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RAZISKOVALNI CLANEK

Obnova obcutljivosti v podroc¢ju prerezanega zivca,
od strani priSitega na neposkodovan zivec*

Recovery of cutaneus pain sensitivity after end-to-side
anastomosis of a transected peripheral nerve in the rat*

Uros Kovacic**

Klju¢ne besede

peronealni Zivec — poSkodbe
suralni Zivec

Zivec, regeneracija
anastomoza kirurska
bole¢ina

podgane

lzvleéek. Ce po poskodbi perifernega Zivca nje-
govega proksimalnega krna ni na voljo, potem je
priditje njegovega distalnega krna na neposko-
dovani sosednji Zzivec edina moznost za morebit-
no obnovo njegove funkcije. Znana je samo ena
raziskava, v kateri so proucevali obnovo senzo-
ri¢ne funkcije po anastomozi end to sidein pri tem
uporabili model s prekinjenim donorskim zivcem
distalno od anastomoze. Obnove senzori¢ne
funkcije po anastomozi end to side, pri kateri
donorski zivec ni bil poSkodovan, $e niso razisko-
vali. Preverili bomo hipotezo, da je obnova sen-
zoriéne funkcije poSkodovanega perifernega
zivca prek anastomoze end to side z neposko-
dovanim zivcem mogoca. V raziskavi smo pri pod-
ganah na neposkodovani suralni zivec od strani
z epinevrijskimi Sivi prisili prerezani distalni krn
peronealnega zivca. Vras€anje senzori¢nih akso-
nov v distalne krne Zivcev, od strani prisitih na
suralni zivec, smo ugotavljali s testom v&¢ipa
ziveain s Stetiem mieliniziranih aksonov na prec¢-
nih rezih od strani priSitega peronealnega Zivca,
ki smo jih obarvali z barvilom Azur Il. Mielinizira-
na vlakna smo $teli in dolo¢ali povrsino njihovih
presekov tudi v suralnem Zivcu tako poskusnih
kot tudi kontrolnih neoperiranih Zivali. Obnovo
obcutljivosti za bolec¢ino na kozi narta smo ugo-
tavljali s testom v&cipa koze. V obdobju 18 ted-
nov po prisitju prerezanega peronealnega zivca
od strani na neposkodovan suralni Zivec so akso-
ni iz tega zivca pri enajstih poskusnih Zivalih
vedno brsteli v priSiti peronealni Zivec, ki je bil
obcutljiv na v&cip, kolikor dale¢ je bilo mogoce
testirati, in v katerem smo nasli 277 +119 (sred-
nja vrednost +standardni odklon) mieliniziranih

Key words

peroneal nerve — injuries

sural nerve

nerve regeneration

an?stomosis, surgical

pain

rats

Abstract. If the proximal nerve stump is not avai-
lable after a peripheral nerve injury, end-to-side
anastomosis of its distal stump remains the
only treatment modality promising potential
recovery of the injured nerve's function. Sensory
return after end-to-side anastomosis has been
investigated in only one study in which the donor
nerve was interrupted distally to the anastomo-
sis. There have been no reports on the use of
an uninjured donor nerve to date. The present
study was undertaken to test the hypothesis that
recovery of sensory function of a transected ner-
ve can be induced by using end-to-side anasto-
mosis to an uninjured nerve. The distal stump
of the transected peroneal nerve was approxi-
mated end to side to the intact sural nerve using
epineural sutures. Sprouting of sensory axons
into the anastomosed peroneal nerve was asses-
sed by the nerve pinch test, and the number of
myelinated axons was determined on a tissue
cross-section stained with Azur Il. The myelina-
ted axons were counted and their cross-section
areas were determined for the sural nerves of
both the operated and control animals. Pain
sensitivity of the foot instep skin was assessed
by the skin pinch test. Over the period of
18 weeks after end-to-side anastomosis of the
transected peroneal nerve to the intact sural ner-
ve, the axons sprouted into the peroneal nerve
in all the 11 animals operated. The pinch test in
the anastomosed distal stump of the peroneal
was positive in all animals as far as it was pos-
sible to test. There were 277 + 119 myelinated
axons in the anastomosed peroneal nerve, their
cross section area being mostly smaller than

*Objavljeno je skrajsano delo, ki je bilo nagrajeno s PreSernovo nagrado za Studente v letu 1998.
**Uro$ Kovaci¢, Stud. med., Institut za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana.
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aksonov, katerih prec¢ni presek je bil ve¢inoma
manjsi od 10 um?. Po osemnajstih tednih po ana-
stomozi smo po prekinitvi suralnega zivca doka-
zali delno obnovo obéutljivosti za bolecino (19 do
40 % povrsine koze v inervacijskem podrocju
peronealnega zivca) na nartu stopala pri treh od
enajstih Zivali. Pri ostalih Zivalih se bolec¢inska
obdutljivost ni povrnila. Obnova obdutljivosti na
koZi v podro¢ju prerezanega Zivca, ki je bil od stra-
ni priSit na neposkodovani Zivec, je v nacelu

10um?. At 18 weeks after anastomosis, partial
sensitivity of the instep skin (19 — 40% of the sur-
face area of the peronneal nerve innervation
territory) was documented in three of the 11 ani-
mals. The remainder showed no pain sensitivity
in this region. Return of sensory function of the
transected peripheral nerve sutured end to side
to an uninjured peripheral nerve can occur in prin-
ciple, but may be delayed or prevented by some
yet unknown factors.

mozna, vendar obstajajo $e neznani dejavniki, ki
jo lahko zakasnijo ali preprecijo.

