Seit-Transplantationsmodell zu
gesteigerten funktionellen Ergebnissen [53].

Neue Mdoglichkeiten in der Untersuchung der Beteiligung von PSA an der peripheren
Nervenregeneration wurden durch die Entwicklung von Knock-out-Mausen fur oben
genannte Enzyme eréffnet (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
fuhrte zur signifikanten Verminderung der Anzahl regenerierender Axone und deren
Langenwachstum, wahrend es durch Reduzierung von ST8SIA4 zur Steigerung des
axonalen Auswachsens kam [29].

Im gewdahlten Mausmodell fokussieren die folgend beschriebenen Untersuchungen auf den
Einflul3 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.

https://doi.org/10.1007/s00702-015-1397-1

26



27



28



29



30



31



32



33



34



35



2.4 Die topische Deaktivierung von Interleukin-6 verrs die frihe periphere

Nervenregeneration im Mausmodell

Das Interleukin-6 ist grundsatzlich bekannt durch seine Beteiligung an entzindlichen
Erkrankungen, wéhrend septischer Krankheitsbilder und im Rahmen systemischer
Reaktionen nach Unfall [56-59]. Als multifunktionales Zytokin spielt es auch wahrend 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 fihrt [63, 64]. Uber eine konzentrations- und verhaltnis-
abhangige Komplexbildung mit der l6slichen 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
Uberzeugung einer sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Wirkweise. Hierbei scheint
die l6sliche Form des IL-6 Rezeptors (sIL-6R) eine Schlisselposition 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 Lasion [61, 73-77]. Die Erhéhung der IL-6-Konzentrationen durch
systemische Therapie in vivo oder durch transgene Expressionssteigerung zeigte eine
regenerationsférdernde Wirkung nach peripherer Nervenlasion [73]. Eine systemische
Behandlung mit den blockierenden IL-6Ra-Antikérpern fihrte demgegeniber zu einer

Reduktion der Nervenregeneration [73, 78]. Selbiges Ergebnis wurde bei IL-67-Mausen
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beobachtet. Die funktionellen Ergebnisse hingegen zeigten widersprichliche Resultate [79,

80].

https://doi.org/10.1055/s-0035-1555114
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2.5 Fibrinkomponentenkleber fiihrt zur verbesserten abem Elongation wdhrend der

frihen 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, dal3 dieses Verfahren auch zur negativen Beeinflussung der
Nervenregeneration fuhren kann [82-84]. Hierbei werden neben einer Vernarbung durch
Fremdkorperreaktion auch mechanische Gewebeschadigungen beschrieben. Zusétzlich ist
es bei ausgedehnten Verletzungen oder in ungetbter Hand ein zeitaufwendiges Verfahren
[85, 86]. Demgegeniber positiv sind die Moglichkeiten einer exakten faszikularen
Ausrichtung mit resultierender Prazision der Stumpfzuordnung und eine grundséatzliche

Stabilitat der Nervennaht [87, 88].

Die Verwendung von Gewebeklebern wie zum Beispiel Fibrin ist nicht neu. Seit Uber 40
Jahren sind solche Komponenten als Gewebekleber kommerziell angeboten [89, 90]. In der
Klinik wird Fibrin erganzend zur klassischen Nervennaht eingesetzt. Hierzu sind
verschiedene vergleichende Untersuchungen aus der Literatur bekannt. Vorteile wie
geringere  Vernarbungstendenzen ohne  Fremdkoérperreaktionen und  erhdhte
Regenerationsgeschwindigkeiten werden postuliert [82, 86, 89, 91-93]. In der genaueren

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

Unser Ziel ist es, potentielle Unterschiede hinsichtlich Regeneration Uber mdgliche

morphologische Verhaltensweisen der regenerierenden Axone zu erkléaren.
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Introduction

Abstract

Microsurgical suturing is the gold standard of nerve coaptation. Although literature on the
usefulness of fibrin glue as an alternative is becoming increasingly available, it remains contradic-
tory. Furthermore, no data exist on how both repair methods might influence the morphological
aspects (arborization; branching) of early peripheral nerve regeneration. We used the sciatic
nerve transplantation model in thy-1 yellow fluorescent protein mice (YFP; n = 10). Pieces of
nerve (lcm) were grafted from YFP-negative mice (n = 10) into those expressing YFP. We per-
formed microsuture coaptations on one side and used fibrin glue for repair on the contralateral
side. Seven days after grafting, the regeneration distance, the percentage of regenerating and ar-
borizing axons, the number of branches per axon, the coaptation failure rate, the gap size at the
repair site and the time needed for surgical repair were all investigated. Fibrin glue repair resulted
in regenerating axons travelling further into the distal nerve. It also increased the percentage of
arborizing axons. No coaptation failure was detected. Gap sizes were comparable in both groups.
Fibrin glue significantly reduced surgical repair time. The increase in regeneration distance, even
after the short period of time, is in line with the results of others that showed faster axonal regen-
eration after fibrin glue repair. The increase in arborizing axons could be another explanation for
better functional and electrophysiological results after fibrin glue repair. Fibrin glue nerve coap-
tation seems to be a promising alternative to microsuture repair.

