Aus dem Institut fir Physiologie
(Direktoren: Prof. Dr. rer. nat. Thomas Baukrowitz und
Prof. Dr. med. Markus Bleich)

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

THERMO- UND MECHANOSENSIBILITAT
AFFERENTER UND EFFERENTER AXONE DES
N. SURALIS DER RATTE

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
MAREK STRUCK

aus Kiel

Kiel 2012






Aus dem Institut fur Physiologie
(Direktoren: Prof. Dr. rer. nat. Thomas Baukrowitz und
Prof. Dr. med. Markus Bleich)

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

THERMO- UND MECHANOSENSIBILITAT
AFFERENTER UND EFFERENTER AXONE DES
N. SURALIS DER RATTE

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
MAREK STRUCK

aus Kiel

Kiel 2012



1. Berichterstatter: Prof. Dr. Wilfrid Janig

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Wasner

Tag der mindlichen Prifung: 06.11.2013



Diese Arbeit sei meinen lieben Eltern und all denjenigen
gewidmet, die mich durch ihre Liebe und Kraft untersttitzt
haben.



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 1
2. Material und Methoden 8
2. L QUEESCNI S ON 8
2.2. Operative Vorbereitung des Tieres am Versuchstag.____.. . .. . . ... 9
2.3, VrSUCNSAD AUT 10
2.4. Elektrophysiologische Datenerhebung 11
2.5. Elektrische Identifikation der Nervenfasern____ . . . o 12
2.6. Testung der Mechanosensibilitat 14
2.7. Testung der Thermosensiilitat 15
2.8. Postexperimentelle Datenanalyse. 17
3. Ergebnisse 19
3.1. Leitungsgeschwindigkeiten von A- und C-Fasern____ . 21
3.2. Charakterisierung afferenter Nervenfasern 24
3.2.1. Axonale Hitzesensibilitdt — Akut-Kohorte 24

3.2.2. Axonale Hitzesensibilitdt — Chronisch-Kohorte .. . . ... 25

3.2.3. Axonale Kaltsensibilitat — Akut-Kohorte______ . 31

3.2.4. Axonale Kaltsensibilitat — Chronisch-Kohorte 31

3.3.

3.4.

3.2.5. Axonale Kaltsensibilitat — Typ-1- und Typ-2-kaltsensible Afferenzen_36
3.2.6. Mechanosensibilitat 37

Vergleich der funktionellen Eigenschaften von A- und C-Fasern nach

akuter oder chronischer Nervenlasion 38
Postganglionare Vasokonstriktorneurone ... 39
3.4.1. Spontanaktivitat 39
3.4.2. Kardiale Rhythmik____ . 40
3.4.3. Barorezeptorreflexe 41

3.4.4. Reflexantworten auf noxische Reize 43



4. Diskussion 46

4.1. Zusammensetzung des N. suralis — Anteil der axonal erregbaren Fasern

an den elektrisch identifizierten Fasern. 46
4.2. Axonale Thermosensibilitat - Allgemeines. 50
4.2.1. Axonale Hitzesensibilitat 51
4.2.2. Axonale Kaltsensibilitat 53
4.3. Axonale Mechanosensibilitat 54
4.4. Postganglionare Vasokonstriktorneurone - Spontanaktivitat 55

4.5. Postganglionare Vasokonstriktorneurone —Reflexantworten auf noxische

5. Zusammenfassung 59
6. Literaturverzeichnis 61
7. Wissenschaftliche Beitrage 69

8. Danksagungen 70




1. Einleitung

"Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Geflhlserlebnis, das mit einer
tatsachlichen oder potentiellen Gewebeschadigung einhergeht beziehungsweise mit
Begriffen einer solchen Schadigung beschrieben wird." So lautet die Definition flr
Schmerz, die die International Association for the Study of Pain (IASP) 1979

formuliert hat.

Schmerz ist seit jeher das Hauptmotiv fir den Arztbesuch und hat in Folge einer
potentiellen oder tatsadchlichen Gewebeschadigung eine warnende Funktion. Tritt er
ohne einen adaquaten noxischen Reiz auf, persistiert und chronifiziert, wird der

Schmerz selbst zur Krankheit.

Unter normalen Umstanden werden noxische Ereignisse von unmyelinisierten (C-
Fasern) oder diinn myelinisierten (Ad-Fasern) Nervenfasern an hohere Zentren des
Gehirns vermittelt. Eine besondere Form des Schmerzes ist der neuropathische
Schmerz, der auf eine direkte Schadigung des peripheren oder zentralen
Nervensystems zuriickzufiihren ist. Ursache kann eine virale Infektion (wie beim
Zoster ophthalmicus), eine Polyneuropathie, eine Querschnittslahmung oder eine
periphere Nervenlasion sein. Nach der L&sion eines peripheren Nervs treten
Symptome auf, die sich durch die beteiligten anatomischen Strukturen und
pathophysiologischen Vorgange erklaren lassen. Im Folgenden werden zunachst die
relevanten anatomischen Strukturen anhand des N. suralis der Ratte beschrieben,
da dieser fur die vorliegende Arbeit untersucht wurde. Im Anschluss werden

pathophysiologische Vorgange, die nach einer Nervenlasion stattfinden beschrieben.

Der N. suralis der Ratte enthalt 1500 unmyelinisierte sympathische,
1100 myelinisierte afferente und 2800 unmyelinisierte afferente Axone (Schmalbruch
1986). Weiterhin sind auch ca. 80 myelinisierte efferente Axone beschrieben, auf die
im Folgenden nicht eingegangen werden soll, da sie fur diese Arbeit keine Rolle
spielen (Peyronnard & Charron 1982). In der Arbeit von Baron et al. (1988) werden

demgegentber 590 sympathische und 3610 afferente Axone geschétzt.

Bei dem Uberwiegenden Teil der unmyelinisierten sympathischen (postganglionéren)

Axone handelt es sich um Axone von Vasokonstriktorneuronen. Diese Neurone

zeigen eine spontane, rhythmische Aktivitdt (kardio- oder respirationsabhéangige

Rhythmik, Gregor et al. 1977; Janig 1988; Habler et al. 1993; Habler et al. 1994;
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Johnson & Gilbey 1996; Habler et al. 1999). Weiterhin zeichnen sie sich durch
Reflexmuster aus, bei der die spontane Aktivitat inhibiert wird. Diese Inhibition kann
durch noxische Reizung der Haut ausgelést werden und fuhrt zu einer ipsilateralen
Vasodilatation (Lovén 1866; Janig 1985). Auch durch die Erhéhung des
intraarteriellen  Druckes wird die Spontanaktivitdit UGber die arteriellen
Barorezeptorreflexe gehemmt (Blumberg et al. 1980). Dieses Ph&nomen ist bei
kutanen Vasokonstriktorneuronen allerdings deutlich geringer ausgepragt (und bei
manchen kutanen Vasokonstriktorneuronen nicht vorhanden) als bei muskularen
Vasokonstriktorneuronen (Habler et al. 1993; Habler et al. 1994). Durch Stimulation
von arteriellen Chemorezeptoren (z.B. durch Injektion von CO, gesattigter
Kochsalzlésung in die A. carotis in die Nahe des Glomus caroticum oder durch
Hypoventilation) zeigen die meisten kutanen postganglionaren Neurone ebenfalls
eine Hemmung der spontanen Aktivitat. Neurone, die eine solche Reflexantwort
auspragen, innervieren vermutlich arterielle Blutgefal3e, die fur die Thermoregulation
wichtig sind, und Kapazitatsgefafl3e. Die meisten muskularen und eine kleine Fraktion
der kutanen postganglionaren Neurone werden im Gegensatz dazu durch eine
Hyperkapnie erregt. Diese innervieren vermutlich Widerstandsgefaf3e (Blumberg et
al. 1980).

Der Grof3teil der myelinisierten Afferenzen ist mechanosensibel fur Druck und
Beruihrung. Diese lassen sich in stark myelinisierte (AB-) und diinn myelinisierte (Ad-)
Fasern gliedern. Bei den stark myelinisierten Fasern handelt es sich um schnell
adaptierende (assoziiert mit Haarfollikeln, Meissner- oder Pacini-Kérperchen) oder
langsam adaptierende (assoziiert mit Merkel-Zellen oder Ruffini-Kdrperchen)
mechanosensible Nervenfasern mit niedriger Reizschwelle. Die diinn myelinisierten
Fasern setzen sich einerseits aus hochschwelligen mechanosensiblen (nozizeptiven)
Fasern und niederschwellige Afferenzen, die D-Haare innervieren, zusammen
(Koltzenburg et al. 1997; Treede 2010).

Die unmyelinisierten afferenten Axone (C-Fasern) lassen sich in drei funktionelle
Gruppen aufteilen (Gorodetskaya et al. 2009; Grossmann et al. 2009a; Grossmann
et al. 2009b; Janig, W. et al. 2009):



(1) Kaltsensible  Afferenzen, die sich wie nicht-nozizeptive Neurone
verhalten (Typ-1-kaltsensible Neurone)

Diese Neurone zeigen eine niedrige Reizschwelle auf Kéltereize und sind selten
zusatzlich hitzesensibel. Als Transduktionsmolekil der Typ-1 kaltsensiblen C- und
Ad-Fasern gilt dabei der Menthol-/Icillin-sensitive TRPM8-Rezeptor (McKemy et al.
2002; Story et al. 2003; Bandell et al. 2004; Madrid et al. 2006; Bautista et al. 2007).
Kirzlich wurde gezeigt, dass Typ-1-kaltsensible afferente Nervenfasern durch
Menthol spezifisch erregt werden koénnen (Teliban et al 2012 eingereicht).
Typ-1-kaltsensible afferente Neurone werden durch Erwadrmung gehemmt, sehr

wenige werden durch Erhitzung erregt. Sie sind nicht mechanosensibel.

(2) Kaltsensible Neurone, die sich wie nozizeptive Neurone verhalten

(Typ-2- kaltsensible Neurone)

Neurone dieser Art haben eine hohe Reizschwelle auf Kaltreizung und sind
zusatzlich meist hitzesensibel und/oder mechanosensibel. Diese Subpopulation von
C-Fasern (polymodale nozizeptive C-Fasern) ist moglicherweise an der
Wahrnehmung von noxischen Kaltreizen beteiligt (Campero et al. 1996;
Gorodetskaya et al. 2003). Das Transduktionsmolekul, das fur diese Sensibilitat
diskutiert wird, ist der TRPALl-Rezeptor. Dieser Rezeptor lasst sich durch die
Agonisten Zimtaldehyd oder Senf-Ol aktivieren (Story et al. 2003; Bandell et al. 2004;
Jordt et al. 2004; Karashima et al. 2009). Niedrige Dosen von Menthol sollen den
TRPA1-Kanal ebenfalls aktivieren, wahrend er durch hohe Dosen Menthol blockiert
wird (Karashima et al. 2007). Viele kaltsensible Neurone exprimieren allerdings
weder TRPM8 noch TRPA1 (Munns et al. 2007), sodass zu vermuten ist, dass es
noch weitere Rezeptoren geben muss, die an der Transduktion von Kalte beteiligt
sind. Die meisten Typ-2-kaltsensiblen Afferenzen konnen auch durch noxische

Hitzereizung und durch noxische mechanische Reize erregt werden.

(3) Nicht-kaltsensible Neurone, die auf Hitze und/oder mechanische Reize

reagieren

Die meisten Vertreter dieser Art sind polymodal und kdnnen in weitere Untergruppen
eingeteilt werden. Sie reagieren selektiv auf Hitze, auf Hitze- und mechanische Reize
oder nur auf mechanische Reize (Kress et al. 1992; Leem et al. 1993). Die
Hitzesensibilitdt ist vermutlich auf den Capsaicin-sensitiven TRPV1-Rezeptor

zurUckzufuhren (Caterina et al. 1997; Caterina 2007). Dieser Rezeptor ist an einen
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unselektiven Kationenkanal gekoppelt, der auf die neuronale Plasmamembran bei
einer Temperatur von Uber 42°C depolarisierend wirkt. Der TRPV1-Kanal wurde
sowohl im Axoplasma, in Transportvesikeln, als auch in der Plasmamembran von
unmyelinisierten C-Fasern nachgewiesen (Bernardini et al. 2004). Auch TRPV3 und
TRPV4 scheinen dabei eine Rolle zu spielen, wobei ihr tatsachlicher Beitrag zur
Hitzesensibilitdt eher gering eingeschéatzt wird (Huang et al. 2011). Dartber hinaus
wird der Beitrag von TRPV2 zur Hitzeperzeption diskutiert (Lawson et al. 2008).

Wird ein peripherer Nerv geschadigt, kommt es zunéchst zu degenerativen
Veranderungen (Wallersche-Degeneration). 30-60% der kutanen unmyelinisierten
afferenten Nervenfasern sterben ab. Von dieser Degeneration sind auch die
sympathischen postgangliondren Neurone betroffen. Wird demgegentber ein
Muskelnerv geschadigt, &ndert sich die Zahl der afferenten Neurone mit
unmyelinisierten Axonen nicht (Janig & McLachlan 1984; Vestergaard et al. 1997;
Hu, P. & McLachlan 2003).

Ein weiteres Phanomen, das nach Nervenlasionen (Durchtrennung, Quetschung,
Ligatur) auftritt, ist die sog. ektope Aktivitdt. Darunter versteht man zwei
verschiedene Sachverhalte. Einerseits handelt es sich dabei um die Erregbarkeit
eines afferenten Neurons durch physiologische Stimuli an einem Ort, der nicht
seinen physiologischen rezeptiven Enden entspricht (Koschorke et al. 1991;
Gorodetskaya et al. 2003; Gorodetskaya et al. 2009); andererseits kdnnen priméar
afferente Neurone nach Lasion ektope spontane Aktivitat entwickeln (Michaelis et al.
1995; Blenk et al. 1996; Michaelis et al. 1997; Michaelis et al. 1998; Rivera et al.
2000; Gorodetskaya et al. 2003). Art und Muster der ektopen Aktivitat hangen dabei
vom Typ der geschadigten Nervenfaser ab (Blumberg & Janig 1984) und sie tritt
bereits innerhalb von 24 Stunden nach einer Nervenlasion auf (Blenk et al. 1996).
Nach Durchtrennung oder Ligatur lassen sich viele afferente Nervenfasern durch
mechanische und/oder thermische Stimulation am Lasionsort erregen (Blumberg &
Janig 1984; Michaelis et al. 1995; Blenk et al. 1996; Michaelis et al. 1999). Diese
ektope Erregbarkeit findet sich sowohl nach der Quetschung des Nervs als auch
nach manueller Readaptation mit Nervennaht distal der L&sionsstelle, wenn die
unterbrochenen Axone wieder aussprossen (Gorodetskaya et al. 2003;
Gorodetskaya et al. 2009; Grossmann et al. 2009a; Grossmann et al. 2009b; Janig,
W. et al. 2009).



Nach Nervenverletzungen werden unter dem Einfluss entziindungsrelevanter
Zytokine (Tumornekrosefaktor [TNF]-a, Interleukin [IL]-1, [IL]-6) (Watkins & Maier
2002) vermehrt inflammatorische Mediatoren wie Prostaglandin E; (PGE-)),
Bradykinin, Serotonin und Histamin im perineuralen Gewebe gefunden (Richardson
& Vasko 2002). Diese kdnnen spontane ektope Aktivitat hervorrufen oder verstarken
(Eliav et al. 2001; Dilley & Bove 2008b; Grossmann et al. 2009b), wobei der
Unterbrechung des axonalen Transportes eine entscheidende Rolle zugewiesen wird
(Devor & Govrin-Lippmann 1983; Amano et al. 2001; Armstrong et al. 2004). So
entwickeln nach Applikation von Kolchizin oder Vinblastin etwa '/3 der intakten
nozizeptiven C-Fasern axonale mechanische Sensibilitat (Dilley & Bove 2008a).
Nach der Verletzung eines Nervs werden vermehrt Transduktionsmolekile,
lonenkanédle und Rezeptoren fir inflammatorische Mediatoren in die neuronale
Plasmamembran eingebaut, was zu einer Induktion und zur Unterhaltung von
neuropathischem Schmerz fuhren kann. So nehmen z. B. die TNF-a-Konzentration
und die Dichte von TNF-a-Rezeptoren nach Verletzung peripherer Nerven im
Spinalganglion zu (Schafers et al. 2003; Ohtori et al. 2004). Aul3erdem werden die
hitze- bzw. kaltsensiblen ionenkanalgekoppelten Rezeptoren TRPV1 (Hudson et al.
2001; Hong & Wiley 2005) und TRPA1 (Obata et al. 2005) nach L&sion vermehrt
gebildet. Dies kann die periphere Grundlage fur die Entwicklung von Kalte- bzw.
Hitzehyperalgesie bei Patienten mit neuropathischen Schmerzsyndromen darstellen.
Es é&ndert sich auch das Expressionsmuster von spannungsabhangigen
Natriumkanélen. Es kommt zu einer Herabregulierung der Na,1.8 und Na,1.9 Kanéle
und einer verstarkten Transkription des Na,1.3 Kanals (Waxman et al. 1994; Dib-Hajj
et al. 1996; Hains et al. 2003). Dieser Kanal scheint dabei eine Schlusselrolle bei der
Entstehung spontaner ektoper Aktivitat zu spielen (Hains et al. 2003; Wood et al.
2004). Anhaufungen dieser Natriumkanale kdonnen die Schwelle zur Bildung von
Aktionspotentialen erniedrigen und so zur Entstehung spontaner ektoper Aktivitat
beitragen (Omana-Zapata et al. 1997). Der Ursprung dieser Aktivitat kann dabei am
Lasionsort selbst sein (Janig, W. 1988; Devor & Seltzer 1999), ein Ursprung proximal
des Lé&sionsortes im Verlauf von kutanen Afferenzen wird ebenfalls diskutiert. Bei
afferenten Neuronen, die die Skelettmuskulatur innervieren, kann ektope Aktivitat

ihren Ursprung auch im zugehorigen Spinalganglion haben (Michaelis et al. 2000).



