STRESZCZENIE

roblem regeneracji uszkodzonych nerwéw obwodowych jest tematem aktualnym i od

dawna przedmiotem intensywnych badan na calym $wiecie. Badania zaprezentowane w
niniejszym artykule dotyczyly oceny morfologicznej i funkcjonalnej procesu regeneracji w
obrebie uszkodzonego nerwu kulszowego mysiego modelu zwierzecego. Ocenie poddano
wplyw zaburzonej ekspresji genu TSC-1 na proces regeneracji nerwu, w zaleznosci od spo-
sobu uszkodzenia. Obiekt badawczy stanowilo 48 dwumiesiecznych samcéw linii TSC. Gru-
pe badawcza stanowily zwierzeta, ktére poddano uszkodzeniu nerwu kulszowego metoda
zmiazdzenia, mrozenia lub elektrokoagulacji, z kolei grupa kontrolna obejmowata myszy, u
ktorych nerw kulszowy nie zostal poddany uszkodzeniu. W celu oceny szybkosci powrotu
funkcjonalnego koniczyny przeprowadzono testy behawioralne po uptywie 3, 5,7 i 14 dni od
uszkodzenia. Pierwsze zmiany w procesie regeneracji uszkodzonego neurytu obserwowano
juz w 3 dobie po uszkodzeniu, natomiast w 14 dobie od momentu uszkodzenia zauwazono
powrét do funkcjonalnosci uszkodzonej konczyny.

WPROWADZENIE

Obwodowy uklad nerwowy uczestniczy w przekazywaniu bodzcéw po-
miedzy osrodkowym ukiadem nerwowym a strukturami znajdujacymi si¢ na
obwodzie organizmu. Cechuje sie on zdolnoscig do samoistnej regeneracji po
urazowym uszkodzeniu, ktére stanowia lacznie od 2 do 3% wszystkich ura-
z6w nerwow, jednak pelny powrét funkcjonalny jest ograniczony [1]. Wérod
przyczyn uszkodzenn nerwéw obwodowych wyrédznia sie: wypadki drogowe
(miedzy innymi w rolnictwie czy sporcie), wypadki komunikacyjne, obrazenia
ostrymi przedmiotami, zlamania kosci dlugich, infekcje, badZ choroby autoim-
munologiczne [2,3]. W celu powrotu funkgji koriczyny po uszkodzeniu nerwu
niezbedna jest rehabilitacja, zabiegi fizykalne, hydroterapia, kinezyterapia, czy
aktywnos¢ fizyczna [4]. Na przelomie ostatnich lat literatura przedstawia ko-
rzystna role treningu fizycznego w regeneracji uszkodzonego neurytu, ktéry po
uszkodzeniu nerwu obwodowego przyczynia sie do transportu m.in. czynni-
kéw neurotroficznych, majacych szczegélne znaczenie w procesie odbudowy i
regeneracji uszkodzonego neurytu. Neurotrofiny reguluja przezycie, rozwdj a
takze funkcje tkanki nerwowej [5]. Mézgowy czynnik pochodzenia nerwowe-
go (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) jest dobrze poznana i opisywa-
na neurotrofing uczestniczaca w procesie regeneracji nerwu [6]. Wyniki badan
naukowych prowadzone na modelu zwierzecym wykazaly, Ze niewymuszone,
spontaniczne ¢wiczenia w kotowrotku przez okres tylko 3 i 7 dni doprowadzi-
ty do wyraznego zwiekszenia szybkosci przyrostu neurytéw, a takze do wzro-
stu liczby neuronéw czuciowych regenerujacych po urazie nerwu kulszowego.
Zwierzeta, ktore zostaly poddane treningowi lokomotorycznemu, cechowaty
sie wyzszym poziomem neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego
w poréwnaniu do zwierzat nietrenowanych [7]. U zwierzat po urazie nerwu
kulszowego efektem treningu byt wzrost ekspresji BDNF i NT-3 (ang. neurotro-
phin-3, NT-3) w zwojach czuciowych, a takze zaobserwowano zwiekszony po-
ziom synapsyny 11 GAP-43 (ang. growth-associated protein 43) [7].