Key Words: nerve regeneration; fibrin glue; peripheral nerve regeneration; thy-1-YFP mice; sciatic nerve;
branching; arborisation; neural regeneration
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idea of using it in nerve repair has been becoming increas-
ingly widespread (Isaacs et al., 2008). The advantages of

Microsurgical suturing is the gold standard of nerve coap-
tation (Terzis et al., 1997). However, evidence also shows
that suture materials can result in adverse effects, like tissue
damage, inflammation, foreign body reaction and scarring,
which have a negative impact on nerve regeneration (Boedts,
1987; Inaloz et al., 1997; Suri et al., 2002). Furthermore, mi-
crosurgical coaptation is considered a time-consuming pro-
cedure that requires expertise and experience. This can be
an issue in cases of extensive nerve damage (Ornelas et al.,
2006a, b). On the other hand, some authors consider suture
repair to offer important advantages: precision of coapta-
tion, preservation of the tensile strength of repair, and lower
risk of gap formation or rupture (Cruz et al., 1986; Temple
et al., 2004).

The use of tissue adhesives, like fibrin glue, seems to be
a promising alternative. The earliest discussions go as far
back as the 1940s (Egloff and Narakas, 1983), and ever since
fibrin glue became commercially available in the 1970s, the
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repairing nerves with fibrin glue are said to be less scarring,
less local inflammation, and faster surgical and recovery
times (Egloff and Narakas, 1983; Boedts, 1987; Smahel et
al., 1987; Narakas, 1988; Ornelas et al., 2006a; Nishimura
et al., 2008). Furthermore, autologous fibrin is enriched
with platelets that can release growth factors and thereby
improve nerve regeneration (Choi et al., 2005). It has been
reported that fibrin is deposited in the nerve after injury
and hinders functional regeneration by inhibiting Schwann
cell migration, a crucial event in peripheral nerve regenera-
tion (Akassoglou et al., 2003). However, some animal stud-
ies have shown comparable or beneficial functional and
electrophysiological results after fibrin glue repair (Inaloz
et al., 1997; Menovsky and Beek, 2001; Martins et al., 2005;
Ornelas et al., 2006a, b).

As mentioned above, results on the usefulness of fibrin
glue in nerve repair are contradictory. Furthermore, scant
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evidence exists on the potential impact of fibrin glue on the
morphology of nerve regeneration and axonal behaviour
during early regeneration. The main challenge facing regen-
erating axons in the first few days after axotomy is crossing
the repair site. Among other things, the morphology of
regenerating axons is characterized by lateral movement,
arborization and pruning (Ramén y Cajal and May, 1928).
Given that function follows morphology of regeneration,
we used the sciatic nerve transection and transplantation
model of the thy-1-yellow fluorescent protein (YFP) mouse
line to investigate these aspects (Feng et al., 2000; Witzel et
al., 2005). This mouse line expresses YFP in a subset of its
axons. With YFP-negative nerve grafts as the distal nerve
part, we were able to use fluorescence microscopy to eval-
uate how many axons regenerated into the distal aspect of
the nerve and how these axons behaved. This allowed us
to investigate the potential influence of fibrin glue on the
number of regenerating axons, the distance of regeneration,
and arborization. Furthermore, the coaptation failure rate,
gap size and surgical repair time were also quantified.

Materials and Methods

Animals

Ten thy-1-YFP transgenic mice (YFP", Jackson Laboratory,
Bar Harbor, Maine, USA) expressing YFP in a subset of their
axons (B6.Cg-Tg (thyl-YFPH) 16]rs/]; Jackson Laboratory,
Bar Harbor, Maine, USA) (Feng et al., 2000; Witzel et al.,
2005) were used as experimental animals. C57BL/6 mice (n
= 10) served as YFP™ donors for peripheral nerve grafting.
The animals were kept in a temperature-controlled environ-
ment, exposed to 12-hour light-dark cycles and given food
and water ad libitum. The State Animal Protection Commit-
tee approved all procedures.

Surgical procedure and experimental groups

All surgical procedures were performed in mice of both
genders at the age of 12-16 weeks. Anaesthesia was induced
with isoflurane (ForeneQ, AbbVie Deutschland, Wiesbaden,
Germany) and continued by intraperitoneal injection of a
mixture of xylazine (16 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg).
A dorsal approach was used for the bilateral sciatic nerve
exposure in the YFP" mice. After transection of the sciatic
nerve 5 mm proximal to the trifurcation, the distal nerve
part was completely removed and partially replaced by a 1-cm
sciatic nerve graft harvested from YFP™ control mice (Kou-
laxouzidis et al., 2015). The partially fluorescent axons of the
YFP' mice made it easy for us to quantify regeneration dis-
tance and morphology. To exclude interference from fluores-
cent debris caused by Wallerian degeneration and thus dif-
ficulties in quantifying the results, we used fluorescent-free
nerve grafts for the distal nerve section (Witzel et al., 2015 in
press). On one side, proximal coaptation of the nerve graft
to the transected sciatic nerve of the YFP" mice was per-
formed using two single-stitch sutures (11-0 nylon). On the
contralateral side, the nerve ends were fixed with a 0.25 mL
two-component fibrin glue (Tissue Col Duo S Immuno 0.5
ml, Baxter SA, Germany). One component, fibrin sealant, is

made of pooled human plasma and contains fibrinogen and
aprotinine. The other component contains thrombin and
calcium chloride.