Ein Phanomen, das man von der ektopen Erregbarkeit abgrenzen muss, ist die
axonale Erregbarkeit. Darunter versteht man die Erregbarkeit von afferenten Axonen
entlang ihres Verlaufs, d. h. nicht an den rezeptiven Enden in der Haut oder den
aussprossenden axonalen Enden unter regenerativen Bedingungen (Hoffmann et al.
2008; Teliban et al. 2011). Hoffmann et al. (2008) haben an einem Nerv-Haut-
Praparat der Maus in vitro gezeigt, dass etwa /s der hitzesensiblen C-Fasern, die
durch Hitzestimuli an der Haut, auch entlang ihrer Axone durch die gleichen Stimuli
erregbar sind. Eine axonale Kalte- oder Mechanosensibilitéat trat dabei wesentlich
weniger auf (Hoffmann et al. 2008). Grundlage fiur die vorliegende Arbeit sind die
Befunde von Teliban et al. (2011). Hier wurde im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Hoffmann et al. (2008) fur die Ratte in vivo gezeigt, dass periphere afferente Axone
sowohl kalt- als auch hitzesensibel sein konnen. Dabei sind nahezu alle
nichtnozizeptiven (Typ-1-) kaltsensiblen Neurone sowohl von der Haut als auch
durch direkte Stimulation des Nervs (das heil3t des Axons) erregbar (96%). Fur die
nozizeptiven (Typ-2-) kaltsensiblen und/oder hitzesensiblen Neurone gelten jeweils
ahnliche Verhaltnisse (40 bzw. 35%). Die Mechanosensibilitat scheint im Gegensatz
dazu Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Hoffmann et al. (2008) auf die
rezeptiven Enden in der Haut beschrénkt zu sein. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Transduktionsmolekile fur Kalte und Hitze (Rezeptoren der TRP-
Familie) nicht nur in die Plasmamembran der rezeptiven Nervenendigungen in der
Haut, sondern auch entlang ihres axonalen Verlaufs in die Plasmamembran

eingebaut sind.

Die vorliegende Arbeit beschreibt quantitativ die axonale Erregbarkeit kutaner
myelinisierter und unmyelinisierter Afferenzen und unmyelinisierter sympathischer
Nervenfasern durch thermische und mechanische Stimuli. Die Experimente wurden
an chronisch geschadigten (7-10 Tage nach Quetschlasion, chronisch-Kohorte) und
an akut lasionierten (0-10 Stunden vor dem Experiment, akut-Kohorte) Axonen des

N. suralis der Ratte durchgefihrt.

Die Fragen, die sich aufgrund der experimentellen Untersuchungen von
Teliban et al. (2011) stellen und deren Beantwortung Ziel der vorliegenden

experimentellen Arbeit ist, lauten:



(1) Gibt es quantitative Unterschiede in der axonalen Erregbarkeit auf
mechanische und thermische Reize zwischen chronisch geschadigten und

intakten Nervenfasern?

(2) Lassen sich Typ-1- und Typ-2-kaltsensible Afferenzen anhand ihrer Reiz-
Antwort-Kurven und Reizschwellen unterscheiden (Grossmann et al. 2009b)?

(3) Kénnen postganglionare Axone durch Hitze- oder Kéaltereize erregt werden
(Smith et al. 2004; Munns et al. 2007)?

(4) Postgangliondre Neurone weisen Spontanaktivitat auf, die sich durch noxische
Reizung der Haut reflektorisch hemmen lasst (Lovén 1866; Habler et al.
1994). Konnen die gleichen Reflexantworten durch noxische Hitze- und

Kaltereizung der Axone im Nerven ausgeldst werden?

(5) Entwickeln afferente Neurone nach chronischer Lasion Spontanaktivitat, die
ihren Ursprung proximal der Lasion in den aussprossenden Axonen oder dem
Spinalganglion hat (Michaelis et al. 2000)?



2. Material und Methoden

Die Versuche wurden an 26 mannlichen Wistar-Ratten zwischen 300 g und 420 g (im
Mittel 370 g) durchgefuhrt. Es wurden zwei Versuchsgruppen gebildet, um die
axonale Erregbarkeit einerseits unter regenerativen und andererseits unter akut
geschadigten Bedingungen zu untersuchen. Bei der ersten Versuchsgruppe
(N = 11 Ratten) wurden die Daten 1-10 Stunden nach einer Quetschlasion des
N. suralis erhoben (,akut-Kohorte®). Bei der zweiten Versuchsgruppe (N = 15 Ratten)
wurde die Quetschlasion 7-10 Tage vor dem Experiment durchgefuhrt (,chronisch-
Kohorte®, siehe Abschnitt 2.1.).

Am Versuchstag folgte dann die operative Vorbereitung des Tieres (siehe
Abschnitt 2.2.), die die Grundvoraussetzung zu seiner stabilen Uberwachung und
Anasthesie darstellte. AnschlielBend wurden afferente und efferente A- und C-Fasern
des N. suralis mit elektrophysiologischen Methoden untersucht. Hierbei wurden
Leitungsgeschwindigkeit, Spontanaktivitat und funktionelle Eigenschaften der Fasern
gemessen (siehe Abschnitt 2.3.). Am Ende eines jeden Versuchs wurde das Tier

durch die Injektion von gesattigter KCI-Losung getotet.

Alle Experimente wurden vom lokalen Tierschutz-Komitee der staatlichen Verwaltung

genehmigt und nach den Vorgaben bundesdeutscher Gesetze durchgefihrt.

2.1. Quetschliasion

Vor der Durchfuhrung der Quetschlasion wurden die Tiere intraperitoneal mit
Pentobarbital (Narcoren®, Merial, Hallbergmoos, Deutschland) in einer Dosierung
von 60 mg/kg Korpergewicht anasthesiert. Zur Kontrolle einer ausreichenden
Narkosetiefe wurde die Abwesenheit von Flexoren- und Kornealreflexen Uberprift.
Im Anschluss wurde der N. suralis unter aseptischen Bedingungen ca. 1 cm proximal
des Knoéchels unter visueller Kontrolle prapariert. Dazu wurde die ischiocrurale
Muskulatur gespalten, der N. suralis dargestellt und mit einer feinen
Uhrmacherpinzette (mit stumpfer Spitze) dreimal fur die Dauer von 10 s gequetscht.
Nach der Quetschung war der Nerv an der gequetschten Stelle transparent, wéahrend

das Epineurium intakt erschien. Danach wurde die L&sionsstelle mit einem nicht-



resorbierbaren Faden auf dem M. gastrocnemius lateralis markiert. Diese Markierung
diente dem problemlosen Auffinden der L&asionsstelle nach 7-10 Tagen wahrend des
elektrophysiologischen Experimentes. Die Operationswunde wurde anschlieend
schichtweise wieder verschlossen, die Hautnaht erfolgte intradermal. Bei den
regelmanig durchgefuhrten Kontrollen zeigten sich stets reizlose Wundverhaltnisse.

Es erfolgte immer eine sanatio per primam intentionem.

2.2. Operative Vorbereitung des Tieres am
Versuchstag

Am Versuchstag wurden die Tiere wiederum mit Pentobarbital (Narcoren®, Merial,
Hallbergmoos, Deutschland) in einer Dosierung von 60mg/kg Korpergewicht
intraperitoneal betdubt. Um eine stetige Gabe von Medikamenten und Flussigkeit
intravends zu gewabhrleisten, wurde zunachst ein Katheter in die V. jugularis interna
eingebracht. Dazu wurde die Vene nach distal mit einem Seidenfaden abgebunden,
anschlieBend eroffnet, ein Katheter eingefuihrt und mit Seidenfaden fixiert. Die
Narkose wurde mit Pentobarbital (Narcoren®, Merial, Hallbergmoos, Deutschland) in

einer Dosierung von 10-20 mg/kg/h intravends aufrechterhalten.

Zur Kontrolle des arteriellen Blutdruckes mittels eines Druckwandlers (LM-22, List,
Darmstadt, Deutschland) sowie zur regelmaRigen Uberwachung der arteriellen
Blutgase wurde ein Katheter in die Schwanzarterie der Ratte eingebracht. Die
Implantation wurde nach demselben Schema wie bei dem ventsen Katheter
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung einer ausreichenden Ventilation wurden regelméaRig
(1x/h) arterielle Blutgasanalysen durchgefiihrt. Dabei wurde Werte des arteriellen
pO, von >70 mm Hg und ein pH-Wert von 7,4 + 0,05 als ein guter Zustand des
Tieres interpretiert. In den meisten Fallen war es mdglich, den arteriellen

Sauerstoffdruck bei = 100 mm Hg zu halten.

Die artifizielle Ventilation des Tieres wurde Uber einen Beatmungstubus

(Eigenanfertigung) gewahrleistet. Dazu wurde eine Tracheotomie durchgefihrt, der

Tubus eingesetzt und fixiert. Bis zum Beginn der Datenerhebung atmeten die Tiere

spontan. Vor der ersten Ableitung von Aktionspotentialen wurden die Tiere mit

Pancuronium (N. V. Organon, Oss, Niederlande, Initial 1 mg/kg KG i.v.,

Erhaltungsdosis 0, 4 mg/kg/h) relaxiert. Die artifizielle Beatmung erfolgte unter
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positivem Druck (<10 cm H»,0) mit 70 Atemzigen/Minute und O, angereicherter Luft
(etwa 40% Sauerstoff, Respirator: RUS-1301, FMI, Egelsbach). Die rektale
Korpertemperatur des Tieres wurde kontinuierlich mittels eines elektronischen
Thermometers tUberwacht und mit einer elektrischen Heizmatte bei 37 °C gehalten.
Die Uberwachung der Herzaktivitat erfolgte lber die Ableitung eines EKGs. Im
Anschluss wurde die Haut Gber dem linken Bein dorsal in Langsrichtung gespalten.
Der M. gluteus maximus und der M. triceps surae wurden dargestellt und ersterer
teilweise reseziert. Unterhalb des Muskels wurde im Anschluss der N. ischiadicus mit
seinen Asten, dem N. tibialis, dem N. peroneus communis, dem N. suralis, dem N.
gastrocnemius-soleus lateralis und medialis sichtbar. Die Haut wurde mit
Einzelknopfnahten an einen metallenen Ring fixiert, um einen Pool zu formen. Der N.
suralis wurde soweit wie mdglich nach proximal vom N. ischiadicus separiert und
vom umliegenden Bindegewebe befreit. Der Nerv wurde in seiner Kontinuitat nicht
unterbrochen. Bei der Praparation wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass die den
Nerv versorgenden Gefél3e erhalten blieben. Der Pool wurde dann mit 36 °C
warmem Paraffindl gefillt, was dem Austrocknen des Gewebes entgegenwirkte und
der elektrischen Isolierung diente. Der N. suralis wurde distal vom umliegenden
Gewebe isoliert und anschlieRend auf eine feststehende Kunststoff-Plattform
platziert. Uber diesem Teil des Nervs wurde die Ableitelektrode aus Platin
positioniert. Der auf der Plattform befindliche Teil des Nervs wurde mit einem feinen
Rasiermessersplitter langs gespalten. AnschlieBend wurden mit feinen
Uhrmacherpinzetten einzelne Nervenfaserblindel aus dem eroffneten Abschnitt des
Nervs separiert und (Uber die Ableitelektrode unipolar abgeleitet. Die
Referenzelektrode wurde mit dem umliegenden Gewebe des Pools verbunden (siehe
Abb. 2.2.).

2.3. Versuchsablauf

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte stets nach einem festgelegten Protokoll. War ein
Nervenfaserbindel erfolgreich auf der Ableitelektrode platziert worden, wurde
zunachst darauf geachtet, ob einzelne Nervenfasern spontane Aktivitat aufwiesen.
War dies der Fall, wurde die Spontanaktivitat zunachst fur mindestens 3 min ohne

jegliche Beeinflussung des Nervs durch thermische und mechanische Stimuli
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aufgenommen. Im nachsten Schritt wurde der Nerv elektrisch stimuliert, um zu
Uberprufen, wie viele Nervenfasern sich in dem Bindel befanden (siehe
Abschnitt 2.5.). Waren spontan aktive Nervenfasern im Biundel enthalten, wurde in
einigen Fallen Noradrenalin (10 pg/kg Korpergewicht, in vier Experimenten) injiziert.
Diese Injektion diente der Identifikation postganglionarer Vasokonstriktorneurone, die
bei Erhohung des arteriellen Blutdruckes eine reflektorische Hemmung der
Spontanaktivitat aufweisen (Adrian & Bronk 1932; Iggo & Vogt 1962; Blumberg et al.
1980). Im Anschluss wurde die axonale Mechano- und Thermosensibilitat

systematisch entlang des N. suralis getestet (siehe Abschnitt 2.7.).

aszendierende somatoafferente
nozizeptive Bahn Nervenfaser
Spinalganglion
& N. suralis*
praganglionare postgangliondre Blutgefaly Haut
Faser Faser

Grenzstrang

Abb. 2.1. Anatomische Grundlagen

Das Schema zeigt vereinfacht die anatomische Organisation der untersuchten Nervenfasern. Der
N. suralis enthalt afferente und sympathische Nervenfasern. Die Perikaryen der praganglionédren
Neurone liegen in den Seitenhdrnern der Rickenmarkssegmente L1 — L3, die Zellkérper der meisten
afferenten Neurone in den Spinalganglien L4 und L5 (wenige in L6). Der grau markierte Bereich des
N. suralis ist in Abb. 2.2. vergro3ert dargestellt.

2.4. Elektrophysiologische Datenerhebung

Die neuronale Aktivitat wurde verstarkt (Eingangswiderstand des Verstarkers 10 MQ,
Vorverstarkung 100x, Nachverstarkung 100x) und Uber ein elektrisches Filtersystem
(120 Hz-1,2 kHz fur unmyelinisierte und 120 Hz — 12 kHz fir myelinisierte Fasern)
gefiltert, zusatzlich wurde ein sog. ,Hum Bug® (Digitimer Ltd., 37 Hydeway, Welwyn
Garden City, Hertfordshire, England) zwischengeschaltet. Dabei handelt es sich um

einen Eliminator von elektrischen Interferenzen einer Frequenz von 50 oder 60 Hz
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und anhaltenden sinusférmigen Interferenzen. Die Signale wurden auf einem
Speicheroszilloskop (Tektronix, Oregon, USA) visualisiert und zur akustischen

Kontrolle auf Lautsprecher Ubertragen.

Samtliche Daten (EKG, Beatmungsdruck/-frequenz, Blutdruck, Aktionspotentiale)
wurden in Echtzeit Uber das Datenerfassungsgerat microl401-3 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK) in einen Computer mit der Analyse-Software
Spike Il (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) eingespeist. Das System
erlaubt eine Darstellung der erhobenen Daten in Echtzeit und eine
postexperimentelle Analyse der digitalisierten Aktionspotentiale mit einer zeitlichen
Auflésung von 10 kHz (siehe Abschnitt 2.8.).

Elektrische Stimulation Ableitung

1L

Testung der Thermo- und Mechanosensitivitat

Proximal s A ~ Distal

\\N.suralis A5 | A4 | A3 | A2 | A1 é .

O\

Quetsch-Lasion

Abb. 2.2. Schematisierter Versuchsaufbau

,Proximal’ bezeichnet das Ende des N. suralis, das in Richtung des Spinalganglions weiterfuhrt,
Distal’ das Ende, das in Richtung der Hinterpfote der Ratte fiihrt. A1-A5 sind die Areale des Nervs,
die zwischen der Ableit- und der Stimulationselektrode mit mechanischen und thermischen Reizen
getestet wurden. Jedes Areal hatte eine Lange von 3 mm.

