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REZIME

Efekat hipervitaminske terapije vitaminima B komopleksa na regeneraciju motorne

funkcije perifernog nerva na modelu povrede femoralnog nerva pacova

Uvod: Povrede perifernih nerava predstavljaju problem velikih razmera u
savremenom svetu. Posledice po radnu 1 zivotnu aktivnost su velike usled ograni¢enih
mogucnosti za regeneraciju, pogotovo motorne funkcije. Razliciti terapeutski pristupi su
pokusali da pobolj$aju rezultate motorne regeneracije. Znacajan broj studija je pokazao
povoljan efekat razli¢itih vitamina B kompleksa na regeneraciju perifernog nerva (Liao
i sar.,, 2010 i 2013; Fujii i sar., 1995; Talebi i sar.,2013; Turan i sar., 2014). U
navedenim istraZivanjima su Kkori§¢eni razli¢iti eksperimentalni animalni modeli
(Irintchev, 2011; Nichols i sar., 2005; Witehead i sar., 2005) kao i in vitro studije. U
ovom radu je ispitivan uticaj hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na
regeneraciju motorne funkcije femoralnog nerva pacova. Dadatno je ispitivan i efekat
povrede i primenjene terapije na peritonealne makrofage.

Ciljevi: (1) Ispitati celijske mehanizme u regeneraciji i oporavku perifernog
nerva nakon povrede i rekonstrukcije motorne grane n. femoralis-a; (1) Ispitati uticaj
hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na elektri¢nu aktivnost, atrofiju i
funkciju ciljnog misica; (I1) Ispitati uticaj hipervitaminske terapije vitaminima B
kompleksa na gustinu celijskih jedara u podrucju povredenog nerva 1 proces
neuroreparacije pracen ekspresijom specificnog markera izrastanja aksona (GAP 43);
(IV) Ispitati uticaj hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo
satelitskih celija tokom oporavka funkcije miSi¢éa pracen ekspresijom specificnog
markera (Pax7); (V) Ispitati uticaj povrede motorne grane n. femoralis-a i primenjene
hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na funkciju peritonealnih makrofaga
ukljucujuéi metabolicku vijabilnost, sposobnost fagocitoze, adhezije kao i produkcije
reaktivnih oblika kiseonika, azot oksida (NO) i citokina.

Materijal i metode: U eksperimentu je koris¢eno 115 adultnih muzjaka Albino
Oxford pacova tezine od 200 do 350 grama. Zivotinje su podeljene na eksperimentalnu i
kontrolnu grupu. Zivotinjama eksperimentalne grupe, “operisanim” Zivotinjama, je

izvrSena unilateralna transekcija motorne grane femoralnog nerva, koja je nakon toga



rekonstruisana tehnikom termino-terminalne anastomoze koriste¢i hirurski konac 9-0
(Ethicon Inc, Norderstedt, Germany). Zivotinje kontrolne grupe, “lazno operisane”
zivotinje, prosle su istu eksperimentalnu proceduru, ali im nije izvrSena transekcija
nerva. Zivotinje su Zrtvovane prvog, treéeg, sedmog, 14., 21., 30., 60., 90. i 120. dana
nakon intervencije. Sve zivotinje koriS¢ene u eksperimentu su podvrgnute istom setu
analiza. Pre zZrtvovanja, za procenu oporavka motorne funkcije koriSéen je test
ponasanja. Izmerena im je telesna masa, vrSena je elektromiografija (EMG) radi
procene oporavka misic¢a kvadricepsa. Potom su izolovani femoralni nerv (operisani,
rekonstruisani n. femoralis, kao i kontralateralni n. femoralis) i misi¢ kvadriceps (m.
quadriceps inervisan operisanim nervom, kao i m. quadriceps inervisan
kontralateralnim, intaktnim nervom). Masa miSi¢a kvadricepsa je takode izmerena.
Nakon toga, izolovani su i makrofagi, metodom peritonealne lavaze, a potom su
zivotinje zrtvovane. Izolovani miSi¢i i nervi su dalje koriS¢eni za histomorfolosku
analizu, dok su peritonealni makrofagi (PMF) podvrgnuti testovima za odredivanje
njihove vijabilnosti, sposobnosti fagocitoze, adhezije, produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i NO.

Rezultati: Kod obe grupe Zivotinja doslo je do znacajnog povecéanja FBA (engl.
foot base angle) neposredno nakon intervencije. Tokom perioda posmatranja, vrednosti
ugla su se smanjivale, tj. priblizavale preoperativnim vrednostima. Zna¢ajnije smanjenje
vrednosti je primeceno u grupi zivotinja tretiranih vitaminima B kompleksa. Vrednosti
akcionih potencijala merenih EMG-om kod obe grupe zivotinja pokazuju znac¢ajan pad
u periodu neposredno nakon intervencije uz postepen oporavak tokom perioda pracenja.
Znacajno vecée vrednosti EMG su uoCene kod grupe tretiranih Zivotinja. Merenjem
misiéne mase m. quadricepsa je konstatovan manji stepen atrofije u grupi zivotinja
tretiranih vitaminima B kompleksa. Histoloskim ispitivanjem odredivana je gustina
¢elijskih jedara nerva kao i miSi¢a kvadricepsa. Femoralni nerv tretiranih Zivotinja je
pokazao manji stepen gustine celijskih jedara nakon povrede u odnosu na nerv
kontrolnih, netretiranih Zivotinja. Takode, uo¢ena je smanjena gustina Celijskih jedara
denervisanog misica kvadricepsa u grupi zivotinja tretiranih vitaminima B kompleksa.
Terapija vitaminima B kompleksa dovodi do smanjene degradacije mijelina, smanjene
dediferencijacije Svanovih éelija, poboljsanog izrastanja aksona distalno od mesta

povrede, kao i smanjene proliferacije satelitskih ¢elija u sklopu smanjenog reaktivnog



miogenog odgovora. PMF izolovani iz operisanih zivotinja ispoljavaju smanjenu
metabolicku aktivnost, sposobnost adhezije, proizvodnju reaktivnih oblika kiseonika,
NO, TNF-a i IL-10 u poredenju sa PMF izolovanim iz lazno operisanih zivotinja. PMF
izolovani iz operisanih i tretiranih Zivotinja imaju ve¢u sposobnost odgovora na dodatni
stimulus in vitro u poredenju sa PMF izolovanih iz operisanih Zivotinja.

Zakljucak: Rezultati ove doktorske disertacije potkrepljuju pretpostavku da
primena vitamina B kompleksa u visokim dozama neposredno postoperativno dovodi
do smanjenja degradacije mijelina, smanjene dediferencijacije Svanovih ¢elija,
poboljSanog izrastanja aksona, smanjene celularnosti povredenog nerva i njime
inervisanog misi¢a $to dovodi do boljeg oporavka motorne funkcije perifernog nerva
praeno Smanjenjem misiéne atrofije, poboljSanog oporavka EMG vrednosti i
funkcionalnog statusa. Povreda perifernog nerva utice na funkcionalne karakteristike
PMF u smislu smanjene vijabilnosti, sposobnosti fagocitoze i adhezije, produkcije NO,
ROS i citokina (IL-10 i TNF-a). Primena terapije vitaminima B kompleksa dovodi do
oporavka poremecenih funkcija peritonealnih makrofaga indukovanih povredom

perifernog nerva.
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ABSTRACT

Effect of vitamin B complex therapy on the regeneration of motor function of the

peripheral nerve in rat femoral nerve injury model

Objective: Injuries of the peripheral nerves represent a high scale problem in
modern world. They lead to significant consequences considering working ability and
quality of life due to restricted recovery, especially of motor function. Different
therapeutical approaches were used in order to improve motor recovery. Significant
number of studies showed benefitial effect of different vitamins of B complex on motor
regeneration (Liao, et al. 2010 and 2013; Fujii, et al., 1995; Talebi, et al.,2013; Turan, et
al.,, 2014). Different experimental animal models were used in these researches
(Irintchev, 2011; Nichols, et al., 2005; Witehead, et al., 2005) as well as in vitro studies.
Macrophages, abundant and phenotypically diverse immune cell populations, play an
important role during peripheral nerves regeneration . In this study we investigated
effect of vitamin B complex therapy on regeneration of motor function of the peripheral
nerve and characteristics of peritoneal macrophages (PMF) in rat femoral nerve injury
model.

Aims: (1) Investigate cell mechanisms involved in regeneration and recovery
after injury and reconstruction of motor branch of femoral nerve; (1) Investigate effect
of vitamin B complex therapy on electrical activitiy, atrophy and function of target
musle; (111 Investigate effect of vitamin B complex therapy on nuclear density in area of
injured nerve and process of neuroreparation followed by expression of axon growth
specific marker (Growth associated protein, GAP 43); (IV) Investigate effect of vitamin
B complex therapy on presence of satellite cells during recovery phase of the muscle
followed by expression of the specific marker (Paired box protein, Pax 7); (V)
Investigate influence of femoral nerve motor branch injury and administered vitamin B
complex therapy on function of PMF including metabolic viability, phagocytosis and
adhesion abilities, as well as production of nitrogen oxide (NO), cytokines and reactive
oxygen species (ROS).

Methodology: Experimental research included 115 male Albino Oxford rats

weighing between 200 and 350 grams. The animals were divided into experimental and



control groups. Unilateral transection of motor branch of femoral nerve was performed
in group of experimental animals, after which immediate reconstruction was done by
end-to-end anastomosis using 9-0 suture (Ethicon Inc, Norderstedt, Germany). Group of
control animals underwent the same experimental procedure, but without nerve
transection. Animals were sacrificed one, three, seven, 14, 21, 30, 60, 90 and 120 days
after injury. The same set of analysis was applied to all animals used in experiment.
Behavioral test was used before sacrifice for assesment of motor function recovery.
Animal’s body mass was measured and electromyography (EMG) was performed to
asses recovery of quadriceps muscle. Femoral nerves (operated, reconstructed, as well
as contralateral, intact) and quadriceps muscles (inervated by injured and reconstructed
nerve and contralateral, inervated by intact nerve) were isolated. Quadriceps mass was
also measured. Using method of peritoneal lavage, macrophages were isolated and
animals were sacrificed. Isolated muscles and nerves were further used for
histomorfological analysis while peritoneal macrophages (PMF) were tested for their
viablitiy, fagocytosis, adhesion, and capabillity of producing reactive oxygen species
(ROS) and nitrogen monoxide (NO) .

Results: Significant increase of FBA (Foot-base angle) was noticed in both
group of animals immediately after injury. Values of the angle decreased during
observation period and approached preoperative counts, respectively. More significant
decrease was noticed in group of animals that were treated with vitamin B complex.
Values of compound action muscle potentials, measured by EMG, showed significant
decrease in counts during postinjury period for both groups of animals with gradual
recovery during observation period. Treated animals showed significantly greater
values. Minor degree of muscle atrophy was measured in group of animals treated with
vitamin B complex. Histological studies were used to determine muscle and nerve
nuclear density. Femoral nerve of treated animals showed minor degree of nuclear
density when compared to nerve of control, nontreated animals. Likewise, reduced
nuclear densitiy was noticed in denervated quadricps muscle in groups of animals
treated with vitamin B complex. Vitamib B complex therapy resulted in decreased
myelin degradation, decreased dedifferentiation of Schwann cells, improved axonal
growth distal to the site of injury, as well as decreased proliferation of myosatelite cells

in the reduced reactive miogenic response. PMF isolated from operated animals showed



decreased metabolic activity, decreased adhesion ability, decreased ROS, NO, TNF-a
and IL-10 production compared to PMF isolated from sham animals. PMF isolated from
operated and treated animals showed increased response abillity to additional stimulus
in vitro compared to PMF isolated from operated animals. Conclusion: Results of this
dictoral dissertation corroborate assumption that vitamin B complex therapy applied in
high doses immediately postoperatively leads to reduction of muscle atrophy, improved
recovery of EMG parameters, reduction of nucelar densitiy of injured nerve and
appropriate skeletal muscle which all leads to improved recovery of motor function of
peripheral nerve. Peripheral nerve injury affects functional caracteristics of peritoneal
macrophages in terms of reduced viability, fagocytosis, adhesion and production of azot
monoxyde (NO), reactive oxygen species (ROS) and cytokines (IL-10 and TNF-a).
Vitamin B complex therapy leads to recovery of disturbed functions of peritoneal

macrophages induced by peripheral nerve injury.

Key words: peripheral nerve, motor regeneration, B complex vitamins,

peritoneal macrophages
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SKRACENICE

Ach — acetilholin

ACTH — adrenokortikotropni hormon

ATP — adenozin trifosfat

BCG — (fr. Bacillus Calmette — Guérin)

BDNF (engl. brain derived nerve factor) — nervni faktor poreklom iz mozga

CNS — centralni nervni sistem

CNTF (engl. ciliary neurotrophic factor) — cilijarni neurotrofni faktor

CoA — koenzim A

CRH (engl. corticotropin-releasing hormone) — kortikotropin oslobadaju¢i hormon
DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

ECM — ekstracelularni matriks

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) — enzim imuno test

EMG - elektromiografija

EMNG - elektromioneurografija

ENG - elektroneurografija

FBA (engl. foot-base angle) — ugao izmedu stopala i podloge

GAP 43 (engl. growth associated protein) — protein asociran sa rastom aksona
GNDF (engl. glial cell-derived neurotrophic factor)

HPA osa (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) — hipotalamo-hipofizno- adrenalna
osa

IGF-1 (engl. insulin-like growth factor) — insulinu sli¢an faktor rasta

INOS (engl. inducibile nitric oxid synthetase) — inducibilna azot oksid sintetaza
LIF (engl. leukemia inhibitory factor) — leukemija inhibitorni faktor

LOX — lipooksigenaza

LPMF (engl. large peritoneal macrophages) — veliki peritonealni makrofagi

LPS — lipopolisaharid

MAP (engl. protein associeted microtubules) — proteini asocirani sa mikrotubulama
MAPK — mitogen aktivirajuca protein kinaza

MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1) — monocitni hemoatraktantni
protein 1



MF — makrofagi

MHC (engl. major histocompatibiliy complex) — glavni histokompatobilni kompleks
MNA — metilnikotinamid

NA — nikotinamid

NADPH — nikotinamid adenin dikuleotid fosfat

NGF (engl. nerve growth factor) — faktor rasta nerva

NK (engl. natural killer) — urodenoubilacke ¢elije

NO — azot monoksid

NT — neurotrofin

OPN — osteopontin

PMF — peritonealni makrofagi

PNI (engl. peripheral nerve injury) — povreda perifernog nerva

PNS — periferni nervni sistem

RA (engl. retinoic acid) — retinoi¢na kiselina

ROS (engl. reactive oxygen species) — reaktivni oblici kiseonika

SFMA (engl. single-frame motion analysis) — test analize pokreta

SPMF (engl. small peritoneal macrophages) — mali peritonealni makrofagi
TNF (engl. tumor necrosis factor) — faktor nekroze tumora

trk — tirozin kinaza

UCN — urokortin
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1. UVOD



1.1. EPIDEMIOLOGIJA | INCIDENCA POVREDA PERIFERNOG
NERVNOG SISTEMA

Povrede perifenih nerava predstavljaju problem velikih razmera sa kojim se
susre¢u milioni ljudi Sirom sveta (Daly i sar., 2012). U razvijenim zemljama na 100 000
osoba, godisnje u proseku 20 (13-23) osoba pretrpi povredu perifernog nerva (engl.
peripheral nerve injury, PNI) (Irintchev, 2011). Na podru¢ju Evrope povrede perifernih
nerava dostizu broj od 300 000 godisnje (Harding i sar., 2014). Broj povreda perifernih
nerava je u stalnom porastu usled rasta stope saobracajnih udesa, industrijskog
traumatizma, kao i povreda na radu. Traume nerava rezultuju znacajnim neuroloskim
deficitom i skoro uvek ostavljaju odredeni procenat invaliditeta (Eser  2009;
Andjelkovic i sar., 2010). Znatno ¢es¢e se javljaju kod mladih osoba muskog pola u
najproduktivnijem Zivotnom dobu (Noble i sar., 1998; Adeyemi-Doro, 1988) te se stoga
postavljaju veliki funkcionalni zahtevi i pacijenti ocekuju povratak ne samo
svakodnevnim Zivotnim, ve¢ i1 radnim aktivnostima. Ove povrede uzrokuju znacajno
odsustvo sa posla usled dugotrajne rehabilitacije, a ¢esto i nemoguénost ponovnog
povratka na isto radno mesto, §to ima Vveliki socioekonomski znacaj (Andjelkovi¢ i sar.,
2010; Schenker i sar., 2006).

Epidemioloski i etioloSki faktori povreda perifernog nerva mogu da variraju u
periodima mira i ratnih sukoba, kao i u skladu sa razvojnim nivoom populacija.
Procenjeno je da u Evropskoj populaciji povrede perifernih nerava najces¢e nastaju u
domacinstvu, radnom mestu 1 saobrac¢aju. Povrede perifernih nerava Cesto nastaju u
sklopu saobrac¢ajnog traumatizma kao posledica preloma okolnih kostiju. Takode, Cest
uzrok predstavljaju sekotine ostrim predmetima, zatim penetrantne povrede ostrim i
tupim predmetima. Jatrogeni faktor ima veliki znacaj, pogotovo U zemljama u razvoju
(Eser i sar., 2009; Villarejo i Pascual, 1993), i moze imati udeo od 17.4%. Znacajan
udeo imaju i povrede vatrenim oruzjem (Kanada 7.4%, Turska 9.3%, Pakistan 83.3%)
(Eser i sar., 2009; Noble i sar., 1998; Babar, 1993).

Procenjeno je da 2-3% ukupnog broja povreda ¢ine povrede perifernih nerava
(5% ukoliko se u obzir uzmu povrede pleksusa i korenova) (Noble i sar., 1998; Selecki i

sar., 1982). Na gornjem ekstremitetu najéeS¢e su povrede n. radialis-a, potom n.



ulnaris-a i n. medianus-a (Noble i sar., 1998; Adeyemi-Doro, 1988; Kouyoumdjian,
2006). Povrede perifernih nerava donjih ekstremiteta su manje uobicajene, pri cemu su
najéeS¢e povrede n. ischiadicus-a, zatim n. peroneus-a i retko n. tibialis-a i n.
femoralis-a. Povrede perifernog nerva nastale u saobracajnim nesre¢ama su c¢esto
udruzene sa traumom centralnog nervnog sistema, Sto otezava prepoznavanje lezija
perifernog nerva (Andjelkovic i sar., 2010; Selecki i sar., 1982; Kouyoumdjian, 2006;
Robinson, 2000).

1.2. ANATOMIJA PERIFERNOG NERVA

Periferni nervni sistem je kompleksna struktura izgradena od neurona,
potpornog vezivnog tkiva, ¢elijskih elemenata i ciljnih organa (tzv. ,,end“ organa) (slika
1). Osnovna fukcija perifernog nervnog sistema je primanje nadrazaja iz okoline i
njihov prenos do CNS-a, kao i slanje nadrazaja iz CNS-a u okolinu ¢ime se zapravo
omogucéava povezivanje periferije i centralnog nervnog sistemom putem aferentnih i
eferentnih vlakana (Machinnon i Dellon, 1988). Neuroni medusobno komununiciraju
putem mnogobrojnih nastavaka nazvanih dendriti (uglavnom su kratki), a $alju po jedan
duzi nastavak ka periferiji oznacen kao akson. Snopovi aksona izgraduju spinalne
korenove (prednje i zadnje) koji se spajaju distalno od senzornog gangliona i formiraju
jedinstven koren. Aferentna vlakna zavr$avaju u perifernim senzornim receptorima a
eferentna na neuromuskularnim spojnicama (neuromuskularnim plo¢ama) (Brandt i
Mackinnon, 1997). Pojedinaéna nervna vlakna (aksoni) salinjavaju snopove
(fascikuluse). Fascikulusi se grupisu u grupe fascikulusa, a nekoliko grupa fascikulusa
formira periferni nerv.

Osim aksona, koji Cine funkcionalni deo nerva, svaki periferni nerv sadrzi
odredeni procenat vezivnog tkiva koje ima funkciju mehanicke potpore, ishrane,
odbrambenu i reparativnu funkciju. Procenat vezivnog tkiva varira od nerva do nerva i
od lokalizacije do lokalizacije i iznosi od 25% do ¢ak 85%. Veci procenat primecen je
na mestima gde nerv trpi pritisak, istezanje (npr. na nivou zglobova ili osteofibroznih
kanala) ili kada nerv sadrzi veci broj manjih fascikulusa. Vezivni elementi su odgovorni

za tenzionu snagu svakog fascikulusa (Terzis i Smith, 1990).
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Slika 1. Anatomija perifernog nerva

1.3. KOMPONENTE PERIFERNOG NERVNOG SISTEMA

1.3.1. Svanove éelije

Svanova (Schwan) éelija predstavlja neuronalnu satelitsku éeliju perifernog
nervnog sistema i svi aksoni su omotani u razli¢itom stepenu ovim celijama koje
stvaraju mijelin (Slika 2). Embrionalno poreklo ovih ¢elija je neuroektodermalno i one
rastu u skladu sa rastom aksona. Odnos aksona i Svanovih ¢elija je 1:1 za mijelizirane
aksone. Kod nemijeliziranih aksona, grupa od 8-15 aksona omotana je jednom c¢elijom,
odnosno njenim duplikaturama. Pretpostavlja se da debljina i troficki uticaj aksona na
Svanovu éeliju igra ulogu u ,,odluci“ da li ¢e neki akson biti mijeliniziran ili ne (deblji
aksoni su mijelinizirani). Mijelin je proteofosfolipid u koji je u vise slojeva uvijena
membrana Svanove ¢elije iz koje je eliminisana citoplazma. Debljina mijelinskog
omotaca je srazmerna debljini aksona. Motorni nervi imaju srazmerno deblji mijelinski
omota¢ od senzitivnih. Mijelinski omota¢ aksona nije u kontinuitetu, ve¢ postoje prekidi
u vidu Ranvijerovih (Ranvier) ¢vorova (nodusa). Mijelinizirani akson je sposoban za

depolarizaciju samo u nivou nodusa. Sprovodenje impulsa se odvija sekvencijalnom

3



depolarizacijom sukcesivnih nodusa bez depolarizacije internodalog dela. Time se

postize brze sprovodenje impulsa duz nerva (Birch, 2005).
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Slika 2. Svanova ¢elija u perifernom nervu

1.3.2. Elementi vezivnog tkiva

Periferni nervi sadrze tri medusobno razli¢ite grupe vezivnih tkiva ukljucujuci
endoneurijum, perineurijum i epineurijum (slika 3). Ove vezivne ovojnice obezbeduju
raznolike mehanicke i fizioloske funkcije. Aksoni su, kao Sto je navedeno, povezani u
skupine, tj. fascikuluse.

