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Uticaj primene visokih doza vitamina D3, D2, B12 i folne Kiseline na regeneraciju
perifernog nerva i oporavak lokomotorne funkcije na modelu povrede femoralnog
nerva kod pacova

Sazetak

Povrede perifernih nerava predstavljaju znacajan klinic¢ki problem, narocito kod teskih lezija
sa potpunim prekidom kontinuiteta nerva, kada oporavak i nakon hirurske rekonstrukcije ¢esto
ostaje nepotpun. Cilj istrazivanja bio je da se ispita uticaj ultravisokih doza vitamina B12, D3,
D2 i folne kiseline, kao i njihove kombinacije, na regeneraciju perifernog nerva i oporavak
lokomotorne funkcije u modelu povrede femoralnog nerva kod pacova. Nakon potpune
transekcije levog femoralnog nerva sa gap-om od 3 mm u silikonskom tubusu, Zivotinje su
tretirane pojedinacnim vitaminima ili njthovom kombinacijom. Funkcionalni oporavak pra¢en
je tokom osam nedelja primenom SFMA metode i merenjem ugla baze stopala (FBA), dok je
histoloska procena obuhvatila broj mijelinizovanih aksona i kvalitet mijelinizacije pomocu g-
ratio parametra. Svi tretmani ubrzali su ranu fazu funkcionalnog oporavka, dok su se u kasnijoj
fazi vitamin B12 i kombinovana terapija izdvojili kao funkcionalno najpovoljniji rezimi, sa
najmanjim zavrSnim rezidualnim deficitom. Folna kiselina, vitamin D3, vitamin B12 i
kombinovana terapija znacajno su povecali broj mijelinizovanih aksona u odnosu na kontrolu,
dok vitamin D2 nije pokazao znacajan efekat. Analiza g-ratio vrednosti pokazala je da su
vitamin B12 i kombinovana terapija ostvarili najpovoljniji mijelinizacioni profil, vitamin D3
intermedijarni efekat, a folna kiselina i1 vitamin D2 slabiji kvalitet remijelinizacije. Moze se
zakljuciti da vitamin B12 i kombinovana terapija ostvaruju najpovoljniji ukupni funkcionalni
1 strukturni efekat, dok D3 pokazuje intermedijaran terapijski potencijal, a efekti folne kiseline
1 vitamina D2 ostaju ogranieniji 1 preteZzno vezani za rane ili parcijalne aspekte regeneracije.

Kljucne reéi: povreda perifernog nerva; femoralni nerv; regeneracija nerva; vitamin B12;
vitamin D3; vitamin D2; folna kiselina; SFMA; g-ratio; mijelinizacija
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The effects of high-dose administration of vitamins D3, D2, B12, and folic acid on
peripheral nerve regeneration and the recovery of locomotor function in a rat model of
femoral nerve injury

Abstract

Peripheral nerve injuries represent a major clinical problem, particularly in severe lesions
accompanied by complete nerve transection, where recovery often remains incomplete even
after surgical reconstruction. The aim of this study was to examine the effects of ultra-high
doses of vitamins B12, D3, D2, and folic acid, as well as their combination, on peripheral nerve
regeneration and recovery of locomotor function in a rat model of femoral nerve injury.
Following complete transection of the left femoral nerve with an interposed 3 mm gap bridged
by a silicone tube, the animals were treated with individual vitamins or their combination.
Functional recovery was monitored over eight weeks using single-frame motion analysis
(SFMA) and measurement of the Foot-Base Angle (FBA), while histological evaluation
included the number of myelinated axons and the quality of myelination assessed by the g-ratio
parameter. All treatments accelerated the early phase of functional recovery, whereas vitamin
B12 and combination therapy emerged as the most favorable regimens in the later phase, with
the lowest final residual deficit. Folic acid, vitamin D3, vitamin B12, and combination therapy
significantly increased the number of myelinated axons compared with control, whereas
vitamin D2 showed no significant effect. G-ratio analysis showed that vitamin B12 and
combination therapy produced the most favorable myelination profile, vitamin D3 an
intermediate effect, and folic acid and vitamin D2 poorer remyelination quality. It may be
concluded that vitamin B12 and combination therapy exert the most favorable overall
functional and structural effects, whereas vitamin D3 shows intermediate potential and the
effects of folic acid and vitamin D2 are more limited.
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1. Uvod

1.1 Povrede perifernih nerava i klasifikacija povreda

Povrede perifernih nerava predstavljaju stanja koja mogu zahvatiti jedan ili viSe nerava, pri
¢emu postoji ostecenje grade nervnog i1 okolnog vezivnog tkiva u manjoj ili ve¢oj meri, praceno
delimi¢nim ili potpunim gubitkom funkcije distalno od mesta lezije.

Posledice povrede senzornih komponenti perifernih nerava mogu biti abnormalne senzacije
(parestezije), pojacan senzibilitet (hiperestezija, hiperalgezija, alodinija), oslabljen senzibilitet ili
gubitak senzibiliteta sa rizikom od povreda koze (zbog anestezije ne funkcionisSu zastitni refleksi) 1
zglobova (senzorni nervi $alju informacije o polozaju zglobova i njihovom optere¢enju, prekomerno
opterecenje 1 nefizioloSki polozaj mogu dovesti do oSte¢enja zglobnih struktura). Usled oSte¢enja
motornih komponenti perifernih nerava moze do¢i do gubitka snage pa i potpune paralize miSi¢a u
inervacionom polju oSte¢enog nerva sa posledi¢nom atrofijom misica ali i koZe.

Najces¢i uzroci povreda perifernih nerava jesu saobracajni traumatizam, povrede na radu,
sportske povrede, nasilje i drugi oblici nesreca [1]. U svim ovim slu¢ajevima povrede perifernih
nerava mogu nastati razli¢itim mehanizmima koji ukljucuju trakciju, kompresiju, dejstvo ostrih i
tupih predmeta kao i ishemiju [2]. Prelomi dugih kostiju ¢esto su udruzeni sa povredama perifernih
nerava [3].

Povrede perifernih nerava naj¢esce su povezane sa delovanjem sila trakcije (istezanjem). lako
je nervno tkivo elasti¢no i rastegljivo, ukoliko se prekomerno istegne nastaje oStecenje, koje moze ili
ne mora dovesti do prekida kontinuiteta nerva. Drugi najces¢i tip povreda nastaje usled dejstva ostrih
predmeta (sekotine, razderine) 1 ¢eS¢e dovodi do potpunog prekida nerva od istezanja. Treci tip
povreda po ucestalosti jesu kompresije. Kod kompresionih povreda obi¢no ne dolazi do prekida
kontinuiteta aksona, ali su pra¢ene motornom ili senzornom disfunkcijom [4].

Za podelu povreda perifernih nerava, prema opsezZnosti oStecenja, koriste se Seddonova 1
Sunderlandova klasifikacija. Seddon je povrede perifernih nerava podelio u tri grupe, neuropraksiju,
aksonotmezu i1 neurotmezu [5]. Neuropraksija, predstavlja povredu sa funkcionalnim poremecajem
bez strukturnog oSte€enja 1 moze nastati trakcijom ili kompresijom nerva. Kod aksonotmeze postoji
prekid kontinuiteta aksona pojedinih nerava uz o€uvanje integriteta nervnih ovojnica dok kod
neurotmeze, postoji prekid kontinuiteta ¢itavog nerva. Sunderland je kasnije modifikovao ovu
klasifikaciju, detaljnije definiSuci opseZznost povreda, pa se Sunderlandova klasifikacija povreda
perifernih nerava sastoji iz 5 tipova povreda [6] pri cemu I stepen odgovara neuropraksiji po Seddonu,
IL, I 1 IV stepen predstavljaju aksonotmezu razli¢itog stepena ocuvanosti prate¢ih nervnih ovojnica
1 samim tim razliCite teZine strukturnog oStecenja, a V stepen odgovara neurotmezi i predstavlja
potpuni prekid kontinuiteta nerva (Tabela 1).



Tabela 1. Klasifikacija povreda perifernih nerava. Modifikovano prema Sunderland S. A
classification of peripheral nerve injuries producing loss of function. Brain. 1951 Dec 1;74(4):491-

516.
Seddon | Sunderland Povreda Potencijal za oporavak
) Lokalng oéteée.nje.mij elina sa ‘ Potpuni oporavak. Vreme
neuropraksija I stepen ocuvanim kontinuitetom nervnih oporavka do 3 meseca.
vlakana.
Ostecenje mijelina i gubitak )
11 stepen kontinuiteta aksona. Endo-, peri-i | Potpuni oporavak. Vreme
p epineurijum ocuvani. Dolazi do oporavka do 4 meseca.
Valerove degeneracije.
‘ o Parcijalni oporavak.
aksonotmeza 111 stepen Kao prethgdm stepen uz ostecenje | Vreme oporavka do 12
endoneurijuma. meseci
_ . Parcijalni oporavak.
IV stepen Kao pr‘etho‘dm stepen uz ostecenje | Neophodno hiruriko
endo- i perineurijuma. lecenje.
Parcijalni oporavak.
Losija prognoza u odnosu
neurotmeza V stepen Potpuni prekid kontinuiteta nerva. | 0 prethodni stepen.
Neophodno hirursko
lecenje.

1.2 Regeneracija perifernih nerava nakon povrede

Nervno tkivo perifernog nervnog sistema (PNS) pokazuje daleko vecu sposobnost
regeneracije od centralnog nervnog sistema (CNS) [7]. Posle povrede aksona, periferni neuroni
aktiviraju niz signalnih puteva koji ukljucuju gene za rast, §to dovodi do reformacije funkcionalnog
konusa rasta i regeneracije. U proces reparacije nerava ukljuceni su i degenerativni procesi (osim kod
neuropraksije) ¢ija je uloga uklanjanje debrija nakon povrede i odredenih molekula koji su Stetni za
regeneraciju [8]. Degenerativni procesi se odvijaju 1 proksimalno i distalno od mesta povrede ali se
znacajno razlikuju [9].

Proces koji se odigrava u nervu distalno od mesta povrede naziva se Valerova (Waller)
degeneracija. Ona obuhvata niz morfologkih i biohemijskih promena u aksonima, Svanovim ¢elijama
1 makrofagima. Valerova degeneracija dovodi do degradacije aksona distalno od mesta prekida,
praéene regeneracijom posredovanom Svanovim ¢elijama, inflamatornim éelijama i medijatorima
inflamacije. Ovaj proces zapocinje gotovo odmah nakon narusavanja kontinuiteta aksona 1 obi¢no
traje 3-6 nedelja [10]. Kod pacova, WD zapocinje u toku prvih sati, morfoloski je detektabilna u roku
od 1-3 dana, a transkriptomska analiza opisuje tri faze: 0—6 h (akutni odgovor), 6-24 h
(preformacija), 4 dana—4 nedelje (izvrSenje WD) [11]. Kaskada inflamatornih reakcija iniciranih
aksonskom degeneracijom u distalnom segmentu nerva dovodi do povecanja propustljivosti krvno-
nervne barijere i aktivacije Svanovih éelija i makrofaga. U sluéaju prekida aksona, Svanove éelije
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menjaju svoj suportivni fenotip i prelaze u reaktivni regenerativni fenotip [9]. Reaktivne Svanove
¢elije proizvode neurotrofine kao $to su faktor rasta nerva (Nerve growth factor - NGF) i neurotrofni
faktor koji poti¢e iz mozga (Brain-derived neurotrophic factor - BDNF). Studije su pokazale da
proizvodnja NGF u ciljnim organima culnih i simpati¢kih nerava u PNS-u promovise opstanak
pokazano je da je ekspresija BDNF pojacana u povredenim perifernim nervima i da BDNF promovise
prezivljavanje i rast ¢ulnih i simpatickih nerava, kao i motornih nerava [14]. Pokazalo se da su mnogi
drugi trofi¢ni faktori, ukljucujuéi faktor rasta sli¢an insulinu (Insulin-like growth factor — IGF), faktor
rasta fibroblasta (Fibroblast growth factor - FGF) i cilijarni neurotrofi¢ni faktor (Ciliary neurotrophic
factor - CNTF), ukljuéeni u promociju regeneracije nerava [15,16]. Uloga reaktivnih Svanovih éelija
nije samo u uklanjanju mijelinskih ostataka, i fagocitozi drugog vancelijskog debrija, ve¢ 1 u
regrutovanju ostalih makrofaga iz cirkulacije oslobadanjem citokina. Nakon ovoga Svanove éelije
proliferisu i formiraju viSeslojne zavijutke okruzene bazalnom laminom. Ove formacije su poznate
kao endoneurijumski tubusi ili Biingnerovi zavoji [17]. Svrha Biingnerovih zavoja je da navode akson
u pravom smeru. Bazalna lamina Svanovih éelija sadrzi molekule poput laminina i fibronektina, koji
igraju ulogu u regeneraciji aksona [18].

Savremeni koncept regeneracije perifernog nerva sve vise naglasava da Svanove éelije nakon
povrede ne predstavljaju samo pasivne pratioce aksonskog rasta, ve¢ centralne organizatore
regenerativnog odgovora. Nakon lezije one prolaze kroz sloZen proces reprogramiranja u takozvani
reparativni fenotip, pri ¢emu istovremeno menjaju ekspresiju gena, pojacavaju fagocitnu i sekretornu
aktivnost, reorganizuju vancelijski matriks i stvaraju mikrookruzenje koje usmerava regenerisuce
aksone [19,20]. Zbog toga se savremeni pokusaji farmakoloSke modulacije regeneracije perifernog
nerva u velikoj meri zasnivaju upravo na ideji da se podrzi ili produzi ovaj reparativni Schwann-
¢elijski odgovor [19].

U segmentu nerva proksimalno od mesta povrede aksoni degeneriSu retrogradno do prvog
Ranvijerovog ¢vora. U roku od nekoliko sati, svaki povredeni akson daje nekoliko kolaterala
(izdanaka) [21]. Pretpostavlja se da to uvecava Sansu svake neuronske Celije da dosegne svoj ciljni
organ [22]. Mnogi od ovih izdanaka kasnije ¢e odumreti [23], a oni koji ostanu nastavi¢e da se
izduzuju kroz distalne endoneurijumske tubuse i oni predstavljaju regenerativne jedinice [24,25]. U
tezim povredama, posebno u blizini tela neurona, ¢itav proksimalni segment nerva prolazi kroz
degeneraciju 1 moZe do¢i do apoptoze neurona [26].

Regeneracija (sprouting) iz proksimalnog patrljka obi¢no zapocinje posle kratke latencije od
oko 4 dana [27], a najbrzi motoricki aksoni u pacova elongiraju oko 3,2 mm/dan [27], dok se u
klini¢koj praksi za ljudske periferne nerve cesto koristi referentna stopa priblizno 1 mm/dan [28], uz
podatke da WD u ljudskim motornim nervima pocinje najkasnije do 4. dana i dostize plato oko 8.
dana [29]. Neophodan uslov za povratak funkcije je dolazak aksona do ciljnog organa (misi¢a) kroz
endoneuralne kanale koje formiraju ,reparacione Svanove céelije (Biingnerove trake), uz
istovremenu fagocitozu mijelina 1 lucenje trofickih faktora [30]. Konus rasta aksona se izduZuje
prate¢i endoneurijalnu cev u distalnom delu nerva, i u slu¢aju uspesne regeneracije uspeva da postigne
reinervaciju ciljnog organa. Na elongaciju konusa rasta ka ciljnom tkivu uti¢u mnogi faktori, a ovaj
proces podseca na rast aksona tokom razvoja. Signali koji poticu iz vancelijskog matriksa, preko
receptora na konusu rasta mogu da sputavaju ili promovisu rast aksona [31]. Pored ¢elija, vancelijski
matriks je normalan sastojak tkiva koji ¢elijama sluzi kao potpora, podloga za migraciju a utice i na
proliferaciju i diferencijaciju ¢éelija suspendovanih u matriksu. Cetiri glavne komponente
vancelijskog matriksa u perifernom nervnom sistemu koje sintetiu Svanove éelije su laminin,
fibronektin, kolagen tipa IV 1 razliCiti proteoglikani [32]. Na put konusa rasta takode moze uticati
formiranje oziljnog tkiva. Prekomerna sinteza vezivne komponente nerva u toku regeneracije moze
dovesti do fibroze nerva i onemoguciti rast aksona. To je razlog zasto konusi rasta regeneriSucih
aksona izlu¢uju odredene proteaze, poput aktivatora plazminogena, koje mogu omoguciti probijanje
konusa rasta do ciljnog organa digestijom vancelijskog matriksa i ¢elijskih adhezija [33].
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Plasti¢nost Svanovih éelija znacajno doprinosi regenerativnom kapacitetu perifernog nervnog
sistema. Medutim, jedan od glavnih ogranicavajucih faktora u ovom procesu je da se regenerativni
kapacitet Svanovih ¢elija vremenom smanjuje i nakon perioda od oko 8 nedelja od povrede perifernog
nerva njihova efikasnost se gubi. Fenotip Svanovih éelija i drugih ¢elija ukljuéenih u regeneraciju
perifernog nerva nije stabilan i vriemenom ¢elije smanjuju ekspresiju trofickih faktora, verovatno zbog
promena koje se deSavaju u distalnom segmentu osteCenog nerva. Do neuspeha regeneracije
povredenog perifernog nerva, osim zbog pogresnog usmeravanja konusa aksona, moze do¢i i zbog
prisustva faktora inhibicije rasta u vancelijskom matriksu. U svakom sluc¢aju, vreme je klju¢ni faktor
u gubitku regenerativnog kapaciteta povredenog nerva, ukazujuéi na vaznost rane intervencije u
reparaciji nerva i na vaznost metoda kojima bi regeneracija mogla biti ubrzana [30].

Jedan od razloga zbog kojih produzena denervacija tako snazno ograni¢ava oporavak jeste to
§to se reparativni potencijal Svanovih ¢elija vremenom ne smanjuje samo pasivno, ve¢ moze preéi u
aktivno inhibitoran obrazac. Savremeni podaci ukazuju da u uslovima hroni¢ne denervacije i starenja
Svanove éelije mogu razviti senescentne osobine, uz smanjenu ekspresiju regulatora reparativnog
programa i pojacano lu¢enje medijatora koji pogorsavaju regenerativno mikrookruzenje [34,35]. To
znac¢i da neuspeh oporavka nakon teze povrede nije posledica samo sporog rasta aksona, vec i
postepenog gubitka podrzavajuce niSe u distalnom segmentu nerva, §to dodatno objasnjava zasto rano
usmeravanje 1 farmakoloSko ubrzanje regeneracije mogu imati presudan znacaj za krajnji
funkcionalni ishod [34,35].

1.3 Terapijski pristupi u leenju povreda perifernih nerava

U zavisnosti od tezine povrede perifernog nerva razlikuju se terapijski pristupi. Teske povrede
zahtevaju hirurSku intervenciju kako bi se proksimalni i1 distalni segment povezali, ukoliko
intervencija ne zahteva prekomerno istezanje nerva. Ukoliko je usled povrede izgubljen segment
nerva u duzini da je nemoguce prosto povezati proksimalni i distalni kraj, moraju se koristiti nervni
graftovi [36]. Osnovni zadatak grafta je da omoguci prenos regeneriSucih aksona od proksimalnog
do distalnog kraja. Koristi se nekoliko hirurskih tehnika za reparaciju perifernih nerava. Medu njima
su tehnike direktnog suturisanja krajeva (parcijalna neurorafija, epineuralna neurorafija, perineuralna
(fascikularna) neurorafija, epiperineuralna neurorafija, interfascikularni nervni grafting), nervna
transplantacija i nervni transfer [37]. Ne ulaze¢i u detalje hirurSkih tehnika, karakteristike same
povrede, njena lokalizacija 1 karakteristike pacijenta izdvojene su kao klju¢ne odrednice uspeha
hirur§kog le¢enja povreda perifernih nerava.

Pored standardnih mikrohirur§kih postupaka, savremena istraZivanja sve viSe razvijaju i
biotehnoloSke pristupe koji imaju za cilj da poboljSaju regeneraciju u situacijama kada direktna
reparacija nije dovoljna ili kada je nervni defekt prevelik za optimalan funkcionalni ishod. Medu
njima posebno mesto zauzimaju nervni vodi¢i (nerve guidance conduits), razli¢iti biomaterijali,
lokalni sistemi za isporuku bioaktivnih molekula, kao i ¢elijske terapije zasnovane na mezenhimalnim
mati¢nim ¢elijama 1 Schwann-¢elijama slicnim fenotipovima [38,39]. Iako autologni nervni graft i
dalje ostaje zlatni standard za premoSc¢avanje vecih defekata, ovakvi pristupi nastoje da smanje
morbiditet mesta donora, poboljSaju regenerativno mikrookruzenje 1 omogucée funkcionalno
kvalitetniji oporavak nego §to ga obezbeduje sama anatomska rekonstrukcija [38,39].

I pored znacajnog regenerativnog potencijala perifernih nerava, sofisticiranih hirurSkih
tehnika 1 fizikalne terapije, nakon tezih povreda perifernih nerava €esto izostaje potpuni funkcionalni
oporavak. Uprkos brojnim eksperimentalnim i klinickim ispitivanjima u cilju pronalaZenja
farmakoloski aktivnih supstanci koje bi poboljSale regeneraciju perifernih nerava, do sada nema
farmakoloskih sredstava odobrenih u svrhe klinicke primene nakon povrede nerava [40,41].
Pokazano je nekoliko eksperimentalnih pristupa koji poboljSavaju regeneraciju nerava i poboljSavaju
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funkcionalni oporavak na Zivotinjskim modelima, ali prevodenje u klini¢ku upotrebu jos uvek nije
realizovano [42].

Jedan od razloga za ovakav raskorak izmedu preklinickog uspeha i klinicke primene jeste to
Sto najperspektivniji eksperimentalni pristupi ¢esto uklju¢uju kompleksne terapijske platforme ¢ija je
translacija metodoloski i regulatorno zahtevna. Za terapije zasnovane na faktorima rasta glavni
problem predstavljaju kratko vreme polueliminacije, potreba za lokalnom i produzenom isporukom i
moguénost nezeljenih efekata pri sistemskoj primeni, dok ¢elijske terapije dodatno otvaraju pitanja
standardizacije izvora celija, naCina isporuke, bezbednosti i reproduktivnosti efekta [39,43]. Zbog
toga je u oblasti perifernih nervnih povreda i dalje posebno vazno identifikovati supstance koje, uz
bioloSku aktivnost, imaju i realistican potencijal za prakticnu primenu u klinicki relevantnim
uslovima [38,43].

Iz tog razloga savremeni terapijski pristupi povredama perifernih nerava sve ceSce se
posmatraju kao kombinacija hirurSke rekonstrukcije i bioloske modulacije regeneracije, pri cemu cilj
dodatnih farmakoloskih intervencija nije da zamene hirurSku reparaciju, ve¢ da poboljsaju
mikrookruzenje povredenog nerva, podrze Schwann-Celijski odgovor i1 doprinesu kvalitetnijoj
reinervaciji i remijelinizaciji [19,44]. U tom okviru posebnu paznju privlace supstance sa vec
poznatim farmakoloskim i bezbednosnim profilom, ukljucujuéi pojedine vitamine, jer predstavljaju
realisti¢ne adjuvantne kandidate za augmentaciju oporavka nakon povrede nerva [44]. Ipak, i pored
obecavajucih preklinickih nalaza, klinicki dokazi za vecinu ovih pristupa ostaju ograniceni, $to
naglasava potrebu za pazljivo dizajniranim eksperimentalnim studijama koje mogu preciznije
proceniti njihovu stvarnu terapijsku vrednost [44].