2.5. Elektrische Identifikation der Nervenfasern

Zur elektrischen Identifikation der aufgelegten Nervenfasern wurde der Nerv lber die
paarigen Platinelektroden proximal der Ableitelektrode elektrisch gereizt (siehe Abb.
2.2.). Es wurden Rechteckimpulse einer Dauer von 0,1 ms (fur A-Fasern) und 0,5 ms
(fur C-Fasern) mit einer aufsteigenden Spannung bis 40V angelegt. Als
Differenzierungsmerkmal zwischen den Fasern wurde die Leitungsgeschwindigkeit
herangezogen (>2 m/s fiur A-Fasern, <2 m/s fir C-Fasern (Lawson, S. N. & Waddell

1991)). Bei Fasern, die nicht eindeutig durch die Leitungsgeschwindigkeit
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identifizierbar waren, wurden zusatzlich die Ho6he, Form und Lange des
Aktionspotentials bertcksichtigt (siehe Abb. 2.5.). Diese Methode weist eine
Sicherheit von etwa 93 % auf (Blenk et al. 1996). C-Fasern weisen typischerweise
ein triphasisches, A-Fasern ein biphasisches Aktionspotential auf (dies gilt in dieser
Studie bedingt durch die elektronischen Filter Uber die die Aktionspotentiale
registriert wurden, siehe dazu Abschnitt 2.4. und Abb. 2.3.). Typische Formen der
Aktionspotentiale von A- und C-Fasern sind in Abb.2.3. und 2.5. gezeigt.
Gelegentlich wurde die Grol3e der elektrisch und der durch physiologische Stimuli
evozierten Aktionspotentiale verglichen, um sie A- oder C-Fasern zuzuordnen. War
das Aktionspotential einer Faser grof3er, als die Aktionspotentiale der C-Fasern, die
durch elektrische Reizung im Faserbindel ausgelost wurden, wurde die Nervenfaser
als A-Faser klassifiziert. War das Aktionspotential einer Faser kleiner, als die der
elektrisch evozierten A-Faser Aktionspotentiale, wurde die Faser als C-Faser
klassifiziert.

Abb. 2.3. Elektrische Identifikation von A-
und C-Fasern aus Filamenten des N.
suralis

A. Aktivierung einer afferenten A-Faser
durch elektrische Reizung des N. ischiadicus.
Das Reizartefakt ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Die Afferenz wurde
unterschwellig und Uberschwellig gereizt.
B. Aktivierung einer afferenten C-Faser
Reiz C-Faser B durch elektrische Reizung des N. ischiadicus.
Der untere linke Teil der Abbildung zeigt das
elektrisch evozierte Aktionspotential. Der
rechte untere Teil der Abbildung zeigt
Aktionspotentiale, die durch thermische
Reizung des N. suralis evoziert wurden. Der
Vergleich von Form und Amplitude der
Aktionspotentiale zeigt, dass es sich um
Ableitungen von derselben Afferenz handelt.
Alle Aktionspotentiale sind mehrere Male
Uberlagert.

2ms
elektrisch thermisch
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Die Leitungsgeschwindigkeit lasst sich anschlieRend leicht aus der zeitlichen
Differenz zwischen dem Reizartefakt und dem Aktionspotential einerseits und der

Entfernung zwischen Ableit- und Stimulationselektrode andererseits errechnen.

Bei der Analyse der elektrische identifizierten Nervenfasern und der Kalkulation ihrer
Leitungsgeschwindigkeiten fiel auf, dass ein systematischer Fehler gemacht wurde.
Die elektrische Reizschwelle einer Nervenfaser steht in Abhangigkeit von ihrer
Leitungsgeschwindigkeit (siehe Abb. 2.4.). Erh6éht man die Reizstarke (die
Spannung) kommt es, bei ungentgender elektrischer Isolierung gegen das
umliegende Gewebe (z. B. Uber Flussigkeitsbriicken), zu einer Fernreizung des
Nervens. Dabei werden Axone nicht an der Kathode der paarigen Reizelektrode
depolarisiert, sondern an einer anderen Stelle des Nervens, deren Lokalisation nicht
beeinflussbar ist. Die so ausgelosten Aktionspotentiale wurden falschlicherweise fur
zusatzliche A- bzw. C-Fasern gehalten. Sie fallen durch eine hohe elektrische
Reizschwelle und eine vergleichbar langsame Leitungsgeschwindigkeit auf. Auf
diese Weise hat sich die Gruppe der langsam leitenden A-Fasern bzw. schnell
leitenden C-Fasern artifiziell erhoht. In Abb. 2.4. sind die falsch identifizierten A- und
C-Fasern hervorgehoben (Kreise um die Datenpunkte). Diese wurden bei allen
folgenden Kalkulationen/Auswertungen eliminiert, so dass in allen weiteren

Abbildungen/Ausfuhrungen nur der bereinigte Datensatz verwendet wurde.

2.6. Testung der Mechanosensibilitat

Die Mechanosensibilitat wurde zunéchst durch einen Glas-Stab mit stumpfer Spitze
(Durchmesser etwa 1 mm) mittels sanftem Druck entlang des N. suralis getestet
(siehe Abb. 2.2.). Wurde eine axonale mechanische Erregbarkeit in einem oder
mehreren Arealen festgestellt, wurde dort die Reizschwelle mit geeichten von-Frey-
Filamenten in einer aufsteigenden Starke von 0.3-100 mN (Marstock nervtest,
Fruhstorfer, Schriesheim, Germany) bestimmt (siehe Tab. 2.1.). Die Reize wurden
unter visueller Kontrolle (durch ein Stereomikroskop) mit einer Frequenz von ca. 1 Hz

fur eine Dauer von 10-40 s appliziert.
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von Frey Filament | 1 2 3|4 |5 6 7 8 9 [10 | 11 | 12
Kraft [mN] 03(05(0,7( 21 |2 (7510|2030 (45( 70 (100

Tab. 2.1. Umrechnungs- und Eichtabelle der in dieser Studie verwendeten von Frey Filamente in [mN].

40 -
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a3 ._‘::} .
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12 20 28 36 44 52 60
Leitungsgeschwindigkeit [m/s]

Abb. 2.4. Beziehung zwischen der elektrischen Reizschwelle und der Leitungsgeschwindigkeit
von C- und A-Fasern.

Die Abszisse ist bei 2 m/s geteilt, vor und nach der Teilung liegt eine unterschiedliche Skalierung vor.
Es zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit der elektrischen Reizschwelle von der
Leitungsgeschwindigkeit. Bei den Datenpunkten, die mit einem Kreis versehen sind, handelt es sich
um Aktionspotentiale, die durch Fernreizung ausgeldst wurden (siehe Abschnitt 2.5.). Sie fallen durch
eine relativ hohe elektrische Reizschwelle im Verhaltnis zur Leitungsgeschwindigkeit auf. Diese
Artefakte (n=26) wurden in allen folgenden Auswertungen und Abbildungen eliminiert.

2.7. Testung der Thermosensibilitit

Im nachsten Schritt wurden 5 °C- bzw. 50-55 °C-Reize mit Hilfe von Kupferstaben
(Durchmesser der Spitze etwa 1 mm) auf finf Areale entlang des N. suralis appliziert
(siehe Abb. 2.2.). Waren Nervenfasern durch die thermische Stimulation des Nervs
erregbar, wurden die fiinf Areale mit einer wasserdurchstromten Thermode
(Oberflache 2 mm?2) systematisch mit verschiedenen Temperaturen getestet
(Gorodetskaya et al. 2003). Dabei wurden hitzesensible Fasern mit absteigenden
Temperaturen von 55 °C bis 30 °C in 5 °C Schritten und kaltsensible Fasern mit

aufsteigenden Temperaturen von 5°C bis 30 °C in 5°C Schritten gereizt. Die
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Temperatur des Pools lag zwischen 28 °C und 30 °C. Als Toleranzbereich fur die
applizierten Temperaturen wurde ein Bereich von *= 2°C gewahlt. Die
Applikationsdauer des thermischen Reizes lag bei 20-35s. Diese Testung diente
einerseits der Bestimmung der Reizschwelle, andererseits wurden aus den
ermittelten Daten Reiz-Antwort-Kurven und Box-Whisker-Plots berechnet (siehe Abb.
2.6., Abb. 3.4. C, Abb. 3.7., Abb. 3.8. C, Abb. 3.11., Abb. 3.12.). Die Testung der
Erregbarkeit und Diskriminierung der Reizschwelle wurde fur jedes der 5 Areale
wiederholt, sodass mindestens 10 (bei sehr hohen Reizschwellen) und héchstens 55
Stimuli (bei sehr niedrigen Reizschwellen) fir eine Nervenfaser appliziert wurden. Bei
dem weiteren Vorgehen wurde fur die verschiedenen Fasern jeweils nach

bestimmten Mustern vorgegangen:

(1) Spontan aktive (postganglionare) Neurone:

Die Aktivitat der postgangliondren Neurone wurde vor, wahrend und nach
noxischen Hitzereizen (Temperatur >50 °C) oder noxischen Kaltreizen
(Temperatur 5 °C), die fur 20-35 s auf den N. suralis appliziert wurden,
registriert. Die Aktivitdt der so getesteten postgangliondren Neurone wurde
offline Uber alle Neurone gemittelt und im Verlauf 30 s vor dem Hitzereiz und
120 s nach Reizbeginn Uber die Zeit dargestellt. Fir die Applikation von
Kaltreizen wurde im gleichen Modus vorgegangen. Diese Vorgehensweise
diente der Detektion von Reaktionen auf noxische Temperatur-Stimuli (siehe
Abb. 3.18., Abb. 3.19., Abb. 3.20.).

(2) Afferente temperatursensible Neurone

Wurden Fasern dieses Typs identifiziert und Kaltstimuli bzw. Hitzestimuli
appliziert, wurde aus den ermittelten Daten die Reizschwelle bestimmt. Als
Reizschwelle wurde die Temperatur angesehen, bei der mindestens 3
Aktionspotentiale generiert wurden (siehe Abb. 3.5. B, Abb. 3.9. B). Weiterhin
wurden Reiz-Antwort-Kurven erstellt. Fir diese Darstellung wurde die Aktivitat
der Nervenfaser in den ersten 20 Sekunden des thermischen Reizes
ausgewertet. Dabei wurden einerseits die mittlere Aktivitdt der ersten funf
Sekunden nach Aktivierung gegen die Starke des applizierten Reizes

aufgetragen (dynamische Phase der Reizantwort) und andererseits fur die
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letzten 10 Sekunden (statische Phase der Reizantwort). Die Verteilung der
Reizantworten aller Fasern dieses Typs wurde anschlielend auch als Box-
Whisker-Plots dargestellt (siehe Abb. 2.6.).

2.8. Postexperimentelle Datenanalyse

Die Daten wurden nach dem Experiment offline mit der Analyse-Software Spike Il
(Cambridge Electronic Design Ltd, Cambridge, UK) analysiert. Mit Hilfe der Software
war es maglich, die Aktionspotentiale mehrerer Nervenfasern anhand ihrer Amplitude
und Form zu differenzieren und den einzelnen Nervenfasern zuzuordnen. Dabei
wurden zundchst mehrere &hnliche Aktionspotentiale zu einer Schablone
zusammengefasst. AnschlieRend wurden alle Aktionspotentiale, deren Bildpunkte zu
mindestens 80 % deckungsgleich mit der Schablone waren und/oder deren

Amplitude hdchstens 5% von der Amplitude der Schablone abwichen, einer

Nervenfaser zugeordnet (siehe Abb. 2.5.).

Abb. 2.5. Zuordnung von Aktionspotentialen zu einer Nervenfaser

Die dicken Linien markieren die Grenzen der Schablonen. Die dinnen Linien stellen
Aktionspotentiale dar, die eine groRe Ubereinstimmung mit der jeweiligen Schablone zeigen und
demzufolge einer Nervenfaser zugeordnet werden.

(A) Die Aktionspotentiale unterscheiden sich hauptsachlich durch ihre Amplitude. Das mit (2)
markierte Signal weist eine Abweichung >5 % gegeniiber der Amplitude von (2) auf.

(B) Hier besteht der Unterschied hauptséchlich in der Form der Signale. Die Bildpunkte der
Schablone von (1) stimmen weniger als 80 % mit denen der Schablone von (2) tUiberein. Sie werden
dementsprechend einer anderen Nervenfaser zugeordnet.

Die Spontanaktivitat der postganglionaren Neurone wurde vor Applikation eines Kalt-
oder Hitzereizes fur 3-5 Minuten aufgenommen. Das Auftreten von

Aktionspotentialen wurde anschlieend offline mit der R-Zacke des EKGs korreliert.
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Dazu wurden jeweils 180 s der Spontanaktivitdt in 400 ms-Abschnitte geteilt, an
deren Beginn jeweils die R-Zacke eines QRS Komplexes stand, und tberlagert. Im
Mittel fanden bei der Ratte innerhalb von 400 ms 2-3 Herzaktionen statt.
Anschliel3end wurde analysiert, in welchem Abstand die Aktionspotentiale in diesem
Zeitfenster von der R-Zacke entfernt lagen. Auf diese Weise erhalt man sog.
,Post R-Zacken-Histogramme® (siehe Abb. 3.16. A). Die Differenz zwischen der
maximalen und der minimalen Aktivitat wurde als Anteil der maximalen Aktivitat
ausgedruckt. Auf diese Weise erhalt man einen prozentualen Wert zwischen 0 und
100 %. Werte zwischen 60-100 % wurden als stark kardiorhythmisch angesehen,
zwischen 40-60 % als schwach und Werte <40 % als nicht kardiorhythmisch (Habler
et al. 1994).

Die statistische Uberpriifung der Daten der vorliegenden explorativen Studie wurde
mit dem x3-Test, dem t-Test und dem Mann-Whitney-U-Test durchgeftihrt. Die Frage
nach Normalverteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk Tests bei Stichproben mit
n < 50 und dem Kolmogorow-Smirnow-Test bei n > 50 beantwortet. Die Verteilungen
von Entladungsfrequenzen wurden als Boxplot modifiziert nach Velleman & Hoaglin
(LABC of EDA®, Duxberry Press 1981, Boston, Massachusetts, USA) mit Median, 1.
und 3. Quartil, oberem und unterem Whisker (1,5 x Quartilabstand), und Ausreil3ern
(>1,5 x Quartilabstand) dargestellt (siehe Abb. 2.6.). Viele Angaben beziehen sich
auf den Mittelwert (X), den Median (X), die Standartabweichung (s) oder den
Standartfehler (8,). Im weiteren Verlauf werden nur die mathematischen Symbole

verwendet.

+ Ausreilker Abb. 2.6. Boxplot modifiziert nach Velleman & Hoaglin (1981)
Im Folgenden werden nur Boxplots diesen Musters verwendet.

oberer Grenzwert  ausreiRer entsprechen Werten die gréRer als das 1,5-fache des
Interquartilabstandes betragen. Der obere bzw. untere Grenzwert

(das auRere Ende jeden Whiskers) bildet héchstens Werte bis

3. Quartil zum 1,5-fachen des Interquartilabstandes ab. Die Box (Box
: zwischen 3. und 1. Quartil) umfasst die mittleren 50 % der
Verteilung.

Der Querstrich in der Box markiert den Median. Die MessgréfRen
"Median" und "Quartil" sind im Gegensatz z. B. zum Mittelwert
Kenngrol3en, die weniger von der Verteilung der Messwerte

1. Quartil abhangen.
Einzelwerte sind im Boxplot nicht sichtbar, stattdessen werden

Kennwerte von Verteilungen als Diagramm abgebildet.

[ Median

unterer Grenzwert
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3. Ergebnisse

Die Experimente wurden in zwei Gruppen durchgefihrt. Bei einer Gruppe wurde wie
im Abschnitt 2.1. erlautert eine Quetschlasion 7-10 Tage vor dem Experiment
durchgeftihrt (,chronisch-Kohorte®), in der anderen Gruppe Stunden vor dem
Experiment (,akut-Kohorte®, siehe Abb. 2.2. und Abschnitt 2.1.) In beiden
Experimenten erlaubte der experimentelle Aufbau nicht die rezeptiven Felder der
Afferenzen auf der Haut zu untersuchen. Allerdings wiesen Teliban et al. (2011)
nach, dass sich Nervenfasern, die durch thermische Stimulation ihrer kutanen
rezeptiven Felder erregbar sind, durch die gleichen Stimuli auch im axonalen Verlauf

erregen lassen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie basieren auf insgesamt 101 Filamenten, die
in 26 Experimenten untersucht wurden. Dabei wurden 484 C-Fasern (einschlie3lich
87 postganglionare Vasokonstriktorneurone) und 113 A-Fasern elektrisch
identifiziert. 172 C-Fasern (36% der elektrisch erregbaren Fasern) und 4 (3,5%)
A-Fasern, die entweder durch physiologische Thermo- oder Mechanostimulation des
N. suralis erregbar waren oder spontane Aktivitdt zeigten, wurden detaillierter
untersucht. Dabei stammen die Daten von 91 C- und 3 A-Fasern aus der akut-
Kohorte und 81 C-Fasern und 1 A-Faser aus der Kohorte der Tiere mit chronischer
Nervenlasion (siehe Tab. 3.1. und Tab. 4.1.). Die Anzahl der individuellen
Nervenfasern (efferente/afferente A- und C-Fasern) entsprach nahezu der realen
Zusammensetzung des N. suralis der Ratte, da in der Auswertung alle Nervenfasern

einbezogen wurden, die elektrisch identifiziert wurden (siehe dazu Abschnitt 4.1.).