Endoneurijum predstavlja vezivno tkivo koje se nalazi unutar fascikulusa i ¢ine
ga mukopolisaharidna osnovna supstanca zajedno sa uzduzno orijentisanim kolagenim
vlaknima i manjim brojem retikulinskih vlakana. Osnovna ¢elija je fibroblast.

Perineurijim predstavlja vezivno tkivo oko grupa fascikulusa. Perineurijum se
ponekada deli na unutraSnji, bogatiji celularnim elementima, 1 spoljasnji, bogatiji
kolagenom.

Epineurijim je vezivo koje se nalazi izmedu grupa fascikulusa (unutrasnji) i oko
samog nerva (spoljasnji epineurijum). Spoljasn;ji slojevi epineurijuma su u kontinuitetu
sa mezoneurijumom, dok su unutra$nji povezani sa perineurijumom. Takode, u sastav
epineurijuma ulaze i kolagen, fibroblasti, mast ¢elije i masno tkivo.

S obzirom na tip arhitektonike, periferni nervi se mogu podeliti na:



1.  Monofascikularne ¢ini jedan veliki fascikulus,
2. Oligofascikularne ¢ini nekoliko veéih fascikulusa,
3. Polifascikularne ¢ini  ve¢i broj fascikulusa razli¢itih veliCina,

organizovanih ili neorganizovanih u grupe (Terzis i Smith, 1990).

> Epineurium

Endoneurium

Perineurium

Slika 3. Elementi vezivnog tkiva perifernog nerva

1.3.3. Vaskularizacija

Nervno tkivo je, kao metabolicki visokoaktivno, veoma osetljivo na ishemiju,
stoga je adekvatno vaskularizovano. Vaskularizaciju perifernog nerva obezbeduju dva
integrisana ali funkcionalno nezavisna sistema, ekstrinzicni i intrinzicni.

Ekstrinzicni sistem je saCinjen od segmentalno orijentisanih krvnih sudova
(mezoneurium) koji variraju u veli¢ini i potic¢u od susednog veéeg krvnog suda (arterije
1 vene). Dodatno, znatna koli¢ina krvi moZe poticati iz muskularnih perforatora ili
periostalnih krvnih sudova. Kada ekstrinzi¢ni krvni sudovi dosegnu epineurijum, oni se
granaju i snabdevaju intraneuralne pleksuse ascedentnim i descedentnim granama.
Krvni sudovi su trotuozni i na taj nacin obezbeduju “rezervu u duzini” tj. omogucavaju
istezanje nerva u odredenoj meri.

Intrinzicni sistem poCinje na mestu grananja ekstrinzi¢nog. Vaskularni pleksus u

epineurijumu ima osobine visokoadaptibilnog sistema, sposobnog da preusmeri veliku



koli¢inu volumena krvi u skladu sa metabolickim zahtevima. Slicno su organizovni
krvni sudovi u perineurijumu. Endonuralni krvni sudovi formiraju pleksus neposredno
ispod perineurijuma i, u normalnim uslovima, funkcioniSe samo deo mreze.

Ovakva longitudinalna organizacija vaskularne mreze perifernih nerava
omogucava znatnu mobilizaciju nerva bez opasnosti od ishemije. Medutim, istezanje u
iznosu od 8% duZine dovodi do poremecaja u venskoj drenazi (venska staza), dok
istezanje u iznosu od 15% dovodi do prekida arterijske cirkulacije (ishemija) (Lawrence
I Kashyap, 2000).

Sto se ti¢e ultrastrukture krvnih sudova postoje odredene razlike. Epi- i
perineuralni krvni sudovi imaju neSto razmaknutije endotelne celije i to omogucava
ekstravazaciju proteina. Kod endoneuralnih sudova to nije slucaj, ¢elije tesno nalezu
jedna na drugu i ti krvni sudovi, zajedno sa perineurijumom, ¢ine hematoneuralnu
barijeru, slicnu hematoencefalnoj barijeri u CNS-u.

Intrafascikularna mreza je sacinjena od kapilara koji su veceg kalibra nego
uobicajeni kapilari ¢ime je omogucéen veci intravaskularni volumen i kapacitet kao i u
ostalim visokometabolicki zahtevnim tkivima, npr. misi¢ima (Birch, 2005).

Senzorni receptori se prema Conckovu (Chounchkov 1978) mogu svrstati u dve
osnovne grupe, inkapsulirane i neinkapsulirane. U pogledu lokalizacije periferni
senzorni receptori se dele i na receptore koze koja ne sadrzi dlake (glatka koza),

receptore koze koja sadrzi dlake (dlakava koza) i mukokutane receptore
1.3.4. Periferni nervni organi (ciljni ili ,,end* organi)

Senzorni receptori se prema Conékovu (Chounchkov 1978) mogu svrstati u dve
osnovne grupe, inkapsulirane i neinkapsulirane. U pogledu lokalizacije periferni
senzorni receptori se dele i na receptore koze koja ne sadrzi dlake (glatka koza),
receptore koze koja sadrzi dlake (dlakava koza) i mukokutane receptore.

1. Nedlakava (glatka) koza ljudi sadrzi najguscéu perifernu inervaciju. Periferni
nervi se granaju ispod same povrSine koze 1 stvaraju subdermalne pleksuse iz
kojih se daljim grananjem formiraju subpapilarni pleksusi. Ovi pleksusi
sadrze mijelinizirana i1 nemijelinizirana vlakna (grupe A i1 C) i inerviSu
specificne ciljne organe a takode zavrSavaju i kao slobodni nervni zavrseci.

Cetiri vrste inkapsuliranih receptora se nalaze u ovom tipu koze:



brzoadaptiraju¢a Majsnerova-ova (Meissner) i Pacini-jeva (Pacini) telasca,
kao i sporoadaptiraju¢a Merkel-ova (Merkel) i Rufinijeva (Ruffini) telasca
(slika 4).

(c)Merkelov disk (blagi dodir) (d) Majsnerovo telasce (blagi dodir)
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(b) Slobodni nervni zavreci
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(e) Pacinijevo telasce (jak pritisak)

Senzomo vlakno
(a)Slobodni nervni zavrseci (bol, toplo. hladno) (f) Rufinijevo telasce (kontinuirani pritisak)

Slika 4. Senzorni receptori koze koja ne sadrzi dlake

Majsnerova telasca se nalaze unutar dermalnih papila i odgovorni su za prijem

niskofrekvetnih vibracija i oset dinami¢kog dodira. Pod konstantnim stimulusom oset se

javlja samo na pocetku.

Pacinijevo telasce je vidljivo golim okom. Odgovorno je za prijem

visokofrekventnih vibracija i dinamic¢kog dodira.

Merkelovo felasce se nalazi na epidermo-dermalnoj granici i spada u

sporoadaptiraju¢e receptore.

Rufinijevo telasce predstavlja sporoadaptiraju¢i mehanoreceptor Koji reaguju na

konstantat pritisak i pokazuje veoma mali stepen adaptacije.

2. Dlakava koza deli mnoge karakteristike sa kozom koja ne sadrzi dlake.
Pacinijeva, Merkelova i Rufinijeva telasca su identi¢no lokalizovana, ali
nedostaju Majsnerovi telasca. Dlaka sa svojim nervnim pleksusom takode
predstavlja ciljni organ.

3. Mukokutani receptori se nalaze u prelaznoj zoni izmedu koze i mukoze koja



sadrzi senzorni organ koji se ne nalazi u kozi. Organ nije inkapsuliran i
naziva se raznim imenima, najc¢esée genital end bulb (Lawrence i Kashyap,
2000).

Termin “motorna jedinica” je prvi put uveden od strane Seringtona (Sherrington)
1929. godine (slika 5). Uopsteno, izgled motorne ploce, terminalne strukture eferentnog
aksona je slede¢i: mijelinizirani Ao akson prilazi vlaknu koje ¢e inervisati 1 formira
divergentu nemijeliniziranih aksona koji se rasprostiru nad miSi¢énim vlaknom. Svaki
akson je odvojen od samog miSi¢énog vlakna sinaptickom pukotinom. Cela motorna
plo¢a je pokrivena Svanovom ¢éelijom koja je izoluje od okolnog vezivnog tkiva. Svaki
pojedina¢ni Ao motorni akson inervise od 10 do 100 pojedinac¢nih misi¢nih vlakana

(Birch, 2005).

Ki¢mena mozdina

Ventralni rog

Motorni neuron

Skeletni
misic

Mijelinski
omotac

Motorna Presinapticko
plo¢a dugme

Aktivna zona Vezikula koja sadrzi

acetilholin

Acetilholin Sinapticka pukotina

Nikotinski holinergi¢ki

Misi¢na vlakna receptori

Slika 5. Grada motorne ploce



1.4. ETIOLOGIJA LEZIJA PERIFERNOG NERVA

Uopsteno govoreci, periferni nervi mogu biti povredeni u sklopu zatvorenih ili
otvorenih povreda. Otvorene povrede su ¢eSée, iako i zatvorene povrede zauzimaju
znacajan procenat. Po tipu povrede, mogu se razlikovati (Rosbery i sar., 2005):

1) laceracije (transekcije) - oko 30% povreda perifernih nerava otpada na ovu
grupu. Delimiéne transekcije ¢ine oko 15% povreda, dok je u ostalim slu¢ajevima doslo
do potpunog prekida kontinuiteta nerva.

2) istezanja (trakcija) i kontuzije - nerv je naj¢e$¢e makroskopski u kontinuitetu,
mada moze do¢i i do potpunog prekida kontinuiteta.

3) kompresija i ishemija - kod kompresija lakSeg stepena dolazi do segmentne
demijelinizacije, dok je kod tezih kompresija moguéa i Valerova degeneracija.
Posledi¢na je ishemija i fibroza.

4) prostrelne povrede - mogu biti posledica direktnog povredivanja nerva od
strane projektila, kada dolazi do prekida kontinuiteta, ili, u vecini slu¢ajeva, ouvanja
kontinuiteta sa razli¢itim stepenom intraneuralnog ostecenja, kada projektil prolazi blizu
nerva (blast povrede).

S) elektricne, termicke i iradijacione povrede - dovode do oSte¢enja nerava
razli¢itog stepena.

6) injekcione povrede - kombinovano dejstvo mehanic¢ke povrede i hemijskog
oSte¢enja zbog injiciranja neurotoksicnog agensa.

Na osnovu tezine povrede, moze se razlikovati nekoliko stepeni povrede
perifernog nerva.

Sedon (Seddon, 1948) zaklju¢uje da se mogu razlikovati tri stepena:

Neurapraksija predstavlja fizioloski blok sprovodenja gde je nerv anatomski i
histoloSki normalan. Nastaje najceS¢e usled tupe traume, istezanjem, kompresijom i
ishemijom. Oporavak je potpun i spontan.

Aksonotmeza podrazumeva prekid kontinuiteta aksona, bez oSteCenja veziva.
Oporavak je spontan ali dugotrajan, hirurSka intervencija nije indikovana.

Neurotmeza je lezija aksona 1 vezivnog tkiva, kompletna ili inkompletna.
Indikovana je hirurSka intervencija s ciljem rekonstrukcije nerva.

S druge strane Sanderlend (Sunderland, 1968) daje nesto precizniju podelu lezija



na pet stepeni:
| stepen odgovara neurapraksiji po Sedonu
Il stepen je ostecenje aksona bez lezije veziva
I11 stepen je oStecenje aksona i endoneurijuma
IV stepen je ostecenje aksona, endoneurijuma i perineurijuma

V stepen je kompletna transekcija nerva

1.5. VALERIJANOVA DEGENERACIJA

1.5.1. Procesi degeneracije, regeneracije i promene neurona nakon

povrede

Nakon povrede nerva, proksimalni i distalni deo povredenog nerva podlezu
strukturnim i molekularnim promenama, kako bi se odigrali pripremni procesi
neophodni za regeneraciju aksona. Proksimalni deo podleze odumiranju i degeneraciji
do prvog Ranvijerovog ¢vora. Distalni deo pokidanog nerva podleze Valerijanovoj
degeneraciji, koja je esencijalna kao pripremni stadijum za proces regeneracije aksona,
kako bi se eliminisali molekuli koji bi mogli ometati regeneraciju.

Valerijanova degeneracija predstavlja proces aksonalne degradacije i posledi¢ne
regeneracije, koji je posredovan neuroglijom perifernog nervnog sistema (Svanovim
¢elijama), kao 1 infiltracijom inflamatornih ¢elija 1 regulisan je inflamatornim
medijatorima kao §to su citokini, hemokini i1 transkripcioni faktori koji ucestvuju u
inflamatornom odgovoru (slika 6) (Gaudet i sar., 2011). Deo ove neuroimunske
signalizacije je posredovan komponentama urodenog imunskog sistema, ukljucujuci
derivate arahidonske kiseline, kao Sto su prostaglandini i leukotrijeni (Camara-
Lemarroy i sar., 2012). Funkcionalni znacaj regeneracije aksona je da se nadomesti
distalni nervni segment, koji je izgubljen tokom degeneracije, omogucavaju¢i na taj
nacin reinervaciju ciljnih organa i restituciju njihovih odgovaraju¢ih funkcija (Allodi i
sar., 2012). U nedavnoj studiji je napravljena podela Valerijanove degeneracije na tri
morfoloski razli¢ita stadijuma ukljucuju¢i akutnu degeneraciju aksona, period
mirovanja i nagli granularni degenerativni stadijum usled razgradnje citoskeleta (Wang i
sar., 2012).
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Slika 6. Valerijanova degeneracija

U toku sat vremena od povrede, odumiranje i proksimalnog i distalnog dela je
posredovano influksom kalcijuma i aktivacijom kalpaina, koji je odgovoran za cepanje
neurofilamenata i komponenti kao $to su spektrin i tubulin. U proksimalnom delu,
ovakvo odumiranje se odigrava do prvog Ranvijerovog ¢vora. Sledeéi stadijum
(priblizno nakon 24h), tokom koga akcioni potencijali nastavljaju da se sprovode, je
pracen duzim periodom razgradnje citoskeletnih proteina usled delovanja kalcijumom
aktiviranog kalpaina i ubikvitin-proteazomnog sistema (Miledi i Slater, 1970; Zhai i
sar., 2003). Transmisija se prekida mnogo brze ako je preseceni deo blize sinaptiCkom

aksonskom zavrsetku nego somi. Ako je distalni deo dovoljno dug, aksonski transport
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moze da se odrzava duze vreme i da snadbeva aksonski zavrSetak odgovaraju¢im
materijama koje su neophodne za sinapti¢ki prenos (Quan i Bird, 1999). Svanove éelije
igraju glavnu ulogu u ovom procesu tako $to su odgovorne za fagocitozu aksonalnih i
mijelinskih ostataka tokom prva tri dana, a u ovom vremenskom periodu se odigrava
proces narusavanja krvno-nervne barijere, uniformno duz nerva, $to je neophodno kako
bi bila omoguéena kasnija invazija makrofaga. Takode, Svanove celije sekretuju
hemoatraktante kao §to su IL-1 i monocitni hemoatraktantni protein 1 (engl. monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1), §to za posledicu ima regrutovanje makrofaga do
denervisanog, distalnog dela nerva, ¢ime znacajno doprinose fagocitozi ostataka aksona
i mijelina (Sulaiman i sar., 2005; Hoke i Mi, 2007). Inhibitorni faktori povezani sa
mijelinom, ukljucujué¢i mijelin-asocirani glikoprotein, se uklanjaju. Ostaci mijelina
oslobadaju mitogene koji promovisu deobu Svanovih éelija po tipu mitoze i pokreéu
mrezu citokina i transkripcionih faktora, koji stimuliSu invaziju makrofaga i oznacavaju
mijelin za fagocitozu od strane Svanovih éelija i makrofaga, usled ega se uspostavlja

povoljna sredina za rast i regeneraciju aksona (Sulaiman i sar., 2005).
1.5.2. Promene u Svanovim éelijama nakon lezije nerva

Svanove éelije imaju izuzetnu sposobnost da promene svoj fenotip i da se
dediferenciraju kada izgube kontakt sa aksonima. Stoga, nakon periferne nervne
povrede dolazi do smanjene ekspresije molekularnih markera koji su karakteristi¢ni za
zrele Svanove éelije. Ekspresija markera mijelina se drastino smanjuje kao posledica
degeneracije aksona, dok se ponovo sti¢u markeri nezrelih Svanovih éelija (Scherer i
sar., 1994). Fenotip reaktivnih Svanovih éelija podseéa na fenotip nezrelih Svanovih
¢elija 1 time se formira povoljno okruzenje za regeneraciju. Ove Celije se rediferenciraju
kada ponovo stupe u kontakt sa aksonom.

Izmedu prvog i petog dana nakon povrede, Svanove celije otpoéinju
proliferaciju i maksimum njihove aktivacije se dostize oko Cetvrtog dana, a nakon toga
se smanjuje tokom narednih nedelja (Gaudet i sar., 2011). Ova proliferacija igra klju¢nu
ulogu tokom Valerijanove degeneracije. Sekundarna faza proliferacije se odigrava
tokom regenerativnog procesa. Kako proliferisu unutar membrane endoneurijuma,
Svanove éelije formiraju Bingnerove (Biingner) trake, dime se postize povoljna sredina

za regeneraciju aksona. Nakon gubitka kontakta sa aksolemom, indukuje se ekspresija
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nekoliko receptora za neurotrofne faktore na plazma membrani Svanovih éelija i
oslobadanje nekoliko neurotrofnih i neurotropnih molekula. Denervisane Svanove éelije
poveéavaju ekspresiju fibronektina, laminina, tenascina i nekih proteoglikana, koji
formiraju povoljnu okolinu za izduzivanje aksona. One takode poveéavaju ekspresiju
nekoliko neurotrofnih faktora, kao $to su faktor rasta nerva (engl. nerve growth factor,
NGF), neurotrofni faktor poreklom od mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF), neurotrofin 4 (NT-4), neurotrofni faktor porekla glijalnih ¢éelija (engl. glial cell-
derived neurotrophic factor, GDNF) i insulinu sli¢ni faktor rasta 1 (engl. insulin-like
growth factor 1, IGF-1). Vremenski tok ekspresije nakon povrede je drugaciji za svaki
faktor. Nasuprot tome, Svanove éelije smanjuju produkciju proteina mijelina, kao i
nekih drugih trofickih faktora (Gillen i sar., 1997). Bliska pozicija regeneriSué¢eg aksona
i Svanovih ¢elija olakSava intracelularni transfer neurotrofnih faktora posredstvom
receptora. Kada Svanove éelije jednom ostvare kontakt sa aksonom, suprimira se
ekspresija neurotrofnih faktora i njihovih receptora, a kada neuronalni aksoni reinerviSu
cilini organ, Svanove éelije se vracaju u stanje mirovanja (Taniuchi i sar., 1988).
Regeneri§u¢i aksoni upucuju signale Svanovim c¢elijama, §to za posledicu ima
zadobijanje zrelog fenotipa. Svanove ¢elije motornih i senzornih nerava eksprimiraju
razli¢ite molekulske markere, koji doprinose kapacitetu nekih aksona da se specificno
regeneriSu ka prikladnim putevima i reinervisu odgovarajuce ciljne organe (Politis i
Spencer, 1981). Ova ¢injenica ukazuje da bi danaSnje tehnike, koje podrazumevaju
premos$c¢avanje praznina izmedu delova nerva ¢iji je kontinuitet naruSen, mogle biti
poboljsane ukoliko bi ukljugivale poklapanje éelijskih svojstava aksona i Svanovih
¢elija. (Hoke i sar., 2006).

