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Streszczenie

Niniejsza praca stanowi przeglad literaturowy me-
tod, sposobow, a takze materiatow stosowanych oraz
bedgcych sferze badan do konstrukcji protez do re-
generacji obwodowego uktadu nerwowego. Zawiera
réwniez opis anatomicznych i fizjologicznych proce-
séw przebiegajgcych podczas regeneracji nerwow, a
takze zestawienie ich wtasno$ci biomechanicznych.

Stowa kluiczowe: regeneracja nerwow, technika
operacyjna, biomateriaty

[Inzynieria Biomateriatéw, 56-57,(2006),40-53]

Wstep

Urazowe uszkodzenia nerwéw obwodowych sg powaz-
nym problemem zaréwno z punktu widzenia klinicznego jak
i spotecznego. Stosowane obecnie metody leczenia, w tym
operacyjnego, pozwalajg na uzyskanie wzglednie dobrych,
lecz zwykle nie do konca zadowalajacych wynikéw lecze-
nia. Leczenie jest zmudne i czesto obarczone konieczno-
Scig pobrania innego zdrowego nerwu skérnego dla napra-
wy uszkodzenia. Urazowe uszkodzenia obwodowego ukta-
du nerwowego sg przyczyna duzej ilosci interwencji chirur-
gicznych.

W 1995 roku w Stanach Zjednoczonych przeprowadzo-
no ponad 50,000 operacji z powodu urazowych uszkodzen
nerwow obwodowych [1]. Liczba zabiegéw wykonywanych
w kilku osrodkach w Polsce wynosi ponad 100 rocznie w
kazdym z nich [2]. Urazy z reguly dotyczg oséb w dwdch
grupach wiekowych: mtodziez do 15 lat oraz oséb w wieku
30-50 lat [3]. Prowadzi to do znacznej absencji chorobowe;j
a niekiedy stanowi przyczyne powaznego kalectwa.

Jedna z gtdwnych trudnosci w operacyjnym leczeniu ura-
zowych uszkodzen nerwdéw obwodowych jest wykonanie
zespolenia przerwanego nerwu w przypadkach z duzym
ubytkiem pomiedzy przecietymi koncami [3,4]. Trojwymia-
rowe materialy uzywane obecnie jako skafoldy dla regene-
racji tkanek mogg zastgpi¢ obecnie stosowang w takich
przypadkach klasyczng metode, jaka jest zespolenia kiku-
téw nerwu z zastosowaniem allograftow lub autografow
pobranych nerwéw skornych [5]. Metoda klasyczna jest
zwigzana z szeregiem ograniczen takich jak dostepnos¢ i
dtugosé pobranego nerwu celem przeszczepienia, odner-
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Abstract

The work presents the state of the art in the area of
methods and materials used in peripheral nerve
treatmend. Anatomical and physiological aspects of
peripheral nerves their biomechanical properties and
their treatment are presented.

Keywords: nerve regeneration, operation proce-
dure, biomaterials
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Introduction

Peripheral nerve injuries are serious clinical and social
problems. Current applied treatment methods, including
operative, ones give relatively good, however not fully
satisfacting effects. Treatment is long lasting and often har-
vesting of healthy cutaneus nerve is necessary. Traumatic
peripheral nervous system injuries are the reason of great
number of surgical interventions. In 1995, there were more
than 50,000 peripheral nerve repair procedures performed
in USA [1]. Number of surgical procedures performed in
several centers in Poland is over 100 a year in every one of
them [2]. Patients are typically in two age groups: young
people till the age of 15 and middle-aged between 30 and
50 [3]. It causes significant disease absence and even may
lead to serious disability.

One of the major problems in surgical treatment of the
peripheral nerve injuries is ends coaptation in the case of
large loss of nerve tissue [3,4]. Three dimensional materi-
als in the form of scaffolds for tissue regeneration may re-
place currently applied classical technique, namely nerve
coaptation with the use of cutaneous nerve allo and auto-
graphs [5]. There are many disadvantages of classic method
such as limited availability and length of donor nerve tis-
sue, skin denervation in area related to harvested nerve,
second operative location, and risk of infection in the region
of nerve harvesting [6]. Several types of materials have been
proposed as peripheral nerve substitutes, for example: syn-
thetic materials such as silicon, polylactic acid and
polyglicolic acid, natural polymers such as chitosan,
alginates, collagen, laminin, fibronectin, and others [7].

Anatomical and physiological aspects
of peripheral nerve regeneration
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wienie pola skérnego zaopatrywanego przez pobrany nerw,
drugie miejsce operacyjne, ryzyko infekcji w miejscu po-
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brania nerwu [6]. Szereg materiatbw moze mie¢ potencjal-
ne zastosowanie dla uzupetnienia ubytkdw nerwow, np.:
materiaty syntetyczne takie jak silikon, poliglikolid, polilak-
tyd, naturalne polimery jak chitozan, alginiany, kolagen, la-
minina oraz fibronektyna i inne [7].

Anatomiczne i fizjologiczne aspekty
regeneracji nerwéw obwodowych

Nerw obwodowy zbudowany jest z grup wiékien nerwo-
wych potaczonych warstwami ostonek tgcznotkankowych.
Wiékno nerwowe tworzy wypustka komorki nerwowej po-
kryta ostonkg mielinowg wytworzong przez specjalne ko-
morki zwane komoérkami Schwanna.

Nerwy, ze wzgledu na charakter przewodzonych bodz-
céw nerwowych, dzielg sie na ruchowe - przewodzace im-
pulsy odsrodkowe i czuciowe - przewodzace impulsy do-
Srodkowe z receptoréw czuciowych. Ponadto w obrebie
nerwow przebiegajg widkna uktadu autonomicznego. Wiek-
szo$¢ nerwdw ma charakter mieszany, przewodzg widkna
nerwowe wszystkich typow.

Komorki nerwowe, ktérych wypustki tworzg nerwy ob-
wodowe, lezg w obrebie rogéw przednich rdzenia krego-
wego oraz w zwojach miedzykregowych. Wytwarzane przez
nie widkna nerwowe po opuszczeniu kanatu kregowego
grupuja sie tworzac nerwy rdzeniowe.

W poczatkowym przebiegu nerwy te z reguly taczg sie
tworzac sploty, w obrebie ktérych dochodzi do wymiany
wiékien nerwowych pomiedzy poszczegolnymi pniami ner-
wowymi. Ze splotéw wychodzg nerwy, ktére unerwiajg wia-
Sciwe dla nich migsnie, skore, sciegna, stawy. Nerwy ob-
wodowe majg ksztatt walca, przebiegajg czesto wspolnie z
naczyniami krwiono$nymi.

Widkna nerwowe grupujag sie tworzac peczki. Peczki
pokryte sg ostonka tgcznotkankowg - perineurium. Prze-
strzeh pomiedzy poszczegdlnymi widknami wypetniona jest
luZzng tkanka - endoneurium. Peczki stanowig wewnetrzng
makroskopowg architekture nerwu, przebiegajg spiralnie i
w sposob sfatdowany. Taki uktad pozwala na swobodne
wydtuzenie sie nerwu w czasie jego rozciggania [8]. W ob-
rebie jednego nerwu przebiega z reguty kilka peczkéw.
Pokryte sg one wspdlna ostonka - epineurium, z ktoérg sg
luzno zwigzane. Stanowi ona zewnetrzng ostone nerwu.
Posredniczy ona miedzy wewnetrznymi strukturami nerwu,
a srodowiskiem zewnetrznym, chroni jego wnetrze przed
urazami mechanicznymi, przewodzi wieksza czes¢ napre-
zen podczas naciggania nerwu [8].

Dla prawidiowego funkcjonowania nerwu konieczna jest
ciggto$¢ anatomiczna wiékien nerwowych oraz sprawne po-
taczenie synaptyczne widkna nerwowego z jego efektorem.
Wyrézniane sa trzy gtéwne stopnie uszkodzenia nerwu:

- Neurapraxis - przejsciowe zablokowanie funkcji nerwu
spowodowane np. jego ucisnieciem i niedokrwieniem

- Aksonotmesis - przerwanie wtdkien nerwowych bez uszko-
dzenia ostonek tacznotkankowych

- Neurotmesis - catkowite przeciecie nerwu.

W stopniu pierwszym i drugim regeneracja zachodzi
spontanicznie z dobrym rokowaniem dla wynikéw leczenia.
W stopniu trzecim niemozliwa jest spontaniczna regenera-
cja, dla uzyskania powrotu funkcji nerwu konieczna jest in-
terwencja chirurgiczna i zespolenie przecietych kikutow
nerwu.

Regeneracja nerwu rézni sie zasadniczo od procesow
gojenia sie charakterystycznych dla wszystkich innych tka-
nek. Dla przywrécenia funkcji nerwukonieczna jest regene-
racja ("odrosniecie") widkna nerwowego od miejsca uszko-
dzenia az do efektora i odbudowaniez nim potgczenia sy-

nected by connective tissue-sheets. Nerve fiber is created
by nerve cell process covered with myelin sheet produced
by special cells called Schwann cells.

Nerves, depending on the type of conducted nerve im-
pulses, are divided into motional - conducting anterograde
impulses, sensational - conducting retrograde impulses from
sensory receptors. A nerve also consists of fibers of auto-
nomic system. Most of the nerves are mixed, they consist
of nerve fibers of all types.

Nerve cells creating processes for peripheral nerves
fibers are located in the front horns of spinal cord or in in-
tervertebral ganglions. Nerve fibers after leaving vertebral
canal group and create spinal nerves. Proximal parts of
nerves connect and build the structures called nervous
plexus, where fibers exchange between particular nerves
takes place. Nerves leaving these structures innervate char-
acteristic muscles, skin, tendons and joints. Peripheral
nerves are cylinder in shape, they often run together with
blood vessels.

Nerve fibers group into structures called fascicles. Fas-
cicles are covered with connective tissue sheath - perineu-
rium. Space between the fibers is filled with lose connec-
tive tissue - endoneurium. Fascicles are internal macro-
scopic nerve architecture with spiral and fold molding. Such
a shape enables the nerve elongation during its stretching
[8]. In one nerve there are usually few fascicles. They are
covered with common sheath - epineurium, loosely con-
nected with. It is an external nerve cover. It mediates be-
tween internal nerve structures and external environment,
protects nerve internal structures from mechanical injury
and conducts biggest part of tension during nerve tighten-
ing [8].

