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lzvlecek. Kolateralno brstenje v perifernem ziv-
Cevju je razvejeno izraS€anje poganjkov iz ne-
poskodovanih aksonov v sosednja podrocja
denerviranega tarénega tkiva. Pri sproZenju ko-
lateralnega brstenja aksonov verjetno hkrati de-
lujejo dejavniki iz degeneriranih zivénih poti,
denerviranega tarénega tkiva in morebitno med-
sebojno delovanje poskodovanih na neposko-
dovane nevrone v spinalnem gangliju (trans-
nevronska spodbuda). Uporabili smo model,
pri katerem je na neposkodovan suralni Zivec od
strani priSit odsek drugega zivca (end-to-side
anastomoza). V skupini A smo na neposkodo-
vani suralni zivec od strani prisili odsek peroneal-
nega zivca iz nasprotne noge, tako da na strani
anastomoze ni bil poskodovan noben Zivec.
V skupini B smo naredili enako, poleg tega pa
smo na strani anastomoze prerezali $e dorzo-
kutane Zivce iz spinalnih segmentov L4—L6 in
tako poskodovali nevrone v spinalnem gangliju
suralnega zivca, koza v okolici konéicev sural-
nega zivca pa ni bila denervirana. V skupini C
smo izrezali odsek peronealnega zivca in ga od
strani prisili na neposkodovani suralni Zivec na
isti nogi. S tem in s prerezanjem safeni¢nega Zziv-
ca smo denervirali tudi kozo v okolici podrocja
oziv€enja suralnega zivca. Vra$¢anje nocicep-
tivnih aksonov v odseke Zivcev, od strani prisi-
tih na suralni zivec, smo ugotavljali s testom
vi€ipa zivca in s Stetjem mieliniziranih aksonov
na prec¢nih rezih teh odsekov. S testom vs¢ipa
zivea pri zivalih v skupini A po 8 tednih nikjer ni-
smo ugotovili brstenja aksonov suralnega Ziv-
ca v od strani priSite odseke peronealnega
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Abstract. Collateral sprouting of axons in the pe-
ripheral nervous system is a branching out-
growth of new axon terminals from non-injured
axons into adjacent denervated regions of tar-
get tissue. The initiation of collateral sprouting
is probably triggered by the interaction between
the factors released by degenerated neural
pathways or denervated target tissue, and pu-
tative interaction between the injured and non-
injured neurons within a dorsal root ganglion
(transneuronal mechanism). Sprouting of axons
along the neurilemmal tubes of Schwann cells
was investigated by an end-to-side anastomo-
sis of a peroneal nerve segment to the intact su-
ral nerve on the hind limb of the rat. In group A,
the peroneal nerve segment from the contrala-
teral limb was attached to the sural nerve. No-
ne of the nerves on the side of the anastomosis
were injured. In group B, the same procedure
was used as in group A. In addition, dorso-cuta-
neous nerves from the L4-L6 spinal segments
were cut. Injured neurons were therefore present
in the dorsal root ganglia from which axons of
the sural nerve arise. The skin of the limb was
not denervated. In group C, an end-to-side ana-
stomosis of the peroneal nerve segment from
the ipsilateral limb was made on the sural ner-
ve. On the same limb, the saphenus nerve was
cut and ligated. The skin around the terminal in-
nervation field of the sural nerve was therefore
denervated. The growth of sensory axon sprouts
into the anastomosed nerve segments was mo-
nitored by the nerve-pinch test. In addition, the
number of myelinated axons in the anastomo-
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zivca. Nasprotno pa smo brstenje ugotovili
v vseh odsekih pri Zivalih v skupini C in pri Sti-
rih od petih odsekov v skupini B. HistoloSko
smo v prisitih odsekih Zivca v skupini A nasli le
posamezne mielinizirane aksone, kar je bilo
statisti¢no znacilno manj kot v skupinah B in C
(p<0,05). Stevilo aksonov pri skupini C pa je bi-
lo statisticno znacilno vecje kot pri skupini B
(p<0,02). Ugotovili smo, da za sprozitev kola-
teralnega brstenja prisotnost praznih, degene-
riranih Zivénih poti ne zadostuje, ampak je
potrebno denervirano taréno tkivo (ali transne-
vronska spodbuda). Transnevronska spodbuda
je pomemben sprozilni dejavnik kolateralnega

sed nerve cross-sections was counted. Eight
weeks after surgery the nerve-pinch test showed
no sprouting of the sural nerve into the anasto-
mosed nerve segments of the peroneal nerve in
any animal in group A. In contrast, we detected
sprouting in all group C animals and in four out
of five animals in group B. We found only few
myelinated fibres in the anastomosed peroneal
nerves in group A. This was statistically signifi-
cantly less than in groups B and C (p<0.05). Mye-
linated fibres in the anastomosed peroneal nerve
in group B significantly outnumbered those in
group C (p<0.02). We found out that collateral
sprouting cannot be induced by Schwann cell tu-

brstenja. bes alone, but rather denervated target tissue or
transneuronal mechanisms are needed to induce
the process. Transneuronal mechanism is an im-
portant factor stimulating the initiation of colla-

teral sprouting.

Uvod

Kolateralno brstenje

Pollock je v kliniénih Studijah ugotovil, da se je koza po senzori¢ni denervaciji tkiva del-
no ozivc€ila, Se preden bi lahko prilo do regeneracije aksonov iz proksimalnega krna (7).
Ugotovili so, da je to posledica izras¢anja zivénih poganjkov iz nepoSkodovanih akso-
nov neprizadetega sosednjega Zivca, zaradi Cesar se inervacijsko podrocje tega zivca
Siri v tuje podrocje bliznjega prizadetega zivca (2). Ta pojav so poimenovali kolateralno
brstenje.

Kolateralno brstenje senzoriénih aksonov v kozi

Kolateralno brstenje visokopraznih nociceptivnih zivénih viaken (Ad) v kozi zaj¢jega sto-
pala so histolodko dokazali ze Weddell in sodelavci (2). Kasneje so kolateralno brste-
nje vlaken Ad potrdile Stevilne morfoloSke in funkcionalne raziskave na razliénih poskusnih
zivalih (3—11). Klini¢na opazanja kazejo, da ta vlakna brstijo tudi pri loveku (12-14).