Uloga aktivnih Svanovih éelija je kljuéna u regeneraciji aksona, na $ta upuéuje
nizak stepen funkcionalnog oporavka nakon upotrebe acelularnih nervnih graftova, kako
bi se nerv oporavio posle transekcije, a smanjenje kapaciteta Svanovih éelija da u
vremenu odrze proregenerativan fenotip objasnjava ograni¢en kapacitet hroni¢no
denervisanih nerava da odrze aksonalnu regeneraciju, ukazuju¢i na vaznost rane
reparacije nerva i na strategije kojima bi se mogla ubrzati regeneracija (Hall, 1986;
Gordon i sar., 2003).
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1.5.3. Biologija izduZivanja aksona

Regeneracija aksona podrazumeva transformaciju stabilnog segmenta aksona u
visoko pokretljiv vrh, koji se oznaCava kao kupa rasta, koja moze da detektuje signale iz
okruzenja i usmerava rastuci akson. Sposobnost formiranja kupa rasta zavisi od lokalne
sinteze i degradacije proteina, koja je regulisana p38 MAPK i kaspaza-zavisnim
putevima (Verma i sar., 2005). Veoma je vazno da se kupa rasta izduzuje prateci
endoneurijalnu tubu distalnog dela nerva, kako bi eventualno reinervisala odgovarajuce
periferne ciljne organe. U distalnom delu, denervisane Svanove éelije proliferisu na
bazalnoj lamini endoneurijuma, formirajuéi kolone, koje se oznacavaju kao Bingnerove
trake preko kojih napreduje kupa rasta (Bunge i sar., 1982).

U kupi rasta su uocljive tri funkcionalne i specifi¢ne oblasti: centralni domen (C-
domen), tranzitorna zona (T-zona) i periferni domen (P-domen) (Bouquet i Nothias,
2007). T-zona se nalazi izmedu C-domena bogatog mikrotubulama i P-domena bogatog
aktinom. Polimerizacijom aktina se formira ispup¢enje u membrani kupe rasta i time se
olakSava isporuka novih mikrotubularnih elemenata u P-domen, kao i stabilizacija duz
aktinskih snopova. Na ovaj na¢in se obezbeduju uslovi za premestanje i napredovanje
C-domena, kao i1 dalja integracija nastajuceg aksona. Dodavanje tubulina na distalni kraj
mikrotubula koje ulaze u C-domen vodi ka polimerizaciji mikrotubula, dok visoke
koncentracije miozina u T-zoni obezbeduju kontrakcije aktinske mreze, indukujuci
formiranje aktin-filamentoznog luka. P-domen kupe rasta nosi lamelopodije, ispupcenja
membrane od kojih se proteZe nekoliko proSirenja oznacenih kao filopodije.

Citoskeletni proteini regeneriSu¢ih perifernih aksona podlezu kvalitativnim i
kvantitativnim promenama, koje su veoma sli¢éne onima kroz koje rastuci aksoni prolaze
i tokom razvoja (Hoffman i Kleveland, 1988). Transekcijom motornih i senzornih
vlakana dolazi do povecanja nivoa izoformi tubulina, aktina i periferina, a do smanjenja
nivoa neurofilamenata, koji reguliSu dijametar aksona. Povecani metabolicki zahtevi
rastuceg aksona se zadovoljavaju zahvaljuju¢i procesima sinteze razli¢itth komponenti,
koje se anterogradno transportuju do vrha vlakna (Hoffman i Lasek, 1980; McQuarrie i
sar., 1989). Tokom finalne faze integracije, nove mikrotubule se nagomilavaju u C-
domenu, verovatno posredstvom proteina koji su asocirani sa aktinom i mikrotubulama.
Stabilnost i organizacija mikrotubula odreduju da li ¢e se omoguciti uslovi za formiranje

kupe rasta, kao i sposobnost kupe rasta da izbegne inhibitorne signale (Erturk i sar.,
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2007; Challacombe i sar., 1997). Faktori koji bi mogli biti uklju¢eni u kontrolu
formiranja mikrotubula, podrazumevaju kalcijum, cikli¢ne nukleotide, posttranslacione
modifikacije tubulina i proteina asociranih sa mikrotubulama (MAP) (Gordon-Weeks i
Mansfield, 1992). Stabilnost mikrotubula takode zavisi od strukturnih MAP (MAP1-
MAP5) i tau proteina, a obe klase proteina indukuju polimerizaciju tubulina i ostaju
vezani za novoformirane mikrotubule. Modifikacije mikrotubula odredenim
farmakoloskim supstancama mogu uticati na promenu pravca i morfologije rastuéeg
aksona (Buck i Zheng, 2002). Ekstracelularni inhibitorni molekuli takode mogu
indukovati promene u morfologiji i dinamici vrha aksona tako $to deluju na organizaciju
mikrotubula (Erturk i sar., 2007).

Doprinos citoskeletnih proteina je krucijalan za aksonalnu regeneraciju (Lewis i
Bridgman, 1992). Signali spoljasnje sredine koji navode izduzivanje kupe rasta igraju
veoma vaznu ulogu, zahvaljujuéi interakcijama sa specifiénim receptorima na povrSini
kupe rasta i zahvaljujuéi pokretanju kaskade citoplazmaticnih dogadaja, koji vode ka
rearanzmanu citoskeleta, ¢ime se obezbeduje orijentisano izduzivanje aksona. Na
primer, lipidna ostrvca prisutna u kupi rasta amplifikuju signale navodenja, dok
neurotrofini, na primer, ispoljavaju svoju hemoatraktivnu funkciju kroz ove

mikrodomene (Fujitani i sar., 2005; Guirland i sar., 2004).
1.5.4. Faktori rasta

Faktori rasta imaju veoma vaznu ulogu u determinaciji prezivljavanja neurona,
kako tokom razvoja, tako 1 nakon povrede. Lokalno prisustvo razli¢itih faktora rasta ima
veoma vaznu ulogu, kako u kontroli prezivljavanja, tako i u procesima migracije,
proliferacije 1 diferencijacije razlicitih celijskih tipova ukljucenih u nervnu regeneraciju
(Fu 1 Gordon, 1997). Pod fizioloskim uslovima, neneuronalne ¢elije sintetiSu i sekretuju
nekoliko trofickih faktora neophodnih za odrzavanje homeostaze intaktnih neurona.
Svanove ¢elije i nekoliko perifernih tkiva iskazuju bazalnu ekspresiju neurotrofnih
faktora, koji imaju bioloske funkcije u promovisanju prezivljavanja i odrZavanja
senzornih, motornih i autonomnih perifernih nerava. Nakon povrede nerva, ekspresija
ovih neurotrofnih faktora raste, kako bi se podstaklo prezivljavanje i rast regeneriSucih
aksona, kao 1 reinervacija denervisanih ciljnih organa. Prezivljavanje nerva je olakSano

aktivacijom od strane trofickih faktora kao Sto su neurotrofini, neuroaktivni citokini,
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IGF-1 i GDNF (Campbell, 2008).

1.5.4.1. Neurotrofini i neurotrofni receptori

Familija neurotrofina ukljuc¢uje NGF, BDNF i NT-3 i NT-4/5. Uloga BDNF-a u
regeneraciji nerava je kontroverzna, iako se prisustvo njegovog receptora trkB Cini
esencijalnim, kako bi se odrzala aksonalna regeneracija (Boyd i Gordon, 2001).
Uklanjanje endogenog BDNF-a negativno uti¢e na rast aksona i mijelinizaciju, dok
lokalna infuzija BDNF-a poboljsava nervnu regeneraciju u neuralnim sponama
(Vogelin i sar., 2006).

Receptori za neurotrofine se oznafavaju kao Trks i1 predstavljaju familiju
protoonkogenih receptora. TrkA je visoko-afinitetni receptor za NGF i eksprimiran je u
populaciji primarnih senzornih neurona (Bennett i sar., 1996). TrkB je visoko-afinitetni
receptor za BDNF i NT-4/5 normalno ga eksprimiraju spinalni motoneuroni i srednje
veliki senzorni neuroni (Mu i sar., 1993). Nakon aksonotomije, motoneuroni povecavaju
ekspresiju TrkB (Ernfors i sar., 1993). TrkC je visoko-afinitetni receptor za NT-3 i
njegovo prisustvo se moze uociti u spinalnim motoneuronima i u subpopulaciji velikih
primarnih senzornih neurona (Mu i sar., 1993). Takode, za neurotrofine postoji nisko-
afinitetni receptor P75, ¢ija se ekspresija povecava nakon povrede. Uloga ovog
receptora je kontroverzna, jer on moze vrsiti 1 proapoptotske funkcije. Slede¢i povredu
perifernog nerva, dolazi do povisSene ekspresije neurotrofnih receptora u distalnom delu
nerva, u denervisanim Svanovim éelijama i u kupama rasta regenerisuéih aksona, iako

je njihova ekspresija diferencijalno regulisana (Raivich i Kreutzberg, 1994).

1.5.4.2. Insulinu sli¢ni faktori rasta

IGF-1 i IGF-2 su povezani sa endogenom regulacijom reparacionih i
regeneracionih procesa. Uoceno je da obe izoforme podrzavaju razvoj motoneurona,
kao 1 prezivljavanje posle aksonotomije (Pu i sar., 1999). Egzogena primena ovog
neurotrofnog faktora povecava brzinu aksonalne regeneracije i poboljSava funkcionalni
oporavak (Glazner i sar., 1993). Povredeni neuroni iskazuju povisenu ekspresiju IGF-1 i
IGF-2, kao i IGF vezujucih proteina (engl. IGF binding protein, IGFBP) 4 i 5. Poznato
je da se ekspresija IGF-1 smanjuje tokom starenja i da kontinuirana primena ovog
trofickog faktora poboljSava regeneraciju aksona, kao i reinervaciju misi¢a kod ostarelih
zivotinja (Apel i sar., 2010).
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1.5.4.3. Osteopontin

Osteopontin (engl. osteopontin, OPN) predstavlja glikoprotein, koji je snazno
eksprimiran od strane makrofaga nakon povrede u centralnom, ali ne i u perifernom
nervnom sistemu, $to bi moglo objasniti zasto OPN inhibira rast aksona samo u
centralnom nervnom sistemu (Kury i sar., 2005). Sa druge strane, OPN eksprimiraju
mijelinizujuée Svanove c¢elije intaktnih perifernih nerava. U periodu od prvog do
Cetvrtog dana nakon aksotomije, nivo OPN-a prolazno raste u distalnom delu nerva i
posle toga sledi njegova snizena ekspresija, koja postize minimum 14 dana nakon
nastanka lezije. Ovaj dogadaj ukazuje na ulogu ovog glikoproteina u regeneraciji

perifernih nerava (Jander i sar., 2002).

15.4.4. Neuroaktivni citokini

Odredene studije ukazuju na to da se cilijarni neurotrofni faktor (engl. ciliary
neurotrophic factor, CNTF) mozZe smatrati faktorom povrede, koji se oslobada od strane
glijalnih celija nakon aksonotomije (Adler, 1993). Povisena ekspresija CNTF-a u
Svanovim éelijama poveéava ekspresiju proteina mijelina i aktivira njihovu
diferencijaciju. CNTF osloboden nakon nervne lezije se vezuje za CNTF receptor, koji
je pretezno lokalizovan u neuronima i ostvaruje parakrine efekte, promovisu¢i ¢elijsko
prezivljavanje i rast aksona (Hu i sar., 2005). Izgleda da ovaj neuroaktivni citokin igra
vaznu ulogu u reinervaciji i u promovisanju izrastanja aksona motoneurona (Siegel i
sar., 2000).

Pokazano je da virusom-posredovana prekomerna ekspresija CNTF-a u
Svanovim éelijama povoljno utiée na regenerativni odgovor i u senzornim i u motornim
neuronima. Leukemija inhibitorni faktor (engl. leukemia inhibitory factor, LIF) deli
signalni put sa CNTF-om i smatra se da se uloge ova dva citokina preklapaju (Ip i sar.,
1992). Svanove ¢elije predstavljaju glavni izvor LIF-a, a nakon transekcije nerva,
poveéana je produkcija LIF-a od strane Svanovih éelija na mestu lezije. In vivo studije
ukazuju na ulogu LIF-a u promovisanju regeneracije motornih puteva, poSto njegova
upotreba nakon povrede poveéava miSiénu masu i snagu misi¢ne kontrakcije (Tham i
sar., 1997). Motorni oporavak se pogorsava kod miseva, koji su deficijentni za LIF, a
izgleda da je LIF esencijalan za preZivljavanje senzornih i simpatickih neurona, kao i za

njihovu regeneraciju nakon povrede (Kurek i sar., 1997; Cafferty i sar., 2001).
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Povecana paznja je usmerena ka terapijama koje podrazumevaju primenu
odredenih faktora rasta, ali ovaj pristup predstavlja tezak zadatak usled visoke bioloSke
aktivnosti, plejotropnih efekata i kratkog poluzivota ovih proteina (Tria i sar., 1994), pa
je neophodno obezbediti lokalnu dostavu faktora rasta, kako bi se postigli adekvatni
terapeutski efekti sa Sto manje neZeljenih reakcija. Lokalizovano oslobadanje
neurotrofnih faktora se moze obezbediti upotrebom razli¢itih tipova nervnih spona ili
cevi. Postoje razli¢iti na¢ini za lokalnu isporuku faktora rasta na mesto povrede, pa se
tako mogu Koristiti nerve cevi praznog ili punog lumena. Prednost praznog lumena je u
prostoru za regeneraciju nerva, tako §to se aksonima ostavlja moguénost da selektivno
reinerviSu odgovarajuce ciljne organe. Nasuprot tome, nervne cevi punog lumena
obezbeduju prisustvo potpornih struktura, koje favorizuju ¢elijsko urastanje i navodenje
(Pfister i sar., 2007).

Nervne cevi mogu posedovati integrisane sisteme za isporuku celija koje
produkuju nervne faktore, a sadasnje studije ukazuju na adipozne stem celije kao bogat
izvor neurotrofnih i angiogenih faktora. Ove c¢elije mogu da promoviSu regeneraciju
aksona tako Sto doprinose lokalnoj reparaciji podsti¢uc¢i vaskularizaciju (Kingham i sar.,
2014).

Kombinacija dva ili viSe faktora rasta moZze ispoljiti sinergisti¢ki efekat na
regeneraciju nerva, pogotovo ukoliko faktori rasta pripadaju razlicitim familijama 1
deluju preko razli¢itih mehanizama. MoZe se ocekivati da se razli¢itim kombinacijama
faktora rasta dodatno poboljSa proces regeneracije nerva, naro€ito kada se isporuka
svakog od njih obavlja drugadijom kinetikom. Kombinacija Svanovih éelija i faktora
rasta, kao i njihova kontrolisana isporuka moze dodatno pospesiti nervnu regeneraciju, a
ovakav sistem se moZe uspostaviti upotrebom uzduzno poravnatih vlakana, koja sadrze 1

isporu¢uju faktore rasta, pri ¢emu deluju i kao podrika Svanovim ¢elijama (Pfister i sar.,
2007).

1.6. INFLAMATORNI ODGOVOR NAKON POVREDE NERVA
(SISTEMSKI STRES ODGOVOR)

Tokom Valerijanove degeneracije, neutrofili predstavljaju prve celije koje

naseljavaju povredeno tkivo, vrse fagocitozu 1 aktiviraju druge leukocite, a makrofagi su
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naredna populacija ¢elija, koja na povredu perifernih nerava odgovara proliferacijom i
fagocitozom mijelina (Shen i sar., 2000). Proliferacija i aktivacija endoneurijalnih
makrofaga otpocinje u roku od dva dana nakon povrede nerva, pre nego $to monociti iz
cirkulacije nasele mesto povrede (Mueller i sar., 2001). Monociti, koji ¢e se diferencirati
u tkivne makrofage, su privuceni na mesto povrede citokinima i1 hemokinima
produkovanim od strane Svanovih ¢elija i rezidentnih makrofaga, a najznacajniji medu
njima su LIF, MCP-1 i TNF-a (Tofaris i sar., 2002). NaruSavanjem Kkrvno-nervne
barijere u roku od 48h nakon povrede, omoguéen je influks komponenti seruma, koje
olaksavaju regrutovanje makrofaga i vrSe opsonizaciju celijskih ostataka (Bruck i
Friede, 1990). Makrofagi su krucijalni za efektivnu fagocitozu mijelina i produkciju
citokina, koji aktiviraju Svanove éelije, a takode, uéestvuju u remodelovanju ECM-a,
kako bi ga ucinili pogodnim za rast regeneriSuceg aksona (La Fleur i sar., 1996).

T limfociti su poslednje ¢elije koje pristizu na mesto povrede i koje produkcijom
pro- i anti-inflamatornih citokina oblikuju kasnu fazu imunskog odgovora.
Proinflamatorni citokini sekretovani od strane pomo¢nic¢kih T ¢elija tip 1 (engl. Type 1
helper cell, Th1), kao Sto su faktor nekroze tumora (engl. Tumor necrosis factor, TNF-
a) i INF-y, aktiviraju makrofage, neutrofile i NK ¢elije, dok anti-inflamatoni citokini
produkovani od strane pomo¢nickih celija tip 2 (engl. Type 2 helper cell, Th2), kao $to
su IL-4 i IL-10, pokrecu alternativne funkcije makrofaga i modulisu pro-inflamatorne
kaskade (Xin i sar., 2011).

1.7. DIJAGNOZA LEZIJE NERVA

Dijagnoza nerve lezije se moze postaviti na osnovu:
1) klinicke slike 1 odredenih klini¢kih testova
2) elektrodijagnostickim procedurama

3) neuroradioloskim ispitivanjem.

1. Tokom klini¢kog pregleda posebnu paznju treba obratiti na sledeCe podatke:
datum povrede, prirodu povrede, podatke o eventualnoj infekciji, znake
oporavka, postojanje druzenih povreda, prethodne hirurSke intervencije.

Pregled pacijenta podrazumeva neurolosko i lokalno ispitivanje, odnosno
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eksploraciju same rane i oziljka. Na osnovu neuroloSkog ispitivanja moze se
odrediti stepen oStecenja nerva, tj. da li se radi o kompresiji ili o komplethom
anatomskom ili funkcionalnom prekidu nerva, kao i faza regeneracije u kojoj se

nerv nalazi (tabela 1).

Tabela 1. Klinicko testiranje perifernih nerava (preuzeto iz Grujic¢ic i sar., 1998).

KOMPRESIJA NERVA

Motorni sistem Senzitivni sistem
Rana (poviSen prag abnormalni prag za vibracioni i
. slabost o )
nadrazaja) senzibilitet dodira
Kasna (smanjen || B abnormalan test diskriminacije
o . hipotrofija
denzitet inervacije) dve tacke
PRESEK NERVA
Motorni sistem Senzitivni sistem
bez funkcije bez funkcije

REGENERACIJA NERVA

Motorni sistem Senzitivni sistem

vibracioni senzibilitet za 30Hz
Rana slabost zatim za 256 Hz, sa

abnormalnim pragom

poboljSanje praga za dodir

) _ (nikad normalan). Test
porast snage i mase (nikad ||
Kasna diskriminacije dve taCke
normalan) o ) _
(mobilni  pre i bolje od

statickog, nikad normalan)

Neurolosko ispitivanje obuhvata testiranje  motorne, senzorne

(senzitivne) i vegetativne funkcija nerva.

Motorna funkcija
Ispituju se pokreti koji su uzrokovani kontrakcijama odredenih misica

inervisanih od strane nerva koji ispitujemo. Snaga odgovora se predstavlja brojevima:
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0 - ne postoji kontrakcija (procentualno 0%)

1 - kontrakcija koja ne pokrece zglob (10%);

2 - aktivan pokret u odsustvu sile gravitacije (20%);

3 - aktivan pokret protiv gravitacije (50%);

4 - aktivan pokret protiv odredenog otpora (75%);

5 - normalna snaga (100%).

Merenje obima ekstremiteta, gde se za gornji ekstremitet meri obim na 10 cm

iznad 1 ispod zgloba lakta i otvrduje se stepen misi¢ne hipotrofije (Terzis i1 Smith,
1990).

Senzitivna funkcija
Svaki nerv ima zasebnu zonu senzitivne inervacije, ali su granice ovih teritorija
izrazito varijabilne. Nakon povrede nerva, dolazi do stvaranja odredenih zona ispada

senzibiliteta:

zona anestezije - gubitak taktilnog senzibiliteta, oStro ograni¢ena;

zona analgezije - nesto manja od prethodne, retko veca po povrsini;

zona senzibiliteta za toplo 1 hladno (izmedu prethodnih);

zona proprioceptivnog senzibiliteta - unutar zone analgezije.

U zoni senzitivnhog gubitka pacijent ima spontane senzacije koje imaju
karakteristiku variranja 1 najjae su nekoliko nedelja posle povrede. Tokom prva tri
dana posle povredivanja dolazi do suzZenja zone senzornog gubitka. Ovaj oporavak je
rezultat oporavka terminalnih vlakana susednog nepovredenog nerva. U slucaju
potpunog oporavka, u slucaju neuropraksije dolazi do cirkumferencijalnog suzavanja
zone ispada senzibiliteta. Oporavak se desava kasnije i napreduje ka periferiji u sluc¢aju
da je doslo do aksonske lezije i posledicne regeneracije nakon reparacije. Za

odredivanje stepena oStecenja senzibiliteta se koriste razni testovi koji se mogu svrstati

cen e

i sar., 1998).

Subjektivni testovi zahtevaju saradnju sa pacijentom. Fon Frajov (Von Frey) test
modaliteta se zasniva na mogucnosti/nemogucnosti pacijenta da oseti i prepozna

toplotu, hladnoc¢u, bol i laki dodir. Zems-Vajnstajnov (Semmes-Weinstein) test je
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modernizovana verzija prethodnog testa

Za izvodenje objektivnih testova nije potrebna saradnja pacijenta i iskljucena je
mogucnost simulacija ili disimulacije, odnosno agravacije. Mobergov (Moberg)
ninhidrinski test se zasniva na reakciji ninhidrina i aminokiselina prisutnih u znoju i
bazira se na Cinjenici da su znojne Zlezde inervisane od strane simpatikusa i da u slucaju
denervacije dolazi do smanjenja ili gubitka znojne sekrecije u denervisanoj regiji. Test
boranja O'Rajan (O’Rian) podrazumeva ¢injenicu da se normalno inervisana koza
prstiju Sake se bora nakon odredenog vremena provedenog u toploj vodi (oko 40 C).