Wspdlczesdnie, w dyscyplinie nauk genetycznych, pojawiajq sie doniesienia na
temat wplywu zaleznosci zaburzonej ekspresji genow TSC (ang. tuberous sclerosis
complex) a procesem regeneracji nerwu obwodowego. Znaczenie szlaku mTOR
w regeneracji nerwu obwodowego obecnie poddawane jest intensywnym bada-
niom. Najnowsze odkrycia naukowe potwierdzaja, ze aktywacja szlaku mTOR
poprzez delecje genéw TSC odgrywa istotna role w procesie regeneracji nerwow
obwodowych, stymulujac wzrost aksonéw [8-10]. W celu wyttumaczenia roli
szlaku mTOR, w badaniach doswiadczalnych wykorzystuje sie zwierzeta trans-
geniczne linii TSC. Mysie modele sa czesto wykorzystywane jako narzedzie ba-
dawcze, poniewaz cechuje je krotki cykl zyciowy, tatwos¢ utrzymania hodowli i
niskie koszty. Model zwierzecy jest jedynym dostepnym modelem praktycznym
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umozliwiajgcym ocene procesu regeneracji jak i powrotu
funkcjonalnego oraz pozwala na przelozenie uzyskanych
wynikéw na pacjenta, w obszar badan klinicznych. W eks-
perymentach najczesciej wykorzystuje sie mysi badz szczu-
rzy nerw kulszowy ze wzgledu na jego dtugos¢. Jest jednym
z najdluzszych nerwéw czlowieka, co oznacza, iz unerwia
obszar, ktory poddaje si¢ eksperymentom i obserwacjg. Do-
datkowo pelni kluczowa funkcje w odbiorze czucia oraz lo-
komocji dolnych czesci ciala, stad jego uszkodzenie moze
doprowadza¢ do rozwoju deficytéw neurologicznych, co
poddaje sie ocenie przy wykorzystaniu testow behawioral-
nych. Ponadto, jest latwy w preparowaniu i manipulacji co
umozliwia przeprowadzenie badar eksperymentalnych.

Celem podjetych badar byta:

* Ocena morfologiczna i funkcjonalna procesu regeneracji
w obrebie uszkodzonego nerwu kulszowego myszy.

* Okreslenie wplywu zaburzonej ekspresji genu TSC-1 na
proces regeneracji nerwu kulszowego, w zaleznosci od
sposobu uszkodzenia.

* Ocena i poréwnanie powrotu funkcji uszkodzonej kon-
czyny po uplywie 3, 5, 7114 dni od uszkodzenia.