1.4 Vitamini u eksperimentalnim ispitivanjima i klini¢koj praksi

Medu supstancama koje se u tom kontekstu najceS¢e razmatraju u eksperimentalnim i
klini¢kim pokuSajima modulacije oporavka perifernih nerava posebno mesto zauzimaju vitamini B-
kompleksa. Vitamin B12 (kobalamin) do sada se pokazao najefikasnijim od svih vitamina B u
regeneraciji perifernog nerva nakon povrede. Ovaj vitamin je vaZzan koenzim mnogih biohemijskih
procesa vaznih za normalno funkcionisanje nervnog sistema. Postoji nekoliko oblika vitamina B12,
medu kojima su aktivni oblici metilkobalamin i deoksiadenozinkobalamin. Nedostatak vitamina B12
uzrokuje nedostatak metionina, koji je neophodan za sintezu membranskih fosfolipida 1 mijelina [41].
Mijelopatija 1 neuropatija su najistaknutije klinicke manifestacije nedostatka vitamina B12 [45].
Vitamin B12 olakSava rast i poveéava pre¢nik aksona i proliferaciju Svanovih éelija tokom
regeneracije perifernog nerva, promoviSe mijelinizaciju aksona i dovodi do povecane ekspresije
odredenih neurotrofickih faktora, narofito BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) [46]. U
kombinaciji sa vitaminima B1 i B6 ima povoljan klini¢ki efekat kod neurodegenerativnih bolesti 1
rutinski se koristi u klini¢koj praksi.

Pored vitamina B12, folna kiselina ima vaznu ulogu u razvoju i regeneraciji nervnog sistema
[47,48]. Poznato je da suplementacija folnom kiselinom moze spreciti nastanak defekata neuralne
cevi [49,50]. Pokazano je da folna kiselina u kombinaciji sa uridin monofosfatom i vitaminom B12
ima terapeutske efekte kod sindroma karpalnog tunela koji predstavlja hroni¢nu povredu nerva [51].
Na modelu akutne povrede iSijadi¢nog nerva pacova pokazano je da folna kiselina poboljSava
regeneraciju i promovise mijelinizaciju [52]. Takode, studije su pokazale da folna kiselina povecava
ekspresiju gena za NGF kao i sekreciju NGF od strane Svanovih éelija [53,54].

Bioloska povezanost vitamina B12 i folne kiseline posebno je vazna i zbog toga Sto obe
supstance ucestvuju u medusobno tesno spregnutom jednougljenicnom metabolizmu, u kome vitamin
B12 deluje kao kofaktor metionin-sintaze, dok folati obezbeduju metilne grupe neophodne za sintezu
metionina 1 S-adenozilmetionina [55]. Na taj nacin, njihov znacaj za nervni sistem ne iscrpljuje se
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samo na nivou opSteg metabolizma, ve¢ se prevodi 1 u procese metilacije, sinteze nukleotida i
odrzavanja mijelina, $to ove vitamine Cini naro¢ito relevantnim za stanja u kojima je neophodna
obnova nervnog tkiva i remijelinizacija [55,56]. Upravo zato zajedni¢ko razmatranje vitamina B12 i
folne kiseline u kontekstu regeneracije perifernog nerva nije samo nutritivno-logicko, ve¢ i
mehanistic¢ki opravdano [55,56].

Sto se ti¢e vitamina D do sada su identifikovani njegovi odredeni efekti na neurorazvoj [57].
Medutim, malo se zna o efektima vitamina D na mijelinizaciju. Dokazano je da su receptori vitamina
D prisutni u Svanovim éelijama [58]. Takode je pokazano da in vitro kalcitriol poveéava nivo
transkripta koji kodiraju faktor rasta nerava (NGF) u kultivisanim mijelinizacionim ¢elijama [58].
Chabas et al. pokazali su da ergokalciferol povecava precnik aksona 1 pojaava regeneraciju nerva
kod pacova na modelu presecenog peronealnog nerva i da holekalciferol poboljsava disanje i
hiperrefleksiju kod pacova na modelu paraplegije (povreda kicmene mozdine). Ista grupa autora je
takode procenila koji oblik, ergokalciferol ili holekalciferol, i koja doza je najefikasnija u pogledu
regeneracije perifernog nerva. Primetili su da je holekalciferol efikasniji od ergokalciferola i kada se
daje u velikoj dozi (500 IU/kg/dan), holekalciferol indukuje znac¢ajan lokomotorni i elektrofizioloski
oporavak kod pacovskog modela lezije peronealnog nerva. Takode su pokazali da vitamin D deluje
na pojacanu ekspresiju nekoliko gena koji igraju ulogu bilo u aksogenezi ili mijelinizaciji (Acsl4,
Arhgef19, 1133, Pank1, Relt and Spp1) [59]. Ovi nalazi ukazuju da se D-vitaminska osa u kontekstu
regeneracije perifernog nerva ne moze posmatrati kao homogena kategorija, jer bioloska relevantnost
pojedinih oblika vitamina D zavisi od njihove sposobnosti da uti¢u na fenotip Schwannovih ¢elija,
neurotrofnu signalizaciju i programe mijelinizacije [19,58]. U tom smislu, razlika izmedu
ergokalciferola 1 holekalciferola nije samo farmakoloska ili nutritivna, ve¢ 1 funkcionalno-bioloska,
Sto opravdava njihovo paralelno ispitivanje u istom eksperimentalnom okviru. Takav pristup
omogucava preciznije razumevanje da li razli¢iti oblici vitamina D zaista poseduju uporediv
regenerativni potencijal ili se njithove uloge u obnovi perifernog nerva sustinski razilaze [19,59].

Upravo zbog takvog viSeslojnog delovanja, vitamini predstavljaju naro€ito zanimljivu grupu
kandidata za farmakolosku modulaciju regeneracije perifernih nerava, jer mogu istovremeno uticati
na neuronski metabolizam, neurotrofnu signalizaciju, Schwann-Celijski odgovor 1 procese
remijelinizacije [60,61]. Njihova dodatna prednost ogleda se u tome Sto su, za razliku od brojnih
eksperimentalnih molekula bez klinicke istorije primene, farmakoloski 1 bezbednosno mnogo bolje
poznati, zbog ¢ega se mogu posmatrati kao realisticni adjuvantni kandidati uz hirur§ku reparaciju i
druge rehabilitacione pristupe [60]. Ipak, dosadaSnji klini¢ki dokazi ostaju heterogeni 1 znatno
skromniji od preklinickih, §to dodatno naglasava potrebu za pazljivo dizajniranim eksperimentalnim
studijama koje mogu preciznije razlikovati vitamine sa stvarnim regenerativnim potencijalom od onih
¢iji efekti ostaju parcijalni ili nedovoljno odrzivi [60,61].

1.5 Eksperimentalni modeli povreda perifernih nerava

Postoje razliciti eksperimentalni modeli povrede perifernih nerava i oni igraju klju¢nu ulogu
u razumevanju mehanizama regeneracije nerava, razvoja oziljaka i ispitivanju novih terapijskih
pristupa. NajceSc¢e koris¢eni modeli povrede PN jesu modeli povrede iSijadi¢nog nerva i njegovih
grana, facijalnog nerva i femoralnog nerva. Povrede se mogu izazivati mehani¢kim oSte¢enjem
(podvezivanjem, drobljenjem ili presecanjem) radi naruSavanja strukturnog integriteta nerva, ili
hemijskim supstancama radi izazivanja inflamacije nerva. Razli¢iti modeli povrede iSijadikusa,
koriste se za ispitivanje neuropatskog bola, jer povreda ovog nerva dovodi do abnormalnog bola u
zadnjoj Sapi pacova i miSeva [62,63] koji se karakteriSe spontanim javljanjem, hiperalgezijom i
alodinijom [63]. S obzirom da je iSijadikus meSoviti nerv, postoje modeli i testovi 1 za ispitivanje
lezije i oporavka motorne funkcije iSijadikusa. Ovaj nerv ima znac¢ajnu motornu komponentu kod
pacova, posto inervise nekoliko kljuénih migi¢a zadnjeg ekstremiteta. Siroko rasprostranjen metod za
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neinvazivnu, kvantitativhu procenu motorne funkcije zadnjih ekstremiteta pacova 1 miseva kod
povrede iSijadikusa ili njegovih grana jesu takozvani indeksi funkcionalnosti ovih nerava (engl.
sciatic functional index - SF1, peroneal functional index — PFI, tibial functional index — TFI) [64,65].
Ovi indeksi ukljucuju merenje geometrijske reprezentacije zahvacene zadnje Sape nakon povrede
nerva i poredenje sa kontralateralnom Sapom. Klju¢na merenja su duzina otiska stopala (engl. print
length - PL), raspon prstiju (engl. toe spread — TS, razdaljina izmedu prvog i petog prsta) i sredi$nji
raspon prstiju (engl. intermediate toe spread — TS, razdaljina izmedu drugog i Cetvrtog prsta) [65].
Takode, za procenu oporavka PN koristi se i merenje slozenih akcionih potencijala.

Od velikog znacaja za ispitivanje oporavka PN je i model povrede facijalnog nerva, jer iako
postoje razliciti tretmani povrede ovog nerva u klini¢koj praksi, ¢esto je oporavak funkcije samo
delimican ili cak moze izostati. I nakon hirurSke reparacije facijalisa, oporavak moze biti otezan zbog
razlic¢itih faktora kao $to su vreme latencije do ponovnog rasta aksona, broj novih aksonskih izdanaka
koji premos¢uju mesto povrede i preciznost reinervacije ciljnih misi¢a [66,67]. Za procenu oporavka
funkcije facijalisa u ovom modelu prati se oporavak refleksa treptanja i pokretanja vibrisa [68].
Specifi¢nost ovog modela ogleda se u poremecéaju miotopicke organizacije facijalnih motoneurona
nakon povrede i regeneracije. Reinervacija pogresnih misi¢a dovodi do gubitka koordinisane miSi¢ne
aktivnosti (facijalna sinkinezija) i sposobnosti diskretnog pokretanja vibrisa [69]. Drugo ograni¢enje
ovog modela je mali dijametar facijalnog nerva, koji ga ¢ini nepovoljnim za merenje slozenih
akcionih potencijala.

Femoralni nerv zbog svojih anatomskih karakteristika ima poseban znacaj u istrazivanju
povreda perifernih nerava i oporavka motorne funkcije [70,71]. On je meSoviti nerv koji obezbeduje
inervaciju zadnjeg ekstremiteta. Grana se na dve grane slicnog promera u predelu ingvinalnog
ligamenta, na granu za mis$i¢ kvadriceps (Cisto motorna grana) i na koznu granu (¢isto senzornu granu)
tj. n. saphenus. Karakteristike femoralnog nerva koje ga Cine odli¢nim izborom za ispitivanje
regeneracije motornih neurona su gubitak funkcije jednog misi¢a (kvadricepsa) prilikom lezije i
postojanje fenomena ,,preferencije motorne reinervacije” (engl. preferential motor reinnervation,
PMR) kod pacova. Ovaj fenomen ogleda se u tome $to kod pacova ve¢i broj aksona motoneurona
proraste u misi¢nu pre nego u senzornu granu [70-73], iako nakon transekcije nerva proksimalno od
bifurkacije, regeneriSu¢i aksoni motoneurona imaju dva izbora i podjednake Sanse da prorastu kroz
motornu granu i reinerviSu misi¢, ili da skrenu u €isto senzitivnu granu. Treba napomenuti da je PMR
konzistentna pojava kod ovog modela na pacovima [23,74], dok nije konzistentna pojava kod ovog
modela na miSevima [75,76]. Ovaj model dodatno ¢ini pogodnim to §to aksoni motoneurona koji
pogresno skrenu u senzornu granu necée uticati na testove motorne funkcije u ovom modelu, kao ni
motoneuroni koji daju dvostruke projekcije prilikom regeneracije (1 u miSi¢nu 1 u koznu granu).
Dvostruko projektovani neuroni kod ovog modela ne remete funkcionalni oporavak kao ni testove
funkcije, $to na primer nije slucaj sa facijalisom, jer pogreSna ili dvostruka reinervacija razliitih
misic¢a kod facijalisa dovodi do sinkinezije.

Posmatrano zajedno, ovi modeli ne predstavljaju konkurentske, ve¢ komplementarne
eksperimentalne sisteme, pri ¢emu svaki od njih omogucava uvid u razliite aspekte regeneracije
perifernih nerava. Model iSijadi¢nog nerva posebno je vredan za proucavanje neuropatskog bola 1
oporavka slozenije motorne funkcije zadnjeg ekstremiteta, dok model facijalnog nerva pruza
jedinstven uvid u preciznost reinervacije 1 posledice pogresne motoricke projekcije [64,65,68,69].
Nasuprot tome, femoralni model je naroc¢ito pogodan kada je cilj da se funkcionalni ishod Sto
neposrednije poveze sa reinervacijom jednog dominantnog misica i1 sa selektivnoS¢u motorickog
prerastanja u distalnu granu, zbog Cega je posebno koristan za ispitivanje terapijskih intervencija
usmerenih na motorni oporavak [70-74].

U nasoj studiji opredelili smo se za ispitivanje uticaja ultravisokih doza vitamina B12, folne
kiseline, vitamina D3, vitamina D2, pojedinacno kao i kombinacije Vitamina B12, folne kiseline 1
vitamina D3, na oporavak perifernog nerva nakon povrede, na modelu femoralnog nerva pacova. Za
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model femoralnog nerva odlucili smo se zbog mogucénosti pouzdanog, neinvazivnog, nacina pracenja
regeneracije nerva i oporavka funkcije hoda pomoc¢u metode analize pokreta na osnovu pojedina¢nih
freymova (single-frame motion analysis, SFMA) i merenja ugla baze stopala (Foot-Base Angle, FBA),
ugla koji stopalo zaklapa sa podlogom, u fazi koraka kada je plantarna ravan stopala upravna na ravan
podloge. Fundamentalna istrazivanja koja su uspostavila ovaj metod, potvrdila su da ovaj pristup
omogucava preciznu kvantifikaciju motorne funkcije kvadricepsa [77,78].

Novija istrazivanja dodatno potvrduju metodolosku vrednost femoralnog modela kod pacova
za proucavanje funkcionalnog oporavka nakon povrede perifernog nerva. U modelu resekcije i
autologne rekonstrukcije femoralnog nerva pokazano je da se glavni parametri hoda mogu
longitudinalno pratiti sa visokim stepenom oporavka tokom desetonedeljnog perioda, pri ¢emu se
funkcionalni obrazac pokazao povoljnijim i interpretativno ¢istijim nego u mnogim varijantama
iSijadicnog modela [79]. Istovremeno, savremeni pregledi metoda analize hoda u eksperimentalnim
modelima povrede perifernih nerava naglaSavaju da izbor funkcionalnog testiranja mora biti uskladen
sa tipom lezije i samim nervom, jer se informativna vrednost pojedinih parametara znacajno razlikuje
izmedu modela [80]. U tom smislu, femoralni model sa SFMA/FBA analizom predstavlja posebno
prikladan spoj anatomske preglednosti, funkcionalne merljivosti 1 moguénosti pouzdanog
longitudinalnog pracenja oporavka.



2. Ciljevi istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se:

e Ispita da li visoke doze vitamina B12, D3, D2 i folne kiseline, ubrzavaju funkcionalni
oporavak femoralnog nerva kod pacova nakon transekcije i popravljaju dinamiku hoda.

e Ispita da li visoke doze ovih vitamina dovode do poboljSanja histoloskih parametara
regeneracije perifernih nerava, kao §to su broj regeneriSuc¢ih aksona i stepen njihove
mijelinizacije nakon povrede i perioda regeneracije od 8 nedelja.

e Uporede pojedinacni efekti vitamina B12, D3, D2 i folne kiseline, kao i efekat njihove
kombinacije (B12 + D3 + folna kiselina) na oporavak femoralnog nerva i lokomotornu
funkeciju.



3. Materijali i metode

3.1. Plan eksperimenata na oglednim Zivotinjama

Ispitivanje je obavljeno na 48 pacova soja Wistar, muzjaka mase od 250g do 300g, podeljenih
u Sest grupa (N=8), od kojih su pet grupa eksperimentalne, a jedna kontrolna. Broj zivotinja odreden
je na osnovu prethodnih publikacija vezanih za modele lezije perifernog nerva [59,76,77]. Kriterijumi
za iskljucenje bili su unapred definisani (npr. povrede stopala koje nisu povezane sa lezionim
modelom, intraoperativne komplikacije, kao i neadekvatno ponasanje zivotinja ili neujednacen
obrazac hoda tokom inicijalnog testiranja koji bi onemogucio pouzdanu kinematicku analizu);
nijedna zivotinja nije ispunila ove kriterijume. Nakon izvodenja operativne lezije levog femoralnog
nerva pacovi su pra¢eni narednih 8 nedelja radi evaluacije oporavka nerva i dinamike hoda. Zivotinje
su ¢uvane u standardnim uslovima (sobna temperatura, ciklus svetlosti i tame 12/12 ¢asova, smesStene
u pojedinaénim kavezima, uz hranu i vodu dostupnu ad libitum). Zivotinje su rasporedene u 3est
eksperimentalnih grupa: kontrolnu grupu (CON); grupu koja je primala folnu kiselinu (FA); grupu
koja je primala vitamin D3, holekalciferol (D3); grupu koja je primala vitamin D2, ergokalciferol
(D2); grupu koja je primalavitamin B12 u formi metilkobalamina (B12), kao i grupu koja je primala
kombinovanu terapiju (MIX: folna kiselina + vitamin D3 + vitamin B12). Raspodela je izvrSena
kompjuterski generisanom randomizacijom u blokovima (1:1:1:1:1:1), uz stratifikaciju prema
telesnoj masi Zivotinja. Ova studija je odobrena reSenjem br. 323-07-9632/2021-05 izdatim od strane
Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije.

3.2 Postupak izvodenja lezije operativnim putem

Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom koja sadrzi kombinaciju ketamin-
ksilazin (ketamin: 100 mg/kg, ksilazin: 8 mg/kg,). Supkutanom (SC) injekcijom dat je analgetik
(ketoprofen: 5 mg/kg) preoperativno, a zatim joS dve doze u intervalima od 24 Casa. Po ulasku
zivotinje u anesteziju pripremljeno je operativno polje uklanjanjem krzna. Zivotinja je zatim
postavljena na operativni sto da leZi na ledima 1 fiksirana u poloZaj kao na Slici 1A.

Rezom kroz koZu 1 potkoZzno masno tkivo (prikazano isprekidanom linijjom na Slici 1A)
otvoren je prilaz levoj femoralnoj jami. Pazljivim preparisanjem femoralne jame omogucen je pristup
ziv€anim 1 vaskularnim strukturama (Slika 1B). Na razdaljini 3 mm ushodno od ra¢ve femoralnog
nerva, izvrSeno je njegovo presecanje. Proksimalni 1 distalni kraj na preseku nerva ubaceni su u
silikonski tubus duzine 5 mm, tako da je svaki kraj ubacen u duzini od 1 mm pri ¢emu je ostalo 3 mm
razmaka ispunjenog fizioloskim rastvorom izmedu njih. Preseceni krajevi nerva 1 silikonski tubus,
fiksirani su pomocu hirurskog konca debljine 10-0 kako bi sve strukture ostale u zeljenom poloZaju.
Nakon toga, koza i potkozno masno tkivo su vraceni u prvobitni poloZaj i rez na kozi je uSiven
apsorptivnim koncem debljine 5-0. Operativni zahvati su izvodeni tokom viSe dana; unutar svakog
dana redosled izvodenja procedura bio je randomizovan i uravnoteZen izmedu grupa, kako bi se
smanjio uticaj vremenski zavisnih varijacija. Postoperativna analgezija i uslovi drzanja Zivotinja bili
su ujednaceni u svim grupama u skladu sa protokolom.
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‘4 B

Slika 1. Hirurska procedura transekcije femoralnog nerva pacova. (A) Sematski crteZ pacova sa
isprekidanom linijom koja prikazuje mesto reza na kozi. (B) Izlozeni femoralni zivac na donjem
psoas misicu sa femoralnom (meSovitom, desnom) i safenoznom (senzornom, levom) granama.

Zivac je prese¢en 3 mm pre tatke grananja.

3.3 Doziranje i nacin primene vitamina

Nakon operacije Zivotinjama su, administrirane supkutane (SC) injekcije u dozi od 1 ml/kg
TM jednom nedeljno pocevsi od dana operacije, a ukupno 8 doza. U zavisnosti od eksperimentalne
grupe kojoj pripadaju injekcije su sadrzale odredeni vitamin, ili samo vehikulum za injekciju.
Kontrolnoj grupi administriran je samo vehikulum, grupi folna kiselina administriran je samo
vehikulum uz vodu za pi¢e obogacenu folnom kiselinom (u koncentraciji 40 mg/l), grupi B12
administrirana je SC injekcija vitamina B12 (metilkobalamin, u dozi 2500 pg/kg), grupi D3
administrirana je SC injekcija vitamina D3 (holekalciferol, u dozi 3500 IU/kg), grupi D2
administrirana je SC injekcija vitamina D2 (ergokalciferol, u dozi 3500 IU/kg), a grupi MIX
administrirana je injekcija vitamina B12 1 D3 (metilkobalamin, u dozi 2500 pg/kg; holekalciferol, u
dozi 3500 IU/kg) uz vodu za pi¢e obogacenu folnom kiselinom (u koncentraciji 40 mg/l). Ove doze
se smatraju veoma visokim dozama za pacove za odgovarajuci put primene [59,81,82].

Odlucili smo se za primenu celokupne nedeljne doze vitamina B12, D3 1 D2 odjednom, kao 1
primenu folne kiseline oralno, putem vode za piée, kao pogodniji pristup za zivotinje, kako bi se
izbegle svakodnevne injekcije 1 minimiziralo izazivanje stresa tokom trajanja ispitivanja. Oba
odabrana nacina primene predstavljaju sistemsku isporuku farmakoloski aktivnih supstanci, jer
vitamini ulaze u krvotok sa mesta primene 1 do ciljnih tkiva/mesta delovanja dospevaju putem
sistemske cirkulacije. Uzeli smo u obzir da bi svakodnevno indukovanje stresa izazvanog
ponovljenim injekcijama tokom duzeg perioda moglo u nekom trenutku promeniti ponaSanje
zivotinja, u smislu da bi mogle poceti da se plaSe dodirivanja i drzanja, ostati ,,paralisane zbog
straha/stresa 1 odbiti da se pomeraju ili poceti da beze, §to bi onemogucilo testiranje hoda i pravljenje
video snimaka za SFMA i1 merenja FBA. Izbegli smo uticaj akutnog stresa na testiranje hoda tako Sto
smo vrsili testiranje 1 snimanje hoda pre primene potkoznih injekcija, Sto znaci da je prosla jedna cela
nedelja izmedu davanja injekcije i sledece sesije testiranja.
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Studije na pacovima pokazuju da se oralno primenjeni folati efikasno apsorbuju 1 da
ispoljavaju predvidivu in vivo kinetiku, uz gotovo potpunu apsorpciju u roku od nekoliko sati i
bifazi¢an obrazac eliminacije [83]. U praksi to znaci da kontinuirani oralni unos omogucava stabilniju
sistemsku izloZenost, dok veée pojedinacne doze dovode do izrazenijeg, ali prolaznijeg sistemskog
porasta, nakon Cega sledi eliminacija uz znacajan doprinos renalne obrade i urinarne ekskrecije
folatnih jedinjenja [83—85]. Jetra kod pacova predstavlja glavno mesto akumulacije folata, mada je
njen skladis$ni kapacitet znatno manji u odnosu na vitamin B12. Podaci iz literature ukazuju da
svakodnevna suplementacija omogucava ravnomernije i stabilnije koncentracije u jetri, dok vece
pojedinacne doze (analog nedeljnog davanja) dovode do toga da se veci deo unete kolicine izluci pre
nego Sto ga tkiva preuzmu — posebno kada kapacitet transportera folata bude zasien [84].
Istrazivanja na ljudima takode potvrduju da svakodnevno doziranje folne kiseline obezbeduje
efikasnije podizanje i odrzavanje nivoa u poredenju sa nedeljnim davanjem [86]. Folna kiselina se
generalno odlikuje odli¢nom oralnom bioraspolozivos¢u i dobro se resorbuje ¢ak i kod mnogih stanja
malapsorpcije, zbog ¢ega oralni put predstavlja pouzdan nacin povecanja nivoa folata bez potrebe za
parenteralnim davanjem [87]. Iz svih ovih razloga, kontinuirana oralna suplementacija je metodoloski
opravdana strategija — omogucéava stabilniju sistemsku izlozenost i1 eliminiSe potrebu za
svakodnevnim injekcijama. U skladu sa smernicama za standardni unos vode kod odraslih Wistar
pacova (10—12 mL/100 g/dan), muzjak telesne mase 250—300 g obi¢no popije oko 25-36 mL vode
dnevno [88-90]. Pri koncentraciji folne kiseline od 40 mg/L u vodi za piée, ova koli¢ina odgovara
dnevnom unosu od priblizno 1.00—-1.44 mg, Sto predstavlja oko 4.0—4.8 mg/kg/dan, odnosno 28.0—
33.6 mg/kg/nedelji. Ova koncentracija od 40 mg/L karakteriSe se kao veoma visoka oralna doza za
pacove [82]. Uzimajuéi u obzir da je preporuceni dijetetski unos (RDA) za folnu kiselinu kod pacova
1,0 mg/kg hrane [91], kao 1 da je gastrointestinalna apsorpcija veoma efikasna uz znacajnu oralnu
biodostupnost [86,87], ovakav pristup je obezbedio konzistentan, povisen dnevni unos folne kiseline,
uz farmakokineti¢ki osnovanu pretpostavku stabilnije sistemske izloZenosti.

