MOTORNEURON ATERBILDAR

AXONER EFTER CNS-SKADA

Kirurgi vid fall av rotavulsion aterstaller motorik

Grundléaggande djurstudier
har tidigare visat att spinala
motor neuron formar astadkom-
ma en kraftfull axonal regenera-
tion genom ett ryggmargsarr.
Denna formaga har legat till
grund for utvecklingen av en
Kirurgisk metod fér behandling
av fall dar ryggmaérgensventral-
rétter avulseratsfran rygg-
méar gsytan. Forlamningar efter
dennatyp av skada har tidigare
ansettsobotliga.

Genom att implanteraloss-
rycktaventralrotter tillbakain i
ryggmargen kan en vag for ax-
onvaxt er bjudas motorneuro-
nen. | djurmodeller, nyligen
aven i ett forsta patientfall, har
aterkomst av motoriska funktio-
ner i forlamad muskulatur efter
sadan kirurgisk behandling pa-
visats.

Figur 1. Schematiska bilder 6ver tvarsnitt
genom ryggmargen.

a. Laget for det snitt i ryggmargens
ventrala vita substans som studerats och
exempel pa regenerativ aktivitet i ett
skadat motorneuron.

b. En avulserad ventralrot har anslutits till
ryggmargens laterala—ventrala del med
efterféljande axonutvéaxt ut i ventralroten
frdn skadade motorneuron.

Den skada som uppstar nér spinala
nervrétter rycks loss frén ryggmargen,
sk avulsionsskada, liknar i flera avse-
enden de traumatiska ryggmargsska:
dorna. Prognosen har betraktats som
mycket ogynnsam och de drabbade pa-
tienterna har € kunnat erbjudas ndgon
kurativ behandling.

Nyligen har emellertid en kirurgisk
metod att behandla avulsionsskada be-
skrivits for klinisk anvandning [1].
Denna metod har tagits fram genom
djurexperimentella studier 6ver de re-
generationsbetingel ser som rader i eller
néra 6vergdngen mellan ryggmarg och
nervrétter, som ocksa bildar 6vergang
mellan de centrala (CNS) och perifera
(PNS) delarna av nervsystemet. Det &r
val kant att formagan att reparera ska-
dor pa nervbanor skiljer sig mycket
mellan dessa tva delar. | PNS finns en
miljo som efter en mekanisk skada ver-
kar beframja dtervaxt av nerveellernas
axoner, medan en liknande skadai CNS
inte ger samma majligheter till regene-
ration.

De motoriska nervcellerna i rygg-
margen (motorneuronen) ligger med
sinacellkroppar ochforstadelenav sina
axoner i CNS, medan den langstadelen
av axonerna dterfinns inom PNS, dvsii
ryggmargens ventralrétter, spinalner-
vernaoch de perifera nerverna. Genom
denna férdelning kan maotorneuronen
astadkomma en axonal regeneration
och reinnervation av muskulatur efter
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perifer nervskada, sarskilt efter kirurgi
som syftar till att anslutaavskurnanerv-
andar till varandra, vid behov via nerv-
implantat.

De skador dér ventralrotter avulse-
rats, dvsdlititslossfran ryggmérgsytan,
har dock som namnts betraktats som
omdjliga att atgarda, eftersom skadan
legat mycket néracellkroppenvid gran-
sentill CNS. | gé@lvaverket har man ut-
gétt ifrén att motorneuron som skadas
padettasatt dor till foljd av skadan eller
i varje fall & oférmdgna till regenera-
tion.

Overraskande upptackt

For ungefar femton &r sedan gjordes
den 6verraskande upptéckten att motor-
neuron har en god formaga att Gverleva
och produceranyaaxoner aven efter en
mycket proximal axonskada. P& for-
soksdjur kundevi med hjélp av enintra-
cellulé&r mérkningsteknik visa att mo-
torneuron efter en skérskada inne i
ryggmargens ventralavita substansfor-
madde Overbrygga skadan med nya
axonaautskott [2] (Figur 1a).

Sadana utskott kunde darefter upp-
sokaochvéxaini ventralrotter. Det gick
att berékna antalet 6verlevande motor-
neuron efter dennaskadatill ungeféar 50
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procent [3], varav troligen en majoritet
astadkom en axonvaxt genom skadan.

Vilka faktorer heframjar

regeneration?

