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kulszowego u myszy- ocena parametrow czynnoSciowych z pomoca platformy
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ABSTRAKT

Wprowadzenie

Uszkodzenia nerwow obwodowych stanowia jeden z powszechniej wystepujacych urazow w populacji i dotycza
3 % pacjentéw urazowych. Niestety pelna regeneracja funkcjonalna jest zjawiskiem stosunkowo rzadkim. Proby
leczenia i regeneracji uszkodzonych nerwéw sa czestym przedmiotem badan, szczegélnie jesli bierze si¢ pod
uwage modele zwierzgce, a wyniki nie zawsze sg zadowalajace

Cel pracy

Celem niniejszej pracy byla ocena regeneracji funkcjonalnej po uszkodzeniu nerwu kulszowego u myszy
poddanej leczeniu tlenoterapia hiperbaryczng i treningowi lokomotorycznemu oraz sprawdzenia skutecznosci
tych metod.

Materialy i Metodyka

Materiat badawczy stanowito 75 myszy z uszkodzonym nerwem kulszowym. Myszy podzielono na trzy grupy:
H- poddane terapii hiperbarycznej, T- poddane treningowi i K-nie poddane zadnej terapii(grupa kontrolna).
Dokonano analizy funkcjonalnej chodu przy uzyciu platformy chodu CATWALK XT na podstawie wybranych
parametréow chodu.

Wyniki

W grupach poddanych terapii zar6wno hiperbarycznej jak i treningowi wyniki analizy wykazaty szybszy powrot
funkcjonalny. Zauwazono istotne statystycznie roznice w parametrach print area, print length , swing oraz SFI w
grupach leczonych w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, natomiast w grupie myszy poddanych hiperbarii
powrot funkcjonalny okazat si¢ najskuteczniejszy i najszybszy.

Podsumowanie

Myszy obu grup (H, T) wykazywaty szybszy powro6t funkcji czuciowych i motorycznych w przeciwienstwie do
grupy kontrolnej nie poddanej zadnej terapii

Stowa kluczowe: hiperbaria, trening lokomotoryczny, regeneracja nerwow, nerw kulszowy, rehabilitacja
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Abstract

Introduction

Peripheral nerve injuries are one of the most common injuries in the population and affect 3% of trauma patients.
Unfortunately, full functional regeneration is a relatively rare phenomenon. Attempts to heal and regenerate
damaged nerves are a frequent subject of research, especially when animal models are considered, and the results
are not always satisfactory

Aim of the study

The aim of this study was to evaluate functional regeneration after sciatic nerve damage in mice treated with
hyperbaric oxygen therapy and locomotor training, and to check the effectiveness of these methods.

Materials and Methods

The research material consisted of 75 mice with a damaged sciatic nerve. The mice were divided into three
groups: H- subjected to hyperbaric therapy, T- subjected to training and K- not subjected to any therapy (control
group). A functional gait analysis was performed using the CATWALK XT gait platform based on selected gait
parameters.

Results

In the groups subjected to both hyperbaric therapy and training, the results of the analysis showed faster
functional recovery. Statistically significant differences in the print area, print length, swing and SFI parameters
were noted in the treated groups as opposed to the control group, while in the hyperbaric group of mice
functional recovery turned out to be the most effective and fastest.

Conclusion

Mice of both groups (H, T) showed a faster recovery of sensory and motor functions in contrast to the control
group not subjected to any treatment

Keywords: hyperbaria, locomotor training, nerve regeneration, sciatic nerve, rehabilitation

WPROWADZENIE

Urazy nerwoéw obwodowych to niewatpliwie powszechny problem. Skala problemu jest niezwykle
powazna poniewaz wynosi az 3 % wszystkich pacjentow po urazach. Przypadios¢ ta dotyczy osoéb mtodych i
najczesciej jest konsekwencja wypadkow drogowych, w rolnictwie czy w sporcie [1].

Najczgsciej stosowanymi modelami zwierzgcymi do badan nad regeneracja nerwow obwodowych sa
szczury i myszy. Wiagze si¢ to z ich powszechng dostgpnoscia oraz podobienstwem anatomicznym do ludzi w
rozmieszczeniu pni nerwowych [2]. Dodatkowo gryzonie cechuja si¢ tatwoscia w prowadzeniu hodowli i
tagodnym usposobieniem. Zastosowanie w badaniach modeli zwierzgcych pozwala imitowac rézne modele
uszkodzen nerwu kulszowego i wiarygodnie odzwierciedli¢ uzyskane wyniki w odniesieniu do cztowieka.