MATERIAL I METODY

Praca stanowi kontynuacje artykulu przegladowego o
tematyce “Szlak mTOR i zwierzeta transgeniczne z dele-
cja genu TSC w procesie regeneracji ukladu nerwowego
i wybranych modelach uszkodzeni nerwu kulszowego”.
Niniejsze badania powstaly w ramach pracy statutowej o
numerze PCN-1-206/N/O/Z. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. doswiadczen
na zwierzetach nr 43/2023 z dnia 20.07.2023. Rycina 1A
przedstawia material badawczy, ktéry obejmowat 48 sztuk
dwumiesiecznych myszy, samcéw linii TSC (12954/Sv]ae
Jackson Laboratory). Przed rozpoczeciem eksperymentu
zwierzeta zostaly zwazone, w tym celu pojedyncze zwie-
rze bylo umieszczane na wadze laboratoryjnej. W pierw-
szej grupie badawczej $rednia masa myszy wynosita 22,3
+1,85 g (20,01-26,20 g), w drugiej grupie badawczej sred-
nia masa wynosita 22,08 + 1,97 g (19,01-23,67 g), z kolei w
grupie trzeciej uzyskano éredniag mase 19,77 + 2,48 g (18,02~
22,67 g). W grupie kontrolnej odnotowano éredniag mase
19,52 +2,84 ¢ (18,04-23,01 g). Ze wzgledu na wprowadzone
modyfikacje genetyczne badanych zwierzat, niezbedne byto
ich genotypowanie, celem potwierdzenia obecnosci wpro-
wadzonych mutacji. Genotypy wszystkich badanych myszy
potwierdzono za pomoca reakcji PCR. DNA do reakcji PCR
izolowano z konicéwki ogona myszy. Wszystkie zwierzeta
przebywaly w indywidualnych klatkach, o cyklu o$wietle-
nia 12/12, w temperaturze 25°C oraz wilgotnosci wzglednej
59-69%. Zwierzeta miaty dostep ad libitum do wody oraz
pokarmu. Myszy podzielono na 4 grupy, a liczebnoéc¢ kazdej
z nich wynosila 12 sztuk. Pierwsza grupe badawcza stano-
wily zwierzeta, ktére poddano uszkodzeniu nerwu kulszo-
wego metoda mrozenia. W drugiej grupie nerw poddano
zmiazdzeniu przy uzyciu klipsa naczyniowego a nastepnie
zastosowano klej fibrynowy w celu zespolenia uszkodzone-
go neurytu. W trzeciej grupie myszy nerw kulszowy podda-
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Rycina 1. Fotografia przedstawiajaca fenotyp myszy TSC-1 (A). Linia myszy:
12954 /Sv]ae Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA. Wypreparowany nerw kul-
szowy myszy linii TSC-1, fotografia wykonana przed uszkodzeniem (B), Zrédto:
materialy wlasne).

no elektrokoagulacji, z kolei w grupie czwartej znajdowaly
sie¢ myszy, u ktérych nerw kulszowy nie ulegl uszkodzeniu
i stanowily one prébe kontrolng. W kazdej grupie przepro-
wadzono test behawioralny w celu oceny powrotu funkcjo-
nalnego koriczyny, po uplywie 3 dnia (n=3), 5 dnia (n=3),
7 dnia (n=3) i 14 dnia (n=3) od momentu uszkodzenia. Oce-
ne funkcjonalna przeprowadzono za pomoca skomputery-
zowanego systemu do analizy chodu u myszy i szczuréw
CatWalk XT firmy Noldus. Zabiegi byly wykonywane w
warunkach sali operacyjnej, zwierze wprowadzono w stan
znieczulenia ogdlnego dootrzewnowego ketaming w dawce
100 mg/kg masy ciata i ksylazyna w iloéci 10 mg/kg masy
ciata. W warunkach aseptycznych, po ogoleniu i odkazeniu
skory, na zewnetrznej powierzchni prawego uda myszy na-
cieta zostata skéra o dtugosci naciecia 1 cm. Nastepnie nerw
kulszowy zostaje odstoniety przy wykorzystaniu narzedzi
chirurgicznych i preparowany na “tepo” (Ryc. 1B przedsta-
wia wypreparowany nerw kulszowy przed uszkodzeniem),
po czym nastepowalo jego uszkodzenie opracowana tech-
nikg. Rana zostala zaopatrzona ni¢mi chirurgicznymi firmy
NOVOSYN, rozmiar 2/0. Ponizej opisano sposéb wykona-
nia wybranych modeli uszkodzen nerwu kulszowego.