A randomization list was used to assign the sides, thus
creating two experimental groups. One group contained
the nerves coapted by sutures (Suture), and the other had
the nerves coapted by fibrin glue (Fibrin). Intraindividual
comparisons were possible because both types of coaptation
were performed in each experimental animal. The distal
end of the nerve graft was not coapted, which ruled out any
influence from the target organ (Frey et al., 1996). After
surgery, the animals were able to move around freely. The
follow-up period was limited by the length of the nerve graft
(1 cm). Seven days after nerve repair, the fastest axons had
exceeded the distal end of the graft and therefore could not
be used for evaluation. The mice received a daily subcutane-
ous injection of 0.1 mg/kg buprenorphine at the abdomen as
analgesic during the repair.

Nerve harvesting and fixation

After 7 days, the sciatic nerves and their grafts were harvest-
ed and the animals were sacrificed by CO, inhalation. Each
nerve was carefully stretched out on a piece of wood and
sutured with 9-0 nylon at both ends. The nerves were fixed
for 24 hours in 4% paraformaldehyde. We used a freezing
microtome to produce 100-pm longitudinal sections. For the
imaging of Schwann cell tubes, we used antibodies against
laminin (Sigma, Munich, Germany) and Alexa Fluor 568
(Invitrogen, Darmstadt, Germany) as a secondary antibody.

Evaluation of tissue sections

Regeneration distance

Sections were analyzed with standard fluorescence micros-
copy (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Berlin, Germany) at a
wavelength of 568 nm and 466 nm for the yellow autoflu-
orescence of the nerve. The coaptation site was set as the
zero reference point. We counted the number of fluorescent
axons proximal to the coaptation site. The number of axons
exactly 1 mm proximal to the coaptation was defined as the
maximum number of axons able to regenerate. Furthermore,
the regenerating axons were counted at intervals of precisely
1 mm distal to the coaptation site. Retrograde regenerating
axons were excluded from the assessment. Each axon branch
was counted as one axon at each millimetre interval (Figure
1) (Witzel et al., 2015).

The number of regenerating axons counted at each milli-
metre distal to the coaptation site was set against the maxi-
mum number of axons able to regenerate and displayed as
Kaplan-Meier curves. The mean and standard deviation of
the distance, and the distance of the 25", 50" and 75" per-
centiles (representing the fastest 25%, the middle and the
slowest 25% of regenerating axons) were determined for
each experimental group.

Percentage of regenerating axons

The number of fluorescent axons 1 mm proximal to and
1 mm distal to the coaptation site were counted in order
to calculate the percentage of regenerating axons for each
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Figure 1 Overview of nerve repairs; 100 pm sections assessed with
fluorescence microscopy.

The proximal stump is on the left, the repair site runs vertically between
the first and second quarters on the left of each plate, and the recipient
graft is on the right. Sensory and motor axons that express yellow flu-
orescent protein are greenish-yellow, while basement membrane that
contains laminin is light red. The samples are harvested 7 days after
nerve repair. (A) Fluorescent proximal stump on the left, non-fluores-
cent distal nerve on the right. The nerve section shows an example of
fibrin glue repair. (B) Example of a suture repair using single button
sutures (11-0 nylon). Scale bar: 1 mm.
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Figure 2 Using fibrin glue for peripheral nerve coaptation increases
regeneration distance 7 days after surgery (percentage and travelling
distance of regenerating axons).

Peripheral nerve coaptation using fibrin glue increased regeneration
distance compared with suture repair (P < 0.001; Student’s ¢-test).

Table 1 Description of the sciatic nerve regeneration distances following fibrin repair and suture coaptation

Group 25" percentile 50" percentile 75" percentile Mean + SD Difference Pvalue
Fibrin 4 mm 1 mm 1 mm 2.62 +0.10 mm 0.52 mm <0.001
Suture 3 mm 1 mm 1 mm 2.10 £ 0.08 mm

Student’s t-test was used to analyze the intergroup difference.

group. All counts performed were done manually during flu-
orescent microscopy without using professional software.

Branches and arborization

The total number of regenerating axons (RA), arborizing
axons (AA) and branches (B) were counted in the zone run-
ning from the transection to 2 mm inside the nerve graft. We
used these values to calculate the ratio of AA to RA. Further-
more, we determined the branches per regenerating axon as
a ratio of B to RA and the branches per arborizing axon as a
ratio of B to AA.