Nasprotno temu pa se rezultati poskusov, ki so bili narejeni na razli¢nih odraslih sesal-
cih, glede kolateralnega brstenja vlaken C (15-18) in vlaken AB (6, 7, 19-21) ne uje-
majo. Zdi se, da kolateralno brstenje vlaken AR in C, ¢e Ze obstaja, pri odraslem sesalcu
funkcionalno ni pomembno (22).

Po poskodbi senzori¢nih aksonov njihovi distalni krni, ki se nahajajo v perinevrijskih cev-
kah v dermisu, hitro propadejo in izginejo (2, 23). Kolateralni brsti, izvirajoCi iz sosed-
njih neposkodovanih aksonov, vdrejo v izpraznjene perinevrijske cevke, v katerih so bili
prej aksoni poskodovanega zivca, in po njih rastejo v subepidermalno horizontalno mre-
20 cevk, ki jih tvorijo Schwannove celice propadlih aksonov (9, 24).
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Kolateralni brsti v koZi torej rastejo po ze obstojecih razpolozljivih poteh, podobno kot
regenerirajoCi aksoni rastejo vzdolz degeneriranega distalnega krna zivca. Kako brsti
najdejo prazne perinevrijske cevke, ki vodijo do denerviranih tarénih celic, ni znano.

Sprozenje kolateralnega brstenja
Vpliv denerviranega tarénega tkiva

Domnevo, da naj bi sprosc¢anje rastnih dejavnikov iz denerviranih tarénih tkiv spodbu-
dilo brstenje sosednjih neposkodovanih aksonov, so podprli Diamond in sodelavci z ugo-
tovitvijo o odloc¢ilnem pomenu Zivénega rastnega dejavnika (angl. nerve growth factor—
NGF) za brstenje senzori¢nih nevronov v denervirano podrocje koze (23). Potem ko so
v denervirani kozi ugotovili pove¢ano sintezo NGF, so proucili vpliv protiteles proti NGF
na kolateralno brstenje in ugotovili, da so omenjena protitelesa popolnoma zavrla ko-
lateralno brstenje senzori¢nih (23) in simpati¢nih (25) aksonov.

Izvor endogenega NGF, ki naj bi vplival na brstenje, Se ni pojasnjen. Prisotnost NGF in
NGF-mRNA v kozi odraslega so opisali v keratinocitih, fibroblastih ter Schwannovih ce-
licah (26, 27). Do poviSane koncentracije NGF v denervirani kozi bi lahko pri$lo zaradi
odsotnosti Zivénih koncicev, ki normalno privzemajo NGF (28, 29) in/ali lokalnega po-
vecanja sinteze NGF (30). Nedavno so Mearow in sodelavci dokazali, da se raven NGF-m-
RNA po denervaciji koze poviSa (31). Glavni vir poviSane koncentracije NGF v denervirani
kozi bi lahko bile epidermalne celice in/ali Schwannove celice v degeneriranih zivénih
poteh. Relativen pomen NGF iz epidermisa ali takih Schwannovih celic za sprozenje
aksonskega brstenja ni znan, saj pri obi¢ajnih razmerah kolateralnega brstenja v kozi
oba dejavnika vedno nastopata skupaj.

Transnevronski mehanizem

Rotshenker (32) je opazil, da po unilateralni denervaciji midice pri Zabi pride do brste-
nja aksonov in vzpostavljanja novih sinaps tudi v kontralateralni misici (33). Sprozenje
takega brstenja je pripisal prenosu nekega drazljaja med nevroni v hrbtenjaci (transnevron-
ski mehanizem). Po tem mehanizmu naj bi celi¢no telo poskodovanega motonevrona
preko transnevronskih povezav vplivalo na celi¢no telo kontralateralnega neposkodo-
vanega nevrona istega segmenta hrbtenjace in sprozilo brstenje le-tega (32). Ker so tu-
di pri poSkodbah perifernih zivcev, ki jim sledi kolateralno brstenje koznih aksonov iz
sosednjih Zivcey, v istih spinalnih ganglijih tako poSkodovani kot neposkodovani nevro-
ni, bi tudi med temi lahko priSlo do transnevronskega spodbujanja brstenja. O tem v li-
teraturi nismo nasli ni¢ znanega.

Izvor aksonskih brstov pri kolateralnem brstenju

Nase znanje o izvoru brstov temelji na spoznanjih o kolateralnem brstenju motori¢nih
aksonov. Ugotovili so, da v delno denerviranih miSicah brsti izrad¢ajo iz preterminalnih
Ranvierovih zazemkov preostalih nepoSkodovanih mieliniziranih aksonov, kar so poime-
novali nodalno brstenje (34, 35). Slack in sodelavci so opazili, da je glavni dejavnik, ki od-
lo¢a o tem, iz katerih Ranvierovih zazemkov bo pri$lo do brstenja, oddaljenost zazemka
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od denerviranih tar€nih celic (36). Brsti rastejo po tistih izpraznjenih nevrilemskih cev-
kah, po katerih bo pot aksonov do denerviranih tar¢nih celic najkraj$a. Brsti pa lahko
izras¢ajo tudi iz neposkodovanih nemieliniziranih aksonskih koncic¢ev, kar so poimeno-
vali terminalno brstenje (36). Ni¢ pa ni znanega o izvoru brstov pri kolateralnem brste-
nju koznih senzoriénih aksonov. Se posebej ni znano, ali lahko brstijo aksoni le v svojih
terminalnih predelih ali tudi bolj proksimalno vzdolZ njihovega poteka v perifernem zivcu.

Namen in hipoteza

Da bi pojasnili nekatere omenjene odprte probleme, smo za proucevanje kolateralne-
ga brstenja uporabili model, pri katerem je na en zivec od strani prisit drug zivec (end-
to-side anastomozo). V ta namen smo izkoristili opazanja drugih raziskovalcev, da zac-
nejo neposkodovani aksoni prvega perifernega zivca brsteti v distalni krn drugega, pre-
rezanega zivca, ki so ga s prerezano povrsino od strani prisili na neposkodovani prvi
zivec (37, 38).

