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Pomen Schwannovih celic za vzdrZevanje
regeneracije senzori¢nih aksonov pri podgani®

The Role of Schwann Cells in Maintaining Regeneration of Sensory
Axons in the Rat’
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Dobro regeneracijo aksonov po poskodbi perifernega Zivca omogocajo razmnozene Schwan-
nove celice (SC) v distalnem krnu, ki izlo¢ajo topne spodbujevalne dejavnike, in bazalne lami-
ne SC. Le-te tvorijo nevrilemske cevke, ki predstavljajo ugodno rastno podlago za aksone.
Rezultati raziskav o relativnem pomenu topnih dejavnikov in rastne podlage so delno pro-
tislovni. Novejsa Studija je pokazala, da se senzori¢ni aksoni med regeneracijo skozi brezce-
liéni distalni krn po relativno hitri rasti v prvem tednu po poskodbi ustavijo. Vodeéi aksoni
se nato retrahirajo proti mestu poskodbe. Do nove rasti pride samo, ¢e je moZna migracija
SC iz proksimalnega krna. Dosedanji rezultati kaZejo, da bi za zaustavitev rasti aksonov lah-
ko bila odgovorna degeneracija rastne podlage v odsotnosti SC. Preverili bomo hipotezo, da
je za zaustavitev rasti aksonov po prvem tednu regeneracije krivo mikrookolje aksonov, ne
pa morebitna izérpanost perikariona, hipotezo, da je z ohranjanjem primerne rastne podla-
ge mogoce vzdrzZevati rast v drugem tednu tudi brez podpore SC, ter hipotezo, da je z zago-
tavljanjem topnih rastnih dejavnikov v drugem tednu kljub odsotnosti SC in delno degenerirani
rastni podlagi mo¢ prepreciti retrakcijo aksonov. V raziskavi smo suralni Zivec podgane pos-
kodovali z aksonotmezo. V prvi skupini zivali smo celice v distalnem odseku Zivca z enkrat-
nim zmrzovanjem unicili vse do konca odseka, kontinuiteta cevk BL pa ni bila prekinjena.
V drugi skupini Zivali smo zmrzovali le 10 oz. 15 mm dolg odsek Zivca za mestom aksonot-
meze in pustili celice distalno ohranjene. V tretji skupini Zivali smo distalni odsek dvakrat
zapored zmrzovali v razmaku §tirih dni. Drugo zmrzovanje je zajelo odsek distalno od prve-
ga. V Cetrti skupini smo v celoti zmrzovani distalni odsek n. suralisa ovili v degeneriran odsek
n. peroneusa. Hitrost regeneracije najhitrejsih aksonov smo testirali s testom uscipa Zivca. Akso-
ne smo na precnem prerezu Zivca prikazali z imunohistokemi¢no reakcijo na nevrofilament.
Potrdili smo, da se zacetna hitra rast senzori¢nih aksonov skozi popolnoma brezceli¢ni odsek
distalno od aksonotmeze po osmih dneh ustavi. Ustavitvi rasti sledi retrakcija vodecih akso-
nov. Pri regeneraciji skozi 10 oz. 15 mm dolg brezceli¢ni odsek do ustavitve rasti ne pride. Rast
aksonov skozi dvakrat zapored zmrzovani odsek Zivca se v drugem tednu ne ustavi, je pa poca-
snejSa. Elongacija aksonov skozi brezceli¢ni odsek, obloZen z degeneriranim Zivénim odse-
kom, se v drugem tednu ne ustavi, se pa upocasni. Ustavitev rasti aksonov skozi brezceli¢ni
distalni odsek Zivca je torej posledica neugodnih razmer v mikrookolju regenerirajocih se akso-
nov. Z ohranjanjem dobre rastne podlage lahko vzdrzujemo rast dalj ¢asa kljub stalni odsot-
nosti celiéne podpore. Z dodajanjem topnih dejavnikov SC lahko vzdrzujemo rast med
podaljsano regeneracijo skozi brezceli¢ni distalni odsek Zivca tudi ob delno degenerirani rast-
ni podlagi.

1 1ztok Gril, §tud. med., Indtitut za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana.
2 Marko Jug, $tud. med., Institut za patologko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana.
3 Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Predernovo nagrado za $tudente v letu 1999.
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ABSTRACT
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Satisfactory regeneration of axons after crush injury of periferal nerve is supported by pro-
liferating Schwann cells (SC) in the distal stump and their basal laminae (BL). SC secrete dif-
fusable growth-promoting substances, whereas basal laminae provide a good growth
substratum within the neurilemmal tubes. The results of previous studies of the relative impor-
tance of diffusable growth-promoting substances and growth substratum are partly contra-
dictory. A recent study showed that sensory axons regenerating through the acellular distal
nerve segment elongated fairly rapidly during the first week after axonotmesis, but then cea-
sed to grow. The leading axons retracted towards the site of axonotmesis. Subsequent elon-
gation was possible only with concurrent migration of SC from the proximal stump. Previous
experiments indicated that degeneration of growth substratum in the absence of Schwann
cells could be responsible for the cessation of axonal growth. The objective of the study was
to examine the following hypotheses: that cessation of axonal growth and retraction of sen-
sory axons during the second week of regeneration in the absence of cell support is a con-
sequence of an unfavourable microenviroment of the regenerating axons and is not due to
permanent »exhaustion« of the neuron cell body; that, if an adequate growth substratum is
maintained, axons continue to grow during the second week even in the absence of SC; and
that elongation of axons can be maintained during prolonged regeneration through the acel-
lular distal nerve segment by providing diffusable growth promoting substances of SC, even
though the growth substratum is partly degenerated. In this study, a rat sural nerve was crus-
hed. In the first group of animals, cells in the distal stump were killed by freezing the entire
distal segment at once. In the second experimental group, only 10 or 15 mm long segment
of the nerve adjacent to the crush site was frozen in order to leave the cells distally alive.
Nerves in the third group of animals were frozen twice, with an interval of four days in bet-
ween. The second freezing was applied to the nerve segment, distally to the first. In the fourth
group, a nerve sandwich was composed of a frozen sural nerve wrapped in a degenerated
segment of the peroneal nerve. The elongation rate of regenerating axons was monitored by
nerve pinch test. Axons in the nerve cross-sections were demonstrated by imunnohistoche-
mical staining of neurofilaments. We confirmed that rapid initial growth of sensory axons
through a completely acellular distal nerve segment stopped after eight days. Thereafter, the
leading axons began to retract. When the regeneration of axons through 10 or 15 mm long
acellular segments was examined, there was no reduction in the elongation rate. The
growth of axons along successivly frozen nerve segments did not stop during the second week,
although it did slow down. The elongation of axons through the nerve sandwich was slowed
down during the second week, but it did not stop. Cessation of axon growth through an acel-
lular distal nerve segment in a crushed nerve is a consequence of an unfavourable microen-
viroment of the regenerating axons. By maintaining good growth substratum, growth can be
sustained, even though viable cells are not present. By providing diffusable growth promo-
ting factors (secreted by SC), we enabled the axons to elongate during prolonged regenera-
tion even in the presence of partly degenerated growth substratum.
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Periferni Zivec je zaradi svoje izpostavljeno-
sti vzdolZ okonc¢in in lege med trs§imi in odpor-
nej$imi strukturami, kot so kosti, kite in
miSice, pogosto podvrzen poskodbam. Le-te
so najpogosteje posledica akutnega ali kronic-
nega pritiska, nategnitve, laceracije, pa tudi
ishemije ter drugih fizikalnih, kemi¢nih in
patoloskih procesov. Okvara Zivca je skoraj
vedno povezana z izgubo funkcije v inervacij-
skem podrodju prizadetega Zivca. Poleg meha-
nizma poskodbe pa je za njeno napoved
odlo¢ilnega pomena stopnja okvare periferne-
ga 7ivea (1, 2).