Uvod

Obnova funkcije po poskodbi perifernega zivca

Poskodbi perifernega zivca obi¢ajno sledi vrsta procesov, katerih konéna posledica je
lahko obnova funkcije Zivca. Le-ta se lahko doseze z regeneracijo poSkodovanih zivé-
nih vlaken, pri kateri izrad¢ajo zivéni poganjki iz poSkodovanih aksonov v proksimalnem
krnu in vstopajo v prazne endonevrijske cevke, ki so pripadale propadlim delom akso-
nov v distalnem krnu. Po njih regenerirajoci se aksoni rastejo proti tarénim tkivom. Da
bi bila regeneracija uspesna, se morajo aksoni podaljSevati, priti do ustreznih tar¢ in po
oziv€enju tar€e tudi dozoreti (morfolosko in funkcionalno) (7, 2).

Pollock pa je v svojih kliniénih Studijah ugotovil, da se je koza po senzoriéni denervaci-
ji delno ozivéila, e preden bi lahko prislo do regeneracije aksonov iz proksimalnega krna
poskodovanega zivca (3). Tudi Edds je opisal, da delni denervaciji miSice lahko po nekaj
tednih sledi popolna obnovitev midiéne moci tudi v odsotnosti regeneracije poSkodova-
nih aksonov (4). Ugotovili so, da je taka obnova funkcije posledica izraS¢anja zivénih
poganjkov iz neposkodovanih aksonov istega Zivca ali pa neprizadetega sosednjega Ziv-
ca, zaradi ¢esar se inervacijsko podrocje tega zivca Siri v tuje podrocje bliznjega priza-
detega zivca (5). Ta pojav so poimenovali kolateralno brstenje.

V perifernem ziv€evju je opisano kolateralno brstenje senzoriénih (5-9), motori¢nih (10, 11)
in avtonomnih Zivcev (12). Znano je, da v kozi odraslega sesalca brstijo predvsem viso-
koprazna (nociceptivna) vlakna in med njimi predvsem vlakna A$ (7, 8, 13-16). Ce pri-
de do poskodbe senzori¢nih aksonov perifernega zivca, kolateralni brsti, izvirajoCi iz
aksonov sosednjih nepo$kodovanih Zivcev, vdrejo v izpraznjene cevke, v katerih so bili
prej aksoni poSkodovanega zivca, in po njih rastejo v subepidermalno horizontalno mre-
70 cevk, ki jih tvorijo Schwannove celice propadlih aksonov (6, 15). Kolateralni brsti v ko-
Zi torej rastejo po ze obstojecih razpolozljivih poteh, podobno kot regenerirajoci se aksoni
rastejo vzdolz degeneriranega distalnega krna zivca.

Izvor aksonskih brstov pri kolateralnem brstenju

Ugotovili so, da v delno denerviranih misicah kolateralni brsti izras¢ajo iz preterminalnih
Ranvierovih zazemkov preostalih neposkodovanih mieliniziranih aksonov, kar so poimeno-
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vali nodalno brstenje (17, 18). Iz enega zazemka lahko izra$¢a tudi vec brstov (19). Brsti
pa lahko izras€ajo tudi iz neposkodovanih nemieliniziranih aksonskih koncicev, kar so
poimenovali terminalno brstenje (19). V zadnjem €asu iz Stevilnih raziskovalnih labora-
torijev porocajo, da so uspeli sproziti brstenje nepoSkodovanih aksonov perifernega ziv-
ca tudi, ¢e je bil na ta Zivec od strani priSit odsek drugega Zivca (anastomoza end fo
side) (20-23). To pomeni, da lahko aksoni brstijo tudi bolj proksimalno vzdolz svojega
poteka v perifernem zivcu in ne le v svojih terminalnih predelih. Malo pa je znano, kako
uspesna je obnova funkcije perifernega zivca po taksni termino-lateralni anastomozi.

Obnova funkcije po anastomozi end-to-side

Pri dolo¢enih poskodbah perifernih Zivcev (npr. pri obseznih poskodbah brahialnega plete-
7a ali poskodbah obraznega Zivca) se pogosto zgodi, da proksimalnega krna Zivca ni na
voljo, zato klasi¢na kirurSka oskrba podkodbe, pri kateri proksimalni krn poSkodovanega Ziv-
ca zaS8ijejo na distalni krn istega zivca, ni mogoca. V teh primerih je obnovo funkcije pos-
kodovanega zivca mogoce dosedi s priSitiem distalnega krna tega zivca na proksimalni krn
drugega Zivca, ki pa s tem postopkom izgubi svojo prvotno funkcijo (t.i. cross nerve trans-
fer) (24). Druga mozna reSitev omenjenega problema bi bila anastomoza end-to-side, kjer
distalni krn poskodovanega zivca s prerezano povrsino od strani priSijemo na drug Zivec,
ki ostane neposkodovan. V tem primeru kolateralni brsti nepoSkodovanih nevronov iz donor-
skega zivca prevzamejo funkcijo poskodovanega zivca, prvotna funcija donorskega zivca
pa ostane nespremenjena. UspeSnemu ponovnemu ozivéenju neke misice prek take ana-
stomoze bi tako lahko v primeru motori¢nih nevronov sledila kontrakcija ponovno ozivéene
miSice hkrati s kontrakcijo misice, ki jih ti motonevroni prvotno ozivéujejo. Seveda pa bi bil
tak model uporaben le, ¢e bi pri tem uporabljali periferne Zivce in misice s sinergisti¢no funkcijo.