Normal nerve functioning requires anatomic integrity of
nerve fibers and functioning synaptic connection of nerve
fiber with its efector. There are three main types of nerve
injuries:

- Neurapraxis - transient block of nerve function inflicted by
for example pressure and nerve blood flow dysfunction

- Aksonotmesis - nerve fibers disruption without damage of
connective tissue sheaths

- Neurotmesis - complete nerve cut

At the first and the second stage of injury nerve regen-
eration occurs spontaneously with good treatment progno-
sis. At the third stage of injury spontaneous regeneration is
impossible, surgical intervention and nerve end coaptation
is necessary for nerve function restoration.

Nerve regeneration greatly differs from healing processes
characteristic for all other tissues. For nerve function resto-
ration nerve fibers regeneration ("regrowth in") is neces-
sary from injury site to efector and rebuild of synaptic con-
nection.

Nerve regeneration process runs in few phases. During
the first phase multiple pathophysiologic events occur de-
scribed as Wallerian degeneration. This process is con-
nected with myelin sheaths and nerve fibers break up that
greatly depends on cells called macrophages. These cells
besides phagocytic properties play an important role in sup-
porting nerve fibers reconstruction process, called regen-
eration. They produce multiple substances called cytokines.
Cytokines, for example REG 1, stimulate Schwann cells
proliferation and also production of neurotrofic substances
such like NGF (Nerve Growth Factor). These substances
with retrograde axonal transport reach cell body and stimu-
late expression of genes responsible for protein production
for axonal regeneration. Schwann cells build characteristic
bands or tubes of Blingner, within of which regrowing axons
growths in. [9,10].

Without anatomic nerve fiber reconstruction from injury
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Proces regeneracji nerwu przebiega w kilku fazach. W

® o o o o ® o pierwszejfazie dochodzi do szeregu zjawisk patofizjologicz-

nych okreslanych jako degeneracja Wallera. U podstawy
tych zjawisk lezy rozpad ostonek mielinowych oraz wypu-
stek nerwowych, w ktérych istotng role odgrywajg komaorki
zwane makrofagami. Komorki te oprécz wtasciwosci zer-
nych odgrywajg réwniez wazna role we wspomaganiu pro-
cesu odbudowy widkien nerwowych, ktéry okreslamy rege-
neracja. Wytwarzajg one szereg substancji zwanych cyto-
kinami. Cytokiny, np. cytokina REG 1, stymulujg komorki
Schwanna do proliferacji, jak réwniez do produkciji substanc;ji
neurotroficznych takich jak NGF (Nerve Growth Factor).
Substancje te droga wstecznego transportu aksonalnego
docierajg do ciata komoérkowego i pobudzajg ekspresje ge-
néw odpowiedzialnych za produkcje biatek koniecznych dla
regeneracji aksonu. W tym czasie komérki Schwanna wy-
twarzajg charakterystyczne pasma lub rurki Bungnera, w
ktore wrastajg odrastajgce aksony. Proces regeneracji kon-
czy sie momentem wytworzenia potaczen synaptycznych
oraz ostonek mielinowych wokét odrastajacych aksonow
[9,10].

Bez anatomicznego odbudowania wiékna nerwowego od
miejsca urazowego przeciecia do narzadu docelowego,
wytworzenia z nim funkcjonalnej synapsy i odbudowania
ostonki mielinowej niemozliwy jest powrét funkcji nerwu.
Stosowane metody leczenia, zaréwno klasyczne jak i eks-
perymentalne dgzg do wykorzystania powyzszego proce-
su celem uzyskania jak najskuteczniejszego wyniku rege-
neracji nerwu. Zespala sie kikuty nerwu koniec do konca,
co stwarza warunki by odrastajgce wtokna nerwowe z kiku-
ta proksymalnego mogty wrosng¢ w kikut dystalny. W przy-
padkach urazéw, w ktérych dochodzi do ubytku nerwu ko-
nieczne jest wypetnienie ubytku przeszczepami nerwow. W
ostatnich latach prébuje sie wykorzystywac w tym celu inne
materiaty pochodzenia sztucznego.

Wilasnosci biomechaniczne nerwow
obwodowych

Nerwy obwodowe zbudowane sg z wtdkien nerwowych
oraz ostonek nerwowych zbudowanych z tkanki tacznej o
réznych wiasciwosciach mechanicznych. Ze wzgledu na
rozmieszczenie tkanki tgcznej oraz cylindrycznej konfigu-
racji widkien nerwowych, nerwy obwodowe posiadajg wia-
snosci anizotropowe. W przypadku nerwow trudno jest osza-
cowac ich odpowiedz na dziatanie sit zewnetrznych ze
wzgledu na ich skomplikowang budowe. Gtéwnym elemen-
tem sktadowym nerwéw obwodowych odpowiedzialnym za
ich elastycznos$¢ oraz wytrzymato$¢ na rozcigganie jest
epineurium [11]. Warstwy epineurium nie ulegajg przerwa-
niu w jednym, konkretnym punkcie na powierzchni nerwéw,
ale wzdtuz nerwu na pewnym jego odcinku. Dlatego tez
uszkodzenie nerwéw obwodowych na skutek rozciggania
nie jest zjawiskiem zlokalizowanym [12]. Materiaty, ktére
znajdujg zastosowanie w regeneracji nerwéw obwodowych
muszg charakteryzowac sie dostateczng wytrzymatoscig na
rozcigganie oraz odpornoscig na obcigzenia dynamiczne
tak, aby zdolne byly przeciwdziata¢ sitom dziatajgcym w
Srodowisku "in vivo". Badania nad wtasno$ciami mechanicz-
nymi sg niezbednym krokiem w dalszym rozwoju materia-
tow stosowanych dla regeneracji nerwéw obwodowych [7].
Wiasciwosci mechaniczne takie jak naprezenie i odksztat-
cenie graniczne, wydtuzenie graniczne, modut Younga, pra-
ca zniszczenia sg niezbedne do dokonania charakterystyki

to target organ, synaptic connection reconstruction and re-
construction of myelin sheath nerve function restoration is
impossible. Actually applied treatment methods, classical
and experimental utilize this process to achieve an optimal
nerve regeneration effect. Nerve stumps reconnection cre-
ates conditions for regrowing axons from the proximal stump
to growth into the distal stump. In cases of great nerve tis-
sue loss reconstruction with nerve autografts is necessary.
Recently, for this purpose synthetic materials are being ex-
plored.

Biomechanical properties of peripheral
nerves

A peripheral nerve consists of nerve fibers and connec-
tive tissue of different mechanical properties. Because of
the arrangement of connective tissue and the tubular con-
figuration of nerve fibers, the nerves are anisotropic and
almost transversely isotropic. It is difficult to estimate the
response of nerves to external forces due to their small size
and complicated architecture. The main peripheral nerve
component responsible for the elasticity and tensile strength
of an intact nerve is epineurium [11]. The epineurial sheath
does not rupture at one given point in the nerve, but rather
along the nerve over some distance. Therefore, stretch in-
juries to peripheral nerve may not be localized phenom-
enon [12]. The materials used for supporting peripheral
nerve regeneration have to have sufficient tensile strength
and mechanical toughness to withstand in vivo mechanical
forces. Investigation of tensile properties is a requisite step
in the further development of peripheral nerve substitutes
[7]. The mechanical parameters like ultimate stress and
strain, ultimate elongation, Young's modulus, work to fail-
ure, viscoelastic behavior are necessary to evaluate such
characteristics of any material designed for implantation in
patients.

For rabbit tibial nerve, the tensile strength and ultimate
strain are found to be 11,7+0,7 MPa and 38,5+2,0%, re-
spectively. The strain at the "elastic limit" ranged from 8%
to 20%, and the maximal strain at failure was approximately
30%. These ranges of variation were thought to be due to
the nonhomogenous structure of nerve trunks, which con-
sist of a complex variety of elements with different strength
and elasticity [12]. The rabbit tibial nerve has an ultimate
elongation of 16,3+0,7mm and ultimate load of 9,52+0,47N.
For human ulnar nerves the ultimate load is reported to be
65 to 155 N human median nerve 73 to 220N [12,13].

Peripheral nerves exhibit highly nonlinear stress-strain
behavior. The nerve may stretch up to 15% strain under
minimal stress of internal structures.

These mechanical properties of peripheral nerve are
determined by special interal nerve architecture that ena-
bles an optimal tensile stress load. Inside epineurium fasci-
cles run freely and are loosely connected with it. They run
in a spiral, wavy way along to longitudinal nerve axis. Thus,
there is an excess of length of fascicles in relation to epineu-
rium. During nerve stretching tensile stress is transferred
by epineurium and fascicles straightening. Further stretch-
ing may cause epi, perineurium and nerve fibers disruption
[8,12]. These data are similar to in vivo observations of in-
traneural blood flow in the rabbit tibial nerve. During gradual
stretching venular blood flow significantly decreases when
nerve is stretched to 8% beyond in vivo length. Complete
intraneural ischemia was induced at 15% beyond in vivo
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materiatdw przeznaczonych na implanty.

Dla nerwoéw piszczelowych krélika wytrzymato$¢ na roz-
cigganie oraz odksztatcenie graniczne wynosi odpowied-
nio 11,7+0,7MPa i 38,5+2,0%. Osiagniecie "gornej granicy

length [1,11,12].

The estimated mean Young's modulus of the rabbit sci-
atic nerves in the transverse direction was 66.9+8.0 kPa,
and the longitudinal direction was 580+150kPa [7,11]. The
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elastycznosci" nerwéw ma miejsce przy odksztatceniu od
8% do 20%, a maksymalne odksztatcenie do zniszczenia
oszacowane zostato na okoto 30%. Rozbieznosci w warto-
Sciach odksztatcenia mogg by¢ spowodowane brakiem
homogenicznos$ci w strukturze pnia nerwu, ktéry zawiera
ztozone sktadniki charakteryzujace sie odmienng elastycz-
noscig oraz wytrzymatoscia [12]. Dla nerwdw piszczelowych
krélika wydtuzenie graniczne wynosi 16,3+0,7mm, a obcig-
zenie graniczne 9,52+0,47N. Dla ludzkich nerwéw tokcio-
wych obcigzenie graniczne jest oszacowane pomiedzy 65N,
a 155N, a dla nerwow posrodkowych od 73 do 220N [12,13].

Nerwy obwodowe wykazujg silng nielinearng charakte-
rystyke naprezenie-odksztatcenie. Nerw moze by¢ rozcig-
gany do 15% wartosci odksztatcenia przy minimalnym na-
prezeniu struktur wewnetrznych.