Vi har dérefter forsokt finnade egen-
skaper hos motorneuronet och skade-
omradet som medger, eller till och med
beframjar, regenerati onen. En uppenbar
befrémjande faktor utgors av den peri-

Figur 2. Immunhistokemisk bild fran ett
arromrade i ryggmaérgens ventrala vita
substans. Narvaro av immunreaktivitet
demonstreras for laminin (grént) och
tenascin (rott).

feranervmiljo som finnsi ventralroten
strax utanfor arromrédet i ryggmargen.
Motorneuronens nya axoner maste
emellertid passera genom ett &r som
strukturellt & av centralnervos karaktér

[2]. Foljaktligen hittar man hér gliacel-
ler, sdsom astrocyter och &ven oligo-
dendrocyter, som myeliniserar de nya
axonerna.

Eftersom centralnervdsa gliadrr be-
traktats som hindrande fOr axonvéxt var
det av intresse att studerahuruvidaérret
i vér skademodell skilde sig fran andra
arr, dar man ¢j funnit ndgon axonal ater-
vaxt.

En av de egenskaper som utmérker
arreti den aktuellaskademodellen visa-
desig varaen mycket |angvarig defekt i
blod-hjarnbarridren, som kan kvarsta i
atminstone tva ar efter skadetillfallet
[4].1 andratyper av skador har man no-
terat betydligt kortvarigare barridrde-
fekter, mellan fyra och sex veckor [5].
Vad detta betyder for den regenerativa
verksamheten &r oklart, men det &r in-
tressant att man i & med kortvarig bar-
rigrdefekt kan se en produktion av nya
axonala utskott, »sprouts», i arret under
ungefar likalang tid som defekten varar
[5].

En mdjlig orsak till den livligarege-
nerativa aktiviteten i var skademodell
skulle alltsd kunna vara att blodburna
nervvaxtstimulerande substanser, som
normalt & avstangda fran nervvavna-
den, faktiskt svammar ut i drromradet.
Tesen att sddana substanser skulle kun-
navara av betydelse understdds av det
faktum att storamangder receptorer for

— Figur 3

ventralroten.

a. Ett motorneuron hos katt som visualiserats genom
intracellular fargning med pepparrotsperoxidas. Efter
avulsion och reimplantation av ventralrot lateralt har ett
nytt axon vuxit ut i implantatet. En aktionspotential kan
utlésas genom antidrom elektrisk stimulering av
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muskelfibrer.

b, ¢, d. Intracelluldra registreringar fran olika motorneuron
med axonutvaxt via ventralrotsimplantat. Bilddel b visar
en antidromt utlst aktionspotential efter stimulering av
den implanterade ventralroten. | ¢ har samma neuron
aktiverats ortodromt genom att stimulera tibialisnerven i
knévecket. P& detta sétt erhélls en excitatorisk post-
synaptisk potential (EPSP) via primarafferenta tradar.
Denna EPSP utldser i sin tur en aktionspotential. | ett
annat motorneuron (d) erhalls en inhibitorisk post-
synaptisk potential efter stimulering av tibialisnerven.
Skala for b—d: vertikal=20 mV, horisontal=2 ms.

opererat djur

T~

e. Elektrisk stimulering av en implanterad ventralrot ger
upphov till en kontraktion i soleusmuskeln. Den avsevart
mycket snabbare kontraktionstiden i det opererade
djuret an i ett normalt djur talar starkt for att
reinnerverande motorneuron normalt forsorjer snabba

c \‘ d
I

normalt djur
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de sk neurotrofinerna (Iagaffinitetsre-
ceptorn p75 samt trunkerad trkB) ut-
trycks av astrocyter och celler med ur-
sprung frén pia mater i arromradet [6,
7]. Axonal utvaxt kréver &en narvaro
av matrixmolekyler med adhesivaegen-
skaper. | det av oss studerade &rromra-
det dterfinns en rad sddana molekyler,
bl alaminin, tenascin och olikatyper av
kollagen, ofta anordnade i rorformatio-
ner, i vilkaman kan se nya axoner véxa
[8] (Figur 2).