Prva porocila o termino-lateralnem Sivanju Zivcev, ki smo ga zasledili v slovstvu, sega-
jo v zaCetek tega stoletja. Balance in sodelavci so prvi opisali poskus terapije pri pare-
zi obraznega zivca, kjer so distalni krn obraznega Zivca od strani prisili na nepoSkodovani
akcesorni spinalni Zivec (25). V zadnijih letih so o brstenju nepoSkodovanih motori¢nih
kot tudi senzori¢nih aksonov v od strani priSite zivce zopet porocali iz ve¢ raziskovalnih
laboratorijev (20, 21). V vecini raziskav so uporabili model, v katerem so na tibialni Zivec
od strani prigili distalni krn prerezanega peronealnega Zivca (20, 21, 23). Ceprav so z mor-
fometriénimi in elektrofizioloskimi metodami v od strani priSitem distalnem krnu zivca doka-
zali prisotnost motori¢nih in senzoriénih aksonov (21, 23, 26), pa v nobeni izmed
Stevilnih Studij niso uspeli dokazati res uspesne obnove motoriéne funkcije po anasto-
mozi end to side. V nadaljnjih raziskavah so ugotovili, da je vras€anje aksonov v od stra-
ni prisiti krn boljSe, ¢e so na mestu anastomoze odstranili ali prerezali epinevrij in/ali
perinevrij zivca, na katerega so kasneje od strani prisili drug Zivec (23, 26). Vendar tudi
v teh primerih niso uspeli ugotoviti zadovoljive obnove funkcije perifernega zivca (26).

V literaturi nismo nasli nobene raziskave, v kateri bi raziskovali obnovo senzori¢ne funkcije
po anastomozi end to side. V predhodnih poskusih smo ugotovili, da pride do brstenja senzo-
ri¢nih aksonov iz neposkodovanega suralnega zivca v od strani prisiti distalni krn peronealne-
ga Zivca (22). Zdelo se nam je zanimivo, da bi preverili, ali pride tudi do funkcionalnega ozivéenje
koze v podrocju priSitega peronealnega zivca in do obnove bolecinske ob¢utljivosti koze.

209



MED RAZGL 1999; 38

Namen in hipoteza

V zvezi z zgoraj omenjenim vprasanjem smo postavili delovno hipotezo, da je obnova
senzori¢ne funkcije poskodovanega perifernega Zivca prek anastomoze end to side z ne-
poskodovanim zivcem mogoca.

Spremljali smo obnovo obcutljivosti koze na bolec¢ino v podrocju ozivéenja prerezane-
ga peronealnega zivca, do katere naj bi priSlo zaradi kolateralnega brstenja nepoSko-
dovanih aksonov suralnega zivca skozi anastomozo end to side, ki bi jo napravili med
distalnim krnom peronealnega zivca in neposkodovanim suralnim zivcem. Suralni Zivec
je za proucevanje obnove senzori¢ne funkcije Se posebej primeren, saj je okrog 95 %
aksonov suralnega zivca senzoricnih (28). Kolateralno brstenje senzori¢nih aksonov nepos-
kodovanega suralnega zivca v prazne nevrilemske cevke od strani priSitega distalnega
krna smo sproZili s prerezanjem peronealnega, tibialnega in safeniénega zivca (22). S pre-
rezanjem omenijenih perifernih zivcev smo denervirali tudi koZo stopala v okolici podro¢-
ja oziv€enja suralnega zivca. Zato so njegovi senzori¢ni aksoni kolateralno brsteli tudi
v svojih terminalnih predelih.

Materiali in metode

Zivali

Poskuse smo opravili na skupini dvanajstih samcev belih podgan (soj Wistar), ki so ob
prvi operaciji tehtali med 260-300 g. Kot anestetik smo pri kirur§kih posegih uporablja-
li meSanico dihidrotiazina (Rompun, Bayer AG, Levercusen, Nemdcija, 8 mg/kg) in keta-
minhidroklorida (Ketalar, Parke-Davis GMBH, Berlin, Nemdija, 60 mg/kg), ki smo jo Zivalim
vbrizgali intraperitonealno. Med testiranjem obcutljivosti koZe stopala za bolecino in testom
vS€ipa zivca pa so bile zivali le delno anestezirane s pentobarbitalom (Vetanarcol, C. Rich-

ter & Co. KG, Wels, Avstrija, 25 mg/kg), ki smo jim ga prav tako vbrizgali v peritonealno
votlino.

Operativni postopki

Potem ko smo prerezali kozo in miSice na zadnji strani stegna, smo si prikazali podko-
lensko kotanjo z ishiadi€nim Zivcem in njegovimi vejami. Izbrane veje tega Zivca (pero-
nealni, tibialni in suralni Zivec) smo izpreparirali. Proksimalna konca tibialnega in
peronealnega zivca smo podvezali, zavihali in prisili na bliznjo miSico.

Distalni konec peronealnega zivca smo od strani prisili na suralni zivec (anastomoza end
to side) s Stirimi epinevrijskimi Sivi 11/0 Ethilon (ETHICON, Edinburgh, Velika Britani-
ja). Posebej smo pazili, da pri Sivanju nismo poskodovali aksonov v suralnem zivcu in
da so Sivi potekali samo skozi epinevrij (slika 1).

Do safeni¢nega zivca smo pristopili v podrocju dimelj. Prerezali smo kozo, nato pa izpre-
parirali in podvezali Zivec. Distalno smo izrezali priblizno 2 cm dolg odsek Zivca in tako
preprecili regeneracijo zivca. Potem ko smo opravili opisane postopke, smo zasili rano
v miSici s Sivom 5/0 Nurolon (ETHICON, Edinburgh, Velika Britanija) in speli koZo s ko-
vinskimi sponkami.
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ishiadi¢ni Z. peronealni Z.
(proksimalni krn)

tibialni z.
(proksimalni krn)

end to side peronealni Z.
anastomoza (distalni krn)
suralni Z.

Slika 1. Shematski prikaz anatomskih razmer in operativnih postopkov pri poskusnih Zivalih.