U slucaju denervacije fenomen izostaje.

Funkcionalni testovi ukljucuju indirektno ispitivanje senzibiliteta putem
ispitivanja finih pokreta Sake za Cije je izvodenje neophodan ocuvan senzibilitet.
Mobergov pik ap (pick up) test se izvodi tako $to se set od devet malih svakodnevnih
predmeta se postavi pred pacijent i od njega se zahteva da pokupi predmete prvo
povredenom rukom, potom zdravom, otvorenih, a potom zatvorenih ociju. Veberov
(Webber) test diskriminacije dve tacke zasniva se na sposobnosti pacijenta da uoci
razliku izmedu dodira jednog i dva predmeta (uglavnom se koristi za palmarnu stranu
Sake, odnosno prstiju). Prilikom izviodenja testa lokalizacije od pacijenta se zahteva da
lokalizuje dodir bez vizualizacije (Lawrence i Kashyap, 2000).

Vegetativna funkcija

U slucaju denervacije dolazi do ispada odredenih vegetativnih funkcija. Jedna od

najéeSce ispitivanih je sekrecija znoja (spomenuta kod ninhidrinskog testa).

2. Elektrodijagnostika
Primena 1 koriS¢enje elektrodijagnostickih metoda se zasniva na
specifi¢noj osobini nervnog i misiénog tkiva koja podrazumeva njihovu nadrazljivost
odnosno elektropodrazljivosti. Danas u svrhu ispitivanja lezija perifernih nerava i
misica koriste sledece metode:
Elektromiografija (EMG) je metod kojim se registruje akcioni potencijal
motornih jedinica u toku aktivne miSiéne kontrakcije;

Elektroneurografija (ENG) omogu¢ava merenje i ispitivanje brzine sprovodenja
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impulsa duz motornih i senzitivnih nerava.

NajceS¢e se sprovodi kombinovano elektromioneurografsko (EMNG)
ispitivanje.

Svrha ovih ispitivanja je razlikovanje nervne od misi¢ne, odnosno tetivne lezije;
lokalizacija mesta lezije odnosno kompresivne neuropatije; razlikovanje aksonalne od
demijelinizirajuce lezije 1 odredivanje stepena oSteCenja nerva kao i efekat terapije,
odnosno oporavka. Pored ovih se koriste i razna refleksoloska ispitivanja, kao i

ispitivanje evociranih somatosenzornih potencijala (Quan i Bird, 1999).

3. Neuroradiolosko ispitivanje

Radiografiju ekstremiteta potrebno je uraditi kod sumnje na dislokaciju,
frakturu, prisustvo projektila. Cervikalnom mijelografijom se mogu prikazati korenski
omotaci i1 korenovi nerava. Kompjuterizovana tomografija jasno vizuelizuje kicmenu
mozdinu, duru i korenove. Magnetnom rezonancom se obezbeduje jasna diferencijacija

individualnih nervnih stabala i vaskularnih struktura od okolnog tkiva.

1.8. TERAPEUTSKI PRISTUPI U CILJU OPORAVKA NERVA
NAKON POVREDE

Pored hirurgije, razvijeni su i nehirurSki pristupi, kako bi se dodatno poboljSao
oporavak nerva nakon raznih trauma (Mackinnon i sar., 2001). Uprkos preciznim
hirur$kim tehnikama i raznim reparacionim metodama, potpun funkcionalni oporavak se
veoma tesko postize, pogotovo ukoliko je u pitanju motorna funkcija (Lee i Wolfe,
2000).

U nekim slucajevima teskih nervnih povreda, savetuje se odlaganje
rekonstrukcije nerva sve dok se ostala tkiva, prvenstveno koza i mekotkivni pokrivac,
ne oporave (Birch i Raji, 1991). U praksi, hirur§kim intervencijama se vr$i povezivanje,
pod uslovom da se spajanje proksimalnog i distalnog dela nerva obavlja bez vrSenja
pritiska na njih i njihovog istezanja, dok je u suprotnom neophodno pristupiti upotrebi
nervnih graftova, kako bi se premostila praznina izmedu prekinutih delova nerva.
Autograftovi se mogu koristiti kako bi se obezbedilo prisustvo molekula ekstracelijskog

matriksa i faktora rasta, koji bi promovisali regeneraciju aksona (Jesuraj i sar., 2012).

23



Godinama se istrazuju razli¢iti materijali za pravljenje vestackih spona, kako bi se
ogranicCila upotreba nervnih autograftova, jer su ovakvi graftovi povezani sa znacajnim
odumiranjem donorskih mesta, a sadasnja istrazivanja upucuju na upotrebu faktora
rasta, stem celija ili na njihovu kombinaciju, duz sinteti¢kih spona, kako bi se pospesila

uspesnost premo$¢avanja praznina izmedu delova preseéenog nerva (Shea i sar., 2014).
1.8.1. Neoperativno leCenje

Neoperativno leCenje se primenjuje prakti¢éno samo kod zatvorenih povreda kada
se smatra da nije doSlo do prekida kontinuiteta nerva i gde se znaci oporavka mogu
ocekivati unutar tri meseca. Od otvorenih lezija, na ovaj nafin se mogu tretirati samo

injekcione povrede.
1.8.2. Fizikalna terapija

U¢injeni su brojni pokusaji kako bi se povecao i/ili ubrzao oporavak nakon
povrede perifernih nerava i smanjila ili spre¢ila atrofija odgovaraju¢ih misica.
Elektricne stimulacije mogu direktno ispoljiti efekte na regeneraciju nervnog tkiva, a
pozitivan ili negativan uticaj zavisi od snage elektricnog stimulusa (Geremia i sar.,
2007; Lu i sar., 2009). Pokazano je da pacovi tretirani elektri¢cnim stimulacijama uz
vezbanje na traci za tranje, ispoljavaju veci nivo miSi¢ne reinervacije 1 da imaju
povecan broj regenerisanih, mijeliniziranih aksona u odnosu na kontrolne Zivotinje.
Prilikom elektri¢ne stimulacije, struja prolazi kroz telo preko igle elektrode, a prilikom
magnetne stimulacije kratak magnetni puls proizvodi struju u tkivu (Barker, 1991).
Magnetna stimulacija predstavlja neinvazivnu i skoro bezbolnu alternativu elektri¢noj
stimulaciji nerva. Mane ove tehnike su nedovoljan nivo odgovora u odnosu na odgovor
postignut nakon elektri¢ne stimulacije, kao i lokalizovanja ta¢nog mesta (Evans i sar.,
1988).

Lasersko zraCenje niskog inteziteta (laserska fototerapija) predstavlja jos jedan
modalitet tretmana za koji je pokazano da povecava i/ili ubrzava oporavak povredenih
perifernih nerava i smanjuje ili sprecava atrofiju odgovaraju¢ih misi¢a, tako S$to
indukuje povisenu ekspresiju nekoliko neurotrofnih faktora i proteina ekstracelijskog
matriksa, ¢ime se pospeSuje izrastanje neurona (Rochkind i sar., 2009; Byrnes i sar.,
2005).
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1.8.3. Operativno lecenje

Operativno leCenje povreda perifernih nerava je indikovano u slede¢im
slucajevima:
1) zatvorene povrede kod kojih ni posle tri meseca nema znakova regeneracije,
tj. oporavka funkcije;
2) otvorene povrede sa jasnom parcijalnom ili kompletnom transekcijom;
3) bolni sindromi ¢ak i ako se ne o¢ekuje oporavak (kao $to su bolni neuromi);

4) kompresivni sindromi.

Vreme operativnog lecenja

Primarna neurorafija se izvodi unutar 6-12 ¢asova od trenutka povredivanja
(eventualno do 24 ¢asa).

Odlozena primarna neurorafija izvodi se ukoliko su ispunjeni uslovi za
primarnu neurorafiju, a ista nije izvedena (2.-18. dan nakon povrede) ili ukoliko
sumnjamo na kontaminaciju rane.

Sekundarna neurorafija se koristi nakon ovog perioda ili ukoliko nismo u stanju

da izvedemo operaciju ranije (infekcija, lo§ mekotkivni pokrivag, i dr.).

Krajnji termin u kome treba izvrsiti rekonstruktivnu operaciju na perifernim
nervima je Sest meseci (Mackinnon, 1988). Drugi autori smatraju da je izvodenje
rekonstruktivne operacije svrsishodno i nakon 12 meseci odnosno nakon 24 meseca.
Odlaganje neuporedivo vise utice na oporavak motorike nego na oporavak senzibiliteta
(Mackinnon, 1988; Bumbasirevi¢ i sar., 1995).

Oporavak motorike i senzibiliteta nikada nije potpun. Funkcionalni oporavak je
dug proces i moze se pravilno proceniti tek po isteku 3-5 godina nakon rekonstruktivne
operacije (neurorafije ili grafta). Kod nekih specifi¢nih povreda kao $to su injekcione i
elektricne povrede, kao 1 prostreli primenjuje se primarno konzervativni pristup, a

indikacije i vreme operativnog lecenja se razlikuju.

1.8.3.1. Tehnike reparacije

Generalno govoreci, prilikom izvodenja neurorafije (bez obzira na tehniku) treba

koristiti uvecenje (lupe ili mikroskop) radi bolje identifikacije neuralnih struktura.

25



Postoje dve osnove tehnike suturiranja nerava, epineuralna i
perineuralna.

Epineuralna sutura nerva podrazumeva da se suturni materijal se plasira u
epineurijum proksimalnog i distalnog okrajka nerva. Prednosti ove tehnike su brzo i
lako izvodenje, kratko vreme operacije i nizak stepen intraneuralne fibroze
postoperativno. S druge strane, mana je slaba prociznost u smislu orijentacije i
adaptacije fascikulusa.

Perineuralna sutura nerva podrazumeva da se suturni materijal plasira u
perineurijum pojedinih fascikulusa (sinonimi: interfascikularna, funikularna). Prednosti
ove tehnike su mnogo bolja adaptacija fascikulusa, dok su mane poja¢ano intraneuralno
oziljavanje, duze trajanje procedure i tehnicki je zahtevnija. Ova tehnka se koristi se kod
izvodenja fascikularne i grupne fascikularne reparacije (Roganovié¢, 2005). Medutim,
Klini¢ka ispitivanja nisu pokazala superiorne rezultate perineuralne suture.

Kao treca mogucénost, ponekada izvodi tzv. epiperineuralna sutura koja

predstavlja kombinaciju prethodno navedenih tehnika.
1.8.4. Faktori koji uti¢u na rezultate reparacije nerava

1.8.4.1. Faktori proksimalno od mesta lezije

Kod vecine lezija, Valerijanova degeneracija se proksimalno odvija do nivoa
prvog ocuvanog Raniver-ovog nodusa. Medutim, u slucaju tezih proksimalnih lezija
(lumbosakralni i brahijalni pleksus), degeneracija se moze o¢ekivati do nivoa prednjih
rogova ki¢émene mozdine i senzitivnih gangliona i njihovih neurona. U samom neuronu
dolazi do promena u smislu degeneracije Nislove (Nissl) supstance. Ukoliko povreda
nije teSkog stepena, doéi ¢e do regeneracije struktura neurona do 12. dana. Kod
ekstenzivnijih povreda koje izazivaju destrukciju neurona ili kod povreda na dva nivoa,

rezultati reparacije e biti loSi, bez obzira na tehnicki kvalitet reparacije.

1.8.4.2. Faktori na mestu povrede

Nivo povrede - §to je povreda proksimalnije, aksoni treba da predu duzi put,
produZzava se vreme za koje oni stizu do ciljnih organa i uopsteno, rezultati su losiji.
Tip nerva - kod cisto senzitivnih ili ¢isto motornih nerava bolji su rezultati nego

kod meSovitih nerava (kod meSovitih moze do¢i do neodgovarajuce orijentacije
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fascikulusa, odnosno odredenog poklapanja senzitivnih i motornih fascikulusa, §to moze
otezati regeneraciju).

Vrsta agensa koji je uzokovao povredu i njegov intenzitet - najbolji rezultati se
postizu kod ostrih preseka nerava, dok su losiji, nekada i veoma lo$i kod kra§ (crush) i
avulzivnih povreda. Nervi su posebno osetljivi na istezanje. Takode, povrede na dva
nivoa imaju loSiju prognozu.

UdruZene povrede— teze povrede mogu rezultirati gubitkom okolnog misSi¢nog
tkiva i/ili mekotkivnog pokrivaca. Mogu biti oSte¢eni krvni sudovi koji obezbeduju
segmentalnu vaskularizaciju nerva (Bumbasirevi¢ i sar., 1995). Ekstenzivne povrede
uzrokuju ekstenzivno oziljavanje. Povrede dugih kostiju takode mogu uzrokovati
povrede perifernih nerava, Sto je dest slu¢aj kod povreda dijafize humerus-a

(Bumbasirevic¢ i sar., 2010).

1.8.4.3. Faktori distalno od mesta lezije

Distalni tubuli - distalni tubuli se suzavaju nakon degeneracije aksona do 70%
svog prvobitnog promera tokom nekoliko nedelja ili meseci nakon povrede. Medutim,
tubuli zadrzavaju mogucnost prosirenja (ali ne 100%) u slucaju da aksoni ponovo urastu
u njih.

End organi - motorne plo¢e degeneriSu neposredno po nervnoj leziji. One
zadrzavaju potencijal regeneracije ukoliko dode do uspostavljanja kontinuiteta aksona.
Misi¢i podlezu hipotrofiji i fibrozi ukoliko nisu inervisani i njihova funkcionalnost
predstavlja ogranic¢avajuci faktor u regeneraciji motorne funkcije.

Sto se senzitivnih ciljnih organa ti¢e, oni veoma dugo zadrzavaju moguénost za
regeneraciju, ¢ak i do 20 godina. S druge strane, maksimalni vremenski period unutar
koga se moZze ocekivati odredeni stepen reinervacije misica je oko 2 godine (Roganovic,

2004).

1.8.4.4. Ostali faktori

Najbitniji faktor koji uti¢e na rezultat renegeracije nerava su godine Zivota, odn.
starost pacijenta. Najbolji rezultati se postizu kod dece i, generalno, mladih osoba.
Pretpostavlja se da je u pitanju veca sposobnost mozga na adaptaciju na leziju. Godine
zivota su toliko bitne da se hirurg ¢esto odlucuje na primarni transfer tetiva kod lezija u

starijih pacijenata, odn. kada ne o¢ekuje adekvatnu regeneraciju.
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Ukoliko je izvodljiva, primarna reparacija je metod izbora. Svako odlaganje
(duze od nekoliko nedelja) dovodi do znatne retrakcije nervnih okrajaka, stvarajuci
veliku tenziju na mestu suture i zahtevajuéi nervni kalem. Nervna retrakcija se odvija
tokom prve dve nedelje od povredivanja, tako da hirurg ipak ima odredeno vreme
(doduse ograniceno) na raspologanju za izvodenje primarno odlozene, odn. rane
sekundarne neurorafije.

Sekundarna neurorafija se primenjuje u slu¢aju neprepoznatih lezija ili u slucaju
povrede koja zahteva druge prioritete leCenja (ratna rana, kontaminacija, defekt

mekotkivnog pokrivaca) (O'Brien i Morrison, 1987).
1.8.5. Adjuvantna terapija (vitamini B kompleksa)

Vitamini B kompleksa (B1, B2, B3, B5, B6 i B12) su vazni za normalno
funkcionisanje nervnog sistema. Zbog svojih pozitivnih efekata na nervni sistem, kako
centralni tako i periferni, ¢esto se primenjuju u terapiji razli¢itih patoloskih stanja na
nervnom sistemu (Hoane i sar., 2003; Hoane i sar., 2005; Kuypers i Hoane, 2010). Oni

obuhvataju Siroku grupu vitamina, od kojih su neki ¢eS¢e a neki rede zastupljeni u

terapiji.

1.8.5.1. Vitamin B1 (Tiamin)

Vitamin B1 je neophodan za normalan rast i razvoj organizma. Pozitivno utice
na brojne sisteme kao S$to su digestivni, kardiovaskularni i, pogotovo, nervni.

Nedostatak ovog vitamina kod ljudi uzrokuje nastanak kardiovaskularnih bolesti (beri-
beri) i neruoloskih poremecaja (Vernike-Korsakovljev sindrom (Wernicke-Korsakoff),
Parkinsonova (Parkinson) i Alchajmerova (Alzheimer) bolest) (Bubko i sar., 2015).
Visoke doze B1 vitamina poboljsavaju koordinaciju miSica. Bl je ukljuen u
katabolizam ugljenih hidrata (Itokawa, 1996), sintezu NADPH, ATP i formiranje
nukleinskih kiselina. Tiamin difosfat predstavlja aktivni oblik vitamina koji funkcionise
kao specificni faktor za nekoliko enzima kao S§to su dehidrogenaza pirogrozdane
kiseline, dehidrogenenaza a-ketoglukurata, transketolaza. Ovi enzimi ucestvuju u
katabolizmu ugljenih hidrata i pokazuju smanjenu aktivnost pri nedostatku tiamina
(Pekovi¢ i sar., 1998; Bubber i sar., 2004.). Usled navedenog mozemo zakljuciti da

tiamin ima vaznu ulogu u energetskom metabolizmu mozga budu¢i da su navedeni
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enzimi od klju¢ne vaznosti za metabolizam glukoze u mozgu (Martin i sar., 2003). Oni
koriste tiamin difosfat kao kofaktor i preuzimaju oko 80% od ukupne Kkoli¢ine tiamina u

nervnom sistemu (Ishii i sar., 1979).

1.8.5.2. Vitamin B2 ( Riboflavin)

Vitamin B2 je strukturni deo koenzima flavin adenin dinukleotida i flavin
mononukleotida. Ovaj koenzim ucestvuje u oksidoredukcionim reakcijama koje su
glavni izvor energije za mnoge organizme. Vitamin B2 smanjuje otok nakon fokalne
ishemije (Betz i sar.,, 1994) i poboljsava oporavak motornih funkcija u modelu
kontrolisane kontuzione povrede ¢eone kore (Hoane i sar., 2005). Pretpostavljeni

mehanizam je uklanjanje slobodnih radikala i smanjenje oksidativnog oStecenja.

1.8.5.3. Vitamin B3 (Niacin)

Termin niacin odnosi se na nikotinamid, nikotinsku kiselinu i derivate koji
ispoljavaju biolosku aktivnost nikotinamida. Vitamin B3 u formi koenzima ucestvuje u
mnogim oksidoredukcionim reakcijama vaznim za celijski metabolizam kao S§to su
¢elijsko disanje, oksidacija energetski vaznih molekula, biosinteza masnih kiselina 1
steroid, kao i oksidaciji glukozo-6-fosfata u ribozo-5-fosfat u pentoznom putu. Takode,
znacaj B3 koenzima je i u replikaciji 1 popravci DNK, kao 1 u €elijskoj diferencijaciji.
Nikotinamid pokazuje neuroprotektivni efekat u animalnim modleima ishemije
(Klaidman i sar., 1996, Ayoub i Maynard 2002).

1.8.5.4. Vitamin B5 (Pantotenska kiselina)

Vitamin B5 predstavlja funkcionali deo koenzima A (CoA). Koenzim A moze
delovati kao nosac acil grupe prilikom formiranja acetil-CoA (nacin transporta atoma
ugljenika unutar celije). CoA je znaajan za energetski metabolizam omogucavajuéi
piruvatu da ude u ciklus trikarboksilne kiseline kao acetil-CoA, kao i za transformaciju
alfa-ketoglutarata u sukcinil-CoA unutar istog ciklusa. Koenzim A je znacajan za
sintezu masnih kiselina, holesterola i acetilholina. Nedostatak vitamina B5 dovodi do

ostecenja perifernih nerava oznacenog kao ,,sindrom gorucih stopala“ (Murray 1 sar.,
2012).
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1.8.5.5. Vitamin B6 (Piridoksin)

Vitamin B6 obuhvata grupu srodnih jedninjenja: piridoksin, piridoksal i
piridoksamin. Oni se u telu metaboliSu do piridoksal-fosfata, koji deluje kao koenzim u
mnogim vaznim reakcijama u krvi, nervnom sistemu i kozi. Neophodan je za pravilno
odvijanje procesa koji kontroliSu stvaranje slobodnih radikala. Pretpostavlja se da
poveéan nivo piridoksala moze imati neuroprotektivni efekat (Hwang i sar, 2007).
Poznati su neki od mehanizama neuroprotektivnog dejstva: povecanje afiniteta eritrocita
za kiseonik, pojacavanje aktivnosti glikogen fosforilaze ¢ime se povecava metabolizam
glukoze $to olaksava proizvodnju ATP u oSteCenim ili hipoksi¢nim tkivima. Vitamin B6
poseduje anti-ekscitotoksi¢ni potencijal. Dugotrajna primena visokih doza vitamina B6

moze uzrokovati neuropatiju (Perry i sar, 2004).