In der akut-Kohorte wurden in 11 Experimenten 54 Nervenfaserbindel untersucht
und dabei 274 C-Fasern und 47 A-Fasern elektrisch identifiziert. 29/54 (53,7%) der
Nervenfaserbiindel wiesen Nervenfasern auf, die entweder axonal erregbar waren
oder Spontanaktivitdt aufwiesen. Von den C-Fasern waren 55 Fasern spontan aktiv,
21 waren durch Kalte und 17 durch Hitze erregbar. 2 der thermosensiblen C-Fasern
waren sowohl durch Hitze als auch durch Kalte erregbar. Zuséatzlich waren in dieser
Gruppe noch 3 A-Fasern mechanosensibel (siehe Tab. 3.1.). |In der
chronisch-Kohorte (7-10 Tage) wurden in 15 Experimenten 47 Filamente untersucht
und 210 C-Fasern und 66 A-Fasern elektrisch identifiziert. 23/47 (49%) der
Nervenfaserbindel wiesen Nervenfasern auf, die entweder axonal erregbar oder
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spontan aktiv waren. Von 210 C-Fasern waren 32 spontan aktiv, 33 waren durch

Kalte und 20 durch Hitze erregbar. 4 der thermosensiblen C-Fasern waren sowohl

durch Hitze als auch durch Kalte entlang des Nervs erregbar. Eine A-Faser wies

Hitzesensibilitat auf (siehe Tab. 3.1).

A

Anzahl elektrisch erregbarer Fasern

Anzahl der Fasern mit axonaler
Erregbarkeit

B

Spontanaktivitat (SA)

Thermische Sensibilitat
Hitzesensibilitat
Kaltsensibilitat

Mechanosensibilitat

Gesamt

C

ausschlie3lich Spontanaktivitét
Kaltsensibilitat/SA
Hitzesensibilitat/SA
Kalt-&Hitzesensibilitat/SA
Mechano-&Kaltsensibilitat/SA
Mechano-&Hitzesensibilitat/SA
Mechano-&Hitze-&Kaltsensibilitat/SA

Mechanosensibilitat/SA

elektrisch und axonal erregbare Nervenfasern

akut 7-10 Tage nach Lasion
A-Fasern C-Fasern  A-Fasern C-Fasern
47 274 66 210
3 36 1 49

Funktionelle Eigenschaften

akut 7-10 Tage nach Lasion
A-Fasern C-Fasern  A-Fasern C-Fasern

0 55 0 32
0 36 1 49
0 17 1 20
0 21 0 33
3 0 0 0

3(6,4%) 91(33%) 1(1,5%)  81(39%)

Kombinationen funktioneller Eigenschaften

akut 7-10 Tage nach Lasion
A-Fasern C-Fasern A-Fasern C-Fasern

0 55 0 32
0/0 19/0 0/0 29/0
0/0 15/0 1/0 16/0
0/0 2/0 0/0 4/0
0/0 0/0 0/0 0/0
0/0 0/0 0/0 0/0
0/0 0/0 0/0 0/0
3/0 0/0 0/0 0/0

Tab. 3.1. Eigenschaften und Eigenschaftskombinationen der A- und C-Fasern beider Kohorten

Fasern mit kombinierter Hitze- und Kaltsensibilitat sind in beiden Rubriken aufgefiihrt. Deshalb ist die

Summe der beiden Kategorien hdher als die Zahl der Fasern mit Thermosensibilitét.
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3.1. Leitungsgeschwindigkeiten von A- und C-Fasern

Die Ermittlung der Leitungsgeschwindigkeit diente der Einteilung der Nervenfasern
innerhalb eines Nervenfaserbindels in A- und C-Fasern. Dabei wurden alle
Nervenfasern mit einer Leitungsgeschwindigkeit < 2 m/s als C-Fasern definiert und
alle Nervenfasern mit einer Leitungsgeschwindigkeit > 2 m/s als A-Fasern (Harper &
Lawson 1985a; Harper & Lawson 1985b, siehe auch Abb. 3.1. und Abb. 3.2.). Die
Leitungsgeschwindigkeit errechnet sich aus der Distanz zwischen Stimulations- und
Ableitelektrode und der zeitlichen Latenz, mit der das Aktionspotential auftritt (siehe
Abschnitt 2.5., Abb. 2.2., Abb. 2.3. und Abb. 2.4.). Die mittlere Distanz zwischen den
beiden Elektroden betrug 21,2 £ 2 mm (X £ s, akut-Kohorte) und 20,5+ 3 mm (X £ s,

chronisch-Kohorte).

Die Leitungsgeschwindigkeit der A-Fasern betrug im Mittel 18,1 £ 2 m/s (X = d,, akut,
x=15,7m/s) und 17,3 + 2,1 m/s (X = &,, chronisch, X = 13,7 m/s). Der Unterschied
zwischen den Leitungsgeschwindigkeiten der beiden Kohorten ist statistisch nicht
signifikant (Mann-Whitney-U-Test p=0,25). Lediglich 3% der elektrisch erregbaren A-
Fasern wiesen auch eine axonale Erregbarkeit auf (siehe Abb. 3.2. und Tab. 3.2.).
Von diesen konnten alle vier auch elektrisch identifiziert werden. Von der gangigen
Einteilung der A-Fasern in Aa, und & (Viliere & McLachlan 1996) wurde
abgesehen, da es bis auf die Leitungsgeschwindigkeit kein weiteres
Unterscheidungskriterium gab, wie z. B. funktionelle Eigenschaften. Auch fehlten bei
der Analyse der Leitungsgeschwindigkeiten typische Gipfel der Untergruppen (siehe
Abb. 3.2.).

176 % (13% in der akut- und 23 % in der chronisch-Kohorte), der elektrisch
erregbaren C-Fasern konnten auch axonal erregt werden (siehe Abb. 3.1.).
Gemessen an der Zahl der afferenten C-Fasern sind dies 16,5 % in der akut- und
27,5 % in der chronisch geschadigten Kohorte (Vergl. Tab. 3.1. und Tab. 4.1.).
Dieser Unterschied ist hoch signifikant (x>Test, p<0,01). Die mittlere
Leitungsgeschwindigkeit  aller  elektrisch  identifizierten = C-Fasern  betrug
0,77 £ 0,015 m/s (X £ &y, akut, X = 0,73 m/s) und 0,79 £ 0,016 m/s (X £ &, chronisch,
X =0,76 m/s). Von den axonal erregbaren oder sympathischen C-Fasern konnten
146/172 (85 %) eindeutig elektrisch identifiziert werden (siehe Abb. 3.1.). Die mittlere
Leitungsgeschwindigkeit der axonal erregbaren und elektrisch identifizierten
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Nervenfasern lag bei 0,75 m/s+0,01 m/s (x+d, X=0,71 m/s, akut) und bei
0,79 m/s £ 0,016 m/s (X £ d,, X = 0,78 m/s, chronisch). Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen ist statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05). Es zeigt
sich eine Rechtsverschiebung der Leitungsgeschwindigkeiten der C-Fasern in der
chronisch-Kohorte gegenuber der akut-Kohorte (siehe Abb. 3.1.). Dieses Ergebnis ist
mit vorherigen Studien vereinbar, in denen gezeigt wurde, dass die
Leitungsgeschwindigkeit eines Neurons positiv mit der Gro3e seines Zellkérpers und
Axons korreliert ist (Harper & Lawson 1985). Bereits in den ersten Tagen nach einer
Nervenlasion degenerieren unter den kutanen unmyelinisierten afferenten Neuronen
vorzugsweise langsam leitende Afferenzen mit kleinem Zellkérper (Janig &
McLachlan 1984; Vestergaard et al. 1997; Hu, P. & McLachlan 2003). Dieser
Sachverhalt fuhrt zu einer Selektion der schnell leitenden Afferenzen in der
chronisch-Kohorte und erklart die Rechtsverschiebung. Der Grof3teil der C-Fasern
weist unabhéngig von der Kohorte eine Leitungsgeschwindigkeit zwischen 0,5 und
1 m/s auf. Die Leitungsgeschwindigkeiten der C-Fasern sind normalverteilt

(Kolmogorov-Smirnov-Test).
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Abb. 3.1. Ubersicht iiber die Leitungsgeschwindigkeiten von C-Fasern

Verteilung der Leitungsgeschwindigkeiten von C-Fasern aufgetrennt fur die akut-Kohorte (grau/grau
gestreift) und die 7-10-Tage-Kohorte (schwarz/schwarz gestreift). Die grauen bzw. schwarzen Balken
bilden die C-Fasern mit thermischer Erregbarkeit oder Spontanaktivitat ab. Die gestreiften Balken
entsprechen den elektrisch erregbaren C-Fasern ohne axonale Erregbarkeit oder Spontanaktivitat.
Fur die Akut-Kohorte gilt: elektrisch erregbare C-Fasern n=274, davon axonal erregbar n=36, fur die
chronisch-Kohorte gilt: elektrisch erregbare C-Fasern n=210, davon axonal erregbar n=49. Die
mittlere Leitungsgeschwindigkeit der axonal erregbaren und elektrisch identifizierten Nervenfasern
lag bei 0,75+ 0,01 m/s (X £d,, X=0,71 m/s, akut) und bei 0,79 £ 0,016 m/s (X £ d,, X =0,78 m/s,
chronisch). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist statistisch signifikant (Mann-Whitney-
U-Test, p < 0,05).
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Abb. 3.2. Ubersicht iber die Leitungsgeschwindigkeiten von A- Fasern

Verteilung der Leitungsgeschwindigkeiten von A-Fasern aufgetrennt fir die Kohorte, 0-10 Stunden
nach Nervenlasion (grau/grau gestreift) und 7-10 Tage nach Nervenlasion (schwarz/schwarz
gestreift). Die Farbgebung der Datenbalken entspricht der in Abb. 3.1. Fir die Akut-Kohorte gilt:
elektrisch erregbare A-Fasern n=47, davon axonal erregbar n=3, fur die chronisch-Kohorte gilt:
elektrisch erregbare A-Fasern n=66, davon axonal erregbar n=1.
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3.2. Charakterisierung afferenter Nervenfasern

Auch unter nicht-regenerativen Bedingungen sind Axone entlang ihres Verlaufs
erregbar (Teliban et al. 2011). In der Arbeit von Teliban et al. (2011) wurde gezeigt,
dass afferente Neurone nicht nur in ihren rezeptiven Enden in der Haut durch Kalte-
und Hitzereize erregbar sind, sondern auch entlang des axonalen Verlaufs. Axonale
Thermosensibilitat wurde dabei fur nahezu alle Typ-1-kaltsensiblen und etwa ein
Drittel der Typ-2-kaltsensiblen oder hitzesensiblen Nervenfasern nachgewiesen.
Aufgrund des experimentellen Aufbaus in der vorliegenden Studie lieRen sich keine
Ruckschlisse ziehen, ob es sich bei den Fasern, die axonal erregbar waren, um die
gleichen Fasern handelte, die auch durch Stimulation der Haut erregbar gewesen
waren. Allerdings kann aufgrund der Ergebnisse von Teliban et al. davon
ausgegangen werden, dass dies der Fall ist. Hier wurden 397 afferente C-Fasern
und 113 A-Fasern analysiert. Da sich die Reizantworten der afferenten Nervenfasern
in beiden Kohorten bezlglich ihres Aussehens nicht unterscheiden, zeigen die
folgenden Abbildungen Beispiele, die fir beide Kohorten reprasentativ sind:
Abb. 3.3., Abb. 3.4., Abb. 3.8. und Abb. 3.13. .

3.2.1. Axonale Hitzesensibilitat - Akut-Kohorte

Von 91 C-Fasern in der akut-Kohorte erwiesen sich 17 als rein hitzesensibel, 2
waren zusatzlich kaltsensibel. Keine dieser Fasern zeigte spontane Aktivitat oder
Aktivierung durch mechanische Reizung (siehe Tab. 3.1.). Die Reizschwellen lagen
zwischen 44 und 53 °C und im Mittel bei 50,6 +2,4°C (Xts, x=52 °C, vergl.
Abb. 3.5. B, weil3e Saulen).

Die Reizantworten der hitzesensiblen Fasern in der Akut-Kohorte wiesen insgesamt
eine graduierte Abh&ngigkeit von der Starke des applizierten Stimulus auf und
zeigten im Mittel eine phasische Reizantwort, d. h. die Frequenz war zum Reizbeginn
am hochsten und nahm dann ab (siehe Abb. 3.7.). Im Einzelfall war es allerdings
auch mdglich, dass eine sehr kurze phasische Reizantwort vorherrschte oder es eine

ausgepragte statische Reizantwort gab (Vergl. Abb. 3.3. und Abb. 3.4.).
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Die Anzahl der erregbaren Areale pro Nervenfaser lag zwischen 1 und 4 Arealen.
Eine Erregbarkeit von allen Arealen aus wurde nicht beobachtet, auch wenn davon
auszugehen ist, dass es diesen Fall theoretisch auch geben muss. 5/15 (33 %)
Fasern waren von einem einzelnen Areal aus erregbar, 4/15 (27 %) von zwei,
5/15 (33 %) von drei sowie 1/15 (7 %) von vier. Dies bedeutet eine durchschnittliche
Erregbarkeit von 2,1 Arealen aus (siehe dazu auch Abb. 3.5. und Abb. 3.6.). Eine
Erregbarkeit war insgesamt von 32 der 75 getesteten Areale (42%) aus mdoglich,
wobei die erregbaren Areale diskontinuierlich entlang der Axone verteilt waren und
die Erregbarkeit umso starker ausgepragt war, je weiter distal das getestete Areal lag
(siehe Abb. 3.6. B). Fur eine ausfuhrliche Diskussion siehe Abschnitt 4.2.1. .

3.2.2. Axonale Hitzesensibilitit - Chronisch-Kohorte

In der chronisch-Kohorte waren von 81 C-Fasern 20 durch Hitze erregbar,
4 C-Fasern wiesen zuséatzlich eine Sensibilitat fur Kalte auf. Unter den rein
hitzesensiblen C-Fasern betrug die maximale Reizschwelle 54 °C, die minimale
40,3 °C. Die Reizschwelle lag dabei im Mittel bei 50,1 £ 3,8 °C (X £ s, X = 51 °C). Die
Mehrzahl der Nervenfasern war zwischen 51 °C und 54 °C erregbar (siehe Abb.
3.5. B und Abb. 3.7., graue Saulen). Die Reizantworten der hitzesensiblen Fasern
wiesen eine graduierte Abhangigkeit von der Starke des applizierten Stimulus auf
und zeigten im Mittel eine phasische Reizantwort. Allerdings gab es auch Falle, bei
denen lediglich eine kurze salvenartige Reizantwort stattfand. Abb. 3.3. zeigt eine
ausgepragte statische Reizantwort einer hitzesensiblen C-Faser auf einen
Hitzestimulus von 53 °C, wahrend Abb. 3.9. die salvenartige Antwort einer

hitzesensiblen C-Faser auf Stimuli verschiedener Starke zeigt (Abb. 3.4.).

Die hitzesensiblen Fasern waren von 1-5 verschiedenen getesteten Arealen aus
erregbar. 9/16 (56,25 %) Fasern waren von einem einzelnen Areal aus erregbar,
1/16 (6,25 %) von zwei, 1/16 (6,25 %) von drei, 3/16 (18,75 %) von vier und 2/16
(12,5 %) von allen. Im Mittel bedeutet dies eine Erregbarkeit von 2,3 Arealen aus
(siehe dazu Abb. 3.5. A). Auch hier waren die Nervenfasern in den am weitesten
distal gelegenen Arealen am haufigsten erregbar (siehe dazu Abb. 3.6.). Es wurden

insgesamt Aktivierungen auf 36 der getesteten 80 Areale (45%) festgestellt.

25



12}

3 4

£

0 -

statische Reizantwort

50 A
UC )

30 A

T 10s '

Abb. 3.3. Aktivierung einer hitzesensiblen C-Faser mit ausgepragter statischer Reizantwort

Die Abbildung zeigt das Beispiel einer hitzesensiblen C-Faser, die durch axonale Hitzeapplikation
erregbar ist. Im Gegensatz zu der C-Faser in Abb. 3.4. zeigt diese Faser allerdings tberwiegend eine

statische Reizantwort, verglichen mit der dynamische Reizantwort der meisten hitzesensiblen
C-Fasern.
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Abb. 3.4. Aktivierung einer afferenten C-Faser durch Hitzestimuli verschiedener Stéarke,
appliziert mit einer Thermode auf funf benachbarte Areale entlang des N. suralis (siehe Abb.

2.2)

A. Histogramme der Aktivitat. Es wurden Hitzereize von 40, 45, 50 und bis zu 55°C appliziert. Die
graduierte Reizantwort ist zu erkennen.

B. Originalaufnahme der Aktivitat auf einen Hitzereiz von 53°C. Einsatzbild: einige Aktionspotentiale
der C-Faser uberlagert.