Za dugotrajne studije, subkutana (SC) primena smatra se najbezbednijim putem, jer je
minimalno invazivna, izaziva najmanji stres kod zZivotinja 1 minimizuje rizik od oStecenja vitalnih
organa ili hemoragije — rizika koji su inherentno povezani sa intraperitonealnim (IP) ili
intramuskularnim (IM) putevima [92]. Shodno tome, medu injekcionim putevima SC injekcija nije
samo najbezbednija ve¢ i najkomfornija opcija za Zivotinje, posebno u dugotrajnim protokolima [92].
Supstanca Cesto ostaje na mestu aplikacije, postepeno difundujuci u okolna tkiva pre ulaska u krvotok
(depo efekat); kod pacova je subkutani prostor narocito labav, §to omogucava lateralnu disperziju
teCnosti koja dodatno moduliSe sistemski ulazak. Nadalje, subkutana primena dovodi do sporije
apsorpcije u poredenju sa IM ili IP putevima zbog manje vaskularizacije, Sto predstavlja jasnu
prednost kada je potrebna stabilnija koncentracija u krvi bez naglih fluktuacija [93].

Vitamin B12 je u ovoj studiji primenjivan supkutano kako bi se izbegla zavisnost od
gastrointestinalne apsorpcije, koja ukljucuje intrinzicni faktor i specifi¢ne receptore u ileumu, 1 kako
bi se osigurale stabilne sistemske koncentracije. Ovakav pristup je u skladu sa klinickom i
preklinickom praksom [94]. Iako 1 oralni 1 parenteralni visokodozni rezimi B12 mogu povisiti nivoe
1 otkloniti deficit, parenteralno davanje se Cesto bira u situacijama kada je potrebna pouzdana i
konzistentna izloZenost ili kada se modeliraju klini¢ki parenteralni protokoli [95]. U slucaju vitamina
B12, odrzavanje poviSenih nivoa uz nedeljno doziranje je izvodljivo, buduéi da jetra ima veliki
kapacitet skladiStenja, a vitamin se dodatno reciklira putem enterohepati¢ne cirkulacije [96,97]. Ovaj
mehanizam recirkulacije predstavlja jedan od najefikasnijih sistema ocuvanja nutrijenata u
organizmu, §to je potvrdeno i kod ljudi 1 kod pacova [98,99]. Eksperimentalni radovi na pacovima
pokazuju da B12 ostaje u cirkulaciji nedeljama ¢ak i pri potpunom prekidu unosa, upravo zahvaljujuci
aktivnoj enterohepati¢noj recirkulaciji [96,97]. Stoga je primenjeni rezim doziranja i nacin aplikacije
vitamina B12 u ovom eksperimentu metodoloski adekvatan i eticki utemeljen. Za vitamine D3 i D2,
izbor supkutane primene bio je takode metodoloski opravdan. Kao izrazito lipofilni sekosteroidi, ovi
vitamini pri oralnoj primeni pokazuju apsorpciju koja zavisi od intestinalnog lipidnog okruzenja,
prisustva masti i samog vehikuluma/formulacije, pri ¢emu podaci iz sistematskih pregleda ukazuju
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da apsorpcija vitamina D verovatno ne predstavlja isklju¢ivo prostu pasivnu difuziju, ve¢ ukljucuje i
mehanizme povezane sa apsorpcijom lipida i1 holesterola [100,101]. U skladu s tim, u
eksperimentalnom modelu na pacovima pokazano je da razli¢ite oralne formulacije vitamina D3
dovode do razli¢itog porasta 25(OH)D, pri ¢emu su preparati na bazi ulja i mikroenkapsulisani
preparati imali vecu bioraspolozivost od micelizovane forme [102]. Stoga supkutana primena u ovoj
studiji omogucava da se izbegne dodatni izvor farmakokineticke varijabilnosti vezan za
gastrointestinalnu apsorpciju i izbor oralnog vehikuluma, uz istovremeno oslanjanje na opste
prednosti SC puta u dugotrajnim protokolima [92,93]. Dodatno, intermitentni, odnosno nedeljni
rezimi primene vitamina D imaju uporiste 1 u ranijoj eksperimentalnoj literaturi o povredi perifernih
nerava. U modelu transekcije facijalnog nerva kod kuni¢a holekalciferol je primenjivan kao nedeljni
oralni bolus tokom 12 nedelja, uz znacajno poboljSanje funkcionalnog oporavka i mijelinizacije
[103]. Sli¢cno tome, u modelu crush povrede n. ischiadicus kod pacova holekalciferol je davan jednom
nedeljno u dozi od 3500 IU/kg, uz funkcionalni i histopatoloski efekat [ 104]. Ovi podaci podrzavaju
opravdanost intermitentne primene vitamina D u eksperimentalnim uslovima [103,104]. Imajuci u
vidu izrazitu lipofilnost vitamina D, njegovu tkivnu distribuciju, kao i Cinjenicu da oralna
bioraspolozivost zavisi od formulacije i crevnog lipidnog okruzenja, primena vitamina D3 i D2
supkutano jednom nedeljno u ovom eksperimentu moZe se smatrati farmakoloSki racionalnim,
metodoloski doslednim i eticki opravdanim resenjem [92,93,100-102].

3.4 Pracenje oporavka dinamike hoda

Pracenje oporavka nakon lezije femoralnog nerva vrSeno je analizom hoda zivotinja dok su
prelazile drvenu letvu dimenzija 10 cm % 2 m. Greda je bila dovoljno Siroka da pacovi nisu morali da
odrzavaju ravnotezu tokom kretanja. Snimanje je sprovodeno prema unapred definisanoj dinamici:
jedan dan pre operacije (zdrava kontrola, PO), zatim 1 dan posle operacije (1D), kaoi1, 2, 3,4, 5, 6,
7 1 8 nedelja nakon povrede (1N—8N). Za svaku Zivotinju je zabeleZen snimak hoda sa straznje strane
pri frekvenciji od 120 frejmova u sekundi (frames per second, fps).

Tokom svake sesije procene hoda, pacovima je omoguceno da vise puta predu preko letve na
suprotnu stranu kako bi se obezbedio dovoljan broj pogodnih kadrova za analizu. Jedina motivacija
za prelazak bila je ¢injenica da se na drugom kraju nalazio njihov kavez, Sto predstavlja prirodan
podsticaj, pa nije bilo potrebno prethodno treniranje. Zivotinjama je bilo dozvoljeno slobodno
kretanje 1 istraZivanje tokom snimanja.

Za ukljucivanje kadrova u analizu primenjeni su slede¢i kriterijumi: birani su segmenti u
kojima se Zivotinja kretala pravolinijski i priblizno konstantnom brzinom. Delovi snimaka u kojima
je pacov skretao, zastajao, poskakivao ili tr¢ao nisu uzimani u obzir. Iz odgovarajucih sekvenci
izdvajani su kadrovi iz specifi¢ne faze koraka — trenutak kada je plantarna povrSina povredene (leve)
Sape bila postavljena pod pravim uglom u odnosu na podlogu. Na tim kadrovima meren je FBA (Slika
2).

Merenje FBA vrednosti vrSeno je u programu ImagelJ (verzija 1.54, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Nakon toga je sprovedena statistiCka analiza kako bi se procenila
dinamika oporavka funkcije hoda u eksperimentalnim grupama u poredenju sa kontrolnom. Za
potrebe SFMA/FBA analize, video =zapisi su ponovo oznaceni nasumino generisanim
identifikatorima od strane ¢lana tima koji nije ucestvovao u ocenjivanju. Merenja FBA vrSena su u
programu ImageJ od strane istrazivaca koji je bio slep za raspodelu tretmana 1 vremensku tacku, pri
¢emu je redosled fajlova bio nasumi¢no permutovan.
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Slika 2. Merenje ugla baze stopala primenom analize pokreta na osnovu pojedinacnih frejmova
(SFMA). Pojedinacni frejmovi iz video snimaka pacova tokom testova hoda po gredi. Iscrtane linije
prikazuju uglove baze stopala (FBA) levog stopala u trenutku kada je plantarna povrSina stopala bila
pod pravim uglom (normalna) u odnosu na povrsinu grede. Panel A prikazuje FBA pre hirurske lezije
(PO), panel B prikazuje FBA jedan dan nakon povrede (1D), a panel C prikazuje FBA 8 nedelja nakon
povrede (8N). Disfunkcija miSi¢a kvadricepsa uzrokuje abnormalnu spoljasnju rotaciju pete (B) $to
dovodi do veceg ugla u poredenju sa uglom pre operacije (A) [54].

3.5 Analiza histoloSkih preparata

Osam nedelja nakon povrede, Zivotinje su humano eutanazirane, a periferni nervni uzorci leve
grane femoralnog nerva prikupljeni su radi histoloske pripreme i mikroskopske evaluacije. Ovako
pripremljeni preseci koriS¢eni su za procenu parametara regeneracije, kvantifikaciju aksona u
motornoj grani i analizu mijelinizacije pomocu g-ratio vrednosti. HistoloSka analiza je uradena kao u
studiji koju su radili Jakovcevski i njegov tim [105].

Pacovi su prvo duboko anestezirani intraperitonealnom injekcijom ketamin—ksilazin
kombinacije (ketamin 100 mg/kg; ksilazin 8 mg/kg). Nakon potvrde adekvatne anestezije otvoren je
grudni kos$ 1 sprovedena je transkardijalna perfuzija: najpre 1 minut PBS-om, a zatim 10 minuta sa
4% formaldehidom u 0.1 M natrijum-kakodilatu (pH 7.3). Nakon perfuzije, uklonjeni su levi
femoralni nervi 1 pripremljeni za dalju obradu.

Post-fiksacija je izvedena pomocu 1% osmijum-tetroksida (Polysciences Europe, Eppelheim,
Germany; br. proizvoda 20816-12-0) u 0.1 M natrijum-kakodilatu (pH 7.3) tokom 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon toga je sledila dehidratacija kroz serije etanola i uklapanje u smolu. [z motorne
(kvadricepsne) 1 senzorne (safenske) grane, poCevsi ~3 mm distalno od bifurkacije, dobijeni su
polutanki (1 um) poprecni ili longitudinalni preseci.

Preseci su bojeni 1% toluidin-plavim rastvorom uz 1% boraks radi analize broja aksona i
procene mijelina. Brojanje mijelinizovanih aksona u svakom popre¢nom preseku izvrSeno je pomocu
Neurolucida sistema (MicroBrightField Europe, Magdeburg, Germany) na Zeiss Axioskop
mikroskopu sa objektivom 100x (ulje). Morfometrijska merenja ukljucivala su odredivanje pre¢nika
aksona 1 ukupnog precnika nervnog vlakna (akson + mijelinski omotac), pri ¢emu su merenja
obavljena u istim oblastima svakog preseka.

Uzorkovanje je vrSeno pomocu kvadratne mreze projektovane u Neurolucidi, sa razmakom
od 60 um i nasumi¢no odabranim referentnim tackama. Za mijelinizovana vlakna koja su dodirivala
ili sekla vertikalne linije mreze odredivana su maksimalna i poprecna ortogonalna dimenzija, a
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srednja vrednost ta dva merenja koriS¢ena je kao reprezentativni precnik. Mijelinizacija je
kvantifikovana g-ratio parametrom, koji predstavlja odnos precnika aksona i ukupnog precnika
vlakna; nize vrednosti odrazavaju deblji mijelin. Svi uzorci i slikovni fajlovi nosili su kodirane
identifikatore; brojanje mijelinizovanih aksona i morfometrija g-ratia sprovedeni su od strane
istrazivaca koji nije bio upoznat sa pripadnoscu grupi. Kodovi su desifrovani tek nakon zakljuCavanja
baze podataka.

3.6 Izrada fotomikrografa

Fotomikrografi su zabelezeni pomo¢u mikroskopa Zeiss Axiophot 2 opremljenog digitalnom
kamerom 1 upravljanog putem ZEN softvera (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Naknadna obrada
slika uradena je u Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) i ogranicena
isklju¢ivo na unsharp mask tehniku, opSta podeSavanja kontrasta/svetline 1 kadriranje. Nisu vrSene
nikakve dodatne digitalne manipulacije.

3.7 Statisti¢ka analiza

Promene apsolutnih FBA vrednosti kroz vreme analizirane su dvofaktorskom ANOVA za
ponovljena merenja, pri ¢emu su faktori bili vreme i grupa, nakon ¢ega su sprovedeni Tukey post hoc
testovi za poredenja izmedu grupa u istim vremenskim tackama. Ovaj model kori§¢en je radi uzimanja
u obzir korelacije ponovljenih merenja unutar istih Zivotinja kroz razlicite vremenske tacke. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD), a prag statisticke znacajnosti
postavljen je na p <0,05. Primarne statisti¢ke analize sprovedene su nad kodiranim oznakama grupa,
kako bi se oc¢uvala slepa procedura; identitet grupa otkriven je tek po finalizaciji rezultata 1 grafickih
prikaza.

Za procenu dinamike funkcionalnog oporavka izracunate su AFBA vrednosti kao razlika
izmedu FBA u ranijoj i kasnijoj susednoj vremenskoj tacki za svakog pojedinacnog pacova:

AFBA; = FBA;(t,) — FBA;(t,)

gde indeks i oznacava pojedina¢nog pacova, dok t;1 t,predstavljaju raniju i kasniju vremensku tacku,
redom. Pozitivna AFBA vrednost oznacavala je smanjenje FBA, odnosno pobolj$anje funkcije, dok
je negativna vrednost oznacavala povecanje FBA i prolazno pogorSanje funkcionalnog parametra. Na
nivou grupa, za svaki interval izraCunate su srednje AFBA vrednosti i pripadaju¢e standardne
devijacije. U skladu sa bioloSkom logikom modela, u analizu AFBA uklju¢eni su samo intervali od
2N nadalje (2N-3N, 3N-4N, 4N-5N, 5SN-6N, 6N—-7N i 7N—-8N), s obzirom na to da 1D i 1N pripadaju
akutnoj fazi povrede i1 ne predstavljaju stabilizovan funkcionalni oporavak.

Unutargrupna dinamika AFBA kroz Sest uzastopnih intervala analizirana je Friedman-ovim
testom za ponovljena merenja. Kao mera veli¢ine efekta koriS¢en je Kendall-ov koeficijent slaganja
(W). Nakon znacajnog Friedman-ovog testa, sprovodena su post hoc parna poredenja izmedu
intervala primenom Wilcoxon-ovog testa za sparene uzorke, uz Holm korekciju zbog visestrukih
poredenja. Ovaj pristup omogucio je procenu da li se tempo oporavka unutar svake grupe menja
tokom vremena, odnosno da li postoje faze ubrzanja i usporavanja funkcionalnog napretka.

Za procenu medugrupnih razlika u AFBA po pojedina¢nim intervalima primenjen je Kruskal—
Wallis test za nezavisne uzorke, zasebno za svaki interval, zbog malog broja Zivotinja po grupi i
moguce nejednakosti varijansi. Kada je bilo potrebno, naknadna poredenja sprovodena su Dunn-ovim
post hoc testom uz Holm korekciju za kontrolu porodi¢ne greske.
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Zavrsni funkcionalni ishod definisan je kao rezidualni deficit u odnosu na preoperativno
stanje, izrazen kao AFBA (PO-8N), pri ¢emu su nize vrednosti oznacavale manji zaostali deficit i
bolji zavr$ni oporavak funkcije hoda. Rezidualni deficit izracunat je prema formuli:

AFBA (PO — 8N) = FBA(8N) — FBA(PO)

Rezidualni deficit najpre je izraCunat za svakog pojedinacnog pacova kao individualna razlika izmedu
preoperativne i zavr$ne vremenske tacke, a zatim su tako dobijene individualne vrednosti koris¢ene
za dalju statisticku obradu. Ukupni efekat grupe na ovu meru procenjen je Welch-ovom ANOVA,
zbog male veli¢ine uzorka i moguce heterogenosti varijansi. U post hoc analizi svih parova koris¢eni
su parni Welch t-testovi uz Holm korekciju za visestruka poredenja. Pored toga, sprovedena su
unapred planirana poredenja svake terapijske grupe naspram kontrolne grupe, takode primenom
Welch t-testova uz Holm korekciju ograni¢enu na pet relevantnih poredenja. Veli¢ina efekta
procenjivana je pomocu Hedges-ovog g koeficijenta.

Kao dopunska analiza stabilnosti funkcionalnog odgovora procenjen je i unutargrupni trend
standardne devijacije FBA kroz vremenske tatke od 1D do 8N. U svakoj grupi izracunata je
standardna devijacija FBA vrednosti u svakoj vremenskoj tacki, nakon ¢ega je trend promena SD
posmatran deskriptivno, sa ciljem procene kako se menja rasprSenost individualnih odgovora tokom
regeneracije. Ova analiza koriS¢ena je kao pokazatelj homogenizacije i stabilizacije funkcionalnog
profila unutar grupa tokom vremena.

Razlike u broju mijelinizovanih aksona izmedu grupa ispitivane su jednofaktorskom ANOVA,
pracenom Tukey post hoc testovima za sva parna poredenja. Kao dopunska, bioloSki usmerena
analiza, primenjen je i Dunnett-ov post hoc test sa kontrolnom grupom kao referentnom, radi procene
da 1i svaka terapijska grupa ostvaruje superioran regenerativni odgovor u odnosu na spontani
oporavak. Distribucije g-ratio vrednosti izmedu grupa uporedene su Kolmogorov—Smirnov testom,
dok je analiza raspodele g-ratio vrednosti po unapred definisanim kategorijama sprovedena pomocu
v testa na kontingencijskoj tabeli frekvencija. S obzirom na to da g-ratio kod svake Zivotinje obuhvata
Sirok kontinuum vrednosti, uz znacajno preklapanje individualnih raspodela izmedu Zivotinja 1 grupa,
analiza ovog parametra nije bila usmerena na poredenje centralnih tendencija na nivou pojedinacnih
Zivotinja, ve¢ na poredenje grupnih distribucionih obrazaca. 1z tog razloga, pored poredenja
celokupnih raspodela, g-ratio vrednosti su dodatno razvrstane u unapred definisane kategorije (<0.55,
0.55-0.65, 0.65-0.75, >0.75), kako bi se procenilo da li tretmani menjaju udeo vlakana u bioloski
povoljnijim 1 nepovoljnijim opsezima mijelinizacije. Ovakav pristup omogucava finiju
karakterizaciju kvaliteta mijelinizacije nego sumarizacija jednom prosecnom ili medijalnom
vrednoS¢u po Zivotinji. Primarne statisticke analize sprovedene su nad kodiranim oznakama grupa
(A/B/C/D/E/F), kako bi se o€uvala slepa procedura; identitet grupa otkriven je tek po finalizaciji
rezultata 1 grafickih prikaza.
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4. Rezultati

4.1 Oporavak funkcije hoda nakon povrede femoralnog nerva
4.1.1 Vremenski tok apsolutnih vrednosti ugla baze stopala (FBA)

Analiza pojedinacnih frejmova video-zapisa pokazala je da unilateralna povreda femoralnog
nerva dovodi do gubitka funkcije kvadricepsa, Sto se manifestuje nestankom njegove uloge u
ekstenziji kolena, kao i smanjenjem fleksorne komponente musculus rectus femoris u kuku.
Posledi¢no dolazi do spoljasnje rotacije stopala i porasta FBA sa priblizno 65° na oko 100° (Slika 3).

Sprovedena je dvofaktorska ANOVA za ponavljana merenja, pri ¢emu je grupa (kontrola,
folna kiselina, B12, D3, D2, MIX) tretirana kao medusubjekatski faktor, a vreme (2N—8N) kao unutar-
subjekatski faktor. Kao pocetnu vremensku tacku za analizu toka regeneracije izabrali smo dve
nedelje nakon operacije (2N). Naime, 24 sata nakon transekcije (1D) i dalje traje proces retrogradne
degeneracije [11], a potrebno je priblizno Cetiri dana pre nego $to po¢ne novi rast aksonskih pupoljaka
iz proksimalnog segmenta (period latencije) [27].

U ovom modelu, nerv je presecen 3 mm proksimalno od bifurkacije, uz ostavljanje 3 mm
razmaka, a dodatno treba uracunati i segment degeneracije sve do prvog Ranvierovog ¢vora [7,9]. To
znaci da akson mora premostiti ukupno oko 6—7 mm pre nego Sto stigne do motorne grane, a zatim
preci i duzinu te grane pre nego $to dopre do neuromisi¢nih spojnica (NMJ, neuromuscular junction)
u kvadricepsu. Pri brzini regeneracije od oko 3,2 mm/dan i sa po¢etnom latencijom od oko cetiri dana,
najraniji kontakt sa NMJ moZe se ocekivati okvirno 9—13 dana nakon povrede [11,29].

Vremenska tacka PO predstavlja fizioloSko, nepovredeno stanje nerva i stoga se ne ukljucuje
u niz tacaka koje se koriste za pracenje oporavka. Istovremeno, u periodu 1N kod Zivotinja moZe biti
prisutan rezidualni postoperativni bol, Sto verovatno dovodi do adukcije butine uz trup i posledi¢nog
smanjenja FBA usled smanjenog oslanjanja na povredenu nogu (Slika 3). Uzimaju¢i sve ove faktore
u obzir, izbor vremenske tacke dve nedelje nakon operacije (2N) kao pocetne tacke za statistiCku
obradu podataka potpuno je metodoloski opravdan, kao i primena dvofaktorske ANOVA za
ponavljana merenja sa Tukey post hoc analizom.

Analiza je pokazala jasno izrazen glavni efekat vremena (p = 0.00000; p <0.01), Sto ukazuje
da se vrednosti FBA znacajno menjaju tokom perioda oporavka u svim grupama. Takode je utvrden
1 statisticki znaCajan glavni efekat grupe (p = 0.00076; p <0.01), $to govori u prilog tome da postoje
ukupne razlike u FBA vrednostima izmedu razli¢itih tretmana. Posebno je vazan nalaz znacajne
interakcije izmedu grupe i vremena (grupa X vreme), Sto znaci da se obrazac poboljSanja FBA kroz
vreme razlikovao izmedu Sest ispitivanih grupa (p = 0.0000; p<0.01). Drugim re¢ima, dinamika i
tempo funkcionalnog oporavka nisu bili jednaki — kako brzina tako i obim smanjenja FBA zavisili
su od primenjene terapije (Slika 3).

Da bi se preciznije odredilo u kojim vremenskim tatkama se javljaju medugrupne razlike,
sprovedeni su Tukey HSD post hoc testovi za svaku tacku merenja. Ove analize su pokazale da na
pocetku ispitivanja (PO) nije postojala nikakva razlika medu grupama; sve p-vrednosti bile su znatno
iznad 0.05, Sto potvrduje da nijedna grupa nije imala inicijalnu prednost. Znacajne razlike medu
grupama nisu uocene ni u tackama 1D, 1N, 2N 1 3N (p>0.05).