1.8.5.6. Vitamin B12 (Cijanokobalamin)

Vitamin B12 ¢ine kobalamin 1 njegovi analozi: cijanokobalanim,
hidorksikobalamin, adenozilkobalamin i metilkobalamin. Vitamin B12 je neophodan za
normalno funkcionisanje nervnog sistema i1 njegov nedostatak uzrokuje oStec¢enja bele
mase ki¢mene mozdine i mozga, $to dovodi do do periferne neuropatije. (Weber i sar,
1990). Takode, neophodan je za normalno formiranje eritrocita, njegov nedostatak
uzrokuje megaloblastnu anemiju. Metilkobalamin (Me Cbl) ima protektivnu ulogu na
kortikalne neurone i ¢elije mreznjace (Akaike i sar, 1993; Kikuchi i sar, 1997 ). In vivo
je pokazano da je vitamin B12 najefikasniji od svih B vitamina u regeneraciji perifernog
nerva nakon traume 1 rekonstrukcije. Pozitivan efekat se ispoljava na nekoliko nacina:
B12 poboljsavanja prezivljavanje neurona i izrastanje aksona nakon traume aktivacijom
Erk1/2 i Akt protein kinaza (Okada i sar, 2010), olakSava prorastanje aksona iz
proksimalnog u distalni deo povredenog nerva (Liao i sar, 2013), ima pozitivan efekat
na proliferaciju Svanovih ¢elija tokom regeneracije (Liao i sar, 2013), smanjuje broj
aksona proraslih iz proksimalnog u distalni kraj nerva favorizuju¢i aksone veceg
dijametra na racun aksona manjeg dijametra i na taj nacin ograni¢ava broj aksona koji
¢e reinervisati motorne ploce 1 sprecava polineuronalnu reinervaciju dovodec¢i do boljeg
funkcionalnog oporavka. Takode, poboljsava mijelinizaciju aksona, odn. poveceva
dijametar mijelinskog omotaca, ubrzava i poboljsava sazrevanje aksona. Ovi pozitivni

efekti vitamina B12 su posledica njegove metabolicke aktivnosti. Poznato je da B12
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promovise aksonalni transport i regeneraciju (Yamatsu i sar 1976; Watanabe i sar 1994;
Reyes Garcia i sar 2004). On deluje kao kofaktor enzima metionin sintetaze koji vrsi
transfer metil grupe u regeneraciji metionina iz homocisteina, na taj nacin povecavajuci
nivo metionina. Metionin, koji moze biti metabolisan u acetilholin, povecava nivo
acetilholina u aksonima 1 postsinaptickim acetilholinskim receptorima i poboljSava
razvoj i sazrevanje neuromuskularne ploce, (Vasilescu i Florescu, 1982; Sasaki i sar
1992; Yamazaki i sar 1994). Vitamin B12 ubrzava mijelinizaciju regeneriSu¢ih aksona
poveéanjem sinteze lecitina, glavnog konstituenta lipida mijelinskog omotaca. Takode,
vitamin B12 podize nivo metabolizma Svanovih celija detektovano poveéanjem
ekspresije S-100 proteina (Donato, 1999; Liao i sar 2010).

1.9. ANIMALNI MODELI POVREDE PERIFERNIH NERAVA

Na osnovu svega navedenog mozemo zakljuditi da postoji vise mehanizama koji
doprinose uspehu ili neuspehu motorne reinervacije (Chen i sar., 2010). Da bi se ovi
mehanizmi bolje istrazili i razvile nove strategije leCenja, neophodno je identifikovati
primarne ograni¢avajuce faktore koji se mogu eksperimentalno modulirati na nacin
koji je klinicki izvodljiv (Hoke, 2006). Za uspeh navedenih istrazivanja bitno je razviti
karakteristi¢ne, znaCajne i upotrebljive kvantitatitvne metode za procenu neuroloske
disfunkcije. Dodatno, istrazivanje disfunkcije zahteva odgovarajuce, funkcionalno
primenjive metode merenja. Konac¢no, treba uzeti u obzir da uspesna funkcionalna

regeneracija moze zavisiti od razlicitih faktora kod razlicitih eksperimentalnih modela.
1.9.1. Model povrede facijalnog nerva

Facijalni nerv je ,,Cist“ motorni nerv koji inerviSe facijalne miSi¢e. Senzorni
signal facijalnim motoneuronima je obezbeden od strane trigeminalnog nerva preko
ipsilateralne veze izmedu senzitivnog jedra trigeminusa i facijalnog jedra ( McComas,
1998; Witehead i sar., 2005). Kao ¢ist motorni nerv, facijalni nerv je kao model tokom
prethodnih dekada omogucio prikupljanje velikog broja podataka o Celijskim i
molekularnim odgovorima motoneurona i njihovog okruZenja na razliCite inzulte.
Otazavajuca okolnost u upotrebi navedenog modela je relativno lo$ stepen oporavka

nakon rekonstrukcije (svega 30-40% u odnosu na zdravu stranu) (Angelov 2007;
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Guntinas-Lichius i sar., 2005).
1.9.2. Model povrede iSijadi¢nog nerva

ISijadi¢ni nerv je meSovit nerv, sadrzi motorne i senzitivne aksone. Motorni
oporavak nakon povrede dostize najvise 40% normalne funkcije 1 taj podatak, uz
¢injenicu da je procena oporavka motorne funkcije (footprints walking analiza je nisko
precizna i ne korelira dobro sa EMG nalazom) teSka, ¢ini navedeni model ograni¢eno
upotrebljivim za procenu uspes$nosti motorne regeneracije (Nichols i sar., 2005). S
druge strane, to je kompleksan model koji dovodi do neuropatskog bola i abnormalnog
odgovora na termicke i taktilne stimuluse Sto je prednost modela posto je neuropatski
bol Cesta posledica povrede perifernog nerva kod ¢oveka (Eaton, 2003; Wall i sar.,
1979). Mana je visok stepen komplikacija kao §to je su automutilacija, pojava koznih
ulceracija i kontraktura zglobova (Nichols i sar., 2005). Zaklju¢no, i$ijadiéni model je
izazovan za istrazivae zbog mnogo varijabli i nekoliko metodoloskih nejasnoca.

Verovatno je kompleksnost modela glavni ograni¢avajuéi faktor .
1.9.3. Model povrede femoralnog nerva

Femoralni nerv je meSoviti nerv koji sadrzi motorna vlakna za m. quadriceps
femoris kao i senzitivna vlakna za inervaciju koze. Neposredno ispod ingvinalnog
ligamenta, femoralni nerv se deli na dve, po dijametru, gotovo identi¢ne grane:
senzitivnu, odn. kutanu granu, n. saphenus, i motornu granu za m. quadriceps femoris.
Nakon presecanja nerva proksimalno od bifurkacije dolazi do izolovanog ispada
funkcije kvadricepsa. Nakon nervne reparacije (suture), postoji podjednaka Sansa da
motorni aksoni za kvadriceps prorastu originalnim putem ka kvadricepsu ili da krenu
pogresnim putem, ka Cisto senzitivnom safenoznom nervu. Navedena Ccinjenica
omogucava analizu celularnth 1 molekularnth  mehanizama specificnih  za
preferencijalnu motornu reinervaciju. Dodatno, model je interesantan zato §to povreda
izaziva ispad funkcije jednog miSic¢a, kvadricepsa, koji ima jedinstvenu funkciju na
velikom zglobu ekstremiteta, ekstenziju kolena. Mi smo u naSem istraZivanju vrsili
sekciju samo motorne grane femoralnog nerva, distalno od bifurkacije, ostavljajuci
senzitivnu, safenoznu granu intaktnu, s ciljem da se isklju¢i moguénost pogresnog

prorastanja aksona iz motornog u senzitivni deo i obrnuto. Na taj nafin smo se
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fokusirali isklju¢ivo na pracenje 1 ispitivanje motorne regeneracije nerva, odnosno

miSica isklju¢ujué¢i moguénost uticaja pogresno usmerenih aksona na rezultat.
Jednostavnost motornog deficita dozvoljava jednostavan pristup funkcionalnoj

analizi. Komplikacije kao S§to su automutilacija, kontraktura ekstremiteta i kozne

ulceracije do sada nisu primecene (Irintchev, 2011).

1.10. PERITONEALNI MAKROFAGI

Makrofagi (MF) predstavljaju heterogenu ¢elijsku populaciju ukljuc¢enu u
uklanjanje apoptotskih celija 1 celijskog debrisa u fizioloSkim uslovima, ingestiju
mikroorganizama i njihovu eliminaciju, prezentaciju antigena i aktivaciju T limfocita,
rezoluciju inflamacije, angiogenezu i regeneraciju tkiva. Peritoneum je Cesto koris¢en
izvor MF za razli¢ita istrazivanja (Ghosn i sar., 2010). Dobar deo znanja o biologiji MF
potice od analiza peritonealnih makrofaga (PMF) koji su postali Siroko kori$¢eni izvor
MF zahvaljuju¢i radu Cohn-a i saradnika 60-ih godina proslog veka (Steiman i
Morberg, 1994).

Peritoneum 1ili peritonealna Supljina je jedinstvena sredina u kojoj se nalaze
razli¢ite Celije imunskog sistema koje interreaguju medusobno. To je sredina sposobna
da promovise proliferaciju, diferencijaciju i aktivaciju rezidentnih peritonealnih
makrofaga.

Inflamacija u peritoneumu je predmet mnogih studija, kako klinic¢kih, tako 1
eksperimentalnih. Ove studije pokuSavaju da razjasne mehanizme ukljucene u
inflamaciju peritoneuma kao i promene uzrokovane patogenima, razli¢itim hirurskim
porcedurama itd. Malo je poznato o ulozi peritoneuma kao aktivnog imunskog organa.
Poreklo i sudbina mnogih ¢elija koje se nalaze u njemu je joS uvek nerazjasnjena. O
specifi¢nosti I nedovoljnoj ispitanosti procesa koji se desavaju u peritonealnoj Supljini
ukazuje i podatak da nanosenje iritirajuce supstance na Sapu misa, dovodi do promena u
broju makrofaga u peritonealnom lavatu. Promene u peritonealnoj Supljini zavise od tipa
supstance (fizioloski rastvor, BCG, lipopolisaharid, tumorske ¢elije) koja se nanosi na
Sapu miSa. Autori ove studije sugeriSu da uocene promene u peritoneumu nisu posledica
lokalnog inflamatornog odgovora ve¢ moguce aktivacije perifernog nervnog sistema

(Palos i sar., 2012).
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U fizioloSkim uslovima, u peritoneumu se nalaze MF, B limfociti (B-1i B-2), T
limfociti, NK celije, dendritske ¢elije, kao i granulociti. Prema procentualnoj
zastupljenosti, B-1 ¢elije i MF ¢ine najbrojnije ¢elije peritoneuma misa (Cassado i sar.,
2011). Kod pacova, najbrojnije ¢elije peritoneuma su makrofagi (oko 70%). Pored MF,
u peritoneumu pacova se nalazi i oko 13% limfocita i oko13% granulocita (Glomarkaj i
sar, 1999).

1.10.1. Subsetovi peritonealnih makrofaga

Nedavno, Ghosn i saradnici (2010) su otkrili postojanje dva subseta PMF misa.
Nazvali su ih “veliki” 1 “mali” PMF na osnovu razlika u njihovoj veli¢ini. Do sada, nisu
objavljeni sli¢ni nalazi u peritoneumu pacova ili ljudi.

Veliki makrofagi (engl. Large peritoneal macrophages, L-PMF) ¢ine 90%
makrofaga peritoneuma u fizioloskim uslovima, a preostalih 10% ¢ine mali makrofagi
(engl. Small peritoneal macrophages, S-PMF). Nakon stimulacije lipopolisaharidom ili
tioglikolatom, S-PMF c¢ine veci deo ¢elija peritoneuma. Oni eksprimiraju Gr-1, AA4.1,
visok nivo CD11b i F4/80, a ne eksprimiraju MHC-Il. S druge strane, S-PMF
eksprimiraju MHC-11, smanjena im je ekspresija CD11b i F4/80, a ne eksprimiraju Gr-1
i AA4.1. Pored navedenih, ovi subsetovi se razlikuju i u ekspresiji drugih markera
(Ghosn i sar., 2010). Rrazlika izmedu ova dva subseta se ogleda i u njihovoj funkciji i
poreklu. L-PMF vode poreklo od embrionskog prekursora, imaju ulogu u odrzavanju
tkivne homeostaze i ne diferenciraju se u S-PMF ili druge Celije peritoneuma. S druge
strane, S-PMF vode poreklo od monocita koji ulaze u peritoneum nakon stimulacije i u
roku od 2-4 dana se diferenciraju u S-PMF. Ovaj tip MF je karakteristican za
inflamaciju peritoneuma i mogu da se diferenciraju u L-PMF pod odredenim uslovima.
U prilog monocitnom poreklu S-PMF govori i podatak da stimulacija peritoneuma
lipopolisaharidom ili tioglikolatom indukuje ulazak Ly6C™ monocita koji se potom
diferenciraju u S-PMF koje je, za sada, nemoguce razlikovati od S-PMF izolovanih iz
peritoneuma intaktnih zivotinja. Takode, pod odredenim uslovima, Ly6C  monociti
mogu uci u peritoneum (Auffray i sar., 2007).

L-PMF mogu da odgovore na stimulaciju mikrobijalnim produktima in vivo i in
vitro. S druge strane, S-PMF mogu da odgovore na ovu stimulaciju samo u adekvatnom

miljeu mikrosredine. In vivo, obe populacije imaju sposobnost fagocitoze i produkuju
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NO u odgvoru na LPS. In vitro, u odgovoru na LPS L-PMF produkuju NO, dok S-PMF
nemaju ovu sposobnost. Produkcija NO-a je jedna od polaznih osnova M1/M2
klasifikacije makrofaga. Zahvaljujuéi razli¢itom odgovoru L-PMF i S-PMF na
lipopolisaharid u smislu produkcije NO, ove subpopulacije PMF se ne mogu uniformno
definisati kao M1 ili M2 makrofagi. Dobar deo dosadasnjih istrazivanja na PMF je
raden na PMF izolovanim nakon i.p. injekcije tioglikolata. Uzimaju¢i u obzir da su
Ghosn i saradnici pokazali da se 4. dana nakon stimulacije veoma mali broj L-PMF
nalazi u lavatu, treba biti obazriv u razmatranju dosadasnjih rezultata i njihove
interpretacije na S-PMF i L-PMF subsetove i imati u vidu da se veci dio njih odnosi na
S-PMF.

Osim ove podele, postoji jos jedna podela PMF misa. Dioszeghy i saradnici su
takode pronasli razli¢ite subsetove peritonealnih mijelo-monocitnih ¢elija. Definisali su
postojanje dva subseta MF sli¢nih ¢éelija na osnovu ekspresije 12/15- lipooksigenaze
(12/15-lypoxygenase, LOX). 12/15-LOX" i 12/15-LOX  makrofagima sli¢ne éelije
imaju razli¢ite fenotipske i funkcionalne karakteristike. 12/15-LOX" ¢elije imaju veéi
nivo ekspresije F4/80 i receptora Cistaca A (engl. Scavanger Receptor A, SR-A). Pored
toga, sekretuju i vise IL-10 i G-CSF u odgovoru na supernatant Staphylococcus
epidermis-a u poredenju sa 12/15-LOX~ MF. Autori su ovaj F4/80"%"12/15-
LOX" subset definisali kao rezidentne MF koji su u fizioloskim uslovima prisutni u
peritoneumu u slicnom broju kao L-PMF. S obzirom da dele slicne funkcionalne i
fenotipske karakteristike, F4/80M"12/15-LOX" i L-PMF bi mogle biti iste populacije. S
druge strane F4/80'°"12/15-LOX ¢elije i S-PMF verovatno nisu ista éelijska populacija
s obzirom da F4/80'°V12/15-LOX  ¢elije eksprimiraju CD1lc, dok S-PMF ne
eksprimiraju ovaj molekul (Dioszeghy i sar., 2008).

Imajuéi sve navedeno u vidu Casado i saradnici su predlozili jednostavan nac¢in
identifikacije subsetova PMF protocnom citometrijom Kkoriste¢i 4 fluorohroma. Prvi
korak je isklju¢ivanje visoko pozitivnih CD19™" ' CD11c"" celija (B-¢elija i
dendritskih ¢elija). Potom se na osnovu granuliranosti i ekspresije F4/80 uocavaju dve
populacije F4/80" ¢elija. Nakon toga, analizom ekspresije MHCII (1A) molekula na
F4/80" éelijama mogu se razlikovati tri populacije: F4/80"" AP F4/g0!W|APioN
F4/80""IAP™ tj. L-PMF, S-PMF i granulociti (Cassado i sar., 2011).
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1.10.2. Regulacija peritonealnih makrofaga

Sirok je spektar molekula koji mogu da regulisu fenotipske i funkcionalne
karakteristike PMF. Retinoi¢na kiselina (engl. retinoic acid, RA), molekuli koji nastaju
kao posledica aktivacije HPA ose, stres, starenje i drugi faktori samo su neki od nacina
regulacije PMF. Poznato je da proteini sli¢ni angiopoetinu koji pripadaju familiji 7
sekretornih glikoproteina, imaju ulogu u metabloizmu lipida, angiogenezi, aterogenezi,
hematopoezi i inflamaciji (Thorin-Trescases i Thorin, 2014; Kadomatsu i sar., 2014).
Pokazano je da agiopoetinu sli¢an protein 2, Angpt 2, regulise aktivnost PMF tj direktno
aktivira PMF misa. Ovaj efekat se ogleda u aktivaciji ERK, JNK, p38 NFkB signalnih
puteve, povecanju eskpresije nekoliko inflamatornih gena ukljucujuc¢i NO sintazu 2, IL-
1B, IL-6 i TNF-a (Zhang i sar., 2006).

Transkripcioni faktor GATA-6 je regulator tkivno specificne ekspresije gena u
PMF. Eksprimira se na visokom nivou u PMF, ali se ne eksprimira u MF poreklom iz
kostne srzi, fetalne jetre ili u drugim tkivno-rezidentnim makrofagima, kao ni u S-PMF i
neutrofilima (Sodhi i sar., 2006).

Istrazivanja na miSevima koji su deficijenti za ekspresiju GATA-6 molekula u
MF su pokazala da se u peritonealnom lavatu ovih zivotinja nalazi manji broj L-PMF
kao i da je smanjena ekspresiju F4/80 na ovim ¢elijama. Ovaj transkripcioni faktor nije
esencijalan za razvoj PMF, ali jeste za njihovu lokalizaciju u peritoneumu. Gubitak
signala poreklom od GATA-6 i RA rezultuje akumulacijom makrofaga u omentumu
(Maruya i sar., 2011). Nakon i.p. injekcije lipopolisaharida, dolazi do tzv. reakcije
nestanka makrofaga (engl. macrophage disapperance reaction) i akumulacije GATA-6"
MF oko specificnih klastera (engl. milky spots) u omentumu (Okabe i sar., 2014).
Pokazano je da ovi specifi¢ni klasteri predstavljaju ravnomerno rasporedene neprovidne
strukture izgradene od B-1 celija (Rangel-Moreno i sar., 2009).

S druge strane, za nastanak S-PMF znacajan je CCR2 hemokinski receptor koji
ima ulogu u privlacenju monocita tokom inflamacije. iRNK za ovaj receptor je visoko
eksprimirana u S-PMF. Pored toga, u peritonealnom lavatu Ccr2 knockout miseva je
znacajno smanjen broj S-PMF, ali ne i L-PMF $§to ukazuje na to da je vec¢ina S-PMF
monocitnog porekla (Okabe i sar., 2014 ).

Ekspresija GATA-6 i drugih gena specifiécnih za MF indukovana je RA
produkovanom u tkivu peritoenuma (Okabe i sar., 2014). Veéina vitamina A u
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organizmu se skladisti u jetri u vidu transkripciono neaktivnih metabolita i kontinuirano
se otpusSta u cirkulaciju (Hall 1 sar., 2011). Aktivacija transkripcije posredovana
vitaminom A zahteva lokalnu konverziju neaktivnih metabolita u bioloski aktivhu RA
(Gudas i1 sar., 2012). L-PMF ili njihove prekurskorske c¢elije primaju signale od RA
nakon $to bivaju regrutovani u peritonealnu Supljinu. Enzimi koji konvertuju RA su na
visokom nivou eksprimirani u omentumu. Zahvljujuéi visokoj ekspresiji Raldh2,
enzima odgovornog za konverziju retinal aldehida u RA u periotneumu tj. u omentumu
se nalaze visoke koncentracije RA. Osim RA, razliciti faktori poreklom iz omentuma
sami ili u kombinaciji sa RA imaju ulogu u regulaciji razli¢itih subsetova PMF. Pored
GATA-6, RARP 1 NFE2 molekuli mogu imati ulogu u regulaciji PMF zahvaljujuéi

visokoj ekspresiju u ovim ¢elijama (Okabe i sar., 2014).

1.10.2.1. Neurohumoralna regulacija peritonealnih makrofaga

Nervni i imunski sistem su povezani anatomski, ali 1 fizioloSki. Mehanizam koji
se nalazi u osnovi nastanka groznice koja prati infekciju je samo jedan od primera ove
interakcije. Poremecaji u nekoj od komponenti jednog od ova dva sistema dovode do
razli¢itih patoloskih procesa. Prekomerna aktivnost imunskog sistema dovodi do
ostecenja mijelina kod multiple skleroze. S druge strane, nervni sistem uti¢e na razlicite
komponente imunskog sistema i reguliSe njihov odgovor. Holinergicki parasimpaticki
nervni sistem moze da modulira inflamatorni odgovor i aktivira anti-inflamatorne
mehanizme. Borovikova i saradnici su pokazali da humani PMF oslobadaju manje TNF-
a nakon tretmana acetil-holinom (Ach) kao i karbaholom (agonistom ACh). Ovaj
efekat, Ach ostvaruje vezivanjem za svoje a-bungarotoksin senzitivne, nikotinske
receptore. Regulacija produkcije TNF-a se verovatno odigrava na posttranskripcionom
nivou, blokadom sinteze TNF-o proteina. Pored inhibicije TNF-a, Ach inhibira i
produkciju IL-1B, IL-6 i IL-18 na dozno zavisan nacin. S druge strane, Ach ne inhibira
produkciju IL-10 Sto govori o anti-inflamatornom dejstvu  holinergickog
parasimpatickog nervnog sistema (Borovikova i sar., 2000).