C. Reiz-Antwort-Kurven der Aktivitdt wahrend Hitzereizen, appliziert auf finf benachbarte Areale

entlang des N. suralis. Die Reiz-Antwort-Kurven sind fur die gesamte Dauer der Reizantwort
dargestellt, da sich in diesem Beispiel die Reizantwort extrem kurz und salvenartig gestaltete.
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Abb. 3.5. Anteil der 5 getesteten Nervenareale von denen die C-Fasern durch Hitzereize
erregt werden konnten und ihre Reizschwellen

A. Ausmal’ der Erregbarkeit der hitzesensiblen C-Fasern entlang des N. suralis. Die Daten
(in %) geben an, welcher Anteil der C-Fasern bezogen auf die Gesamtheit der hitzesensiblen
C-Fasern durch Reizung von einem bis zu fuinf Arealen erregbar war.

Nach akuter Nervenlasion n=15, 7-10 Tage nach Nervenlasion n=16.

B. Verteilung der Reizschwellen auf axonale Hitzestimulation. Die Reizschwellen représentieren
Daten von bis zu finf Arealen. War eine Nervenfaser von mehreren Arealen erregbar und
wies unterschiedliche Reizschwellen auf, ist die mittlere Reizschwelle einbezogen worden.
Dies ist z. B. auch der Grund dafur, dass in dieser Abbildung keine C-Faser in der Rubrik
[40°C] erscheint, obwohl das Beispiel in Abb. 3.9. Aktivitdt bei 40°C zeigt. Die mittlere
Reizschwelle der in Abb. 3.4. gezeigten C-Faser betragt 45°C. Die Temperaturangaben
beziehen sich jeweils auf einen Bereich von + 2°C.
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Abb. 3.6. Axonale Erregbarkeit individueller hitzesensibler C-Fasern entlang des Nervs

A. Schematisierte Zeichnung des experimentellen Aufbaus. Die Aktivitdt in den afferenten
Axonen wurde distal abgeleitet. Der N. suralis wurde proximal zur ldentifizierung der Axone
elektrisch gereizt. Zwischen den paarigen Stimulationselektroden und der Ableitelektrode
lagen die Areale A1-A5, die durch Hitze-, Kélte- und mechanische Reize getestet wurden. Die
Mittelpunkte benachbarter Areale lagen 3 mm auseinander.

B. Verteilung der axonalen Erregbarkeit der individuellen hitzesensiblen C-Fasern tiber den Nerv.
Die prozentualen Angaben pro gereiztes Nervenareal Al bis A5 beziehen sich auf die

Gesamtsumme der hitzesensiblen Fasern, die auf allen finf benachbarten Arealen getestet
wurden.
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Abb. 3.7. Reizantworten hitzesensibler Afferenzen

Reizantwort von hitzesensiblen C-Fasern auf Hitzestimuli getrennt fur die dynamische (A) und
fur die statische (B) Reizantwort 0-10 Stunden nach der Nervenlasion (weif3, n=16) und 7-10
Tage nach Nervenléasion (grau, n= 10). Darstellung in Form von Box-Whisker-Plots. Die Kreuze
sind Messwerte, die mehr als das 1,5-fache des Quartilsabstandes vom oberen Quartil
abweichen. Sie wurden als Ausreiler interpretiert. Die Zahlwerte unter den Kreuzen
entsprechen Ausreil3ern, die extrem abweichen und sich nicht auf die Ordinate beziehen.
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3.2.3. Axonale Kaltsensibilitit - Akut-Kohorte

21 der 91 elektrisch identifizierbaren Nervenfasern der Akut-Kohorte waren durch
Kalte erregbar. 2 Fasern waren zusatzlich hitzesensibel (siehe Tab. 3.1). Diese sind
in den Abbildungen dieses Kapitels nicht berlicksichtigt. Die Aktivierungsschwellen
lagen zwischen 4 °C und 27 °C. Die Reizschwelle lag im Mittel bei 12,5+ 5,1 °C
(x+s, x=11,5°C, Abb. 3.9. B, weil3e Saulen). Die Reizantwort der Kaltfasern
bestand aus einer dynamischen und einer tonischen Phase und war graduiert (siehe
Abb. 3.8. B und Abb. 3.11.). Keine der untersuchten kaltsensiblen C-Fasern wies

eine spontane Aktivitat oder Kombination mit mechanischer Sensibilitat auf.

Die Verteilung der erregbaren Areale war homogen Uber den gesamten getesteten
Nerv verteilt. Es wurden insgesamt Aktivierungen von 48/105 (45,7%) Arealen aus
festgestellt, im Mittel waren die getesteten Nervenfasern von 2,3 Arealen aus
erregbar. Dabei konnten die kaltsensiblen C-Fasern von 1 bis zu allen 5 Arealen aus
erregt werden. 5/19 (26%) waren von einem, 3/19 (16%) von zwei, 5/19 (26%) von
drei, 2/19 (11%) von vier und 4/19 (21 %) von allen getesteten Arealen aus erregbar
(siehe Abb. 3.9. A und Abb. 3.10., weil3e Saulen).

3.2.4. Axonale Kaltsensibilitit - Chronisch-Kohorte

33 der 81 elektrisch identifizierbaren Nervenfasern in der 7-10 Tage Kohorte waren
durch Kalte erregbar, 4 zusatzlich durch Hitze (siehe Tab. 3.1.). Die Aktivierungs-
schwellen lagen zwischen 4 °C und 27 °C. Die Reizschwelle lag im Mittel bei
13+£6°C (Xxs, x=11,5°C, siehe Abb. 3.9. B, graue Saulen). Die Verteilung der
erregbaren rezeptiven Felder war auch hier homogen Uber den gesamten getesteten
Nerv verteilt. Es wurden insgesamt Aktivierungen von 93/165 (56,4 %) der getesteten
Areale aus festgestellt. Die kaltsensiblen C-Fasern konnten ebenfalls von 1 bis zu
allen 5 Arealen aus erregt werden. 9/29 (31%) waren von einem, 4/29 (14%) von
zwel, 2/29 (7%) von drei, 6/29 (21%) von vier und 8/29 (28 %) von allen getesteten
Arealen aus erregbar (siehe Abb. 3.9. B und Abb. 3.10., graue S&aulen). Im Mittel

waren die getesteten Nervenfasern von 3 Arealen aus erregbar.
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Abb. 3.8. Aktivierung einer afferenten C-Faser durch Kaltstimuli verschiedener Starke appliziert
mit einer Thermode auf finf benachbarte Areale entlang des N. suralis (siehe Abb. 2.2.)

A. Histogramme der Aktivitat bei axonalen Kaltreizen von 5, 10, 20 und 25°C. Die graduierte
Reizantwort ist deutlich zu erkennen.

B. Originalaufnahme der Aktivitat auf einen Kaltreiz von 5°C. Einsatzbild: einige Aktionspotentiale der
C-Faser Uberlagert.

C. Reiz-Antwort-Kurven der Aktivitat der afferenten C-Faser auf Kaltreize, appliziert auf funf
benachbarte Areale entlang des N. suralis. Die Reiz-Antwort-Kurven sind fur die dynamische
Reizantwort (in den ersten 5 Sekunden nach Reizanfang) und die statische Reizantwort
(Sekunde 10-20 nach Reizanfang) dargestellt.
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Abb. 3.9. Anteil der 5 getesteten Nervenareale von denen die C-Fasern durch Kaltreize erregt
werden konnten und ihre Reizschwellen

A. Ausmal} der Erregbarkeit der kaltsensiblen C-Fasern entlang des N. suralis. Die Daten (in %)
geben an, welcher Anteil der C-Fasern bezogen auf die Gesamtheit der kaltsensiblen C-Fasern
durch Reizung von einem bis zu finf Arealen erregbar war. Nach akuter Nervenlasion n=19,
7-10 Tage nach Nervenlasion n=29.

B. Verteilung der Reizschwellen auf axonale Kaltstimulation. Die Reizschwellen repréasentieren
Daten von bis zu finf Arealen. War eine Nervenfaser von mehreren Arealen aus erregbar und
wies auf verschiedenen Arealen unterschiedliche Reizschwellen auf, wurde der Mittelwert

kalkuliert und abgebildet. Die Temperaturangaben beziehen sich jeweils auf einen Bereich von
+ 2°C.
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Abb. 3.10. Axonale Erregbarkeit individueller kaltsensibler C-Fasern entlang des Nervs

Fur diese Abbildung gilt der gleiche experimentelle Aufbau, wie er in Abb. 3.6. A skizziert ist. Gezeigt
ist die Verteilung der axonalen Erregbarkeit der individuellen kaltsensiblen C-Fasern tiber den Nerv.
Die prozentualen Angaben pro gereiztes Nervenareal Al bis A5 beziehen sich auf die Gesamtsumme
der kaltsensiblen Fasern, die auf allen finf benachbarten Arealen getestet wurden.
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Abb. 3.11. Reizantworten kaltsensibler Afferenzen

Reizantwort von kaltsensiblen C-Fasern auf Kaltstimuli getrennt fir die dynamische (A) und fur die
statische (B) Reizantwort 0-10 Stunden nach der Nervenlasion (weil3, n=14) und 7-10 Tage nach
Nervenldsion (grau, n= 21). Darstellung in Form von Box-Whisker-Plots. Die Kreuze sind Messwerte,
die mehr als das 1,5-fache des Quartilsabstandes vom oberen Quartil abweichen. Sie wurden als
Ausreil3er interpretiert.

35



3.2.5. Axonale Kaltsensibilitit -
Typ-1- und Typ-2-Kaltsensible Afferenzen

Teliban et al. (2011) zeigten, dass mehr Typ-1-kaltsensible als Typ-2-kaltsensible
Afferenzen axonal erregbar sind (100% vs. 39%). Die Frage, die sich daraus ergibt,
ist, ob dieser Unterschied moglicherweise in einer unterschiedlichen Auspragung der
axonalen Erregbarkeit begriindet ist. Wenn dies der Fall ist, misste sich dies in
einem Unterschied der Reizantworten von kaltsensiblen Afferenzen niederschlagen,
die einerseits von max. 2 Arealen aus und andererseits von 3-5 Arealen aus erregbar
waren. In Abb. 3.12. sind die Kkaltsensiblen C-Fasern beider Gruppen
zusammengelegt und anhand der Auspragung ihrer axonalen Erregbarkeit (max. von
2 Arealen oder von 3-5 Arealen aus erregbar) wieder aufgetrennt worden. Es ergibt
sich kein statistisch signifikanter Unterschied und somit keine Differenzierbarkeit
zwischen hypothetischen Typ-1- und Typ-2-Afferenzen anhand der Auspréagung ihrer
axonalen Sensibilitat (Mann-Whitney-U-Test: p=0,5).
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Abb. 3.12. Vergleich der Reizantwortkurven von afferenten kaltsensiblen C-Fasern

Die abgebildeten Reizantwortkurven stammen von allen kaltsensiblen C-Fasern beider Kohorten
(n=35). In dieser Abbildung sind diese je nach Grad ihrer axonalen Erregbarkeit aufgeteilt, d. h. die
Fasern, die von 1-2 (weil3) oder 3-5 Arealen (grau) entlang des N. suralis erregbar waren. Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf die Starke der Reizantwort (Mann-Whitney-U-
Test: p=0,5).
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3.2.6. Mechanosensibilitait

Unter den untersuchten Nervenfasern waren lediglich 3/57 (5,3 %) A-Fasern in der
akut- und 0/76 A-Fasern in der chronisch-Kohorte mechanosensibel. Bei diesen
handelt es sich vermutlich um mechanosensible Afferenzen des Epineuriums
(Hromada 1963; Sauer et al. 1999; Bove 2008). Unter den drei mechanosensiblen
A-Fasern waren zwei nur von einem Areal aus erregbar und eine Faser von drei
Arealen. Alle drei Fasern wiesen recht niedrige Reizschwellen im Bereich von
0,3-0,7mN auf und zeigten &hnliche Eigenschaften wie schnell adaptierende
mechanosensible Afferenzen der Haut, d. h. auf jede kurze mechanische Stimulation
folgten einige Aktionspotentiale (Treede 2010a). Eine anhaltende Entladung bei einer
andauernden mechanischen Stimulation mit gleichbleibender Intensitat, wie bei
langsam adaptierenden mechanosensiblen Afferenzen, wurde nicht beobachtet.
Diese Beobachtung bestatigt Teliban et al. (2011) und zeigt, dass die
Mechanosensibilitdt der afferenten Fasern unter physiologischen Bedingungen auf

die rezeptiven Enden in den Zielgeweben (hier die Haut) beschrankt ist.
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Abb. 3.13. Beispiel einer mechanosensiblen A-Faser des Epineuriums

Phasische mechanische Reize verschiedener Starke (Dauer der repetitiven Reizung mit etwa 1 Hz
indiziert durch Balken). Die Ordinate zeigt die Aktivitat der Faser in Impulsen pro Sekunde. Die A-
Faser hatte eine Aktivierungsschwelle von 0,45 mN. Der untere Teil der Abbildung zeigt eine
Originalaufnahme vor, wahrend und nach einer mechanischen Reizung des Nervs mit einem von-
Frey-Haar der Starke 6 (7,5 mN, durch den Balken indiziert). Einsatzbild: Aktionspotentiale mehrfach
Uberlagert.
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3.3. Vergleich der funktionellen Eigenschaften von
A- und C-Fasern nach akuter oder chronischer
Nervenlasion

In der Verteilung der funktionellen Eigenschaften unterschieden sich die beiden
Gruppen (akut bzw. chronisch) lediglich im Anteil der axonal erregbaren afferenten
C-Fasern in der chronisch-Kohorte (gemessen an den afferenten C-Fasern). Hier
liegt ist die axonale Erregbarkeit statistisch hoch signifikant gro3er als in der akut-
Kohorte (16,5 % in der akut-Kohorte vs. 27,5 % in der chronisch-Kohorte, p = 0,007,
y?-Test, fur die Diskussion siehe Abschnitt 4.2.). Dies ist auf die hohere Anzahl
axonal erregbarer kaltsensibler Afferenzen in der chronisch-Kohorte zuriickzuftihren,
sie machen in der akut-Kohorte einen Anteil von ca. 8,5 % und in der chronisch-
Kohorte von 16,3 % aus (p = 0,02, y2-Test). Auffallend ist in beiden Kohorten die
nahezu vollstandige Abwesenheit der axonalen Erregbarkeit von myelinisierten
Nervenfasern (siehe Abb. 3.2. und Tab. 3.1.).

A-Fasern C-Fasern
n=47 akut n=219 (+55)

(AN 7N
&/ N,

n=66 chronisch n=178+(32)

(N N
o/ M/

Abb. 3.14. Vergleich der funktionellen Eigenschaften von A- und C-Fasern

n = Anzahl der elektrisch identifizierten Nervenfasern (+postgangliondre Vasokonstriktorneurone,
siehe C-Fasern), K = kaltsensible, H = hitzesensible, M = mechanosensible Nervenfasern, die durch
physiologische Stimuli entlang ihres axonalen Verlaufs erregbar waren. Es zeigt sich eine
Uberwiegende Mehrheit der axonalen Erregbarkeit auf Seiten der C-Fasern unabhéngig von der
Kohorte. Der Anteil der axonal erregbaren kaltsensiblen Afferenzen ist in der chronisch-Kohorte héher
als in der akut-Kohorte.
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3.4. Postgangliondre Vasokonstriktorneurone

Bei den postganglionaren Vasokonstriktorneuronen handelt es sich um noradrenerge
Neurone, deren Stimulation zu einer Vasokonstriktion der innervierten BlutgefalRe
fuhrt. lhre Axone zweigen sich innerhalb der Effektororgane stark auf und bilden
zahlreiche Varikositaten. Hier werden auch die Ubertragerstoffe synthetisiert und
gespeichert und wiederverwertet. Dabei handelt es sich hauptsachlich um
Noradrenalin, das seinen Effekt auf Gefal3e Uber ai;-Rezeptoren vermittelt. Zudem
weisen postgangliondre Vasokonstriktorneurone spontane Aktivitat auf, die eine
kardiale oder respirationsabhangige Rhythmik zeigt (siehe Abschnitt 3.4.2.). Diese
Aktivitat ist durch noxische Reize und Stimulation von Barorezeptoren unterdrickbar
(siehe Abschnitt 3.4.3. und 3.4.4). In der vorliegenden Studie wurden die
postganglionaren Vasokonstriktorneurone anhand ihrer Spontanaktivitat und der
daraus errechneten Kkardialen Rhythmik identifiziert. ~Weiterhin  wurden
Barorezeptorreflexe und nozizeptive vermittelte Reflexe als typische Eigenschaften
von Vasokonstriktorneuronen angesehen und getestet.