Powyzsze wtasciwosci mechaniczne nerwu sg determi-
nowane specjalng budowa wewnetrzng nerwu, ktéra za-
pewnia najoptymalniejsze przenoszenie naprezen. W ob-
rebie epineurium peczki sg utozone swobodnie i luzno z
nim zwigzane. Ich przebieg jest pofaldowany w stosunku
do osi dtugiej nerwu. Daje to nadmiar dtugosci peczkéw w
stosunku do dtugosci epineurium. Podczas rozciggania
nerwu dochodzi do powstawania naprezen, ktére w wiek-
SZ0SCi Sg przenoszone na epineurium i prostowania pecz-
kéw. Dalsze rozcigganie moze spowodowaé przerwanie
ostonek epi i perineurium oraz rozerwanie wiékien nerwo-
wych [8,12]. Wyniki tych badan potwierdzajg obserwacje in
vivo przeptywu krwi w naczyniach nerwu. Ukrwienie nerwu
krélika znaczaco spada przy zwiekszeniu przyzyciowym diu-
gosci 0 8%. Kompletne zatrzymanie krazenia w nerwie na-
stepuje przy rozciagnieciu powyzej 15% [1,11,12].

Oszacowana warto$¢ modutu Younga dla nerwéw kul-
szowych krélika w kierunku poprzecznym wynosi
66.9+8.0kPa, natomiast w kierunku podtuznym 580+150kPa
[7,11]. Znajomos¢ parametréow mechanicznych nerwow ob-
wodowych jest konieczna z punktu widzenia ochrony pecz-
kéw nerwéw, a takze zachowania ich prawidtowej funkc;ji
fizjologicznych. Tkanka taczna spetnia rowniez bardzo waz-
ng funkcje w utrzymaniu odpowiedniego srodowiska w ob-
rebie srédnerwia poprzez utrzymanie bariery dyfuzji dla réz-
norodnych makroczasteczek. Zmiany w parametrach dyfu-
zji oraz uszkodzenia struktury powstate na skutek napre-
zen rozciggajacych, mogg powodowaé diugotrwate, a na-
wet state, uposledzenie funkcji nerwu [12].

Metody leczenia

W przypadku przeciecia nerwu konieczna jest interwen-
cja chirurgiczna celem odtworzenia anatomicznej tgczno-
$ci miedzy kikutami przerwanego nerwu. Stosowang obec-
nie metoda z wyboru jest zespolenie operacyjne nerwu ko-
niec do konca.

Zespolenie nerwu pod napigciem znaczgco pogarsza
wynik regeneracji, dlatego w urazach przebiegajacych z
ubytkiem nerwu konieczne jest jego uzupetnienie [9,14].
Autoprzeszczepy nerwow sg obecnie najbardziej powszech-
ng procedurg operacyjng stosowang przy naprawie ubytku
nerwow. Mostowanie defektu nerwu za pomoca autogenicz-
nego nerwu dawcy ma szereg stron ujemnych, takich jak
dodatkowe miejsce operacyjne, pobranie zdrowego nerwu,
ktérego rezultatem sg zaburzenia czucia, ryzyko powsta-
nia bolesnego nerwiaka [9,14,15,16,17].

Dlatego dazy sie do lepszego poznania proceséw steru-
jacych regeneracjg nerwéw oraz znalezienia materiatow
alternatywnych dla przeszczepéw autogennych.

mechanical properties of peripheral nerve are important for
protection of nerve fascicles and the integrity of their physi-
ological functions. Connective tissue of nerves has an im-
portant function in maintaining specific environment of the
endoneural space by acting as a diffusion barrier against
several macromolecular substances. Changes in its diffu-
sion properties or structural damage caused by stretching
may lead to chronic or even permanent impairment of nerve
function [12].

Treatment procedures

In the cases of nerve transection surgical intervention
for anatomical nerve stumps coaptation is needed. Actu-
ally, a method of the first choice is end to end coaptation
with few stitches binding epineurium.

Tension after nerve coaptation greatly deteriorates re-
generation effect, therefore nerve injuries with nerve tissue
loss require tissue defect supplementation. [9,14]. Nerve
autografting is the most common surgical procedure cur-
rently used for repair of nerve injuries with nerve tissue
loss defects. Bridging the defect with an autologous donor
nerve is associated with several disadvantages, including
an extra incision for harvesting of a healthy sensory nerve
ultimately resulting in a sensory dysfunctions, risk of painful
neurinoma formation [9,14,15,16,17].

For these reasons processes regulating nerve regenera-
tion and alternative to the autologus nerve grafts artificial
materials are still being investigated.

Requirements for artificial nerve guides
implants

Ideal implant for nerve substitute should have the follow-
ing characteristics:
1. biocompatibility;
2. bioresorbability;
3. potential for stimulating nerve regeneration;
4. material with an ability for | incorporation of nerve growth
factors;
5. should have an appropriate mechanical properties de-
scribed by Young's module;
6. easy for intraoperative handling;
7. inexpensive [18,19].

Regeneration process in nerve tube implant

One of the main research directions in peripheral nerve
regeneration are experiments with membranes creating iso-
lated environment for regenerating nerve tissue. Classic
model of nerve tissue loss regeneration relates to empty
tube-shape implants. The tube implant connects nerve ends
and creates between them isolated environment for free
tissue reconstruction.

Regeneration process in empty tube implant occurs in
several subsequenty stages. Within the first hours after im-
plantation implant's lumen tills-in with acellular fluid origi-
nating from nerve stumps inserted in tube. It is rich in
nerothrophic and nerve regeneration stimulating agents. In
the next stage, fluid is exchanged with loose, acellular ex-
tracellular matrix formed mainly by fibrin. After 7 days the
fibrin is longitudinally organized lengthwise long implant's
axis creating bridge between the nerve stumps, with hour-
glass-shape with the narrowest part located closer to distal
nerve stump. Nerve bridge diameter is much thinner than
tube [20]. Longitudinal fiber organization is regularly disor-
ganized by arch-like bending of fibers creating in transver-
sal section the characteristic arches with bases directed to
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. Wymagania stawiane przed sztucznymi
implantami nerwowymi

Idealny implant, ktéry moze by¢ uzyty do uzupetnienia
ubytkdw nerwdéw obwodowych powinien charakteryzowaé
sie nastepujacymi wiasnosciami:

1. biozgodnos¢;

2. bioresorbowalnosc¢;

3. stymulacja regeneracji nerwu

4. zdolny do generowania grup funkcyjnych na swojej po-
wierzchni, pozwalajgcych na inkorporacje czynnikéw mo-
dyfikujacych regeneracje wiokien nerwowych

5. o zblizonych do nerwéw obwodowych wtasciwosciach
mechanicznych okreslanych przez modut Younga;

6. porecznos$c chirurgiczna;

7. tani; [18,19]

Procesy regeneracji zachodzace w implancie

Gtéwnym nurtem badan prowadzonych w celu zastgpie-
nia przeszczepow z nerwéw obwodowych materiatem
sztucznym sg projekty zwigzane z budowg membran two-
rzacych odizolowane Srodowisko dla regenerujacej tkanki
nerwu. Modelowym przyktadem pozwalajagcym na pozna-
nie sekwencji zdarzeh majacych miejsce podczas regene-
racji/rekonstrukcji przez organizm ubytku nerwu sa bada-
nia z zastosowaniem pustych implantéow w ksztatcie rurki.
taczy ona kikuty nerwu zapewniajac pomiedzy nimi odizo-
lowane srodowisko, w ktérym mozliwa jest swobodna od-
budowa tkanki.

Procesy regeneracji nerwu zachodzace w pustym wsz-
czepie na bazie rurki przebiegaja w kilku nastepujacych po
sobie etapach. W ciagu kilku godzin po implantacji Swiatto
implantu wypetnia sie ptynem bedacym przesaczem z ki-
kutéw nerwu. Jest on bogaty w czynniki neurotroficzne i
stymulujgce regeneracje nerwéw. W nastepnym etapie ptyn
wewnatrz implantu wypetnienia sie luzng, bezkomorkowg
macierzg pozakomorkowg zbudowana gtéwnie z fibryny. Do
7 doby po zabiegu wtdknik organizuje sie linijnie wzdtuz osi
dtugiej implantu tworzgc wewnatrz rurki pomost taczacy ki-
kuty nerwu. Jego ksztalt przypomina rozciagnietg klepsy-
dre z przesunietym najwezszym punktem w kierunku kiku-
ta dystalnego. Srednica pomostu jest z reguty ciensza od
Srednicy rurki. W obrebie macierzy widoczne sg pojedyn-
cze erytrocyty, ktorych ilos¢ spada ku srodkowi implantu[20].
Uktad linijny wzdtuz osi dtugiej rurki jest regularnie zabu-
rzony przez tukowate ugiecie sie widkien tworzac na prze-
kroju poprzecznym charakterystyczne tuki podstawg skie-
rowane do $rodka implantu [21]

Na tak przygotowane srodowisko wrastajg komorki, po-
czatkowo sg to elementy pozanerwowe. Jako pierwsze,
okoto 4-7 dnia, pojawiajg sie fibroblasto-podobne komérki
wywodzgce sie z unerwia. Zwykle pokrywajg one najpierw
zewnetrzng sciane regeneratu, a nastepnie wypetniajgce
takze $wiatto rurki. Za nimi postepujg komérki Schwanna w
formie tancuchoéw oraz kolejno naczynia. W czasie formo-
wania sie bezkomérkowej macierzy wewnatrz implantu do-
chodzi do wzbudzenia i namnazania sie komérek Schwan-
na w kikutach nerwu, w wiekszym stopniu w kikucie dystal-
nym niz proksymalnym. Poczawszy od okoto 4-7 doby za-
czynajg one migrowac¢ w swiatto implantu, najpierw od stro-
ny kikuta dystalnego[20,21,22]. Uktadaja sie linijnie, wzdtuz
osi okreslonej przez uktad wiékien fibryny. Proces odbudo-
wy komoérkowej zachodzi najszybciej wzdtuz $cian, a na-
stepnie postepuje koncentrycznie do srodka implantu. Od
strony proksymalnej w $wiatlo implantu wrastajg aksony,
ktére pojawiajg sie pod koniec pierwszego tygodnia[20].
Towarzyszg im komérki Schwanna z kikuta proksymalne-