Poznato je da stres utice na ¢elije imunskog sistema. U odgovoru na stres, dolazi
do aktivacije HPA ose. Ova aktivacija podrazumeva aktivaciju hipotalamusa i povec¢anu
produkciju kortikotropin oslobadaju¢eg hormona (engl. corticotropin-releasing

hormone, CRH). CRH deluje na hipofizu koja sada produkuje vecu koli¢inu
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adrenokortikotropnog hormona (ACTH). ACTH svoj efekat ostvaruje vezujuéi se za
receptore na nadbubreznoj Zlezdi, a krajnji rezultat je povecana produkcija kortizola.
Pored stresa, i hirurSka trauma dovodi do aktivacije imunskog sistema. Prvi hirurski rez
dovodi do lokalne povrede tkiva, okolnih aferentnih nerava, krvnih sudova. Takode,
dolazi i do aktivacije nociceptora. OSteCenje nerva aktivira aferentne signalne puteve,
signal se prenosi do CNS-a i dolazi do stimulacije HPA ose (Chen i sar., 2010).
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da CRH, ACTH 1 kortizol, molekulu koji nastaju
nakon aktivacije HPA ose, ostvaruju efekat na imunski sistem. Takode, i kateholamini
imaju uticaj na imunski sistem.

CRH svoj efekat ostvaruje direktno i indirektno. Indirektan efekat CRH
ostvaruje putem krajnjih produkata dve velike ose odgovora na stres, HPA ose i
simpatickog sistema tj. putem kortizola i kateholamina. Pored toga, CRH osloboden sa
krajeva nervnih zavrSetaka na samom mestu inflamacije direktno uti¢e na rezidentne
imunske c¢elije. Potrebno je naglasiti da CRH indirektno ostvaruje anti-inflamatorni, a
direktno inflamatorni efekat (Webster i sar., 1998). Kada je u pitanju efekat CRH na
PMF, Agelaki i saradnici su pokazali da CRH pojacava LPS-om indukovanu produkciju
TNF-0, IL-1f i IL-6 in vitro. Takode, oni su pokazali da blokada CRH receptora 1 in
Vivo pomocu sintetskih antagonista dovodi do manjeg porasta nivoa proinflamatornih
citokina u poredenju sa kontrolom u modelu LPS-om indukovanog endotoksinskog
Soka. Ovi rezultati pokazuju da difuzni neuroendokrini sistem ima mogucnost aktivacije
PMF (Agelaki i sar., 2007). Uticaj CRH na PMF se objasnjava dosada poznatim
efektima CRH. Naime, CRH dovodi do fosforilacije i aktivacije CREBP
transkripcionog faktora u hipofizi, a ovaj transkripcioni faktor je odgovoran za
transkripciju IL-1p (Waeber i sar, 1998). Pored toga, CRH aktivira ERK1/ERK2 MAPK
kinazi put (Dermitzaki i sar., 2002) koji je znacajan za produkciju TNF-a i AP-1
transkripcioni faktor koji je znacajan za transkripciju TNF-a i IL-6 (Bamberger i
Bamberger, 2000). Osim CRH, i drugi proteini iz ove familije stimuliSu produkciju
proinflamatornih citokina PMF nakon stimulacije LPS-om. Izlaganje PMF i makrofgane
¢elijske linijje RAW 264.7 CRH-u, urokortinu 1 (engl. urocortin, UCN) ili UCN 2
dovodi do povecane ekspresije TLR-4 kako na nivou iRNK tako i na novu proteina. Ovi
molekuli aktiviraju PU-1 i AP-1 transkripcione faktore §to za posledicu ima povecanu

ekspresiju TLR-4 (Tsantsanis i sar, 2006). Istrazivanje Tsantsanis-a i saradnika ukazuje
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da urokortini mogu delovati i kao parakrini anti-inflamatorni molekuli ubrzavajuci
apaptozu MF. Treba spomenuti da je ovaj efekat primefen samo u opsegu niskih
koncentracija (10°-10® M) (Tsantsanis i sar., 2005).

U odgovoru na CRH, hipofiza lu¢i ACTH. Receptori za ovaj molekul se nalaze,
izmedu ostalog, i na PMF. Pretpostavlja se da u stresnim situacijama, ACTH, kao i
njegovi fragmenti mogu da imaju ulogu u transmisiji signala izmedu neuroendokrinog i
imunskog sistema. Istrazivanja Altavilla i saradnici su pokazali da tretman ACTH
peptidom, fragmentom ACTH-(1-24), smanjuje produkciju TNF-a od strane PMF u in
Vivo u modelu hemoragi¢nog Soka. Kada su u pitanju kontrolne, intaktne Zivotinje, in
vivo tretman ACTH-om nema efekat na produkciju TNF-a ali in vitro tretman PMF ovih
zivotinja dovodi do smanjene produkcije TNF-a u odgovoru na LPS (Altavilla i sar,
1998). Takode, ista grupa istrazivaca je pokazala da ACTH in vitro inhibira produkciju
NO-a nakon stimulacije PMF LPS-om. Inhibicija je uocena na nivou NO-a ali i na
nivou iRNK za iNOS na osnovu ¢ega se moZe zakljuciti da ACTH blokira aktivnost
INOS-a (Altavilla, 2000).

Celije imunskog sistema, medu njima i MF su pod direktnim uticajem
simpati¢kog nervnog sistema. Rezidentni PMF konstitutivno eksprimiraju a-1 i -2
adrenergicke receptore (Dimitrijevi¢ i sar., 2009) za koje mogu da se vezu krajnji
produkti aktivacije simpatiCkog nervog sistema, kateholamini. Vezujuéi se za ove
receptore, kateholamini moduliSu funkcije imuanskih ¢elija (Nance i Sanders, 2007).
Zavisno od tipa receptora za koji se veZu, kateholamini imaju razlicit efekat na
produkciju vodonik peroksida i NO-a (Dimitrijevi¢ i sar., 2009). Vezivanjem za f-
adrenergicke receptore, kateholamini ometaju produkciju proinflamatornih citokina, pre
svega TNF-a i IL-6 (Izeboud i sar., 1999). Pored ekspresije adrenoreceptora, o znacaju
kateholamina u regulaciji PMF govori i prisustvo tirozin hidroksilaze i noradrenalina u
ovim ¢elijama. PMF takode imaju sposobnost sinteze noradrenalina (Dimitrijevi€ i sar.,
2009). Nekoliko studija je pokazalo da blokada a i B adrenoreceptora in Vitro uti¢e na
sposobnost makrofaga da produkuju ROS, NO i citokine (Engler i sar., 2005;
Dimitrijevi¢ i sar., 2009; Dimitrijevi¢ i sar., 2014). Pored noradrenalina, i adrenalin
moze da reguliSe aktivnost PMF. Vezivanjem za 1 i B2 adrenoreceptore, on inhibira

produkciju NO-a od strane LPS stimulisanih PMF (Sigola i Zinyama., 2000).
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1.10.3. Efekat vitamina B kompleksa na peritonealne makrofage

Vitamini, medu njima i vitamini B kompleksa mogu da uticu na razlicite
komponente imunskog sistema. Qureshi i sar. su pokazali da vitamin B2 (riboflavin)
suprimira produkciju NO-a i TNF-a od strane PMF izolovanih iz miSeva. Imaju¢u u
vidu da riboflavin inhibira proteazomnu aktivnost, pretpostavljeni mehanizam dejstva je
smanjena proteolitiCka degradacija PikB proteina. Posledica ovoga je smanjena
translokacija aktiviranog NF-kB iz citoplazme u nukleus i manja transkripcija gena za
TNF-o i INOS (Quershi i sar, 2013).

U skorije vreme je pokazano da nikotinamid (NA) ima niz anti-inflamatornih
dejstava. Inhibira sintezu proinflamatornih citokina TFN-a, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y,
INOS-a, suprimira ekspresiju MHCII molekula. Pokazano je da NA na dozno zavisan
nacin inhibira produkciju TNF-a, IL-6, IL-12p40, NO i PGE2 od strane LPS
stimulisanih PMF. Nivo IL-10 se takode smanjuje nakon primene NA, ali u manjoj meri
Sto govori u prilog anti-inflamatornog dejstva NA. S druge strane, metilnikotinamida
(MNA), glavni metabolita NA ne ispoljava efekat na PMF u ovom modelu (Biedron i
sar., 2008).

Svoje efekte vitamin B3, niacin, ostvaruje putem GPR109A receptora. Ovaj
receptor se nalazi pre svega na adipocitima, a poznato je da se niacin koristi u terapiji
dislipidemije. Pored adipocita, receptor za niacin se nalazi 1 na slezini, plu¢ima,
limfocitima, MF $to govori o ulozi niacina i njegovog receptora u imunskom sistemu. U
odgovoru na LPS, TNF-a, IL-1, zimozan, lipoteihoi¢nu kiselinu, PMF povecavaju
ekspresiju GPR109A (Feingold i sar., 2014). Pored toga, tretman PMF niacinom dovodi
do smanjene produkcije IL-6, IL-1 i TNF-a in vitro. Slican efekat je primecen i nakon in
vivo primene niacina. Takode, primena niacina smanjuje produkciju citokina od strane

PMF izolovanih iz aterogeni¢nih zivotinja (Lipszyc i sar., 2013).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Na osnovu literaturnih saznanja postavili smo radnu hipotezu da:

Hipervitaminska terapija vitaminima B kompleksa ubrzava i poboljsava
oporavak motorne funkcije n. femoralis nakon povrede i rekonstrukcije. Povreda
perifernog nerva i primena hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa uti¢u na

funkciju peritonealnih makrofaga.

Na osnovu radne hipoteze postavljeni su osnovni ciljevi istraZivanja:

1. Ispitati funkcionalne parametre miSi¢a kvadricepsa (funkcija hodanja,
elektricna aktivnost i atrofija) i ¢elijske mehanizme u regeneraciji femoralnog nerva i
misi¢a kvadricepsa nakon povrede i rekonstrukcije motorne grane (gustina cCelijskih
jedara u podru¢ju povredenog nerva i proces neuroreparacije pracen ekspresijom
specifitnog markera izrastanja aksona GAP43; gustina Svanovih Céelija pracena
ekspresijom specificnog markera S100; prisustvo mijelin baznog proteina; prisustvo
satelitskih celija tokom oporavka funkcije misi¢a praceno ekspresijom markera Pax7,
Ki67 i VCAM-1) neposredno nakon povrede perifernog nerva i tokom perioda
oporavka, kao i uticaj hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na ove procese.

2. Ispitati efekat povrede perifernog nerva, kao i primenjene
hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na funkciju peritonealnih makrofaga
(metaboli¢ku vijabilnost, sposobnost fagocitoze, adhezije, produkcije reaktivnih oblika

kiseonika, azot oksida i citokina).
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovom radu kori$¢eni su muzjaci pacova Albino Oxford (AO) soja, starosti od
75 do 90 dana i prose¢ne tezine 270 + 25 g na podetku eksperimenta. Zivotinje su
dobijene iz vivarijuma Instituta za medicinska istrazivanja Vojnomedicinske akademije
u Beogradu. Tokom eksperimenta zivotinje su boravile u uslovima kontrolisane
temperature, vlaznosti i svetlosnog rezima (12 sati svetlosti/12 sati tame), sa slobodnim

pristupom hrani i vodi, po jedna zivotinja u kavezu.

3.1.1.1. Saglasnost Etickog komiteta

Istrazivanja su izvedena uz saglasnost Uprave za veterinu Ministarstva
poljoprivrede i zastite zivotne sredine, Republike Srbije broj 323-07-7363/2014-05/5.
Odobrenje Etickog odbora Vojnomedicinske akademije u sklopu Naucno-istrazivackog
zadatka broj MFVMAA4/13-15 je dobijeno pre samih studija. Istrazivanje je sprovedeno
u skladu sa medunarodno prihvaenim smernicama datim u "Vodi¢u za brigu i
kori$c¢enje laboratorijskih Zivotinja” (engl. “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, eighth edition”, National Academy Press, Washington, D. C., 2011). Zivotinje
koriS¢ene u eksperimentu su gajene u vivarijjumu Instituta za medicinska istraZzivanja
Vojnomedicinske akademije Univerziteta odbrane u Beogradu gde su i izvodene

eksperimentalne procedure.
3.1.2. Reagensi i rastvori

Spisak reagenasa i rastvora koriS¢enih za izvodenje testova i metoda u ovom

istrazivanju dat je u tabelama 2 i 3.
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Tabela 2. Reagensi

Naziv

Proizvodac

3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 difenil-tetrazolijum bromid (MTT)

Sigma Aldrich, SAD

Antibiotici (streptamicin i penicilin)

PAA Laboratories, Austrija

BSA (engl. Bovine serum albumin, Govedi serum albumin)

Sigma, Nemacka

Dimetilsulfoksid, DMSO

Sigma, Nemacka

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) bez fenol red-a

Sigma Aldrich, SAD

Etilendiaminotetraacetat (EDTA)

AppliChem, Nemacka

Fetalni govedi serum (engl. Fetal calf serum, FCS)

PAA Laboratories, Austrija

Fluorescentna boja za jedra, DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol)

Invitrogen, SAD

Forbol miristat acetat, PMA

Sigma, Nemacka

Kompleks B vitamina (liofilizat za rastvor za injekciju za 2ml)
Vitamin B1 u obliku tiamin-hidrohlorida 40mg
Vitamin B2 u obliku riboflavin-natrijum-fosfata 4mg
Vitamin B3 u obliku nikotinamida 100mg
Vitamin B5 u obliku kalcijum-pantotenata 10mg
Vitamin B6 u obliku piridoksin-hidrohlorida 8mg
Vitamin B12 u obliku cijanokobalamina 4ug

Galenika AD, Beograd

Lipopolisaharid, LPS

Sigma, Nemacka

Metilensko plavo

Sigma, Nemacka

Neutral red

Sigma, Nemacka

Nitro blue tetrazoliumova (NBT) so

Sigma Aldrich, SAD

Opti prep gradijent

Axis Shield, Norveska

RPMI-1640 Medium

Sigma Aldrich, SAD

Saharoza

Sigma, Nemacka

SDS (engl. Sodium dodecyl sulfat)

Sigma, Nemacka

Tripan

Sigma, Nemacka

Triton X-100 (t-octylphenoxypolyethoxyethanol)

Sigma, Nemacka

Tween 20

Sigma, Nemacka

45




Tabela 3. Rastvori

Sastav i proizvodac

DAB (3,3-diaminobenzedine)

DAKO, SAD

DPX (mountant for histology)

Fluka, Svajcarska

Etanol

100%, 96%, 70% Moss Hemos, Srbija

Fizioloski rastvor

0.9% NaCl (Merck, Nemacka)

Moviol

9.6g Mowiol-a (Calbiochem, EMD Millipore, SAD);
24ml glicerola (Lach Ner, Cegka)

Normal donkey serum

(serum magarca)

Sigma, Nemacka

siretna kiselina

(min. 99.5%)

Kemika, Hrvatska

Hlorovodoniéna kiselina
(min. 99.5%)

Kemika, Hrvatska

PBS sa NaN3

495ml PBS, 5ml 1% NaN3 (Sigma Aldrich, SAD)

PBS sa NaN3 i FCS

490 ml PBS sa NaN3, 10 ml FCS

Kanada blazam

Kemika, Hrvatska

Ksilol

Kemika, Hrvatska

May-Grunwald

Alkaloid, Makedonija

Giemsa

Merck Chemicals, Nemacka

0.1% naftil-etilendiamin-dihidrohlorid

0.1g naftil-etilendiamin-dihidrohlorid (Merck), 100

ml destilovana voda

2% Pararozanilin

1% sulfanilamida u 5% H3PO4

1g sulfanilamida (Merck), 100 ml 5% H3PO,4

H20, (33% vodonik peroksid)

Centrohem, Beograd, Srbija

0.01 M Na-fosfatni pufer
(engl. Phosphate Buffer Saline, PBS)

50ml 0.2M Na-fosfatni pufer, 8.7 g NaCl i do 1000
ml mgH,0

0.02 M PBS

0.2M NaH,PO,4 (Merck, Nemacka)
0.2M NayHPO,4 (Merck, Nemacka)
mqH.O pH 7.4
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Citratni pufer, pH 6 1g limunske kiseline, 6.10g Tri-Na-citrat, 500 ml

dH.O

4% PFA,pH 7.4 40g paraformaldehid (Sigma, Nemacka)
500 ml dH,0
1M NaOH

500ml 0.2M Na-fosfatni pufer

Metanol (99,8%) Moss Hemos, Srbija

3.1.3. Antitela

Spisak kori$¢enih primarnih i sekundarnih antitela je dat u tabelama 4 i 5.

Tabela 4. Primarna antitela

Specifi¢nost | Poreklo Proizvoda¢ | Razblazenje
anti- GAP- 43 | zec poliklonsko | Millipore 1:500 IF
anti-GFAP zec poliklonsko | Dako 1:500 IF
anti-MBP mi$ monoklonsko | BioLegend | 1:500
anti-S100 zec poliklonsko | Sigma 1:200
anti-S100p mi§ monoklonsko | Santa Cruz | 1:100 IF
anti-CD68 mi$ monoklonsko | AbD Serotec | 1:50 PC; 1:200 IF
anti-CD11b mis$ monoklonsko | AbD Serotec | 1:50 PC
anti-CD80 mi§ monoklonsko | AbD Serotec | 1:50 PC
anti-CD86 mi$ monoklonsko | AbD Serotec | 1:50 PC
anti-CD54 mis monoklonsko | AbD Serotec | 1:50 PC
anti-Pax zec poliklonsko | Sigma 1:50
anti-Ki67 kozje poliklonsko | Santa Cruz | 1:200 IF
anti-VCAML | zec poliklonsko | Santa Cruz | 1:100 IF
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Tabela 5. Sekundarna antitela

Specifi¢no za | Konjugovano Poreklo | Proizvodac Razblazenje
kozu HRP (peroksidaza rena) | magarac | Dako 1:200

kozu Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200

misa Biotin konj Vector Laboratories | 1:50

misa HRP (peroksidaza rena) | koza Santa Cruz 1:200

misa Alexa Fluor 488 magarac | Invitrogen 1:200

misa Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200
pacova HRP (peroksidaza rena) | zec Dako 1:20

zeca Alexa Flour 488 magarac | Invitrogen 1:200

zeca Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200

3.2. EKSPERIMENTALNI MODEL POVREDE MOTORNE
GRANE FEMORALNOG NERVA PACOVA

Kontrolisana transekcija perifernog nerva dobro je opisan model za proucavanje
regeneracije povredenog nerva. Zivotinje starosti 2.5 do 3 meseca su anestezirane
intraperitonealnom (i.p.) primenom ketamina (50 mg/kg; Ketalar, Eczacibasi, Turkey) i
ksilazina (5 mg/kg; Rompun, Bayer, Turkey). Nakon toga izvrSena je transekcija
motorne grane femoralnog nerva levog zadnjeg ekstremiteta distalno od razdvajanja
femoralnog nerva na motornu i senzitivnu granu. Zivotinja je poloZena u lezeéi polozaj
na operacionom stolu i ekstremiteti su fiksirani za podlogu. Izvrsena je incizija koze i uz
upotrebu hirur§kog mikroskopa iz okolnog tkiva je izdvojena motorna grana femoralnog
nerva, posle Cega je presecena. Nakon toga, proksimalni i distalni segment nerva su
direktno spojeni i zaSiveni 9.0 hirurskim najlon koncem tehnikom termino-terminalne
anastomoze, a potom je koza zaSivena 3.0 hirurskim najlon koncem (Peters Surgical,

Paris, Francuska) (slika 7).
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Slika 7. Prikaz eksperimentalne procedure. (A) Preparacija motorne grane femoralnog
nerva. (B) Transekcija motorne grane femoralnog nerva. (C-D) Rekonstrukcija motorne

grane femoralnog nerva tehnikom termino-terminalne anastamoze.

3.2.1. Eksperimentalne grupe i tretman Zivotinja

Zivotinje su podeljene u eksperimentalnu i kontrolnu grupu. Zivotinjama
eksperimentalne grupe, tzv. “operisanim” Zivotinjama (O), je izvrSena unilateralna
transekcija motorne grane femoralnog nerva, koja je odmah nakon toga rekonstruisana
tehnikom termino-terminalne anastomoze koriste¢i hirur§ki konac 9.0 (Ethicon Inc,
Norderstedt, Germany). Zivotinje kontrolne grupe, tzv. “lazno operisane” Zivotinje (L),
proSle su istu eksperimentalnu proceduru, ali im nije izvrSena transekcija nerva.
Poslednju tre¢u grupu su ¢inile intaktne Zivotinje. Prvo je svim koris¢enim testovima u
prvom delu ispitivanja pokazano da ne postoje razlike izmedu intaktnih i ,,lazno
operisanih“ Zivotinja, pa stoga dalje u ovom delu istrazivanja grupa intaktnih zivotinja
nije kori$¢ena. Ispitivanja su vrSeni u devet vremenskih tacaka tokom perioda oporavka
i to 1., 3, 7., 14, 21., 30.,, 60., 90. i 120. dana oporavka (slika 8). Svaku
eksperimentalnu i kontrolnu podgrupu za svaki ispitivani termin su ¢inile po 4 Zivotinje.
Za prva Cetiri termina ispitivanja eksperimentalna grupa Zivotinja je podeljena na jos

dve podgrupe: podgrupu koja je operisana i nije imala dodatni tretman (O) i podgrupu u
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kojoj su Zivotinje operisane i tretirane kompleksom vitamina B (OT) (slika 8). Zivotinje
OT grupe su od dana operacije do dana zrtvovanja primale terapiju vitaminima B
kompleksa. Terapija je podrazumevala i.p. injekciju u dozi 1.85 ml/kg telesne

mase/dnevno, a prvu dozu su primile odmah nakon operacije.