Sve grupe pokazale su odredeni stepen oporavka hoda tokom osmonedeljnog pracenja, ali sve
grupe tretirane vitaminima pokazale su superiorniji oporavak 4 nedelje nakon povrede u odnosu na
kontrolnu grupu (B12 — kontrola: p = 0.00480, p<0.01; folna — kontrola: p = 0.00150, p<0.01; D2 —
kontrola: p = 0.03540, p<0.05; D3 — kontrola: p = 0.00600, p<0.01; MIX — kontrola: p = 0.02820,
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p<0.05), dok u istoj vremenskoj tacki nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednostima FBA izmedu
grupa tretiranih vitaminima (p>0.05) (Slika 3). Ove razlike izmedu eksperimentalnih grupa i
kontrole, gube se u prvoj polovini drugog meseca oporavka, tako da 5 i 6 nedelja nakon povrede (SN
1 6N) nema statisticki znac¢ajnih razlika u vrednostima FBA izmedu bilo koje dve grupe. Ovaj gubitak
statisticki znacajnih razlika, mogao bi se objasniti kasnijom pojavom reinervacije u kontrolnoj grupi
u odnosu na grupe tretirane vitaminima, a povratak odredenog stepena funkcije kvadricepsa u
kontrolnoj grupi priblizava vrednosti FBA kontrole ostalim grupama, zbog ¢ega se gubi znacajna
razlika. U kasnijoj fazi oporavka izdvaja se napredak u oporavku grupa B12 i MIX u odnosu na ostale
grupe u vremenskoj tacki 7N (sedam nedelja od povrede; B12 — D2: p = 0.00580, p<0.01; B12 —
folna: p = 0.03420, p<0.05; B12 — kontrola: p = 0.00340, p<0.01; MIX — kontrola: p = 0.01190,
p<0.05; MIX — D2: p =0.01960, p<0.05), 1 u vremenskoj tacki 8N (osam nedelja od povrede; B12 —
kontrola: p =0.00010, p<0.001; B12 — folna: p = 0.00500, p<0.01; B12 — D2: p = 0.00430, p<0.01;
MIX — kontrola: p = 0.00010, p<0.001; MIX — folna: p = 0.00280, p<0.01; MIX — D3: p = 0.03900,
p<0.05; MIX — D2: p =0.00240, p<0.01). Na kraju pra¢enja oporavka u trajanju od 8 nedelja, u nasoj
studiji, vitamin B12 i kombinacija vitamina B12, D3 i folne kiseline, pokazali su se superiornim u
odnosu na ostale vitamine, a naro¢ito u odnosu na kontrolnu grupu bez tretmana. Medutim izmedu
samih grupa B12 1 MIX, na kraju nije bilo razlike u vrednostima FBA i oporavku funkcije (Slika 3).
Rezultati statistike prikazani su u Tabeli 2 radi bolje preglednosti.
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FBA kroz vreme
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Slika 3. Vremenski tok oporavka ugla baze stopala (FBA). Grafikoni A i B prikazuju srednje
vrednosti + SD kod pacova tretiranih vitaminom B12 (B12), folnom kiselinom (folna), vitaminom
D3 (D3), vitaminom D2 (D2) i kombinacijom vitamina B12, D3 i folne kiseline (MIX) i kod
kontrolnih pacova bez tretmana (kontrola). U svim grupama analizirano je po 8 Zivotinja (n = 8).
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Tabela 2. Statisticki znacajni parovi medugrupnih poredenja vrednosti FBA po vremenskim
taCkama. U tabeli su prikazani rezultati medugrupnih poredenja vrednosti ugla baze stopala (FBA)
po vremenskim tackama. Navedena su samo ona parna poredenja izmedu grupa za koja je Tukey
HSD post hoc test pokazao statisticki znac¢ajnu razliku. Vremenske tacke u kojima nisu utvrdene
statisticki znacajne medugrupne razlike nisu posebno prikazane radi vece preglednosti tabele. U
svim grupama analizirano je po 8 zivotinja (n = 8).

Vremenska tacka Poredbeni parovi p-vrednost

CON vs FA 0,00150 p<0,01

CONvs D3 0,00600 p<0,01

4N CON vs D2 0,03540 p<0,05
CONvs B12 0,00480 p<0,01

CON vs MIX 0,02820 p<0,05

B12 vs CON 0,00340 p<0,01

B12 vs FA 0,03420 p<0,05

TN B12 vs D2 0,00580 p<0,01
MIX vs CON 0,01190 p<0,05

MIX vs D2 0,01960 p<0,05

B12 vs CON 0,00010 p<0,01

B12 vs FA 0,00500 p<0,01

B12 vs D2 0,00430 p<0,01

&N MIX vs CON 0,00010 p<0,01
MIX vs FA 0,00280 p<0,01

MIX vs D3 0,03900 p<0,05

MIX vs D2 0,00240 p<0,01

4.1.2 Nedeljna dinamika oporavka: analiza AFBA unutar grupa

Unutargrupna analiza AFBA vrednosti izmedu $est susednih vremenskih intervala (2N-3N,
3N-4N, 4N-5N, 5N-6N, 6N-7N, 7N-8N) sprovedena je Friedman-ovim testom za ponovljena
merenja, koriste¢i individualne promene FBA za svakog pacova, pri ¢emu je AFBA definisana kao
razlika izmedu FBA u ranijoj 1 kasnijoj vremenskoj tacki (AFBA = FBAranije — FBAkasnije). Analiza
je pokazala da su tri eksperimentalne grupe — B12, folna kiselina i D2 — imale statisticki znacajne
razlike u dinamici AFBA kroz vreme, ukazuju¢i na neujednacen tok oporavka (B12: ¥*(5)=15.93,
p=0.00705; folna: ¥*(5)=16.29, p=0.00607; D2: ¥*(5)=23.60, p=0.00026; sve p<0,01).

Nasuprot tome, u grupama D3, MIX i kontrola Friedman test nije bio znacajan (D3:
v*(5)=10.21, p=0.06939; MIX: ¥*(5)=8.14, p=0.14854; kontrola: ¥*(5)=9.36, p=0.09564; sve p>0,05),
Sto ukazuje da se njihove AFBA vrednosti ne razlikuju sistematski kroz Sest intervala, odnosno da
ove grupe imaju relativno stabilniji tok nedeljnog napretka.
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Procena veli¢ine efekta pomocu Kendall-ovog koeficijenta slaganja (W) dodatno je potvrdila
ovaj obrazac: najvece vrednosti zabelezene su u grupama D2 (W=0.58795), folna (W=0.40714)1 B12
(W=0.39821), Sto ukazuje na umereno do jako izrazene razlike medu intervalima, dok su D3
(W=0.25536), kontrola (W=0.23393) i posebno MIX (W=0.20357) pokazale nize W vrednosti, u
skladu sa stabilnijim obrascem tokom vremena.

Iako su ukupni Friedman testovi ukazali na znacajne razlike u tri grupe, post hoc Wilcoxon-ovi
testovi, korigovani Holm metodom (15 poredenja po grupi), nisu identifikovali nijedan par intervala
koji bi ostao znacajan nakon korekcije (svi p>0,05), Sto je o€ekivano imajuc¢i u vidu mali broj
zivotinja u svakoj grupi (N=8) i strogu kontrolu porodi¢ne greske. Prema tome, razlike u dinamici
oporavka posmatraju se prvenstveno na nivou ukupnog trenda unutar grupe, a ne kao pojedinacne
razlike izmedu konkretnih vremenskih intervala (Slika 4).
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Slika 4. Unutargrupna dinamika AFBA tokom oporavka u Sest uzastopnih vremenskih intervala (2N—
3N, 3N-4N, 4N-5N, 5N-6N, 6N-7N 1 7N—-8N). Prikazane su srednje vrednosti + SD za pojedinacne
eksperimentalne grupe: (grafikon A) kontrola, (grafikon B) folna kiselina, (grafikon C) D3, (grafikon
D) D2, (grafikon E) B12 1 (grafikon F) MIX. Grafikoni prikazuju unutargrupne promene AFBA kroz
vreme 1 omogucavaju uvid u fazni obrazac funkcionalnog oporavka u okviru svake grupe. U svim
grupama analizirano je po 8 Zivotinja (n = 8).

Delta FBA

4.1.3 Nedeljna dinamika oporavka: analiza AFBA izmedu grupa

Kruskal-Wallis test nije pokazao znacajne razlike u AFBA izmedu grupa ni u jednom od Sest
analiziranih intervala (sve p>0,05), iako je primecen najsnaZniji trend u intervalu 3N—4N
(p=0.06776). Dunn-ovi post hoc testovi, korigovani Holm metodom, nisu identifikovali znacajne
parne razlike, uz o€ekivano smanjenu statisticku mo¢ zbog malog uzorka i velikog broja poredenja.

4.1.4 Zavrsni funkcionalni ishod: rezidualni deficit u odnosu na preoperativno stanje (AFBA
PO-8N)

Radi procene zavr$nog funkcionalnog ishoda, izracunat je rezidualni deficit u odnosu na
preoperativno stanje, izrazen kao AFBA (PO-8N) =FBA(8N) — FBA(PO), pri ¢emu su nize vrednosti
oznaCavale manji zaostali deficit 1 bolji zavr$ni oporavak funkcije hoda. Najmanji rezidualni deficit
zabelezen je u grupama tretiranim vitaminom B12 (9.13 + 3.87) i kombinovanom terapijom MIX
(9.90 £ 2.60), dok je najve¢i zaostali deficit registrovan u kontrolnoj grupi (14.32 + 1.96).
Intermedijarne vrednosti dobijene su u grupama D3 (11.73 £ 1.43), folna kiselina (12.89 = 1.72) 1 D2
(13.31 £ 1.76). Ovaj raspored srednjih vrednosti ukazuje da su B12 i MIX ostvarili najpovoljniji
zavr$ni funkcionalni ishod, dok je spontani oporavak u kontrolnoj grupi ostavio najveci preostali
funkcionalni deficit (Slika 5).

Omnibus analiza sprovedena robustnom Welch-ovom ANOVA pokazala je statisticki znacajan
ukupni efekat grupe na zavrsni rezidualni deficit (F(5,19.40)=4.45, p=0.00726), Sto potvrduje da se
ispitivani tretmani razlikuju po svom uticaju na krajnji funkcionalni ishod. U post hoc analizi svih
parova, nakon Holm korekcije za viSestruka poredenja, statisticki znacCajna razlika zabeleZena je samo
izmedu MIX i kontrolne grupe (p=0.03079), dok razlika izmedu B12 i kontrole nije dostigla prag
znacCajnosti u okviru ovog konzervativnog pristupa (p=0.09312), uprkos nizoj prose¢noj vrednosti
rezidualnog deficita u grupi B12.
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Kada je analiza usmerena na unapred planirana poredenja svake terapijske grupe naspram
kontrole, uz Holm korekciju ogranicenu na pet relevantnih poredenja, pokazano je da su D3
(p=0.03005), B12 (p=0.02660) i MIX (p=0.01026) imali statisticki znacajno nizi rezidualni deficit u
odnosu na kontrolnu grupu, dok razlike za folnu kiselinu i D2 nisu bile znacajne. Standardizovane
veli¢ine efekta dodatno su podrzale prakti¢nu relevantnost ovih nalaza: najveci efekat u odnosu na
kontrolu zabelezen je u grupi MIX (Hedges’ g=1.8141), zatim u grupi B12 (g=1.5980), pa u grupi D3
(g=1.4276), dok su efekti folne kiseline (g=0.7339) 1 D2 (g=0.5120) bili manji. Posmatrano zajedno,
ovi rezultati ukazuju da su B12 i MIX postigli najpovoljniji zavr$ni funkcionalni ishod, pri ¢emu je
MIX pokazao i najvecu statisti¢ku uverljivost u odnosu na spontani oporavak.
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Slika 5. Zavr$ni funkcionalni ishod izrazen kao rezidualni deficit u odnosu na preoperativno stanje
[AFBA (PO—-8N)]. Prikazane su srednje vrednosti + SD za kontrolnu grupu, folnu kiselinu, D3, D2,
B12 i MIX. Nize vrednosti oznac¢avaju manji zaostali funkcionalni deficit i povoljniji zavrSni
oporavak funkcije hoda. U svim grupama analizirano je po 8 Zuvotinja (n = 8).

4.1.5 Promene varijabilnosti FBA tokom oporavka

Radi dodatne procene stabilnosti funkcionalnog oporavka, analiziran je unutargrupni trend
standardne devijacije FBA kroz vremenske tacke od 1D do 8N, sa ciljem da se sagleda kako se menja
rasprsenost individualnih odgovora unutar svake eksperimentalne grupe tokom procesa regeneracije.

Analiza je pokazala da je u svim ispitivanim grupama rasprSenost FBA vrednosti bila
najizraZenija u ranoj postoperativnoj fazi, dok je tokom daljeg toka oporavka pokazivala opsti trend
postepenog smanjenja. Ovakav obrazac ukazuje da se individualni funkcionalni odgovori unutar
grupa vremenom sve vise priblizavaju, odnosno da dolazi do postepene homogenizacije FBA
vrednosti kako se proces regeneracije razvija. Drugim reCima, kako oporavak odmice, odgovor
Zivotinja unutar iste terapijske grupe postaje sve ujednaceniji i funkcionalno stabilniji. lako su u
pojedinim delovima pracenja uocCena prolazna odstupanja od ovog obrasca, naroCito u srednjim
vremenskim tackama, ona nisu menjala osnovni nalaz da se unutargrupna heterogenost sa vremenom
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smanjuje. Posmatrano u celini, dobijeni nalazi ukazuju da se funkcionalni oporavak unutar grupa ne
ogleda samo u promeni srednjih FBA vrednosti, ve¢ i u postepenom smanjenju rasprsenosti
individualnih odgovora, §to govori u prilog homogenizaciji i stabilizaciji funkcionalnog profila tokom
vremena.

4.2 Broj aksona i stepen mijelinizacije

Broj aksona i stepen mijelinizacije u regenerisanim zivcima procenjeni su u polutankim
presecima obojenim toluidinskim plavim (Slika 7). Jednofaktorska ANOVA analiza je pokazala
statisticki znacajne razlike u broju mijelinizovanih regenerisanih aksona izmedu grupa (F = 10.97255,
p <0,01). Tukey post hoc test je pokazao da kontrolna grupa ima zna¢ajno manji broj mijelinizovanih
regenerisanih aksona u odnosu na B12 (p = 0.00010; p < 0,01), D3 (p = 0.00010; p < 0,01), folnu
kiselinu (p = 0.00220; p <0,01) i MIX (p = 0.00000; p <0,01), dok razlika izmedu kontrolne grupe 1
D2 nije bila statisticki znacajna (p = 0.24630; p > 0,05). Dodatno, utvrdene su i statisticki znacajne
razlike izmedu B12 1 D2 (p = 0.04000; p < 0,05), izmedu D3 1 D2 (p = 0.03930; p < 0,05), kao 1
izmedu MIX 1 D2 (p=0.00670; p <0,01), gde je grupa D2 imala zna¢ajno manji broj mijelinizovanih
aksona u odnosu na B12, D3 1 MIX, dok ostala medugrupna poredenja nisu pokazala statisticku
znacajnost. Dopunska dvosmerna Dunnett-ova analiza, usmerena na poredenje svake terapijske grupe
sa kontrolnom, potvrdila je da FA (p = 0.000789), D3 (p = 0.000032), B12 (p = 0.000065) 1 MIX (p
= 0.000005) imaju statisticki znacajno veci broj mijelinizovanih regenerisanih aksona od kontrolne
grupe, dok za D2 takva razlika nije potvrdena (p = 0.119092). Ipak, grupa D2 pokazivala je numericki
veci prosecan broj aksona u odnosu na kontrolu (Slika 6). Svi rezultati Tukey post hoc testa prikazani
su u Tabeli 3 radi bolje preglednosti.
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Slika 6. Broj mijelinizovanih regenerisanih aksona u motornoj grani femoralnog nerva osam nedelja
nakon povrede. Prikazane su srednje vrednosti = SD za kontrolnu grupu, folnu kiselinu, D3, D2, B12
1 MIX. Grafik prikazuje kvantitativni regenerativni odgovor po grupama. Za svaku grupu analizirano
je po 6 zivotinja (n = 6).

25



Slika 7. Polutanki preseci regenerisanih nerava obojeni toluidinskim plavim. Paneli A, B i C
predstavljaju primere fotomikrografa koris¢enih za brojanje aksona 1 procenu mijelina.
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Tabela 3. Rezultati Tukey post hoc testa za parna poredenja broja mijelinizovanih regenerisanih
aksona izmedu eksperimentalnih grupa. U tabeli su prikazane p-vrednosti za sva medugrupna
poredenja nakon jednofaktorske ANOVA. Statisti¢ki znaCajne razlike oznacene su vrednostima p <
0,051 p <0,01. Za svaku grupu analizirano je po 6 zivotinja (n = 6).

Poredbeni parovi p-vrednost

CON vs FA 0,00220 p<0,01
CON vs D3 0,00010 p<0,01
CON vs D2 0,24630 p>0,05
CONvs B12 0,00010 p<0,01
CON vs MIX 0,00000 p<0,01
FA vs D3 0,87370 p>0,05
FA vs D2 0,34600 p>0,05
FA vs B12 0,87680 p>0,05
FA vs MIX 0,46510 p>0,05
D3 vs D2 0,03930 p<0,05
D3 vs B12 1,00000 p>0,05
D3 vs MIX 0,97840 p>0,05
D2 vs B12 0,04000 p<0,05
D2 vs MIX 0,00670 p<0,01
B12 vs MIX 0,97730 p>0,05

Analiza raspodele g-ratio vrednosti po unapred definisanim kategorijama (<0.55, 0.55-0.65,
0.65-0.75,>0.75) pokazala je da se distribucioni obrasci znacajno razlikuju izmedu ispitivanih grupa.
Globalni y? test, primenjen na kontingencijsku tabelu frekvencija, pokazao je visoko znacajnu razliku
medu grupama (¥*(15) =319.36521, p=0.00000; p <0.01), §to ukazuje da raspodela g-ratio vrednosti
nije homogena izmedu kontrolne i eksperimentalnih grupa (Tabela 4, Slika 8).
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Tabela 4. Procentualna raspodela g-ratio vrednosti po unapred definisanim kategorijama. Tabela
prikazuje procentualnu raspodelu g-ratio vrednosti po unapred definisanim kategorijama (<0.55,
0.55-0.65, 0.65-0.75,>0.75) u kontrolnoj i eksperimentalnim grupama. U tabeli su prikazani procenti
vlakana u svakoj kategoriji, pri ¢emu je veli¢ina uzorka bila ista u svim grupama (n = 450). Za svaku
grupu analizirano je po 6 zivotinja (n = 6).

Eksperimentalna Kategorije g-ratio
grupa <0,55 0,55-0,65 0,65-0,75 >0,75
CON 8,89 28,89 55,56 6,67
FA 14,89 24,89 58,67 1,56
D3 14,89 41,56 42,00 1,56
D2 11,33 30,44 51,33 6,89
B12 20,89 54,22 24,00 0,89
MIX 31,56 37,78 28,89 1,78

Da bi se procenila slicnost celokupnih distribucija, a ne samo raspodele po kategorijama,
sprovedeni su parni Kolmogorov—Smirnov testovi izmedu svih grupa. Rezultati statistickog testa
prikazani su Tabeli 5 radi bolje preglednosti. Ova analiza je pokazala da se kontrolna grupa i D2 ne
razlikuju znacajno (CON vs D2: KS = 0.06222, p = 0.34868; p > 0.05), dok je razlika izmedu
kontrolne grupe 1 FA formalno statisticki znacajna, ali sa relativno malom KS distancom (CON vs
FA: KS =0.11333, p=0.00614; p < 0.01). Takode, FA i D2 nisu pokazali statisti¢ki zna€ajnu razliku
(FAvs D2: KS =0.06667, p=10.27021; p > 0.05). Posmatrano zajedno, ovi nalazi ukazuju da se CON,
FA 1 D2 mogu grupisati kao skup distribucija koje su medusobno relativno sli¢ne, uprkos tome §to
razlika izmedu FA 1 CON dostiZe prag statisticke znacajnosti.

Za razliku od navedenog obrasca, grupa D3 pokazala je jasno izdvojenu raspodelu g-ratio
vrednosti. U poredenju sa kontrolom, D3 je pokazao izrazitu razliku (D3 vs CON: KS = 0.26444, p
=0.00000; p <0.01), a slican obrazac dobijen je i pri poredenju sa FA (D3 vs FA: KS =0.20889, p =
0.00000; p < 0.01) 1 D2 (D3 vs D2: KS = 0.24444, p = 0.00000; p < 0.01). Dodatno, D3 je ostao
znacajno razli€it i u odnosu na grupe sa najizraZenije pomerenim distribucijama, odnosno B12 (D3
vs B12: KS = 0.20000, p = 0.00000; p < 0.01) i MIX (D3 vs MIX: KS = 0.19333, p = 0.00000; p <
0.01). Ovakav nalaz ukazuje da D3 ne predstavlja samo intenzivniju verziju efekta uoc¢enog kod
drugih grupa, ve¢ formira poseban distribucioni obrazac.

Najizrazenije razlike u odnosu na kontrolni obrazac zabeleZene su u grupama B12 1 MIX. U
poredenju sa kontrolnom grupom, obe grupe su pokazale velike KS distance i izuzetno niske p-
vrednosti: CON vs B12: KS =0.39333, p =0.00000; p <0.01, odnosno CON vs MIX: KS =0.35111,
p = 0.00000; p <0.01. Slican obrazac zabelezen je i u poredenjima sa FA (FA vs B12: KS =0.35556,
p = 0.00000; p <0.01; FA vs MIX: KS =0.30222, p = 0.00000; p <0.01) i sa D2 (D2 vs B12: KS =
0.36667, p = 0.00000; p < 0.01; D2 vs MIX: KS = 0.32444, p = 0.00000; p < 0.01). Iako su B12 i
MIX medusobno takode statisticki razliciti (B12 vs MIX: KS = 0.12222, p = 0.00239; p < 0.01),
njihova medusobna udaljenost ostaje znatno manja od njihove udaljenosti prema kontrolnom profilu
1 prema grupama FA i1 D2, zbog Cega se mogu interpretativno posmatrati kao deo istog distalnog
distribucionog klastera.
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Tabela 5. Rezultati Kolmogorov—Smirnov testa za parna poredenja raspodela g-ratio vrednosti
izmedu eksperimentalnih grupa. U tabeli su prikazane KS vrednosti i p-vrednosti za sva medugrupna
poredenja. StatistiCki znacajne razlike oznacene su vrednostima p < 0,051 p <0,01. Za svaku grupu
analizirano je po 6 zivotinja (n = 6).

Poredbeni parovi KS vrednost p-vrednost
CON vs FA 0.11333 p<0,01
CON vs D3 0.26444 p<0,01
CON vs D2 0.06222 p>0,05

CON vs B12 0.39333 p<0,01
CON vs MIX 0.35111 p<0,01
FA vs D3 0.20889 p<0,01
FA vs D2 0.06667 p>0,05
FA vs B12 0.35556 p<0,01
FA vs MIX 0.30222 p<0,01
D3 vs D2 0.24444 p<0,01
D3 vs B12 0.20000 p<0,01
D3 vs MIX 0.19333 p<0,01
D2 vs B12 0.36667 p<0,01
D2 vs MIX 0.32444 p<0,01
B12 vs MIX 0.12222 p<0,01
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Slika 8. Distribucioni obrasci g-ratio vrednosti u motornoj grani femoralnog nerva osam nedelja
nakon povrede. Prikazane su raspodele g-ratio vrednosti za sve eksperimentalne grupe: kontrolu,
folnu kiselinu, D3, D2, B12 1 MIX. NiZe vrednosti ukazuju na relativno deblji 1 povoljniji mijelinski
omotag, dok vise vrednosti odrazavaju manje povoljan mijelinizacioni profil. Za svaku grupu
analizirano je po 6 zivotinja (n = 6).

Na osnovu ukupnog obrasca KS distanci i medugrupnih p-vrednosti, moguce je izdvojiti tri
interpretativna nivoa organizacije distribucija: (i) klaster relativno sli¢nih raspodela (CON-FA-D?2),
(i1) poseban, intermedijarni klaster (D3), i1 (iii) distalni klaster grupa sa najuocljivije pomerenim
raspodelama (B12-MIX). Vazno je naglasiti da ovakvo klasterisanje nije zasnovano samo na binarnoj
podeli na ,,znacajno* i ,,neznacajno*, ve¢ na istovremenom razmatranju velicine efekta (KS statistike)
1 konzistentnosti obrasca odstupanja u odnosu na ostale grupe.
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Posmatrano iz bioloske perspektive, pri ¢emu se nize g-ratio vrednosti tumace kao pokazatelj
povoljnijeg stepena mijelinizacije, dobijeni distribucioni obrasci ukazuju na jasnu gradaciju efekata
medu grupama. Kontrolna grupa i D2 zadrzavaju relativno viSe g-ratio vrednosti, Sto se vidi kako
kroz njihove prosecne vrednosti (CON = 0.66007; D2 = 0.65567), tako i kroz relativno nizak udeo
vlakana sa vrednostima ispod 0.65 (37.78% 1 41.78%, redom), uz istovremeno najveci procenat
vrednosti iznad 0.75 (6.67% 1 6.89%). Nasuprot tome, grupa FA pokazuje samo blago pomeranje ka
nizim, povoljnijim vrednostima (mean = 0.64499; 39.78% vrednosti <0.65), §to je u skladu sa njenim
polozajem unutar klastera CON-FA-D2: iako se FA formalno statisti¢ki razlikuje od kontrole,
intenzitet tog pomeranja ostaje ograni¢en i bioloski znatno skromniji od pomeranja uocenih u
grupama D3, B12 i MIX.