Uszkodzenie nerwu bardzo czgsto jest spowodowane urazem mechanicznym lub wynikiem choroby

przewlektej. Uszkodzenia mechaniczne najczgsciej dotycza nerwow powierzchownych, najmniej chronionych z
anatomicznego punktu widzenia i najcze$ciej wigza si¢ z urazami konczyn. Nie bez znaczenia jest tutaj wymiar
urazu oraz poziom uszkodzenia nerwu [3].
W zaleznosci od skali urazu nerwéw obwodowych, mamy do czynienia z niosagcym ze sobg szeregiem nastgpstw
prowadzacych do pojawienia si¢ bolu neuropatycznego, ktory znaczaco obniza jakos$¢ zycia pacjenta, mogac
nawet doprowadzi¢ do jego niepetnosprawnos$ci [4]. Urazy te czgsto prowadza do utraty roznych funkcji w
zaleznos$ci od wielko$ci 1 miejsca urazu.

Proby regeneracji nerwow obwodowych sg przedmiotem wielu badan eksperymentalnych a niestety
pelny odzysk funkcjonalny jest rzadko osiggalny. Najczesciej opisywane modele eksperymentalne dotycza
badan mechanizméw zwigzanych z regeneracja aksondéw 1 reinerwacja tkanek oraz oceny metod
terapeutycznych w celu poprawy funkcji. Aby moc oceni¢ regeneracj¢ czynno$ciowa po urazie nerwdow, nalezy
stosowac¢ obiektywne i wiarygodne metody oceny [5].

Znaczenie treningu lokomotorycznego i terapii hiperbarycznej

W niniejszej pracy podjeto probg oceny wptywu treningu lokomotorycznego i terapii hiperbarycznej na
ocen¢ funkcjonalng po uszkodzeniu nerwu kulszowego u myszy. O Kkorzystnym wplywie treningu
lokomotorycznego naukowcy rozwazaja juz od wielu lat[6]. W przeciwienstwie do farmakoterapii i terapii
fizykalnych wysitek fizyczny posiada niewicle efektow ubocznych, dlatego jest z jednym z najczgsciej
wybieranych sposobow terapii po urazach i wypadkach i moze byé stosowany niemal u kazdego u kogo
wystepuje cho¢ niewielka sita migsniowa. Coraz czgsciej opisuje si¢ wptyw wysitku fizycznego na poprawe i
prawidtowe funkcjonowanie moézgu. W badaniach osob starszych bez zaburzen OUN wykazano zmiany
zwigzane z neuroplastycznos$cia, neurogenezg i synaptogeneza indukowane regularnym wysitkiem acrobowym.
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Dodatkowo wykazano iz wysitek fizyczny znaczgco poprawia prace mozgu poprzez redukcje stresu
oksydacyjnego i zachowanie homeostazy organizmu [7,8].

Kluczowa role w procesach regeneracyjnych komorek nerwowych pelni neurotroficzny czynnik
pochodzenia mozgowego (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic factor). Na podstawie licznych badan
naukowych, czynnik ten ma wplyw na procesy regeneracyjne komodrek nerwowych w stanach pourazowych,
udaru niedokrwiennego czy toksycznych zatru¢ [9,10].

Badania z udzialem mtodych me¢zczyzn, wykazaly, ze juz jednorazowy aerobowy wysitek fizyczny
przyczynia si¢ do wzrostu poziomu BDNF w surowicy i osoczu [11].

Istotnym jest zwrdcenie uwagi na uzyskane wyniki badan przeprowadzonych w ciggu ostatnich kilku lat,
ktore wykazuja istotne i korzystne znaczenie treningu lokomotorycznego. Trening po uszkodzeniu nerwu
obwodowego przyczynia si¢ do transportu czynnikoéw neurotroficznych oraz innych substancji, majacych
szczegblne znaczenie w procesic odbudowy i regeneracji uszkodzonego neurytu. Czynniki neurotroficzne
reguluja przezycie, rozwoj a takze funkcje tkanki nerwowej. Na poziom BDNF w uktadzie nerwowym wpltywa
aktywnos$¢ neuronéw. W wyniku jego zwigzania z receptorem TrkB (ang. Tropomyosin receptor kinase B),
uruchomione zostaja odpowiednie procesy wewnatrzkomorkowe, ktore w efekcie doprowadzaja do zmian
neuroplastycznych — zwickszenie skuteczno$ci przekazu sygnaléw oraz zwigkszenie powierzchni synapsy.
Istotnym jest, ze zwicksza si¢ takze liczba rozgalgzien aksonalnych, co zwigksza powierzchni¢ neuronu i
umozliwia zwigkszenie liczby synaps, doprowadzajac w ten sposob do wzrostu efektywnosci sieci neuronowych.
Badania naukowe dowodza, ze regularny trening na badanym modelu zwierzgcym doprowadza do nadekspresji
neurotrofin i1 biatek adhezyjnych co moze doprowadzi¢ do wzmocnienia naturalnych mechanizmow
naprawczych [12,9,10].

W przeciwienstwie do treningu lokomotorycznego HBOT [ang. Hyperbaric oxygen therapy] jest
technika stosunkowo mtoda, preznie rozwijajaca si¢ dopiero od lat 60 XX wieku, a wigc jej dziatanie nie jest az
tak rozpowszechnione i do konca znane. Ta metoda terapeutyczna polega na wykorzystaniu 100% tlenu przy
cisnieniu powyzej 1 ATA. Efekt terapeutyczny wiaze z rozpuszczalnoscia gazu w osoczu krwi, co wplywa na
zwigkszenie zasiggu jego dyfuzji z naczyn wlosowatych do niedotlenionych komorek.