3.4.1. Spontanaktivitait

Die spontane Aktivitdit zeigte in der Akut-Kohorte eine durchschnittliche
Entladungsrate von 0,72 £ 0,06 Imp/s (X +&,) mit einer maximalen Aktivitat von
2,1 Imp/s und einer minimalen Aktivitdt von 0,03 Imp/s. Der Median lag bei
0,65 Imp/s. In der chronisch-Kohorte lag die durchschnittliche Entladungsrate bei
0,54 + 0,05 Imp/s (X = 6,) mit einem Maximum von 1,21 Imp/s und einem Minimum
von 0,07 Imp/s. Der Median lag bei 0,45 Imp/s. Die Spontanaktivitat der
postganglionaren Vasokonstriktorneurone in der chronisch-Kohorte war statistisch
signifikant niedriger (p <0,01, Mann-Whitney-U-Test, siehe Abb. 3.15. und
Abb. 3.20). Spontan aktive Nervenfasern, die gleichzeitig thermosensibel waren
wurden nicht gefunden, was zu dem Schluss fuhrte, dass samtliche spontan aktiven
Nervenfasern in der vorliegenden Studie dem sympathischen Nervensystem
zuzuordnen waren. Es wurde Kkein Anhalt dafir gefunden, dass ektope
Spontanaktivitat in afferenten Fasern mit einem Ursprung proximal der Nervenlasion,

z. B. im Spinalganglion aufgetreten ist.
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Abb. 3.15. Verteilung der spontanen Aktivitat postganglionérer Neurone

Die Spontanaktivitat der postganglionaren Vasokonstriktorneurone wurde tber 3 min aufgenommen
und gemittelt und anhand ihrer Entladungsfrequenz aufgeteilt. Postganglionare Neurone zeigen
7-10 Tage nach Nervenlasion eine signifikant niedrigere Entladungsrate als Neurone nach akuter
Nervenlasion (p < 0.01, Mann-Whitney-U-Test). Die Angaben in % beziehen sich auf die Gesamtzahl
der postganglionaren Neurone.

3.4.2. Kardiale Rhythmik

Ein weiteres Charakteristikum zur ldentifikation der postganglionaren Neurone war
die kardiale Rhythmik (Gregor et al. 1977; Blumberg et al. 1980; Blumberg & Janig
1985; Habler et al. 1994; Habler et al. 1999). Diese ist das Korrelat der periodischen
afferenten Aktivitdt von Barorezeptoren, die im Rhythmus der systolisch-
diastolischen Blutdruckschwankungen zu einer reflektorischen Hemmung der
Vasokonstriktorneurone fihrt (siehe Abb. 3.16.). Fur gewodhnlich pragen kutane
Vasokonstriktorneurone eine geringe kardiale Rhythmik ihrer Aktivitat aus (fur einen
detaillierten Uberblick siehe Janig 1988), wobei der Grad der kardialen Rhythmik
unter pathologischen Zustanden auch erhéht sein kann (Blumberg & Janig 1983;
Blumberg & Janig 1985). In der vorliegenden Studie wurde sie anhand von ,Post-R-
Zacken-Histogrammen® ermittelt (siehe Material und Methoden, Abschnitt 2.8.).
Dabei wurde die Aktivitat der postganglionaren Vasokonstriktorneurone in Bezug auf
die R-Zacke des EKGs der Ratte gemessen (siehe Abb. 3.16. A). Fur weitere Details
siehe Habler et al. (1994).

Fur die akut lasionierte Kohorte galt, dass von 55 spontan aktiven C-Fasern

42 (76 %) eine starke, 7 (13 %) eine schwache und 6 (11 %) keine kardiale Rhythmik
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aufwiesen. Insgesamt ergab sich aus den Daten eine durchschnittliche kardiale
Rhythmik von 71 + 20,2% (X £ S).

Von den 33 spontan aktiven Fasern der chronisch lasionierten Kohorte wiesen 23
(70 %) eine starke, 7 (21 %) eine schwache und 3 (9%) keine erkennbare kardiale
Rhythmik auf (siehe Abb.3.16. B). Daraus ergab sich insgesamt eine
durchschnittliche kardiale Rhythmik von 73 + 20,5 % (X £ s). Zwischen den beiden
Kohorten bestand kein statistisch signifikanter Unterschied im Hinblick auf die
Auspragung der kardialen Rhythmik.
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' - Abb. 3.16. Kardiale Rhythmik

EKG postganglionarer Neurone
' ' A A Beispiel fur die kardiale Rhythmik eines
| | | postgangliondren Neurons. Die

Aktivitat wurde 450 x  Uberlagert und
zeitlich mit der R-Zacke des EKGs der
Ratte korreliert. Der untere Teil der
Grafik zeigt den pulsatilen Blutdruck
der Ratte.

B. Verteilung des Grades der kardialen
Rhythmik, n. v.=nicht vorhanden. Die
Angaben in Prozent beziehen sich auf
die Gesamtzahl der postganglionaren
Neurone.

Fur B gilt: akut n=55, 7-10 Tage n=32

3.4.3. Barorezeptorreflexe

Ein typisches Kriterium von Vasokonstriktorneuronen stellt die Unterdriickbarkeit
ihrer Spontanaktivitat bei einer Erhéhung des arteriellen Blutdruckes dar. Diese kann
experimentell durch eine intravendse Injektion von Noradrenalin (NA, 1 bzw. 5 ug)
ausgelost werden (Blumberg et al. 1980; Habler et al. 1994), was zu einer Erh6hung

des Blutdruckes um mehr als 50 mmHg fuhrte. In vier Experimenten der akuten
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Kohorte wurde NA appliziert und fuhrte erwartungsgemaf zu einer Unterdrickung
der Aktivitat der postganglionaren Neurone. Die Inhibition war meist prompt und
vollstandig. Abb. 3.17. zeigt ein reprasentatives Beispiel fur die Hemmung der
Aktivitdt eines kutanen postganglionaren Neurons durch Erhdéhung des
intraarteriellen Druckes. In einem Fall fand keine Inhibition der spontanen Aktivitat
statt. Blumberg et al. (1980) schlugen vor, die Neurone, die durch Stimulation von
Barorezeptoren unterdriickbar waren, Widerstandsgefal3en zuzuordnen, diejenigen,
die keine Unterdrickbarkeit aufwiesen, Kapazitats- und ShuntgefaRen. Die Reaktion
der postganglionaren Neurone auf Stimulation von Barorezeptoren mit intravenésen
Injektionen von NA wurde nicht weitergehend systematisch untersucht, da die
Injektion von NA zu instabilen Vitalparametern bei den Tieren fuhrte. Vorrangiges
Ziel dieser Studie war es zudem die axonal auslésbaren Reflexantworten
postganglionarer Neurone zu untersuchen (siehe Abschnitt 3.4.4.). Fir eine
detaillierte  Beschreibung der Barorezeptorreflexe von  postganglionéren
Vasokonstriktorneuronen siehe Habler et al. (1994) und Blumberg et al. (1980).
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Abb. 3.17. Reflexantworten postgangliondrer Neurone - Barorezeptorreflex

Reflektorische Inhibition eines postganglionaren Neurons nach intravendser Injektion von 1 pg
Noradrenalin (NA). Gezeigt sind der arterielle Mitteldruck, die Originalaufnahme und ein Histogramm
der Aktivitdt des postgangliondren Neurons. Das Einsatzbild zeigt die Aktionspotentiale der C-Faser
einige Male Uberlagert.
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3.4.4. Reflexantworten auf noxische Reize

Postganglionare Vasokonstriktorneurone zeigen eine Inhibition ihrer Aktivitat durch
noxische Stimulation der Haut der ipsilateralen Seite ihres Innervationsgebietes.
Dieses Phanomen ist vermutlich auf die Unterdrickung ihrer spontanen Aktivitat Gber
einen Reflexbogen auf spinaler Ebene zurickzufihren (Horeyseck & Janig 1974,
Janig 1975; Grosse & Janig 1976). Siehe dazu auch Abschnitt 4.2. .

In der vorliegenden Studie wurde eine reflektorische Unterdriickbarkeit der Aktivitat
durch noxische Kaltstimuli nicht beobachtet, ebenso wenig wie eine reflektorische
Erregung (Abb. 3.19. A). Eine solche reflektorische Erregung wurde auch durch
mechanischer Reizung der Haut beobachtet (Habler et al. 1994), konnte jedoch bei
axonaler mechanischer Stimulation nicht beobachtet werden. Allerdings wurde auf
die Verwendung von mechanischen Stimuli im noxischen Bereich verzichtet, da dies
zwangslaufig zu einer Zerstérung des Nervs und damit zur Beendigung des

Experimentes gefihrt hatte.

Eine inhibitorische Reflexantwort konnte in der vorliegenden Studie nur durch
axonale Hitzestimulation nachgewiesen werden (Abb. 3.18. und Abb. 3.19.). Dabei
war die Spontanaktivitat der lasionierten Kohorte im Mittel sowohl vor, als auch nach
dem Stimulus signifikant niedriger als die der akut lasionierten Kohorte (0,5 Imp/s vs.
0,7 Imp/s; p<0,001, Mann-Whitney-U-Test). Eine Erregung, auch durch moderate
Hitzereize, wurde nicht festgestellt. Die Inhibition war, ausgehend von einer
Spontanaktivitdt von 0,7 Imp/s (X, akut-Kohorte) und 0,5 Imp/s (X, chronisch-
Kohorte), flr einige Fasern komplett (O Imp/s, siehe Abb. 3.18. und 3.19.) und ging
im durchschnittlichen Minimum auf 0,1 Imp/s (akut) und 0,15 Imp/s (7-10 Tage)
zurick (siehe Abb. 3.20.). Die reflektorische Hemmung der Spontanaktivitat
Uberdauerte im Mittel den noxischen Reiz. Im Anschluss erreichte die Aktivitat der
postganglionaren Vasokonstriktorneurone wieder ihr Ausgangsniveau (siehe Abb.
3.20.).
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Abb. 3.18. Reflexantworten postgangliondrer Neurone auf einen noxischen Hitzereiz

Reflektorische Inhibition von zwei postgangliondren Neuronen (1 und 2 im Einsatzbild) auf einen
noxischen Hitzereiz (53°C), der mit einer Thermode direkt auf den N. suralis appliziert wurde. Gezeigt
sind der Temperaturverlauf, die Originalaufnahme und ein Histogramm. Das Histogramm zeigt nur die
Aktivitdt einer einzelnen Faser (1 im Einsatzbild). Eine weitere C-Faser wird durch den Hitzereiz
aktiviert und zeigt keine Spontanaktivitat (3 im Einsatzbild). Diese Faser ist afferent.
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Abb. 3.19. Reflexantwort eines postganglionaren Neurons auf einen noxischen Hitzereiz

Die Abbildung zeigt die Originalaufnahme eines postgangliondren Vasokonstriktorneurons wéahrend
eines noxischen Hitzereizes (54 °C). Hier wird deutlich, dass die Unterdriickung der Spontanaktivitat
des Neurons den Hitzestimulus Gberdauert.
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Abb. 3.20. Durchschnittliche Reflexantwort postganglionarer Neurone auf thermische noxische

Stimuli

Durchschnittliche Aktivitat der postgangliondren Neurone vor, wahrend und nach einem noxischen
Kalt- (5°C, A) oder Hitzereiz (>50°C, B), der direkt auf den N. suralis appliziert wurde. Die
Datenpunkte entsprechen jeweils X + d,, n=35 (akut, Kaltreiz), n=34 (akut, Hitzereiz) und n=26 (7-10
Tage nach Nervenlasion, Hitzereiz), n=24 (7-10 Tage nach Nervenlasion, Kaltreiz). Der horizontale

Balken zeigt die Dauer der Reize an.

45



4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Studie war es die axonale Thermo- und
Mechanosensibilitdt von primar afferenten und postganglionaren Axonen quantitativ
zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass Untergruppen von unmyelinisierten
Afferenzen axonale Thermosensibilitat aufweisen und dass ihre Reizantwort
abhangig von der Reizstarke ist. Dabei ist nicht die gesamte axonale
Plasmamembran thermosensibel, vielmehr scheinen die thermosensiblen Areale der
Axone diskontinuierlich verteilt zu sein. Diese Feststellung gilt insbesondere fir die
Hitzesensibilitat. Myelinisierte und postganglionare Axone sind nicht thermosensibel,
allerdings wird die Spontanaktivitat von postgangliondren Neuronen durch noxische
Hitzereizung der kutanen Afferenzen reflektorisch gehemmt. Diese reflektorische

Hemmung konnte durch noxische Kaltreize nicht nachgewiesen werden.

Die Studie fuRt auf den Daten von 397 unmyelinisierten afferenten Axonen, 113
myelinisierten afferenten Axonen und 87 (unmyelinisierten) postganglionaren
Neuronen. In etwa der Halfte der Experimente waren die Axone im regenerativen

Zustand.

4.1. Zusammensetzung des N. suralis - Anteil der
axonal erregbaren Fasern an den elektrisch
identifizierten Fasern

Die Faserkomposition des N. suralis der Ratte wurde eingehend untersucht
(Peyronnard & Charron 1982; Schmalbruch 1986; Baron et al. 1988). Im Rahmen der
vorliegenden Studie wurden die Nervenfaserblndel unter visueller Kontrolle mit
feinen Uhrmacherpinzetten prépariert. Dabei gab es keine Mdglichkeit die
Zusammensetzung dieser Biindel zu beeinflussen, was bedeutet, dass jedes Bindel
eine zufallige Zusammensetzung von Nervenfasern beinhaltete. Daher sollte die
Zusammensetzung des N. suralis hinsichtlich der afferenten und efferenten Axone,
die hier bestimmt wurden, der tatsachlichen Zusammensetzung entsprechen und mit
den Zahlen bestehender Studien tUbereinstimmen. Das gilt allerdings nur unter der

Annahme, dass die Praparationsmethode nicht zur einer Selektion von schneller
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leitenden Axonen fuhrt. In den folgenden Ausfuhrungen sind die Daten der akut- und
der chronisch-Kohorte teilweise zusammengefasst worden. Es handelt sich
ausdrucklich um den Vergleich zwischen den erhobenen Daten und Schatzwerten
aufgrund bestehender Daten. Es wurden folgende Studien in diese Betrachtungen
einbezogen: Jenq & Coggeshall (1984), Jenq & Coggeshall (1985), Schmalbruch
(1986), Baron et al. (1988), Leem et al. (1993), Grossmann et al. (2009b), Janig et al.
(2009), Teliban et al. (2011).

Der Anteil der axonal erregbaren Fasern scheint auf den ersten Blick relativ gering zu
sein. Lediglich 36/274 (13 %) der C-Fasern der akut-Kohorte und 49/210 (23 %) der
C-Fasern der chronisch-Kohorte waren durch thermische Stimuli axonal erregbar.
Fasst man beide Kohorten zusammen entspricht dies 85/484 (17,6 %) aller C-Fasern
(inklusive postganglionarer Vasokonstriktorneurone) bzw. 85/397 (21,4 %) aller
afferenten C-Fasern (d. h. wenn man die Zahl der postgangliondren Axone abzieht).
Vergleicht man diese Ergebnisse allerdings mit den Daten der oben erwéhnten

Studien, sind die Zahlen plausibel.

Zunachst sei zugrundegelegt, dass 18 % aller unmyelinisierten Nervenfasern nicht
durch thermische Stimuli erregbar und sympathisch postganglion&r waren (Baron et
al. 1988). In dieser Studie wurden tatsachlich 87 postganglionare Axone anhand ihrer
Eigenschaften und Reflexantworten identifiziert, was exakt dem Schatzwert von 87
entspricht (18 % von 484 unmyelinisierten Nervenfasern). Die restlichen
397 C-Fasern mussen afferente Nervenfasern gewesen sein (ein kleiner Teil, der
hier nicht bertcksichtigt wird, ist ,Sstummen® postganglionaren
Vasokonstriktorneuronen zuzuordnen, bei sehr wenigen handelt es sich um
Sudomotorneurone, Janig et al. 1983; Baron et al. 1988). Weiterhin ist auch unter
den afferenten Nervenfasern ein bestimmter Teil ,stumm® d.h. unter
physiologischen Bedingungen nicht erregbar. Dieser Anteil ist allerdings schwer
abzuschatzen, da sich die Angaben in der Literatur stark unterscheiden (Kress et al.
1992; Leem et al. 1993). Daher werden diese ebenfalls nicht mit in die Berechnung

einbezogen.

Im nachsten Schritt wird der Anteil der Nervenfasern geschatzt, die durch thermische
Stimuli axonal erregbar sind. Die grundlegende Annahme ist dabei, dass es sich bei
den Nervenfasern, die axonal erregbar sind, um die gleiche Population handelt, die

unter regenerativen Bedingungen ektop erregbar ist. Diese Nervenfasern machen
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einen Anteil von 54 % aus (Grossmann et al. 2009b). Bezogen auf die 397 afferenten
C-Fasern entspricht dies einer Zahl von 214 C-Fasern. Es ist zu erwarten, dass
ca. 21 % dieser 214 C-Fasern Typ-1-kaltsensibel sind (Grossmann et al. 2009b), von
denen wiederum 96% axonal erregbar sind (Teliban et al. 2011), d. h. 43 C-Fasern
(20 % von 214 Fasern). Da eine Differenzierung zwischen Typ-2-kaltsensiblen und
rein hitzesensiblen Afferenzen unter den experimentellen Bedingungen nicht moglich
ist, wird diese Gruppe als ,thermosensibel, aber nicht ausschliel3lich Typ-1-
kaltsensibel zusammengefasst. In dieser Gruppe mussten zwischen 62 % und 34 %
der C-Fasern sein, je nachdem, welchen Anteil mechanosensibler C-Fasern man
unterstellt. Diese mechanosensiblen C-Fasern machen zwischen 17 und 45 % aus
und gelten als nicht axonal erregbar (Teliban et al. 2011). Die thermosensiblen C-
Fasern, die keine Typ-1-Kaltsensibilitat aufweisen, sind zu etwa 36 % axonal
erregbar (Teliban et al. 2011), was einem absoluten Wert zwischen 26 und 48 C-
Fasern entspricht (22-12 % von 214 Fasern). Fasst man die Erwartungswerte der
thermosensiblen Afferenzen zu einer Gesamtgruppe zusammen, wirde man
erwarten, dass insgesamt zwischen 69 (17,4 %) und 91 (22,9 %) der 397 afferenten
C-Fasern durch thermale Stimuli axonal erregbar sind. In der vorliegenden Studie
wurde ein Anteil von 21,4 % durch thermische Stimuli erregbare C-Fasern

gemessen. Dieser Wert entspricht dem Erwartungswert (siehe Tab. 4.1.).