Ob mocnem pritisku na Zivec pride do
prekinitve aksonov. Tako poskodbo imenu-
jemo aksonotmeza. Zivec makroskopsko ni
prekinjen, nevrilemske cevke iz bazalnih
lamin Schwannovih celic tudi ne, aksoni pa
distalno od mesta poskodbe propadejo. Ohra-
njenost nevrilemskih cevk omogocda akso-
nom regeneracijo vzdolZ svojih prej$njih
potekov in reinervacijo svoje nekdanje tarce.
Napoved je v teh primerih zelo ugodna.
Povsem drugace je pri nevrotmezi, ko ob
popolni prekinitvi Zivca pride tudi do preki-
nitve nevrilemskih cevk. Tu morajo aksoni
tudi po najnatanc¢ne;jsi mikrokirurski oskrbi
prerasti vrzel med obema krnoma. Pri tem
vstopajo v nevrilemske cevke distalnega krna
nakljucno. Posledica je napacno usmerjanje
aksonov, funkcijsko okrevanje pa zato niko-
li ni popolno, ne kvantitativno (ne regeneri-
rajo vsi aksoni) ne kvalitativno (zaradi
napacne usmeritve), pa tudi ¢as do reinerva-
cije je mocno podaljsan.

Prav nevrotmeza predstavlja $e dandanes,
Kljub izpopolnjeni kirurski tehniki, precejsen
terapevtski izziv rekonstruktivni kirurgiji.
Glavni problem zdravljenja nevrotmeze je
poleg tezavne koaptacije Zivénih fasciklov, ki
s sabo nosi problem usmerjanja aksonov pro-
ti napac¢nim tar¢am, tudi pocasna rast akso-
nov, predvsem pa se pojavljajo hude tezave,
kadar je potrebna premostitev ve¢ kot 30 mm
dolge vrzeli (angl. gap) med proksimalnim in
distalnim krnom Zivca (1). V tem primeru
namre¢ Se vedno najpogosteje uporabljajo
presadek n. suralisa, kar vodi v neizogibno
Zrtvovanje obcutljivosti na predelu koze, ki
jo oZivCuje. Druga slaba stran takih presad-

kov je seveda tudi njihova omejena razpoloz-
ljivost. Da bi se izognili tem slabostim, se kot
nadomestilo i$¢e moZnost uporabe umetnih
in kadaverskih presadkov, ki pa do zdaj $e niso
dali zadovoljivih rezultatov. Pomembnejsih
izbolj$av mikrokirurskih tehnik danes ni ve¢
pricakovati, zato poskusajo napredek v zdrav-
ljenju zagotoviti predvsem raziskave fiziolos-
kih in patofizioloskih dogajanj v perifernem
Ziveu med razvojem, ob poskodbi Zivca in ob
regeneraciji. Poleg klini¢nih izkusenj so nepo-
gredljive raziskave na poskusnih Zivalih in
celi¢nih kulturah. Zato se raziskovalci najbolj
posvecajo ugotavljanju prisotnosti morebit-
nih snovi, ki bi regenerirajoCe se aksone
usmerjale (nevrotropne snovi), in preuceva-
nju snovi, ki spodbujajo njihovo rast (angl. ner-
ve growth promoting substances). V obeh
primerih gre za snovi, ki nastajajo v mikroo-
kolju, skozi katerega regenerirajoci se akso-
ni rastejo.

REGENERACIJA PERIFERNEGA
ZIVCA

Regeneracija perifernega Zivca je nasprotno
od regeneracije v osrednjem Zivéeviu (0Z)
obsezna. Pokazali so, da lahko presadki peri-
fernega Zivca zagotavljajo ugodno okolje in
vzbudijo regeneracijo aksonov celo v OZ,
medtem ko je regeneracija aksonov perifer-
nega zivca v presadek iz 07 zelo slaba (3, 4).
Ugotovitve navedenih raziskav podpirajo
domnevo, da je prav mikrookolje, skozi kate-
rega rastejo aksonski brsti, kljuénega pome-
na za uspesno regeneracijo. Najpomembnejsa
spodbudna dejavnika mikrookolja v poskodo-
vanem perifernem Zivcu pa se zdita ugodna
rastna podlaga in povecana tvorba topnih rast-
nih dejavnikov, ki jih izlocajo celice v distal-
nem krnu (1, 5).

Dejavniki mikrookolja

Spremembe v distalnem krnu
po poskodbi perifernega Zivca

Poskodbi perifernega Zivca sledi v distalnem
krnu proces, imenovan Wallerjeva degenera-
cija. Aksoni propadejo, njihove mielinske
ovojnice in aksoplazemski citoskelet se raz-
gradijo (6). Drugi do tretji dan po poskodbi
sledi namnozitev celic v distalnem krnu, ki
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doseze vrhunec v Stirinajstem dnevu (7).
Makrofagi vdro iz oZilja (8, 9), Stevilo celic se
Stirikrat poveca; kar dve tretjini teh pa pred-
stavljajo razmnoZujoce se Schwannove celi-
ce (SC) (6, 10). Obe vrsti celic s fagocitozo
oCistita distalni krn ostankov aksonov in mie-
lina. NamnoZene SC se v starih ohranjenih
cevkah bazalnih lamin staknejo in razvrstijo
v t.1. Blingnerjeve stolpice (1).

Ob sposobnosti fagocitoze imajo SC tudi
pomembno sekrecijsko vlogo. Enako velja za
makrofage. Ti vplivajo na razmnoZevanje
SC (7) terizlo¢ajo interlevkin 1 (IL-1), ki spod-
buja SC k izlo¢anju Zivénega rastnega dejav-
nika (angl. nerve growth factor, NGF) (11, 12).
Poleg tega izlocajo Se druge beljakovine, med
njimi 37 kD tezki apolipoprotein E, ki verjet-
no sodeluje pri recikliranju lipidov v posko-
dovanem zivcu (1, 13), in trombocitni rastni
dejavnik (angl. platelet-derived growth factor,
PDGF) (14).