Matrix is then colonized by cells, initially by extra neural
elements extraneural. Between 4 and 7 day, fibroblast-like
cells originating from perineurium appear. These cells typi-
cally first cover internal wall of the implant, followed by colo-
nization at lumen. Fibroblasts are followed by Schwann cells
forming bunds of Bunger and successively blood vessels.
During acellular matrix formation Schwann cells in nerve
stumps arouse and start to proliferate, more effective in distal
than in proximal stump. Since 4-7 day Schwann cells start
to migrate into tube lumen, beginning from distal stump
[20,21,22]. They arrange longitudinally along an axis cre-
ated by fibrin fibers arrangement. The most effective cellu-
lar reconstruction proceeds along the tube walls and sub-
sequently concentrically to the implant centre. Axons growth
into the implant, from proximal side, begins from the end of
first week [20]. It is accompanied by Schwann cells from
proximal stump that are creating axons myelin sheet as it
elongates. During axon regeneration Schwann cells in the
front or behind of growth cone are found. However, it is
known, that Schwann cells are capable to colonize implant
independently of contact with axon [20,22,23]. Regenera-
tion process greatly enhances from 9 day after tube im-
plantation [21]. After connection of proximal and distal re-
generation parts (for implants 10 mm long it takes about
16-17 day, while for 25 mm long 21 day) digit-like proc-
esses take place with transiently disorganizing local longi-
tudinal orientation [15,21]. After 7 days axons penetrate
distal part of implant and elongate using support provided
by Schwann cells originating from distal stump. The distal
stump is reached after 21-28 days [20,21,24]. Growth of
axons in distal part of implant is now oriented by longitudi-
nal Schwann cell orientation. Direct contact of distal
Schwann cells with axon stops their proliferation. If distal
and proximal aspects of regeneration process are not con-
nected, Schwann cells from distal stump and axons from
proximal stump, after short migration (about 4-5 mm), usu-
ally stop to migrate. Schwann cells create cup-like struc-
tures covering distal stump [10,15,21,25,26]. Myelinization
process between 14 - 36 day and advances from proximal
to distal stump [20,22]. Simultaneously extracellular matrix
created by fibroblasts maturates providing mechanical sup-
port for growing tissue. Excessive connective tissue or even
cicatrice formation takes place in areas related to foreign
body such as silicon or fibers of non-absorbable treads.
Connective tissue greatly disturbs orientation of fibrin fila-
ments and hampers cells and axons migration [21]. In late
phases of regeneration number of counted axons in distal
stump is greater than in proximal one. It is explained by the
fact that the growth cones produce few independently re-
generating processes that extend into the distal stump. This
process increases chances of successful regeneration for
particular single axon [21,22]. During the second week blood
vessels start to grow into the implant, both from proximal
and both distal stump. Vessels follow the front of migrating
cells and axons. By the end of third week the vessels from
stumps meet in the central regeneration zone nourishing
about 10 mm tissue section [20,21]. Elimination of blood
flow from nerve stumps makes impossible nerve tissue re-
generation [23,27].

Regenerated nerve fibers are thinner; both axons and
myelin sheaths [10,15,20,21,22,25,26,28]. During tissue
maturation number of axons decreases while diameter of
myelin sheahs increases [22,29,30]. Some implants, like
silicone, show tendency to stimulate parietal connective tis-
sue creation. This tissue tightens and narrows the nerve
space inducting degenerative processes in regenerated
nerve tissue. Nerve fibers are damaged showing morpho-
logical tissue image comparable with multiple crush injury
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morki Schwanna w trakcie postepowania regeneracji akso-
nu sg stwierdzane przed lub za stozkiem wzrostowym, przy
czym wiadomo, ze komorki Schwanna majg zdolnos¢ kolo-
nizowac powstajacy regenerat niezaleznie od kontaktu z
aksonami [20,22,23]. Proces regeneracji tkanki nerwu ule-
ga wyraznemu przyspieszeniu od 9 doby po zabiegu [21].
Po zetknieciu sie czota obu tych procesoéw (przy implancie
dtugosci 10 mm nastepuje to okoto 16-17 dnia, przy diugo-
$ci 25 mm okoto 21 dnia) dochodzi do ich palczastego na-
chodzenia sig i przej$ciowego zaburzenia osiowej orienta-
cji w miejscu przejscia [15,21]. Po okoto 7 dniach aksony
przechodzg do dystalnej czesci regeneratu i wykorzystujac
podpore komoérek Schwanna pochodzacych z kikuta dystal-
nego, osiggajac okoto 21-28 dnia kikut dystalny [20,21,24].
Ich wzrost nastepuje teraz wedtug kierunku okreslonego
przez uktad tych komoérek (przypomina to wrastanie w ka-
naty Biingera). Powoduje to zatrzymania namnazania sie
komorek Schwanna pochodzacych z kikuta dystalnego.
Jezeli nie dochodzi do potgczenia sie obu proceséw ko-
morki Schwanna w kikucie obwodowym, aksony w kikucie
proksymalnym, po przejsciu pewnego odcinka (okoto 4-5
mm) przestajg migrowa¢. Komoérki Schwanna tworzg struk-
ture na ksztalt "czapeczki", ktéra pokrywa kikut dystal-
ny[10,15,21,25,26]. Poczatek mielinizacji postepujacy od
kikuta proksymalnego w kierunku dystalnym obserwuje sie
miedzy 14-36 dniem [20,22]. Jednoczes$nie dojrzewa sub-
stancja pozakomoérkowa budowana przez fibroblasty dajac
mechaniczng podpore powstajgcej tkance. Nadmierne po-
wstawanie tkanki facznej, a nawet bliznowacenie ma miej-
sce w okolicach pokrywajacych powierzchnie ciata obce-
go, np. jakim jest sylikon lub wtdkna uzytych szwéw nie-
wchatanialnych. Tkanka faczna w istotny sposob zaburza
w tych rejonach orientacje wtokien fibryny oraz utrudnia
migracje komorek i aksonow [21]. W pozniejszych fazach
regeneracji w kikucie dystalnym stwierdza sie zdecydowa-
nie wiekszg ilos¢ aksondw niz jest obecna w kikucie prok-
symalnym. Jest to zwigzane z wytwarzaniem przez stozki
wzrostowe kilku niezaleznie wzrastajacych widkien, ktére
regenerujg poprzez kikut dystalny. Zwieksza to szanse po-
wodzenia regeneracji pojedynczego aksonu [21,22]. W okre-
sie drugiego tygodnia zaczynajg w implant wzrasta¢ naczy-
nia krwionos$ne, poczatkowo od proksymalnego kikuta, na-
stepnie od dystalnego. Postepujg one za czolowg strefg
migracji komoérek aksonéw. Pod koniec trzeciego tygodnia
naczynia spotykaja sie w srodkowe;j strefie regeneratu una-
czyniajac 10 mm odcinek tkanki [20,21]. Odciecie ukrwie-
nia pochodzacego od kikutow nerwow praktycznie uniemoz-
liwia regeneracje [23,27].

Zregenerowane wiokna nerwowe sg ciensze, zarowno
aksony jak i ostonki mielinowe [10,15,20,21,22,25,26,28] Z
czasem dochodzi do zmniejszania sie ilosci aksonéw oraz
pogrubiania sie ostonek mielinowych [22,29,30]. Pewng
specyfikg implantéw sylikonowych jest tendencja do powsta-
wania widknienia przysciennego. Prowadzi to do zacisnie-
cia nerwu i wzbudzenia proceséw degeneracyjnych w po-
wstatej tkance nerwu. Niszcza one widkna nerwowe dajac
obraz morfologiczny tkanki poréwnywalny z wielokrotnym
urazem zmiazdzeniowym [22]. Znaczaco rdznig sig¢ on od
procesow starzenia sie zregenerowanego nerwu czy doj-

generated nerve or from maturation of regenerated nerve
fibers and resorption of collateral needles branches of sin-
gle completely regenerated axon [29,30].

Extracellular matrix formation and subsequent tissue re-
generation depend on diameter and length of implanted tube
and nerve tissue defect [27].

Membranes and fibers with potential application for
peripheral nerve regeneration

Polymers membranes

Both biostable as well as biodegradable polymers are
used as the carrier materials for regeneration of peripheral
nerve. Most popular stable polymer materials are epoxy
resins, polytetrafluoroethylene, polyimide and first of all sili-
con rubber. These polymers are biocompatible, electrically
insolating and stable. To improve biocompatibility of poly-
mer- based implants their bulk and surface properties can
be modified in wide range[18].

Classic example of artificial implant used in surgery for
many years are silicone tubes. Investigations of this mate-
rial provided several important informations about nerve re-
generation process [31,32]. Silicone tubes provide an "ex-
trinsic" closed space within of which a spontaneously formed
fibrin matrix allows for ingrowth of axons and non-neuronal
cells [33]. One of silicone implants drawback is mismatch-
ing mechanical properties to those of tissue. Moreover, sili-
cone material strongly stimulates fibrous tissue formation,
and by consuming tube space limits or even inhibits regen-
eration, migration of axons from proximal to distal stump
[34].

Actually biodegradable materials are being examined, in
order to eliminate necessity of second operation for nerve
guide removal after nerve regeneration is completed [35].

Several biodegradable synthetic materials, in the form
of simple hollow conduits, have been shown to support nerve
regeneration. Biodegradable polymers used as membranes
or channel to regeneration of peripheral nerve are poly-I-
lactide acid (PLLA), poly-glycolic acid, copolymer poly-I-
lactide-co-glycolic acid (PGLA), chitosan, collagen and poly-
3-hydroxybutyrate (PHB).

RYS. 1. Rurka silikonowa.
FIG. 1. Silicone tube.

R

FOW

rzewania powstatych wiékien nerwowych i resorpcji niepo-
trzebnych bocznych gatezi pojedynczego aksonu [29,30].

Formowanie macierzy pozakomoérkowej, a nastepnie
tkanki regeneratu jest zalezne od $rednicy i dlugosci zasto-
sowane;j rurki i ubytku [27].

Polyesters, such as polylactic acid (PLA), polyglycolic
acid (PGA), poly-lactide-e-caprolactone and PLGA have
been used extensively due to their availability, processability
and low inflammatory response [36]. A suitable material
should be biocompatible, probably bioresorbable, benefi-
cial to nerve regeneration and maturation, resistant to scar
invasion, and clinically applicable. PLLA, and polyglycolid
acid (PGA) offer several advantages including their biode-
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Membrany i wtékna mogace znalez¢ zastosowanie jako
implanty do uzupetniania ubytkéw w nerwach obwo-
dowych.