Operacija .
l Zrtvovanje
v v v v v v v v v
DANI o 1 . 3 - 7 . 14 .|z _ 3 . e | - 9 _ |12
1 or1
TRETMAN |7 o13
(p-1.85mlkg [ 1 oT7
telesne mase/ [ 1 OT 14
dnevno) - .
Vitamini B kompleksa

Slika 8. Shematski prikaz dizajna prvog dela eksperimenta

Sve zivotinje koris¢ene u eksperimentu su podvrgnute istom setu analiza. Pre
Zrtvovanja svim zivotinjama je izmerena telesna masa. Prvi test koji je izvoden je test
hodanja koji se koristi za procenu funkcionalnog oporavka motorne funkcije pogodenog
misi¢a. Potom je vrSeno elektromiografsko merenje kao metod za direktnu procenu
oporavka misic¢a kvadricepsa. Nakon izvrS§enog merenja izolovani su femoralni nervi (n.
femoralis) (rekonstruisani i kontralateralni) i miSi¢i kvadricepsi (m. quadriceps)
(ipsilateralni misi¢ inervisan rekonstruisanim nervom, kao i m. quadriceps inervisan
kontralateralnim, intaktnim nervom). Masa misi¢a kvadricepsa je takode izmerena i 0vaj
podatak je kori§¢en za izraCunavanje procenta atrofije ispitivanog misi¢a u odnosu na

ukupnu telesnu masu. Izolovani misic¢i i nervi su dalje korisc¢eni za histolosku analizu.

Operacija

l Zrtvovanje
DANI 2 3 7
[ Vitamini B kompleksa | Grupa
TRETMAN || Vitamini B kompleksa || or
{ip-1.85mlkg
telesne mase/ | Fizioloski rastvor | oT7 Grupa
dnevno) | Fizioloiki rastvor | O+ fizioloski

Slika 9. Shematski prikaz dizajna drugog dela eksperimenta
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U drugom delu istrazivanja koji se odnosio na ispitivanje peritonealnih
makrofaga je koriS¢ena i grupa intaktnih Zzivotinja. Grupe eksperimentalnih, ,,laZno
operisanih® i intaktnih Zivotinja za ovaj deo istrazivanja su podeljene u 3 podgrupe,
sastavljene od po tri do Cetiri zivotinje. Prvu podgrupu su ¢inile zivotinje koje su od
dana hirurske intervencije do dana zrtvovanja svakodnevno dobijale i.p. fizioloski
rastvor (1.85 ml/kg/dnevno), drugu podgrupu su cinile zivotinje kojima je i.p.
primenjivan rastvor vitamina B kompleksa (1.85 ml/kg/dnevno) a Zivotinje trece
podgrupe nisu tretirane (tabela 6 i slika 9). Kao i u prvom delu istraZivanja zivotinje su
prosle istu eksperimentalnu proceduru i potom su im izolovane ukupne Celije
peritoneuma postupkom peritonealne lavaze. Odmah nakon izolacije odredena je ex vivo
metaboliCka aktivnost i izvrSena je morfoloska analiza izolovanih ¢elija. Potom su
ukupne ¢elije peritonealnog lavata pre¢is¢ene na gradijentu gustine, i podvrgnute su
procedurama za procenu fenotipskih i funkcionalnih karakteristika. Odreden im je
fenotip, metaboli¢ka vijabilnost, sposobnost fagocitoze, adhezija, kao i sposobnost
produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxigen species, ROS), azot
monoksida (NO) i citokina. Testovi za procenu funkcionalnih karakteristika su radeni ex
vivo odmah nakon izolacije i in vitro nakon 24h inkubacije u sterilnim mikrotitarskim

plo¢ama sa 96 mesta.

Tabela 6. Grupe zivotinja koriS¢ene za ispitivanje peritonealnih makrofaga

Eksperimentalne grupe
Zivotinje kojima | Zivotinje  koje  su
je izvr§ena | prosle istu
. unilateralna eksperimentalnu
Dodatni tretman . . P . | Intaktne
transekcija i | proceduru kao N
- . Ve e . | z1votinje
rekonstrukcija operisane zivotinje ali
motorne  grane | im  nije izvrSena
femoralnog nerva | transekcija nerva
nema O L I
I.p. primena fiziolosko @) + . . I+
p- P g oy L + fizioloski oy
rastvora fizioloski fizioloski
I.p. rimena rastvora . N N
!O _p O + vitamin L+ vitamin | + vitamin
vitamina B kompleksa
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3.3. METODE

3.3.1. Test ponasanja/hodanja

Za procenu oporavka motorne funkcije koris¢en je test hodanja (ponaSanja), koji
se zasniva na analizi pojedinacnih video zapisa (Irintchev i sar., 2005). Povreda
femoralnog nerva uzrokuje nesposobnost podupiranja telesne mase tokom pojedina¢nih
faza hodanja neophodnih za zamah kontralateralne noge. Da bi se procenio ovaj deficit,
zivotinje su snimane tokom hodanja pored grede upotrebom obi¢ne kamere. Promena u
hodu pacova uocljiva je u poziciji kada su prsti u fazi odvajanja od podloge, pri ¢emu je
palac rotiran ka unutra. Ovaj poremecaj je povezan sa smanjenom funkcijom ekstenzije
kolena koja je posledica povrede femoralnog nerva. Ugao koji formiraju zamis$ljena
linijja koja deli stopalo pacova na pola i zamiSljena, horizontalna linija na povrSini
kojom se zivotinja kre¢e predstavlja parametar koji je koris¢en za procenu poremecaja
hodanja. Ugao je meren u poziciji kada su prsti u fazi odvajanja od podloge, a stopalo je
paralelno transverzalnoj ravni. Vrednosti ugla su izmerene obradom u Adobe Photoshop
CS6 programu (Adobe Systems Inc, San Jose, CA, USA).

3.3.2. Elektrofiziolo§ka procena oporavka

Elektromiografija (EMQG) je dijagosti¢ka procedura za procenjivanje stanja
miSi¢a 1 motoneurona koji ih inerviSu. Za snimanje EMG-a kori$¢en je Animal&Human
Physiology Transducer sistem (iWorx/CBScience Inc,Washington Center, USA).

Merenje EMG-a je vrSeno neposredno pre Zzrtvovanja u svim ispitivanim
terminima. Zivotinje su anestezirane na ve¢ opisan na¢in, postavljene u lezeéi polozaj, i
svi ekstremiteti su im fiksirani. Za zadnji desni, neoperisani ekstremitet flasterom je
pri¢vr$éena elektroda za uzemljenje. Pod asepticnim uslovima, na jednom, a onda i na
drugom zadnjem ekstremitetu napravljen je rez, ¢ime je omogucen pristup nervu i
miSi¢u. Akcioni potencijali miSi¢a kvadricepsa su snimljeni nakon stimulisanja
femoralnog nerva. Motorna grana femoralnog nerva je stimulisana proksimalno od
mesta suture koriS¢enjem stimulatorne elektrode, dok su na misi¢ kvadriceps

postavljene monopolarne elektrode.
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3.3.3. Procena atrofije miSica

Nakon zrtvovanja zivotinja, mi$i¢i izolovani iz operisanog i kontralateralnog
ekstremiteta su izmereni. Mase izolovanih miSi¢a su koriS¢ene za izraCunavanje
procenta atrofije misic¢a kvadricepsa inervisanog rekonstruisanim nervom po formuli:

[(masa kontralateralnog miSi¢a - masa operisanog misi¢a)/ukupna telesna masa]

x 100
3.3.4. Priprema preparata za histoloSku i imunohistohemijsku analizu

Nervi i misic¢i operisanog i kontralateralnog ekstremiteta izolovani su iz po cetiri
zivotinje svake eksperimentalne grupe i fiksirani u formalinu. Nakon 24h vrSena je
dehidratacija fiksiranog uzorka u seriji rastvora alkohola rastu¢e koncentracije (70%
alkohol 2h, 96% alkohol 2h, 100% alkohol 1.5h, 100% alkohol 1.5h), pa prosvetljavanje
(ksilol dva puta po 45 minuta) i na kraju parafinizacija (parafin oko 12h). Nakon
parafinizacije vrSeno je kalupljenje tkiva. Kalupi su postavljeni na hladnu plocu
(temperatura oko -10 do 12°C) kako bi se parafin stegao i mogao izvaditi iz kalupa.
TKivo je seceno na mikrotomu, a potom je naneto na staklo i suseno u termostatu na
temperaturi od 50 do 60°C. Ovaj postupak je vrien u laboratoriji za patohistolosku i
citoloSku dijagnostiku HistoLab. Na ovaj nacin pripremljeno tkivo je koriS¢eno za
hematoksilin i eozin bojenje kao i za imunohistohemijsku analizu. Pre bojenja, vrsena je
deparafinizacija ksilolom u trajanju od 5-10 minuta, kao i rehidratacija kroz rastvore
alkohola opadaju¢e koncentracije (100%, 96%, 70%) i na kraju u destilovanoj vodi.

3.34.1. Odredivanje gustine jedara miSi¢a kvadricepsa 1 femoralnog

nerva

Preparati sa presecima miSi¢a i nerva su obojeni hematoksilinom 1 eozinom i
pokriveni pokrovnim staklima. Hematoksilin boji jedro, a eozin boji citoplazmu. Nakon
bojenja se vrsi ispiranje plocica u seriji alkohola rastu¢e koncentracije i rasvetljavanje u
ksilolu. Nakon bojenja, preparati su montirani medijumom DPX, pokriveni pokrovnim
ljuspicama i bili su spremni za posmatranje pod mikroskopom. Ovo bojenje je uradeno
u u laboratoriji za patohistolosku i citolosku dijagnostiku HistoLab, Beograd. Potom su

tako obojeni misica kvadricepsa 1 femoralnog nerva posmatrani pod svetlosnim
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mikroskopom (Leica, Solms, Germany), i slikani pri uvec¢anju od 40 puta U centru za
elektronsku mikroskopiju BioloSkog fakulteta. U sluc¢aju miSi¢a, pravljeno je 20
fotografija razliitih regiona preseka. U slucaju nerva vrSeno je slikanje ukupne
povrSine preseka, nakon cega su napravljene fotografije spajane u mozaik celog
preseka. Za brojanje jedara i odredivanje njihove gustine (broj jedara/mm?) koriséen je
Image] program za obradivanje slika (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA).

3.3.4.2. Imunohistohemijska analiza preseka misSica kvadricepsa i

femoralnog nerva

Imunohistohemijska (engl. immunohistochemistry, IHC) analiza je proces
lokalizacije odredenog molekula na preparatima tkiva koji se zasniva na reakciji
antigena i antitela. Za vizuelizaciju interakcije antigena i antitela koris¢eno je
imunofluorescentno (IF) bojenje prilikom kog se za primarno neobelezeno antitelo
vezuje sekundarno antitelo konjugovano fluorescentnom bojom. Primarna antitela su
specifi¢na za molekule od interesa, a sekundarna antitela su specificna za Fc fragment
imunoglobulina vrste u kojoj je produkovano primarno antitelo.

Citav postupak se odvija na sobnoj temperaturi, osim inkubacije u primarnom
antitelu koja se odvija na 4°C. Svi rastvori su pravljeni u 0.01 M PBS-u, pH 7.4 koji je
sluzio 1 za ispiranje nakon odredenih proceduralnih koraka.

e Za bolju detekciju antigena, pre postupka imunohistohemije, vrSeno je
demaskiranje antigena (antigen retrieval) kuvanjem u citratnom puferu pH 6 (8
min na 350°C), koje ima za cilj bolje otkrivanje antigena, jer u toku fiksacije
tkiva dolazi do formiranja veza izmedu iz fiksativa i antigena.

e Preseci se nakon hladenja i ispiranja (3x5 min, PBS) inkubiraju oko 60 minuta u
odgovaraju¢em 5% serumu. Na taj nacin se blokiraju sva mesta nespecificnog
vezivanja sekundarnog antitela.

e Ovako pripremljeni preseci su ostavljeni preko noé¢i na 4°C u rastvoru primarnog
antitela u PBS-u koji je sadrzao i odgovaraju¢i 1% blokiraju¢i serum (za
detekciju unutaréelijskih molekula, ovaj rastvor je sadrzao i 0.1% Triton X-100).
Nevezana antitela su uklonjena duzim ispiranjem u PBS-u.

e Zatim su, u zavisnosti od prirode primarnog antitela, stavljena sekundarna
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antitela konjugovana nekom fluorescentnom bojom koja se specificno vezuju za

ve¢ prisutna primarna antitela (koriS¢ena primarna i sekundarna antitela kao 1

njihova razblazenja mogu se naci u tabelama 4. i 5.). Inkubacija je trajala dva

sata, a potom je vr$eno ispiranje (3x5 min, PBS).

e Za dvostruko imunofluorescentno bojenje, nakon dodavanja sekundarnog
antitela i ispiranja, ponovljena su prethodna tri koraka (dodavanje blokirajuceg
seruma, novog primarnog i odgovarajuc¢eg sekundarnog antitela)

e Nakon ispiranja od viska sekundarnog antitela, preparati su inkubirani 20 minuta
u prisustvu DAPI boje koja se koristi za vizualizaciju jedara (vezuje se za DNK).
Nakon ove inkubacije preseci su ispirani u PBS-u.

e Za montiranje preparata, na ploc¢ice sa presecima se nanosio moviol i pokrovna
stakalca.

Kontrole za IF su prosle kroz istu proceduru kao i svi preseci osim S$to je
izostavljen korak u kome se dodaje primarno antitelo. Kod takvih kontrola nije bilo
imunopozitivne reakcije, Sto je ukazivalo na odsustvo nespecifi¢nog vezivanja antitela.

Svi pripremljeni preparati su analizirani upotrebom Zeiss Axiovert mikroskopa
(Axio Observer Microscope Z1, ZEISS) i fotografisani digitalnom kamerom, sa
uveli¢anjem objektiva 2.5x, 5x, 10x, 20x i 40x, na Institutu za bioloska istrazivanja
»Sinisa Stankovi¢“. Kolokalizacija na fluorescentnim slikama odredena je upotrebom

AxioVision Rel. 4.6 programa, koji ide uz Zeiss Axiovert mikroskop.

3.4. PERITONEALNI MAKROFAGI

Makrofagi su izolovani postupkom peritonealne lavaze, sedmog dana nakon §to
su zivotinje operisane. Na osnovu zivotinja iz kojih su izolovani, PMF su podeljeni u tri
grupe: PMF operisanih Zivotinja (O-PMF), PMF “lazno” operisanih Zivotinja (L-PMF) i
PMF intaktnih Zivotinja (I-PMF). Ove grupe su dodatno podeljene na tri podgrupe na
osnovu tretmana koji su zivotinje primale. Prvu podgrupu ¢ine Zivotinje koje nisu imale
dodatni tretman, drugu podgrupu zivotinje koje su od dana operacije do dana zrtvovanja
I.p. tretirane fizioloskim rastvorom, a tre¢u podgrupu ¢ine Zivotinje koje su od dana

operacije do dana zrtvovanja i.p. tretirane rastvorom kompleksa vitamina B.
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3.4.1. lzolacija peritonealnih makrofaga

Zivotinjama je intraperitonealno ubrizgano 20 ml hladnog PBS/NaEDTA.
Nakon blagog masiranja abdomena zivotinje, telesni zid je otvoren i prikupljena je teCna
faza. Dobijena suspenzija je centrifugirana 10 minuta (1400 rpm, 4°C), nakon cega je
talog resuspendovan u medijumu sa 10 % FCS. Vijabilnost ¢elija, kao i njihov broj je
odredivana brojanjem c¢elija u Tripan plavom. Pre daljeg preciscavanja, za dalju analizu
(procenu metaboli¢ke aktivnosti, morfolosku i fenotipsku analizu) odvojen je deo na
ovaj nacin dobijene populacije ukupnih peritonealnih ¢elija.

Potom je izvrSeno preciS¢avanje ukupne populacije ¢elija peritonealnog lavata
na gradijentu (40% Optiprep) u cilju dobijanja obogacene populacije PMF. Uzorak
¢elija resuspendovan u zapremini od 3.9 ml pomesan je sa 2.1 ml pripremljenog 40%
Optiprep gradijenta (dobija se meSanjem dva volumena koncentrovanog Optiprep
gradijenta i jednog volumena rastvora DMEM medijuma bez fenol red-a) i nakon
blagog mesanja na ovako pripremljenu suspenziju ¢elija polako se naliva 1 ml serum
free RPMI medijuma tako da ovi slojevi ostanu razdvojeni. Ovako pripremljen uzorak
se centrifugirana 20 minuta (2970rpm, 4°C). Nakon centrifugiranja, izdvaja se belicasti
prsten mononuklearnih éelija u kojima dominiraju mononuklearne ¢elije. Celije iz ovog
sloja su pazljivo pokupljene i isprane dva puta u komplethom RPMI medijumu sa 10%
FCS-a. Vijabilnost i broj ¢elija je odredivan brojanjem celija u Tripan plavom. Nakon

prebrojavanja Celija vrSena je njihova fenotipska i funkcionalna karakterizacija.
3.4.2. May-Grunwald Giemsa bojenje preparata

Citospin preparati sa ukupnim peritonealnim celijama ispitivanih Zivotinja su
koris¢eni za morfolosku analizu prisustva razli¢itih populacija ¢elija. Po 100 pl ¢elijske
suspenzije (2.5 x 10* PMF po preparatu) naneto je u levkove sa montiranim
mikroskopskim ploc¢icama koje su prethodno premazane poli-L-lizinom i centrifugiranje
je vrseno pet min na 30 g u citocentrifugi (MPW-35, Poljska). Ovako pripremljeni
citospin preparati preliveni su May-Griinwald rastvorom (Merck KGaA, Nemacka) i
inkubirani 5 min. Po isteku inkubacije, preparati su isprani destilovanom vodom i potom
tretirani 15 min Giemsa rastvorom (razblazenja 1:10 u destilovanoj vodi), (Merck

KGaA, Nemacka). Nakon inkubacije, preparati su ponovo isprani destilovanom vodom,
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a zatim osuSeni na sobnoj temperaturi i posmatrani pod svetlosnim mikroskopom

OLYMPUS CX31 (Olympus, Japan).
3.4.3. Imunocitohemija

Citospin preparati sa peritonealnim makrofagima ispitivanih Zivotinja Ssu
korisc¢eni za imunocitohemijsko bojenje. Na gradijentu gustine pre¢iSéena i obogacena
populacija PMF je isprana u RPMI medijumu sa 2% FCS-a. Nakon toga je po 100 pl
éelijske suspenzije (2.5 x 10* PMF po preparatu) naneto u levkove sa montiranim
mikroskopskim plo¢icama koje su prethodno premazane poli-L-lizinom i centrifugiranje
je vrseno pet min na 30 g u citocentrifugi (MPW-35, Poljska). Tako pripremljeni
citospin preparati su koriS¢eni za odredivanje ekspresije CD68 molekula metodom
imunocitohemije koja se zasniva na reakciji antigena i antitela. Za uocavanje ove
interakcije koriS¢eno je imunoperoksidazno bojenje, gde je primarno antitelo
neobelezeno, a sekundarno je konjugovano sa biotinom ili enzimom peroksidazom rena
(engl. Horse Radish Peroxidase, HRP) koja moZe da pokrene bojenu reakciju. Kao
hromogen za ovaj tip reakcije je koriS¢en DAB, koji nakon razlaganja enzimom
peroksidazom rena razvija specifi¢nu braon boju.

e Pre same imunocitohemije, celije su fiksirane upotrebom 2%
pararozanilina.

e Potom, su plocice isprane u PBS-u i ¢elije su permeabilizovane pomocu
0.5% TritonX-100 kako bi se omogucio ulazak antitela u citoplazmu

e Nakon toga, plo¢ice su ponovo isprane u PBS-u, a potom je vrSena
inkubacija c¢elija u prisustvu odgovarajuc¢eg blokirajuceg seruma (20
min)

e Ovako pripremljene ¢elije su inkubirane u rastvoru primarnog antitela u
PBS-u jedan sat. Potom su sva nevezana primarna antitela uklonjena
duzim ispiranjem u PBS-u.

e U zavisnosti od prirode primarnog antitela, koris¢eno je odgovarajuce
sekundarno antitelo koja se specificno vezuje za ve¢ prisutno primarno
antitelo (koriS¢ena primarna i sekundarna antitela kao 1 njihova
razblaZzenja mogu se nac¢i u Tabelama 4. i 5.). Inkubacija je trajala 30

minuta.
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e Nakon ispiranja, za vizuelizaciju formiranin kompleksa antigena i
antitela koris¢en je DAB koji reaguje sa peroksidazom rena i u prisustvu
H202 se formira kompleks braon boje. Reakcija se prekida ispiranjem u
¢esmenskoj, pa u destilovanoj vodi.

e U slede¢em koraku je vrSeno kontrastiranje hematoksilinom, a potom
ispiranje u ¢esmenskoj vodi

e Za montiranje preparata koris¢en je kanada balzam i pokrovna stakalca.
3.4.4. Proto¢na citometrija

Nakon obogacivanja populacije PMF precis¢avanjem na gradijentu gustine
primenom protocne citometrije odredivana je ekspresija CD80, CD86, CD11b, MHCII,
CD54 i CD68 molekula. Koris¢ena su misija monoklonska antitela (mAt) (tabela 4)
specifi¢na za pacovske antigene, konjugovana biotinom ili direktno obelezena FITC-om
i avidin-fluorohrom kompleksom za vizuelizaciju.