Aktualnie prowadzone sg badania pozwalajace ocenié¢ potencjat tej metody w leczeniu chor6b neurologicznych.

Na mysim modelu zwierzecym przeprowadzone zostaly badania potwierdzajace korzystny wplyw
tlenoterapii. Myszy poddane zostaty fagodnej hiperbarii, o wartosci 1317 hPa z 45 % tlenem o czasie ekspozycji
3 godzin, trzy razy w tygodniu. Po uptywie 11 tygodni zaobserwowany zostal spadek neuronéw
dopaminergicznych - co redukuje objawy choroby Parkinsona. Wykorzystanie tagodnego tlenu hiperbarycznego
(1266-1317 hPa, 35-45 %), przyczynia si¢ do wzrostu poziomu tlenu rozpuszczonego w osoczu krwi, a takze
reguluje metabolizm oksydacyjny [13,19].

Przedstawiany projekt obejmuje czynnos$ciowa oceng regeneracji w obrebie uszkodzonego nerwu
kulszowego. W niniejszej pracy postawiono za cel probe oceny wptywu hiperbarii i treningu lokomotorycznego
na biezni na ocen¢ powrotu funkcji po urazie nerwu kulszowego u myszy. Oceny powrotu funkcjonalnego
dokonano przy pomocy aparatury Catwalk XT, ktora pozwala na ocen¢ 100 parametréw chodu [5,6]. Wybierajac
parametry do badan sugerowano si¢ literatura dotyczaca prac o podobnej tematyce. Postanowiono wigc
zastosowa¢ parametry o najwyzszym poziomie trafno$ci i wiarygodnos$ci oraz mozliwo$ci por6wnania wynikow
z badaniami innych naukowcow [5].

METODY

Materiat badawczy stanowito 75 myszy typu dzikiego WILD TYPE z uszkodzonym nerwem kulszowym.
Podzielono je na 3 rownoliczne grupy:

przed uszkodzeniem 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
H | 5 myszy 5 myszy 5 myszy 5 myszy 5 myszy
T |5 myszy 5 myszy 5 myszy 5 myszy 5 myszy
K | S myszy S myszy S myszy 5 myszy 5 myszy

Grupa H- myszy poddane hiperbarii

Grupa T- myszy poddane treningowi na biezni

Grupa K- myszy uszkodzone nie poddane zadnej terapii
Tab. 1. Podzial myszy na grupy.
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Nastepnie dokonano podziatu badanych modeli zwierzecych wedlug czasu po uszkodzeniu na: przed
uszkodzeniem, 7, 14, 21 i 28 dni po uszkodzeniu po 5 sztuk dla kazdej grupy. Wszystkie zwierzeta przebywac
beda w indywidualnych klatkach, w temperaturze 20°C, wilgotnos$ci wzglgdnej 59-69% oraz cyklu o$wietlenia
12/12. Wodg oraz pokarm podawane beda zwierzetom doswiadczalnym bez zadnych ograniczen. Do$wiadczenia
zawsze odbywatly si¢ w godzinach 9.00-14.00. Wszystkie myszy zostaly poddane terapii z wyjatkiem grupy
kontrolnej (K).

USZKODZENIE NERWU KULSZOWEGO

W znieczuleniu ogdélnym (w warunkach aseptycznych po ogoleniu i odkazeniu skéry ptynem
odkazajacym Skinsept) na zewngtrznej powierzchni uda MYSZY, nacigta zostanie skora (dhugos¢ nacigcia — 2
cm). Nastepnie nerw kulszowy zostanie zmiazdzony przy pomocy klipsa neurologicznego o odpowiedniej sile
nacisku. Rana bedzie zaopatrzona szwami 4/0.
U wszystkich myszy uszkodzony zostat nerw kulszowy w prawej tapie. Po zabiegu przez 3 dni we wszystkich
grupach zwierzetom podawany w wodzie do picia bedzie paracetamol (zawiesina 120mg/5ml), lek o znanym
ogolnie dziataniu przeciwzapalnym (Smg/kg m.c.).

TERAPIA HIPERBARYCZNA
Terapia hiperbaryczna (HBOT) prowadzona byta w 100 % nat¢zeniu tlenu, przez 7 dni w tygodniu, w
cisnieniu 2 atmosfer [ATM] przez okres 60 minut.