MROZENIE NERWU KULSZOWEGO

Wypreparowany nerw odstonieto, a nastepnie miejsco-
wo przylozono aplikator o czasie trwania 35 sekund, w

Rycina 2. Fotografie mikroskopowe nerwu kulszowego myszy uszkodzonego
metodg mrozenia (A), zmiazdzenia (B) oraz elektrokoagulacji (C), w odniesieniu
do grupy kontrolnej (D). Nerwy wybarwiono eozyna i hematoksyling. W wyniku
uszkodzenia metoda mrozenia (A) obserwuje si¢ w przekroju, od gory zaburzo-
na cigglos¢ ostonki mielinowej, degeneracje widkien nerwowych oraz rozlegte
uszkodzenie. Przekr6j nerwu nieuszkodzonego (D) obrazuje zachowang ciggtosé
ostonki mielinowej oraz réwnolegle utozone pasma neurytu (zrédlo: materiaty
wiasne).

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Rycina 3. Fotografia przedstawia mysz w trakcie analizy chodu z wykorzysta-
niem urzadzenia CatWalk (zr6dto: mat. producenta NOLDUS). (A) Urzadzenie
CatWalk XT 9.1. (B) Mysz w trakcie poruszania sie¢ w waskim tunelu. (C) Obraz
pokazujacy zrzut z ekranu komputera w trakcie analizy chodu z CatWalk. Kame-
ra znajdujaca sie pod szklang plyta rejestruje oswietlone obszary.

odlegloéci okolo 5 mm przed trifurkacja - miejscem po-
dzialu nerwu na nerw strzatkowy, piszczelowy i tydkowy.
Zgodnie z informacja producenta, zastosowanie aplikatora
wykorzystujacego metode zamrazania cieklym azotem po-
zwolilo uzyska¢ temperature -50°C. Rycina 2 przedstawia
uszkodzony nerw metoda mrozenia (Ryc. 2A), jak i nerw
przed uszkodzeniem (Ryc. 2D).

USZKODZENIE NERWU KULSZOWEGO
METODA ZMIAZDZENIA Z ZASTOSOW ANIEM
KLEJU FIBRYNOWEGO

Wypreparowany nerw zmiazdzono przy pomocy klip-
sa naczyniowego Yasargil Aneurysm Clip mini temporary
o sile nacisku 70,0 gms/0,69 N, a nastepnie naniesiono w
miejsce zmiazdzenia krople kleju fibrynowego, w celu ze-
spolenia uszkodzonych wiékien nerwowych (Ryc. 2B). Po
uplywie kilku minut rana zostata zaopatrzona szwami.

ELEKTROKOAGULACJA NERWU

Elektrokoagulacja jest metoda wykorzystujaca prad
elektryczny wysokiej czestotliwosci, ktéra prowadzi do
denaturacji nerwu, a nastepnie jego odparowania. W celu
uszkodzenia nerwu zastosowano elektrokoagulator o mocy
koagulacji 35 W, w odlegtosci okoto 5 mm przed trifurkacja
(Ryc. 2C).

TEST FUNKCJONALNY Z WYKORZYSTANIEM
URZADZENIA CATWALK

Testy z wykorzystaniem CatWalk (Ryc. 3A) przeprowa-
dzone byty kolejno w grupie badawczej oraz kontrolnych:
jednokrotnie przed operacja nerwu obwodowego oraz
3-krotnie; w trzecim, piatym, siédmym, oraz czternastym
dniu od dnia uszkodzenia. W trakcie kazdego badania
uzyskano co najmniej trzy zgodne przebiegi. Po klasyfika-
¢ji odciskéw tap, kazdy bieg byt oceniany w zwolnionym
tempie w celu sprawdzenia przebiegu ruchu myszy w cza-
sie. Kryteria zgodnosci po przejsciu obejmowaly odrzuce-
nie przebiegéw, ktére wykazywaly anomalie behawioralne
(np. wachanie, zatrzymanie sie) oraz takie, w ktérych za-
uwazalne bylo odchylenie od poruszania sie w trakcie swo-
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bodnej lokomocji (np. przyspieszenie lub hamowanie). Ce-
lem testéw przeprowadzonych przed uszkodzeniem nerwu
obwodowego bylo wyznaczenie indywidualnych wartosci
oraz norm dla kazdego zwierzecia oraz przyzwyczajenie
do warunkéw. Zwierze poruszalo sie swobodnie w wa-
skim korytarzu (4 x 44 cm, Ryc. 3B), pod podloga ktérego
byta umieszczona kamera cyfrowa (100 klatek na sekun-
de), filmy zapisane zostaly w formacie AVI (Audio Video
Interleaved). Dzieki specjalnej konstrukcji przezroczystej
podlogi oraz zastosowania specjalnego systemu o$wietlenia
uwidocznione zostaty §lady odciskow tap myszy (Ryc. 3C),
ktoére przedstawiono graficznie w podrozdziale Wyniki. W
celu oceny powrotu funkcjonalnego uszkodzonej koriczyny
wybrano parametry, ktére odzwierciedlaja powroét funkcjo-
nalny i znajduja swoje zastosowanie takze w literaturze. Ba-
dano nastepujace parametry:

* Max Contact Mean Intensity [%] - érednia intensyw-
nos¢ podczas maksymalnego kontaktu fapy z podlozem
- §rednia ze wszystkich zarejestrowanych odciskéw tap,

* Max Intensity Mean [%] - maksymalna zarejestrowana
intensywnoéc sladu podczas kontaktu tapy z podtozem -
§rednia ze wszystkich zakwalifikowanych éladow,

* Swing Speed [cm/s] - predkos¢ przenoszenia lapy w po-
wietrzu miedzy zarejestrowanymi §ladami.

WYNIKI I DYSKUSJA

Ponizej przedstawiono wyniki analizy poszczegélnych
parametréw chodu uzyskane za pomoca systemu CatWalk
(Ryc. 4, 5 i 6). Wykorzystujac program QtiPlot policzono
referencyjne wartosci dla testu ¢ - Studenta, dla poszcze-
golnych serii danych nastepujacych dni, wzgledem préby
wyjsciowej. Pozwolilo to na wykreslenie ogdlnego trendu
i stwierdzenia wartoéci p-value na poziomie <0,005 dla
wszystkich badanych parametréw. Uzyskane wyniki po-
twierdzajg, Ze analiza jest istotna statystycznie.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzic,
ze powr6t funkcjonalny obserwuje sie w kazdej grupie ba-
dawczej, wraz z uplywem czasu. Analizujac metode mro-
zenia w 3 i 5 dobie od momentu uszkodzenia nerwu niska
temperaturg, nie odnotowano dla zadnego parametru odbi-
cia uszkodzonej tapy. Natomiast w 7 i 14 dobie obserwuje
sie stopniowy wzrost wszystkich badanych parametréw,
co $wiadczy o powrocie funkgji uszkodzonej koriczyny. Na
Ryc. 7 graficznie przedstawiono czestotliwoé¢ odbicia fap,
co stanowi potwierdzenie uzyskanego wyniku.

Przypuszcza sie, ze zaistnialy brak kontaktu uszko-
dzonej lapy z podtozem w 3 i 5 dobie po eksperymencie
(Ryc. 7A i B) moze by¢ zwigzany z zastosowaniem zbyt
dotkliwej procedury uszkodzenia nerwu. Autorzy opraco-
wali wlasng metode “indukcji zimnem”, w ktérej mrozili
nerw punktowo przez okres 30-40 sekund, temperatura
-50°C. W literaturze $wiatowej istnieje niewiele opraco-
wan dotyczacych uszkodzenia nerwu kulszowego metoda
mrozenia. Jednak wyniki badah Myers i wsp. [11] wykaza-
ty, Ze istniat bezposredni zwiazek miedzy czasem trwania
miejscowego mrozenia nerwu a intensywnoscig degenera-
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Rycina 4. Analiza poréwnawcza wybranych parametréw systemu CatWalk. Uszkodzenie nerwu kulszowego metoda mrozenia. Opracowanie wynikéw przy pomocy

programu QtiPlot.
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Rycina 5. Analiza poréwnawcza wybranych parametréw systemu CatWalk. Uszkodzenie nerwu kulszowego poprzez elektrokoagulacje. Opracowanie wynikéw przy

pomocy programu QtiPlot.
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Rycina 6. Analiza poréwnawcza wybranych parametréw systemu CatWalk. Uszkodzenie nerwu kulszowego poprzez zmiazdzenie klipsem naczyniowym z zastosowa-

niem kleju fibrynowego. Opracowanie wynikow przy pomocy programu QtiPlot.