Topni dejavniki v distalnem krnu

Topni rastni dejavniki so snovi, ki na nevron
delujejo spodbujevalno med razvojem, dife-
renciacijo in/ali regeneracijo. Znanih je Ze pre-
cej takih molekul, med njimi pa so najbolj
raziskani NGF, moZganski nevrotrofni dejav-
nik (angl. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF), insulinu podobni rastni dejavniki
(angl. insulin-like growth factors, IGF-1 in
IGF-2), trombocitni rastni dejavnik (angl.
platelet-derived growth factor, PDGF), fibrob-
lastni rastni dejavnik (angl. fibroblast growth
factor, FGF), ciliarni nevrotrofi¢ni dejavnik (iz
angl. ciliary neurotrophic factor, CNTF), nevro-
trofin 4/5 in levkemijo inhibirajoci dejavnik
(angl. leukemia inhibitory factor, LIF) (5).
Njihove potencialne u¢inke po poskodbi lah-
ko v grobem razdelimo v tri skupine: izbolj-
Sanje preZivetja nevronov, spodbujanje
regeneracije in indukcija kolateralnega brste-
nja (15).

Te molekule lahko delujejo na razli¢ne
nacine. Po klasi¢ni teoriji nevrotrofizma jih kot
topne dejavnike izlocajo tarcne celice in delu-
jejo na nevrone prek receptorjev na membra-
ni njihovih aksonskih koncicev, ter nato
z retrogradnim transportom pridejo v telo celi-
ce. Znacilen dejavnik te vrste je NGF. Rita Levi
- Montalcini je pokazala, da ima NGF mocan
spodbujevalni u¢inek na rast senzori¢nih in
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simpati¢nih nevronov v pis¢anéjem zarodku
(16-18). Receptorje za NGF izrazajo med raz-
vojem Zivéevja na membranah senzori¢ni,
simpati¢ni in tudi motori¢ni nevroni, trofic-
ni ucinek pa je izraZen le pri senzori¢nih in
simpati¢nih, na motori¢ne nevrone NGF take-
ga vpliva nima (19-21). Normalno NGF sin-
tetizirajo in sproscajo taréna tkiva senzori¢nih
in simpati¢nih aksonov (22-24). Specifi¢ni
receptorji na membranah teh aksonov veze-
jo sprosceni NGF, kompleks NGF-receptor
vstopi v akson in se prenese z retrogradnim
transportom proti telesu nevrona (25), kjer
modificira izraZanje nekaterih genov in post-
translacijske dogodke (26, 27). Za NGF obsta-
jata na membranah odraslih senzori¢nih in
simpati¢nih nevronov dve vrsti receptorjev:
receptor z veliko afiniteto (trkA) in receptor
z majhno afiniteto (gp75), ki ni specificen za
NGF, temvec z enako afiniteto veZe tudi
BDNF in nevrotrofin-3 (28).

Pomen NGF pri regeneraciji senzori¢nih
aksonov po poskodbi perifernih Zivcev pa
kljub Stevilnim raziskavam ni jasen, saj so si
rezultati raziskav pogosto nasprotujoci in jih
ni mogoce sestaviti v razvidno sliko. Po pos-
kodbi aksona se dotok NGF iz tar¢nih tkiv pre-
kine. V distalnem krnu, kjer poteka Wallerjeva
degeneracija, se mo¢no poveca tvorba NGF,
ker dva do tri dni po poskodbi makrofagi z iz-
lo¢anjem IL-1 za¢nejo spodbujati fibroblaste
in SCkizlo¢anju NGF (11, 12). IzraZanje obeh
vrst receptorjev za NGF na aksolemi posko-
dovanih nevronov pa se, presenetljivo, mo¢no
zmanjsa (29). Zato se kljub povecani tvorbi
NGF v distalnem krnu med regeneracijo
aksonov zmanja retrogradni prenos komplek-
sa NGF-receptor v telo poskodovanega nevro-
na (27). Poskusi z dodajanjem eksogenega
NGF so pokazali, da tako dodani NGF zmanj-
$a izgubo nevronov po poskodbi (30, 31).
Poskusi, v katerih so preprecili u¢inek endo-
genega NGF med regeneracijo s protitelesi
proti NGF, pa niso pokazali uc¢inka na prezi-
vetje nevronov po aksonotmezi in hitrost
regeneracije (32). Ne moremo torej izkljuci-
ti moZnosti, da je bil ugodni ucinek eksogeno
dodanega NGF farmakoloski in ne fizioloski,
saj so bile koncentracije, dosezene pri doda-
janju, mnogo visje.

Na nevronski membrani so tudi receptorji
za BDNF, ki pomaga pri preZivetju in dozore-
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vanju senzori¢nih nevronov in poskodovanih
motonevronov med razvojem (33).

IGF-1 in IGF-2 sta majhna polipeptida, ki
delujeta zelo nespecifi¢no, saj je njun recep-
tor prisoten v skoraj vseh tkivih (34).
Pomembna sta med razvojem organizma,
v poskusih pa so dokazali, da po poskodbi
perifernega Zivca pospeSujeta rast akso-
nov (35) in proliferacijo SC, ¢e te migrirajo
v brezceli¢ni distalni krn (36). Aplikacija
protiteles proti IGF-1 in/ali IGF-2 mocno
upocasni regeneracijo aksonov (35).

LIF je beljakovina, katere izrazanje se v di-
stalnem krnu po poskodbi Zivca poveca,
poveca pa se tudi njen retrogradni prenos
v telo nevrona. Izboljsa preZivetje motori¢nih
in senzori¢nih nevronov po poskodbi (37).

Rastna podlaga za aksone v distalnem
krnu

Po poskodbi perifernega Zivca si regenerira-
joci se aksoni vedno vtirajo pot v distalni krn
med SC in notranjo povrsino cevk njihovih
bazalnih lamin (BL) (38, 39). Iz tega sklepa-
jo, da rastno podlago regenerirajo¢im se
aksonom v poskodovanem Zivcu predstavlja-
ta prav notranja povr$ina cevk BL in plazma-
lema SC (40). Ce so s toplotno obdelavo
poleg odstranitve SC denaturirali $e beljako-
vine v BL, se je selektivnost brstov za notra-
njo povrsino BL izgubila, hitrost regeneracije
pa se je zmanjSala na 10 % normalne vredno-
sti (38, 41-43).

Ena izmed pomembnejsih sestavin BL je
glikoprotein laminin. Receptorji zanj (integri-
ni druzine b,) (44) so izrazeni na aksolemi.
Raziskave so pokazale, da je prav laminin
odlocilnega pomena zato, da aksoni za rast
vedno izberejo notranjo povrsino BL, saj so
dokazali, da v distalnem krnu protitelesa
proti lamininu tudi ob intaktni BL povzroci-
jo izgubo selektivnosti aksonov za notranjo
povrsino cevk (42, 43). Poskusi in vitro s ce-
licnimi kulturami so poleg afinitete rasto¢ih
aksonov za laminin, fibronektin in $e neka-
tere druge povrSinske molekule BL in SC
(44-46) pokazali, da ima laminin haptotak-
ti¢ni ucinek predvsem kot sestavina BL,
vezan na kolagen tipa IV. Ugotovili so namrec,
da je in vitro afiniteta aksonov za laminin, ce
je ta vezan na druge podlage, npr. polilizin,
manjsa (47).