TRENING LOKOMOTORYCZNY

W celu oceny regeneracji funkcjonalnej jedng z najbardziej rzetelnych metod oceny jest ocena
funkcjonalna z zastosowaniem nowoczesnego analizatora chodu Catwalk XT. Innowacyjne oprogramowanie
systemu CatWalk XT pozwala na wykrywanie bardzo subtelnych zmian w chodzie w oparciu o wyzsza
czgstotliwos¢ probkowania [6]. Analizator chodu CatWalk XT umozliwia dokladniejszg ocen¢ parametrow
chodu, w przeciwienstwie do pierwotnej wersji Catwalk 7 — catwalk XT posiada kamere o czestotliwosei 100
klatek na sekunde, a Catwalk 7 — 50 klatek na sekunde, oraz pierwowzoru, skali BBB ktora oceniata koordynacje
pomigdzy przednig a tylna tapa. Jednym z wazniejszych kamieni milowych jest nie tyle odzyskanie sprawnosci
po uszkodzeniu nerwu obwodowego co odzysk skoordynowanej lokomocji. Jednym z kryteriow koordynacji jest
symbioza pomi¢dzy wszystkimi czesciami uktadu ruchu [7]. Jedna z pierwszych skal do oceny koordynacji oraz
pierwowzorem CatWalk’a byla skala BBB (Basso, Beattie i Bresnahan, 1995) [5], niestety ocena koordynacji
byta niezwykle skomplikowana przez szybki ruch zwierzgcia, co uniemozliwialo oceng wszystkich czterech tap
jednoczesnie.
Catwalk XT pozwala na wykrywanie nawet niewielkich zmian i jest przez badaczy uwazana za jedng z
doktadniejszych metod oceny odzysku funkcjonalnego w matych modelach zwierz¢cych. Dodatkowo wersja XT
pozwala na niezwykle doktadne i wyrazne odciski stop, a mozliwo$¢ nagrania calego przejscia zwierzgcia
pozwala na pelng ocene koordynacji i wszelkich zaburzen w chodzie myszy, dzigki mozliwo$ci petnego
zobrazowania w zwolnionym tempie.
Nowoczesny system Catwalk (7, XT) pozwala na automatyczna ocen¢ wskaznika funkcji kulszowej (SFI) oraz
wielu parametréw pozwalajacych na obiektywna ocen¢ chodu matego zwierzgcia.
Pierwotnie SFI oceniano przy pomocy obliczen odcisku myszy. Za pomoca tuszu wykonano pomiary, ktore
obejmowaly: (I) odlegtos$¢ od piety do trzeciego palca, dtugosé odcisku (PL); (ii) odlegto$¢ od pierwszego do
piatego palca, rozpictos¢ palca (TS); oraz (iii) odlegto$é¢ od drugiego do czwartego palca, posrednie roztozenie
palcow (ITS). Wszystkie trzy pomiary wykonano po stronie eksperymentalnej (E) i normalnej (N). SFI
obliczono wedtug rownania:
SFI 1/4 —38:30EPL-NPL=NPLP p 109:50ETS—NTS=NTSP p13:30EIT —NIT =NIT b—8:8: SFI oscyluje wokot
0 dla normalnej funkcji nerwow, podczas gdy SFI okoto -100 oznacza catkowita dysfunkcje [6].

Na potrzeby artykutu wybrano te parametry, ktore byly opisywane w recenzowanych artykutach, z
wysokim poziomem trafnosci i rzetelnosci.
Elisabeth A. Kappos i wsp. w swojej pracy oceniaja parametry Catwalk pod katem trafnosci i rzetelno$ci
pomiar6w w poréwnaniu z innymi mierzonymi wynikami (np. analizg histologiczng). Trafno$¢ oceniano jako
zastosowanie tych samych parametrow w innych artykulach w celu oceny tej samej funkcji oraz wiarygodno$é
jako uzyskanie podobnych wynikow w réznych eksperymentach [S]. W recenzowanych artykutach najczesciej
stosowanymi parametrami byly swing- czas unoszenia tapy, rozmiar wydruku — print area, print length- dtugos¢
kroku i max contact mean- maksymalna powierzchnia kontaktu. Wedtug literatury parametr Swing byt nie tylko
najczesciej uzywany, ale byt rdwniez najbardziej wiarygodnym parametrem. Dlatego stawiamy hipoteze, ze
Swing Duration stanowi wazny parametr do wyboru w naszych badaniach, poniewaz cechuje si¢ najwyzszym
poziomem rzetelnosci i trafnosci [5,6].

W GRUPIE T myszy poddano wymuszonemu treningowi na biezni przez 60 min, 7 dni w tygodniu.
Zwierzgta trenowaly przez 5 dni po 30 minut w tacznym okresie 4 tygodni, 2 dni w tygodniu sobota, niedziela,
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byly przeznaczone na odpoczynek. Nastgpnie dokonywano oceny funkcjonalnej za pomocg aparatury catwalk
zgodnie z przedstawionymi grupami czasowymi. Pozwolito to na ocene¢ szybko$ci powrotu funkcjonalnego u
myszy w zaleznoSci od zastosowanego leczenia. Zaréwno hiperbaria jak 1 trening majg zastosowanie
terapeutyczne  a grupa K uznana jest za grupe kontrolna.