cji Wallera oraz liczba uszkodzonych wiékien nerwowych.
Prawdopodobnie w pierwszych dniach po urazie (Ryc. 7A
i B) nastapit rozwdj hiperalgezji (nadmiernej wrazliwosci
na bol), co zwiazane byto z brakiem kontaktu tapy z podto-
zem. W przysztosci warto wiec sprawdzié, czy utrzymanie
sie hiperalgezji bezposrednio koreluje z czasem trwania
mrozenia nerwu [12].

Po uszkodzeniu nerwu metoda elektrokoagulacji w po-
réwnaniu do grupy kontrolnej, zdecydowanie mozna za-
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uwazy¢ tendencje spadkowa wszystkich analizowanych
parametrow. Wraz z uptywem czasu, wzrasta czestotliwos¢
kontaktu tapy z podlozem oraz predkos¢ przenoszenia tapy
w powietrzu. Uzyskany wynik jest potwierdzeniem powro-
tu lokomotorycznego zwierzecia, co przeklada sie praw-
dopodobnie na regeneracje uszkodzonego neurytu. Juz w
14 dobie od momentu uszkodzenia, obserwuje sie¢ powr6t
wartosci parametréw do poczatkowych z grupy kontrolnej
(Ryc. 7D).
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Rycina 7. Graficzne przedstawienie odciskow tap myszy - kolor ré6zowy - reje-
stracja Sladoéw lapy po uszkodzeniu. Zrzut ekranu z urzadzenia CatWalk - zr6-
dlo: materiaty wiasne. RF - tapa prawa, przednia. RH - fapa prawa tylna (uszko-
dzona). LF - fapa lewa, przednia. LH - tapa lewa, tylna. Jesli zwierze wywiera
wigkszy nacisk w danym obszarze, to uzyskany obraz jest proporcjonalnie ja-
$niejszy - umozliwia to wykrycie nawet subtelnych réznic w nacisku pomiedzy
poszczegdlnymi fapami. Wynik analizy chodu, uzyskany: w 3 dobie od momentu
uszkodzenia (A), 5 dobie (B), 7 dobie (C) oraz po uptywie 14 dni (D).

Rycina 8. Nalozone zdjecia (barwienie metodg DAPI - kolor niebieski, ekspresja
BDNF widoczny w kolorze czerwonym) z mikroskopu fluorescencyjnego. Pow-
iekszenie 200x. Zrédlo: materialy wlasne.

Podobne wyniki uzyskano analizujac parametry po
uszkodzeniu nerwu klipsem naczyniowym. Model zmiaz-
dzenia nerwu kulszowego jest w literaturze najczesciej
pojawiajacym sie modelem uszkodzenia [13-16]. Z obser-
wacji uprzednio wykonywanych podobnych zabiegéw chi-
rurgicznych wnioskuje sie, ze tego typu uszkodzenie nie
powoduje znacznej dotkliwosci zwierzecia, przy tym nie
ograniczajac jego lokomocji [17]. Autorzy dodatkowo zasto-
sowali klej fibrynowy, ktéry miat na celu zespoli¢ (zlaczy¢)
zmiazdzone struktury neurytu. Model ten okazat si¢ jednak
najtrudniejszy do wykonania, ze wzgledu na konieczng pre-
cyzje wynikajaca z nalozenia kropli kleju wprost na miejsce
zmiazdzenia, co w przypadku nerwu kulszowego myszy,
ze wzgledu na rozmiar nerwu, jest trudne do zrealizowa-
nia. Klej fibrynowy cechuje sie pewnym ograniczeniem,
gdyz bardzo szybko schnie, co powoduje szybkie sklejanie
struktur sasiadujacych z nerwem. Jednak, pomimo trudno-
Sci, procesy regeneracji mialy miejsce, gdyz analizujac para-
metry i uzyskane wyniki zaobserwowano powrét lokomo-
toryczny wraz z uplywem czasu.