V raziskavi smo preverijali tri hipoteze:

* za sprozitev brstenja prisotnost praznih, degeneriranih zivénih poti ne zadostuje, po-
trebno je denervirano taréno tkivo (ali transnevronska spodbuda);

e transnevronska spodbuda pomembno prispeva kot sproZilni dejavnik kolateralnega br-

stenja;

aksonski brsti izvirajo samo iz tistih delov senzori¢nih aksonov, ki so v neposredni bli-

zini degeneriranih zivénih poti.

Materiali in metode

Zivali

Poskuse smo opravili na samicah belih podgan (soj Wistar), ki so ob prvi operaciji teh-
tale med 200-220 g. Kot anestetik smo pri kirurskih posegih uporabljali meSanico dihi-
drotiazina (Rompun, Bayer AG Levercusen, 8 mg/kg) in ketaminhidroklorida (Ketalar,
Parke-Davis & GMBH, AG Berlin, 60 mg/kg), ki smo jo Zivalim vbrizgali v peritonealno

votlino. Med testom vsc&ipa zivca pa so bile zivali le delno anestezirane z meSanico di-
hidrotiazina (2 mg/kg) in ketaminhidroklorida (15 mg/kg).

Operativni postopki
Da bi preverili postavljene hipoteze, smo naredili poskuse na treh skupinah zivali (slika 1).

Skupina A (n=5). Iz leve zadnje noge smo izolirali priblizno 2 cm dolg odsek peroneal-
nega zivca. lzrezani odsek peronealnega zivca smo nato od strani priSili na neposko-
dovani suralni Zzivec desne kontralateralne zadnje noge. Vse periferne zivce na desni
strani vkljuéno z DKZ (dorzokutani Zivci — to so kozne veje zadnjih vej spinalnih Zivcev)
smo pustili neposkodovane (39).

Skupina B (n=5). Iz leve zadnje noge smo izrezali priblizno 2 cm dolg odsek peroneal-
nega zivca in ga od strani prisili na neposkodovani suralni zivec desne noge. Vse peri-
ferne Zivce, ki na desni strani, kjer smo naredili anastomozo, ozZivéujejo podrocje koze
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Slika 1. Shematski prikaz anatomskih razmer in operativnih postopkov pri poskusnih Zivalih. Skupina A —
samo od strani prisit odsek Zivca; skupina B — od strani prisit odsek Zivca in prerezani DKZ (dorzokutani
zZivei); skupina C — od strani prisit odsek Zivca in prerezani suralnem Zivcu sosednji periferni Zivci.

na meji s podro¢jem oziv€enja suralnega zivca na stopalu, smo pustili neposkodovane.
DKZ iz ledvenih spinalnih segmentov L4—L6 na tej strani zivali pa smo prerezali. S tem
smo poskusili sproziti kolateralno brstenje aksonov suralnega zivca v od strani prisit od-
sek zivca prek transnevronskih mehanizmov v dorzalnih ganglijih (predvsem dorzalni
ganglij iz petega ledvenega segmenta hrbtenjace), iz katerih izvirajo tudi nociceptivna
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vlakna suralnega zivca (40). DKZ, ki smo jih prerezali, so senzoriéni Zivci, ki imajo svo-
ja podroc¢ja ozivéenja na kozi glutealnega podrocja in ne mejijo na podrocje ozivéenja
suralnega Zivca, ki se razteza po lateralni strani stopala in sega do sredine mec.

Skupina C (n=5). Na desni zadnji nogi smo izrezali priblizno 2 cm dolg odsek pero-
nealnega zivca in ga tako kot pri prej$njih skupinah od strani priSili na nepo$kodovani
suralni zivec na isti nogi. Na tej nogi smo nato prerezali $e safeni¢ni Zivec, proksimal-
na konca safeni¢nega in peronealnega zivca pa smo podvezali ter tako preprecili rege-
neracijo obeh Zivcev. Kozo stopala v okolici podrocja oziv€enja suralnega zivca na operirani
strani smo na ta nagin denervirali. DKZ smo pustili neposkodovane.

Pri vseh poskusnih zivalih smo brstenje aksonov suralnega Zivca v od strani priSite od-
seke peronealnega zivca po 8 tednih preverili z v&€ipom Zivca. Nato smo zivali zrtvo-
vali z izkrvavitvijo v anesteziji in odvzeli vzorce Zivcev za histolo$ki prikaz mieliniziranih
vlaken, ki smo jih nato na prenem rezu Zivca tudi presteli.

Podrobnejsi opis kirursSkih postopkov

Kirurski postopki, ki smo jih opravili na poskusnih Zivalih v globoki anesteziji, so vklju-
Cevali prerezanje posameznih perifernih Zivcev na zadnji nogi podgane, Sivanje Zivcev
na nacin end-to-side in prerezanje DKZ v ledvenem in kriznem predelu hrbta.

Potem ko smo prerezali kozo in miSice na zadnji strani stegna, smo si ogledali podko-
lensko kotanjo z ishiadi¢nim zivcem in njegovimi vejami. Izbrane veje tega zZivca (pero-
nealni in suralni Zivec) smo izpreparirali. Peronealni Zivec smo podvezali in distalno izrezali
2 cm dolg odsek tega Zivca in ga shranili v fizioloSko tekoc€ino.

End-to-side anastomozo smo napravili na suralnem zivcu. Odsek peronealnega zivca
smo od strani prisili na suralni Zivec s $tirimi epinevrijskimi $ivi 11/0. Zivce smo Sivali
s pomocjo operacijskega mikroskopa. Posebej smo pazili, da pri Sivanju nismo posko-
dovali aksonov v suralnem Zivcu in da so Sivi potekali samo skozi epinevrij.

Do safeni¢nega zivca smo pristopili v podrocju dimelj. Prerezali smo kozo, nato pa iz-
preparirali in podvezali zivec. Distalno smo izrezali priblizno 2 cm dolg odsek zivca in
tako preprecili regeneracijo zivca.