Relativen pomen Schwannovih
celic oz. njihove bazalne lamine
za rast regenerirajoéih se aksonov

Vprasanje relativnega pomena SC oz. njiho-
ve BL za rast regenerirajocih se aksonov
ostaja Se vedno odprto, saj so za preucevanje
tega problema v preteklosti uporabljali raz-
licne metode in tako tudi dobivali nasprotu-
joCe si rezultate.

Ko so kot model v poskusu za poskodbo
Zivca uporabili nevrotmezo z uporabo zmr-
zovanih Zivénih presadkov, ki so vsebovali BL,
ne pa tudi SC, so pokazali, da je bilo vrasca-
nje aksonov v taksen presadek onemogoce-
no, ¢e so v proksimalnem krnu proliferacijo
SC zavrli (48). Tudi pri neprizadetih SC
v proksimalnem krnu je bila dolZina rasti
regenerirajocih se aksonov v dolg brezceli¢-
ni krn omejena na manj kot 20mm (49). Ta
dognanja so vodila v prepricanje, da sama BL
ni dovolj za vrast aksonov v distalni krn in da
predstavlja le neke vrste podlago za migraci-
jo SC, kateri naj bi sledili regenerirajoci se
aksoni (48, 49). Tako so izpostavili pomen
zivih SC za uspesno elongacijo aksonov v brez-
celi¢ni Zivéni presadek.

Po drugi strani pa so ugotovili, da je po
aksonotmezi, ki poskoduje aksone, nevri-
lemske cevke pa ostanejo pri tem neprekinje-
ne, rast aksonov v brezceli¢ni distalni krn
neovirana (38, 41, 50). Tudi v teh poskusih
so uporabljali metodo zmrzovanja in odtaja-
nja distalnega segmenta. Pokazalo se je, da
aksoni rastejo skozi notranjost cevk BL,
hitrost rasti pa se je zmanjsala le za okrog
30 %. Tudi ob aplikaciji mitomicina, ki zavre
razmnozevanje SC, do bistvenega zmanj$anja
hitrosti ni prislo, kar kaZe na manjsi pomen
SC pri regeneraciji aksonov po aksonotmezi.
Elongacijo aksonov so v teh poskusih zasle-
dovali le prvi teden po poskodbi.

Protislovnost teh dognanj se je delno
pojasnila v poskusih, kjer so regeneracijo po
aksonotmezi zasledovali dalj ¢asa. Ugotovili
s0, da elongacija aksonov v zmrznjen in odta-
jan distalni krn v prvem tednu po aksonot-
mezi res ni ovirana, vendar se v drugem
tednu po poskodbi ustavi. Ustavitvi rasti sle-
di retrakcija aksonov, ki se nadaljuje Se tret-
ji in Cetrti teden po poskodbi vse do mesta,
ki so ga v tem Casu dosegle iz proksimalne-
ga krna migrirajo¢e SC. Nadaljnja pocasna rast
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aksonov sledi pocasni migraciji SC, v prime-
ru zavrte proliferacije SC v proksimalnem
krnu pa aksonov v distalnem krnu sploh ni
vec zaznati (51). Aksoni torej za nadaljeva-
nje rasti potrebujejo SC.

Na podlagi teh ugotovitev sklepajo, da je
za umik aksonov po desetem dnevu kriva
degeneracija rastne podlage in/ali iz&érpanje
ucinkov topnih rastih dejavnikov v odsotno-
sti SC. To bi pojasnilo razliko med rezultati
v poskusih, v katerih so kot poskusno poskod-
bo uporabili aksonotmezo, in tistimi, v kate-
rih je bila uporabljena nevrotmeza. Pri
popolni prekinitvi Zivca aksoni namrec vras-
¢ajo v brezceli¢ni distalni krn priblizno 14 dni
kasneje kot pri aksonotmezi (52), verjetno
zaradi dolgotrajne rasti ¢ez vrzel med krno-
ma. Podlaga, na katero naletijo po tem ¢asu,
pa je Ze prevec¢ spremenjena, da bi jim omo-
gocila uspesno elongacijo. V takih razmerah,
ki so podobne razmeram v drugem tednu po
aksonotmezi, aksoni rastejo zelo pocasi, in to
le ob spremstvu SC (49, 52, 53). Pokazala se
je razli¢na sposobnost rasti aksonov v odvi-
snosti od ¢asa, v katerem so regenerirajoci se
aksoni izpostavljeni brezcelicnemu okolju
distalnega krna. Skladno s tem so ugotovili,
da regenerirajoci se aksoni lahko prerastejo
2-3 cm dolg brezceli¢ni odsek Zivca in, Ceprav
z zamudo, popolnoma obnovijo bolec¢insko
obcutljivost koZe, ¢e distalno od zmrznjene-
ga odseka obstaja Zivec z Zivimi SC, ki lahko
migrirajo do aksonov in jim omogocijo
rast (54).

NAMEN IN HIPOTEZA NALOGE

Vse kaZe, da so za neuspesnost regeneracije
v drugem tednu po poskodbi aksonov, ki raste-
jo v brezceli¢ni distalni segment, odgovorne
predvsem degenerativne spremembe v mi-
krookolju, bodisi zaradi sprememb rastne
podlage in/ali u¢inkov pomanjkanja topnih
spodbujevalnih dejavnikov. Morda pa je usta-
vitev rasti in retrakcija aksonov posledica »iz-
Crpanosti« telesa nevrona v takih razmerah.

Te domneve v dosedanji literaturi $e niso
dobile konénega odgovora, zatorej smo v Ze-
lji, da bi jih bodisi potrdili ali ovrgli, postavi-
li naslednje delovne hipoteze:

1. Retrakcija senzori¢nih aksonov v drugem ted-
nu po poskodbi in regeneraciji v odsotnosti
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celi¢ne podpore ni posledica trajnih spre-
memb v telesu nevrona, ampak odsev
neustreznih razmer v mikrookolju regene-
rirajocih se aksonov. Ob ugodnih razme-
rah v distalnem segmentu elongacija
aksonov v drugem tednu ni prizadeta.

2. Z ohranitvijo primerne rastne podlage
lahko vzdrzujemo rast aksonov v drugem
tednu po poskodbi, oz. preprecimo njiho-
vo retrakcijo, tudi ob trajni odsotnosti SC.

3. Z dodajanjem topnih dejavnikov SC lah-
ko vzdrzujemo rast aksonov, oz. prepredi-
mo njihovo retrakcijo, tudi med podaljSano
regeneracijo skozi brezceli¢ni odsek Zivca,
kljub delno degenerirani rastni podlagi.