Testiranja in meritve
Spremljanje obcutljivosti koze stopala za bole¢ino

Obnavljanje ob¢utljivosti koZze na nartu smo ocenjevali z nociceptivnim testom vscipa
koze (angl. skin pinch-test) (7). Pri rahlo anestezirani podgani smo v smeri od vrha prstov
proti gleznju z urarsko pinceto (premer konice: 0,2 mm) S€ipali kozo narta v milimetr-
skih korakih. V primeru v&€ipa blutljivega mesta je podgana nogo umaknila. Umakni-
tveni odziv na operirani strani smo primerjali s tistim, ki smo ga izzvali na neoperirani
strani. Podrocje z enakim odzivom smo vrisali v skice podganjega stopala, na katerih
smo potem z ra¢unalnisko planimetrijo merili celotno obg&utljivo povrSino. Testirali smo
prvi dan po operaciji, nato pa do konca poskusa $e peti, deseti in Stirinajsti teden. Ker
smo ocenjevali obnovo obcutljivosti za bole¢ino na kozi na nartu, ki ga delno ozivéuje
tudi suralni Zivec (28), smo po osemnajstih tednih, to je po konénem testiranju oziv€enja
koze stopala, prerezali suralni Zivec priblizno 1,5 cm distalno od mesta anastomoze, tako
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da je ostalo podrocje narta ozivéeno samo z aksoni, ki so zrasli prek anastomozirane-
ga peronealnega zivca. Naslednji dan smo testirali za bole€ino obdcutljivo povrsino
koze, ki naj bi jo ozivcili brsteci aksoni v od strani priSitem distalnem krnu peronealnega
zivca.

Razdalja, ki so jo dosegli brsteci aksoni v od strani priSitem peronealnem zivcu

Vras€anje nociceptivnih aksonov v distalne krne peronealnih Zivcev, od strani prisitih na
suralni zivec, smo na koncu poskusa ugotovili z v§€ipom peronealnega zivca pri rahlo ane-
stezirani Zivali (29). Zival se je v primeru prisotnosti nociceptivnih aksonov na v&éip odzvala
z umikom noge. Pred testiranjem smo peronealni zivec in mesto, na katerem je bil ta prisit
na suralni Zivec, oCistili od vseh strani. Testiranje smo izvedli kolikor mogoce distalno na
prehodu peronealnega zivca skozi fascijo peronealnih misic in izmerili razdaljo do te tocke.

Histometri¢na analiza pre¢nih rezin vzorcev zivcev

Izdelava poltankih preénih rezin Zivcev

Za histoloski prikaz mieliniziranih viaken smo 18 tednov po operaciji odvzeli vzorce iz
od strani priSitega peronealnega zivca 4 mm distalno od anastomoze. Vzorce suralne-
ga Zivca smo pri operiranih zivalih odvzeli 4 mm proksimalno in 4 mm distalno od ana-
stomoze. Pri normalnih (neoperiranih) zivalih so bili vzorci suralnega zivca vzeti iz
anatomskega mesta, ki je ustrezalo mestu anastomoze pri tretiranih zivalih. Odvzete vzor-
ce smo namocili v fiksativ (2 % glutaraldehid in 2 % paraformaldehid v veronalacetat-
nem pufru, pH 7,4) za 12ur. Fiksaciji je sledilo: spiranje v veronalacetatnem pufru,
dehidracija skozi alkohole naras¢ajocih koncentracij in vklapljanje v epon. Po dveh dneh
suSenja eponske smole smo vzorce pre¢no narezali na poltanke rezine in jih obarvali
z barvilom Azur Il. Mielinizirani aksoni se na preparatu prikazejo kot obarvani obrocki.
Le-te smo nato presteli na celotnem pre¢nem prerezu Zivca.

Analiza mieliniziranih aksonov v histoloskih preparatih zivcev

Stevilo in povrsino preseka mieliniziranih aksonov v histologkih preparatih preénih rezov
zivcev smo izmerili z ra€unalniSkim sistemom za analizo slike s programom The micro-
computer imaging device (MCID), verzija M4. Aparaturo sestavljajo: svetlobni mikroskop,
videokamera, osebni rac¢unalnik IBM PC in miska. Sistem omogoca sistemati¢ni pre-
gled mikroskopske slike histoloSkega preparata na rac¢unalniSkem zaslonu. Z objekti-
vom s 40-kratno povecavo smo na izbranih rezih videli mielinizirane aksone razli¢nih
velikosti. S premikanjem miske po podlagi smo s kazalcem obkroZili vse aksone in jih
tako presteli ter izmerili povrsino njihovih pre¢nih presekov.

Statisti¢éna obdelava podatkov

Obcutljivo povrsino podrocja koze na nartu smo predstavili kot srednjo vrednost in stan-
dardno deviacijo. Vrednosti smo med seboj primerjali s Studentovim t-testom. Stevilo
mieliniziranih vlaken v zivcih smo predstavili kot srednjo vrednost in standardno devia-
cijo. Vrednosti v zivcih iz razli¢no tretiranih zivali smo med seboj primerjali in pri oce-
njevanju razlik uporabili Studentov t-test.
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Rezultati

Osemnajst tednov po zacetni operaciji je bilo Zivih vseh dvanajst zivali. Pri eni podga-
ni smo ze pet tednov po zacetku poskusa na operirani zadnji okoncini opazili samopos-
kodbo stopala, zato rezultatov meritev, izmerjenih na omenjeni Zivali, nismo upostevali
v spodaj navedenih rezultatih.