V poskusih, kjer je bilo treba poskodovati DKZ, smo v kozi ledvenega predela hrbta 1 cm
desno od mediane linije napravili 4-5 cm dolg rez ter na ta nagin dobili pristop do DKZ.
Izbrane DKZ iz hrbtenjaénih segmentov L4—L6 smo v &im vegjem obsegu (priblizno 2 cm)
izrezali ter na ta nacin preprecili popolno regeneracijo zivcev.

Testiranja in meritve
Razdalja, ki so jo dosegli brsteci aksoni v od strani priSitem zivénem odseku

Pri testiranju smo odseke zivcev, od strani priSitih na suralni zivec, odistili od vseh stra-
ni in jih na distalnem koncu odrezali. Vra$¢anje nociceptivnih aksonov v odseke zivcev
smo ugotovili z vé&ipom Zivca pri rahlo anestezirani Zivali. Zival je v primeru prisotno-
sti nociceptivnih aksonov na v&€ip reagirala z umikom noge. Testiranje smo zaceli na
najbolj distalnem koncu zivénega odseka in ga nadaljevali v milimetrskih korakih v smeri
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proti anastomozi. Izmerili smo razdaljo od anastomoze do najbolj distalne tocke, na ka-
teri je zival reagirala na v&€ip zivca (toCka pozitivnega vscipnega testa).

Analiza prec¢nih rezin vzorcev zivcev
lzdelava poltankih rezin vzorcev Zivcev

Za histolo$ki prikaz mieliniziranih viaken smo 8 tednov po operaciji odvzeli vzorce iz od
strani priSitega odseka peronealnega zivca 4 in 8 mm distalno od anastomoze. Vzorce
suralnega zivca smo pri obravnavanih zivalih odvzeli 4 mm proksimalno in 4 mm distal-
no od end-fo-side anastomoze. Pri normalnih neobravnavanih Zzivalih (n=4) so bili
vzorci suralnega zivca vzeti iz anatomskih mest, ki sta ustrezali mestoma vzorcev pri
obravnavanih Zzivalih. Vzorce smo namodili v fiksativ (2 % glutaraldehid in 2 % parafor-
maldehid v veronal-acetatnem pufru, pH 7,4) za 12 ur. Fiksaciji je sledilo spiranje v ve-
ronal-acetatnem pufru, dehidracija skozi alkohole naras¢ajocih koncentracij in vklapljanje
v epon. Po dveh dneh suSenja eponske smole smo vzorce pre¢no narezali na poltan-
ke rezine in jih obarvali z barvilom Azur Il. Mielinizirani aksoni se na preparatu prikaze-
jo kot obarvani obro€ki. Le-te smo nato presteli na celotnem preé¢nem prerezu zivca.

Stetje mieliniziranih aksonov v od strani priitih odsekih Zivcev in analiza preénih presekov in
Stevila aksonov v suralnem zivcu

Mielinizirane aksone v histoloskih preparatih od strani prisitih odsekov Zivcev smo Ste-
li s pomogjo sistema za raéunalnisko analizo slike s programom Horizon. Stevilo in po-
vr§ino mieliniziranih aksonov v preparatih pre¢nih rezov suralnega zivca smo izmerili
s pomocjo racunalniSkega sistema za analizo slike s programom The microcomputer
imaging device (MCID), verzija M4. Poleg omenjenih programov aparaturo sestavljajo
Se svetlobni mikroskop, videokamera, TV-zaslon, osebni racunalnik IBM PC AT in mis-
ka. Sistem omogoca sistemati¢no pregledovanje mikroskopske slike histoloSkega pre-
parata na TV-zaslonu.

Izbrane prereze smo opazovali z objektivom s 40-kratno povecavo. S premikanjem mis-
ke po podlagi smo s kazalcem na zaslonu oznacili aksone v od strani prisitih odsekih
ziveev in jih predteli. Aksone v suralnem Zivcu smo s kazalcem obkroZili, jih tako pre-
Steli in izmerili povrsino njihovih pre¢nih presekov.

Statisticna obdelava podatkov

Ker smo spremljali vrad€anje aksonov iz suralnega zivca v od strani priSite odseke pe-
ronealnega zivca s pomocjo vs€ipnega testa in ker smo le reakcijo podgane na $¢ipa-
nje od strani priSitega odseka peronealnega zivca upostevali kot pozitiven odgovor, smo
rezultate, ki smo jih dobili z v§¢ipnim testom, med skupinami primerjali s testom 2. Ste-
vilo mieliniziranih vlaken v zivcih smo predstavili kot srednjo vrednost + SE (iz angl. stan-
dard error— standardna napaka). Vrednosti v Zivcih iz razliéno obravnavanih zivali smo
med seboj primerijali in pri tem uporabili t-test oziroma neparametri¢ni Wilcoxonov test
z vsoto rangov za preverjanje statisti¢éne znacilnosti razlik.
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Rezultati

Kolateralno brstenje aksonov v od strani priSite odseke zivcev

Osem tednov po tem, ko smo na suralni zivec od strani priSili odsek peronealnega Ziv-
ca, smo z v&€ipnim testom na omenjenih odsekih preverili, kako dale¢ so v te odseke
vrasli na vS¢€ip obcutljivi aksoni suralnega zivca (tabela 1). V vseh odsekih peronealne-
ga zivca v skupini zivali z denervirano koZo v sosescini podrocja suralnega zivca (sku-
pina C) smo ugotovili to¢ko pozitivnega vS¢ipnega testa priblizno 20 mm distalno od mesta
anastomoze (oziroma tako daleg, kot je bilo mogoce testirati). Nasprotno pa v skupini
zivali, pri kateri smo samo pri$ili odsek peronealnega na suralni Zivec, tako periferne
Zivce na nogi kot tudi DKZ pa smo pustili neposkodovane (skupina A), nikjer nismo us-
peli izzvati reakcije podgane z vs€ipom priSitega Zivénega odseka. Statisticno znadil-
nost razlike smo ocenili s testom 2 glede na to, ali je bil v&ipni test v priSitem odseku
pozitiven ali negativen. Razlika med omenjenima skupinama A in C je bila statisti¢no
znagilna (p <0,005). V skupini Zivali, pri kateri smo s prerezanjem DKZ pokodovali ne-
vrone v spinalnem gangliju, iz katerega izhajajo aksoni suralnega zZivca (skupina B), smo
ugotovili pozitiven v&c€ipni test pri Stirih od petih od strani prisitih odsekih peronealnega
zivca, medtem ko pri eni izmed poskusnih zivali reakcije nismo uspeli izzvati. Le pri dveh
od &tirih pozitivnih odgovorov smo ugotovili to¢ko pozitivnega v&€ipnega testa ze na naj-
vecji mozni oddaljenosti od mesta anastomoze (priblizno 20 mm). S testom x2smo ugo-
tovili, da je razlika med to skupino in skupino A (anastomoza brez drugih poskodb) glede
Stevila odsekov s pozitivnim testom statisticno znacilna (p <0,01). Skupini B (prereza-
ni DKZ) in C (denervirana koza okoli podrogja suralnega Zivca) pa smo primerjali gle-
de na to, ali je bil vS&ipni test ze pozitiven v najbolj oddaljeni tocki od anastomoze, to je
na koncu priSitega odseka peronealnega Zivca. Test ?je pokazal, da je razlika med sku-
pinama statisti¢no znacilna (p <0,05).

