Charakterystyka epineurium oraz ocena odpowiedzi
immunologicznej po jego zastosowaniu jako bariery ochronnej
zapobiegajacej powstawaniu nerwiakow
w obwodowym ukladzie nerwowym
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Streszczenie

Obwodowy uktad nerwowy, w odréznieniu od osrodkowego uktadu nerwowego wykazuje
znaczne zdolnosci do regeneracji, dzigki czemu odbudowa niewielkich uszkodzen w obrebie
nerwoéw obwodowych jest mozliwa i1 zazwyczaj konczy si¢ przywroceniem funkcji czuciowo-
ruchowych w obszarze, ktory unerwiaja. Przerwanie cigglosci nerwéw obwodowych
zapoczatkowuje kaskade licznych proceséw prowadzacych do regeneracji uszkodzonych
nerwow. W pierwszych minutach po uszkodzeniu, komorki Shwanna oraz okoliczne tkanki
uwalniajg liczne cytokiny prozapalne powodujace naptyw komorek uktadu odpornosciowego,
glownie makrofagow, ktore wsréd wielu funkcji zwigzanych z odpowiedzig na bodzce,
wplywaja na wydzielanie r6znego rodzaju czynnikow neurotroficznych pobudzajacych wzrost
aksonow. Niestety, w przypadku kiedy osiggniecie dystalnego konca nerwu przez rosngce
Z proksymalnego konca aksony jest niemozliwe, ze wzgledu na zbyt duzy ubytek nerwu lub
brak dystalnego konca, dochodzi do formowania si¢ chaotycznych mas, zlozonych
Z regenerujacych si¢ aksonow 1 tkanki lgcznej. Powstate patologiczne struktury zwane
nerwiakami, sg uwazane za jedng z glownych przyczyn bolu neuropatycznego znacznie
ograniczajacego jakos$¢ zycia pacjentow, u ktorych doszto do przerwania cigglo$ci nerwu np.

na skutek rozlegtych procedur chirurgicznych czy amputacji konczyn.

Istnieje wiele sposoboéw walki z nerwiakami, jednak zaden z obecnie stosowanych nie jest
wystarczajaco skuteczny. Do metod wybieranych w pierwszej kolejnosci w leczeniu bolu
neuropatycznego roznego pochodzenia nalezy farmakoterapia, ktorej glowna wada sa uciagzliwe
skutki uboczne podczas dlugotrwalego stosowania i nierzadko brak pozadanej skutecznosci.
W przypadku stwierdzenia obecno$ci nerwiaka stosuje si¢ chirurgiczne usuniecie, jednak
pozostawienie niezabezpieczonego zakonczenia nerwowego wcigz stanowi ryzyko rozwoju
kolejnego nerwiaka. Ze wzgledu na trudnosci w leczeniu nerwiakow dobrym podejsciem
wydaje si¢ by¢ stosowanie odpowiednich czynnosci podjetych jeszcze w czasie zabiegu

amputacji, zabezpieczajacych uszkodzone zakonczenie nerwowe przed dzialaniem czynnikow



proregeneracyjnych znajdujacych si¢ w mikrosrodowisku uszkodzonego nerwu. W tym celu
zabezpiecza si¢ wolne zakonczenie nerwowe przy uzyciu okolicznych tkanek, takich jak
naczynia krwionosne czy mig$nie. Mimo obiecujacych efektéw, gtdwnym ograniczeniem tych
metod jest limitowana dostgpnos$¢ potrzebnej do izolacji tkanki, co znacznie zawgza grupe
pacjentow, u ktorych mozna stosowaé powyzsze rozwigzanie. Z pomocag przychodza
przeszczepy roznego pochodzenia tkanek miekkich oraz materialow syntetycznych, ktorych
skuteczno$¢ potwierdzaja liczne doniesienia literaturowe. W przypadku tkanek migkkich
problemem jest koniecznos¢ dobierania dawcy zgodne z uktadem zgodnosci tkankowej lub
stosowanie przeszczepoOw autologicznych. Natomiast materiaty syntetyczne pomimo swojej
nieograniczonej dostepnosci sg mato przepuszczalne dla naczyn krwionos$nych 1 komorek oraz

jako materiat obcy dla organizmu moga indukowa¢ odpowiedz uktadu odpornosciowego.

»Ztotym §rodkiem” dla uniknigcia powyzszych probleméw byloby zastosowanie materiatu
biologicznego, nietoksycznego, cechujgcego sie brakiem immunogenno$ci. Takie wymagania
moze spetnia¢ epineurium, bedace najbardziej zewnetrzng warstwag tkanki tacznej
zabezpieczajaca peczki nerwowe w obwodowym ukladzie nerwowym. Poniewaz glownym
materiatem budulcowym epineurium jest kolagen I i III typu, materiat ten zastosowany na
przerwane zakonczenie nerwowe w postaci ostonki moze stanowi¢ skuteczng barier¢ chronigca
nerw przed dziataniem otaczajacych czynnikdéw neurotroficznych i tym samym zapobiegac
rozwojowi nerwiakow w obwodowym ukladzie nerwowym. Dotychczasowe doniesienia
dokumentujg dobrze zbadang budowe anatomiczng i histologiczng epineurium, jednak badania
dotyczace jego wilasciwosci immunologicznych, angiogennych i neurogennych, ktéore moga

stanowi¢ istotne zrodlo informacji z punktu widzenia transplantologii, sa niewystarczajace.