Grupa D3 zauzima intermedijarni polozaj i pokazuje jasnije pomeranje ka nizim g-ratio
vrednostima nego FA i D2, §to se ogleda u nizoj prosecnoj vrednosti (0.62513) 1 znatno ve¢em udelu
vlakana ispod 0.65 (56.44%). Takav obrazac sugeriSe da D3 dovodi do merljivog poboljSanja
mijelinizacionog profila, ali ne u meri i ne sa istom distribucionom strukturom kao grupe B12 i MIX,
zbog Cega se opravdano tumaci kao zaseban, intermedijarni klaster.

Najizrazenije pomeranje ka nizim, bioloski povoljnijim g-ratio vrednostima uoceno je u
grupama B12 1 MIX. Grupa B12 pokazuje najkoherentnije poboljSanje raspodele, sa prosecnom
vrednos¢u 0.60445, medijanom 0.60866, cak 75.11% vrednosti ispod 0.65 i svega 0.89% vrednosti
iznad 0.75. MIX pokazuje jo§ niZzu prosec¢nu vrednost (0.59550) i najvec¢i udeo najnizih vrednosti
(31.56% ispod 0.55), $to ukazuje na snazan pomak ka izrazito povoljnim g-ratio opsezima.

Ukupno posmatrano, klasteri izdvojeni na osnovu KS analize dobijaju 1 jasnu biolosku
dimenziju: CON-FA-D2 predstavljaju skup grupa sa relativno slicnim i manje povoljnim
mijelinizacionim profilom, D3 oznacava intermedijarni nivo poboljSanja, dok B12-MIX formiraju
distalni klaster sa najizrazenijim pomeranjem raspodele ka nizim g-ratio vrednostima, odnosno ka
obrascu koji je kompatibilan sa boljom mijelinizacijom.
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5. Diskusija

Model povrede femoralnog nerva predstavlja naroCito pogodan eksperimentalni okvir za
ispitivanje funkcionalnog oporavka nakon povrede perifernog nerva, jer omogucava relativno €isto
pracenje reinervacije jednog dominantnog misi¢a, kvadricepsa, uz istovremeno izbegavanje dela
konfuznih faktora koji prate sloZenije meSovite nerve. Za razliku od modela povrede iSijadicnog ili
facijalnog nerva, u kojima pogresna ili viSestruka reinervacija razli¢itih ciljnih misi¢a moze otezati
tumacenje funkcionalnog ishoda [68,69], femoralni model kod pacova dodatno je pogodan zbog
fenomena preferencijalne motorne reinervacije i zbog ¢injenice da funkcionalni deficit dominantno
odrazava gubitak funkcije kvadricepsa. Zbog toga promene funkcije hoda u ovom modelu imaju
visoku interpretativnu vrednost i mogu se direktnije povezati sa tokom regeneracije i kvalitetom
motoricke reinervacije.

Ovakva prednost femoralnog modela jo$ jasnije se uocava kada se uporedi sa drugim cesto
koris¢enim modelima povrede perifernih nerava. Kod modela iSijadicnog nerva ili njegovih grana
funkcionalni ishod zavisi od integrisane aktivnosti ve¢eg broja miSi¢a zadnjeg ekstremiteta, pa na
rezultate mogu uticati kontrakture, kompenzatorna preraspodela optere¢enja na zdravu nogu i
promene otiska kontralateralnog stopala, $to dodatno komplikuje tumacenje funkcionalnog oporavka
[106,107]. Sli¢no tome, kod modela facijalnog nerva pogresna i dvostruka reinervacija razlicitih
ciljnih misi¢a mogu dovesti do sinkinezije i gubitka precizne koordinacije, pa anatomski uspesna
regeneracija ne mora biti pracena jednako Cistim funkcionalnim ishodom [69]. Nasuprot tome, u
modelu femoralnog nerva funkcionalni deficit dominantno odrazava gubitak funkcije kvadricepsa,
dok aksoni motoneurona koji pogre$no prorastu u senzornu granu ili daju dvostruke projekcije ne
remete u istoj meri tumacenje funkcionalnog ishoda [23,72-74,108]. Time ovaj model dobija posebnu
interpretativnu prednost u odnosu na druge eksperimentalne sisteme u kojima se funkcionalni
odgovor formira kroz sloZeniju interakciju veceg broja misica ili precizno koordinisanih pokreta.

U tom kontekstu, primena analize pokreta na osnovu pojedinaénih frejmova 1 merenja ugla
baze stopala, pokazala se kao adekvatan i metodoloski robustan nac¢in longitudinalnog pracenja
funkcionalnog oporavka, budu¢i da omogucava preciznu, pouzdanu i objektivnu procenu suptilnih
promena funkcije hoda u ovom eksperimentalnom modelu [77,78]. FBA u ovom modelu ne
predstavlja samo geometrijski parametar hoda, ve¢ funkcionalni odraz stepena spoljaSnje rotacije
stopala koja nastaje kao posledica slabosti kvadricepsa nakon lezije femoralnog nerva. Upravo zato
promene FBA kroz vreme omoguc¢avaju preciznu procenu prelaska iz faze izraZzenog denervacionog
deficita ka fazi funkcionalno relevantne reinervacije. Dodatnu vrednost ovog pristupa predstavlja
¢injenica da omogucava ponovljena merenja kod istih zivotinja tokom citavog perioda oporavka, bez
potrebe za invazivnim procedurama, Sto je posebno vazno za praenje vremenske dinamike
regeneracije.

Dodatna metodoloSka vrednost SFMA/FBA pristupa ogleda se i u tome $to u ovom modelu
funkcionalni parametar ne zavisi od slozenih geometrijskih promena celog otiska stopala, ve¢ od
jasno definisanog polozaja stopala u specificnoj fazi koraka, kada je motorni deficit najizrazeniji i
najpouzdanije merljiv. Za razliku od tradicionalnih walking-track indeksa (indeksa dobijenih
analizom hoda na osnovu otisaka), kod kojih na oblik otiska mogu uticati brzina hoda, preraspodela
opterecenja, kontrakture i promenjeni obrazac oslanjanja na zdravu nogu, SFMA/FBA omogucava
fokusiranje na neposrednu biomehani¢ku posledicu disfunkcije kvadricepsa [106,107]. Time se
funkcionalna analiza u femoralnom modelu dodatno oslobada dela varijabilnosti koja opterecuje
interpretaciju drugih modela povrede perifernih nerava, $to je narocito vazno u studijama u kojima se
ocekuju suptilne razlike izmedu terapijskih rezima.
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Dobijeni nalazi ukazuju da funkcionalni oporavak u ovom modelu ne treba posmatrati kao
stati¢an ishod procenjen u jednoj zavr$noj tacki, ve¢ kao proces koji se razvija kroz vise uzastopnih
faza. Upravo zato produzeno longitudinalno pra¢enje ima poseban znacaj, jer omogucava da se
razlikuju rani funkcionalni pomaci od kasnije stabilizacije 1 odrzivosti postignutog oporavka. Na taj
nacin, funkcionalna analiza u ovom radu prevazilazi jednostavno poredenje grupa u jednoj
vremenskoj tacki i pruza osnov za tumacenje regeneracije kao dinamickog procesa sa jasno
prepoznatljivim fazama. Vazno je naglasiti da su funkcionalni nalazi interpretirani od vremenske
tacke 2N nadalje, buduci da ranije vremenske tacke pretezno odrazavaju akutne posledice povrede i
operativnog zahvata, a ne stabilizovan funkcionalni odgovor regeneriSuceg nerva.

Poseban doprinos interpretativnoj vrednosti ovog modela daje i ¢injenica da je fenomen
preferencijalne motorne reinervacije kod femoralnog nerva kod pacova stabilno opisan, dok kod
miSeva nije jednako konzistentan [23,72-76,108]. To znaci da regeneriSuc¢i aksoni motoneurona u
ovom modelu ne biraju nasumi¢no izmedu motorne i1 senzorne grane, ve¢ pokazuju jasnu tendenciju
ka funkcionalno relevantnijoj, motornoj putanji. Upravo zbog toga femoralni model kod pacova
predstavlja naroCito pogodan sistem za proucavanje odnosa izmedu tacnosti reinervacije, kvaliteta
strukturne obnove 1 kasnijeg funkcionalnog ishoda, Sto ga ¢ini posebno vrednim za ispitivanje
terapijskih intervencija usmerenih na poboljSanje regeneracije motornih aksona.

Na tako postavljenom metodoloskom i biolo§kom okviru, rezultati apsolutnih FBA vrednosti
pokazuju da funkcionalni oporavak u ovom modelu ne protice ravnomerno, ve¢ kroz jasno
prepoznatljive faze. Prva od njih ogleda se u tome da su sve tretirane grupe Cetiri nedelje nakon
povrede pokazale bolji funkcionalni ishod u odnosu na kontrolu, §to ukazuje da primena vitamina
ubrzava rani izlazak iz faze izrazenog denervacionog poremecaja hoda. Ovakav nalaz sugerise da se
u tom periodu terapijski efekat ve¢ prevodi u funkcionalno relevantnu reinervaciju, odnosno da broj
regeneriSu¢ih motornih aksona koji dostizu distalni segment postaje dovoljan da proizvede merljivo
poboljSanje obrasca hoda.

Medutim, dalji tok oporavka pokazuje da rana funkcionalna prednost nije u svim grupama
jednako odrziva. U srednjoj fazi oporavka, odnosno u 5N i 6N, razlike izmedu tretiranih grupa i
kontrole se delimi¢no gube, §to se najverovatnije moze objasniti progresijom spontane regeneracije
u kontrolnoj grupi. Drugim re€ima, spontani oporavak u toj fazi poc¢inje da funkcionalno sustize deo
ranije steCene terapijske prednosti, Sto dovodi do privremenog smanjenja medugrupnih razlika u
apsolutnim FBA vrednostima. Ovaj obrazac je bioloski smislen, jer pokazuje da terapijski efekat ne
mora nuzno da se manifestuje kao stalno 1 linearno rastuca razlika u svakoj pojedinacnoj tacki
pracenja, ve¢ moZe imati oblik vremenskog pomeranja oporavka unapred.

Delimi¢no priblizavanje kontrolne grupe tretiranim grupama u srednjoj fazi oporavka moze
se dodatno objasniti izrazenom sposobnoscu kolateralnog grananja regeneriSuc¢ih motoneurona, pri
¢emu pojedinacni aksoni mogu reinervisati veéi broj misi¢nih vlakana nego u fizioloSkim uslovima
[109]. Stoga, oCuvanje i oporavak svega 20% aksona motoneurona moze biti dovoljno za kompletnu
reinervaciju misica i uspostavljanje kontrole nad njim [109]. U modelu femoralnog nerva ovaj proces
je dodatno olakSan fenomenom preferencijalne motorne reinervacije (PMR), zbog koga veci deo
regeneriSu¢ih motornih aksona ulazi u misi¢nu, a ne u senzornu granu [23,72-74,108]. Zbog toga i
spontana regeneracija u kontrolnoj grupi moze dovesti do relativno dobrog funkcionalnog oporavka,
usled Cega se u srednjem delu pracenja privremeno smanjuju razlike izmedu kontrole i svih tretiranih
grupa. Ovakav obrazac ukazuje da rana terapijska prednost ne mora ostati jednako izraZzena u svakoj
pojedinac¢noj vremenskoj tacki, ve¢ da spontani oporavak u jednom delu toka regeneracije moze
delimic¢no funkcionalno susti¢i ranije steceni benefit tretmana.

Upravo zato je narocito znacajno $to se u kasnijoj fazi oporavka, u 7N 1 8N, kao funkcionalno
najpovoljniji izdvajaju vitamin B12 i kombinovana terapija MIX. Ovakav nalaz ukazuje da svi
tretmani nemaju isti kapacitet da oCuvaju rani funkcionalni dobitak do zavr$ne tacke posmatranja.
Dok se kod pojedinih rezima rana prednost vremenom priblizava spontanom oporavku, B12 1 MIX
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zadrzavaju jasniju funkcionalnu superiornost, §to govori u prilog njthovom povoljnijem dejstvu na
kasne faze regeneracije i funkcionalne stabilizacije. U tom smislu, funkcionalni obrazac dobijen u
ovoj studiji ukazuje da se ispitivani tretmani razlikuju ne samo po tome da li ubrzavaju pocetni
oporavak, ve¢ 1 po tome u kojoj meri omogucavaju njegovo odrzanje do kraja perioda pracenja.

Posmatrano u celini, rezultati analize FBA ukazuju da apsolutne FBA vrednosti ne
predstavljaju samo seriju uzastopnih funkcionalnih merenja, ve¢ otkrivaju fazno organizovan obrazac
oporavka u kome se smenjuju rana terapijska prednost, srednjefazno priblizavanje dela grupa usled
napredovanja spontane regeneracije i kasna diferencijacija tretmana prema sposobnosti da oCuvaju i
stabilizuju postignuti funkcionalni benefit, pri ¢emu se kao funkcionalno najpovoljniji u kasnoj fazi
izdvajaju B12 1 MIX. U tome lezi njihova najveca interpretativna vrednost.

Na kraju perioda posmatranja (8 nedelja od povrede), preostali funkcionalni deficiti i dalje su
postojali u svim grupama, a prethodne studije su pokazale da takvi deficiti perzistiraju ¢ak 1 20 nedelja
nakon transekcije, ¢ak 1 kada se uradi trenutna rekonstrukcija preseenog nerva primarnim Savom
kraja na kraj (end-to-end suture) [77].

Dodatnu dimenziju tumacenja funkcionalnog oporavka u ovoj studiji pruza analiza AFBA, jer
omogucava da se regeneracija ne posmatra samo kroz apsolutni nivo funkcije u pojedina¢nim
vremenskim tac¢kama, ve¢ i kroz nacin na koji se funkcionalni napredak rasporeduje kroz vreme. Dok
apsolutne FBA vrednosti prikazuju stanje funkcionalnog deficita u datom trenutku, AFBA odrazava
brzinu promene izmedu dve susedne tacke merenja, odnosno nedeljni ritam oporavka. Na taj nacin,
AFBA ne predstavlja alternativu apsolutnim FBA vrednostima, ve¢ njihovu dinami¢ku dopunu, jer
otkriva unutraS$nju vremensku organizaciju oporavka koja iz samih apsolutnih vrednosti nije uvek
neposredno vidljiva.

VaZno je naglasiti da je analiza AFBA u ovoj studiji zasnovana na intervalima od 2N nadalje,
Sto je metodoloski i bioloski opravdano, budu¢i da ranije vremenske tacke pretezno odrazavaju akutne
posledice povrede 1 operativnog zahvata, a ne stabilizovan funkcionalni odgovor regeneriSuceg nerva.
Zbog toga AFBA u ovom radu predstavlja pokazatelj stvarne regenerativne dinamike, odnosno
promene funkcije u fazi kada aksonsko napredovanje, reinervacija i postepeno uspostavljanje
motori¢ke kontrole postaju funkcionalno relevantni. U tom smislu, AFBA omogucava finije
razlikovanje da li se terapijski efekat ispoljava kroz izrazenije funkcionalne pomake u pojedinim
intervalima ili kroz ravnomernije rasporeden napredak tokom vise uzastopnih faza oporavka.

Rezultati unutargrupne AFBA analize pokazali su da se tretmani razlikuju upravo po toj
unutraS$njoj vremenskoj organizaciji oporavka. Kod grupa B12, folna kiselina 1 D2 zabelezZene su
statisticki znacajne razlike u AFBA kroz vreme, Sto ukazuje da njihov oporavak nije tekao
ravnomerno, ve¢ kroz izrazenije faze ubrzanja i usporavanja. Nasuprot tome, u grupama D3, MIX i
kontrola obrazac nedeljnog napretka bio je stabilniji, bez statisti¢ki potvrdenih razlika izmedu
intervala. Ovaj nalaz je vaZan jer pokazuje da se terapijski rezimi ne razlikuju samo po dostignutom
nivou funkcionalnog oporavka, ve¢ i po tome kako je taj napredak vremenski organizovan.

Medutim, izraZeniji fazni obrazac AFBA ne treba automatski tumaciti kao odraz ukupno
superiornijeg terapijskog efekta, ve¢ pre kao pokazatelj da je funkcionalni napredak bio rasporeden
neravnomernije, odnosno koncentrisan u izrazenijim periodima ubrzanja i usporavanja. Takav
obrazac moZze odgovarati kasnijem, ali naglaSenijem funkcionalnom pomaku, dok stabilniji i
razvuceniji obrazac ne mora znaciti slabiji terapijski efekat, ve¢ moze ukazivati na ranije zapocet 1
ravnomernije rasporeden napredak kroz viSe uzastopnih nedelja. Upravo zato AFBA treba tumaciti u
sprezi sa apsolutnim FBA vrednostima i1 zavrSnim funkcionalnim ishodom, jer znacajna fazna
dinamika sama po sebi ne znaci da je krajnji rezultat bio najpovoljniji.

To je narocito vazno u tumacenju grupe D2, koja je pokazala izrazenu faznu organizaciju
AFBA kroz vreme, ali se nije izdvojila kao funkcionalno najpovoljnija u kasnoj fazi oporavka niti po
zavrsnom rezidualnom deficitu. Ovakav odnos ukazuje da dinamicki izrazeniji obrazac oporavka ne
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mora nuzno biti pracen i najboljim krajnjim ishodom. S druge strane, stabilniji obrazac AFBA, kakav
je uocen u grupama MIX i D3, ne treba tumaciti kao odsustvo efekta, ve¢ kao moguéi odraz
ravnomernije rasporedenog funkcionalnog napretka, koji na nivou pojedinacnih nedeljnih intervala
daje manje izrazene skokove, ali moze rezultirati povoljnijim ukupnim i zavrSnim funkcionalnim
ishodom. Na taj nacin, analiza AFBA pokazuje da tempo oporavka i zavr$ni ishod stoje u slozenom,
ali ne 1 jednostavno linearnom odnosu.

Bioloski posmatrano, ovakav obrazac je veoma smislen. Regeneracija nakon transekcije
perifernog nerva ne odvija se kao uniforman linearan proces, ve¢ kroz smenjivanje faza u kojima
dominiraju razli¢iti mehanizmi: Wallerova degeneracija i uklanjanje debrija, izrastanje aksonskih
nastavaka, ulazak regeneriSuc¢ih vlakana u distalni segment, reinervacija neuromisi¢nih spojnica i
kasnije funkcionalno sazrevanje reinervisanih motornih jedinica. Zbog toga je o¢ekivano da odredeni
tretmani ne proizvode jednako izrazen efekat u svim intervalima, ve¢ da deluju selektivnije na
pojedine etape oporavka. U tom smislu, AFBA analiza pokazuje da terapijski odgovor nije samo
pitanje veli¢ine funkcionalnog benefita, ve¢ 1 njegove vremenske arhitekture.

Posebno je znacajno to Sto medugrupna analiza AFBA po pojedina¢nim intervalima nije
pokazala statisticki znacajne razlike, uprkos tome $to je najsnazniji trend bio prisutan u intervalu 3N—
4N. Ovakav nalaz dodatno podrzava tumacenje da se razlike izmedu tretmana u dinamici oporavka
ne moraju ispoljavati kao izolovane i jasno odvojene razlike u jednoj ,kriti¢noj nedelji, ve¢ pre kao
razliCit opsti obrazac raspodele funkcionalnog napretka kroz viSe uzastopnih intervala. Prema tome,
AFBA u ovoj studiji najpreciznije treba tumaciti kao pokazatelj faznosti i vremenske organizacije
oporavka, a ne kao osnovu za strogo rangiranje tretmana po pojedina¢nim nedeljama. Upravo ta
interpretacija najbolje odgovara i apsolutnim FBA rezultatima i zavrSnom rezidualnom deficitu, jer
pokazuje da slican ili razli¢it krajnji funkcionalni smer moZze biti postignut preko razlicito
organizovanih puteva regeneracije.

Posmatrano u celini, analiza AFBA pokazuje da funkcionalni oporavak nakon povrede
femoralnog nerva ne treba svoditi samo na pitanje ,,koliko* se funkcija popravila, ve¢ 1 na pitanje
,»kojim putem® i ,,kojim tempom* se to poboljSanje razvijalo kroz vreme. U tome leZi njena najveca
vrednost u okviru ove disertacije: AFBA dopunjuje apsolutne FBA vrednosti time Sto otkriva
unutrasnju vremensku organizaciju oporavka i pokazuje da razli€iti terapijski reZimi mogu voditi
slicnom 1ili razli¢itom zavrSnom ishodu putem razli¢ito organizovanih obrazaca funkcionalnog
napretka. Na taj nacin, analiza AFBA predstavlja klju¢an most izmedu faznog tumacenja apsolutnih
FBA vrednosti 1 kasnije procene zavrSnog rezidualnog deficita kao krajnjeg funkcionalnog ishoda
regeneracije.

Upravo zbog ovakve dinamike regeneracije, kona¢na interpretacija funkcionalnog oporavka
ne moze se pouzdano zasnivati samo na ranim vremenskim tackama. Tretman koji u pocetnoj fazi
deluje izrazito povoljno ne mora nuzno obezbediti i najpovoljniji zavr$ni ishod, isto kao §to ni
skromniji ili ravnomernije rasporeden rani napredak ne iskljucuje mogucénost da se u kasnijem toku
ispolji stabilniji i ukupno znacajniji funkcionalni benefit. Zbog toga analiza AFBA dodatno naglasava
da se procena terapijskog efekta nakon povrede femoralnog nerva mora zasnivati na dovoljno dugom
longitudinalnom pracenju, koje omogucava razlikovanje prolaznih ranih pomaka od odrZivog
funkcionalnog oporavka 1 spreCava donoSenje preuranjenih zaklju¢aka o stvarnoj efikasnosti
pojedinih tretmana.

Moze se zakljuciti da najveca interpretativna vrednost AFBA u ovom radu lezi u tome §to
pokazuje da se razlike izmedu terapijskih rezima formiraju kroz razli¢ito rasporeden tempo
funkcionalnog napretka tokom viSe uzastopnih faza regeneracije, a ne kroz jednu izolovanu
vremensku tacku.
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Ako se apsolutne FBA vrednosti i AFBA analiza odnose na tok i unutra$nju dinamiku
oporavka, zavr$ni rezidualni deficit izrazen kao AFBA (PO—8N) = FBA(8N) — FBA(PO) omogucava
da se isti proces sagleda iz perspektive krajnjeg funkcionalnog salda, odnosno stepena zaostalog
odstupanja u odnosu na preoperativno stanje. U tom smislu, analiza AFBA (PO—8N) pokazala je da
su se kao funkcionalno najpovoljnije u zavrsnoj fazi izdvojile grupe B12 1 MIX, $to je u skladu sa
obrascem uo¢enim u kasnim vremenskim tackama apsolutnih FBA vrednosti, gde se upravo ove dve
grupe izdvajaju kao najuspesnije u pogledu oporavka hoda. Ovakav nalaz ukazuje da njihovo dejstvo
nije ograni¢eno samo na ranu fazu regeneracije, ve¢ da se prevodi i u manji zaostali funkcionalni
deficit na kraju pracenja.