Tabela 1. Oddaljenost tocke pozitivnega vicipnega testa od mesta anastomoze na od strani prisitem odseku
peronealnega Zivca na suralni Zivec osem tednov po prisitju anastomoze. Skupina A — samo od strani prisit
odsek Zivca; skupina B — od strani priSit odsek Zivca in prerezani dorzokutani Zivci; skupina C — od strani
prisit odsek Zivca in prerezani suralnem Zivcu sosednji periferni Zivci.

SKUPINA Razdalja od tocke pozitivhega v§cipnega testa do anastomoze (mm)

A 0 1] 0 0 0
B 20 10 12 0 20
C 20 20 20 20 20

Stevilo mieliniziranih vlaken v zZivénih odsekih peronealnega Zivca, od strani
prisitih na suralni Zivec

Pri vseh treh skupinah zivali smo osem tednov po zaéetku poskusa vzeli vzorce iz od
strani priSitih odsekov peronealnega Zivca na razdalji 4 in 8 mm distalno od mesta ana-
stomoze s suralnim zivcem. V prec¢nih rezinah iz teh vzorcev smo pod mikroskopom pre-
Steli mielinizirana vliakna (slika 2).
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Slika 2. Stevilo aksonov (srednje vrednosti = SE) v od strani priSitem odseku peronealnega Zivca 4 mm in
8mm od mesta anastomoze. Skupina A (n=35) — samo od strani prisit odsek Zivca; skupina B (n=15) — od
strani prisit odsek Zivca in prerezani DKZ (dorzokutani Zivci); skupina C (n, =5;n, =4)—od strani pri-
Sit odsek Zivca in prerezani suralnem Zivcu sosednji periferni Zivci.

4mm Smm

Na obeh razdaljah od anastomoze smo v preparatih skupine A (samo anastomoza) nasli
le posamezne mielinizirane aksone, kar je bilo statisticno znacilno manj kot v skupini B
(prerezani DKZ) in skupini C (denervirana koza okoli podrogja suralnega Zivca) (p < 0,05).
Razlika v Stevilu aksonov med skupinama B in C na razdalji 4 mm ni bila statisticno znacil-
na zaradi velike variabilnosti v skupini C, 8 mm distalno od mesta anastomoze pa je bilo
v prisitih odsekih statistiéno znacilno ve¢ aksonov pri skupini C kot pri skupini B (p <0,02).
V vecini preparatov smo mielinizirane aksone opazili tudi zunaj epinevrija, vendar jih ni-
smo vkljucili v analizo. Fotografski posnetki znacilnih primerov preénih rezin iz vzorcev
od strani priSitih odsekov zivcev iz vseh treh skupin so prikazani na sliki 3.

Stevilo mieliniziranih Zivénih vlaken v suralnem
zivcu proksimalno in distalno od anastomoze

Ob izolaciji vzorcev iz od strani priSitih odsekov peronealnega zivca smo pri skupinah A
in C &tiri milimetre proksimalno in distalno od anastomoze vzeli tudi vzorce suralnega
zivca. Vzorce iz neobravnavanih zivali (skupina N) smo vzeli na anatomsko primerljivih
mestih na suralnem zivcu. V precnih rezinah iz vzorcev iz vseh treh skupin smo pod mi-
kroskopom presteli mielinizirana vlakna (slika 4) in jim izmerili povrSino prec¢nih prese-
kov. Razlike v Stevilu viaken med posameznimi skupinami niso bile statisti¢no znacilne
(p>0,05). Tudi analiza frekvencéne porazdelitve aksonov v suralnem zivcu glede na po-
vrsino njihovih pre¢nih presekov (slika 5), je pokazala, da med skupino A, kjer aksoni su-
ralnega zivca niso brsteli, in skupino C, kjer je bilo brstenje aksonov suralnega
zivca najbolj izrazito, ni bilo pomembne razlike v porazdelitvi presekov mieliniziranih via-
ken.
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Razpravljanje

Pomen modela end-to-side anastomoze za prou¢evanje kolateralnega brstenja
aksonov

Pri obi¢ajnem nacinu sprozenja kolateralnega brstenja aksonov (prekinitev sosednjega
perifernega zivca) hkrati delujejo razli€ni mozni sprozilni mehanizmi (degenerirane ziveé-
ne poti, denervirano taréno tkivo, transnevronski mehanizmi), zato smo za proucevanije
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Slika 3. Histoloska slika precnega prereza odseka peronealnega Zivca, od strani prisitega na suralni Zivec. Vzorci so
bili vzeti 4mm distalno od mesta anastomoze. Mielinizirani aksoni so prikazani kot temni obrocki s svetlo notra-
njostjo (puscice). Povecava objektiva 40-krat. A — samo od strani prisit odsek Zivca; B — od strani prisit odsek
Zivea in prerezani dorzokutani Zivec; C — od strani prisit odsek Zivca in prerezani suralnem Zivcu sosednji Zivci.
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Slika 4. Stevilo mieliniziranih aksonov v suralnem Zivcu proksimalno (temni stolpec) in distalno (svetli stolpec)

od anastomoze z od strani priitim odsekom peronealnega Zivca. N — neobravnavani normalni suralni Zivec