W odpowiedzi na powyzsze wymagania pierwszym celem niniejszej pracy byla
charakterystyka biologiczna epineurium oraz opracowanie optymalnego zrodta pozyskania
epineurium poprzez poroOwnanie wiasciwosci immunologicznych, neurogennych oraz
angiogennych epineurium ludzkich nerwéw obwodowych pobranych od zmartych dawcow
narzadéw z epineurium pochodzacym z nerwow pozyskanych z konczyn amputowanych na
skutek skrajnej choroby niedokrwiennej. W oparciu 0 uzyskane wyniki badan pierwszego
etapu, w kolejnym etapie skupiono si¢ na zbadaniu efektywnosci epineurium zastosowanego
W postaci ostonki na przerwane zakonczenie nerwu kulszowego u szczura, w hamowaniu
rozwoju nerwiaka pourazowego W przeszczepie izogenicznym (Szczurze epineurium) oraz
ksenogenicznym  (ludzkie  epineurium). Ponadto, oceniono odpowiedz ukladu

odpornosciowego po zastosowaniu epineurium poprzez zbadanie obecnosci stanu zapalnego



w obszarze poddanym zabiegowi, a takze zbadano wpltyw czynnikow immunologicznych
I neurotroficznych na powstawanie nerwiaka i bolu neuropatycznego poprzez pordwnanie
wynikéw badan po przeszczepie ksenogenicznego epineurium u szczuréw z aktywnym
uktadem odpornosciowym 2z wynikami obserwacji u szczuréw atymicznych, czyli

pozbawionych funkcji grasicy.

Na podstawie wynikow uzyskanych w pierwszym etapie badan stwierdzono, ze epineurium
pozyskiwane z nerwu kulszowego dawcow narzadow wykazuje zredukowang liczbg
limfocytow T, zmniejszong ekspresje antygenow HLA klasy II na infiltrujacych komorkach
oraz wigkszg gestoS¢ naczyn w poroOwnaniu do epineurium pobranego z nerwow
z amputowanych konczyn. Zmniejszona immunogenno$¢ oraz zwickszone wlasciwosci
proangiogenne epineurium pobranego od dawcow narzadoéw $wiadczg o mozliwosci jego
potencjalnego wykorzystania w zapobieganiu rozwoju nerwiaka u biorcow. Epineurium
izolowane z nerwu biodrowo-pachwinowego pobranego od dawcoéw narzadow zostalo

wykorzystane w kolejnym etapie pracy do badan na szczurzym modelu eksperymentalnym.

Eksperyment przeprowadzony w drugim etapie badan nie wykazat obecnosci nerwiaka
w zadnej z badanych grup, gdzie zastosowano ostonke epineuralng na przerwane zakonczenie
nerwowe, co $wiadczy o skuteczno$ci epineurium w hamowaniu rozwoju nerwiaka. W grupie
kontrolnej z uszkodzonym nerwem kulszowym, bez zastosowania ostonki epineuralnej,
obserwowano cechy rozwoju nerwiaka, co potwierdzily zaré6wno testy behawioralne, jak
i badania histopatologiczne. U zwierzat, gdzie zastosowano epineurium w ukladzie
izogenicznym i ksenogenicznym stwierdzono stan zapalny w operowanym obszarze, jednak
pomimo jego obecnosci, nie zaobserwowano cech charakterystycznych dla powstania
nerwiaka. Utrzymujacy si¢ stan zapalny u zwierzat z funkcjonalng grasicg i przeszczepionym
epineurium indukuje i podtrzymuje bol neuropatyczny, upos$ledzajacy funkcje motoryczne
i czuciowe operowanej konczyny, jednak w mniejszym stopniu niz nerwiak powstaly na
niezabezpieczonym zakonczeniu nerwowym. Powyzsze obserwacje wskazuja na slabe
wiasciwosci immunogenne epineurium izolowanego z nerwow obwodowych, wynikajace
prawdopodobnie z obecnosci w tym materiale elementow komoérkowych (tj. naczyh
krwionosnych, makrofagow, fibroblastow, mastocytow, pojedynczych limfocytow)
indukujacych odpowiedz uktadu odpornosciowego szczura. Jednak ta cecha biologiczna nie
wplywa na skuteczno$¢ epineurium zastosowanego w postaci ostonki na uszkodzony nerw
w hamowaniu rozwoju nerwiaka, co zostalo potwierdzone wynikami badan w grupie

atymicznych szczurow, u ktorych dzieki wyciszeniu funkcji ukladu odpornosciowego,



W momencie zakonczenia obserwacji, reakcje na bodzce chemiczne, fizyczne i termiczne byty

porownywalne do konczyny zdrowe;.