Based on the ratio of branches to arborizing axons, it is
possible to say whether there has been a homogeneous in-
crease or decrease in branching, or an excessive sprouting of
single regenerating axons.

Failure rate

Macroscopic rupture of the nerve coaptation was defined as
complete coaptation failure. This was assessed when harvest-
ing the nerve 7 days after grafting.

Gap size

During the microscopic evaluation, the distance between the
proximal and distal stumps in each section was measured in
pm. The maximum distance between the proximal and distal
nerve stumps at the repair site of a single nerve was defined
as the gap size of the nerve.
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Surgical repair times

The time (in seconds) needed for end-to-end nerve coap-
tation using either two single-stitch sutures or fibrin glue
fixation was recorded for each nerve repair. The clock started
at the beginning of suturing or fibrin glue application and
finished when the last suture was complete or the fibrin clot
had formed and was stable.

Statistical analysis

Statistical significance of the compared Kaplan-Meier curves
was determined by the log-rank test. Statistical analysis of
the percentage of regenerating axons, the percentage of ar-
borizing axons, the number of branches per regenerating
axon and per arborizing axon, the gap size and the surgical
repair time was performed by Student’s t-test after testing
for normal distribution. Statistical comparison of the failure
rate was performed by the chi-square test. The significance
level was set at P < 0.05. IBM SPSS Statistics 22 software
(Ehningen, Germany) was used. Data are expressed as the
mean * SD.

Results

Regeneration distance

Fibrin glue coaptation was associated with longer regener-
ation distances after 7 days (Figures 1, 2) compared with
suture coaptation (P < 0.001) (Table 1).
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Figure 3 Percentage of regenerating axons and branching behaviour 7 days after surgery.

(A) The percentage of regenerating axons did not differ significantly between the two groups (P = 0.65). (B) Fibrin glue coaptation significantly in-
creased the number of arborizing axons (**P < 0.01). (C) The fibrin glue group had significantly more branches per regenerating axon within the
first 2 mm inside the distal nerve (**P < 0.01). (D) The number of branches per arborizing axon did not differ significantly between the groups (P
=0.052). Data are expressed as the mean + SD. Student’s t-test was used to analyze the intergroup difference.
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Figure 4 Gap size at the repair site at 7 days after surgery.

Gap size was 106.2 + 9.57 um in the fibrin glue group, and 90.6 + 9.08
pum (P = 0.25) in the microsuture group. Student’s (-test was used for
statistical comparisons. Data are expressed as the mean + SD.

Percentage of regeneration and arborizing axons
With regard to the percentage of regenerating axons, the fig-
ures were 36.1 + 4.63% in the fibrin glue group and 33.5 +
3.33% in the suture group without significant difference (P
= 0.65; Figure 3A).

The percentage of arborizing regenerating axons was 42.5
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Figure 5 Surgical repair with fibrin glue versus microsutures for
sciatic nerve regeneration at 7 days after surgery.

The mean surgical repair time with fibrin glue was significantly shorter
than with microsutures (****P < 0.0001). Student’s i-test was used for
statistical comparisons. Data are expressed as the mean + SD.

* 2.7% in the fibrin glue group and 32.13 £ 2.26% in the su-
ture group (P < 0.01; Figure 3B).

Branches per regenerating and arborizing axon
The branches per regenerating axon were significantly in-
creased in the fibrin glue group (0.51 * 0.02) compared
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with the suture group (0.37 + 0.03; P < 0.01; Figure 3C).
Fibrin glue produced 1.20 + 0.05 branches per arborizing
axon, while the sutures achieved 1.08 + 0.03 (P = 0.052;
Figure 3D).

Coaptation failure, coaptation gap size, surgical repair
time

Coaptation failure did not occur in either of groups. Both
groups exhibited a comparable gap size (P = 0.25), which
measured 106.2 + 9.57 pm in the fibrin group and 90.6 £ 9.08
um in the suture group (Figure 4). Finally, the time needed to
perform a nerve repair with fibrin glue (63.9 + 4.75 seconds)
was significantly less than the time needed to perform the
same procedure with sutures (187.5 £ 4.71 seconds; Figure 5).

Discussion

Ever since fibrin glue was introduced in the 1970s, its use
in peripheral nerve coaptation has been increasing (Bertelli
and Mira, 1993). However, evidence of its benefit compared
with microsutures (the gold standard of nerve repair) is
scant and conflicting (Isaacs et al., 2008). Investigations have
focused on comparisons of the following parameters: histo-
pathological reaction at the repair site, time of regeneration,
functional outcome, electrophysiological parameters, tensile
strength, gap formation, coaptation failure rate, and repair
time (Egloff and Narakas, 1983; Boedts, 1987; Smahel et al.,
1987; Narakas, 1988; Inaloz et al., 1997; Menovsky and Beek,
2001; Martins et al., 2005; Ornelas et al., 2006a, b; Nishimura
etal., 2008).