Membrany polimerowe

Polimery, zaréwno stabilne jak i biodegradowalne, sg
najbardziej obiecujgcymi materiatami do produkcji implan-
téw dla regeneracji nerwéw obwodowych. Najbardziej po-
pularnymi polimerami niebiodegradowalnymi sg zywice
epoksydowe, politetrafluoroetylen, poliimidy, a przede
wszystkim silikon. Wymienione polimery sag biozgodne, trwa-
te, a pod wzgledem elektrycznym sg izolatorami. Wiekszo$¢
wiasciwosci polimerow moze by¢ w pewnym stopniu mo-
dyfikowana, takze powierzchnia polimeréw moze ulegaé
modyfikacji w celu poprawienia jej biozgodnosci [18].

Klasycznym obecnie przyktadem sztucznego implantu
s3 rurki sylikonowe stosowane od wielu lat w chirurgii. Ba-
dania z ich uzyciem dostarczyty wielu danych o procesach
regeneracji zachodzacych w nerwach obwodowych [31,32].
Rurki silikonowe stanowig zamkniete srodowisko, wewnatrz
ktérego nastepuje samoistne formowanie sie macierzy fi-
bryny. Pozwala ona na wzrost aksonéw, naczyn wiosowa-
tych i migracje komoérek podporowych [33]. Wadg implan-
téw silikonowych jest niedopasowanie ich wtasnosci me-
chanicznych z wkasnosciami mechanicznymi tkanek, z kto-
rymi implant jest potgczony, a takze fakt, ze jest to materiat
niebiodegradowalny. Ponadto materiat sylikonowy silnie
stymuluje powstawanie tkanki witdknistej, ktéra przerasta-
jac swiatto rurki ogranicza badz wrecz uniemozliwia rege-
neracje, przerastanie wtokien nerwowych z czesci proksy-
malnej do czesci dystalnej ubytku [34].

Obecnie dazy sie do zastosowania degradowalnych
materiatéw, aby unikng¢ potrzeby ponownej operacji w celu
usuniecia "nerve guide", gdy catkowita regeneracja nerwu
dobiegnie konca [35].

Wiele biodegradowalnych materiatéw syntetycznych w
formie prostych, wdrgzonych wewnatrz kanatéw jest wyko-
rzystywanych jako podpory dla regeneracji nerwéw. Poli-
mery bioresorbowalne stosowane do regeneracji nerwow
wystepujace w formie membran badz kanatéw to: polilak-
tyd (PLA), poliglikolid, kopolimer poli-I-laktydu z poliglikoli-
dem (PGLA), chitozan, kolagen, poli-3-hydroksybutyren
(PHB).

Poliestry takie jak polilaktyd (PLA), poliglikolid (PGA), poli-
e-kaprolakton i kopolimer laktydu z glikolidem (PLGA) sg
stosowane w szerokim zakresie poniewaz sg tatwo dostep-
ne, proste w obrébce i wywotujg niewielki odczyn zapalny
[36]. Odpowiedni materiat powinien by¢ biozgodny, ulega¢
bioresorpciji, podtrzymywac regeneracje nerwow i ich ksztat-
towanie, a dodatkowo by¢ poreczny chirurgicznie. Polilak-
tyd (PLA), poliglikolid (PGA) wykazujg sporo pozytywnych
cech takich jak: biodegradowalnosé, biozgodnosé oraz po-
rowatg strukture odpowiednig dla tworzenia sie naczyn
krwionosnych [1,37]

Kwas glikolowy jest fatwo dostepnym, biozgodnym ma-
teriatem o dobrych wtasciwosciach mechanicznych. Ulega
biodegradacji nie wytwarzajgc toksycznych produktéw. Im-
plant zbudowany z rurki poliglikolidowej wypetnionej kola-
genem zostat zastosowany z powodzeniem dla uzupetnie-
nia 15 mm ubytku nerwu strzatkowego u psa [38]. Podobny
implant skfadajacy sie z rurki poliglikolidowej pokrytej kola-
genem i wypetnionej wtbknami kolagenowymi pokrytymi
lamining zastosowano dla uzupetnienia ubytku 80 mm ner-
wu strzatkowego réwniez u psa.

Implant mtaki zawiera wiekszos¢ znanych czynnikow
wspomagajgcych regeneracje nerwu (ostone rurki, podpo-
re macierzy komérkowej, sekwencje sygnatowe btony pod-
stawnej dla komoérek Schwanna - laminina). Zastosowanie

gradability, porous structure for vascularization and consist-
ency in design requirements [1,37].

Polyglycolic acid is easy available, biocompatible mate-
rial with good mechanical properties. It biodegrades with-
out any toxic products. Implant in the form of tube made of
polyglycolid tube filled with collagen sponge was used suc-
cessfully for bridging 15 mm peroneal nerve gap in dog
[38]. Similar implant, polyglycolid acid tube coated with col-
lagen and filled with laminin coated collagen fibers, was
used for bridging 80 mm gap in dog's peroneal nerve. Such
implant contains most of known factors stimulating nerve
tissue regeneration (tube wall protection, extracellular ma-
trix support, Schwann cell base membrane signal sequences
- laminin). This implant application allowed for dog's mus-
cle strength restoration adequate for normal walk without
weight support on that limb. During 12 months of observa-
tion number of axons counted in regenerated tissue de-
creased (degeneration of lateral processes of axon's that
successfully ended regeneration creating synaptic connec-
tion), an increase of myelin sheaths diameter, increase of
amplitude and decrease of signal latency in regenerated
tissue [39].

PGA implants were used in researches on humans. 43
digital nerves were connected. Final effect measured in two
point discrimination test was as follows: 43% results were
very good (S4 score British Medical Research Council) and
43% good (S3+ score BMRC). Treatment outcome was sta-
tistically better comparing to classic methods. Difference
was greater for short gaps (4 mm and less) than for long (8-
30 mm) [40]. In another study good results were indicated
also for long gaps with 3 cm length [24].

The most promising material for reconstruction of pe-
ripheral nerve was poly-3-hydroxybutyrate (PHB). PHB is a
natural biological polymer, manufactured as bioresorbable
sheets, which can be formed into tubes [41]. PHB is an
energy storage product of bacterias, occurring within the
cell cytoplasm as granules. It is available in the form of
bioabsorbable sheets, which are non-antigenic, easy to
handle and have good tensile strength. PHB undergoes hy-
drolytic degradation and is completely absorbed within 24-
30 months [42].

Chitosan is one of the most popular polysaccharides
found in nature [43]. Natural polysaccharide usually con-
tributes to cellular adhesion and inhibition of scar forma-
tion. Chitosan membranes and fibers have excellent
neurogial cell affinity. Such material may repair certain dis-
tant nerve injury, causing little or no immune reaction of the
body [44]. Chitosan is very hydrophilic allowing for its ex-
pansion in contact with water. However, its porous forms
are attempted to be used as the constructs at artificial ex-
tracellular matrix suitable for the growth of neural cells. The
molecular structure of chitosan is similar to that of
glycosaminoglican, which resides in the basal membrane
and extracellular matrix. It make it reacts with extracellular
adhesive molecular, such as laminin, fibronectin and colla-
gen IV, which promote cells to adhere, migrate and differ-
entiate [44,45].

Collagen belongs to the most often used materials for
nerve guide preparation due to its biocompatibility and de-
sirable tensile strength [46]. Collagen is the main protein of
connective tissue in animals and the most abundant pro-
tein in mammals, making up about 1/4 of the total proteins.
Over 3 year observation, with proved usefulness of colla-
gen implants for peripheral nerve gaps bridging [47,48].
Studies of regeneration processes in silicone and collagen
tubes revealed their similarity. Important factor is stimula-
tion of regeneration in prefilled tubes. Tubes are filled with
collagen type |, mixture of type | and IV or collagen bonded
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takiego implantu pozwolito uzyskaé powrét sity miesniowej with chondroityn sulphate [26]. Collagen implant durability
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u psa umozliwiajgcy zwierzeciu normalny chod. W czasie
12 miesigcznej obserwacji stwierdzono zmniejszenie sie licz-
by aksonéw w regeneracie (degeneracja bocznych wypu-
stek aksonéw, ktdre wytworzyty potaczenia) powiekszanie
sie srednicy ostonek mielinowych, spadek latencji przewo-
dzenia sygnatéw przez zregenerowany nerw [39].

Implanty na bazie PGA zostaly zastosowane w bada-
niach na ludziach. W jednym z badan wykonano zespole-
nie 46 nerwow palcowych uzyskujac w badaniu czucia dwu-
punktowego po 43 % wynikéw bardzo dobrych (S4 wedtug
Britisch Medical Research Council) i dobrych (S3+ wedtug
BMRC). Wynik leczenia byt statystycznie lepszy w poréow-
naniu do metod klasycznych. Réznica byta bardziej widocz-
na dla bardzo krétkich ubytkdw (do 4 mm) niz dtuzszych (8-
30mm) [40]. Kolejne badania wykazaty dobre wyniki lecze-
nia dla ubytkéw o dtugosci 3 cm [24].

Bardzo obiecujgcym materiatem dla regeneracji nerwéw
obwodowych jest poli-3-hydroksybutyren (PHB). PHB jest
naturalnym polimerem, produkowanym jako bioresorbowal-
ne warstwy, ktére mogq by¢ nastepnie przetwarzane w po-
stac rurek [41]. PHB w postaci granul wystepuje w sposéb
naturalny w cytoplazmie komorki bakterii jako substancja
magazynujaca energie. PHB jest dostepny jako bioresor-
bowalne warstwy, o niskiej antygenowosci, jest poreczny i
cechuje sie dobrg wytrzymatoscig na rozcigganie, PHB ule-
ga degradaciji hydrolitycznej i jest catkowicie usuwany w
ciggu 24-30 miesiecy [42].