(n=4); A—Zivci iz skupine A, kjer ni bilo brstenja njegovih aksonov v odsek peronealnega Zivca (i n,= 3;n,=5);

C —Zivci iz skupine C, kjer so aksoni suralnega Zivca brsteli v odsek peronealnega Zivca ( n,=3:n,=4). Pri-

kazane so srednje vrednosti in standardna deviacija vzorcev.

pomena posameznih mehanizmov za sprozenje brstenja uporabili model, pri katerem je

na neposkodovani Zivec od strani prisit drug Zivec (end-to-side anastomoza). S tem mode-
lom smo lahko opazovali brstenje aksonov pod vplivom samo enega, dveh ali vseh treh
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Slika 5. Frekvencna porazdelitev aksonov glede na povrsino precnih presekov mieliniziranih aksonov v su-
ralnem Ziveu 4 mm proksimalno in distalno od anastomoze z od strani priSitim odsekom peronealnega Ziv-
ca. A proksimalno/distalno — Zivci iz skupine A, kjer ni bilo brstenja aksonov suralnega Zivca v odsek
peronealnega Zivca; C proksimalno/distalno — Zivci iz skupine C, kjer so aksoni suralnega Zivca brsteli v od-
sek peronealnega Zivca.

moznih sprozilnih mehanizmov hkrati. V zadnjem ¢asu so o brstenju neposkodovanih
motori¢nih kot tudi senzori¢nih aksonov v od strani priSite zivce porocali tudi iz drugih
raziskovalnih laboratorijev (37, 38). V nasi raziskavi smo odrezane odseke peronealne-
ga zivca priSili na neposkodovani suralni Zivec, ki je za proucevanje brstenja senzoric¢-
nih aksonov Se posebej primeren, saj je okrog 95 % njegovih aksonov senzori¢nih (40).

Pomen prisotnosti degeneriranih ziv€énih poti za sprozitev brstenja

V nasih poskusih smo ugotovili, da pri Zivalih brez denervirane koze v sose&¢ini sen-
zori¢nih koncicev suralnega zivca in brez poskodovanih nevronov v petem lumbalnem
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dorzalnem gangliju (angl. dorsal root ganglion L5 — DRG L5) ni bilo mogoce dokazati ak-
sonov iz suralnega zivca v od strani prisitih odsekih peronealnega Zivca, saj je bil vS€ip-
ni test negativen, pa tudi histolo$ko v vecini primerov nismo videli aksonov v prisitem odseku.
Nasprotno temu pa smo pri kontrolni skupini, pri kateri je bila koza v okolici kon¢icev sural-
nega zivca denervirana in so bili poskodovani nevroni v DRG L5, z omenjenima metoda-
ma zanesljivo ugotovili prisotnost senzori¢nih aksonov v prisitih odsekih peronealnega Zivca.

Mozni razlogi za negativen vS€ipni test in odsotnost mieliniziranih aksonov v priSitem
odseku peronealnega Zivca pri zivalih v poskusni skupini v primerjavi s kontrolnimi zi-
valmi bi bili lahko poleg odsotnosti brstenja zaradi pomanjkanja denerviranega taréne-
ga tkiva (ali transnevronske spodbude) tudi nasledniji.

Pri Sivanju end-to-side anastomoz bi lahko poSkodovali aksone v suralnem Zivcu, za-
radi ¢esar bi priSlo do regeneracije teh aksonov v priSite odseke peronealnega zivca pri
zivalih v kontrolni skupini. Vendar je malo verjetno, da bi do take poskodbe vedno pris-
lo le pri zivalih v kontrolni skupini, pri zivalih v poskusni skupini pa nikoli. V na$ih po-
skusih smo Se posebej pazili, da ne bi pri Sivanju poSkodovali aksonov suralnega zivca
in tako sprozili regeneracije njegovih aksonov v od strani prisiti odsek peronealnega Ziv-
ca. Morebitno obseznejSo poskodbo aksonov v suralnem Zivcu smo izklju€ili tudi s pri-
merjavo Stevila mieliziranih aksonov v prerezih vzorcev suralnega Zivca nad in pod
anastomozo, kjer nismo ugotovili razlike, ki bi kazala na degeneracijo aksonov v distal-
nem delu suralnega zivca (slika 4).

Aksoni, ki smo jih nasli v od strani priSitem odseku peronealnega zivca pri zivalih v kon-
trolni skupini, morda niso brsteli iz suralnega Zivca, ampak bi lahko vrasli v Zivéni od-
sek iz okolice. Tudi ta moznost je zelo malo verjetna. Vrad€anje aksonov v priiti zivéni
odsek na njegovem distalnem koncu smo prakti¢no izkljudili tako, da smo odsek pero-
nealnega zivca na distalnem koncu pri$ili na miSico. Prekinjene sosednje zivce pri zi-
valih kontrolne skupine smo na koncih proksimalnih krnov zasili in tako mo¢no zmanjsali
moznost izrad€anja aksonov iz njih. Test vScipa Zivca je bil narejen tako, da ni zazna-
val prisotnosti aksonov, ki bi vrasli v odseke peronealnega zivca iz okolice. Pred testom
v&c¢ipa smo namre¢ priSiti zivéni odsek odistili od strani in ga na distalnem koncu odre-
zali, tako da smo testirali samo prisotnost aksonov, ki so vrasli v zivéni odsek iz glav-
nega debla suralnega Zivca skozi anastomozo.

Na temelju vsega navedenega je zato najbolj verjetno, da pri Zivalih poskusne skupine
aksoni suralnega zivca, kljub prisotnosti degeneriranih zivénih poti, niso brsteli v od stra-
ni prisiti odsek peronealnega zivca, ker ni bilo denervirane koze okrog konci¢ev sural-
nega zivca niti poSkodovanih nevronov v spinalnem gangliju L5, iz katerega izvirajo tudi
senzori¢ni aksoni suralnega zivca. Ta rezultat podpira naso prvo hipotezo, da sama pri-
sotnost degeneriranih Zivénih poti ne zadostuje za spodbuditev kolateralnega brstenja
senzori¢nih aksonov.