Gynnsam vaxtmiljo

Sammantaget kan man alltsiutan vi-
dare pasta att den milj6 som erbjuds ef-
ter en mekanisk skada i ryggmargens
ventralavita substansi hg grad verkar
befréamja utvaxt av axonala utskott fran
skadade motorneuron. Motorneuronen
sidva verkar ocksa ytterst villiga att
producera nya axoner. Som exempel
kan ndmnas att man under en utvaxtfas
kan hitta flera myeliniserade axoner
fran ett och samma motorneuron, varav
aminstone ett har sitt ursprung fran
dendrittradet [9], som ju normalt mottar
information frén inkommande nervtré-
dar. Ovriga delar av dendriterna mins-
kar i storlek, liksom antalet synaptiska
forbindelser, sarskilt pa de centrala de-
larna av motorneuronen [3, 10].

Man far alltsiintrycket att den axo-
nala regenerativa verksamheten priori-
teras av motorneuronen pa bekostnad
av den del av cellens verksamhet som
har med transmittormedierad kommu-
nikation att goéra. Denna omstallning
avspeglas ocksd i en 6kad mMRNA-ex-
pression av tillvaxtassocierade pro-
teiner, sdsom GAP-43[11], och en ned-
reglering av mRNA for transmittorrela-
terade enzymer och receptorer [12].

For att kunna analysera vad som
astadkommer den gynnsammavaxtmil-
joni arret och den kraftfullaregenerati-
vaaktiviteten hos motorneuronen har vi
under senaretid borjat anvandacellkul-
turer av sdva stodjeceller (astrocyter,
schwannska celler) som motorneuron
fran ratta. Avsikten &r att undersokadif-
fusiblasubstanserseffekt padeolikain-
blandade cellul&ra elementen och deras
produktion av tillvaxtrelaterade protei-
ner och peptider. | detta arbete har man
att ta hansyn till det paradoxala forhal-
landet att réttans motorneuron i kultur
tillhdr de kéndigaste celltyperna som
Over huvud taget gar att finna hos dagg-
djur. Man & dérfor hanvisad till att gora
dessa studier pa motorneuron som tas
frén rattembryon av en mycket bestamd
embryonal dder (E15).

Svérigheten att arbeta med dessa
kulturer avspeglasocksdi det faktum att
man tidigare anvant dem enbart for stu-
dier av olika substansers effekt pa dver-
levnaden av motorneuronen[13]. Vi har
dock i samverkan med professorerna
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Hans Thoenens och Dan Lindholms
forskningsgrupper i Martinsried, Tysk-
land, nyligen lyckats borjaanvandatek-
niken for att studera mekanismer for
reglering av en neuropeptid (CGRP) i
motorneuron [14].

Djurexperiment for att efterlikna

skadan hos méanniska

Som en direkt foljd av att motorneu-
ronen hade visats ha en stor regenerativ
formaga efter ryggmargsskada inledde
Vi en serie djurexperiment, dér syftet
var att efterlikna den skada hos ménni-
ska som omndmndes i inledningen,
namligen avulsion av ventralrétter fran
ryggmargsytan. Dessa skador upptré-
der efter stort traktionsvaldi dvre extre-
miteten — hos vuxna foretradesvis efter
motorcykelolyckor, hos nyfodda som
forlossningskomplikation. Vi utforde
sdlunda avulsioner av lumbala ventral-
rétter med motorisk forsorjning av bak-
benets muskler hos rétta och katt. De
avulseraderétternarepl anterades déref-
ter ini ryggmérgens laterala del genom
en liten 6ppning i pia mater (Figur 1b)

visar nedre delen av halsryggmargen
efter hemilaminektomi och duraincision.

a. Inga spinala rétter ses i det subdurala
rummet. Pilarna visar de tomma
intervertebralhalen.

b. Nervtransplantat bestaende av delar
frdn n suralis har implanterats till
ryggmargens framre del. Hallsuturer har
satts i denticulatum-ligamentet for att
kunna mandvrera ryggmargen under
implantationsférfarandet.

DM= dura mater, X= denticulatum-
ligament, *= implanterade
nervtransplantat.
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och syddes fast i omgivande pia. Efter
mellan tre och sex manader undersoktes
reinnervationen av opererade rotter
morfologiskt efter axonalt upptag av
markningssubstans i de opererade ven-
tralrotterna och retrograd transport till
cellkroppar i ryggmérgen [15], eller ef-
ter direkt intracelluldr mérkning av en-
skildamotorneuron [16].