Our results reveal no significant difference in coaptation
failure rate and gap size at the repair site. The literature on
failure rates is contradictory. Maragh et al. (1990) found a
failure rate of 13% after fibrin glue repair and zero after mi-
crosuture repair in a rat model. These results were confirmed
by some scholars (Suri et al., 2002; Martins et al., 2005; Or-
nelas et al., 2006b; Nishimura et al., 2008). Measurements
of these parameters have shown advantages of microsuture
over fibrin glue repair in cadaveric studies and rabbit models
(Temple et al., 2004; Isaacs et al., 2008). However, Cruz et al.
(1986) found that using fibrin alone led to 80% dehiscence
in a rat sciatic nerve transection model. This inconsistency
in the results may be explained by variations in the animal
models.

Differences in the species used, the size and specific loca-
tion of the nerve, the number of stitches needed, the amount
of suture material used, the stability of the epineurium, and
the forces acting on the coaptation make it almost impossi-
ble to compare the results. Nevertheless, most study groups
showed an increased rate of fibrosis, inflammation and gran-
uloma formation several weeks and months after microsu-
ture repair (Maragh et al., 1990; Myles et al., 1992; Povlsen,
1994; Menovsky and Beek, 2001; Martins et al., 2005; Or-
nelas et al., 2006b). Most of the studies revealed comparable
or better functional and electrophysiological results after
fibrin glue repair (Boedts, 1987; Maragh et al., 1990; Inaloz
et al., 1997; Suri et al., 2002; Martins et al., 2005; Ornelas
et al., 2006b). We showed that significantly less time was
needed to perform a nerve repair using fibrin glue (Ornelas
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et al., 2006b). However, it is currently unclear whether this
is relevant in routine clinical settings and cases of extensive
nerve trauma (Ornelas et al., 2006a; Sameem et al., 2011).

No data exist on how each method of nerve repair might
influence the morphological aspects of early peripheral
nerve regeneration, such as arborization and branching. We
found that fibrin glue repair was associated with an increase
in regeneration distance and percentage of arborizing axons
compared with suture repair. The two methods produced
no differences in the number of branches per arborizing
axon and none in the number of regenerating axons crossing
the repair site. The scope of this study does not extend to
investigating whether or not these results are due to a prob-
able reduction in inflammation/scarring or to fibrin glue
components activating pro-regenerative molecular mech-
anisms. As stated above, no difference was seen in the gap
size of the repair site. Previous investigations showed that
there was no correlation between gap size at the repair site
and degree of arborization (Witzel et al., 2005). However,
the increased distance that regenerating axons travelled into
the distal aspect of the nerve is in line with other results that
showed faster axonal regeneration after fibrin glue repair
(Egloff and Narakas, 1983; Boedts, 1987; Smahel et al., 1987;
Narakas, 1988; Inaloz et al., 1997; Menovsky and Beek, 2001;
Martins et al., 2005; Ornelas et al., 2006a, b; Nishimura et al.,
2008). Furthermore, the increased percentage of arborizing
axons could be another explanation for better functional and
electrophysiological results after fibrin glue repair (Boedts,
1987; Maragh et al., 1990; Inaloz et al., 1997; Suri et al., 2002;
Martins et al., 2005; Ornelas et al., 2006b). Balanced branch-
ing might in itself be a substrate to increase regeneration
specificity. Given the limited length of the nerve graft used in
the mouse model, this study could only investigate the effects
during the very early stages of regeneration. Predicting the
subsequent and final functional results of repair should be the
object of further investigations.

Nevertheless, fibrin glue seems to be a promising alterna-
tive to microsuture in cases of peripheral nerve coaptation.
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2.6 Elektrische Nervenstimulation erhdht das axonalédofisierungsverhalten nach

Nerventransplantation im Mausmodell ohne EinfluRf alie Regenerations-

geschwindigkeit.