ANALIZA FUNKCJONALNA CHODU

Ocena wzorcow chodu za pomoca urzadzenia Catwalk firmy Noldus bedzie przeprowadzana przed
uszkodzeniem nerwu kulszowego oraz w 7, 14, 21, 28 dniu po wywotaniu urazu. Procedura ta, nie wymaga
znieczulenia i nie powoduje cierpienia lub bolu u zwierzat. Wszystkie zwierzeta bedg poddawane terapii w
jednakowej kolejnosci po odpowiednio dtugiej aklimatyzacji w urzadzeniu (min. 2 dni od zabiegu).

WYNIKI
Ponizej przedstawiono wyniki $rednich oraz analizy statystycznej dla wybranych parametréw catwalk.

Analizy statystycznej dokonano za pomoca testu t-studenta, a wartosci p <0,05 wykazywaly istotnos¢
statystyczng. W niniejszej pracy wykazano tylko wyniki istotne statystycznie.

PRINT AREA

— . T K

Ryc. 1. Wykres przedstawiajgcy istotne statystycznie wyniki parametru Print area (cm?) dotyczgce wielkosci pola
odcisku tapy mierzony podczas maksymalnego kontaktu lapy z podiozem. Porownywano srednie wielkosci pola
dla trzech grup (H,T,K) przed uszkodzeniem nerwu kulszowego oraz w 7,14,21 i 28 dniu po uszkodzeniu.

W przypadku parametru Print area (pola odcisku) zauwazono znaczace rdznice juz w 7 dniu w grupie poddane;j
hiperbarii (p<0,05). Obserwowano, ze w tym czasie mysz dociskata tape duzo bardziej i moze to swiadczy¢ o
zaburzeniach propriocepcji lub czucia powierzchownego uszkodzonej tapy. W przypadku grupy trenowanej
zauwazono wyraznie zwickszony docisk tapy w 21 dniu po uszkodzeniu(p<0,05). Wynik ten istotnie odbiega od
wyniku poczatkowego i mogt swiadczy¢ o wystepujacej anelgezji lub zaburzeniu czucia powierzchownego. W
pozostatych dniach wyniki nie byly istotne statystycznie.
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PRINT LENGTH

(=]

— =T K

Ryc. 2. Wykres przedstawiajqcy istotne statystycznie wyniki parametru Print length (dlugos¢ odcisku w cm)
mierzong w trakcie najwiekszego docisku tapy z podiozem. Porownywano srednie wielkosci pola dla trzech grup
(H,T,K) przed uszkodzeniem nerwu kulszowego oraz w 7,14,21 i 28 dniu po uszkodzeniu

Kolejnym parametrem ocenianym w niniejszej pracy byta dtugos$¢ odcisku.

Pierwsza zauwazong zaleznos$cig bylo drastyczne zmniejszenie dtugosci odcisku w 7 dniu w grupie trenowanej
(p<0,05). Zastanawiajacym jest fakt, Zze w tej samej grupie nie ma réznicy w polu odcisku. Nie zmienia to faktu,
ze zwierzeta poddane treningowi w 7 dniu po uszkodzeniu odcigzaty znaczaco uszkodzong konczyne co moze
$wiadczy¢é o wystegpowaniu bolu, czy mechanicznej allodyni. W przypadku grupy poddanej terapii
hiperbarycznej zauwazono istotne statystycznie réznice w 14 dniu, by nast¢gpnie wyniki unormowaly si¢ w 21,
28 dniu i wrocity do wynikéw sprzed uszkodzenia. Zastanawiajacym jest fakt takich rdéznic w grupie trenowane;.
Moze to $wiadczy¢ o tym, ze trenowanie uszkodzonej tapy po zabiegu przyczynia si¢ do wystgpowania zjawiska
mechanicznej allodyni i oslabia powro6t funkcji w uszkodzonej tapie powodujac jej zwigkszony bol. Zwierze
wtedy stara si¢ odcigzac bolaca tape, a to powoduje zmniejszenie odcisku tapy.

SWING
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Ryc. 3. Wykres przedstawiajqcy istotne statystycznie wyniki parametru Swing [s]: mowigca o czasie utrzymania
tapy w powietrzu miedzy zarejestrowanymi Sladami porownywana miedzy trzema grupami. Poréwnywano
srednie wielkosci pola dla trzech grup (H,T,K) przed uszkodzeniem nerwu kulszowego oraz w 7,14,21 i 28 dniu
po uszkodzeniu

Oceniajac zarejestrowany czas utrzymania tapy w powietrzu zauwazono znaczacy wzrost w przypadku obu
terapii w 14 dniu (p<0,05), by nastgpnie zaobserwowac znaczacy spadek tego czasu w obu grupach. Fakt, ze
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myszy utrzymywaty tape w powietrzu, jednocze$nie odciazajac konczyne §wiadczy¢ moze o wystepowaniu bolu.
Konczyna odcigzona, w krotszym czasie miata kontakt z podtozem, a co za tym idzie wydluzony byt czas
utrzymania lapy w powietrzu. Jednocze$nie moze to swiadczy¢ o wystepujacych zaburzeniach propriocepcji i
braku koordynacji migdzy konczynowe;j.