Znano je, da se raven NGF-mRNA v denervirani koZi poviSa (31). Izvor tega NGF so tako
epidermalne celice kot tudi Schwannove celice v degeneriranih zivénih poteh (26, 27). Re-
lativen pomen NGF iz epidermisa ali takih Schwannovih celic za sprozenje aksonske-
ga brstenja doslej ni bil znan. Glavni vir NGF v denervirani koZi bi lahko bile epidermalne
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celice, saj je tudi prostorninski delez koze, ki ga zasedajo te celice, v primerjavi z Zivci
razmeroma velik. MoZen vzrok za odsotnost brstenja pri poskusni skupini zivali, pri ka-
teri taréno tkivo suralnega zivca ni bilo denervirano, bi torej lahko bila premajhna koli-
¢ina NGF, ki ga prispevajo Schwannove celice v degeneriranih zivénih poteh.

Na podlagi omenjenih ugotovitev lahko reemo, da NGF ali drugi rastni dejavniki v de-
generiranih zivénih poteh verjetno nimajo odlocilnega vpliva na sprozenje kolateralne-
ga brstenja.

Vendar pa moramo pri razlagi teh rezultatov in rezultatov nasih poskusov upostevati tu-
di moznost transnevronske spodbude brstenja. V naSem poskusu pri poskusni skupi-
ni, kjer ni bil prerezan noben sosednji zivec suralnega zivca, v dorzalnih ganglijih, iz katerih
izvirajo vlakna suralnega zivca, ni bilo poskodovanih nevronov. Mozno bi bilo, da je pri-
sotnost takih poSkodovanih nevronov nujna, ker bi le-ti po transnevronskem mehaniz-
mu spodbudili odzivnost sosednjih neposkodovanih nevronov za brstenje.

Pomen transnevronske spodbude za sprozitev brstenja

Sprozenije rasti aksonov verjetno ni odvisno samo od neposrednega medsebojnega de-
lovanja med nevronom in njegovim tarénim tkivom, ampak tudi od medsebojnega de-
lovanja z drugimi nevroni v osrednjem ziv&evju. Transnevronski mehanizem predpostavlja,
da celi¢no telo poskodovanega nevrona prek transnevronskih povezav vpliva na celi¢-
no telo drugega neposkodovanega nevrona in sproZi njegovo brstenje. V naSem posku-
su smo prerezali DKZ, ki imajo celiéna telesa v istih dorzalnih ganglijih, iz katerih
izvirajo tudi vlakna suralnega zivca, in s tem poskusili sproziti kolateralno brstenje ak-
sonov suralnega Zivca v prisiti odsek peronealnega zivca prek transnevronskih meha-
nizmov. DKZ pri podgani, ki smo jih v nasih poskusih prerezali, imajo svoja podro¢ja
oziv€enja na kozi glutealnega podrocja in ne mejijo na podrocje oziv€enja suralnega ziv-
ca, ki se razteza po lateralni strani stopala in sega do sredine me¢. Ker so bili vsi peri-
ferni zivci na operirani okonc¢ini neposkodovani, je bilo sprozenje kolateralnega brstenja
zaradi denervacije koze v okolici podrocja suralnega zivca prepre¢eno. Tako s testom
védipa kot s histolodko analizo smo dva meseca po prekinitvi DKZ v prisitih odsekih pe-
ronealnega zivca nasli aksone suralnega Zivca. Njihovo Stevilo je bilo znacilno vecje kot
pri Zivalih brez poskodbe DKZ (kjer aksonov skoraj nismo mogli dokazati). Da je §lo res
za brstenje iz suralnega Zivca in ne za druge nacine vras¢anja aksonov, nam potrjuje-
jo isti dokazi, ki smo jih Ze navedli v prejSnjem podpoglavju razprave. Mozno bi bilo, da
je do brstenja po prekinitvi DKZ pri$lo tudi zaradi sistemskega uginka NGF iz denervi-
ranega podro¢ja ozivéenja DKZ. Vendar pa proti temu govori opazanje, da v kontrolni
skupini, pri kateri smo na neposkodovani suralni zivec pri$ili odsek perifernega zivca iz
nasprotne okoncine, kljub denervirani kozi na nasprotni okoncini do brstenja ni prislo.

Ker v okolici podroc¢ja oziv€enja suralnega zivca, ki je brstel, ni bilo denervirane koze,
lahko torej sklepamo, da denervirano taréno tkivo ni nujno potrebno za sprozitev kola-
teralnega brstenja senzori¢nih aksonov. To se sklada tudi z rezultati poskusa blokade
aksonskega transporta s kolhicinom, kjer je tudi priSlo do brstenja kljub odsotnosti de-
generiranih zivénih poti in denerviranega tarénega tkiva (41, 42). Rezultati potrjujejo naso
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hipotezo, da je transnevronski mehanizem pomemben sprozilni dejavnik kolateralnega
brstenja senzori¢nih aksonov.

Kljub temu da denervirano taréno tkivo v neposredni okolici aksonskih konci€ev ni nuj-
no potrebno za sprozitev kolateralnega brstenja, pa verjetno lahko prispeva k brstenju.
Primerjava kolateralnega brstenja v poskusni skupini, kier smo brstenje suralnega Ziv-
ca spodbudili prek transnevronskih mehanizmoy, ter v kontrolni skupini, kjer smo s pre-
rezanjem sosednjih zivcev brstenje spodbudili tako z denervacijo sosednjega podrocja
oziv€enja kot tudi prek transnevronskih mehanizmov v dorzalnem gangliju, pokaze, da
je bil obseg kolateralnega brstenja znacilno vecji v primeru dvojne spodbude brstenja.
To potrjuje domnevo, da denervirano taréno tkivo lahko prispeva k brstenju. Ne more-
mo pa opredeliti, kako velik je vpliv denerviranega tarénega tkiva pri sprozitvi brstenja
v primerjavi z vplivom transnevronske spodbude. Upostevati namre¢ moramo, da s pre-
rezanjem DKZ verjetno poskodujemo v spinalnih ganglijih manjSe Stevilo nevronov kot
s prerezanjem vec perifernih zivceyv, ki ozivéujejo podrocje koze na meji s podrocjem oziv-
¢enja suralnega zivca. Zato ostaja vprasanje relativnega pomena transnevronske spod-
bude za sprozitev kolateralnega brstenja v primerjavi s spodbudo iz denerviranega tarénega
tkiva odprto.