Als eines der ersten Probleme, welches ein regenerierendes Axon zu bewaéltigen hat, ist das
Uberqueren der Reparationsstelle anzusehen. Dieser sequentiell stattfindende ProzeR, der
auch als ,gestaffelte Regeneration” (staggered regeneration) bezeichnet wird, resultiert in
einer verlangerten Frihphase der axonalen Regeneration. Gordon et al. beschrieben
erstmalig, dal? direkte elektrische Stimulation (1 Stunde, 20Hz) eines durchtrennten Nerven
in der Lage ist, diese Verzégerung zu mindern [96]. Zusatzlich zeigen hierbei motorische
Axone nach Uberqueren der Reparationsstelle ein gezielteres Auffinden von Kkorrekt
zugeordneten Schwann’schen Zellen im distalen Nervenstumpf. Die als ,praferentielle
motorische Reinnervation* (preferential motor reinnervation — PMR) bezeichnete
Eigenschaft regenerierender motorischer Axone wird durch elektrische Stimulation noch
verstarkt. Somit tragt dieses Verfahren zur Steigerung der Spezifitat regenerierender Axone
bei [97]. Wenig spater war es moglich zu zeigen, dald diese Spezifitdtssteigerung, also die
Zunahme richtiger Axon-Schwannzell-Zuordnungen, hieriber 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, dal3 diese
kurze und direkte Nervenstimulation zu einer Erhdhung von BDNF und seines Rezeptors
TrkB fuhrt. Gleichzeitig wird im Hinter- wie auch im Vorderhorn des Rickenmarks die
Konzentration des regenerationsassoziierten Gens GAP-43 gesteigert. Bei der Betrachtung
motorischer Axone wurde festgestellt, daf3 sie nicht alle einen regenerationsférdernden
Effekt erhalten. Untersuchungen ergaben, dal3 diese proregenerativen Wirkungen der
direkten elektrischen Nervenstimulation nur solche Fasern positiv beeinfluf3t, die in der Lage
sind, eine Expressionssteigerung von Polysialinsauren herbeizufihren [28, 96].
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3 Diskussion und Zukunftsper spektiven

Ramon y Cajal beschrieb 1928 erstmalig, dal3 die axonale Innervation des distalen
Nervenstumpfes nach traumatischer L&sion nicht in einem einzigen Schub stattfindet [7].
Mit Hilfe von radioaktiv markierten [100, 101] und retrograden [97, 102] Anfarbmethoden
konnten in jungerer Zeit diese Ergebnisse bestatigt werden. Die distale Reinnervation wird
heute auch als ,gestaffelter Prozess” (staggered regeneration) bezeichnet. Die hier
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal3 mit der Moglichkeit, einzelne Axone in ihrem Verlauf
zu verfolgen, diese verzogerte frihe axonale Regeneration exakt quantifiziert werden kann.
Eine Woche nach Nervenkoaptation haben erst 25% der proximal zur Verfligung stehenden
Axone die Reparationszone Uberquert, von denen bereits die Halfte mehr als 3 mm in den
distalen Nervenstumpf hineingewachsen ist [16]. Unterschiedliche Schlul3folgerungen
kénnen hieraus resultieren: Zum einen differieren unterschiedliche Neurone sehr stark in
ihrer Moglichkeit, die Reparationszone zu Uberwinden. Dariiber hinaus wissen wir um
komplexe Veranderungen des extrazellularen Milieus in der Reparationszone wahrend der
frihen Phase nach Nerventranssektion. Somit werden zu verschiedenen Zeitpunkten
regenerierende Axone auch auf sehr unterschiedliche Umgebungscharakteristika stol3en,
auf Basis derer sie dann Entscheidungen zur Wegfindung treffen miissen. Neurone, die sehr
zeitig regenerieren, senden ihre axonalen Auslaufer in eine Zone zwischen den
Nervenstimpfen, die nahezu frei ist von Laminin, als starken proregenerativen Faktor [103].
Zusatzlich finden sich inhibitorische Substanzen [14]. Grundsatzlich unterliegt diese Zone
zwischen den Nervenstiimpfen innerhalb der friihen Phase der Regeneration dramatischen
Veranderungen. 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 verdndern sich von einer anfanglich myelinisierenden zu einer

proliferierenden Gestalt [32], und proregenerativ wirkende Wachstumsfaktoren werden in
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ihrer Expression hochreguliert [107]. Ziel konnte es somit sein, regenerierende Axone
zeitabhangig mit einer Auswahl an Hinweisen auszustatten, die sie in die Lage versetzen,
richtige Axon-Schwannzell-Zuordnungen einzugehen [1, 12].

Regenerierende Axone, die das erste grol3e Hindernis, die Koaptationszone, Giberwunden
haben, verhalten sich in morphologischer Hinsicht auf zwei unterschiedliche Art und Weisen
gegenuber dem distalen Nervenstumpf, wie unsere Untersuchungen gezeigt haben:
Einzeln regenerierende Axone durchqueren die Reparationszone beinahe in einer geraden
Ausrichtung. Kurz von der Schnittflache des distalen Nervenstumpfes, also bevor sie eine
Schwann’sche Zelle wéahlen, in die sie eintauchen, erleben sie in ihrem Verlauf eine laterale
Abknickung. Einige verzweigen sich noch in eng anliegende Aste. Durch dieses Verhalten
sind sie funf wie sieben Tage nach Nerventransplantation in der Lage aus bis zu 142
Schwann’schen Zellenden auszuwéhlen.

Alternativ dazu konnen 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
auszuwahlen.