Der Anteil der postganglionaren Vasokonstriktorneurone stimmt ebenfalls mit dem
Erwartungswert dberein. Sie machten in der Akut-Kohorte etwa 20% aller
unmyelinisierten Fasern aus (55/274), in der 7-10-Tage-Gruppe 15 % (32/210),
verglichen mit 18 % (87/484) bei Baron et al. (1988). Es ist zu beachten, dass sich

die Angaben in Prozent jeweils auf alle unmyelinisierten Nervenfasern beziehen.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die vorliegenden Daten sehr gut zu bereits
bestehenden Daten passen und sich dadurch der relativ geringe Anteil der axonal
erregbaren Nervenfasern, gemessen an der Zahl der elektrisch identifizierten Fasern,

erklaren lasst.

In der folgenden Tabelle (Tab. 4.1.) sind die tatsachlich gemessenen Werte grau
hinterlegt, weil3 hinterlegt sind die Schatzwerte, die aufgrund bestehender Studien
berechnet wurden. Die Tabelle bettet den Anteil der axonal erregbaren C-Fasern in

einen plausiblen Kontext.

48



akut 7-10 Tage | Gesamt

C-Fasern Anzahl elektrisch gemessen | 274 210 484
A-Fasern Anzahl elektrisch gemessen | 47 66 113
A- und C-Fasern Anzahl gesamt, elektrisch gemessen| 321 276 597
C-Fasern in % gemessen
_ ° 85%  76% 81%
(Literatur: 72 % Schmalbruch et al., 80 % Jenq et al.1985)
A-Fasern in % gemessen
(Literatur: 28 % Schmalbruch et al., 20% Jenq et al. 1985) 15% 24% 19%
Geschétzte Anzahl postggl. 18 % (Baron et al. 1988) 321/276| 49 38 87
Gemessene Anzahl postgangliondrer Neurone | 55 32 87
Geschiitzte Anzahl afferenter C-Fasern mit thermo-/ mechanosensibler C-
" " . " " . 219 178 397
Fasern (alle "gemessenen" C-Fasern minus "gemessene" postganglionére)
Geschditzte Anzahl afferenter C-Fasern mit ektoper Erregbarkeit
118 96 214

(54% von 219 bzw. 178; Grossmann et al. 2009, Baron et al. 1988)*

Geschdtzte Anzahl axonal erregbarer (96% Teliban et al. 2011)Typ-1-
kaltsensibler C-Fasern (21% Janig et al. 2009) der potentiell ektop erregbaren | 24 19 43
Fasern (118/96)**

Gemessene Anzahl kaltsensibler Axone | 19 29 48

Geschdtzte Anzahl hitzesensibler und Typ-2-kaltsensibler C-Fasern (62% Janig
et al. 2009) davon ca. 36% axonal erregbar (Teliban et al. 2011), bei 17%| 26 21 48
mechanosensiblen C-Fasern***

Geschditzte Anzahl hitzesensibler und Typ-2-kaltsensibler C-Fasern (62% Janig
et al. 2009) davon ca. 36% axonal erregbar (Teliban et al. 2011), bei 45% | 14 12 26
mechanosensiblen C-Fasern***

Gemessene Anzahl hitzesens. bzw. hitze- und kiltesensibler Axone | 17 20 37
Geschdtzter Anteil der C-Fasern, die durch thermische Stimuli erregt werden von 17,4%
kénnen (Janig et al. 2009, Teliban et al. 2011)*** bis 22,9%

GEMESSENER Anteil der C-Fasern, die durch thermische Stimuli erregt

0,
werden kdnnen AL

Tabelle 4.1. Faserkomposition des N. suralis, Vergleich zwischen gemessenen und erwarteten Werten
Die Tabelle zeigt einen Vergleich zwischen der Anzahl der gemessenen afferenten und efferenten
Nervenfasern und Schatzwerten, die auf vorhergehenden Studien basieren (Jenq & Coggeshall 1985;
Schmalbruch 1986; Baron et al. 1988; Grossmann et al. 2009b; Janig, W. et al. 2009; Teliban et al. 2011).

* 54% aller afferenten C-Fasern. Bei Grossmann et al. (2009) sind 49,2 % aller C-Fasern (inklusive
postganglionarer) ektop erregbar. Es wird angenommen, dass 14 % aller C- und A-Fasern, bzw. 18 % aller
unmyelinisierten Fasern im N. suralis postgangliondre Axone sind (Baron et al. 1988).

** Gemessen an der Anzahl der Neurone, die potentiell ektop erregbar sind. Dieser Schatzung liegt die
Annahme zugrunde, dass alle Afferenzen, die nicht ektop vom Schadigungsort aus erregbar sind auch nicht
axonal erregbar sind.

*** Diese beiden Werte geben eine Spanne an je nachdem, ob man 17% oder 45% mechanosensible C-Fasern
zugrunde legt (Janig et al. 2009).
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4.2. Axonale Thermosensibilitat - Allgemeines

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nur hinsichtlich des Anteils der axonal
thermosensiblen C-Fasern einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Kohorten gab. In der Akut-Kohorte waren 36/219 (16,4 %) C-Fasern thermosensibel,
in der chronisch-Kohorte 49/178 (27,5 %). Dieser Unterschied ist statistisch hoch
signifikant (p = 0,007, x2-Test) und konnte darauf beruhen, dass es nach einer
Nervenldsion zu einem Untergang von Kleinkalibrigen kutanen afferenten und
efferenten Neuronen mit unmyelinisierten Axonen kommt (Janig & McLachlan 1984,
Vestergaard et al. 1997, Hu, P. & McLachlan 2003, siehe auch Abschnitt 3.1.). Eine
Vermutung, die daraus resultiert ist, dass dickere unmyelinisierte Axone leichter
axonal erregbar sind. Bei einer relativen Erhéhung des Anteils von dicken
unmyelinisierten Axonen in der chronisch-Kohorte aufgrund des Untergangs der
dinnen, wirde dies den hoheren Anteil der axonal erregbaren Nervenfasern
erklaren. Zudem geht die Erh6hung des erregbaren Anteils hauptsachlich auf die
kaltsensiblen Afferenzen zurick, die, zumindest was die Typ-1-Kaltsensibilitat betrifft,

leichter axonal erregbar sind (Teliban et al. 2011).

Die Reizschwellen der hitzesensiblen C-Fasern unterschieden sich zwischen den
beiden Kohorten nicht (p = 0,64, Mann-Whitney-U-Test). Dies gilt auch fur die
kaltsensiblen C-Fasern (p = 0,58, Mann-Whitney-U-Test). Hinsichtlich des Grades
der axonalen Erregbarkeit wurde ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt (siehe Abb. 3.5., 3.6., 3.9. und 3.10.). Dies gilt sowohl fir die
kaltsensiblen C-Fasern (p=0,77, Mann-Whitney-U-Test), als auch fur die
hitzesensiblen C-Fasern (p = 0,09, Mann-Whitney-U-Test). Es scheint sowohl fiir die
kaltsensiblen als auch fur die hitzesensiblen C-Fasern keine Rolle fur die Reizantwort
zu spielen, wo im Verlauf des Nervs gereizt wurde (proximal vs. distal im Verlauf,
siehe Abb. 2.2., Abb. 3.6. und Abb. 3.10.). Die Reizantworten, die von verschiedenen
Arealen aus evoziert wurden, unterschieden sich nicht (siehe Abb. 3.8. und Abb.
3.4.), konnten allerdings hinsichtlich der Reizschwelle differieren Eine Beobachtung
ist, dass die axonale Erregbarkeit der individuellen Afferenzen auf bestimmte Areale
entlang des Nervens beschrankt zu sein scheint (siehe Abb. 3.5. A und Abb. 3.9. A).
Dieses Phanomen wird besonders bei den hitzesensiblen C-Fasern deutlich. Das

kénnte bedeuten, dass es, ahnlich wie auf der Haut, distinkte rezeptive Felder im

50



axonalen Verlauf gibt. Diese entsprechen eventuell Arealen, an denen eine
Akkumulation von Transduktionsmolekilen auftritt. Eine Unterscheidung zwischen
Typ-1- und Typ-2-kaltsensiblen Afferenzen ist aufgrund der hier vorliegenden
Messungen nicht moglich (siehe Abschnitt 3.2.5. und 4.2.2.).

4.2.1. Axonale Hitzesensibilitait

Ein Grol3teil der hitzesensiblen Nervenfasern wies axonale Reizschwellen 250 °C auf
(siehe Abschnitt 3.2.1. und 3.2.2., Abb. 3.5. B). Daher ist zu vermuten, dass nicht alle
in einem Filament enthaltenen hitzesensiblen Nervenfasern durch axonale Hitze-
Stimulation erregt werden konnten, da darauf verzichtet wurde, hohere
Temperaturen als 55 °C zu applizieren. Temperaturen dieser Hohe kdnnen zu einer
Sensibilisierung, Desensibilisierung oder Zerstérung von afferenten Nervenfasern
fuhren. Verglichen mit den Daten von Hoffmann et al. (Reizschwelle: 41,5 + 4,3 °C,
X = s) und Teliban et al. (Reizschwelle: 45,5 + 0,67 °C, X = s) sind die Reizschwellen
recht hoch (Hoffmann et al. 2008; Teliban et al. 2011). Allerdings handelt es sich in
der Studie von Hoffmann et al. um eine Studie an isolierten Haut-Nervenpraparaten
der Maus, die daher nur bedingt vergleichbar ist. Die mittlere Starke der
Reizantworten liegt demgegentber allerdings in einem vergleichbaren Bereich. Der
Unterschied zu Teliban et al. (2011) liegt auch im experimentellen Prozedere, da
sehr genau darauf geachtet wurde, dass die axonale Erregbarkeit auf einem Areal
des Nervs getestet wurde, das auf die Stimulation mit Hitze am sensibelsten
reagierte. In der vorliegenden Studie wurde darauf keine Rucksicht genommen. Es
wurde vielmehr versucht eine Aussage lber das Verteilungsmuster (kontinuierlich vs.
diskontinuierlich) der axonalen Erregbarkeit zu treffen, indem unabhangig von der
Starke der Reizantwort finf Areale entlang des N. suralis getestet wurden. Die
Reizschwellen konnten innerhalb dieser Areale recht stark schwanken und individuell
bis zu 12°C voneinander abweichen. So lagen die maximal gemessenen
Reizschwellen mit 51,5 = 2,6 °C signifikant hoher als die minimal gemessenen mit
48,9+3,5°C (xts, p<0.001, Mann-Whitney-U-Test, die Daten beider Kohorten

wurden bei dieser Berechnung zusammengefasst).
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In der vorliegenden Studie zeigten etwa 10 % aller afferenten C-Fasern axonale
Hitzesensibilitdt (37/397 C-Fasern), was den Befunden von Blenk et al. (1996) bei
akut axotomierten Nervenenden entspricht. Diese Ubereinstimmung legt nahe, dass
in der Studie von Blenk et al. (1996) nichts anderes gemessen wurde als das
Phanomen der axonalen Sensibilitat. Die axonale Hitzesensibilitat lasst sich auch
durch die Beobachtungen von Sauer et al. (1999, 2001) sowie Fischer et al. (2003)
plausibel erklaren. In vitro wurde gezeigt, dass die Applikation von noxischen
Hitzereizen bzw. Protonen, appliziert auf den N. ischiadicus der Ratte, dazu fihrte,
dass Calcitonin gene related peptide (CGRP) sezerniert wurde, was fur ein
Vorkommen des TRPV1 Rezeptors in der axonalen Plasmamembran spricht. Zudem
wiesen Bernardinietal. (2004) den TRPV1-Rezeptor in der axonalen
Plasmamembran markloser Nervenfasern peripherer Nerven elektronen-
mikroskopisch nach und zeigten, dass es durch Stimulation mit Capsaicin zur
vesikularen Exozytose von CGRP kommt (Bernardini et al. 2004).

Was das quantitative Ausmald der axonalen Erregbarkeit angeht, konnte in der
vorliegenden Studie kein grundlegender Unterschied zwischen den beiden
untersuchten Kohorten gefunden werden. In der Gruppe der Tiere mit akuter
Nervenlasion war eine Aktivitdt von 42 %, in der 7-10-Tage-Kohorte von 45% der
getesteten Areale auslosbar. Allerdings fiel auf, dass eine Aktivierung vornehmlich
durch Reizung der weiter distal befindlichen Areale auslésbar war. Da dieses
Phanomen sowohl in der akut- als auch in der chronisch-Kohorte auftrat, ist es
unwahrscheinlich, dass dies am regenerativen Zustand der Axone in der chronisch-
Kohorte lag. Vielmehr dirfte es sich um ein experimentelles Problem handeln, da
immer zunachst die am weitesten distal gelegenen Areale getestet wurden, was im
Verlauf zu einer Desensibilisierung der afferenten Nervenfasern gefuhrt haben
konnte.

Die grundsatzlichen Beobachtungen stimmen mit bestehenden Studien Uberein.
Afferente Axone sind durch axonale Reizung mit Hitze erregbar und weisen
graduierte Reizantworten auf. Die Areale, von denen aus diese Afferenzen erregt

werden konnen, sind diskontinuierlich entlang des axonalen Verlaufs verteilt.
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4.2.2. Axonale Kaltsensibilitat

Die Typ-1-kaltsensiblen C-Fasern sind nicht-nozizeptive Afferenzen, die eine niedrige
Reizschwelle fur Kaltereize haben und selten zusatzlich hitzesensibel sind. Der
entscheidende Rezeptor fur diese Eigenschaft ist vermutlich der mentholsensible
Kanal TRPM8 (McKemy et al. 2002; Story et al. 2003; Bandell et al. 2004; Bautista et
al. 2006; Madrid et al. 2006). Dieser Rezeptor kann durch topische Applikation von
Menthol zu einer Aktivierung von Typ-1-kaltsensiblen Afferenzen fihren
(unpublizierte Beobachtung Teliban et al. 2012). Eine ursachliche Zunahme der
quantitativen Erregbarkeit entlang des axonalen Verlaufs, bedingt durch den
regenerativen Zustand der Nervenfasern 7-10 Tage nach einer Nervenlasion, von
45 % auf 56 % kann diskutiert werden, steht allerdings im Gegensatz zu den

Befunden (akut/chronisch) bei den hitzesensiblen Fasern.

Teliban et al. (2011) haben im Gegensatz zu Hoffmann et al. (2008) gezeigt, dass die
Kéltesensibilitdt nicht auf die axonalen Enden in der Haut beschrankt ist, sondern
auch entlang des axonalen Verlaufs evozierbar ist. Die axonale Erregbarkeit wurde
dabei insbesondere fiur Typ-1-kaltsensible C-Fasern (nahezu 100 % axonale
Erregbarkeit) nachgewiesen und weniger ausgepragt fur Typ-2-kaltsensible C-Fasern
(etwa 1/3 axonale Erregbarkeit). Dieses Ergebnis wurde durch die vorliegende Studie
bestétigt, auch wenn es bedingt durch das experimentelle Prozedere nicht mdglich
war, zwischen Typ-1- und Typ-2-kaltsensiblen C-Fasern zu unterscheiden, da keine
Spontanaktivitat registriert werden konnte. Es wurde kein Unterschied zwischen den
Reizantworten von kaltsensiblen C-Fasern gefunden, die von 1-2 oder von 3-5
Arealen entlang des N. suralis aus erregt werden konnten (siehe Abb. 3.12.). Somit
scheint es hinsichtlich des Verteilungsmusters der axonalen Kaltesensibilitdt keinen
Unterschied zwischen Typ-1- und Typ-2-kaltsensiblen Afferenzen zu geben. Zudem
ist es zu erwarten, dass es sich bei den axonal erregbaren kaltsensiblen Afferenzen
lediglich in 25 % der Falle um Typ-2-kaltsensible Neurone handelt (d. h. 12/48
kaltsensiblen C-Fasern, Grossman et al. 2009, Teliban et al. 2011), was eine

Differenzierung maoglicherweise ebenfalls erschwert.

Eine Erklarung dafur, warum in vorhergehenden Studien (Lawson, J. J. et al. 2008;

Jankowski et al. 2009), die an intakten und regenerierenden C-Fasern des N. suralis
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bzw. an Nn. dorsales zur haarigen Haut der Maus durchgeflhrt wurden, nahezu
keine Kaltesensibilitaét nachgewiesen werden konnte, kann an dieser Stelle nicht

gegeben werden.