Dodatkowo, w celu oceny wzrostu uszkodzonego neu-
rytu warto dokona¢ analizy ekspresji neurotrofin, ktére wy-
kazuja role neuroprotekcyjna w procesie regeneracji nerwu.
Wyniki badan histologicznych i immunohistochemicznych
moglyby okaza¢ si¢ cenne w celu potwierdzenia powrotu
funkcjonalnego uszkodzonej koriczyny. Jak wynika z prze-
gladu literatury, nalezaloby poddac ocenie ekspresje GFAP
(ang. glial fibrillary acidic protein), GAP-43, oraz dokonac ana-
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lizy ekspresji BDNF w miejscu uszkodzenia nerwu kulszo-
wego, wykorzystujac przeciwciala przeciwko powyzszym
biatkom [18-21]. Zaobserwowane w eksperymencie réznice
w czasie powrotu funkcji w poszczegdlnych parametrach
moga odzwierciedla¢ dynamiczne zmiany réwnowagi rege-
nerujacego nerwu, miedzy innymi poprzez czynniki neuro-
troficzne, zdolnos¢ do przezycia poszczegélnych neuronéw,
szybkos¢ odrostu poszczegdlnych aksonéw czy nastepujaca
mielinizacje. Rycina 8 przedstawia przykladowa fotografie
obrazujacg ekspresje BDNF w miejscu uszkodzenia nerwu
metoda zmiazdzenia.

PODSUMOWANIE

Podsumowujgc, problem regeneracji uszkodzonych
nerwéw obwodowych jest od dawna przedmiotem inten-
sywnych badari na calym $wiecie i wcigz aktualnym tema-
tem. Wspolczesnie coraz czeéciej dochodzi do uszkodzen
nerwoéw obwodowych, ktérych rokowanie jest czesto nie-
korzystne ze wzgledu na nieskuteczne leczenie. Zrozu-
mienie podstaw zwigzanych z procesem regeneracji jak i
pojawiajacych sie zmian w obrebie uszkodzonego neurytu
po uplywie czasu, pozwoli w przysztosci na opracowanie
skutecznych metod leczenia jak i tagodzenia bélu neuropa-
tycznego. Dodatkowo, rozw6j w dziedzinie genetyki jak i
biologii molekularnej umozliwia poznanie fizjologicznej
roli czynnikéw neurotroficznych a to moze stanowic obie-
cujaca perspektywe w mechanizmach regeneracji nerwow
obwodowych, co z kolei przyczynia sie do ich zastosowania
w terapii farmakologicznej pacjentow.
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ABSTRACT

The problem of regeneration of damaged peripheral nerves is an ongoing topic and has long been the subject of intensive research worldwi-
de. This study examined the morphological and functional evaluation of the regeneration process within the damaged sciatic nerve, a mouse
animal model. The effect of impaired expression of the TSC-1 gene on the process of nerve regeneration was evaluated, depending on the
mode of damage. The research object consisted of 48, 2-month-old male TSC lines. The test group consisted of animals that underwent damage
to the sciatic nerve by crushing, freezing and electrocoagulation, while the control group includes mice whose sciatic nerve was not damaged.
Behavioral tests were conducted to evaluate the functional return of the limb, after 3,5,7 and 14 days. The first changes in the regeneration
process of the damaged neurite are observed as early as day 3 after the injury, while on day 14 after the injury the functional return of the
damaged limb was noted.
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