MATERIALI IN METODE
Operativni postopki

Zivali in anestezija

Poskusi so potekali v laboratorijih Instituta za
patolosko fiziologijo MF Univerze v Ljublja-
ni, ki ima dovoljenje Ministrstva za kmetijs-
tvo za delo s poskusnimi Zivalmi ($t. odlocbe
326-07-26/98).

Vse poskuse smo izvajali na samcih belih
laboratorijskih podgan soja Wistar. Zivali so
ob prvi operaciji tehtale od 250 do 350 gra-
mov. Kot anestetik smo pri operacijah upora-
bili meSanico dihidrotiazina (Rompun, Bayer,
Leverkusen, Nemcija, 5 mg/kg) in ketamin-hi-
droklorida (Ketanest, Parke-Davis GMBH,
Berlin, Nemcija, 90 mg/kg), ki smo jo vbriz-
gali intraperitonealno. Pri testu uscipa Zivca
je bila potrebna plitvejsa anestezija, ki smo jo
dosegli s pentobarbitalom (Vetanarcol, Vete-
rinaria AG, Ziirich, Svica, 20 mg/kg i. p.).

Kirurski posegi

Poskusne Zivali smo razvrstili v §tiri skupine
(slika 1).

Skupina A — REGENERACIJA SKOZI BREZ-
CELICNI ODSEK ZIVCA

Zivalim smo v globoki anesteziji s standard-
nim pristopom skozi koZo, misice in fascije
stegna in goleni izpostavili podrodje podkolen-
ske jame (fossa poplitea). Priblizno 1 cm distal-
no od odcepisca n. suralisa od n. ischiadicusa
smo drugi dve konéni veji n. ischiadicusa
(n. tibialis in. n peroneus) podvezali in prere-
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n. ischiadicus (proksimalni k)
n. tibalis
(proksimalni krn)
mesto aksonotmeze
n. suralis

X

peroneus

¥
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skupina A skupina B1

skupina B2

skupina C skupina D

Slika 1. Shematski prikaz poskusnih razmer v posameznih skupinah. Mesto aksonotmeze je prikazano s pustico. Zmrznjeni odsek
n. suralisa je prikazan z rumenim zasencenjem. Degenerirani odsek n. peroneusa, ki obdaja n. suralis, je prikazan v rdeci barvi.

zali. Prerezali smo tudi medialno in lateralno
koZno vejo, n. cutaneus surae medialis in late-
ralis. N. suralis smo nato lo¢ili od veziva in
spremljajocih zil ¢im bolj distalno v njegovem
poteku. Distalno smo ga podvezali in prere-
zali, potem pa pribliZno 3mm od odcepa
n. ischiadicusa napravili aksonotmezo. Zivec
smo 15s stiskali z 1 mm Sirokim $ivalnikom
z gladkima prijemalnima ploskvama, nato
pa proksimalni rob poskodbe oznacili s tan-
kim Sivom (10/0) skozi epinevrij. Odsek Ziv-
ca distalno od oznacbe smo podlozili s plos¢ico

iz pleksi stekla za zascito okolnega tkiva in ga
s suhim ledom (CO,, T=-70°C) zmrzovali, ga
potem odtajali s fiziologko raztopino sobne
temperature in postopek ponovili $e dvakrat,
tako da je zmrzovanje in odtajanje trajalo prib-
lizno 3 minute. N. suralis smo reponirali
v njegov normalni potek, podvezani konec pa
s Sivom pritrdili na misico triceps surae. Rano
v miSicah na stegnu smo zasili, koZo speli
s sponkami in pustili Zival okrevati. Operira-
li smo v distih, ne pa sterilnih razmerah.
V skupini je bilo 31 Zivali.
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Skupina B - REGENERACIJA SKOZI 10 OZ.
15 mm DOLG BREZCELICNI ODSEK ZIVCA
Postopek pri tej skupini je bil podoben kot pri
skupini A. Izpostavili smo n. suralis, ga 3 mm
distalno od odcepa od n. ischiadicusa stiskali
s Sivalnikom, le da smo nato distalno od pos-
kodbe s suhim ledom zmrzovali odsek, dolg
10 mm (podskupina B1) oz. 15 mm (podsku-
pina B2), ne pa celotni odsek izoliranega Ziv-
ca. Bolj distalni odsek Zivca (priblizno 15 mm)
je tako $e vseboval Zive SC. Distalno smo
Zivec podvezali in prerezali. V podskupini B1
je bilo 19, v podskupini B2 pa 16 Zivali.

Skupina C - REGENERACIJA SKOZI ZAPO-
REDNO ZMRZOVANI ODSEK ZIVCA

Pri tej skupini sta bili potrebni dve operaci-
ji. Prva je bila enaka kot pri skupini B, le da
smo zmrzovali 18 mm dolg odsek distalno od
poskodbe. Distalno od tega odseka so ostale
SC ohranjene. Zival smo pustili okrevati &ti-
ri dni. Cetrti dan smo Zival zopet operirali in
zmrznili odsek od 18 mm distalno od akso-
notmeze do konca Zivca in Zivec zopet pritr-
dili na miSico. V skupini je bilo 16 Zivali.

Skupina D - REGENERACIJA SKOZI BREZCE-
LICNI ODSEK ZIVCA OB PODPORI TOPNIH
DEJAVNIKOV IZ OBLOGE DEGENERIRA-
NEGA ZIVCA

Ta skupina je potrebovala operacijo v dveh
korakih. Prvi je bil enak kot pri skupini A, le
da smo odsek n. suralisa distalno od aksonot-
meze ovili v 20 mm dolg izrezan odsek n. pe-
roneusa tako, da smo odsek n. peroneusa
z epinevrijskim Sivom (10/0) fiksirali z zacet-
kom na mestu poskodbe. Pri tem smo pazili,
da smo z epinevrijem n. peroneusa popolno-
ma objeli n. suralis in vso vsebino n. peroneu-
sa samega. Epinevrij n. peroneusa smo zato
na $tirih mestih vzdolZ 20 mm dolgega odse-
ka speli z epinevrijskim $ivom (10/0). V sku-
pini je bilo 12 Zivali.

TESTIRANJA IN MERITVE
Test uséipa

Razdaljo, ki so jo najhitre;jsi regenerirajoci se
senzoricni aksoni dosegli v dolocenem casu,
smo ugotavljali s testom uscipa Zivca (angl.
pinch test) (41,52). V plitvi barbituratni ane-
steziji smo n. suralis izpostavili in locili od vezi-
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va, nato pa smo ga s tanko pinceto rahlo §¢i-
pali. Zaceli smo na distalnem koncu in z mi-
limetrskimi koraki nadaljevali v proksimalni
smeri proti oznacenemu mestu aksonotme-
ze. Mesto na Zivcu, kjer smo ob uscipu prvic
zaznali odgovor (refleksna skrcitev misic na
stegnu in v dimljah), smo oznacili s Sivom.
Zival smo Zrtvovali. Potem smo prerezali
n. ischiadicus visoko v stegnu, ga polozili na
ravnilo in izmerili razdaljo na n. suralisu
med mestom aksonotmeze in mestom pozi-
tivnega uscipnega testa.