Chitozan jest jednym z najczesciej wystepujacych w
naturze polisacharydéw o tadunku dodatnim (chitozan jest
w catosci badZ czesciowo otrzymywany przez deacetylacje
chityny) [43]. Naturalne polimery wykazujg wysokie zdol-
nosci adhezji komérek oraz inhibicji powstawania blizny.
Membrany oraz widkna chitozanowe wykazujg doskonate
powinowactwo do komoérek neurogleju, dzieki czemu ma-
teriat ten moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do re-
konstrukgji uszkodzonych nerwéw. W niewielkim stopniu lub
nawet wcale wywotuje reakcje immunologiczng organizmu
[44]. Chitozan jest bardzo hydrofilny, co powoduje, ze wchta-
nia duze ilosci wody, jest wysoko porowatym materiatem,
przez co moze by¢ wykorzystany do konstrukcji sztucznej
macierzy zewnatrzkomoérkowej odpowiedniej dla wzrostu
komérek nerwowych. Struktura molekularna chitozanu jest
podobna do glikozaminoglikanow, ktére znajduja sie w bfo-
nie podstawowej oraz w macierzy zewngtrzkomorkowej.
Sprawia to, ze chitozan w tatwy sposob oddziatuje z ze-
wnatrzkomorkowymi czastkami adhezyjnymi takimi jak la-
minina, fibronektyna oraz kolagen typu IV, ktére pobudzajg
komorki do adhezji, migracji oraz réznicowania sie [44,45].

Kolagen jest jednym z najczesciej stosowanych mate-
riatow do produkgji "nerve guide" z powodu jego biozgod-
nosci oraz pozadanej wytrzymatosci na rozcigganie [46].
Kolagen jest gtownym biatkiem tkanki tacznej zwierzat oraz
najczestszym biatkiem wystepujacym u ssakéw, stanowig-
cym okoto 1 wszystkich biatek. Ponad 3 letnia obserwacja
na naczelnych potwierdzita przydatno$c¢ kolagenowych po-
mostéw do uzupetniania ubytkéw nerwéw obwodowych
[47,48]. Kolejne badania wskazujg na identycznosc¢ proce-
séw regeneracyjnych na bazie kolagenu i rurek sylikono-
wych. Waznym aspektem jest stymulacja regeneracji w przy-
padku wypetnienia rurek. Stosuje sie macierze zaréwno z
czystego kolagenu typu pierwszego, jak i mieszanin typu | i
IV oraz kolagenu potgczonego z siarczanem chondroityny
[26]. Dla podniesienia wytrzymatosci implantu kolagenowe-
go stosuje sie obrébke przy uzyciu ultrafioletu, ogrzewania
lub poddanie wptywowi aldehydu glutarowego. Kolagen
poddany obrébce termicznej ulega wchtonieciu po 6 tygo-
dniach, jest dobrze unaczyniony, powstajaca na jego bazie
tkanka nerwowa jest podzielona w pseudopeczki z duzg

is modified using UV, heat treatment or glutar aldehyd. Heat
treated collagen is fully absorbed after 6 weeks, well vas-
cularised, nerve tissue is divided in pseudofascicles with
large quantity of dense cicatricle tissue. UV treated mate-
rial is poorly vascularised, nerve tissue maturates and after
12 weeks is comparable to autograft (number of myelined
axons, muscle evoked potentials) [49]. Glutaraldehyd cre-
ates strongly hydrophobic and cytotoxic surface that greatly
inhibits regeneration process [49,50]. Except of physical
features of implant such, as pore network, pore diameter,
three-dimensional canals localization, implant preparation
technique is also important, and may greatly change its re-
generative properties [49].

Previous studies have shown that collagen tubes cannot
be used to bridge nerve defects greater than 15mm, since
a long collagen tube can break and its lumen could col-
lapse due to movement. Sometimes a collagen tube with a
length of 20mm and an inner diameter of 1mm was coated
with polymer, for examples poly(l-lactide-co-glycolic acid)
(PLGA) to enhance its structural integrity and elasticity. The
polymer layer performs two roles: reinforces collagen mem-
brane and prevents collapse due to movement. On the other,
hand, it creates a highly porous structure, which is impor-
tant determinants for nutrient transport into the conduit .
The collagen layer also prevents surrounding tissue from
invading the tubes [51,52,53].

The polymers conduits are very often filled with fibers
materials like poly(l-lactide-co-glycolide) (PLGA) fibers, poly-
I-lactide acid (PLLA), alginian filaments and hydrogels, col-
lagen filaments, carbon filaments, bioglass fibers, chitosan
fibers or material with properties of hydrogel [44,54].

Collagen fibers can be used as scaffolds for axonal elon-
gation. Collagen is a major component of the extracellular
matrix and is known to promote cellular proliferation and
tissue healing. It has also been reported that the biological
properties of collagen make it a superior choice for the use
in conjunction with nerve tubes as a promoter of peripheral
nerve regeneration [37,55]. Nerve scaffold made of the col-
lagen filaments can be length from 20 to 30mm and 20um
in diameter [56].

Bioglass fibers are not only biocompatible and
bioresorbable, what are the fundamental requirements of
successful devices, but also amenable to bioengineering.
Such fibers have the potential for the use in the most chal-
lenging clinical cases, where there are long inter-stump gaps
to be bridged. Bioglass fibers can be used to deliver growth
factors and/or adherent cells within the lumen of a nerve
conduit. Bioglass fibers used as scaffolds for axonal regen-
eration consist of SiO;, Na,O, CaO and P,0; and, their di-
mensions are 0,5cm long and 25um diameter. Scientists
from United Kingdom have applied bioresorbable bioglass
fibers as a scaffolds for axonal regeneration. 0,5cm frag-
ment at the sciatic nervesof adult rats was reconstructed.
The axonal regrowth was qualitatively and quantitively in-
distinguishable from that seen using an autograft [57].

Alginian based hydrogels are well recognized materials
both in experimental studies as well as in clinical applica-
tions [58]. It is natural polymer extracted from sea algae,
composed by turn of mannose and glucuronic acid. Ca ions
addition to water alginate solution cause ionic bonds crea-
tion between polymer chains. This process turns the solu-
tion into hydrogel, and its solidity can be controlled by con-
centration of Ca ions [59]. Lack of specific cell bonding sec-
tions makes alginate chains ideal ground for construction
of extracellular matrices. In order to facilitate material cell
colonization, alginate chains are modified with cell's bind-
ing signal sequences. The most common sequence is RGD
[69,60,61]. Alginates can be easing sterilized or modified

A

tOW

R

MATERIA

iloscig gestej tkanki bliznowatej. Materiat poddany obrébce chemically in order to change their properties [59]. 10 mm

N
-



A

R

N

UV jest stabo unaczyniony, jednak wstajagca wen tkanka
nerwowa szybko dojrzewa osiggajac po 12 tygodniach po-
sta¢ podobng do autoprzeszczepu [49]. Glutaraldehyd po-
woduje powstanie powierzchni o silnej hydrofobowosci oraz
cytotoksycznosci, co znacznie uposledza procesy regene-
racyjne wewnatrz takiego implantu [49, 50]. Oprécz wiasci-
wosci fizycznych implantu takich jak sie¢ poréw, ich sredni-
ca, utlozenia przestrzenne kanatéw wazna jest technika przy-
gotowania implantu, ktéra moze znacznie wptyna¢ na jego
wiasciwosci [49].

Wczeséniejsze badania wykazaty, ze rurki kolagenowe
nie mogq by¢ zastosowane do uzupetniania ubytku nerwu
wiekszego niz 15 mm, poniewaz mogg ulega¢ ztamaniu,
badz zapadaniu w wyniku przemieszczen. W celu popra-
wienia elastycznosci i odpornosci struktury na zniszczenie,
rurki kolagenowe sg pokrywane polimerem takim jak kopo-
limer polilaktydu |z poliglikolidem. Powtoka polimerowa spet-
nia dwie funkcje: po pierwsze wzmacnia jej sciane oraz
zapobiega jej zapadaniu w trakcie ruchu, po drugie tworzy
wysokoporowatg strukture, ktéra jest bardzo wazna dla
transportu substancji odzywczych do wnetrza implantu.
Powtoki polimerowe na powierzchni rurek kolagenowych
zabezpieczajg takze przed wtargniecie tkanki zewnetrznej
do wnetrza rurki [51,52,53]. Ztgcza polimerowe bardzo cze-
sto sg wypetniane materiatami widknistymi takimi jak wtok-
na z kopolimeru poli-ld-laktydu z poliglikolidem (dI-PLGA),
widkna z poli-I-laktydu (PLLA), widkna alginianowe, kola-
genowe, weglowe, widkna z bioszkiet, wtdkna chitozanowe
a takze materiatem wypetniajagcym moze by¢ hydrozel [44,
54].

Widkna kolagenowe moga by¢ uzywane jako podioza
dla wzrastajgcych wtokien nerwowych. Dzigki odpowiednim
wiasnosciom biologicznym, wtdkna kolagenowe sg uzywa-
ne jako elementy wypetniajace polimerowe implanty ner-
wow, utatwiajace ich regeneracje [37,55]. Podioza dla re-
generacji nerwéw wykonane z wiékien kolagenowych moga
mie¢ dtugos¢ od 20 do 30mm i Srednice 20 ym [56].

Widkna z bioszkiet sg biozgodne i bioresorbowalne, a
takze majg mozliwos$¢ potencjalnego zastosowanie w wie-
lu stanowigcych wyzwanie dziedzinach, na przykfad do
mostowania dtugich przerw miedzy kikutami. Mogg byé
zastosowane jako elementy do transportowania czynnikéw
wzrostu oraz/lub jako podpora dla wzrostu komérek nerwo-
wych. Widkna z bioszkiet stosowane jako podtoza dla rege-
neracji aksonéw zawierajg SiO;, Na,O, CaO i P,0O,, przy
wymiarach 0,5cm dtugo$ci oraz 25um Srednicy. Naukowcy
z Wielkiej Brytanii zastosowali wiékna z bioszkiet jako pod-
toze dla regeneracji aksonéw dla 0,5cm ubytku nerwu kul-
szowego dorostego szczura - réznica pomiedzy parame-
trami odbudowanego aksonu, po zastosowaniu witokien z
bioszkiet, a autoprzeszczepu byta praktycznie niedostrze-
galna [57].