Obnavljanje obcutljivosti za bolecino v kozi stopala

Polje neobdutljivosti na kozi narta, ki je nastalo po prerezanju peronealnega, tibialnega
in safeni€nega Zivca, se je zaCelo zmanjSevati ze kmalu po zacetni operaciji. Za bole-
¢ino obcutljivo podrocje na kozi je doseglo najvecjo povrsino (povpreéno okrog 27 % povrsi-
ne na nartu) Ze peti teden po zasitju anastomoze in je bilo statisti¢no znacilno (p < 0,02)

TEDNI: 0 5 10 14

18
po zadetni / i\

Ll
)

prerezanju suralnega z.
neob¢utljivo podrocje

obcutljivo podrocje ohranjenega suralnega z.
obcutljivo podrocje zaradi kolateralnega brstenja
skozi od strani prisit peronealni z.

normalno podrocje ozivéenja peronealnega z.

an0

Slika 2. Obnavljanje obcutljivosti za bolecino na koZi narta zadnje desne noge, potem ko smo prerezali pero-
nealni, tibialni in safenicni Zivec ter na nepoSkodovani suralni Zivec od strani prisili distalni krn peroneal-
nega Zivca. Prikazana sta dva znacilna primera, eden za Zivali, pri katerih se obcutljivost ni obnovila (zgornja
vrsta), in drugi za Zivali, pri katerih se je obcutljivost delno obnovila.
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Slika 3. Casovni potek obnavljanja obcutljivosti za bolecino na koZi narta zadnje noge podgan, pri katerih
Jje bil prerezani peronealni Zivec od strani prisit na neposkodovani suralni Zivec. Prerezana sta bila tudi tibial-
ni in safenicni Zivec. Prikazana je srednja vrednost in SD (n = 11) odstotka povrsine koZe narta, ki je bil obcut-
ljiv na v3¢ip. Puscica kaZe trenutek, ko je bil na koncu poskusa prerezan Se suralni Zivec in so ostali le aksoni,
ki so pribrsteli skozi anastomozo peronealnega Zivca.

vecje kot takoj po operaciji, ko je za bole€ino obc&utljivo podrocje, ozivéeno z ohranje-
nim suralnim Zivcem, v povprecju zasedalo okrog 16 % koze na nartu. Po petem tednu
se obdutljivo podrocje koze na nartu do konca poskusa ni ve¢ pomembno spreminjalo
(sliki 2 in 3).

Po osemnajstih tednih je po prerezanju suralnega Zivca ostala koza na nartu delno obcut-
liiva samo pri treh podganah od enajstih (glej tudi sliko 2). Pri vseh treh Zivalih je bil ref-
leks umika noge na $¢ipanje koze na operirani strani manj zivahen kot na levi (neoperirani)
nogi. Pri teh Zivalih je ostalo obCutljive 12, 21 in 25 % povrSine koze na nartu (oz. med
19 in 40 % povrsine koze v inervacijskem podrocju peronealnega zivca (28)). Osem ziva-
li pa se na test v&Cipa koze ni odzvalo z refleksnim umikom noge (slika 2).

Razdalja, ki so jo dosegli brsteci aksoni v od strani priSitem peronealnem zivcu

Osemnajst tednov po tem, ko smo na suralni zivec od strani s prerezano povrSino pri-
Sili distalni konec peronealnega zivca, smo s testom v&¢ipa zivca preverili prisotnost na
v&¢ip obCutljivih aksonov v od strani priSitem distalnem krnu peronealnega zivca. Pri vseh
poskusnih Zivalih smo ugotovili tocko pozitivnega vS€ipnega testa na najbol;j distalni to¢-
ki, ki je e omogodila testiranje, to je na prehodu peronealnega zivca skozi fascijo pero-
nealnih misic (priblizno 25 mm distalno od mesta anastomoze).
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Histometri€na analiza precnih rezin vzorcev zivcev

Analiza mieliniziranih aksonov v histoloskih preparatih peronealnih Zivcev

V histolo$kih preparatih iz vzorcev distalnih krnov peronealnih zivcev, ki smo jih odvze-
li 4 mm distalno od mesta anastomoze, smo nasteli 277 + 119 mieliniziranih aksonov (sred-
nja vrednost + SD — standardni odklon). Mielinizirane aksone smo nasli v vseh preiskanih
zivénih vzorcih (n=9). Znadilni primer pre€ne rezine iz vzorcev od strani prisitih pero-
nealnih Zivcev je prikazan na sliki 4. Analiza frekvenéne porazdelitve mieliniziranih akso-
nov v od strani priSitem peronealnem zivcu glede na povrsino njihovih preénih presekov
(slika 5) je pokazala, da je povrsSina prec¢nega preseka pri 272 +108 (srednja vrednost + SD)
mieliniziranih aksonih manj$a od 10um?. Fotografski posnetek anastomoze end to
side, ki prikazuje mesto brstenja senzori¢nih aksonov iz suralnega zivca v od strani pri-
Siti distalni krn peronealnega Zivca, je prikazan na sliki 6.

Analiza mieliniziranih aksonov v histoloskih preparatih suralnih zivcev

Za histoloski prikaz mieliniziranih vlaken v suralnem zivcu smo osemnajst tednov po ope-
raciji odvzeli vzorce omenjenega zivca 4 mm proksimalno in distalno od anastomoze.
Vzorce iz normalnih suralnih zivcev iz skupine neoperiranih zivali smo vzeli na anatom-
skih mestih na Zivcu, ki so ustrezala mestu anastomoze. V nobenem izmed histoloskinh
preparatov, ki smo jih natan¢no pregledali pod svetlobnim mikroskopom, nismo opazili
morfoloskih sprememb v smislu Wallerjeve degeneracije. V pre¢nih rezinah iz vzorcev

Slika 4. Histoloska slika precnega prereza od strani prisitega distalnega krna peronealnega Zivca. Vzorci so
bili vzeti 4 mm od anastomoze. Mielinizirani aksoni so prikazani kot temni obrocki s svetlo notranjostjo (puscice).
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Slika 5. Frekvencna porazdelitev aksonov glede na povrsino precnih presekov mieliniziranih aksonov v od
strani prisitih distalnih krnih peronealnih Zivcev. Prikazane so srednje vrednosti in SD. Vzorci so bili vzeti
4 mm od anastomoze pri devetih Zivalih.

iz obeh skupin smo pod mikroskopom presteli mielinizirana vlakna. V preparatih iz vzor-
cev suralnih zivcev, na katere je bil od strani priit distalni krn peronealnega Zivca, smo
4 mm proksimalno od anastomoze nasteli 1159 + 113 aksonov (srednja vrednost + SD;
n=8), 4mm distalno od anastomoze pa 1122 + 143 aksonov (srednja vrednost+SD; n=9).
V preparatih iz vzorcev normalnih kontrolnih suralnih Zivcev smo nasteli 1179 +62
aksonov (srednja vrednost+SD; n=4). Razlike v Stevilu vlaken med obema skupina-
ma niso bile statisticno znacilne (p >0,05; Studentov t-test).