Imunohistokemiéni prikaz
nevrofilamente vsebhujoéih
aksonov v distalnem krnu

Po testu us¢ipa smo izolirani odsek Zivca
fiksirali v pufranem formalinu (pH 7,4) 24 ur,
ga dehidrirali v alkoholni vrsti naras¢ajocih
koncentracij in ga vklopili v parafin. Nato smo
odsek Zivca precno prerezali z britvico 15 mm
distalno od mesta poskodbe, oznacenega s $i-
vom, in vzeli pre¢ne rezine debeline 2-5 mm.
Za imunohistokemi¢no oznacevanje nevrofi-
lamentov v rezinah smo uporabili aparat za
avtomati¢no imunohistokemic¢no analizo
TECHMATE 500 na Onkoloskem institutu.
Uporabili smo metodo LSAB (streptavidin-
biotinska metoda oznadevanja). Antigene
smo demarkirali z mikrovalovno predobde-
lavo (dvakrat po 5 minut) v citratnem pufru.
Nato smo pri sobni temperaturi nanesli pri-
marno protitelo NFMoAB (klon 2F11) -
DAKO (Glostrup, Danska). Vsi uporabljeni
reagenti so predpisani za uporabo aparata za
avtomati¢no imunohistokemi¢no barvanje
TECHMATE 500 in so proizvod firme DAKO,
Danska.

STATISTICNE METODE

Za analizo razlik med dvema vzorcema smo
uporabljali Studentov t-test z Bonferronije-
vim popravkom. Skupine podatkov v posku-
sni skupini A smo analizirali s statisticnim
testom za analizo variance. Hitrost regenera-
cije v skupini A smo dolocili s formulo za izra-
¢un naklona regresijske premice (48).

Pri delu smo uporabljali racunalniska
programa SPSS in Microsoftov Excel 97.
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REZULTATI

Elongacija senzoriénih aksonov
po poskodbi

Regeneracija skozi
brezceli¢ni odsek Zivca

Kot smo ugotovili s testom uscipa Zivca (sli-
ka 3), so v poskusni skupini A aksoni rastli sko-
zi brezceli¢ni odsek n. suralisa distalno od
poskodbe do 8. dneva po aksonotmezi s stal-
no hitrostjo ter prisli priblizno 18 mm distal-
no od mesta poskodbe. Hitrost rasti, izmerjena
kot naklon regresijske premice v obdobju
4-8 dni po poskodbi, je bila 2,4 mm/dan.
Temu je v drugem tednu sledila zaustavitev
elongacije, 14. dan po aksonotmezi pa smo
zasledili najhitrejSe aksone v oddaljenosti le
okrog 13 mm od mesta poskodbe, kar kaze, da
se je tocka, na kateri so aksoni Ze prisotni,
pomaknila nazaj proti mestu aksonotmeze.
Razlika v razdaljah med 8. in 14. dnem je sta-
tisti¢no znacilna (p<0,001). DosezZene razdalje
od 8. do 14. dneva smo analizirali s statistic-
nim testom za analizo variance. Po dve skupini
smo nato med seboj primerjali s Studentovim

|

Slika 2. N. suralis po osmih dneh regeneraciie aksonov skozi
brezcelicni distalni krn. Precni rez skozi distalni krn. Prikaz imu-
nohistokemicne reakcije na nevrofilament v aksonih. S pustica-
mi so prikazani aksoni, vidni kot rjave pege.

t-testom, pri cemer smo upostevali Bonferro-
nijev popravek.

Za ilustracijo smo prikazali regenerirajo-
e se aksone osem dni po poskodbi, 15 mm
distalno od mesta aksonotmeze (slika 2).

Regeneracija skozi 10 oz. 15 mm dolg
brezceli¢ni odsek Zivca

V poskusni skupini B, kjer so aksoni regeneri-
rali skozi 10 oz. 15 mm dolg brezceli¢ni odsek
n. suralisa, ki se je nato nadaljeval v neokrnje-
ni distalni krn, smo s testom uséipa Zivca
merili najvedjo razdaljo, ki so jo dosegli rege-
nerirajoci se aksoni 8, 10, 12 in 14 dni po pos-
kodbi (slika 3).

V primerjavi s skupino A razdalja, dose-
Zenena po 8 dneh, ni bila statisti¢no znacil-
no razliéna niti pri 10mm (p>0,1) niti pri
15mm (p>0,5) dolgem zmrzovanem odseku.
14. dan je bila dosezena razdalja statisticno
znacilno vedja kot v skupini A tako pri 10 mm
(p<0,001) kot pri 15mm (p<0,001) dolgem
zmrzovanem odseku. Po dve skupini smo
med seboj primerjali s Studentovim t-testom,
pri cemer smo upostevali Bonferronijev popra-
vek. V opazovanem obdobju v skupinah B1 in
B2 ni prislo do nobenega zastoja rasti regene-
rirajocih se aksonov.

Regeneracija skozi zaporedno zmrzovani
odsek Zivca

Pri poskusni skupini C, kjer je bil distalni
odsek Zivca dvakrat zapored zmrzovan, se raz-
dalja, ki so jo aksoni dosegli 8. dan, ni stati-
sti¢no znacdilno razlikovala od razdalje,
dosezene pri skupini A (p>0,5). Razdalja,
dosezena 14. dan, pa je statisti¢no znacilno
vedja kot pri skupini A (p <0,001). Prav tako
je bila statisticno znacilna (p<0,05) razlika
med razdaljama, dosezenima 8. in 14. dne
v sami skupini C (slika 4). Po dve skupini smo
med seboj primerjali s Studentovim t-te-
stom, pri ¢emer smo uporabili Bonferronijev
popravek.