Hydrozele skonstruowane na bazie alginianéw sg do-
brze poznanymi materiatami stosowanymi zaréwno w ba-
daniach doswiadczalnych jak i majgcymi uznane zastoso-
wanie w medycynie[58]. Jest to naturalny polimer izolowa-
ny z alg morskich, zbudowany z potozonych na przemian
jednostek kwasu manuronowego i guluronowego. Dodatek
jonéw Ca do roztworu wodnego alginianéw powoduje po-
wstawanie wigzan jonowych pomiedzy tancuchami polime-
ru, co prowadzi do przechodzenia roztworu w postac¢ hy-
drozelu. Stopien upostaciowienia moze by¢ regulowany ste-
zeniem dodanych jonéw Ca [59]. Ze wzgledu na brak spe-
cyficznych miejsc tgczenia z komérkami w tancuchach po-
limeru alginiany sg idealnym podtozem do konstrukcji
sztucznych macierzy pozakomorkowych [59,60,61]. Alginia-

alginate sponge implanted as a bridge for nerve regenera-
tion is absorber in 4 weeks. During that time axons manage
to pass the gap. Characteristic is fact, that ingrowth of tis-
sue into the implant starts with axons followed by Schwann
cells. Schwann cells produce fully valuable myelin sheath.
Simultaneously with proximal regeneration into the implant
Schwann cells migrate from distal stump and create tube-
routs for approaching axonal growth cones. After connec-
tion of these processes axons start to ingrowth into distal
part of regeneration and elongate using Schwann cell tubes.
This process proceeds off-centre, firsts taking place in pari-
etal, and secondly in central part of implant. This aspect of
regeneration is dependent on gel degradation preceded from
external part of implant, gradually creating looser, easer pen-
etrable environment for regenerating tissue. It points to fact
that, at lest for alginate, more important factor controlling
implant colonization are degradation processes than that of
pore diameter. Morphological analysis of the regenerated
tissue revealed of regenerated axon. The amount of such
axons the presence corresponded to the half of the number
at uninjured part of nerve, and electrophysiological analy-
sis proved existence at functional connections [30]. Axonal
elongation and creation of functional connections with tar-
get organ is possible for unmodified 50 mm alginate im-
plants [62].

Neurotrofic substances in artificial nerve implants

For improvement of neuroregeneration promoting prop-
erties polymers tubes prior implantation are filled with sev-
eral neurotrophic factors, which can promote early periph-
eral nerve regeneration. The most commonly used neurite-
promoting factors include collagen gel, laminin and
fibronectin [63,64] and the most extensively studied neuro-
trophic factor, nerve growth factor (NGF) [65]. The effect of
NGF grafted onto membranes indicates that the procedure
used in immobilization of NGF onto polymers membrane
may be beneficial for adhesion of Schwann cells on the
membranes. The immobilization NGF on polymer mem-
brane is following: polymer membranes were soaked in
chemical solution, for examples in 1-ethyl-3-(3
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC) solution and
then transferred to NGF solution. In this process NGF re-
acts with bonds existed on the surface of polymer mem-
branes [66].

Extracellular matrix fibers like laminin, fibronectin and col-
lagen play important role in every tissue regeneration proc-
ess [32]. Laminin is mainly produced by Schwann cells and
widely dispersed in the peripheral nervous system.
Fibronectin can be found in plasma, fibrous tissue, and base-
ment membrane. Fibroblasts and Schwann cells also pro-
duce significant amounts of fibronectin. Laminin, fibronectin
and collagen are major constituent of all extracellular matri-
ces. Prefilling of nerve tube implants with these fibers can
greatly enhance nerve regeneration processes in implant.

In order to improve peripheral nerve regeneration poly-
mers conduits are incorporating with allogenic Schwann cells
(SCs). The SCs are harvested, cultured to obtain confluent
monolayers and injected into the biopolymers conduits [1].
Schwann cells play a crucial role in regeneration of periph-
eral nerves due to their neurotrophic influence, mechanic
support and providing protection with myelin sheet. Schwann
cells produce and accumulate trophic factors for regenerat-
ing axons and thus are essential for axonal regeneration,
particularly for long gaps [44,67,68]. Schwann cells produce
basal lamina components, such as collagen IV, which pro-
vide the extracellular matrix for attachment of the regener-
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ating axons [1,69,70,71]. Precolonization of the implant with
these cells shortens the time of regeneration by elimination
of the fibrin bridge and it's cellular colonization period. Allo,

ny poddajg sie prostym procesom sterylizacji, sg tatwe w
modyfikacji chemicznej celem zmiany wiasciwosci [59].
Zastosowano gabki alginianowe jako pomosty dla regene-
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racji ubytku nerwu o dtlugosci 10mm i zaobserwowano ich
catkowite wchtoniecie w ciggu 4 tygodni przy jednoczesnej
regeneracji aksonéw. Charakterystyczny jest fakt, ze wra-
stanie tkanki w implant zaczyna sie od aksonéw, za ktorymi
podazajg komérki Schwanna. Wytwarzajg one w petni war-
tosciowe ostonki mielinowe. Jednoczesnie od bieguna dy-
stalnego w obreb implantu napeizajg komérki Schwanna
tworzac tory dla zblizajgcych sie stozkéw regenerujacych
aksonow wiokien nerwowych. Po zetknieciu sie tych dwéch
procesow dochodzi do przejscia aksonéw z proksymalne-
go pola wzrostowego w dystalne i dalszy wzrost na bazie
utworzonego przez komérki Schwanna podioza. Procesy
te zachodzg ekscentrycznie zajmujac najpierw obrzeze
implantu a nastepnie coraz bardziej centralne czesci. Jest
to zwigzane z procesami degradacji zelu, ktéry postepowat
stopniowo od zewnatrz do wewnatrz, tworzac srodowisko
tatwiej penetrowane przez regenerujaca tkanke. Wskazuje
to, ze przynajmniej w przypadku alginianéw, wazniejszym
czynnikiem kontrolujacych kolonizacje implantu przez tkan-
ke sg procesy jej degradacji niz wielkos$¢ poréw. Badania
morfologiczne wykazujg obecnos¢ zregenerowanych akso-
néw w ilosci odpowiadajgcych potowie ilosci obecnych po
stronie zdrowej, a badania elektrofizjologiczne wykazujg
wytworzenie funkcjonalnych potaczen [30]. Wedtug badan
mozliwe jest uzyskanie przechodzenia aksonéw przez nie-
wzbogacone implanty alginianowe o dlugosci 50mm z wy-
tworzeniem funkcjonalnych potaczen [62].

Mozliwo$ci wykorzystania substancji neurotroficznych w
sztucznych implantach nerwowych

Dla zwiekszenia wtasciwosci neuroregeneracyjnych rur-
ki polimerowe stosowane jest wzbogacanie ich przed im-
plantacjg réznorodnymi czynnikami neurotroficznymi, dla
pobudzenia wczesnych faz regeneracji nerwéw obwodo-
wych. Najczesciej stosowanymi czynnikami neurotroficzny-
mi s3 zel kolagenowy, laminina, fibronektyna [63,64], oraz
najlepiej poznany czynnik stymulujacy neuroregeneracje -
czynnik wzrostu nerwu (NGF - nerve growth factor) [65].
Immobilizacja czynnika NGF we wnetrzu membrany poli-
merowej moze wspomagac¢ adhezje komoérek Schwanna.
Proces immobilizacji NGF do wnetrza membrany odbywa
sie nastepujgco: membrana polimerowa najpierw zanurzo-
na zostaje w roztworze chemicznym np. 1-ethyl-3-(3 dime-
thylaminopropyl) carbodiimide (EDAC), a nastepnie prze-
niesiona do roztworu NGF. W wyniku tego procesu NGF
reaguje z wigzaniami znajdujgcymi sie na powierzchni mem-
brany polimerowej [66].

W procesie regeneracji wszystkich tkanek istotny udziat
maja widkna macierzy pozakomorkowej: laminina, fibronekty-
na oraz kolagen [32]. Laminina jest gtéwnie produkowana przez
komorki Schwanna, wystepuje w duzej ilosci w catym obwo-
dowym ukfadzie nerwowym. Fibronektyna jest obecna w pla-
zmie, tkance witdknistej oraz bfonie podstawnej. W znaczne;j
ilosci produkowana jest przez fibroblasty oraz komoérki Schwan-
na. Wypetnienie tymi materiatami implantowanych tub pozwala
na znaczng modyfikacje i przyspieszenie proceséw regenera-
cji zachodzacych w implancie.

W celu przyspieszenia regeneracji nerwéw obwodowych
stosuje sie wzbogacanie implantéw komérkami Schwanna
(SCs) pochodzenia allogenicznego. Komérki Schwanna sg
hodowane w celu uzyskania konfluentnej monowarsty, a
nastepnie wstrzykiwane do wnetrza implantu polimerowe-
go [1]. SC petnig decydujaca role w regeneracji nerwéw z
uwagi ich neurotropowe i neurotroficzne wiasciwosci. Sta-
nowig podpore mechaniczna dla regenerujacych aksonéw,
wytwarzajg oraz akumulujg czynniki odzywcze dla regene-
rujgcych sie aksonow, co jest szczegodlnie wazne przy du-
zych ubytkach nerwu [44,67,68]. Komérki Schwanna pro-
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RYS. 2. Schemat elektrody dla regeneracji
nerwow. [74].
FIG. 2. Electrode scheme for nerves regeneration.

kseno i autogenic cells are used, pre or not predegenerated.
The best effects are found with autogenic, preinduced cells
[72,73].

Microelectrodes for nerve regeneration

Interesting investigation areas pertain to composite im-
plants used for stimulating nerve regeneration, passive ex-
tracellular matrix support and active electrical stimulation of
nerve regeneration. These systems consist of
microelectrodes placed on a sieve-shaped plate containing
long, narrow holes, round in shape. The microelectrodes
are situated close to the holes or constitute a part of the
hole wall [74]. The electrode array of via holes is adapted
into the expected path of the regenerating fibers in a fash-
ion that the nerve fibers are allowed to regenerate through
the perforations of the device. In order to assure the me-
chanical stability of all system, the electrodes are placed
between polymer channel connecting proximal nerve stump
with distal one.

The advantage of this approach is that the electrodes
are in near contact with the nerve fibers, thas allowing for
both accurate recording and efficient stimulation. The dis-
advantage of this method is that the nerve has to be cut in
order to regenerate through the implanted device. The suc-
cess of the whole operation can be assessed only several
weeks after implantation, when the axons have been re-
generated through the device. Sometimes, there is a possi-
bility that nerve fibers may be damaged by the mechanical
load imposed by the electrode or by the force within the via
holes, especially over long term implantation [74,75].