Razpravljanje

V raziskavi smo opazovali obnavljanje senzori¢ne funkcije peronealnega zivca, ki je bil
prerezan in od strani priSit na nepoSkodovan suralni Zivec.

V vseh od strani priSitih peronealnih zivcih smo dokazali prisotnost senzori¢nih akso-
nov s testom vscipa Zivca, ki je bil po osemnajstih tednih pri vseh Zzivalih pozitiven ze
na najbolj distalnem mestu (25 mm od mesta anastomoze), kjer smo testiranje lahko zace-
li. Pred testiranjem smo distalni krn peronealnega zivca, mesto anastomoze in suralni
zivec od vseh strani ocistili ter tako prekinili vse aksone, ki bi v anastomozo morebiti vras-
Cali iz okolice. Tako smo zagotovili, da je zival pri vS€ipu peronealnega Zivca reagirala
z refleksnim umikom noge samo zaradi drazenja senzori¢nih aksonov, ki so v distalni
krn peronealnega zivca pribrsteli iz neposkodovanega suralnega zivca. V postev bi pris-
li Se manjsi snopi zivénih vlaken, ki bi morebiti rastli tik ob suralnem zivcu in vstopili sko-
zi anastomozo, vendar podobnih vlaken v epinevriju ob suralnem zivcu nad mestom
anastomoze pri pregledu histoloSkih preparatov iz vzorcev suralnega Zivca nismo opa-
zili. Z mikroskopskim pregledom vzdolznih rezin skozi mesto anastomoze smo prehod
aksonskih brstov iz suralnega v priSiti peronealni Zivec dokazali tudi histolosko.
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KOLATERALNO SURALNI
BRSTENJE ZIVEC

PERONEALNI ZIVEC

Slika 6. HistoloSka slika vzdolZnega prereza anastomoze end to side, pri kateri smo prerezani distalni krn
peronealnega Zivca od strani prisili na neposkodovani suralni Zivec. Prikazana so brsteci aksoni, ki izras-
cajo iz nepoSkodovanega suralnega zZivea v od strani prisiti peronealni Zivec. Del slike je povecan in prika-
zan v izseku zgoraj.
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Prisotnost mieliniziranih aksonov v distalnih krnih peronealnega Zivca smo potrdili tudi
histomorfolo$ko, saj smo v vseh vzorcih priSitih peronealnih Zivcev na pre¢nih rezinah
videli aksone, v povprecju okrog 280 aksonov na zivec. To je priblizno 15 % vseh mie-
liniziranih aksonov v normalnem peronealnem zivcu (30). PovrSina prerezov mielinizi-
ranih aksonov je bila pri veéini aksonov manj$a od 10 um? (premer < 4 um), iz Cesar
sklepamo, da so iz suralnega zivca v peronealni zivec brsteli v glavnem aksoni majh-
nega premera. Ni znano ali lahko tudi aksoni vecjega premera kolateralno brstijo sko-
zi anastomozo end to side in pri tem dajejo aksonske brste manjSega premera. V nasih
poskusih smo pri Sivanju Zivcev posebej pazili, da nismo posSkodovali endonevrija sural-
nega zivcain da so bili Sivi res epinevrijski. V histoloSkih preparatih pre¢nih rezin sural-
nega zivca tako proksimalno kot distalno od anastomoze nismo opazili nobenih
morfoloskih sprememb v smislu degeneracije aksonov, pa tudi v Stevilu aksonov nismo
opazili statisti¢no znacilnih razlik med normalnimi in anastomoziranimi suralnimi zivci.
V donorskih suralnih Zivcih torej ni prislo do obseznejSe poskodbe in do regeneracije
poskodovanih aksonov. Vsi ti rezultati tudi kazejo, da je verjetno vecina mieliniziranih
aksonov, ki so prisotni v od strani priSitem distalnem krnu peronealnega zivca, rezultat
brstenja neposkodovanih aksonov iz suralnega Zivca in ne posledica regeneracije nje-
govih aksonov. Noah in sodelavci (23) so v svojih poskusih pokazali, da je vras€anje
aksonov v od strani priSite distalne krne boljSe, ¢e so v donorskem Zivcu na mestu ana-
stomoze vzdolzno zarezali epinevrij in perinevrij (epi-perinevrijsko »okno«). O podob-
nih opazanijih so poroc¢ali tudi iz drugih laboratorijev (26, 31). Pri vseh poskusih na modelih
anastomoze end to side z epi-perinevrijskim »oknom« pa so opazili poskodbo do 15 %
aksonov donorskega Zivca ha mestu anastomoze (26), tako da je v teh primerih moz-
nost regeneracije namesto brstenja v od strani priSite krne Zivcev zelo verjetna.