Regeneracija skozi brezceli¢ni odsek
Zivca, obloZen z degeneriranim Zivénim
odsekom

V poskusni skupini D, kjer so aksoni rastli v zmr-
zovan distalni krn ob podpori topnih dejavnikov
iz degeneriranega odseka n. peroneusa, s katerim
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razdalja od mesta aksonotmeze (mm)
~
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L

tas (dni)
skuping A —— skupina B1 —— skupina B2

Slika 3. Regeneracija aksonov ob razlicno dolgih brezcelicnih odsekih distalnega kina. Razdalje, ki so jih dosegli najhitrefsi regeneri-
rajoci se aksoni po aksonotmezi in zmrzovanju/odtajanju distalnega odseka suralnega Zivea, izmerjene s festom ustipa Zivca.
Skupina A: zmrznjen celotni distalni odsek Zivea; skupina B1: zmrznjen 10 mm dolg odsek distalno od mesta aksonotmeze; skupi-
na B2: zmrznjen 15 mm dolg odsek distalno od mesta aksonotmeze. Prikazane so srednje vrednost in standardni odkloni vzorcev
(n=4-6 za vsak posamezni vzorec iz vsake skupine).

razdalja od mesta aksonotmeze (mm)
~
=
Il

0 2 4 6 8 10 12 14 16
tas (dni)

skupina A —M— skupina C

Slika 4. Regeneracija aksonov skozi zaporedno zmrzovani distalni odsek Zivea. Razdalje, ki so jih dosegli najhitrejsi regenerirajoci
se aksoni po aksonotmezi in zmrzovanju/odtajanju distalnega odseka suralnega Zivca, izmerjene s testom ustipa Zivea. Skupina A:
zmrznjen celomi distalni odsek Zivea naenkrat; skupina C: najprej zmrznjen 18 mm dolg odsek distalno od aksonotmeze, nato cez
Stiri dni Se ves preostali del distalnega segmenta. Prikazane so srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev (n=4—6 za vsak
posamezni vzorec iz vsake skupine).
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Slika 5. Regeneracija aksonov skozi zmrzovani odsek Zivca ob podpori obloge iz degeneriranega odseka drugega Zivea. Razdalje,

ki so jih dosegli najhitrefsi regenerirajoci se aksoni po aksonotmezi in zmrzovanju/odtajanju celotmega distalnega odseka suralnega
Jivea, izmerjene s testom uscipa Zivca. Skupina A: zmrznjen celotni distalni odsek Zivea; skupina D: zmiznjen celotni distalni odsek
Jivea, v dolZini 20 mm obloZen z degeneriranim odsekom n. peroneusa. Prikazane so srednje viednosti in standardni odkloni vzor-

cev (n=4—6 za vsak posamezni vzorec iz vsake skupine).

Slika 6. N. suralis po osmih dneh regeneracije aksonov skozi
brezcelicni odsek, obloZen z degeneriranim Zivénim odsekom
. peroneusa. Precni prerez Zivea skozi distalni k. Prikaz imu-
nohistokemicne reakcije na nevrofilament v aksonih. Pustice
prikazujejo aksone, vidne kot rjave pege. Jedra SC in fibroblo-
stov v obloZenem odseku n. peroneusa, vidna kot modre pege,
s0 prikazana z zvezdicami,

je bil zmrzovani distalni krn obloZen, razdalja,
ki so jo aksoni dosegli 8. dan po aksonotmezi,
ni bila statisti¢no znacilno razli¢na od razda-
lje, dosezene 8. dan v skupini A (p>0,05),
14. dan pa statisti¢no znacilno vecja kot pri sku-
pini A (p<0,005). Razlika med razdaljama,
doseZenima 8. in 14. dne po poskodbi v sami
skupini D je bila statisti¢no znacilna (p <0,05)
(slika 5). Vse razlike med dvema vzorcema smo
med seboj primerjali s Studentovim t-testom,
pri Cemer smo uporabili Bonferronijev popra-
vek.

V pre¢nem rezu Zivca, odvzetega osmega
dne v oddaljenosti 15 mm distalno od mesta
aksonotmeze, smo zasledili regenerirajoce se
aksone le v n. suralisu. Degenerirani odsek
n. peroneusa, ki obdaja n. suralis, ne vsebuje
aksonov. Vidne so namnozene SC (slika 6).

RAZPRAVLJANIJE

V pricujodi nalogi smo proucevali regenera-
cijo senzori¢nih aksonov skozi brezceli¢ni
segment distalnega krna poskodovanega peri-
fernega Zivca. Poskuse smo opravili na pod-
ganjem suralnem Zivcu, ki vsebuje ve¢ kot

145
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95 % senzori¢nih aksonov (54). Z zmrzova-
njem suralnega Zivca distalno od mesta akso-
notmeze smo unicili vse celice v tem odseku.
S tem smo odstranili celi¢no podporo regene-
rirajo¢im se aksonom, ohranjena pa je osta-
la kontinuiteta bazalnih lamin nevrilemskih
cevk. Hitrost regeneracije senzori¢nih akso-
nov smo zasledovali s testom uscipa Zivca.

Regeneracija senzoriénih
aksonov skozi brezceliéni
odsek Zivca

Rezultati testa uscipa Zivca v poskusni sku-
pini A (regeneracija skozi brezceli¢ni odsek)
so pokazali, da se po zacetnem obdobju dokaj
hitre rasti aksonov skozi brezceli¢ni segment,
torej brez celicne podpore distalno od poskod-
be, regeneracija upocasni. Hitrost rasti v pr-
vih osmih dneh po poskodbi v nasem poskusu
se ujema z rezultati prej$njih poskusov in je
priblizno za 30% manjSa kot hitrost rasti
senzori¢nih aksonov v nezmrzovanih Zivcih
(ob ohranjeni celi¢ni podpori v distalnem
krnu), poskodovanih le z aksonotmezo (41, 55).
Temu obdobju sorazmerne »odpornosti« pro-
ti pomanjkanju Zivih celic v distalnem krnu
je v drugem tednu sledil zastoj elongacije rege-
nerirajocih se aksonov. V prvem tednu po
aksonotmezi in zmrzovanju so v distalnem
krnu ohranjene cevke BL, ki aksonom zago-
tavljajo ugodno rastno podlago (38, 41, 43).
V odsotnosti SC, ki bazalno lamino nevrilem-
skih cevk v normalnem distalnem krnu tvori-
jo in obnavljajo (10), bi ustavitev regeneracije
lahko pripisali degeneraciji BL nevrilemskih
cevk do take mere, da regenerirajoci se akso-
ni skoznje ne morejo ve¢ rasti. Znano je
namre¢, da se rast regenerirajocih se aksonov
skozi denaturirane nevrilemske cevke, v ka-
terih so beljakovine BL denaturirane, zelo
upocasni (41). Poleg sestavin ekstracelular-
nega matriksa imajo na rast aksonov ugoden
vpliv tudi topni dejavniki SC (10, 56). Tudi
na ucinke teh dejavnikov na regenerirajoce se
nevrone dolgotrajna odsotnost SC vpliva
negativno, saj se morebitni u¢inki topnih
dejavnikov v nekaj dneh po poskodbi iztro-
$ijo. Aksoni v neprimernem mikrookolju niso
vec sposobni rasti in se po ustavitvi za¢no celo
umikati.
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Regeneracija senzoriénih
aksonov skozi 10 oz. 15 mm
dolg brezceliéni odsek Zivca

V skupini B smo z zmrzovanjem 10 oz. 15 mm
dolgega distalnega odseka Zivca aksonom le
zacasno nudili slabse razmere za regeneraci-
jo, ker smo v tem odseku odstranili celi¢no
podporo. Distalno od zmrzovanja so ostale SC
ohranjene in so tako lahko distalno vzdrze-
vale ugodno mikrookolje za regenerirajoce se
aksone, ki so prisli skozi brezceli¢ni odsek Ziv-
ca. V prvem tednu aksoni 10 oz. 15 mm dolg
brezceli¢ni odsek namrec Ze prerastejo in bi
v teh razmerah vstopili v odsek Zivca z Zivi-
mi SC. Na ta nacin smo Zeleli preveriti hipo-
tezo, da ustavitev rasti aksonov v drugem
tednu po poskodbi ni posledica trajnih spre-
memb v telesu nevrona, ki bi nastale med
odsotnostjo podpore v prvem tednu, temvec
odsev neugodnih razmer v mikrookolju
aksona. Rast aksonov v prvem tednu po
aksonotmezi ni hitrejsa kot rast skozi v celo-
ti zmrznjen distalni odsek. Opazili pa smo, da
lahko aksoni nemoteno rastejo skozi distal-
ni krn Zivca, v katerem je bil narejen 10 oz.
15 mm dolg brezceli¢ni odsek, tudi v drugem
tednu po aksonotmezi, kar potrjuje naso
hipotezo.