Pri tumacenju ovog parametra vazno je, medutim, zadrzati metodolosku opreznost. Iako je
grupa B12 imala najnizu prosecnu vrednost rezidualnog deficita, ta ¢injenica sama po sebi ne treba
da bude osnova za strogo hijerarhijsko rangiranje tretmana prema prostom proseku. Na pocetku
ispitivanja, u preoperativnoj tacki PO, nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u apsolutnim FBA
vrednostima medu grupama, a male pocetne razlike od svega nekoliko stepeni treba smatrati
funkcionalno zanemarljivim u odnosu na opseg promena koje nastaju nakon transekcije nerva. Zbog
toga je primerenije zakljuciti da su se u zavrsnoj fazi oporavka kao najpovoljnije izdvojile B12 i MIX
zajedno, pri cemu MIX pokazuje najvecéu statisticku uverljivost i stabilnost efekta na nivou grupe,
dok B12 zadrZava veoma povoljan zavr$ni funkcionalni profil.

Ovakav odnos izmedu dinamike 1 krajnjeg ishoda dobro se nadovezuje na nalaze prikazane u
ranijem tekstu. Grupa B12 pokazivala je izrazeniji fazni obrazac oporavka, uz vrlo povoljan kasni
funkcionalni ishod, $to ukazuje da snazan zavr$ni benefit moze biti ostvaren 1 kroz diskretnije prelaze
izmedu faza regeneracije. Nasuprot tome, MIX je pokazivao stabilniji obrazac AFBA, §to se moze
tumaciti kao odraz ravnomernije rasporedenog 1 stabilnije odrzavanog funkcionalnog napretka, koji
se na kraju prevodi u veoma povoljan zavrsni rezultat. To potvrduje da razli€iti terapijski rezimi mogu
dovesti do slicnog zavrSnog ishoda preko razli¢ito organizovanih putanja oporavka: jedni kroz
izraZenije funkcionalne pomake u pojedinim fazama, a drugi kroz kontinualniji 1 grupno stabilniji
napredak.

Posebno je znacajno to §to se ovakvi rezultati dobijaju u modelu koji predstavlja najtezi stepen
povrede perifernog nerva, odnosno potpunu transekciju sa interponiranim gap-om. U takvom
eksperimentalnom okviru nije realno ocekivati potpuni povratak na preoperativni funkcionalni nivo,
niti je svako dodatno poboljSanje podjednako bioloski dostupno. Upravo zato €injenica da se B12 1
MIX izdvajaju kao grupe sa najmanjim zavrSnim rezidualnim deficitom moZe se tumaciti kao
pokazatelj da su upravo ovi tretmani, u granicama ovog modela, najuspesnije iskoristili raspolozivi
bioloski potencijal za ubrzanje 1 odrzanje funkcionalnog oporavka. Drugim recima, njihovi rezultati
verovatno predstavljaju pribliZavanje gornjoj granici onoga $to je u uslovima ovako teske lezije
moguce posti¢i farmakoloskom modulacijom regeneracije.

U tom okviru, nalaz za grupu D3 takode je vazan, jer pokazuje da odredeni zavrSni benefit
moze biti ostvaren i1 bez izdvajanja u svim prethodnim fazama funkcionalne dinamike. Ipak, ¢injenica
da D3 ne dostize nivo B12 1 MIX, kao i da D2 1 folna kiselina nisu pokazali jednako povoljan zavrsni
rezidualni deficit, potvrduje da rani ili dinamicki efekti pojedinih tretmana ne moraju automatski
voditi 1 najboljem zavrSnom ishodu. Time zavr$ni rezidualni deficit daje neophodnu korekeiju ranijim
slojevima funkcionalne analize, jer pokazuje koji tretmani zaista uspevaju da rani i srednjefazni
benefit prevedu u odrziv zavr$ni rezultat.

Ovako dobijeni rezultati pokazuju da rana korist od tretmana, iako vazna, sama po sebi nije
dovoljna za procenu njihove stvarne terapijske vrednosti; klju¢no je da se funkcionalni benefit odrzi
i stabilizuje do kraja perioda regeneracije. 1z ovoga se moze videti da i adekvatno trajanje pracenja
predstavlja vazan metodoloski uslov za pouzdanu procenu terapijskog efekta, buduci da bi zakljucci
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izvedeni samo na osnovu ranog odgovora mogli preceniti ili pogreSno interpretirati stvarni
regenerativni potencijal pojedinih tretmana.

Posmatrano u celini, zavrs$ni rezidualni deficit pokazuje da se najpovoljniji funkcionalni
ishodi ostvaruju kod onih tretmana koji ne samo da ubrzavaju pojedine faze oporavka, ve¢ uspevaju
da taj napredak odrze i prevedu u manji zaostali funkcionalni deficit na kraju prac¢enja. Upravo zato
analiza AFBA (PO-8N) predstavlja zavrSnu proveru stvarnog funkcionalnog znacaja prethodno
uocenih razlika u apsolutnim FBA vrednostima i dinamici oporavka, jer pokazuje koji se od tih
obrazaca na kraju zaista prevode u najpovoljniji zavrsni funkcionalni ishod.

Moze se zakljuciti da zavrs$ni rezidualni deficit predstavlja najstrozu funkcionalnu proveru
stvarne terapijske vrednosti, jer pokazuje koji tretmani uspevaju da rani i srednjefazni napredak
prevedu u odrziv zavrs$ni oporavak, $to je u ovom modelu najjasnije ostvareno u grupama B12 i MIX.

Dopunsku dimenziju tumacenja funkcionalnog oporavka u ovoj studiji pruza analiza
unutargrupnog trenda standardne devijacije FBA, koja ukazuje da se funkcionalni odgovor Zivotinja
unutar iste eksperimentalne grupe tokom vremena postepeno ujednacava. Dok su u ranoj
postoperativnoj fazi FBA vrednosti bile rasprsenije, u kasnijim fazama oporavka uocen je opsti trend
smanjenja standardne devijacije, Sto ukazuje da se individualne putanje funkcionalnog oporavka sve
vise pribliZzavaju jedna drugoj. U tom smislu, regeneracija se ne ispoljava samo kao pomeranje grupne
sredine ka povoljnijim vrednostima, ve¢ i kao postepeno smanjenje heterogenosti odgovora unutar
svake grupe.

Ovakav obrazac ima jasan bioloski smisao. Veca varijabilnost FBA u ranim vremenskim
tatkama najverovatnije odrazava slozeno preplitanje akutnih posledica same povrede i operativnog
zahvata, uklju€ujuci bol, inflamaciju, denervacioni obrazac hoda, nestabilno oslanjanje na povredeni
ekstremitet 1 individualne kompenzatorne strategije kretanja. Zbog toga se povecana rasprSenost u
ranoj fazi ne moze tumaciti kao pokazatelj neuspeha regeneracije, ve¢ pre kao ocekivana posledica
toga Sto funkcionalni obrazac hoda u tom periodu jo§ uvek dominantno odrazava akutni odgovor na
leziju, a ne stabilizovanu reinervaciju. Kako oporavak odmice, smanjenje standardne devijacije
ukazuje da se ovaj inicijalno heterogeni odgovor postepeno organizuje u koherentniji i stabilniji
funkcionalni obrazac.

Vazno je naglasiti da se ovaj trend homogenizacije uo€ava u svim grupama, ukljucujuci 1
kontrolnu, $to ukazuje da on ne predstavlja specifican efekat pojedinacnog tretmana, ve¢ opStu
karakteristiku samog procesa regeneracije i oporavka funkcije. Drugim recima, bez obzira na razlike
u brzini, dinamici 1 krajnjem stepenu funkcionalnog poboljSanja medu tretmanima, oporavak u ovom
modelu u celini vodi ka postepenom ujednacavanju odgovora unutar grupe. Upravo zato analiza
unutargrupne varijabilnosti ne sluzi za medugrupno rangiranje terapijske efikasnosti, ve¢ kao
dopunski pokazatelj sazrevanja funkcionalnog profila tokom vremena.

Istovremeno, €injenica da homogenizacija nije strogo linearna i da su u pojedinim srednjim
vremenskim tackama prisutna prolazna odstupanja od ovog opsteg trenda dodatno potvrduje da
regeneracija perifernog nerva nije uniforman proces, ve¢ dinamican sled preklapajucih bioloskih
dogadaja. Upravo zato se analiza standardne devijacije u ovoj studiji ne tumaci izolovano, ve¢ u sprezi
sa apsolutnim FBA vrednostima, AFBA dinamikom i zavr$nim rezidualnim deficitom. U tom okviru,
smanjenje unutargrupne varijabilnosti dodatno osnazuje zakljucak da uspeSan funkcionalni oporavak
ne podrazumeva samo poboljSanje prosecne funkcije, ve¢ 1 prelazak od ranog, heterogenog i
biomehanicki nestabilnog obrasca ka kasnijem, ujednaCenijem i stabilnijem funkcionalnom
odgovoru.
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Funkcionalni oporavak u ovoj studiji pracen je pomoc¢u SFMA i1 merenja FBA u modelu
povrede femoralnog nerva. Zbog toga dobijeni rezultati nisu direktno numeri¢ki uporedivi sa
funkcionalnim ishodima iz studija koje su koristile druge nerve, druge vrste zivotinja 1 druge
funkcionalne testove, kao §to su peroneal functional index (PFT), sciatic functional index (SFI), facial
functional index (FFI), elektromiografija, brzina nervne provodljivosti ili slozeni miSi¢ni akcioni
potencijali. Ipak, i pored takvih metodoloskih razlika, iz tih radova je moguée izvesti kvalitativne
uporedne zakljucke o tome da li odredeni vitamin poboljSava funkcionalni oporavak, kada se taj
efekat pojavljuje i koliko je odrziv kroz vreme.

Kada je rec¢ o folnoj kiselini, funkcionalna literatura je manje obimna i manje ujedna¢ena nego
za vitamin B12 i vitamin D, ali ipak ukazuje na pozitivan funkcionalno-neurofizioloski signal. Harma
i sar. su u modelu transekcije i primarnog Sava kraja na kraj tibijalnog nerva pokazali da
intraperitonealna primena folne kiseline tokom Sest nedelja dovodi do poboljsanih elektromiografskih
nalaza u odnosu na kontrolu, uz istovremeno povecanje broja i gustine mijelinizovanih aksona [52].
Slicno tome, Sagir 1 sar. su u modelu povrede iSijadi€nog nerva pokazali da folna kiselina ima
pozitivan uticaj na regeneraciju, pri ¢emu je funkcionalni i elektrofizioloSki oporavak prac¢en zajedno
sa porastom broja aksona [110]. Posmatrano u tom svetlu, nalazi ove disertacije da folna kiselina
ubrzava ranu fazu funkcionalnog oporavka, ali ne odrzava istu prednost do kraja perioda pracenja,
uklapaju se u Siru sliku literature u kojoj folna kiselina pre svega pokazuje potencijal da olaksa rane
faze regenerativnog odgovora, dok su dokazi o snaznom i trajnom kasnom funkcionalnom benefitu
manje ubedljivi.

Za vitamin B12 literatura pruza konzistentniji i funkcionalno snazniji oslonac. Watanabe i sar.
su jo$ u modelu akrilamidne neuropatije pokazali da ultra-visoke doze metilkobalamina ubrzavaju
oporavak sloZenih miSi¢nih akcionih potencijala i povecavaju gustinu regenerisanih vlakana, Sto
ukazuje da se efekat B12 ne iscrpljuje na strukturnom nivou, ve¢ se prevodi 1 u realan funkcionalni
dobitak [81]. Sli¢an zakljucak proistice i iz rada Okada 1 sar, koji su pokazali da visoke doze
metilkobalamina u modelu povrede iSijadi€nog nerva poboljSavaju 1 regeneraciju 1 funkcionalni
oporavak [111]. Dodatno, Sun 1 sar. su pokazali da vitamin B12, naroCito u kombinaciji sa
deksametazonom, poboljSava sciatic functional index 1 senzornu provodljivost, uz istovremeno
povecanje ekspresije BDNF u povredenom nervu [46]. Posmatrano u celini, ovi podaci podrzavaju
nalaz iz ove disertacije da vitamin B12 ne deluje samo kao faktor ranog funkcionalnog pomaka, ve¢
moze doprineti odrzivijem i stabilnijem funkcionalnom oporavku kroz duzi period posmatranja.

Literatura o vitaminima D pokazuje jo§ sloZeniji, ali istovremeno i veoma informativan
obrazac. U ranom eksperimentalnom radu, Chabas i sar. su pokazali da ergokalciferol (vitamin D2)
poboljSava odredene funkcionalne i fizioloSke aspekte oporavka, naroCito senzitivne odgovore i
misiéna svojstva, ali bez jasno izrazenog superiornog globalnog lokomotornog ishoda [112]. U
kasnijem radu istih autora pokazano je da je holekalciferol (vitamin D3), narocito u viSoj dozi,
Takav razvoj literature je vaZzan jer pokazuje da sama prisutnost regenerativnog potencijala u D-
vitaminskoj osi nije bila dovoljna da svi oblici vitamina D daju isti funkcionalni efekat, ve¢ je kasnije
upravo D3 postao dominantan oblik u eksperimentalnim studijama perifernog nerva.

Funkcionalni benefit holekalciferola potvrden je 1 van modela motornog nerva ekstremiteta.
Montava i sar. su u modelu transekcije facijalnog nerva kod kunica pokazali da nedeljni oralni bolus
vitamina D3 tokom 12 nedelja znacajno poboljSava facial functional index, uz istovremeno
poboljsanje mijelinizacije [103]. U modelu crush povrede n. ischiadicus, Albay i sar. pokazali su da i
vitamin D3 1 vitamin B12 pojedinacno poboljSavaju sciatic functional index u odnosu na netretirane
vazni jer ukazuju da se funkcionalni benefit vitamina D3 mozZe registrovati u razli¢itim perifernim
nervima i razli¢itim testnim sistemima, kao i da se u kombinaciji sa vitaminom B12 moze postici
dodatno poboljsanje funkcionalnog ishoda. Ipak, takav nalaz treba tumaciti u kontekstu razlike
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izmedu eksperimentalnih modela. Dok je u studiji Albay i1 sar. koriS¢en model crush povrede
iSijadi¢nog nerva, u ovom radu primenjen je tezi model potpune transekcije femoralnog nerva sa gap-
om. Moguce je da upravo razlika u stepenu i bioloSkoj zahtevnosti povrede delimi¢no objasSnjava
zaSto kombinovana terapija MIX u naSem modelu nije pokazala funkcionalni ishod bolji od same B12
grupe, iako je 1 dalje pripadala funkcionalno najpovoljnijim tretmanima [104].

Posmatrano u celini, literatura drugih autora pokazuje da se razli¢iti vitamini zaista mogu
odraziti na oporavak funkcije perifernog nerva, ali da se njihovi efekti razlikuju po intenzitetu,
vremenu pojave i odrzivosti. Folna kiselina pre svega pokazuje funkcionalno-neurofizioloski signal
koji je uglavnom povezan sa ranim regenerativnim dogadajima [52,110], dok vitamin B12 ima
stabilniji 1 ujednaceniji funkcionalni oslonac kroz vise modela i razli¢ite funkcionalne krajnje tacke
[46,81,111]. Kod vitamina D literatura ukazuje da funkcionalni efekat postoji i da je posebno dobro
dokumentovan za D3 [59,103], dok je D2 funkcionalno slabije potkrepljen i uglavnom ostaje na nivou
ranog eksperimentalnog nalaza [112]. U tom kontekstu, rezultati ove disertacije pokazuju visok
stepen saglasnosti sa Sirim eksperimentalnim obrascem: ispitivani vitamini mogu ubrzati ranu
funkcionalnu fazu oporavka, ali se medusobno razlikuju u sposobnosti da taj benefit odrze do kasnijih
faza regeneracije. Upravo zato kvalitativno poredenje sa literaturom drugih autora pruza dodatnu
potvrdu da fazni obrazac funkcionalnog oporavka uoc¢en na osnovu FBA vrednosti u ovom radu ima
Siru biolosku utemeljenost, iako se ne moze direktno svesti na numeri¢ku ekvivalenciju sa drugim
funkcionalnim testovima.

Broj mijelinizovanih aksona u motornoj grani femoralnog nerva predstavlja vazan pokazatelj
intenziteta regenerativnog odgovora nakon povrede, jer odraZzava u kojoj meri su regenerisuci aksoni
uspeli da premoste mesto lezije, udu u distalni segment nerva i dostignu fazu u kojoj formiraju
mijelinizovana vlakna. U tom smislu, rezultati ove studije pokazuju da primena vitaminskih tretmana
moze pojacati strukturni odgovor na povredu, ali da se intenzitet tog efekta razlikuje medu grupama.
Jednofaktorska ANOVA pokazala je statisticki znacajne razlike izmedu grupa, dok su Tukey post hoc
poredenja pokazala da kontrolna grupa ima zna¢ajno manji broj mijelinizovanih regenerisanih aksona
u odnosu na B12, D3, folnu kiselinu i MIX, $to jasno govori da viSe tretmana moZe povecati
kvantitativni obim regeneracije u odnosu na spontani oporavak. Ovakav obrazac dodatno je potvrden
1 dvosmernom Dunnett-ovom analizom, u kojoj su FA, D3, B12 i MIX takode pokazali statisticki
znacajno veci broj mijelinizovanih aksona od kontrolne grupe.

Ovakav nalaz govori u prilog tome da broj mijelinizovanih aksona pre svega odraZava
kapacitet tretmana da podstakne regenerativni odgovor, odnosno da omoguci ve¢em broju aksona da
dostignu distalni segment 1 stupe u fazu strukturno prepoznatljive obnove. Medutim, ovaj parametar
ne treba tumaciti kao direktan sinonim za zavrSni funkcionalni uspeh. U funkcionalnom delu rada ve¢
je pokazano da se rani oporavak, dinamika oporavka i zavr$ni ishod ne rasporeduju nuzno
proporcionalno svim pokazateljima regeneracije, a histoloski nalaz broja aksona dodatno potvrduje
da kvantitet regenerisanih vlakana predstavlja samo jedan sloj oporavka. Drugim re€ima, veci broj
mijelinizovanih aksona moze doprineti ranijem uspostavljanju funkcionalno relevantne reinervacije,
ali sam po sebi nije dovoljan da objasni koji ¢e tretman na kraju dati najpovoljniji zavr$ni funkcionalni
ishod.

Upravo zato broj mijelinizovanih aksona najpreciznije treba tumaciti kao pokazatelj obima
regenerativnog odgovora, a ne kao samostalan kriterijum krajnje terapijske superiornosti. Njegov
najveci znacaj lezi u tome Sto pomaze da se objasni zaSto pojedini tretmani ve¢ u ranijim fazama
oporavka mogu pokazati funkcionalni benefit: veéi broj regenerisanih i mijelinizovanih vlakana
verovatno povecava verovatnocu ranije reinervacije motorickih jedinica i1 ranijeg funkcionalnog
izlaska iz denervacione faze. Ipak, tek kada se ovaj nalaz poveZze sa raspodelom g-ratio vrednosti i sa
funkcionalnim parametrima, postaje moguce razlikovati tretmane koji primarno pojacavaju broj
regenerisanih vlakana od onih koji dodatno poboljSavaju i kvalitet njihove strukturne obnove.
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U tom okviru, grupa D2 zasluzuje posebno oprezno tumacenje. lako je srednja vrednost broja
mijelinizovanih aksona u grupi D2 numericki visa od kontrolne grupe (SLIKA 6), ta razlika nije
dostigla statisticku znacajnost ni u Tukey post hoc poredenju ni u dvosmernoj Dunnett-ovoj analizi.
Istovremeno, D2 je imao znacajno manji broj mijelinizovanih aksona u odnosu na B12, D3 i MIX,
Sto ga pozicionira kao tretman sa slabijim kvantitativnim regenerativnim efektom u odnosu na
funkcionalno 1 histoloski najpovoljnije grupe. Zbog toga je najprimerenije zakljuciti da nalazi za D2
jesu kompatibilni sa skromnijim bioloSkim efektom, ali ne pruzaju dovoljno jak osnov da se u okviru
ove analize govori o jasno potvrdenoj superiornosti u odnosu na spontani oporavak.

Bioloski posmatrano, ovakav obrazac je sasvim ocekivan u modelu potpune transekcije sa
gap-om, koji predstavlja najtezi stepen povrede perifernog nerva. U takvom eksperimentalnom okviru
prolazak veceg broja aksona kroz mesto lezije sam po sebi predstavlja vazan uspeh regeneracije, jer
je potrebno da regeneriSuca vlakna premoste 1 potpuni prekid kontinuiteta i interponirani razmak pre
nego Sto uopste dostignu distalni segment. Zbog toga povecanje broja mijelinizovanih aksona treba
smatrati relevantnim pokazateljem strukturne koristi tretmana. Medutim, upravo zbog tezine modela,
kvantitativni uspeh regeneracije mora se tumaciti zajedno sa kvalitetom mijelinizacije i
funkcionalnim ishodom, jer tek njihova kombinacija pokazuje u kojoj meri je regeneracija bila i
bioloski i funkcionalno delotvorna.

Dodatni interpretativni okvir za ovakav nalaz pruzaju i eksperimentalne studije drugih autora,
koje su broj mijelinizovanih aksona, gustinu vlakana ili srodne kvantitativne parametre koristile kao
meru regenerativnog odgovora nakon vitaminske suplementacije. U tom smislu, rezultati ove
disertacije ne stoje izolovano, ve¢ se uklapaju u $iri obrazac prema kojem pojedini vitamini mogu
pojacati aksonsku regeneraciju, ali se medusobno razlikuju po tome da li njihov dominantni efekat
ostaje prvenstveno na nivou povecanja broja vlakana ili se dalje prenosi i na njihovu kasniju
strukturnu organizaciju.

U literaturi o folnoj kiselini upravo je kvantitativni aksonski odgovor medu najdoslednije
opisivanim efektima. Harma 1 sar. su u modelu transekcije 1 primarnog Sava tibijalnog nerva pokazali
da intraperitonealna primena folne kiseline tokom Sest nedelja poveéava broj i1 gustinu
mijelinizovanih aksona u odnosu na kontrolu [52]. Sli¢no tome, Sagir 1 sar. su u modelu povrede
iSijadi¢nog nerva registrovali porast broja aksona uz funkcionalno i elektrofiziolosko pracenje
regeneracije [110]. Ovakvi nalazi su u dobroj saglasnosti sa rezultatima ove studije, u kojoj je 1 folna
kiselina pokazala jasan kvantitativni regenerativni benefit u odnosu na kontrolnu grupu. Ipak, nasi
podaci ne podrzavaju tumacenje da je folna kiselina bila apsolutno dominantan tretman po ovom
parametru, ve¢ pre da je pripadala grupi tretmana koji su znacajno povecali broj regenerisanih
vlakana, bez jasne superiornosti u odnosu na B12, D3 1 MIX. BioloSka osnova za takav efekat je
uverljiva: pokazano je da folna kiselina podsti¢e proliferaciju i migraciju Schwannovih ¢elija 1
pojacava sekreciju NGF, ¢ime se moze formirati povoljnije mikrookruzenje za aksonski rast i
usmeravanje regeneriSuc¢ih vlakana [54]. Tome treba dodati i Siru ulogu folata u regulaciji
regenerativnih programa preko puteva povezanih sa metilacijom 1 genskom ekspresijom [47,48].
Zbog toga je razumno tumaciti da folna kiselina u ovom radu snazno doprinosi kvantitativnom obimu
regeneracije, ali ne 1 da nuzno sama dovodi do najpovoljnijeg ukupnog strukturnog ishoda.

Kod vitamina B12 slika je sloZenija 1 ne moze se svesti na prosto poredenje sa grupom koja
je imala numeri¢ki najve¢i broj vlakana. Watanabe i1 sar. su pokazali da ultra-visoke doze
metilkobalamina povecavaju gustinu regenerisanih vlakana 1 ubrzavaju oporavak u modelu
akrilamidne neuropatije [81]. Sli¢no tome, Okada i sar. su u modelu povrede iSijadicnog nerva
pokazali da visoke doze metilkobalamina poboljSavaju i regeneraciju i funkcionalni oporavak [111].
Sun 1 sar. su dodatno pokazali da vitamin B12, narocito u kombinaciji sa deksametazonom, podstice
regeneraciju mijelinizovanih vlakana, proliferaciju Schwannovih ¢elija i porast BDNF ekspresije u
povredenom nervu [46]. Vazno je, medutim, naglasiti da se u toj studiji ne insistira na direktnom
ukupnom broju aksona kao glavnom kvantitativnom ishodu, ve¢ pre na ultrastrukturnim 1
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funkcionalnim pokazateljima regeneracije. U tom okviru, nalazi ove disertacije dobijaju jasniju
interpretaciju: iako B12 u nasem radu nije imao numericki najve¢i broj mijelinizovanih aksona, za
razliku od MIX grupe, to ne znaci da je njegov regenerativni efekat bio slabiji. Naprotiv, odsustvo
jasne superiornosti MIX nad B12 po ovom parametru, uz ¢injenicu da se B12 funkcionalno izdvajao
u odnosu na FA i D2, dok je u pogledu mijelinizacionog profila, zajedno sa MIX grupom, pripadao
najpovoljnijem domenu g-ratio raspodele, ukazuje da se njegov bioloski efekat ne moze procenjivati
samo na osnovu kvantiteta regenerisanih vlakana. Drugim rec¢ima, B12 se u ovom radu opravdano
tumaci kao vitamin sa snaznim regenerativnim dejstvom, iako nije predstavljao grupu sa numericki
najvecim brojem aksona.