MAX CONTACT MEAN

70
60 7

50

a0 \/\

Ryc. 4. Wykres przedstawiajgcy istotne statystycznie wyniki parametru  Max Contact Mean Intensity -
opisywany jako srednia intensywnoS¢ podczas maksymalnego kontaktu tapy z podlozem, a wigc Srednia ze
wszystkich zarejestrowanych odciskéw ftapy poréwnywana miedzy trzema grupami. Porownywano srednie
wielkosci pola dla trzech grup (H,T,K) przed uszkodzeniem nerwu kulszowego oraz w 7,14,21 i 28 dniu po
uszkodzeniu

Naukowcy analizujac wyniki maksymalnego kontaktu tapy z podlozem najcze$ciej wybieraja ten parametr do
oceny mechanicznej allodyni.

W niniejszej pracy zauwazono zmniejszenie wynikow dla tego parametru jedynie w grupie myszy trenowanych
(p<0,05), w przypadku grupy poddanej hiperbarii nie uzyskano istotnosci statystycznej. Analizujac wskaznik
funkcji kulszowej (SFI) zauwazono istotne zmiany w 14 i 21 dniu w grupie poddanej terapii hiperbarycznej
(p<0,05). W grupie tej SFI w 14 dniu wynosit $rednio 88, w 21 - 93, w przeciwienstwie do grupy poddane;j
treningowi 61(14), 69(21). Mozna przypuszczac, iz w grupie poddanej terapii hiperbarycznej doszto do szybszej
i bardziej efektywnej regeneracji funkcjonalnej niz w grupie poddanej treningowi.

DYSKUSJA

Nasze badania pokazujg wczesniejszy powrdt funkcji po poddaniu terapiag tlenowa 100 procentowym
tlenem przy ci$nieniu 2 ATA. Funkcja motoryczna ulegla znacznej poprawie w GRUPIE H w poréwnaniu z
modelem T. Bylo to prawdopodobnie spowodowane faktem, ze myszy trenowane odczuwali wickszy bol i w
wickszym stopniu obcigzaty uszkodzong konczyng. Gtownym narzgdziem wykorzystanym do oceny powrotu
funkcji w tych badaniach byt analizator chodu Catwalk XT. Analiza chodu odgrywa bardzo wazng role w
ocenie funkcji neurologicznych w wielu modelach chordb szczegdlnie w doswiadczeniach na zwierzetach.[14]
Najlepszym i niemalze najwazniejszym dowodem regeneracji aksonu po uszkodzeniu nerwéw obwodowych jest
poprawa wynikéw funkcjonalnych [15]
W modelach zwierz¢cych najczesciej stosuje si¢ urzadzenie Catwalk. Nowoczesny zautomatyzowany system
analizy CatWalk daje mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru dynamicznych i statycznych parametrow chodu oraz
ma mozliwos$¢ kontrolowania predkosei ruchu, co moze powodowaé zmiany w tych parametrach [15]. Badania
nad wykorzystaniem systemu Catwalk w ocenie odzysku funkcjonalnego sa wcigz tematem rozwazan badaczy,
a pelny odzysk funkcji jest zjawiskiem dos$¢ rzadkim. Regeneracja po uszkodzeniu obwodowego uktadu
nerwowego, jest zalezna od rodzaju i stopnia uszkodzenia. Przywrdcenie funkcji czuciowo-motorycznych po
uszkodzeniu nerwdéw wymaga, aby witokna nerwowe zregenerowaly si¢ i ponownie unerwialy odpowiednie
narzady docelowe na obwodzie. Nie zawsze udaje si¢ osiggna¢ zadowalajaca regeneracj¢ czynnos$ciowa,
pomimo skutecznej regeneracji i reinerwacji [4,7,15]

Watkins i Maier w swoich badania opisuja role cytokiny prozapalnych wytwarzane przez komorki
Schwanna w wystepowaniu bolu po uszkodzeniu nerwoéw. Zaobserwowali oni wystgpowanie mechanicznej
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allodyni u szczuréw 1 myszy zaréwno po przecigciu jak i zmiazdzeniu nerwu. Natomiast powr6t funkcji byt duzo
szybszy u zmiazdzeniowym uszkodzeniu nerwu u myszy niz u szczura. Dodatkowo zaobserwowano, iz
Maksymalne pole odcisku po 28 dniach wraca do wynikoéw sprzed uszkodzenia. Moze to wynika¢ z mniejszej
wagi, a co za tym idzie duzo szybszego chodu myszy [16].

Nichols i in. oraz Valero-Cabré i Navarro, wykazuja w swoich badaniach, iz petny odzysk funkcjonalny
niekoniecznie koreluje z wynikami histologicznymi i elektrofizjologicznymi [17,18], co nie znaczy jednak, ze
analiza funkcjonalna nie jest najbardziej wiarygodnym sposobem oceny, ze nerw nie tylko zregenerowat sig,
ale takze stworzyt uzyteczne potaczenia narzadowe, a co za tym idzie doszto do powrotu funkcji [19].