Pa detta sétt kunde vi visa att en stor
mangd neuron, troligen motorneuron,
har formagan att | tanyaaxoner vaxaut
i de opererade ventralrétterna. Genom
att elektriskt stimulera de replanterade
ventralrotterna blev det ocksd majligt
att visaatt dessanyaaxoner kantafunk-
tionell kontakt med denerverad musku-
latur och astadkomma muskel kontrak-
tioner [15, 16].

Ett villkor for att motorneuron som
innerverar férlamad muskulatur viare-
planterade ventralrotter skall astad-
komma meningsfull muskelaktivitet ar
att motorneuronen & sammanlénkade
med andraneuroni kedjor eller ndtverk.
Genom intracelluldr registrering fran
enskilda nervceller blev det mojligt att
visaatt regenererande motorneuron kan
varainsattai reflexbégar med sdvél ex-
citatorisk som inhibitorisk verkan pa
motorneuronen [16] (Figur 3).

Vad géller motorneuronens formaga
att hitta fram till samma muskel som
den ursprungligen innerverade tydde
dock resultaten fran rétta och katt pa att
precisionen & dalig, med en betydande
grad av korsinnervation, vilket kan fa
negativa funktionella konsekvenser.

Nésta steg blev experiment pa apa,
dar ventralrétter fran nedre delen av
hal sryggmérgen med projektion till ar-
men avulserades och reimplanterades
p& samma sitt som pa rétta och Katt
[17]. Morfologisk identifiering av mo-
torneuron medelst retrograd mérk-
ningsteknik visade att regenererade ax-
oner fran en stor méngd motorneuron
kunde aterfinnasi en liten muskelnerv i
armen; i géva verket var antalet upp-
markta motorneuron storre pa skadesi-
dan &@n paden intakta sidan. Detta skul-
le kunna tyda pa att motorneuron efter
reimplantation av ventralrot producerar
fleraaxoner i olika nervgrenar.

Det viktigaste resultatet frén dessa
studier var dock att aporna efter en ini-
tial reinnervationsfas, daagonistisk och
antagonistisk muskulatur ko-kontrahe-
rades, s& smaningom blev formogna att
astadkomma adekvata voluntara rorel-
ser i framfor alt proximala muskel-
grupper i armen.

Den forsta patienten

Resultaten fran de djurexperimentel -
la studierna var sa uppmuntrande att vi
besl 6t provametoden pahumanafall av
ventralrotsavulsion. Den forsta patien-
ten som opererades var en 25-arig man
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som vid en motorcykelolycka utsattes
for ett kraftigt kaudalt riktat traumamot
vanster skuldra. Samtliga ventrala och
dorsala rotter fran C6 till och med T1
blev hérvid avulserade.

Vid operationen, som utfordesinom
en manad efter skadetillféllet, kunde
C6-rétterna aerfinnas i det subdurala
rummet intill ryggmérgen, medan dvri-
ga rétter (C7-T1) hade ryckts ut ur
ryggmargskanalen (Figur 4). Direkt re-
implantation av C6 ventralrotini rygg-
margen var mdjlig. For att dterskapa
kontinuitet mellan ryggmérgen och C7-
roten anvandes flera stréngar av n sura-
lis. De reimplanterade nervernas lége
retinerades med vavnadslimmet Tis-
seal.

Deforstatecknen till reinnervation i
C6- och C7-segmentens naturliga in-
nervationsomrade var reinnervations-
potentialer i bicepsmuskeln. Dessakun-
de demonstreras omkring nio manader
efter operationen. Den forsta kliniska
funktionen sigs ca 15 manader post-
operativt. Muskelstyrkan aterkom dar-
efter successivt, sarskilt i bicepsmus-
keln, men ocksai m deltoideus, m tri-
ceps och m brachioradialis.

For att bestamma i vad man den €
avulserade C5-roten hade bidragit till
aterkomsten av funktion i bicepsmus-
keln, gjordes en selektiv blockad av
denna nervrot. Kraften i deltoideus-
muskeln forsvann da néstan totalt, me-
dan mycket liten paverkan kunde regi-
strerasi bicepsmuskeln. Styrkan i arm-
bagshbojningen uppskattades till M4
(enligt MRC 0-5 [18]). Patienten hade
praktisk nytta av denna &ervunna kraft
béde pafritiden ochi sitt arbete som bil -
mekaniker. Aktiviteteni de olikamusk-
ler som reinnerverats pa detta sitt var
dock alItid kopplad saatt ko-kontraktio-
ner var vanliga. Detta forsta fall publi-
cerades i The Lancet i november forra
aret [1].