Sli¢na viSeslojnost prisutna je i kod vitamina D, s tim §to je za ovu grupu narocito vazno
razlikovati D2 od D3. U ranijem eksperimentalnom radu Chabas i sar. pokazali su da ergokalciferol
(vitamin D2) povecava aksonsku regeneraciju i precnik aksona, Sto ukazuje da D2 moze imati
kvantitativni regenerativni efekat [112]. Medutim, kasniji rad iste grupe autora pokazao je da
holekalciferol (vitamin D3) ne samo da poboljSava oporavak nakon povrede nerva, ve¢ istovremeno
obezbeduje 1 povoljniji mijelinizacioni profil [59]. Time se jasno pokazuje da D-vitaminska osa
poseduje regenerativni potencijal, ali da svi oblici vitamina D ne daju istovetan obim i kvalitet
bioloSkog odgovora. Potencijalni mehanizmi takvog delovanja mogu se razmatrati u svetlu radova
koji pokazuju da aktivni oblik vitamina D reguliSe ekspresiju VDR 1 NGF u Schwannovim ¢elijama
[58], kao 1 u svetlu nalaza da D3 menja ekspresiju gena ukljuc¢enih u aksonogenezu i mijelinizaciju
[59]. U tom pogledu, rezultati ove disertacije dobro se uklapaju u sliku prema kojoj D3 ispoljava Siri
i kompletniji regenerativni potencijal od D2, dok D2 ostaje na nivou skromnijeg kvantitativnog
efekta.

Kada se svi ovi nalazi sagledaju zajedno, postaje jasno da broj mijelinizovanih aksona
predstavlja vazan pokazatelj obima regenerativnog odgovora, ali da njegovo znacenje nije moguce
svesti na jednostavnu hijerarhiju ,,viSe vlakana = bolji ishod“. Prema rezultatima istrazivanja u okviru
ove disertacije MIX je imao numericki najvisi srednji broj aksona, ali to samo po sebi nije dovoljno
da se kombinovana terapija proglasi apsolutno superiornom po ukupnom regenerativnom uc¢inku; isto
tako, Cinjenica da B12 nije bio numericki prvi po ovom parametru ne znaci da je njegov efekat bio
slabiji, naro€ito kada se uzmu u obzir funkcionalni 1 mijelinizacioni nalazi. Upravo u tome leZi i Sira
pouka poredenja sa literaturom: folna kiselina najjasnije pojacava kvantitativni aksonski odgovor,
dok B12 i vitamin D ¢eS¢e pokazuju kombinaciju regenerativnog, trofickog i promijelinizacionog
dejstva. Zbog toga broj aksona u ovom radu dobija pun interpretativni znacaj tek kada se uporedi sa
raspodelom g-ratio vrednosti, odnosno sa procenom da li su regenerisana vlakna samo brojnija ili su
istovremeno 1 strukturno zrelija 1 funkcionalno povoljnije mijelinizovana.

Za razliku od broja mijelinizovanih aksona, koji pre svega odrazava kvantitativni obim
regenerativnog odgovora, analiza g-ratio vrednosti omoguc¢ava uvid u kvalitet strukturne obnove
regenerisanih vlakana, odnosno u stepen njihove mijelinizacije. G-ratio predstavlja odnos pre¢nika
aksona 1 ukupnog pre¢nika nervnog vlakna (akson + mijelinski omotac), pri ¢emu se niZe vrednosti
tumace kao pokazatelj relativno debljeg i povoljnijeg mijelinskog omotaca, dok vise vrednosti
ukazuju na tanji mijelin u odnosu na precnik aksona [113,114]. Upravo zato ovaj parametar ima
poseban znacaj za procenu zrelosti regenerisanih vlakana i kvaliteta njihove strukturne obnove.

Rezultati ove studije pokazuju da se razlike izmedu tretmana ne ispoljavaju samo u broju
regenerisanih vlakana, ve¢ jo§ jasnije u raspodeli g-ratio vrednosti, odnosno u kvalitetu
mijelinizacionog profila koji se uspostavlja tokom oporavka. Dobijeni obrazac ukazuje na postojanje
tri jasno izdvojena nivoa strukturnog ishoda: kontrolna grupa, folna kiselina 1 D2 ¢ine blok relativno
sli¢nih i manje povoljnih raspodela; D3 zauzima zaseban, intermedijarni poloZzaj; dok B12 i MIX
pokazuju najizraZenije pomeranje ka nizim, bioloski povoljnijim g-ratio vrednostima i, u poredenju
sa kontrolom, FA 1 D2, formiraju najpovoljniji mijelinizacioni domen u okviru ove studije.
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Ovakav nalaz ima veliki interpretativni znacaj, jer pokazuje da se kvalitet mijelinizacije ne
rasporeduje paralelno sa samim brojem regenerisanih aksona. Drugim re¢ima, tretman moze povecati
broj mijelinizovanih vlakana, a da pritom ne dovede do proporcionalno povoljnog g-ratio profila.
Upravo se na ovom nivou diferencijacije vidi da kvantitativni oporavak i strukturno sazrevanje ne
predstavljaju istu dimenziju regeneracije. Broj vlakana govori o tome koliko je regenerativni odgovor
bio obiman, dok g-ratio mnogo neposrednije govori o tome koliko su ta vlakna dostigla kvalitetno
povoljniji stadijum mijelinizacije. U tom smislu, g-ratio analiza predstavlja klju¢ni histoloski korektiv
kvantitativnih nalaza o broju aksona.

Vazno je naglasiti da se efekat tretmana na g-ratio u ovom radu nije ispoljavao kao potpuna
separacija individualnih vrednosti izmedu zivotinja ili grupa, ve¢ pre kao pomeranje distribucionog
obrasca regenerisanih vlakana ka nizim ili viS§im opsezima g-ratio vrednosti. Drugim recima,
terapijski efekat nije bio zasnovan na eliminaciji preklapanja izmedu pojedinacnih zivotinja, ve¢ na
promeni udela vlakana koja pripadaju bioloski povoljnijim i nepovoljnijim domenima mijelinizacije.
Zbog toga je distribuciona analiza g-ratio vrednosti, zajedno sa razvrstavanjem vlakana u unapred
definisane kategorije, bila informativnija od sumarizacije po pojedinac¢noj zivotinji jednom
prose¢nom ili medijalnom vrednos¢u, koja bi u uslovima Sirokog preklapanja individualnih raspodela
verovatno potcenila bioloski relevantne razlike u kvalitetu mijelinizacije izmedu tretmana. Prema
tome, analiza g-ratio u ovoj studiji prvenstveno je bila usmerena na to da pokaze da li tretmani
menjaju distribucioni profil vlakana i pomeraju ga ka povoljnijem mijelinizacionom obrascu, a ne
samo da li se grupe razlikuju po jednoj zbirnoj vrednosti ovog parametra.

Posebno je vazno §to rezultati g-ratio analize jasno razlikuju tretmane koji ostaju blizi
kontrolnom obrascu od onih koji pokazuju izrazenije pomeranje ka povoljnijim vrednostima.
Kontrolna grupa 1 D2 zadrzavaju relativno viSe g-ratio vrednosti i medusobno se ne razlikuju
znacajno, zbog Cega je opravdano posmatrati ih kao deo istog nepovoljnijeg domena. Folna kiselina
pokazuje formalno statisti¢ki znacajno odstupanje od kontrole, ali sa relativno malom KS distancom,
dok sa D2 ne pokazuje statisti¢ki zna€ajnu razliku, pa se 1 ona, uprkos blagom pomeranju ka nizim
vrednostima, zadrzava u istom Sirem klasteru CON-FA-D2. Na taj nacin se pokazuje da folna
kiselina, iako u ovoj studiji ostvaruje kvantitativni benefit u odnosu na kontrolnu grupu u pogledu
broja mijelinizovanih aksona, u pogledu kvaliteta mijelinizacije ne ulazi u domen najpovoljnijih
raspodela.

Grupa D3 zauzima poseban, intermedijarni poloZaj. Ona se znacajno razlikuje i od CON, FA
1 D2, 1 0od B12 1 MIX, §to znaci da ne predstavlja samo blazu ili jacu varijantu nekog postojeceg
obrasca, ve¢ zaseban distribucioni profil. U odnosu na kontrolnu grupu, FA i1 D2, D3 pokazuje jasno
poboljsanje kvaliteta mijelinizacije. Medutim, u odnosu na B12 1 MIX, D3 ipak ne doseZze isti nivo
pomeranja ka bioloski najpovoljnijim opsezima. Zbog toga ga je najpreciznije tumaciti kao tretman
sa jasno prisutnim, ali intermedijarnim promijelinizacionim u¢inkom.

.....

kontrolom, FA i D2, obe grupe pokazuju izrazito pomeranje ka nizim, bioloski povoljnijim g-ratio
vrednostima. Istovremeno, vazno je naglasiti da B12 i MIX nisu medusobno identi¢ni. MIX pokazuje
nizu prosecnu g-ratio vrednost i izraZenije prisustvo najnizih kategorija, §to govori u prilog jacem
pomeranju distribucije ulevo. Sa druge strane, B12 pokazuje konzistentniji i homogeniji profil
raspodele, odnosno manju unutrasnju varijabilnost odgovora. Zbog toga se ove dve grupe ne mogu
tumaciti kao potpuno iste, ali se metodoloSki opravdano mogu posmatrati kao deo istog
najpovoljnijeg mijelinizacionog domena. Drugim recima, MIX nije jednostavno bolji od B12, niti
obrnuto; preciznije je re¢i da obe grupe pripadaju vrhu mijelinizacionog ishoda, ali sa razli¢itom
distribucionom strukturom tog benefita.

Bioloski posmatrano, ovakav obrazac je sasvim ocekivan u modelu potpune transekcije sa
gap-om, odnosno u jednom od najtezih oblika povrede perifernog nerva. U takvom modelu sama
Cinjenica da regeneriSu¢i aksoni dostignu distalni segment ne znaci automatski i da su dostigli
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optimalan stepen strukturnog sazrevanja. Da bi regeneracija bila zaista uspeSna, nije dovoljno da
vlakna budu samo prisutna, ve¢ ona moraju dosti¢i i odgovarajuci stepen kvalitetne mijelinizacije.
Zbog toga g-ratio u ovoj studiji nije samo dopunski histoloski parametar, nego centralni pokazatelj
da li je regeneracija ostala na nivou kvantitativne obnove ili je istovremeno presla i u fazu kvalitetno
povoljnije remijelinizacije.

Dodatni kontekst za ovakvo tumacenje pruza literatura drugih autora. Za vitamin D3 dostupni
radovi pokazuju da njegovo dejstvo obuhvata ne samo funkcionalni oporavak, ve¢ i poboljSanje
kvaliteta mijelinizacije. Chabas 1 sar. su pokazali da holekalciferol u modelu povrede peronealnog
nerva povecava neuritnu mijelinizaciju i poboljSava oporavak, uz promene u ekspresiji gena
relevantnih za aksonogenezu i mijelinizaciju, ukljucujuéi Prx, Tspan2, Sppl 1 Igfl [59]. Time se
vitamin D3 moze tumaciti kao regulator procesa koji usmeravaju sazrevanje aksono—mijelinske
jedinice, a ne samo kao opsti neurotrofi¢ni faktor. Montava i sar. su dodatno pokazali da vitamin D3
u modelu transekcije facijalnog nerva kod kuni¢a poboljsava facial functional index i istovremeno
dovodi do povoljnijeg g-ratio profila [103]. Ovakvi nalazi dobro se uklapaju sa rezultatima ove
studije, u kojoj D3 pokazuje jasan promijelinizacioni efekat u odnosu na CON, FA i D2, ali ne doseze
najpovoljniji domen koji formiraju B12 i MIX.

Potencijalni molekularni mehanizmi dejstva vitamina D dodatno podrzavaju ovakvo
tumacenje. Pokazano je da aktivni oblik vitamina D3 reguliSe ekspresiju receptora za vitamin D
(VDR) 1 gena za NGF u Schwannovim ¢elijama [58]. To ukazuje da bi deo promijelinizacionog efekta
mogao biti posredovan upravo preko Schwann-¢elijske regulacije i neurotrofne signalizacije. Na
dubljem molekularnom nivou, ovakav polozaj D3 ukazuje da njegov efekat verovatno nije ograni¢en
na pojacavanje opSteg regenerativnog signala, ve¢ se vise odnosi na regulaciju vremenski osetljivog
prelaza Svanovih éelija iz reparativnog u remijelinizacioni program. Pri takvom dejstvu, D3 moze
poboljsati uslove za ponovno uklju¢ivanje gena relevantnih za sazrevanje aksono—mijelinske jedinice
1 stabilniju organizaciju novog mijelinskog omotaca, ali bez istovremenog dostizanja maksimalnog
promijelinizacionog dometa koji u ovoj studiji ostvaruju B12 1 MIX [19,20,58,59,103]. U tom svetlu
intermedijarni polozaj D3 u g-ratio analizi moZe se tumaciti kao posledica toga §to ovaj vitamin
efikasno podrzava kvalitetniju remijelinizaciju, ali verovatno ne aktivira u istoj meri sve one dodatne
mehanisti¢ke nivoe koji su potrebni da se postigne najpovoljniji raspodelni profil vlakana.

Za razliku od D3, literatura za D2 pruza skromniji oslonac upravo na nivou kvaliteta
mijelinizacije. U ranom eksperimentalnom radu Chabas 1 sar. pokazali su da ergokalciferol povecava
aksonsku regeneraciju 1 precnik aksona [112], ali ne pruza istu dubinu dokaza o kvalitetu
mijelinizacije kao kasniji D3 radovi.. To je znacajno za tumacenje rezultata ove studije, jer pokazuje
da kvantitativni regenerativni signal D2 ne mora automatski biti prac¢en 1 uporedivim kvalitetom
remijelinizacije. U tom svetlu, ¢injenica da D2 u ovoj studiji ostaje blizu kontrolnom obrascu g-ratio
raspodele, uz odsustvo statisticki potvrdenog povecanja broja mijelinizovanih aksona u odnosu na
kontrolnu grupu, postaje bioloski razumljiva.

Kod vitamina B12 dostupni eksperimentalni podaci pruzaju snazan oslonac za tumacenje
remijelinizacionog potencijala metilkobalamina. Nishimoto i sar. su pokazali da metilkobalamin
podstice diferencijaciju Schwannovih ¢elija, povecava ekspresiju myelin basic protein i pojacava
mijelinizaciju u DRG-Schwann cell kokulturi, dok u fokalnom demijelinizacionom modelu
i8ijadi¢nog nerva ubrzava remijelinizaciju uz motorni i senzorni funkcionalni oporavak [115]. Ovakvi
nalazi ukazuju da efekat vitamina B12 nije ograni¢en samo na podrsku regeneraciji vlakana, vec¢
obuhvata i njihovo kvalitetnije strukturno sazrevanje. U isti mehanistic¢ki okvir uklapaju se i rezultati
Sun 1 sar., koji pokazuju regeneraciju mijelinizovanih vlakana, proliferaciju Schwannovih ¢elija 1
porast BDNF ekspresije [46], kao i rad Okada i sar., u kojem je regenerativni efekat metilkobalamina
povezan sa aktivacijom Erkl1/2 1 Akt signalizacije preko methylation cycle [111]. Zajedno
posmatrano, ovi podaci ukazuju da B12 moze delovati istovremeno na viSe nivoa: na neuronsko
prezivljavanje 1 neuritni rast, na Schwann-c¢elijsku diferencijaciju 1 na molekularne dogadaje koji
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doprinose stabilnijoj 1 kvalitetnijoj remijelinizaciji. To se dobro slaze sa rezultatima ove studije, gde
B12, zajedno sa MIX grupom, pripada najpovoljnijem domenu raspodele g-ratio vrednosti.

Posmatrano na dubljem molekularnom nivou, ovakav obrazac sugeriSe da se razlike izmedu
tretmana na nivou g-ratio verovatno ne formiraju samo kroz intenzitet pocetnog aksonskog
prerastanja, ve¢ kroz sposobnost da se regeneriSuéa aksono—Svanova jedinica prebaci iz
proliferativno-reparativne faze u fazu stabilne 1 kompaktne remijelinizacije. U tom prelazu klju¢nu
ulogu imaju transkripcioni i fenotipski programi Svanovih ¢elija koji kontroli§u postepeno gaSenje
,repair” fenotipa, ponovno ukljucivanje glavnog mijelinskog programa 1 uskladivanje sazrevanja
aksona sa debljinom novog mijelinskog omotaca [19,20]. U tom svetlu moze se pretpostaviti da
tretmani poput B12 i MIX, koji u ovoj studiji pokazuju najpovoljnije pomeranje g-ratio raspodele,
verovatno efikasnije podrzavaju upravo ovu tranziciju ka zrelijoj remijelinizaciji, dok folna kiselina
1 D2, uprkos prisutnom ili parcijalnom regenerativhom signalu, verovatno slabije uti¢u na zavr$no
uskladivanje aksonskog sazrevanja i kompaktne mijelinizacije.

Za folnu kiselinu literatura ostaje najubedljivija upravo na nivou kvantitativnog aksonskog
odgovora, a znatno manje na nivou kvaliteta mijelinizacije. Harma i sar. su pokazali povecanje broja
1 gustine mijelinizovanih aksona uz bolji neurofizioloski nalaz [52], dok Kang i sar. ukazuju da folna
kiselina podstice proliferaciju i migraciju Schwannovih ¢elija i sekreciju NGF [54]. Sagir i sar. takode
pokazuju porast broja aksona uz funkcionalno i elektrofizioloSko pracenje [110]. Tome se moze
dodati 1 $iri molekularni okvir folatnog dejstva, jer radovi Iskandar i sar. ukazuju da folati mogu
regulisati regenerativne programe preko promena u DNK metilaciji i genskoj ekspresiji povezanoj sa
aksonskim rastom [47,48]. Ipak, ukupni obrazac dostupne literature vise podrzava tumacenje folne
kiseline kao vitamina koji pojacava kvantitativni regenerativni odgovor nego kao molekula sa jasno
potvrdenim vrhunskim uc¢inkom na kvalitet mijelinskog omotaca. To se dobro slaze sa rezultatima
ove studije, u kojoj je FA ostvarila jasan kvantitativni benefit u pogledu broja mijelinizovanih aksona
u odnosu na kontrolnu grupu, ali bez odgovarajuc¢eg prelaska u najpovoljniji domen kvaliteta
mijelinizacije..

Posmatrano na dubljem molekularnom nivou, ovakav obrazac za folnu kiselinu mozZe
ukazivati na to da njen glavni doprinos nije u direktnom forsiranju zavrSne kompaktne
remijelinizacije, ve¢ pre u podrSci metabolicko-regenerativnoj fazi odgovora na povredu. Kao klju¢ni
donor jednougljeni¢nih jedinica u procesima sinteze nukleotida 1 metilacije, folna kiselina ucestvuje
u molekularnim dogadajima koji podrZavaju rani regenerativni odgovor [48,55]. U takvom okviru
njen efekat verovatno vise pogoduje proliferativno-trofickom okruzenju pogodnom za rani aksonski
odgovor i Schwannovsku aktivaciju [54] nego samom zavrSnom uskladivanju debljine aksona sa
debljinom mijelinskog omotaca. U tom svetlu postaje bioloski razumljivo zaSto folna kiselina u ovoj
studiji pokazuje kvantitativni benefit u broju regenerisanih vlakana, ali ne i prelaz u najpovoljniji
domen g-ratio raspodele: njen efekat verovatno viSe podrzava pocetnu regenerativnu mobilizaciju
nego zavr$no strukturno sazrevanje remijelinizacije.

Kombinovana terapija MIX u ovom kontekstu zasluzuje posebno mesto u interpretaciji. U
ovoj studiji MIX, zajedno sa B12, pripada najpovoljnijem g-ratio domenu, ali bez potpune
identi¢nosti sa B12. Sa jedne strane, niza prose¢na g-ratio vrednost i izraZeniji levi pomak raspodele
ukazuju da kombinacija moZe pojacati pomeranje ka vrlo povoljnim mijelinizacionim opsezima. Sa
druge strane, veca heterogenost odgovora pokazuje da taj efekat nije rasporeden toliko ujednaceno
kao kod BI12. U tom smislu, najpreciznije je tumaciti da je MIX postigao veoma snazan
mijelinizacioni benefit, ali da taj benefit ima drugaciju distribucionu strukturu od B12, a ne da se
tumaci kao tretman koji jednoznacno prevazilazi B12 u svim aspektima strukturnog oporavka.
Ovakva nijansirana interpretacija je ujedno i najusaglasenija sa funkcionalnim nalazima ove
disertacije, gde MIX nije pokazao jednoznacnu superiornost nad B12, kao i sa Cinjenicom da
kombinovane terapije u drugim modelima, poput crush povrede iSijadicnog nerva, mogu dati
drugaciji odnos izmedu pojedinacnih i kombinovanih tretmana [104]. Molekularno posmatrano,
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ovakav obrazac je verovatno posledica istovremenog angazovanja vise komplementarnih osa: B12-
zavisne neurotrofne 1 prosurvival signalizacije, D3-zavisne promijelinizacione regulacije
Schwannovih ¢elija 1, potencijalno, folatno-posredovanog pojacanja ranog aksonskog odgovora.

Kada se svi ovi nalazi sagledaju zajedno, postaje jasno da g-ratio predstavlja jednu od
ve¢ 1 o tome kakav kvalitet vlakna je pri tome uspostavljen. U ovoj studiji B12 i MIX ¢ine
najpovoljniji mijelinizacioni domen, D3 zauzima jasan intermedijarni poloZzaj, dok kontrolna grupa i
D2 ostaju u manje povoljnom domenu, a FA pokazuje samo ograni¢eno pomeranje ka povoljnijem
mijelinizacionom profilu. Toliko precizna stratifikacija ne bi bila moguca da se analiza zadrzala samo
na broju aksona. Upravo zato g-ratio ovde predstavlja kljucni histoloski korektiv kvantitativnih nalaza
i centralni parametar za razumevanje zaSto tretmani koji poveéavaju obim regeneracije ne moraju
nuzno dati i isti kvalitet strukturnog i funkcionalnog oporavka.

Moze se zakljuciti da je u ovom radu najveci doprinos g-ratio analize u tome S$to omogucéava
preciznije razlikovanje kvaliteta strukturne obnove izmedu tretmana, odnosno pokazuje da kvantitet
regenerisanih vlakana i kvalitet njihove mijelinizacije ne predstavljaju istu dimenziju oporavka.

Puni znacaj ovih nalaza moze se sagledati tek kroz zajednicko tumacenje funkcionalnih i
strukturnih pokazatelja oporavka, budu¢i da tek njihova integracija omogucava preciznu procenu
stvarne terapijske vrednosti ispitivanih tretmana. Kada se funkcionalni i histoloski nalazi ove studije
sagledaju zajedno, postaje jasno da se terapijski efekti ispitivanih vitamina ne mogu pouzdano
procenjivati ni samo na osnovu funkcionalnih testova ni samo na osnovu histoloSkih parametara.
Samo takvo integrativno sagledavanje omogucava da se razume u kojoj meri pojedini tretmani uti¢u
na obim regenerativnog odgovora, kvalitet strukturne obnove i konacni funkcionalni ishod. U tom
smislu, rezultati ove studije pokazuju da kvantitativni i kvalitativni parametri regeneracije nisu
potpuno paralelni 1 da zavr$ni funkcionalni oporavak zavisi od njithovog medusobnog odnosa, a ne
od bilo kog pojedinacnog pokazatelja posmatranog izolovano.