Regeneracja funkcjonalna po uszkodzeniu nerwu kulszowego byta przedmiotem wielu badan i nadal
cieszy si¢ duzym zainteresowaniem wsrod badaczy. Szczegdlnie jesli mowimy o modelu zwierzecym [10,11].
Analizujac nasze wczesniejsze badania nalezy wspomnieé, iz rzadko doszto do pelnej regeneracji nerwow,
szczegoblnie jesli mowa o modelu doswiadczalnym w czasie 4 tygodni, nalezatoby jednak podkresli¢, Ze mimo
braku leczenia réwniez dochodzi do niewielkiego powrotu funkcji, natomiast poddanie terapii znaczaco
przyspiesza ten proces[20,30].

Christina F. Vogelaar i wsp. w swoich badaniach poddali szczury modelu zmiazdzenia nerwu
kulszowego, zar6wno na poziomie funkcji nerwow, jak i ekspresji genéw. Badania nad wplywem nokautéw w
odniesieniu do modelu zwierzgcego , szczegodlnie w przypadku uszkodzen obwodowego uktadu nerwowego sa
ostatnimi czasy tematem wielu doswiadczen, a naukowcy coraz czgéciej oceniaja zdolnosci regeneracyjne
zmutowanych myszy [15].

W tej pracy postanowiono zastosowac system analizy chodu Catwalk oraz SFI. Jedng z
dotychczasowych metod oceny odzysku funkcjonalnego byt wskaznik czynnosciowy (SFI) i wskaznik kulszowy
(SSI), od niedawna jednak to system Catwalk stat si¢ jednym z najczeSciej stosowanych metod, poniewaz
pozwala zaréwno na oceng SFI, SSI, jak i wielu innych parametréw chodu [6,7].

Chod myszy oceniany jest poprzez analiz¢ odbicia $wiatla na szklanej ptycie od wewnatrz. W
momencie kontaktu tapy z podlozem $wiatto odbija si¢ od szyby i widoczny jest obszar styku tapy z podtozem.
Intensywnos$¢ $ladu jest wizualizowana za pomoca kamery i jest zalezna od obcigzania tapy. Przejscie przez
plyte jest nagrywane i dzigki specjalnemu oprogramowaniu mozna wyodrebnié rézne parametry chodu [6,8].

W przeciwienstwie do metody de Medinacellego, CatWalk pozwala na doktadng ocen¢ chodu oraz
sposobu w jaki tapa jest uzywana podczas ruchu, podczas gdy metoda de Medinacellego mierzy jedynie
zdolnos$¢ uzywania miesni dolnej tapy i stopy [4,6,8].

Niestety jak kazda metoda Catwalk cechuje si¢ wicloma ograniczeniami a jedng z nich jest trudno$é w
petnej interpretacji wszystkich parametrow chodu, zwtaszcza gdy sa one oceniane indywidualnie. Aby moc w
peni rzetelnie oceni¢ powrdt funkcji wymagane jest zrozumienie definicji kazdego parametru chodu, oraz
znaczenie w jaki sposob dany parametr moze wptynaé na wzorzec chodu[3].

Niezaprzeczalnie Catwalk ma jednak wiele zalet, a jedng z nich jest mozliwo$¢ odtworzenia sekwencji
kroku klatka po klatce, co pozwala na doktadng ocen¢ w stosunku do parametréw wyjsciowych, stosunek tapy
prawej do lewej czy oceng koordynacji migdzy konczynowej [4,6,11].

Dodatkowo system Catwalk Xt w poréwnaniu z poprzednig wersja Catwalk 7, dzieki szybszej i
doktadniejszej kamerze, pozwala na jeszcze bardziej rzetelng ocene parametréw chodu. Chen i wsp. w swoich
badaniach sprawdzali réznice pomiedzy tymi dwiema wersjami systemu Catwalk, potwierdzajac przy tym, ze
analizator chodu CatWalk XT moze by¢ instrumentem badawczym i zapewnia¢ lepsza doktadno$¢ niz system
CatWalk 7 i pozwala na ocen¢ nawet subtelnych zmian [6,5,21].

W tym artykule wybrano parametry o najwickszym poziomie trafnosci i wiarygodnos$ci. Niewatpliwie
najczesciej uzywanym parametrem opisywanym w literaturze pokrewnej dotyczacej regeneracji nerwow
obwodowych jest parametr swing duration. W wigkszo$ci badan parametr ten stuzy do oceny mechanicznej
allodyni, propriocepcji i zaburzen czucia powierzchownego [15,5].

Jak wskazuje CatWalk, poprawa statycznych funkcji motorycznych wskazana przez SSI, nie zawsze
koreluje z poprawa funkcji lokomotorycznych. Natomiast moze by¢ traktowany jako wczesny wezesny wskaznik
powrotu do funkcjonalnego [5,7,8].