Obnavljanje obcutljivosti koze stopala za bole¢ino

Obnavljanje senzori¢ne funkcije (ob¢utljivost koze za bolecino) prek od strani priSitega
distalnega krna peronealnega zivca smo spremljali s S€ipanjem koZe na nartu zadnje
okoncine podgane, kjer se nahaja normalno inervacijsko podrocje peronealnega zivca
(28). Polje neobcutljivosti na kozi narta, ki je v nasih poskusih nastalo po prerezanju pero-
nealnega, tibialnega in safeniénega zivca, se je zacelo zmanjSevati kmalu po poskod-
bi, in sicer zaradi kolateralnega brstenja koznih konci¢ev neposkodovanega suralnega
zivca. Da je Slo res za brstenje suralnega Zivca, nam dokazuje dejstvo, da je vedji del
tega obdutljivega podrocja po prerezanju suralnega zivca pod mestom anastomoze ob
zakljucku poskusa (glej spodaj) takoj postal neobéutljiv. Po petem tednu se obcutljivo
podrocje koze na nartu do konca poskusa ni ve¢ pomembno spreminjalo. Po osemnaj-
stih tednih smo po prerezanju suralnega Zivca distalno od mesta anastomoze ugotovi-
li, da je obcutljivost koze peronealnega inervacijskega podrocja ostala pri treh od
enajstih zivali. Pri teh Zivalih je ostalo obd&utljive 12, 21 in 25 % celotne povrsine koze
na nartu, oziroma med 19 in 40 % povrsine koze, ki jo na nartu oziv€uje peronealni zivec
(28). Ker odgovor zivali na v&€ip tega oCutljivega podrocja ni bil tako zivahen kot na zdra-
vi strani, sklepamo, da je bila ob&utljivost za bolecino na teh mestih sicer prisotna, ven-
dar zmanj8ana. Pri ostalih osmih podganah s &Cipanjem koze nismo uspeli izzvati
refleksnega umika desne zadnje okoncine, obcutljivost koZe za bolecino se torej ni obnovila.
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Sklepamo torej lahko, da je po priSitju prerezanega peronealnega zivca od strani na nepos-
kodovani suralni zivec vsaj delna obnova senzori¢ne funkcije peronealnega zivca zara-
di brstenja senzori¢nih aksonov iz suralnega zivca v nacelu mozna, da pa se je
bolecinska obcutljivost koze v osemnajstih tednih povrnila le pri treh od enajstih zivali,
Ceprav so aksoni pri vseh zivalih prek anastomoze brsteli v priSiti peronealni zivec.

Mozni razlagi za razmeroma slabo obnovo senzori¢ne funkcije pri vecini zivali bi lahko
bili dve.

Morda so aksoni prek od strani priSitega krna zivca zrastli do koze stopala, vendar so
nefunkcionalni in Zival zaradi tega na S€ipanje koze ne odgovori z refleksnim umikom
noge. Ta moznost je manj verjetna, saj smo funkcijo senzori¢nih aksonov v kozi doka-
zali s &Cipanjem koze narta pri treh podganah, iz ¢esar lahko sklepamo, da so funkcio-
nalni aksoni sposobni zrasti do koze stopala. Prisotnost funkcionalnih senzori¢nih
vlaken v peronealnem Zivcu smo dokazali tudi s pozitivnim testom v&cipa distalnega krna
na omenjenem zivcu.

Druga razlaga za slabo obnovo senzori¢ne funkcije prek anastomoze end to side bi lah-
ko bila, da aksoni, ki so pribrsteli v peronealni Zivec, niso mogli oziv¢iti koze stopala.
Prva moznost bi bila, da aksoni niso sposobni zrasti tako dale¢ skozi od strani prisit distal-
ni krn peronealnega Zzivca, ¢eprav so pribrsteli v krn v razmeroma velikem Stevilu. Tudi
ta razlaga ni najbolj verjetna, saj smo ze omenili, da smo pri treh Zivalih ugotovili prisot-
nost aksonov v kozi narta s testom vscipa koze in so v nacelu torej brsti aksonov spo-
sobni rasti dovolj daleg.

Upostevati je potrebno, da podrocje na kozi narta, ki ga oziv€uje suralni Zivec, meji na
podrocje ozivéenja peronealnega Zivca, zato neposkodovani terminalni aksoni suralne-
ga Zivca v koZzi po poskodbi peronealnega Zivca kolateralno brstijo v sosednje kozno podro¢-
je peronealnega zZivca. Kako vpliva prisotnost brstecih aksonov v podro¢ju, ki ga ozivéuje
side, ni znano. Brsteci terminalni senzori¢ni aksoni suralnega Zivca, ki so zasedli tuje
podrocje, bi v nacelu lahko preprecili vras€anje aksonov, ki bi kozo ozivéili prek od stra-
ni priSitega peronealnega zivca. Dokazali so, da se kolateralni brsti iz sosednjega podroc-
ja umaknejo regenerirajocim se »domacim« aksonom, ¢e poskodbi perifernega zivca kmalu
sledi njegova regeneracija (7, 13, 32). V primeru, ko je regeneracija zivca zakasnjena za
dalj ¢asa (vec kot 13 tednov), pa so ugotovili, da so kolateralni brsti ostali v inervacijskem
podrocju sosednjega zivca v misSicah (70) in v zobnih pulpah (33) pri macki. Tudi nadi poskusi
so potekali dalj Casa (18 tednov), saj brsteci aksoni po nevrilemskih cevkah rastejo poca-
sneje, kot bi rastli regenerirajoci se aksoni (5). Zato je mozno, da so tudi tu kolateralni
brsti suralnega Zivca pri vecini zivali trajno zasedli velik del subepidermalne horizontal-
ne mreze cevk, ki jih tvorijo Schwannove celice propadlih peronealnih aksonov. Delna
obnova senzori¢ne funkcije pri treh zivalih od enajstih kaze na to, da morebiti terminal-
ni kolateralni brsti sosednjega zivca ne zasedejo vedno vecine subepidermalnih cevk.