Regeneracija senzoriénih
aksonov skozi zaporedno
zmrzovani odsek Ziveca

Z zaporednim zmrzovanjem Zivca distalno od
aksonotmeze smo hoteli preveriti hipotezo,
da lahko z ohranitvijo primerne rastne pod-
lage vzdrzujemo rast oz. preprecimo retrak-
cijo aksonov v drugem tednu po poskodbi tudi
v popolni odsotnosti SC. Aksonom smo sku-
Sali ves Cas regeneracije zagotoviti ¢im bolj
sveZo rastno podlago z dobro ohranjeno BL.
Zatorej smo uporabili metodo zaporednega
zmrzovanja, ko je prvemu zmrzovanju 18 mm
dolgega odseka po stirih dneh sledilo zmrzo-
vanje preostalega segmenta Zivca. S tem smo
se vsaj delno izognili morebitni degeneraci-
ji BL v drugem tednu po poskodbi, saj so akso-
ni v prvih osmih dneh Ze prerastli 18 mm dolg
prvotno zmrzovani odsek in tako dosegli
rastno podlago, ki je do tedaj degenerirala le
§tiri dni. To pomeni, da smo jim omogocili raz-
meroma ugodne razmere za regeneracijo do
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12. dne po poskodbi. Dobljeni rezultati kaZe-
jo, da je primerna rastna podlaga pomemben
dejavnik za vzdrZevanje rasti aksonov, saj se
je rast aksonov nadaljevala, ¢eprav pocasne-
je, verjetno zaradi manj ugodnih razmer
v zadnjih dveh dneh; tj. od 12. do 14. dne, ko
se je morda celo ustavila. Ceprav so bili akso-
ni na ta nacin dva dni izpostavljeni slabsim
razmeram, smo se za analizo rezultatov
v 14. dnevu odlocili zaradi primerjave s sku-
pino A, kjer je 14. dne po poskodbi umik
aksonov Ze zelo o¢iten. Menimo, da bi z iz-
boljsanjem metode rast lahko e nadalje
vzdrzevali kljub odsotnosti SC. Veliko oviro
v izvajanju poskusa nam je namrec predstav-
ljalo zaporedno zmrzovanje, saj je pri velikem
Stevilu Zivali zaradi drugega zmrzovanja pris-
lo do poskodbe regenerirajocih se aksonov. Ta
pojav vsekakor potrebuje $e nadaljnje razisko-
vanje. Za drugo zmrzovanje v Cetrtem dnevu
pa smo se odlo¢ili tudi zato, da bi se izogni-
li ugodnemu vplivu topnih dejavnikov SC.
Vemo namre¢, da se povecana produkcija
le-teh za¢ne v SC v tretjem dnevu po poskod-
bi Zivca (1), kar smo z drugim zmrzovanjem
in unic¢enjem SC preprecili.

Regeneracija senzoriénih
aksonov skozi brezceliéni
odsek zivca, oblozen

z degeneriranim Zivénim

odsekom

S poskusno skupino D, kjer so aksoni regene-
rirali skozi brezceli¢ni odsek Zivca, obloZen
z degeneriranim Zivénim odsekom z razmno-
Zujocimi se SC, smo Zeleli preveriti pomen top-
nih dejavnikov SC za podalj$anje regeneracije
skozi brezceliéni odsek perifernega Zivca. Ce
topni dejavniki SC ne bi bili pomembni, bi pri-
Cakovali ustavitev rasti in retrakcijo aksonov
kot v skupini A, vendar do tega v skupini D ni
prislo. Z oblogo iz degeneriranega Zivenega
odseka smo namrec regenerirajo¢im se akso-
nom vsaj delno zagotovili stalen vir topnih
dejavnikov iz SC. Ti so zaradi okvarjene krv-
no-zivéne pregrade prehajali iz obdajajoc¢ega
degeneriranega odseka n. peroneusa v brezce-
licni segment n. suralisa (57). Odsek n. pero-
neusa je namrec vseboval Zive SC, ki so se tretji
dan po poskodbi zacele bujno razmnozZevati

in proizvajati topne rast spodbujevalne dejav-
nike (2), le-ti pa so verjetno omogo¢ili akso-
nom n. suralisa uspe$no regeneracijo kljub
vedno slabsi podlagi. Lahko bi rekli, da se je
odpornost aksonov na poslabsanje kakovosti
rastne podlage ob prisotnosti topnih dejavni-
kov iz SC povecala. Razdalja, ki so jo dosegli
najhitrejsi aksoni 14. dne, je bila obcutno
vedja kot v skupini A, kjer dodatni vir topnih
dejavnikov SC ni bil prisoten. Poskus tako potr-
juje naso hipotezo, da je z dodajanjem topnih
dejavnikov SC mogoce vzdrZevati rast aksonov
ob podalj$ani regeneraciji skozi brezceli¢ni
odsek Zivca.

1z rezultatov raziskave tako lahko vidimo,
da imata tako rastna podlaga kot topni dejav-
niki SC velik pomen pri regeneraciji aksonov.
Opazili smo, da se rast regenerirajocih se akso-
nov v drugem tednu po poskodbi ob poslab-
$anju rastne podlage in pomanjkanju topnih
dejavnikov SC ustavi, ¢emur sledi retrakcija.
Ob odsotnosti samo enega od obeh dejavni-
kov pa se elongacija aksonov v drugem ted-
nu nadaljuje, ¢eprav se hitrost rasti precej
upocasni, kar govori v prid hipotezi o kom-
plementarnem vplivu rastne podlage in top-
nih dejavnikov na regeneracijo aksonov. To
nas vodi v domnevo, da bi z uporabo kada-
verskih presadkov, kjer zaradi imunske reak-
cije prejemnika pride do unicenja SC, ne pa
tudi BL, lahko z dodajanjem topnih dejavni-
kov SC omogocili aksonom boljso in trajnej-
$o rast. Morda bi na ta nacin lahko dosegli
boljse rezultate tudi na klinicnem in ne samo
na raziskovalnem podrodju.
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