Bei dieser Einteilung kommt es unvermeidlich zu Ubergangsphanomenen, die eine
eindeutige Zuordnung erschweren. Die limitierte Beurteilung beruht nicht zuletzt auf der
Tatsache, dal3 mit diesem gewdahlten Modell und der dadurch zur Verfiigung stehenden nur
statischen Auswertungsmethode ein dynamisches Bild sicher nicht umfassend abgebildet
werden kann. Nichtsdestotrotz kdnnen diese Ergebnisse zeigen, dal3 regenerierende Axone
unterschiedlicher Morphologie offensichtlich immer potentiellen Zugang zu einer Vielzahl
von distal gelegenen Schwann’schen Zellen haben [16].

Uberraschenderweise zeigen unterschiedliche Beeinflussungen, von biochemischen bis zu
elektrophysiologischen, sowohl lokal als auch systemisch appliziert, konstante

Ahnlichkeiten in der Morphologie axonalen Verhaltens [16-22]. Die auffalligste
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Gemeinsamkeit betrifft das sich anpassende Arborisierungsverhalten. Die weiteren oben
beschriebenen morphologischen Details innerhalb der Reparationsstelle @nderten sich
wahrend den verschiedenen Untersuchungsmodalitdten nicht. In allen hier prasentierten
Studien ergab die jeweilige Beeinflussung der Regeneration im gewahlten Mausmodell stets
einen Anstieg des Prozentsatzes arborisierender Axone. Die topische Blockung von IL-6 an
der Koaptationsstelle, sowohl durch einen Antikdrper oder ein knock-out-Transplantat
erreicht, fihrte zum Beispiel zur Erh6éhung des Anteils arborisierender Axone (Anti IL-6Ra
vs. Kontrolle: 52% + 6% vs. 40% + 7%; |I-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 ahnliche 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 Verhaltnis der ausgebildeten Aste pro
arborisierendem Axon nahezu konstant. Die Anzahl der gebildeten Aste 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; II-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 &nderte sich diesbezlglich
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].

SchlulRfolgerungen von der Morphologie zur Funktion, wie Ramon y Cajal es propagierte,
ergeben heterogene Erklarungsversuche hinsichtlich des Verhaltens regenerierender

Axone und lassen immer noch Raum fiir Spekulationen [16].
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Das Arborisierungsphanomen per se wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es wird
angenommen, daf’ exzessives Aufzweigen einzelner Axone, welches h&ufig mit Vernarbung
an der Reparationsstelle und einer schlechten Ausrichtung der Nervenstiimpfe zueinander
vergesellschaftet ist, zu negativen Folgen flihrt [108]. Dies beinhaltet zum Beispiel eine
fehlgeleitete Innervation antagonistischer Muskeln, die Polyinnervation und die dadurch
resultierende VergrofRerung von motorischen Einheiten [109-112]. Es konnte aber gezeigt
werden, dald solche Phanomene meistens passager auftreten, jedoch fir eine langere Zeit
andauern. Letzteres konnte eine Erklarung fir die widersprichlichen 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 gréRere Anzahl kann durch das
Arborisierungsverhalten erklart werden. Dieser Status persistiert in der Regel fir mindestens
ein Jahr nach Verletzung. Nach ungefahr 2 Jahren regulieren sich die Axonzahlen wieder
auf den Ausgangswert ein [113-115]. Aste von nicht-myelinisierten Nerven bestehen fiir eine
besonders lange Zeit [116]. Man nimmt an, daR die zeitliche Reduktion der Anzahl der Aste
mit der Nervenreifung, der axonalen Feinausrichtung und der Reduktion von Fehlleitungen
zusammenhangt. Dies konnte mit Hilfe von Experimenten durch retrograde
Anfarbungstechniken Uberprift und bestatigt werden [113-115].

Die Morphologie arborisierender Axone legt einen Mechanismus zur axonalen Wegfindung
nahe, der individuellen sich nicht astelnden Axonen nicht zur Verfiigung steht, und zwar die
gleichzeitige Interaktion mit einer Vielzahl von mdoglichen distalen Pfaden, um den
geeignetsten herauszufinden [16]. Retrograde Anfarbuntersuchungen regenerierender
Axone sowohl im sensiblen als auch motorischen Ast des Nervus femoralis bestétigen diese
Hypothese. Kurz nach Nervennaht im proximalen Anteil des Nervus femoralis zeigen sich
motorisch Aste 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 fihrte zur
Hypothese der selektiven Ruckkirzung falsch projizierter Axone als einen Mechanismus der
praferenziellen 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 konnte sich das
Arborisierungsverhalten, wie unter den hier aufgezeigten verschiedenen Bedingungen im
Ergebnis darstellt, als eine Grundlage zur Spezifitdtsgenerierung regenerierender Axone
erweisen. Der Reiz, der die Riickkiirzung von falsch geleiteten Asten provoziert, ist bisher
noch nicht bekannt. Unterschiedliche Ansatze werden hierzu in der Literatur diskutiert. 1984
etablierten Smalheiser und Crain das Konzept der ,konkurrierenden Axonaste” (,sibling
neurite bias“), mit dessen Hilfe die Koordination in der axonalen Elongation, die
Arborisierung und daraufhin folgende Ruickkiirzung einzelner Aste beschrieben wird [118].
In deren Modell wird gezeigt, daR die Lebensdauer mehrerer Aste eines regenerierenden
Neurons limitiert ist. Dies wird anhand zweier Konkurrenzsituationen erklart. Auf der einen
Seite befinden sich diese axonalen Aste sowohl in einer ,intrazellularen Konkurrenz* um
Energieressourcen als auch in einer ,extrazellularen Konkurrenz* um trophische und
extrazellulare Faktoren.