Kolateralni brsti sosednjega zivca v inervacijskem podrocju od strani priSitega zivca bi
lahko tudi zavrli tvorbo trofi¢nih dejavnikov v tarénem tkivu, ki so pomembni za kolate-
ralno brstenje (34), in tako tekmovali z brste¢imi aksoni v od strani priSitih distalnih krnih
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zivcey, ki po daljsi poti dalj ¢asa rastejo v kozo. To bi lahko razlozilo rezultat nasega posku-
sa, da smo pri posameznih podganah ugotovili delno obnovo obéutljivosti koze za boleci-
no, ki pa je bila slabse kvalitete kot normalno, morda zaradi majhnega $tevila zivénih
koncicev.

Razmisliti moramo tudi o moznosti, da se aksoni, ki brstijo iz neposkodovanih viaken sural-
nega zivca verjetno nakljuéno vras¢ajo v razli¢ne nevrilemske cevke od strani priSitega
distalnega krna Zivca. Zato je kvaliteta in kvantiteta obnove senzori¢ne funkcije peroneal-
nega zivca odvisna od tar¢, do katerih vodijo cevke, v katere vstopajo brsteci senzoric-
ni aksoni. V primeru peronealnega Zivca, ki je meSan zivec (35), lahko brsti senzori¢nih
aksonov vstopajo v nevrilemske cevke senzoriénih aksonov, ki imajo svoja inervacijska
podrocja anterolateralno na kozi goleni in ne na nartu stopala, kjer smo testirali obcutlji-
vost koZe za bolecino, ali v cevke proprioceptivnih aksonov iz miSic in kit, ali pa celo v cev-
ke motori¢nih aksonov in tako nefunkcionalno ozivéijo misico. Po tej hipotezi, ki se zdi
najbolj verjetna, bi se brsti iz neposkodovanih senzori¢nih zivénih vliaken iz suralnega Ziv-
ca mnogokrat in povsem nakljuéno lahko brezciljno porazgubili po razli¢nih tarénih tki-
vih. Tudi rezultati nasih poskusov potrjujejo to moznost, saj smo delno obnovo obcutljivosti
koze za bolecino ugotovili samo pri treh Zivalih, pri ostalih osmih pa je bila koza po pre-
rezanju suralnega zivca neobcutljiva na S¢ipanje koze, kar kaze, da je samo v posamez-
nih primerih del brstecih aksonov naklju¢no zrasel do koZe na nartu in jo le delno ozZiv¢il.

Moznosti obnove funkcije perifernega Zivca po anastomozi end to side

Pri prvih poskusih Sivanja perifernih zivcev na nacin end to side so pogosto namerno
delno prerezali ali pa nenamerno podkodovali donorski Zivec (36). Ballance pa je prvi
opisal nacin Sivanja anastomoze end to side, pri katerem je vzdolzno zarezal v donor-
ski Zivec, pri tem pa ni namerno poskodoval njegovih Zivénih viaken (25). Ceprav so v ne-
katerih primerih dosegli delno obnovo funkcije obraznega zivca, pa za¢asna izguba funkcije
donorskega zivca v vseh primerih kaze na poskodbo tega Zivca, predvsem zaradi slab-
Se kirurSke opreme (23).

V zadnjem ¢asu se je obudilo zanimanje za omenjeni naéin Sivanja anastomoze end to
side tako v klini¢ne (37), kot tudi druge raziskovalne namene (22, 23, 31). Vse doseda-
nje Studije niso mogle dokazati zadovoljive obnove motori¢ne funkcije prek od strani pri8i-
tega distalnega krna perifernega zivca (26, 31). Obnovo senzori¢ne funkcije po anastomozi
end to side so proucevali tudi Bertelli in sodelavci (38), ki pa so uporabili nekoliko dru-
gacen model kot mi, v katerem je bil donorski Zzivec poskodovan distalno od anastomo-
ze. V svojih poskusih so na proksimalni krn prerezanega medianega zivca od strani prisili
odsek ulnarnega Zivca, ki so ga nato z distalnim koncem prisili na prerezani distalni konec
medianega zivca. Obnove senzori¢ne funkcije, ki so jo ugotavljali s testom vroce plos-
¢e, niso opazili (38). V nasih poskusih, kjer smo opazovali obnovo obg&utljivosti za bole-
¢ino na kozi podgane na modelu peronealnega zivca, od strani priSitega na neposkodovan
suralni zivec, smo ugotovili obnovo senzori¢ne funkcije vsaj pri 27 % zivali.

Zaklju¢imo lahko, da je obnova obcutljivosti na koZi v podro¢ju prerezanega Zivca, ki je bil
od strani priSit na neposkodovani Zivec, v na¢elu mozna, vendar obstajajo Se neznani
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dejavniki, ki jo lahko zakasnijo ali preprecijo. Zanesljive obnove funkcije perifernega Ziv-
ca po anastomozi end to side torej $e ni uspelo doseci. Dobri klini¢ni uspehi po Sivanju
zivcev na nacin end to side bodo morda sledili v prihodnosti. Za zdaj ostajajo najboljSi
poskusni modeli za raziskovanje in preizkuSanje novih zamisli ze opisani modeli pri pod-
ganah. Se vedno ostajajo odprta naslednja vpraganja, ki bodo zahtevala nove poskuse:

* kako povecati obseg brstenja neposkodovanih aksonov v nevrilemske cevke od strani
priSitega zivca?

* kak$na je zmoznost kolateralnih brstov za prehajanje skozi razli¢ne ovojnice perifer-
nega zivca, vkljuéno z bazalno lamino samih aksonov, ki naj bi brsteli?

* kako zagotoviti dolo¢eno selektivnost reinervacije, kadar se z anastomozo end to side
priSije mesani zivec?
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