Najczgséciej stosowanym modelem uszkodzenia nerwu kulszowego jest szczurzy model zwierzecy.
Wynika to migdzy innymi z anatomicznej budowy szczura. Jest nieco wigkszy niz mysz co pozwala na lepsze
zobrazowanie struktur anatomicznych co jest niezwykle wazne, szczegélnie jesli moéwimy o ocenie
histologicznej i immunohistochemicznej [5,7,15].

Temat wptywu wysitku fizycznego na proces regeneracji nerwow obwodowych staly si¢ ostatnio
tematem wielu badan, a uzyskane wyniki daty uzasadnienie korzystnego wptywu ¢wiczen fizycznych na uktad
nerwowy. Cwiczenia fizyczne dziatajg niczym impuls, zwigkszajacy aktywno$¢ neuronalng w rdzeniu
kregowym i uszkodzonych neuronach, za sprawa zwickszonej impulsacji obwodowej, powodujac regeneracje
neurondéw czuciowych, ale rowniez ruchowych. Rola ¢wiczen lokomotorycznych na powrdt funkcjonalny po
uszkodzeniu nerwu obwodowego jest tematem sporu wsrdod badaczy. Jak wynika z przegladu literatury,
niektorzy badacze twierdza, ze ¢wiczenia wykazuja korzystne skutki [22,23,24], a inni twierdza, ze nie [25].
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Natomiast wickszo$¢ autorow potwierdza korzystny wplyw treningu na proces odrostu aksonalnego i ekspresj¢
neurotrofin [26,27].

W przeciwienstwie do treningu lokomotorycznego wplyw terapii hiperbarycznej na uktad nerwowy nie
jest tak rozpowszechniony i jego znaczenie w procesie naprawy nerwow obwodowych nie jest do konica znane.
Niewatpliwie jest to zwigzane z tym, ze leczenie hiperbaria tlenowa jest stosunkowo mloda metoda
terapeutyczng. Hiperbaria tlenowa (HBO, Ayperbaric oxygen) polega na leczeniu tlenem hiperbarycznym, gdzie
pacjent zamkniety w komorze leczniczej oddycha 100-procentowym tlenem przy ci$nieniu otoczenia wigkszym
od 1 ATA. Literatura opisuje to ci$nienie jako minimalne 1,4 ATA. Mozliwosci terapii obejmujg zabiegi w
komorach jednomiejscowej (mono- place) lub wielomiejscowej (multiplace) dla 2 lub wigcej 0sdb. Prowadzenie
zabiegébw przy cisnieniu otoczenia 1 ATA lub tylko na czgsci ciala nie stanowi leczenia HBO [28,29].

Analizujgc przedstawione wyniki wida¢ lepsze rezultaty w obrebie parametréw CatWalk oceniajacych
dynamike chodu: Swing, oraz obszaru odcisku: printh Length, print area w grupach poddanych terapii mozna
zaryzykowac hipoteze duzo szybszym powrocie funkcjonalnym. Poprawa wyzej wymienionych parametrow
wydaje si¢ wptywac na lepsza koordynacj¢ 1 wigksza precyzje w trakcie chodu.

W $wietle przedstawionych wynikow oraz analizie pi$miennictwa mozna zaobserwowaé, ze komora
hiperbaryczna wykazata najbardziej pozytywny wplyw na przyspieszenie regeneracji funkcjonalnej. Swiadczy¢
o tym moga duzo lepsze wyniki analizy czynnosciowej Catwalk jak i wyniki SFI.

Podsumowujac, zauwazyliSmy, ze myszy wykazywaly szybszy powrét funkcji czuciowych i
motorycznych w grupie poddanej hiperbarii i treningowi. Myszy obu grup rozwingty stan mechanicznej
allodynii, ktory rowniez powracal w miarg postepu regeneracji.

WNIOSKI

1. Istotne réznice w polu odcisku i dtugosci odcisku zauwazono juz w 7 dniu po uszkodzeniu. W grupie
trenowanej zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa tych parametrow w 21 dniu, co moze $wiadczy¢ o
wystepujacej anelgezji lub zaburzeniu czucia powierzchownego.

2. W grupie trenowanej zauwazono zwickszony stan mechanicznej allodyni w poréwnaniu do grupy
myszy poddanych hiperbarii.

3. Terapia hiperbaryczna zastosowana w celu poprawy odzyskiwania funkcji konczyn w przypadku
uszkodzenia nerwo6w obwodowych w tych badaniach jest wykonalna i moze nie$¢ korzysci
poréwnywalne do kinezyterapii.

4. Zastosowanie terapii skojarzonej w ktorej zastosowaliby$my obie terapie rownoczesnie mogloby dac
jeszcze bardziej imponujace wyniki i duzo szybsza regeneracj¢ po uszkodzeniu nerwdéw obwodowych.

5. Myszy obu grup (H, T) wykazywaly szybszy powrot funkcji czuciowych i motorycznych
w przeciwienstwie do grupy kontrolnej nie poddanej zadnej terapii.
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