En mycket speciell

nervcellspopulation

En forklaring till den goda axonala
regenerationen i var skademodel| skul-
lekunnaliggai att motorneuronen utgor
enmycket speciell nerveellspopulation.
For att undersbka mojligheten att &ven
andratyper av neuron kan astadkomma
axonvaxt under liknande forhallanden
gjordes experiment pa vuxen rétta, dar
en tvéarsnittslesion utfordes i ryggmar-
gens bakstrang [19]. Med sparmol eky-
ler och immunhistokemi kunde vi visa
att uppétledande priméarafferenta nerv-
trédar genererade nyaaxonutskott inom
arromradet, men att dessa nervtradar
gjorde halt vid den intakta vavnaden pa
andrasidan érret. Om man forlangde &r-
ret genom att kombinera tvarsnittsska-
dan med en kraniellt riktad longitudi-
nell lesion utefter bakstréangen véxte

dock nybildade axoner betydligt léngre.
Dennavéxt skeddei érrvavnaden.

Det verkar alltsdsom om det trauma-
tiskt betingade gliadrret i badade stude-
rade lesionerna erbjuder en gynnsam
milj6 for axonvéaxt, medan den degene-
rationszon som upptréder sekundért di-
stalt om en lesion pagrund av den dista-
la axonstumpens dod, sk wallersk de-
generationszon, verkar negativt pa ax-
onvaxt. Utifran dessa perspektiv ter det
sig onekligen lockande att férsoka hitta
sétt att paverka den wallerska zonen sa
att den foréndras till den mer vaxtbe-
framjande typ av CNS-vévnad som
aerfinnsi de mekaniskaarren. Ett fors-
tasteg i en sddan process ar att s de-
taljerat som mgjligt identifiera de olika
slag av vaxtrelaterade substanser och
signalmolekyler som verkar i de meka-
niska lesionsomradena.

Det & gjavklart ett mycket stort av-
sténd fran grundldggande studier av be-
grénsade skador av dentypvi hér har re-
dovisat till att finna végar att forbéttra
den regenerativa forméagan hos bansy-
stem i ryggmérg som drabbats av stort
kontusionsvald. Det & dock véar for-
hoppning att fortsatta studier av de be-
skrivna skademodellerna skall kunna
bidratill stérre kunskap om de omstan-
digheter som kan fa&ven en CNS-miljo
hosdenvuxneatt verkabefrémjandefor
axonal &ervaxt.

Nyligen publicerade resultat verkar
stédja hypotesen att nervbanor av bety-
delse fér motorisk kontroll under vissa
omstandigheter kan regenereras efter
ryggméargsskada[20].
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m VALD OCH AGGRESSIVITET

Véldet moter lakare pa skilda nivder inom varden. Det kan ocksd drab-
ba dem sjalva. 26 artiklar ger ett brett perspektiv pa védld och aggressi-
vitet. 84 sidor. 95 kr.

m MEDICINENS SPRAK

Ett urval frdn Lakartidningens sprakspalt under fyra ar. Badde stort och
smatt, dagslandor och ”eviga” sanningar om sddana finns i spraket.
32 sidor. 95 kr.

m ENLIGT MIN ERFARENHET

32 korta, praktiskt inriktade artiklar med anknytning till vdrdens var-
dag. Diagnostik, terapi, exempel pd prevention och ledningsfragor.
48 sidor. 55 kr.

m REHABILITERING

Gransen mellan behandling och rehabilitering ar inte skarp. Allt kliniskt
arbete syftar till att framja ett normalt liv, vilket belyses i 27 artiklar.
96 sidor. 85 k.

m TRAUMATISK STRESS

Riskerna for att manniskor skall utsattas for traumatisk stress i form av
extrema pafrestningar har okat i vart moderna samhalle. 14 artiklar.
40 sidor. 50 kr.

Héarmed bestalls

....... ex Tillvaxtfaktorer ...... €X Missoden, misstag, missbruk
....... ex Vald och aggressivitet .o €X Medicinens sprak

....... ex Enligt min erfarenhet ...... €X Rehabilitering

....... ex Traumatisk stress
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