Kolikor nam je znano, smo s to Studijo prvi dokazali, da verjetno v DRG obstaja tran-
snevronski mehanizem spodbujanja brstenja, ki prispeva pri kolateralnem brstenju no-
ciceptivnih aksonov v kozi. Signal, ki po poSkodbi nekaterih nevronov v DRG lahko
spodbudi neposkodovane nevrone k brstenju njihovih aksonov, seveda ni znan. Obsta-
ja pa nekaj posrednih namigov, da bi to lahko bili trofiéni dejavniki, kot sta NGF ali so-
rodni BDNF (angl. brain derived growth factor). Ugotovili so namre¢, da se ekspresija
mRNA za NGF po aksonotmezi ishiadi¢nega zivca v ustreznih DRG poveca trikrat, BDNF
pa dvakrat. Katere celice v DRG (nevroni ali druge celice) so vir tega povecanja, ni zna-
no (43). Nekaj je znanega tudi o spremembah v celicnem telesu nepoSkodovanega ne-
vrona, ki brsti. Mearow in sodelavci so porocali, da pride do povec¢ane sinteze receptorjev
za NGF (NGFR) v celi¢nih telesih brstecih nevronov (44). Zvisani koncentraciji NGF v ko-
zi po delni denervaciji sledi povec¢ano izrazanje mRNA za oba tipa NGFR v brstecih ne-
vronih (receptor z nizko afiniteto vezave za NGF — p75 NGFR in receptor z visoko afiniteto
vezave za NGF — trkA NGFR). V skladu s to ugotovitvijo so tudi opazanja, da proti NGF
usmerjena protitelesa, za katera je znano, da blokirajo kolateralno brstenje, preprecijo
tudi z brstenjem povezan dvig NGFR mRNA v celi¢nem telesu nevronov v DRG, ki naj bi
brsteli (44). V celicnem telesu poskodovanega nevrona takih sprememb ravni NGFR m-
RNA niso opazili. Porast tako tvorbe NGF v DRG s posSkodovanimi nevroni kot poveca-
na ekspresija receptorjev za NGF v nepoSkodovanih nevronih, katerih aksoni brstijo,
uvrs¢ata NGF med verjetne kandidate za signal transnevronskega mehanizma za spod-
buditev brstenja. Vendar so pri tem morda udelezeni $e drugi trofi¢ni dejavniki, kot sta
ze omenjeni BDNF ali pa transformirajoci rastni dejavnik 3-1 (TGF B-1), katerega sinte-
za se v nevronih DRG tudi moc¢no poveca ze nekaj ur po poskodbi njihovih aksonov (45),
sicer pa je mitogeni in diferenciacijski dejavnik za Schwannove celice. Ob celi¢nih tele-
sih neposkodovanih nevronov, ki brstijo, so opazili tudi proliferacijo nenevronskih celic (46),
spremembe v sintezi beljakovin (47) ter spremenjeno spros$¢anje nevrotransmiterjev (48).
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Pomen teh sprememb za brstenje in narava signala, ki jih sprozi, ostajata neznana, kar
predstavlja velik izziv za raziskave v prihodnosti.

Izvor aksonskih brstov pri kolateralnem brstenju

O mestu nastanka kolateralnih brstov v senzori¢nih aksonih v literaturi ni podatkov. Br-
sti bi lahko izvirali iz delov aksonov, ki so v neposredni blizini denerviranega tkiva ozi-
roma degeneriranih Zivénih poti, ali pa tudi iz drugih, bolj proksimalnih delov aksonov,
Ce bi izrascali nakljuéno. V nasih poskusih smo ugotovili, da je Stevilo aksonov proksi-
malno in distalno od mesta anastomoze v suralnem Zzivcu, ki je brstel v prisiti odsek, ena-
ko kot v nebrstecih Zivcih. Tudi glede razporeditve povrsin pre¢nih presekov aksonov
med obema vrstama zivcev ni bilo pomembnih razlik. To opazanje govori v prid nasi dom-
nevi, da brsti izra&ajo samo neposredno ob mestu anastomoze. Ce bi namreg izras-
¢ali bolj proksimalno ali distalno, bi pri¢akovali, da bo Stevilo aksonov, vkljuéno z brsti,
nad mestom anastomoze vecje v brstecih kot nebrstecih Zivcih, Se posebej pa bi pre-
vladovali drobni aksoni. Omejeno izraS€anje aksonskih brstov podpira naso hipotezo,
da blizina denerviranih zivénih poti dolo¢a mesto, kjer aksonski brsti izras¢ajo iz matic¢-
nih aksonov. V skladu s tem so tudi ugotovitve Slacka in sodelavcev, da je glavni dejav-
nik, ki odlo¢a o tem, iz katerih Ranvierovih zazemkov motonevronov bo pri$lo do brstenja,
oddaljenost zazemka od denerviranih tar¢nih celic (36). Brsti rastejo po tistih izpraznjenih
nevrilemskih cevkah, po katerih bo pot aksonov do denerviranih tarénih celic najkrajsa.

Mehanizem, kako denervirano tkivo oziroma degenerirane zivéne poti dologijo mesto
izvora aksonskih brstov, ni znan. NGF, katerega sinteza se v Schwannovih celicah de-
generiranih zivénih poti po poskodbi zivca mo¢no poveca, bi lahko trofi¢no in tropi¢no
vplival na neposkodovane aksone, da bi na mestu najvecje koncentracije NGF zaceli
tvoriti brste (49). Znano je, da ima NGF kemotakti¢en vpliv na aksone v kulturi (50-52).
Tudi glede tega problema ostaja torej ve¢ vprasanj kot odgovorov.
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