Betrachtet man die Entwicklung des Nervensystems wahrend der Embryogenese, so
kénnten Gemeinsamkeiten zu Regenerationsprozessen im Erwachsenen beschrieben
werden. In der frihesten intrauterinen Entwicklung wird die axonale Arborisierung mit der
sich anschlieRenden Riickkiirzung einzelner Aste als Feinabstimmung der jeweiligen zu
erzielenden Funktion und Spezifitdit angesehen [119-121]. Hiertuber werden fehlerhafte
synaptische Kontakte reduziert [119, 121-126]. Hiernach ist die Anzahl axonaler Aste eines
einzelnen Neurons von dessen Produktions- und Transportkapazitat verschiedener

Substanzen abhangig [127-129].
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Das Ausbilden von Asten 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 konnen somit keine exakten Verhaltnisse von arborisierenden zu nicht-
arborisierenden Axonen beschreiben, oder den Grad bei welchem Arborisierung auftritt.
Selbst Anfarbuntersuchungen kénnen dies nicht genau abbilden [102]. Basierend auf dem
entwickelten Mausmodell prasentieren die hier beschriebenen Versuche erstmalig

systematisch das Arborisierungsverhalten einzelnen Axone.

Ausblick

Ein durchtrennter peripherer Nerv wird heute im klinischen Alltag vom chirurgisch tatigen
Arzt mit Nadel und Faden zusammengefigt. Dies geschieht in vergleichbarer Art und Weise
wie es seine Vorganger 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
guantifizierten morphologischen Details, wie die laterale Wanderung oder das Arborisieren
von regenerierenden Axonen, erklaren eindricklich die Limitationen einer solchen rein
chirurgischen Nervenreparatur. Eine mikroskopisch kleine Liicke trennt den proximalen vom
distalen Nervenstumpf und verhindert damit den Kontakt der sich gegeniber stehenden
Basalmembranen der Schwann’schen Zellen. Die regenerierenden Axone mussen diese
,Hurde" Gberqueren, um dann einen geeigneten distalen Pfad zum richtigen Erfolgsorgan
auszuwahlen. Um die funktionellen Ergebnisse zu verbessern, missen wir tber 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 moglicher distaler Pfade, konnte in verschiedenen
regenerationsférdernden Ansatzen hier demonstriert werden. In wieweit hierliber auch eine
Verbesserung der richtigen Projektionen erreicht werden kann, gilt es zuklnftig zu

Uberprufen.
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4 Zusammenfassung

Eine Vielzahl von molekularen und zellularen Prozessen hat EinfluR 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 ihnrer 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 frihe Regenerationsprozess lauft gestaffelt ab, eine Woche nach
Nervennaht haben erst 25% der regenerierenden Axone die Reparations-stelle Uberquert.
Danach treffen sie in zwei fundamental unterschiedlichen Art und Weisen auf den distalen
Nervenstumpf: neben individuell Gberquerenden Axonen, die vor dem Eintauchen in eine
distale Schwann’sche Zelle eine laterale Deviation ihres Verlaufes erfahren, gibt es eine
grol3e Anzahl von Axonen, die hier arborisieren. Einzeln regenerierende Axone kdnnen aus
Uber 100 moglichen Schwann’schen Zellen ihren distalen Regenerationsweg wéhlen. 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 Versuchsansatze zur
Beeinflussung der axonalen Regeneration ergaben in morphologischer Hinsicht immer eine
Steigerung des Anteils der sich arborisierenden Axone. Demgegentiber blieb die Anzahl der
Aste pro arborisierendem Axon konstant. Die Morphologie arborisierender Axone legt einen
Mechanismus zur axonalen Wegfindung nahe, der individuellen, sich nicht &stelnden
Axonen nicht zur Verfigung steht, und zwar die gleichzeitige Interaktion mit einer Vielzahl
von moglichen distalen Pfaden, um den geeignetsten herauszufinden. Dieses und die im
weiteren Verlauf stattfindende Rickkirzung solcher Kollateraldste (collateral pruning),

kénnten insgesamt zur Erh6hung der Spezifitat bei der Regeneration beitragen.
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gro3e Toleranz und ihr Vertrauen. Ohne ihr Verstandnis wére diese Arbeit nicht

gelungen.
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Eidesstattliche Erklarung

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

- weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wurde,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstandig in der
Habilitationsschrift angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité - Universitditsmedizin Berlin zur
Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser

Satzung verpflichte.

Datum Dr. med. Christian Witzel
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