Various techniques and materials have been used to fab-
ricate the needed sieve electrodes. Some early electrodes
were realized by embedding 25mm-diameter hollow gold
cylinders into porous Teflon. Other was realized by mechani-
cally drilling 100mm-diameter holes into epoxy modules and
then embedding 77mm-diameter Teflon-coated silver wires
into the holes [76]. The material very often used in the con-
struction of regenerative electrodes is silicon. The silicon
electrodes with dimensions and number of via holes com-
patible with the characteristics of peripheral nerves were
used in axonal regeneration nerves of rat, and frog [19,21].
However, such silicon interfaces cause frequent signs of
axonopathy, and constitute a physical barrier that limits the
elongation of regenerating axons depending on the size of
the via holes [75,76]. Recently the silicon electrodes are
replaced by polyimide-based electrodes. Polyimide allows
to make a higher number of holes than silicon dice of the
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same total area and to be micromachined in a variety of

dukuja takze sktadowe blaszki podstawnej, takie jak kola- designs suitable for implantation in different nerve models.
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gen typu IV czy laminina, ktére utatwiajg kontakt regeneru-

® @ @ o 00 0 jzcych widkien nerwowych z macierzg zewnatrzkomérko-

wa [1,69,70,71]. Wzbogacenie implantu tymi komérkami
skraca okres regeneracji o czas potrzebny na uformowanie
pomostu fibrynowego i skolonizowanie go przez nadpetza-
jace komdrki Schwanna. Najkorzystniejsze wyniki daje za-
stosowanie autogennych wzbudzonych komérek Schwan-
na[72,73].

Mikroelektrody w regeneracji nerwoéw

Jednym z ciekawych podej$¢ badawczo-eksperymental-
nych sg badania z uzyciem kompozytowych implantéw
wykorzystujacych stymulujgce regeneracje wiokien nerwo-
wych witasciwosci biernego podparcia tkanki i czynnej sty-
mulacji elektrycznej. Ukfady te zbudowane sg z mikroelek-
trod umieszczonych na ptytce w ksztatcie sita zawierajacej
dtugie, waskie, okragte otwory. Mikroelektrody usytuowane
sg na brzegu otworéw badz sg czescig Scianek otwordéw
[74]. Elektrody umieszczane sg w taki sposéb w ubytku
nerwu, aby regenerujgce sie widkna nerwowe mogty prze-
chodzi¢ przez znajdujace sie w niej otwory.

W celu zapewnienia mechanicznej stabilnosci catego
ukfadu, elektrody usytuowane sg pomiedzy polimerowymi
kanatami taczacymi kikut proksymalnym nerwu z kikutem
dystalnym.

Zaletg tego typu rozwigzania jest fakt, ze urzadzenie
znajduje sie w bliskiej odlegtosci od widkien nerwowych, co
pozwala na skuteczng ich stymulacje. Powodzenie opera-
cji moze zostaé ocenione w przeciagu kilku tygodni po im-
plantaciji, kiedy widkno nerwowe zdota zregenerowac po-
przez urzadzenie. Czasami widkna nerwowe mogg ulec
uszkodzeniom w wyniku naprezen mechanicznych pocho-
dzacych od elektrody badz przez sity dziatajace wewnatrz
otwordéw powstate w wyniku ich zarastania, zwtaszcza przy
dtugim okresie implantaciji [74,75].

Ro6znorodne techniki oraz materiaty byty stosowne przy
konstruowaniu elektrod. Poczatkowo wykonywane byty po-
przez zatopienie ztotych, pustych wewnatrz cylindréw o sred-
nicy 25um w porowatym teflonie. Innym sposobem jest
mechaniczne wiercenie dziur o $rednicy 100um w elemen-
cie epoksydowym, a nastepnie umieszczenie wewnatrz nich
srebrnych drutéw pokrytych teflonem [76]. Materiatem uzy-
wanym najczesciej do konstrukcji elektrod do regeneraciji
nerwow jest krzem. Elektrody krzemowe o odpowiednich
wymiarach i ilosci otworéw stosowane byty do regeneracji
aksonéw nerwdw u szczura oraz zaby [19,21].

Jednakze, krzem powoduje czesto objawy aksonopatii i
stanowi fizyczng bariere ograniczajaca wydiuzanie regene-
rujgcych sie aksonéw [75,76]. Obecnie elektrody krzemo-
we zastepowane sg elektrodami na bazie poliimidow. W
przypadku poliimidéw istnieje mozliwo$¢ wytworzenia wigk-
szej ilosci otwordw dla tej samej powierzchni catkowitej w
poréwnaniu z ptytkg krzemowa, a takze istnieje mozliwos¢
stworzenie odpowiedniego modelu nerwu dopasowanego
do miejsca implantac;ji. Elektrody na bazie poliimidu sg bio-
kompatybilne i stabilne zaréwno w warunkach "in vivo" jak i
podczas préb mechanicznych [79].

Nanomateriaty w regeneracji nerwow

Obiecujace wyniki zastosowania nanorurek weglowych
w badaniach na komérkach osrodkowego uktadu nerwo-
wego pozwalajg na potencjalne ich zastosowanie w rege-
neracji obwodowego uktadu nerwowego. Odkryto, bardzo

Polyimide-based electrodes have been shown to be
biocompatible and stable over several months of in vivo
implantation and testing [79].

Nanomaterials for nerve regeneration

Good results of research using carbon nanostructures in
central nervous system nerve cells cultures indicatestheir
potential for the treatment peripheral nervous system. Prom-
ising interactions are found between neurons and nanoscale
materials with potential minimalization of astrocytic spinal
cord scar tissue formation. Carbon nanofibers are particu-
larly attractive for the use in neural biomaterials not only
due to these special properties, but also due to their high
conductivity. Further investigation of carbon nanofiber ma-
terials is required to verify their properties as potential neu-
ral biomaterials [80,81,82].

Carbon nanotubes (CNT) are strong, flexible and con-
duct electrical current. Moreover, their biocompatibility and
stabi8lity in living organism have already been proved [80].
They can be functionalized with different biomolecules like
neuron growth factors and adhesion agents. These proper-
ties are useful in the formation of neuron hybrids. Such ca-
pabilities of carbon nanotubes make them potentially
suitablel candidates to form scaffolds to guide neurite out-
growth. Zhang at al., demonstrated the capability of
functionalized patterned vertical carbon nanotube arrays as
support platforms for guiding neurite growth and forming
synoptically communicative network. The study indicated
that neurons "in vitro" conditions created communicative
synaptic bridge between two nanotube patterns with a dis-
tance of separation of 20mm [83]. Telford et al., have cul-
tured nerve cells from the brain's hippocampus region on
substrates coated with network of carbon nanotubes, and
found a large increase in neural signal transfer between
cells. The data provided information on the supportive de-
vices for bridging and integrating functional neuronal net-
work "in vitro". [84].The results will impact on new tissue
engineering strategies, where functional reconnection
among neurons or the improvement in neural signal trans-
fer is the main target. There is strong demand for deeper
study on the properties of such materials and their physi-
ological interactions with neurons in culture. This will pro-
vide the base for more exhaustive evaluation on animal
models.

RYS. 3. Mikrofotografia przedstawiajaca
komunikujace sie miedzy soba sieci synaptyczne
na podtozu z nanorurek weglowych [83].

FIG. 3. Microphotograph of carbon nanotubes
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interesujace oddziatywanie pomiedzy neuronami, a mate-
riatami w skali nano, w wyniku ktérego nastepuje ostabie-
nie tworzenia sie tkanki bliznowatej rdzenia kregowego.

Y

support for forming synoptically communicative
network [83].
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Nanowiokna weglowe sg atrakcyjnym biomateriatem sto-
sowanym jako implanty nerwéw nie tylko z powodu szcze-
golnych wiasciwosci mechanicznych czy chemicznych, ale
takze z powodu ich wysokiej przewodnosci wiasciwej. Dal-
sze badania nad nanowtdknami weglowymi sg konieczne,
aby zweryfikowa¢ ich potencjalne zastosowanie jako bio-
materiatéw dla regeneracji nerwoéw [80,81,82].

Nanorurki weglowe (CNT) sg materiatem trwatym, giet-
kim, przewodzacym prad elektryczny, biozgodnym oraz nie
biodegradowalnym [80]. Moga by¢ sfunkcjonalizowane réz-
norodnymi biomolekutami takimi jak czynniki wzrostu neu-
ronow. Takie wtasno$ci nanorurek weglowych czynig z nich
potencjalnego kandydata do konstrukcji podtozy dla kiero-
wanego wzrostu aksonéw. Zhang i wspot. z uniwersytetu z
Kaliforni zademonstrowali mozliwo$ci zastosowania mode-
lu (uktadu) z pionowo utozonych nanorurek weglowych jako
podpore dla kierowanego wzrostu aksonow, a takze dla
tworzenia sieci potagczeh synaptycznych. W badaniach "in
vitro" zaobserwowano, ze neurony tworzg mostki synap-
tyczne pomiedzy dwoma nanorurkowymi uktadami (wzor-
cami) oddalonymi od siebie o okoto 20pm [83].

Telford i wspétpracownicy opisujg szereg doswiadczen
z zastosowaniem komorek nerwowych pobranych z mézgu
na specjalnym podiozu pokrytym $ciezkami z nanorurek we-
glowych. Stwierdzono znaczny przyrost wartosci impulsow
nerwowych wedrujacych pomiedzy komérkami nerwowymi
[84].

Uzyskane wyniki moga zosta¢ wykorzystane przy two-
rzeniu nowych strategii badan w inzynierii tkankowej maja-
cych na celu przywrécenie potaczen pomiedzy uszkodzo-
nymi komérkami nerwowymi bgdz polepszenie przekazy-
wania sygnatéw nerwowych. Niezbedne jest jednak posze-
rzenie aktualnej wiedzy na temat tego rodzaju materiatéw
oraz ich oddziatywania z komérkami nerwowymi w hodow-
lach "in vitro", przed zastosowaniem dla regeneracji uktadu
nerwowego zwierzat i ludzi.

Zakonczenie

Obecny stan wiedzy nad regeneracjg obwodowego ukta-
du nerwowego pozwala na uzyskanie pozytywnych wyni-
kéw regeneracji nerwu przy uzyciu sztucznych implantéw.
Czes¢ wykorzystywanych materiatéw dzieki wynikom rege-
neracji porownywalnym z przeszczepami z nerwow skor-
nych znajduje juz zastosowanie w leczeniu ludzi. Mimo to
konieczne sg dalsze badania weryfikujace dotychczasowy
stan wiedzy oraz pozwalajgce na poprawienie uzyskiwa-
nych obecnie wynikow leczenia.

Conclusion

Present state of knowledge on regeneration processes
of peripheral nervous tissue allows for achieving good re-
generation results with artificial implants. Some materials
tested on animal models are now verified in the treatment
of digital nerve injuries in humans. Consecutive investiga-
tions are however demanded for furtherr development of
knowledge relevant to nervous tissue regeneration.
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