Fur die Reizschwellen der kaltsensiblen Axone gilt &ahnliches, wie fir die
hitzesensiblen: Die Reizschwellen individueller Nervenfasern schwankten ebenfalls
in den gereizten Arealen recht stark. Die minimal gemessenen Reizschwellen lagen
mit 9,6 £ 5,6 °C signifikant niedriger als die maximal gemessenen mit 12,5 +6,1 °C
(x £s, p <0.05, Mann-Whitney-U-Test, die Daten beider Kohorten wurden bei dieser

Berechnung zusammengefasst).

4.3. Axonale Mechanosensibilitat

Hitzesensible C-Fasern sind nozizeptiv und vermutlich meistens polymodal
(zusatzlich kalt- und/oder mechanosensibel). Wie bereits von Teliban et al. gezeigt
wurde, scheint die Mechanosensibilitéat allerdings auf die rezeptiven Enden in der
Haut bzw. auf die axonalen Enden regenerierender C- und A-Fasern beschrankt zu
sein (Gorodetskaya et al. 2003; Gorodetskaya et al. 2009; Janig, W. et al. 2009;
Teliban et al. 2011). Axonale Mechanosensibilitat konnte in dieser Studie fur nur sehr
wenige A-Fasern nachgewiesen werden. Bei diesen Afferenzen handelte es sich
vermutlich um epineurale Afferenzen (Hromada 1963; Sauer et al. 1999; Bove 2008).
Moglicherweise konnen sehr starke mechanische Stimuli die axonale Membran
mechanosensibler Afferenzen depolarisieren und Aktionspotentiale generieren.
Allerdings wurde in dieser Studie darauf verzichtet derartige Stimuli zu applizieren,
da dies unweigerlich zu einer Beschadigung der Axone gefuhrt hatte. In der
vorliegenden Studie wurden lediglich mechanische Stimuli bis 100 mN (dies
entspricht einem von-Frey-Haar der Starke 12) appliziert und damit gezeigt, dass
Stimuli  dieser GroRenordnung keine Erregung kutaner afferenter C-Fasern
hervorrufen. Unter inflammatorischen und regenerativen Bedingungen andern sich
diese Verhaltnisse jedoch. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit dem
kompletten Freund’s Adjuvans zur Auspragung axonaler Mechanosensibilitat von
unmyelinisierten afferenten C-Fasern und diinn myelinisierten afferenten A-6-Fasern
fuhrt (Bove et al. 2003; Dilley et al. 2005; Dilley & Bove 2008b; Dilley & Bove 2008a;

Bove 2009). Diese ektope Mechanosensibilitat tritt insbesondere bei Axonen auf, die
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tief-somatische Gewebe innervieren, was eine Rolle bei chronischen
Entziindungsschmerzen spielen kann. Die Transduktionsmechanismen, die hinter
der Mechanosensibilitat stehen, sind bis heute weitgehend unverstanden; aber es
liegt nahe, dass es mehr als einen Mechanismus der Transduktion von
mechanischen Reizen gibt (Lewin & Moshourab 2004; Kung 2005; Hu, J. et al. 2006;
Lumpkin & Caterina 2007). Allerdings scheint sie auf die rezeptiven Enden in der

Haut oder regenerierende Nervenenden beschrankt zu sein.

4.4. Postganglionare Vasokonstriktorneurone -
Spontanaktivitat

Verglichen mit vorhergehenden Studien war die Entladungsrate der
Vasokonstriktorneurone relativ gering (Janig & Kimmel 1977; Habler et al. 1994;
Johnson & Gilbey 1996; Habler et al. 1999). Hier lagen die Entladungsraten bei
1,1£0,4 Imp/s (xxs), 1,12 =+ 0,65 Imp/s (x £s), 0,81 + 0,04 Imp/s (X = d,) und bei
1,0 Imp/s (X) bei intakten Nerven. Die Daten von Janig und Kimmel (1977) stammen
von der Katze, die der anderen Studien von postganglionaren Neuronen, die die
Schwanzarterie der Ratte innervieren und somit nur bedingt vergleichbar sind.
Weiterhin fallt auf, dass die durchschnittliche Frequenz der Ruheaktivitat in der 7-10-
Tage-Kohorte signifikant niedriger war als die der Akut-Kohorte (p < 0,01, Mann-
Whitney-U-Test). Dieses Ergebnis liel3e sich mit der Beobachtung vereinbaren, dass
es z.B. nach einem operativen Eingriff (mit oder ohne Nervenlasion) zu einer
Hyperamie und einer Ruhigstellung im operierten Gebiet kommt. Auch wahrend der
frihen Phase des komplexen regionalen Schmerzsyndroms mag dies eine Rolle
spielen. Hier kommt es im Wesentlichen zu den klassischen Zeichen einer
Entziindung: Schwellung, Rétung, Uberwarmung, Schmerz, Funktionsstérung. Vor
allem die Schwellung, Ro6tung und Uberwarmung lassen sich durch eine
eingeschréankte Aktivitdt von postganglionaren Vasokonstriktorneuronen erklaren.
Allerdings lasst sich diese verminderte Aktivitdt nur auf Umwegen erklaren:
Nervenlasionen flhren zu ektoper Spontanaktivitdt in geschadigten afferenten
Neuronen (Janig 1988; Koschorke et al. 1991; Michaelis et al. 1995; Michaelis et al.
2000; Gorodetskaya et al. 2003; Devor 2009; Gorodetskaya et al. 2009; Grossmann

et al. 2009a). Unter normalen Umstanden fihrt die noxische Reizung der Haut Uber
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einen spinalen Reflexbogen zur Hemmung von postganglionaren
Vasokonstriktorneuronen und damit zu einer Erweiterung der innervierten Gefal3e
(Lovén 1866; Horeyseck & Janig 1974; Janig & Kimmel 1977; Janig 1985; Habler et
al. 1994). Es liegt nahe, dass auch ektope Aktivitat afferenter C-Fasern tber diesen
spinalen Reflexbogen (Bove 2009) zu einer Hemmung der Spontanaktivitat im
Innervationsterritorium der kutanen Vasokonstriktorneurone filhren kann. Dieser
Reflex wurde bei Katzen und Ratten beschrieben und existiert vermutlich auch beim
Menschen. Dieses Phdnomen wurde bereits von Bove et al. (2009) beschrieben,
allerdings lagen hier die Entladungsraten der postganglion&ren
Vasokonstriktorneurone bedeutend hoher (2,26 £1,33 Imp/s bei Kontrolltieren,
1,48 £1,23 Imp/s unter inflammatorischen Bedingungen, X+s) als in der
vorliegenden Studie. Eine Vermutung ist allerdings, dass hier ein Fehler bei der
Analyse der laufenden Aktivitat unterlaufen ist, da die reprasentative Aufnahme eines
postganglionaren Neurons (Fig. 2. A., Bove 2009) eindeutig die Aktivitat von
mindestens zwei Neuronen zeigt. Allerdings zeigen sie eine Unterdriickung durch die
Injektion von Noradrenalin und den damit verbundenen Anstieg des arteriellen
Blutdruckes. Eventuell musste, sofern es sich hier um einen systematischen Fehler
handelt, die Frequenz deutlich nach unten korrigiert werden. Dennoch ist es ein
Ergebnis von Bove (2009), dass es unter inflammatorischen (und somit
regenerativen) Bedingungen zu einer Erniedrigung der Aktivitat von postganglionaren

Neuronen kommt. Dieser Befund wurde auch in der vorliegenden Studie deutlich.

Der Grad der kardialen Rhythmik von kutanen Vasokonstriktorneuronen wurde in
bestehenden Studien gering eingestuft (Gregor et al. 1977; Blumberg et al. 1980;
Janig & Szulczyk 1980; Janig & Szulczyk 1981; Janig 1984; Blumberg & Janig 1985).
Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde der Grof3teil der
postganglionaren Vasokonstriktorneurone unabhé&ngig davon, ob eine akute oder
chronische Nervenlasion vorlag, als hoch kardiorhythmisch in ihrer Aktivitat
eingestuft (akut: 71 % * 20,2%, chronisch: 73% * 20,5%, X +s). Eine theoretische
Erklarung ware, dass die Aktivitat in einem Teil der postganglionaren Neurone durch
ektope afferente Aktivitdt reflektorisch gehemmt wurde, was moglicherweise
insbesondere fir postganglionare Neurone mit einer niedrigen kardialen Rhythmik
gilt. Dieses Phanomen kénnte zu einer Erh6hung des Anteils kardiorhythmischer

Vasokonstriktorneurone fuhren.
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4.5. Postganglionare Vasokonstriktorneurone -
Reflexantworten auf noxische Reize

Bei Habler et al. (1994) wurde die Reflexantwort von muskuldren und kutanen
Vasokonstriktorneuronen durch Stimulation der Haut des Abdomens oder der
Hinterpfote mit noxischen mechanischen Reizen und Kalte (als Kéltereiz diente
Chlorathylspray) untersucht. Dabei zeigten 46 % der kutanen Vasokonstriktor-
neurone eine Unterdriickung, 37 % eine Aktivierung und 18 % keine Antwort auf eine
Kaltreizung. FiUr die mechanische Reizung im noxischen Bereich gelten folgende
Zahlen: 53 % zeigten eine Unterdriickung, 19 % eine Aktivierung und 28 % keine
Antwort. Hier wurde auch gezeigt, dass ein hoher Grad der kardialen Rhythmik mit
einer geringen Auspragung der inhibitorischen Reflexe korrelierte oder diese

Neurone zu einer Aktivierung neigten.

Eine inhibitorische Reflexantwort von kutanen Vasokonstriktorneuronen durch
axonale Stimulation mit Kalte oder mechanischen Reizen konnte in den
Experimenten der vorliegenden Studie nicht ausgelést werden. Es wurde allerdings
gezeigt, dass ihre spontane Aktivitdt durch axonale Hitzestimulation inhibiert werden
konnte. Eine Aktivierung konnte durch keinen Reiz erreicht werden. Eine Erklarung
daflr, dass sich postganglionare Vasokonstriktorneurone bei axonaler Reizung
anders verhalten, als bei der kutanen Reizung, ist schwierig. Man kénnte annehmen,
dass die Reflexantwort durch die Hitzeapplikation so ausgepragt war, weil die
applizierten Temperaturen entsprechend hoch genug waren. Die Reizschwelle der
hier beschriebenen hitzesensiblen Neurone lag im Mittel bei ca. 50 °C und damit
relativ hoch. Eine Erklarung dafir ist, dass in der vorliegenden Studie nicht gezielt
die sensibelsten Areale im axonalen Verlauf, sondern systematisch funf Areale
entlang des Nervens getestet wurden und die mittlere Reizschwelle berechnet wurde
(siehe Abschnitt 4.2.1.). Vermutlich erregte die Reizung des N. suralis auch
hitzesensible Afferenzen (deren Reizantwort in der Ableitung nicht registriert wurde)
in ihren empfindlichsten Arealen, was wiederum zur reflektorischen Hemmung der
postganglionaren Vasokonstriktorneurone fiihrte. Dieser Umstand galt allerdings
auch fur die kaltsensiblen Nervenfasern (siehe Abschnitt 4.2.2.), was es umso
erstaunlicher macht, dass eine reflektorische Hemmung durch Kaltreize nicht auftrat.
Eine Begrindung dafur wére, dass die axonale Kaltreizung laut Teliban et al. (2011)
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in nozizeptiven Typ-2-kaltsensiblen Axonen nur wenige Aktionspotentiale auslost.
Wird der inhibitorische Reflex Uber diese Afferenzen vermittelt, kann die Kombination
aus ihrer hohen Reizschwelle und der niedrigen Reizantwort der Grund dafir sein,

dass es nicht zur Auslosung des Reflexes kam.

Eine Reflexantwort auf mechanische Stimuli war nicht zu erwarten, da die Stimuli
lediglich bis zu einer Hohe von 100 mN appliziert wurden und damit deutlich
unterhalb des noxischen Bereichs lagen. Auf eine Applikation h6herer Kréafte wurde
verzichtet, da dies zu einer Schadigung der Axone gefiihrt hatte.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie war, das Verhalten von kutanen myelinisierten und
unmyelinisierten Afferenzen und Efferenzen durch axonal applizierte thermische und
mechanische Stimuli quantitativ zu beschreiben. Im Rahmen dieser Untersuchungen
wurde der N. suralis von Ratten systematisch auf finf definierten Abschnitten mit
Kalte-, Hitze- und mechanischen Stimuli gereizt und die Reizantwort von afferenten
und efferenten Nervenfasern mit elektrophysiologischen Methoden registriert. Es
wurden Daten von insgesamt 101 Nervenfaserblindeln ausgewertet, die im Rahmen
von 26 Experimenten (11 Tiere mit akuter Nervenlasion und 15 Tieren mit
chronischer Nervenlasion) erfasst wurden. Dabei wurden in beiden Kohorten
insgesamt 597 Axone untersucht, von denen 87 als efferent (von postganglionaren
Vasokonstriktorneuronen) und 510 als afferent identifiziert wurden. Von den 510
afferenten Nervenfasern waren 397 unmyelinisierte und 113 myelinisierte Axone.
Von den 397 unmyelinisierten Axonen konnten 85 (21,4 %) durch axonale
Thermostimulation erregt werden, wobei die kaltsensiblen Afferenzen etwas haufiger
erregbar zu sein schienen als die hitzesensiblen (56% kaltsensibel, 44%
hitzesensibel).

In beiden Kohorten zeigten die afferenten Nervenfasern ein graduiertes
Reizantwortverhalten. Die Reizschwellen der Afferenzen lagen in der akut-Kohorte
bei 12,5+5,1°C fur kaltsensible und 50,6 + 2,4 °C fir hitzesensible und in der
chronisch-Kohorte bei 13 £ 6 °C fiur kaltsensible und 50,1 + 3,8 °C fur hitzesensible
Nervenfasern (x £ s). Dabei konnten die Nervenfasern in der akut-Kohorte von 45 %
(Kélte) und 42 % (Hitze) aller getesteten Areale aus erregt werden, in der chronisch-
Kohorte von 56 % (Kalte) und 45 % (Hitze). Der Anteil der axonal erregbaren
Nervenfasern in der 7-10-Tage-Kohorte lag mit 27,5% héher, als in der akut-Kohorte
(16,4%). Die Areale des N. suralis von denen aus Aktionspotentiale durch thermische
Reizung erzeugt werden konnten, scheinen dabei diskontinuierlich entlang des
N. suralis verteilt zu sein, weshalb anzunehmen ist, dass auch die
Transduktionsmolekile nur diskontinuierlich in die axonale Plasmamembran
integriert sind. Dieser Sachverhalt galt insbesondere fir die hitzesensiblen

Afferenzen.
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Eine Differenzierung zwischen Typ-1- und Typ-2-kaltsensiblen Afferenzen anhand
der raumlichen Ausdehnung ihrer axonalen Sensibilitét war nicht mdoglich. Die
Nervenfasern zeigen in der Gruppe der Axone, die von bis zu zwei und in der
Gruppe, die von drei und mehr Arealen aus erregbar waren, keinen statistisch

signifikanten Unterschied hinsichtlich ihrer Reizantwort.

Es konnte gezeigt werden, dass eine axonale Mechanosensibilitat praktisch nicht
existiert und es sich bei den wenigen Féallen vermutlich um epineurale Afferenzen
handelt.

Ein weiteres Ergebnis der Studie ist, dass die direkte Hitzestimulation peripherer
Axone zZu einer reflektorischen Hemmung von postganglionaren
Vasokonstriktorneuronen fuhrt. Eine Hemmung durch noxische Kaltreize oder
mechanische Reize konnte nicht nachgewiesen werden, ebenso wenig wie eine
Aktivierung durch thermische oder mechanische Stimulation. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den postgangliondren Vasokonstriktorneuronen der beiden
Kohorten bestand in der niedrigeren HOhe der Spontanaktivitat in der
chronisch-Kohorte (0,72 £ 0,06 Imp/s vs. 0,54 + 0,05 Imp/s, X £ &,). Dieses Ergebnis
legt die Vermutung nahe, dass kutane Vasokonstriktorneurone unter regenerativen
Bedingungen einer standigen Hemmung uber einen spinalen Reflexbogen
unterliegen, auf dessen afferenten Seite die ektope Aktivitat aus den

regenerierenden Enden chronisch geschadigter Afferenzen steht.

Die spontan aktiven Neurone in der vorliegenden Studie konnten postganglionaren
Vasokonstriktorneuronen zugeordnet werden. Ektope Aktivitat kutaner afferenter
Neurone mit einem Ursprung proximal der Lasionsstelle oder im Spinalganglion

konnte nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Ph&dnomen der axonalen Erregbarkeit
dem Phanomen der ektopen Erregbarkeit regenerierender aussprossender Axone
ahnelt. Dieser Sachverhalt, wie auch die kontinuieriche Hemmung der Aktivitat
postganglionarer Vasokonstriktorneurone unter regenerativen Bedingungen kann
unter pathophysiologischen Bedingungen eine Rolle bei der Entstehung, dem Verlauf

und der Aufrechterhaltung neuropathischer Schmerzsyndrome spielen.
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