Ovakav zaklju¢ak posebno je vaZan u kontekstu samog eksperimentalnog modela. U ovoj
studiji primenjen je model potpune transekcije femoralnog nerva sa interponiranim gap-om, Sto
predstavlja jedan od najtezih oblika povrede perifernog nerva. Istovremeno, funkcionalni ishod
procenjivan je preko oporavka funkcije kvadricepsa, odnosno jednog dominantnog misica ¢ija je
uloga u ovom modelu pre svega povezana sa grubom motorickom kontrolom hoda. U takvom okviru
1 spontani oporavak moze dovesti do relativno dobrog funkcionalnog ishoda, narocito imajuc¢i u vidu
fenomen preferencijalne motorne reinervacije 1 izraZzeno kolateralno grananje regeneriSucih
motoneurona. Poznato je da i o€uvanje ili oporavak relativno malog dela motornih aksona, oko 20%,
moze biti dovoljno za uspostavljanje reinervacije jednog miSi¢a, pa ¢ak 1 za povratak osnovne
funkcije, iako takva reinervacija verovatno ostaje grublja 1 manje precizna, jer manji broj
regenerisanih motoneurona kolateralnim grananjem preuzima ve¢i broj miSi¢nih vlakana, pa
pojedinacne motorne jedinice postaju vece, ali je njihova ukupna funkcionalna raspodela manje fina
[108,109]. Zbog toga u ovom modelu sama c¢injenica da se kontrolna grupa funkcionalno relativno
dobro oporavlja ne znaci da je regeneracija bila potpuna u kvalitativnom smislu, ve¢ pre da
specificnosti femoralnog modela i PMR fenomen omoguéavaju funkcionalni povratak i onda kada
strukturni ishod ostaje suboptimalan.

Upravo se na tom mestu jasnije vidi ograni¢enje prostog tumacenja broja mijelinizovanih
aksona. Ovaj parametar u ovoj studiji veoma dobro odrazava obim regenerativnog odgovora, odnosno
sposobnost tretmana da veéi broj regeneriSu¢ih aksona dovede do distalnog segmenta i faze u kojoj
formiraju mijelinizovana vlakna. Medutim, broj aksona sam po sebi nije bio dovoljan da objasni
zavr$ni funkcionalni poredak grupa. To se najjasnije vidi kod folne kiseline, koja je ostvarila jasan
kvantitativni benefit u odnosu na kontrolnu grupu u pogledu broja mijelinizovanih aksona, ali taj
benefit nije bio pracen odgovaraju¢im prelaskom u najpovoljniji domen kvaliteta mijelinizacije, niti
se preveo u naroCito povoljan zavr$ni funkcionalni ishod. Kod D2 je slika jo§ skromnija: iako je
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srednja vrednost broja aksona bila numericki visa od kontrole, ta razlika nije dostigla statisticku
znacajnost, a istovremeno D2 nije pokazao ni izrazitiji pomak ka povoljnijem g-ratio profilu. Zbog
toga je najprimerenije zakljuciti da ni FA ni D2 u ovom modelu nisu uspeli da kvantitativni
regenerativni signal prevedu u strukturno zreliju i funkcionalno izrazito povoljniju obnovu. U Sirem
terapijskom smislu, ovakav obrazac ukazuje da ergokalciferol u ovom modelu nema dovoljno uverljiv
funkcionalni ni strukturni profil da bi se i dalje smatrao ravnopravnim kandidatom uz holekalciferol
u modulaciji regeneracije perifernog nerva.

Nasuprot tome, rezultati g-ratio analize pokazuju da je za odrziv funkcionalni oporavak
verovatno mnogo vaznije pitanje kakav je kvalitet mijelinizacije regenerisanih vlakana nego samo
koliko ih je stiglo do distalnog segmenta. U tom smislu, najpovoljniji obrazac pokazale su grupe B12
1 MIX, koje su formirale najpovoljniji domen raspodele g-ratio vrednosti. Upravo te dve grupe su se
1 funkcionalno izdvojile kao najpovoljnije u zavrSnoj fazi oporavka, sa najmanjim rezidualnim
deficitom i najjasnijom kasnom funkcionalnom predno$¢u u odnosu na kontrolu. Ovakvo
podudaranje funkcionalnog ishoda i kvaliteta mijelinizacije snazno podrzava tumacenje da u ovom
modelu broj aksona predstavlja vazan, ali nedovoljan preduslov oporavka, dok kvalitet mijelinskog
omotaca verovatno ima vecu tezinu za stvarno uspostavljanje odrzive i efikasne motoricke kontrole.

Posebnu paznju zasluzuje odnos izmedu B12 1 MIX grupe. Histoloski gledano, MIX pokazuje
jos izrazeniji pomak raspodele g-ratio vrednosti ka nizim, bioloski povoljnijim opsezima, $to ukazuje
na veoma snazan promijelinizacioni efekat. Medutim, kada se uzmu u obzir svi funkcionalni
parametri ove studije, ukljucujuéi apsolutne FBA vrednosti, AFBA dinamiku i zavr$ni rezidualni
deficit, MIX ne pokazuje statisticki jasnu i doslednu funkcionalnu superiornost u odnosu na B12.
Takav odnos se moze tumaciti na viSe medusobno povezanih na¢ina. Moguce je da je u uslovima
ovako teske povrede sa gap-om ve¢ i sam B12 doveo oporavak blizu gornje granice funkcionalnog
benefita koji je u ovom modelu moguce postici, pa dodatni promijelinizacioni dobitak MIX grupe
nije mogao da se jasno prevede u statisticki joS bolji funkcionalni rezultat. Takode je moguce da sama
priroda izlaznog funkcionalnog parametra — oporavak funkcije kvadricepsa kao jedne dominantne,
relativno grube motoricke jedinice — ogranicava osetljivost testa da registruje finije razlike koje na
histoloskom nivou postoje izmedu ova dva tretmana. Ne moze se iskljuciti ni mogucénost da bi se
dodatna diferencijacija izmedu B12 1 MIX pojavila tek pri duzem pracenju, na primer nakon 12 ili
viSe nedelja, kada b1 se razlike u odrZivosti 1 sazrevanju remijelinizacije mozda jasnije ispoljile na
funkcionalnom nivou.

Posmatrano na dubljem biolo§kom nivou, ovakav odnos izmedu B12 i MIX mozZe ukazivati
na to da funkcionalni oporavak u ovom modelu ne zavisi linearno od svakog dodatnog pomeranja g-
ratio raspodele ka nizim vrednostima, ve¢ od toga da li je dostignut prag remijelinizacije dovoljan da
obezbedi stabilnu provodnu efikasnost i pouzdanu aktivaciju reinervisanih motornih jedinica. Kada
je taj prag postignut, dodatni histoloski dobitak u kompaktnosti mijelina ne mora automatski
proizvesti proporcionalno bolji ishod na nivou FBA, naro€ito u modelu u kome relativno mali broj
uspeSno reinervisanih motornih jedinica moZe vratiti osnovnu funkciju kvadricepsa zahvaljujuci
preferencijalnoj motornoj reinervaciji i kolateralnom grananju [108,109]. U tom svetlu moguce je da
suiB12 1 MIX dostigli funkcionalno relevantan

Grupa D3 u ovom integrativhom okviru zauzima jasan intermedijarni poloZaj. I funkcionalni
1 histoloski nalazi ukazuju da D3 ostvaruje stvaran bioloski benefit, ali ne u meri u kojoj to postizu
B12 1 MIX. U odnosu na kontrolu, FA 1 D2, D3 pokazuje povoljniji mijelinizacioni profil, a u
funkcionalnom delu rada takode ostvaruje zavrsni benefit u odnosu na kontrolnu grupu. Ipak, on ne
dostiZe nivo grupa B12 1 MIX ni po kvalitetu mijelinizacije ni po ukupnom funkcionalnom obrascu.
Zbog toga je najpreciznije tumaciti da D3 u ovom modelu deluje kao tretman sa realnim, ali
intermedijarnim potencijalom — dovoljno snaznim da prevazide slabije grupe, ali ne i da dosegne
vrhunski nivo funkcionalno-strukturne integracije koji je uocen kod B12 i MIX.
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Dodatno, rezultati ove studije ukazuju da se u modelu potpune transekcije femoralnog nerva
sa gap-om prava slika terapijske efikasnosti ne moze pouzdano proceniti tokom kratkog prac¢enja od
4 ili 6 nedelja. U ranijim fazama oporavka svi vitaminski tretmani mogu pokazati funkcionalni signal,
dok se jasnija diferencijacija izmedu grupa formira tek u kasnijem toku regeneracije, kada spontani
oporavak u kontrolnoj grupi pocinje da sustize deo rane terapijske prednosti, a istovremeno postaje
vidljivo koji tretmani taj benefit uspevaju da odrze do zavr$ne faze. Zbog toga je za ovaj model od
posebnog znacaja dovoljno dugo longitudinalno pracenje, jer samo ono omogucava da se razlikuju
prolazni rani pomaci od odrzivog funkcionalnog i strukturnog oporavka. Ne moze se iskljuciti ni
mogucnost da bi pri duzem pracenju, na primer nakon 12 ili visSe nedelja, finije razlike izmedu
tretmana — narocito izmedu B12 i MIX — postale jos jasnije na funkcionalnom nivou.

Kada se svi nalazi sagledaju zajedno, moze se zakljuciti da se u ovom modelu oporavak
funkcije ne odreduje prostim zbirnim brojem regenerisanih vlakana, ve¢ odnosom izmedu obima
regeneracije, kvaliteta njihove mijelinizacije 1 funkcionalnih ogranic¢enja samog motornog sistema
koji se prati. Kontrolna grupa funkcionalno se oporavlja bolje nego Sto bi se moglo zakljuciti samo
iz histologije, upravo zbog PMR fenomena, kolateralnog grananja i ¢injenice da je za reinervaciju
jednog miSic¢a dovoljan relativno ograni€en broj aksona. Sa druge strane, FA 1 delimi¢no D2 pokazuju
da kvantitativni regenerativni signal nije dovoljan ako nije pracen odgovarajuéim sazrevanjem
mijelinizacije. Nasuprot njima, B12 1 MIX pokazuju da najpovoljniji zavr$ni ishod nastaje onda kada
se kvantitativni regenerativni odgovor poveze sa kvalitetnijom strukturnom obnovom, §to se u ovoj
studiji najjasnije ogleda upravo u njihovom g-ratio profilu i zavr$nom funkcionalnom ishodu.

U celini posmatrano, nalazi ove studije ukazuju da odrziv terapijski benefit nakon teSke
povrede perifernog nerva ne zavisi samo od toga da li tretman povecava broj regenerisanih vlakana,
vec¢ 1 od toga da li doprinosi njihovom kvalitetnijem strukturnom sazrevanju i time stvara uslove za
stabilniji funkcionalni oporavak. U tom smislu, B12 1 MIX se izdvajaju kao funkcionalno 1 strukturno
najpovoljniji tretmani u okviru ovog modela, D3 zauzima intermedijarni poloZaj, dok FA i D2 ostaju
ograniceni pre svega na rani ili parcijalni benefit. Upravo zato zajednicko tumacenje funkcionalnih 1
histoloSkih parametara predstavlja najpouzdaniji okvir za procenu stvarne terapijske vrednosti
ispitivanih vitamina u ovoj disertaciji.

Dobijene rezultate treba tumaciti u okviru eksperimentalnog modela i metodoloskog pristupa
primenjenog u ovoj studiji. Istrazivanje je sprovedeno na modelu teSke povrede femoralnog nerva
kod pacova, uz osmonedeljni period pracenja, tako da nalazi pre svega osvetljavaju rane i srednje
faze regeneracije u uslovima ovog modela, ali ne 1 kasnije faze dugotrajnog funkcionalnog sazrevanja
regenerisanog nerva. Jedno od ogranicenja ove studije odnosi se i na veli¢inu uzorka i potencijalnu
varijabilnost izmedu Zivotinja, §to moZe uticati na generalizaciju rezultata. Funkcionalni oporavak
procenjivan je primenom SFMA/FBA analize, dok je strukturni ishod analiziran na osnovu broja
mijelinizovanih aksona 1 g-ratio vrednosti, §to je omogucilo pouzdano sagledavanje odnosa izmedu
funkcionalnih i histoloSkih parametara regeneracije. Analiza g-ratio vrednosti u ovom radu bila je
usmerena na poredenje grupnih distribucionih obrazaca 1 kategorijalnih profila mijelinizacije, Sto je
bilo primereno prirodi samog parametra; ipak, buduce studije mogle bi ovaj nalaz dodatno dopuniti
sumiranjem podataka na nivou pojedinacne Zivotinje i1 viSeslojnim morfometrijskim pristupom.
Dodatno, odsustvo dopunskih elektrofizioloskih, molekularnih i ultrastrukturnih analiza ogranicava
dublje mehanisticko tumacenje uo€enih terapijskih efekata. Pored toga, nalazi dobijeni na animalnom
modelu, iako bioloski veoma informativni, ne mogu se bez rezerve direktno ekstrapolirati na klinicke
uslove kod ljudi. Uprkos tim ograni¢enjima, primenjeni dizajn pruza metodoloski utemeljen 1 bioloski
relevantan okvir za razumevanje funkcionalnog i strukturnog oporavka nakon povrede perifernog
nerva, kao 1 Cvrstu osnovu za dalja istraZzivanja sa duZim pracenjem 1 proSirenim analitickim
pristupom.
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6. Zakljugci

Na osnovu postavljenih ciljeva istrazivanja i rezultata dobijenih u ovoj studiji, mogu se izvesti
sledec¢i zakljucci:

10.

11.

12.

13.

Ultravisoke doze vitamina B12, vitamina D3, folne kiseline, vitamina D2, kao i kombinovana
terapija vitaminom B12, vitaminom D3 i folnom kiselinom, razli¢ito uti¢u na funkcionalni i
strukturni oporavak nakon potpune transekcije femoralnog nerva kod pacova.

Svi ispitivani vitaminski tretmani ubrzali su ranu fazu funkcionalnog oporavka u odnosu na
kontrolnu grupu, $to se najjasnije ispoljilo u ¢etvrtoj nedelji nakon povrede.

U srednjoj fazi oporavka razlike izmedu terapijskih grupa i kontrolne grupe postale su manje
izrazene, $to ukazuje na kasnije funkcionalno sustizanje kontrolne grupe.

U kasnijoj fazi oporavka, posebno u sedmoj 1 osmoj nedelji nakon povrede, vitamin B12 1
kombinovana terapija izdvojili su se kao funkcionalno najpovoljniji tretmani.

Najmanji zavrsni rezidualni deficit u odnosu na preoperativno stanje zabelezen je u grupama
tretiranim vitaminom B12 i kombinovanom terapijom, §to ukazuje na njihov najpovoljniji
krajnji funkcionalni efekat.

Vitamin D3 je pokazao intermedijaran funkcionalni efekat, dok su efekti folne kiseline i
vitamina D2 bili ograniceniji i pretezno vezani za rani ili parcijalni funkcionalni oporavak.
Folna kiselina, vitamin D3, vitamin B12 1 kombinovana terapija doveli su do statisticki
znacajnog povecanja broja mijelinizovanih regenerisanih aksona u motornoj grani femoralnog
nerva u odnosu na kontrolnu grupu.

Vitamin D2 nije doveo do statisti¢ki znacajnog povecanja broja mijelinizovanih regenerisanih
aksona u odnosu na kontrolnu grupu.

Povecanje broja mijelinizovanih aksona nije bilo samo po sebi dovoljno za najpovoljniji
funkcionalni oporavak, jer se pokazalo da je kvalitet mijelinizacije vaZan za odrZivost
funkcionalnog efekta.

Analiza g-ratio vrednosti pokazala je da vitamin B12 i kombinovana terapija dovode do
najpovoljnijeg mijelinizacionog profila, sa pomeranjem raspodele ka nizim, bioloski
povoljnijim g-ratio vrednostima.

Vitamin D3 je pokazao izdvojen, intermedijaran efekat na kvalitet mijelinizacije, dok su folna
kiselina 1 vitamin D2 imali slabiji efekat na kvalitet remijelinizacije.

Folna kiselina je povecala broj mijelinizovanih aksona, ali taj kvantitativni efekat nije bio
pracen podjednako izraZzenim poboljSanjem kvaliteta mijelinizacije 1 kasnog funkcionalnog
oporavka.

Vitamin B12 je pokazao najpovoljniji ukupni efekat medu pojedinacno primenjenim
vitaminima, jer je istovremeno poboljSao funkcionalni oporavak, broj mijelinizovanih aksona
1 kvalitet mijelinizacije.
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14.

15.

16.

17.

18.

Kombinovana terapija vitaminom B12, vitaminom D3 i folnom kiselinom pokazala je
povoljan ukupni funkcionalni i strukturni efekat, ali nije pokazala jasnu funkcionalnu
superiornost u odnosu na samostalnu primenu vitamina B12.

Vitamin D3 je pokazao povoljniji funkcionalni i mijelinizacioni profil od vitamina D2, §to
ukazuje da se ova dva oblika vitamina D ne mogu smatrati terapijski ekvivalentnim u
ispitivanom modelu regeneracije perifernog nerva.

Na osnovu ukupnog funkcionalnog i histoloskog profila, vitamin B12 i kombinovana terapija
predstavljaju najpovoljnije ispitivane terapijske pristupe u modelu povrede femoralnog nerva
kod pacova.

Rezultati ove studije pokazuju da se stvarna terapijska vrednost ispitivanih tretmana moze
najpouzdanije proceniti zajednickim tumacenjem funkcionalnih parametara, broja
regenerisanih aksona i kvaliteta mijelinizacije.

Dobijeni nalazi ukazuju da je za pouzdanu procenu terapijske efikasnosti u ovom modelu
potrebno duze longitudinalno pracenje, odnosno pracenje oporavka kroz duzi vremenski
period, jer se jasnija hijerarhija izmedu tretmana formira tek u kasnijem toku regeneracije.
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8. Spisak skracenica

Akt — protein kinase B

ANOVA — analysis of variance

B1 — vitamin B1

B6 — vitamin B6

B12 — vitamin B12

BDNF — Brain-Derived Neurotrophic Factor
CNS — centralni nervni sistem

CON — kontrolna grupa

CNTF — Ciliary Neurotrophic Factor
D2 — vitamin D2 (ergokalciferol)

D3 — vitamin D3 (holekalciferol)

DNK — deoksiribonukleinska kiselina
DRG — dorsal root ganglion

Erk1/2 — Extracellular signal-regulated kinase 1/2
FA — folna kiselina

FBA — Foot-Base Angle

FFI — Facial Functional Index

FGF — Fibroblast Growth Factor

fps — frames per second

g-ratio — odnos precnika aksona 1 ukupnog precnika vlakna
HSD — Honestly Significant Difference
IGF — Insulin-like Growth Factor

IM — intramuskularno

[P — intraperitonealno

ITS — intermediate toe spread

IU — International Unit

KS — Kolmogorov—Smirnov

MIX — kombinovana terapija (B12 + D3 + folna kiselina)
NGF — Nerve Growth Factor

NMJ — neuromuscular junction

PBS — phosphate-buffered saline

PFI — Peroneal Functional Index

PL — print length

PMR — preferential motor reinnervation
PNS — periferni nervni sistem

PO — preoperativna vremenska tacka
RDA — recommended dietary allowance
SC — supkutano

SD — standardna devijacija

SFI — Sciatic Functional Index

SFMA — single-frame motion analysis
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TFI — Tibial Functional Index

TS — toe spread

VDR — Vitamin D Receptor

WD — Wallerian degeneration
AFBA — promena ugla baze stopala
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obpaszay uzjage o aymopcmesy

N3jaBa o ayropcTBy

Nwme u npesume ayropa _ Musom bacannosuh

bpoj unnexca _ 2017/5096

U3sjaBbyjem
71a je JOKTOpCKa ucepTalrja moJi HacIOBOM
Yruuaj npumene Bucokux no3a suramuna J13, 12, 512 u dbosHe KucearHe Ha peresepamnujy

HCDI/Id)GDHOF HCpPBA M OIIOpaBaK JIOKOMOTOPHC (bVHKI.[Hie Ha MOJCIY ITOBPCAC d)CMODaJ'IHOl" HCpBA
Ko 1marnoBa

® PE3YyJTAaT CONICTBCHOI UCTPAKUBAYKOT paja;

e J1a IucepTaldja y HeJMHU HU Y IeTIOBUMA HUje Ona MpeyioKeHa 3a CTULIAkhEe IpyTe
JTUIUIOME TpeMa CTYAM]CKUM IIporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

® Ja Cy pEe3yJITaTU KOPCKTHO HABECACHU U

e J1a HHCAM KpUIMO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHUO/J1a HHTENEKTYaIHy CBOJUHY JPYTHX
JMLA.

IHornuc ayropa

¥ beorpany, 19.06.2026.




0bpasay uzjase 0 UCMOBEMHOCMU UWMAMRAHE U eeKMPOHCKe 8ep3uje OOKMOPCKoz pada

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOI paja

Nwme u npesume aytopa _ Munom bacannosuh

Bbpoj unnekca 2017/5096

Cryaujcku nporpam __lIpuMemneHa HCTpaKHBamkha Y MEIUIIMHN CIOPTa M MOTOPHUM BEIITHHAMA

HacnoB pana _ YTuiaj npumeHe BUCOKHX 1032 ButamuHa J13, /12, 512 u dbosHe kucennHe Ha
pereHepanujy neprudepHor HepBa U ONOpPaBaK JIOKOMOTOpHE (HDYHKIM]E HAa MOAETY
noBpesie heMOpaTHOT HepBa KOJ MaIoBa

Menrop _ Ilpod. np Heena JluBai

Komentop _ IIpod. ap Urop Iantuh

U3jaBspyjem na je mTammaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjy caM Ipenao/fa paau MoxpamuBama y JIMTHTATHOM Peno3uTOpujyMy YHHBep3UTETa Y
beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm J1a ce 06jaBe MOjH JIMYHU TTOJAIM BE3aHU 3a I00Mjame akaJIeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UMe | Mpe3nMe, TOAMHA U MeCTO pol)era 1 1aTyM of0paHe paja.

OBM JIMYHM NMOAALIM MOTY ce O0JaBUTH Ha MPEXKHHUM CTpaHHUIlaMa JTUTHTalHE OHOIHOoTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOnukanujama Y HuBep3uteta y beorpany.

IHornuc ayropa

V¥ beorpany, 19.06.2026.




obpaszay uzjage o kopuuihersy
N3jaBa o kopumhemy

Omnamthyjem YHuBep3utercky Oubmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh™ na y Jururanzau
peno3uTopujyM YHuBep3ureTa y beorpany yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEpTALN]y IO HACIOBOM:

Yr1uuaj npumene Bucokux no3a suramuna J13. 12, 512 u dbosiHe KuceanHe Ha peresepamnujy
neprud)epHOr HEPBA U OMOPABAK JIOKOMOTOPHE (DYHKIM]E HA MOAEY HoBpeae heMopasHor HepBa
KOJI IIaIl0Ba

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJO.

Juceprarujy ca CBUM MPUIIO3UMA IIPEIA0/JIa caM Y eIEKTPOHCKOM (hOpMaTy IMOTOJHOM 32 TPajHO
apXHBHpabE.

Mojy JOKTOPCKY IUCEpTalHjy TOXpambeHy y [IUruTaiHOM perno3uTopujyMy YHHUBEpP3HUTETA Y
beorpagy u pocTynHy y OTBOPEHOM MPHUCTYITy MOTY Ja KOPHUCTE CBH KOjU TOIITY]y Oapeade
caapkane y omadbpanom tury juinenie Kpearusne 3ajeqauie (Creative Commons) 3a K0jy cam
ce OJUTy4Ho/Na.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekoMepuujaiaHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HexkoMepijanHo — 6e3 nmpepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIMjaaHO — nenuTu o uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — nenutu noa uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

(Monumo na 3a0KpyKHUTe caMo jeHY o] 1ecT nonyhenux nuuenuu. Kparak
OTIHC JIUIICHIIM € CACTaBHU JIEO OBE M3]aBe).

MoTrnuc ayropa

¥ beorpany, 19.06.2026.
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