PMF su neposredno pre dodavanja primarnog mAt isprane u hladnom rastvoru
PBS i NaN3; na 1800 rpm tokom osam minuta na +4°C. Nakon ispiranja, ¢elije su
resuspendovane u rastvoru PBS-a i NaNs do koncentracije od 1x10° éelija u 50ul po
epruveti za proto¢nu citofluorometriju. U suspenziju ¢elija su dodata mAt u finalnim
razblazenjima prikazanim u tabeli 4. Celije su potom inkubirane 30 minuta na +4°C, a
potom isprane u rastvoru PBS-a i NaNj3 (centrifugiranjem na 1800 rpm, osam minuta, na
hladnom) i fiksirane u 4% formalinu. Kontrolu su ¢inili uzorci sa adekvatnim

Fenotip obelezenih ¢elija je analiziran na EPICS XL-MCL proto¢nom
citofluorimetru  (Coulter, Krefeld, Nemacka), prema protokolima kreiranim u
SYSTEM™ I software programu. Detaljna analiza je izvedena primenom FCS Express
4 Flow Research Edition software programa (Tree Star Inc., SAD). Rezultati
citofluorimetrijske analize predstavljeni su kao numeric¢ka vrednost procenta obelezenih
¢elija, srednje vrednosti intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, mfi)
i u obliku histograma fluorescence. Jednoparametarski histogrami su predstavljeni
intenzitetom fluorescence na x osi 1 logaritamskom skalom broja analiziranih ¢elija na 'y
osi. Mfi predstavlja aritmeti¢ku sredinu intenziteta fluorescence pojedinacnih dogadaja

(Celija) izraZzenu u relativnim brojevima kanala fluorescencije (0-1024). Analizirano je
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najmanje 5000 celija po uzorku. Nivo nespecificne fluorescence odredivan je u
uzorcima koji su inkubirani sa irelevantnim mAt.
Za odredivanje ekspresije CD68 molekula u PMF vrsena je permeabilizacije

¢elija.
3.4.5. Odredivanje metabolicke aktivnosti

Metabolicka aktivnost makrofaga se moze detektovati kolorimetrijskom
metodom redukcije difenil tetrazolijum bromidne soli (MTT). Ovom metodom se
detektuje funkcija mitohondrijalnih enzima, $to moze da ukaZze na broj metabolicki
aktivnih ¢elija. Vijabilne ¢elije preuzimaju MTT i redukuju ga, prevodeci Zuto obojeni
rastvor MTT-a u sivo-crne kristale u mitohondrijama. lzolovane celije ukupnog
peritonealnog lavata i precis¢ene PMF su postavljeni u mikrotitarsku plocu koja ima 96
bunariéa u koncentraciji 1x10° ¢elija/udubljenju bez i u prisustvu stimulatora, u
cetvoroplikatima. Kao stimulator je koriS¢en lipopolisahard (LPS) u koncentraciji 100
ng/ml Celijske kulture. U svako udubljenje je dodato po 10ul MTT-a koncentracije
5mg/ml. Celije u mikrotitarskoj plo¢i su inkubirane tokom tri sata u standardnim
uslovima, nakon Cega je reakcija zaustavljena smesom SDS-HCI (10ml 10% SDS i
0.1ml 1N HCI). Nakon 24h inkubacije, meren je intenzitet apsorbance. Apsorbanca je
odredivana pomocu ELISA spektrofotometra (Behring ELISA Processor, Behring,
Germany) na talasnoj duzini 570nm (referentna 650nm). Odredivana je metabolicka

aktivnost makrofaga ex vivo, kao i in vitro nakon 24h inkubacije.
3.4.6. Test fagocitoze

Za procenu fagocitozne (pinocitozne) sposobnosti makrofaga koriS¢en je
kolorimetrijski esej. Celije oboga¢ene populacije PMF su postavljene u mikrotitarsku
plodu koja ima 96 bunari¢a u koncentraciji 1x10° ¢elija/udubljenju sa i bez stimulatora,
u Cetvoroplikatima. Kao stimulator je koris¢en LPS u finalnoj koncentraciji 100 ng/mi
¢elijske kulture. Nakon zavrSene inkubacije (1h za ex vivo analizu, 24h za in vitro
analizu) uklonjen je medijum, a u svaki bunari¢ je dodato po 50ul Neutral red-a
(razblazenje 1:300). Posle inkubacije od Cetiri sata, supernatant je odliven, a makrofagi
su isprani tri puta u PBS-u. Potom su u cilju detekcije fagocitovanog neutral red-a

makrofagi lizirani dodavanjem 100pul rastvora za lizu (1:1 etanol i 1% sir¢etna kiselina)
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po bunari¢u i inkubacija je trajala dva sata u standardnim uslovima kako bi se
fagocitovana boja oslobodila i rastvorila. Intenzitet apsorbance formiranog obojenog
rastvora je meren pomocu ELISA spektrofotometra (Behring ELISA Processor,

Behring, Germany) na talasnoj duzini 570nm (referentna 650nm).
3.4.7. Test adhezije za necelijski matriks

Za procenu spontane i indukovane adhezije makrofaga za necelijski matriks
(plastiku) koris¢en je modifikovani kolorimetrijski esej po Oez-u i sar. (1990). U
bunari¢e mikrotitarske ploge stavljeno je po 5x10° éelija obogacene populacije PMF u
prisustvu ili odsustvu forbol miristat acetata (PMA) u koncentraciji 250 ng/ml kulture.
Nakon dva sata inkubacije u standardnim uslovima neadherentne ¢éelije su uklonjene
ispiranjem ploce tri puta toplim PBS-om. Potom su adherentne celije fiksirane
dodavanjem metanola (7 minuta), i bojene 0.1% rastvorom metilenskog plavog u PBS u
trajanju od 15 minuta, na sobnoj temperaturi. Nakon isteka perioda inkubacije, vrSeno je
ispiranje ¢esmenskom vodom (3x) i plo¢e su ostavljene na vazduhu da se suSe. Boja je
rastvorena dodavanjem po 200ul 0.1N HCI u svaki bunari¢. Intenzitet rastvorene boje,
koji je direktno srazmeran broju Zivih Celija zalepljenih za plastiku, izmeren je na

spektrofotometru na talasnoj duzini od 650nm (referentna 570nm).
3.4.8. Test redukcije tetrazolijumske soli

Aktivirani makrofagi vrSe redukciju tetrazolijumske soli (NBT) do
monoformazana, a zatim do diformazana, uz pomo¢ enzima NADPH oksidaze.
Potencijal ¢elija da stvaraju reaktivne oblike kiseonika (engl. reactive oxigen species,
ROS) se moze odrediti merenjem redukcije NBT-a. Koli¢ina redukovanog NBT in vitro
je mera aktivacije MF, tj. proporcionalna je koli¢ini superoksida produkovanog od
strane aktiviranih makrofaga (Monboisse i sar, 1991). Nivo aktivnosti se detektuje na
osnovu promene boje, jer je oksidovana forma NBT Zuta, a redukovan diformazan je
plav do sivo-crn. Celije obogaéene populacije PMF su postavljeni u mikrotitarsku ploéu
koja ima 96 bunari¢a u koncentraciji 1x10° éelija/bunarici bezi u prisustvu stimulatora, u
Cetvoroplikatima. Kao stimulator je koris¢en PMA u koncentraciji 250 ng/ml celijske
kulture. U svaki bunari¢ se dodaje po 10ul NBT koncentracije 5mg/ml. Celije se

inkubiraju tokom 30-60 minuta na 37°C, nakon Cega je redukcije NBT-a zaustavljena
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smeSom SDS-HCI (10ml 10% SDS i 0.1ml 1IN HCI). Nakon prekonoéne inkubacije u
cilju razgradnje nagradenog diformazana, meren je intenzitet apsorbance, koji je
direktno srazmeran produkciji ROS od strane aktiviranin PMF. Apsorbanca je
odredivana pomocu ELISA spektrofotometra (Behring ELISA Processor, Behring,
Germany) na talasnoj duzini 570nm (referentna 650nm). Sposobnost produkcije ROS-a

je odredivana ex vivo, kao i in vitro nakon 24h inkubacije.
3.4.9. Odredivanje produkcije azot oksida

Odredivanjem nivoa nitrita Griess-ovom reakcijom indirektno se wvrsi i
odredivanje koli¢ine oslobodenog azot oksida (NO). Celije obogaéene populacije PMF
su postavljene u mikrotitarsku plodu koja ima 96 bunariéa u koncentraciji 1x10°
¢elija/bunari¢u bez i u prisustvu stimulatora, u ¢etvoroplikatima. Kao stimulator je
koris8¢en LPS u koncentraciji 100ng/ml Celijske kulture. Nakon 24 sata inkubacije
(37°C, 5% CO, po 50ul kondicioniranog medijuma iz svakog bunari¢a je prebateno na
novu sterilnu mikrotitarsku plocu. Potom je u svaki bunari¢ u kome se nalazi
supernatant pazljivo dodato po 50ul smese Griess-0vog reagensa (reagens A i reagens B
u odnosu 1:1). Nakon 10 minuta inkubacija na sobnoj temperaturi, intenzitet rastvorene
boje, srazmeran koncentraciji nitrita, odredivan je pomoc¢u ELISA spektrofotometra
(Behring ELISA Processor, Behring, Germany) na talasnoj duzini 570nm (referentna
650nm). Na osnovu standardne krive za koncentraciju nitrita, izvrSeno je
preracunavanje i za ispitivane uzorke i koncentracija nitrita je izrazena u pM, a

predstavlja indirektnu meru koli¢ine oslobodenog NO-a.
3.4.10. Odredivanje produkcije citokina

Produkcija solubilnih molekula je odredivana u supernatantima u kojima su
obogaceni PMF in vitro gajeni tokom 24 sata. Odredivani su nivoi citokina IL-10 i
TNF-o upotrebom komercijalnih ELISA testova po uputstvu proizvodaca (eBioscience,
SAD).

Mikrotitarske ploce oblozene antitelima specificnim za pacovski IL-10 ili TNF-a
ostavljene su tokom noé¢i na +4 °C radi inkubacije. Ujutru je plo¢a tri puta isprana
puferom za ispiranje (K-PBS sa 0.05% Tween 20) u automatskom ispira¢u (Anthos
Fluido, ASYS, Hitech, Austria) i blokirana dodatkom 200ul rastvora koji sadrzi PBS i
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govedi serum. Usledila je jednoCasovna inkubacija, nakon koje je ploca na identican
nacin isprana. U bunarice je potom dodato po 100ul standarda (rekombinantni pacovski
IL-10 ili TNF-a) u dvostrukim opadaju¢im koncentracijama. Po isteku inkubacije od
dva sata i ispiranja, u bunari¢e mikrotitarske ploce je dodato biotinom obelezeno
sekundarno antitelo i ostavljeno da se inkubira sat vremena. Nakon toga, nevezana
antitela su isprana, a u bunari¢e je dodato po 100ul streptavidinom konjugovanog
enzima peroksidaze rena, u trajanju od 30 minuta. Kao supstrat za ovaj enzim je
koris¢eno po 100ul smese vodonik peroksida i tetrametilbenzidina u trajanju od 15
minuta u mraku. Kona¢no, u finalnom koraku dodato je po 50 ul rastvora za
zaustavljanje reakcije (2N H,SO,). Intenzitet boje je meren upotrebom ELISA
spektrofotometra (Behring ELISA Processor, Behring, Germany) na talasnoj duzini
450nm. Koncentracija citokina u svakom od uzoraka je odredena na osnovu standardne

krive i izrazavana je u pg/ml kulture.

3.5. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza rezultata izvrSena je pomoc¢u IBM SPSS Statistics programa
(SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA). Svi numeri¢ki parametri su prikazani kao srednja
vrednost merenja/procenat + standardna devijacija/standardna greska. Za opisivanje
dobijenih rezultata koris¢ene sue metode deskriptivne statistike: 1. Mere centralne
tendencije (aritmeticka sredina) i 2. Mere varijabiliteta (standardna devijacija ili
standradna greska). U statistickoj obradi podataka za poredenje medu grupama
kori$éena je analiza varijanse (Anova test), a za odredivanje znacajnosti u razlikama u
ispitivanjima PMF koriS¢en je T-test. Verovatnoca nulte hipoteze manja od 0.05

(p<0.05) smatrana je statisticki znacajnom.

62



4. REZULTATI
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4.1. DINAMIKA OPORAVKA FEMORALNOG NERVA NAKON
TRANSEKCIJE | TERMINO-TERMINALNE ANASTOMOZE

Podaci prikazani u tabeli 7 ukazuju da nakon povrede motorne grane n.
femoralis-a 1 njene rekonstrukcije, tokom perioda pracenja dolazi do postepene

regeneracije nervnog tkiva i funkcionalnog oporavka funkcije misi¢a kvadricepsa.

Tabela 7. Parametri oporavka mi$ic¢a kvadricepsa koji ukazuju na regeneraciju

motorne grane femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka

_ EMG aktivnost misica Atrofija miSica kvadricepsa
Period ) _ ) _ ) _ Test
kvadricepsa inervisanog  [inervisanog rekonstruisanom )
nakon ) hodanja,
rekonstruisanom motornom motornom granom
povrede ugao
_ granom femoralnog nerva u | femoralnog nerva u odnosu ]
(dani) _ ) (stepeni)
odnosu na kontralateralni (%) na kontralateralni (%)
1 10+4 0 103+ 8
3 18+5 0 99+7
7 5+3 0.17 £0.08 07 +8
14 3216 0.37+£0.11 05+8
21 39+7 0.38 £0.08 88+ 7
30 50+7 0.30 £ 0.09 8l+2
60 64 £13 0.18+£0.12 76+ 3
90 72+21 0.10 £ 0.06 74+ 4
120 92+38 0.16 £ 0.13 76+ 1.4

4.1.1. Funkcionalni oporavak procenjivan testom hodanja nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane

femoralnog nerva tokom perioda oporavka

Test ponasanja je koriS¢en za procenu funkcionalnog stanja misi¢a kvadricepsa
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nakon povrede motorne grane n. femoralis i njegove rekonstrukcije. Rezultati ovog testa

dobijeni za sve ispitivane termine tokom oporavka su prikazani na grafiku 1.
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Grafik 1. Vrednosti ugla izmerene koris¢enjem testa hodanja u cilju procene
funkcionalnog oporavka nakon povrede motorne grane femoralnog nerva tokom
ispitivanog perioda oporavka
Radi procene abnormalnosti hoda, meren je ugao koji formiraju zamisljena linija koja
deli stopalo pacova na pola i zamisljena, horizontalna linija na povrsini kojom se
Zivotinja krece, u momentu kada su prsti u fazi odvajanja od podloge. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti uglova.

*p<0.05vsL

L - laZno operisane Zivotinje (horizontalna linija), crni stubiéi — operisane Zivotinje

Sa grafika 1 se uocava da vrednost ugla koji pri hodanju formira ekstremitet na
kome je izvrSena transekcija i rekonstrukcija motorne grane n. femoralis-a najveca
prvog dana nakon povrede i da se tokom perioda prac¢enja njegova vrednost smanjuje.
Vrednosti ugla koji se formira pri hodanju operisanih Zivotinja nakon prvog, treceg,
sedmog, 14. i 21. dana od povrede su statisticki znacajno veée u poredenju sa

vrednostima ugla koje pri hodanju formiraju laZzno operisane Zivotinje u istim
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ispitivanim terminima. Kako vreme od povrede prolazi, razlika u vrednosti uglova
izmedu operisanih i lazno operisanih Zivotinja je sve manja i nakon 30 dana od

operacije ne postoji statisticka znacajnost.

4.1.2. Atrofija miSiéa kvadricepsa nakon transekcije i termino-
terminalne anastomoze motorne grane femoralnog nerva tokom

perioda oporavka

Na grafiku 2 prikazan je procenat atrofije misi¢a inervisanih rekonstruisanom

motornom granom n. femoralis-a.

*
*
*
* ' i
7 14 21 30 60 20 1

1 3

0.5

045

=
s o ©
W Lh A

rekostruisanim nervom (%)
(=] [=]
)
(¥} [\ ] Lh

Atrofija mifi¢a kvadricepsa Inervisanog
e

0.0

Lh

(=]

20
Period pracenja nakon povrede (dani)

Grafik 2. Atrofija misi¢a kvadricepsa inervisanog rekonstruisanim nervom
nakon povrede motorne grane femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka
Izmereni su misici izolovani iz operisanog i kontralateralnog ekstremiteta. Mase misi¢a
su prikazane kao procenat telesne atrofije ([(masa kontralateralnog misi¢a - masa
operisanog misica)/ukupna telesna masaj x 100) u odnosu na kontrolni, kontralateralni
ekstremitet. Podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SE procenta atrofije.
*p<0.05vsL

lazno operisane Zivotinje (atrofija je 0%), crni stubic¢i — operisane Zivotinje

Sa grafika se vidi da prvog i treeg dana nakon povrede jo§ uvek ne postoji
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razvijena detektabilna atrofija miSi¢a kvadricepsa. Sedmog dana od povrede, procenat
atrofije misica kvadricepsa inervisanog rekonstruisanim nervom znacajno raste i postaje
statisticki znaCajan u poredenju sa vrednostima dobijenim kod lazno operisanih
zivotinja. Najveca vrednost procenta atrofije je zabelezena 21. dana nakon povrede.
Nakon toga, u 30. danu opada ali je i dalje statisticki znacajno veca u poredenju sa lazno
operisanim zivotinjama. Nakon 60. dana pa sve do kraja ispitivanog perioda oporavka

mali stepen atrofije je prisutan ali nije statisticki znacajan.

Slika 10. Misi¢ kvadricepsa inervisan kontralateralnim intaktnim nervom (levo) i
rekonstruisanim nervom (desno) 21. dana nakon transekcije i rekonstrukcije motorne

grane femoralnog nerva

Na slici 10 je prikazana reprezentativna fotografija misica kvadricepsa
inervisanog rekonstruisanim i kontralateralnim intaktnim nervom 21. dana oporavka. Sa
ove slike se uoCava znacajno smanjenje veli¢ine miSi¢a kvadricepsa inervisanog
rekonstruisanim nervom (slika 10 levo) u poredenju sa veli¢inom misic¢a inervisanog

kontralateralnim intaktnim nervom (slika 10 desno).

4.1.3. Elektromiografska aktivnost miSica kvadricepsa nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane

femoralnog nerva tokom perioda oporavka

Rezultati elektromiografske (EMG) procene funkcionalnog stanja misica
kvadricepsa nakon povrede motorne grane n. femoralis-a i njegove rekonstrukcije

prikazani su na grafiku 3. Uocava se da su vrednosti izmerenog EMG-a misica
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kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva
statistiCki zna¢ajno manje u poredenju sa vrednostima kod lazno operisanih Zzivotinja
sve do 60. dana oporavka. Sa grafika se uocava da je vrednost procenta EMG-a u
odnosu na kontralateralni ekstremitet niska prvog dana nakon povrede, dok tre¢eg dana
nakon povrede pokazuje mali ali znacajan rast. Sedmog dana od povrede beleZi se
najniza vrednost EMG-a misic¢a kvadricepsa. Vrednost izmerenog EMG-a raste tokom

ispitivanog perioda i 120. dana iznosi preko 90% vrednosti izmerene za kontralateralni

EMG (%)

misic.
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L
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80 *
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% %
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0 [ ]
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Period pra¢enja nakon povrede (dani)

Grafik 3. EMG aktivnost misic¢a kvadricepsa inervisanog rekonstruisanim
nervom nakon povrede motorne grane femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda
oporavka
Akcioni potencijali misic¢a kvadricepsa su snimljeni nakon stimulisanja femoralnog
nerva. Motorna grana femoralnog nerva je stimulisana proksimalno od mesta suture
koriscenjem stimulatorne elektrode, dok su radi merenja oporavka misi¢a kvadricepsa
na sam misic¢ postavljene monoplarne elektrode. Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SE procenta EMG u odnosu na kontralateralni misi¢ inervisan intaktnim
femoralnim nervom.

*p<0.05vsL

L - lazno operisane Zivotinje (horizontalna linija), crni stubici - operisane Zivotinje.
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4.1.4. Promena gustine ¢elijskih jedara femoralnog nerva nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane

femoralnog nerva tokom perioda oporavka

Slika 11. Svetlosne mikrografije popre¢nih preseka rekonstruisanih i kontralateralnih

motornih grana femoralnih nerava operisanih Zivotinja
Preparati nerva su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uveé¢anju od 40 puta
je vrseno slikanje.

(A-kontralateralni nerv, B-rekonstruisani nerv).

Na slici 11 su prikazane svetlosne mikrografije poprecnih preseka
rekonstruisanih i kontralateralnih motornih grana femoralnog nerva operisanih zivotinja

tokom prvih 30 dana oporavka.
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Sa ovih mikrografija se uocava da je gustina ¢elijskih jedara u rekonstruisanim
motornim granama femoralnog nerva (slike B) znacajno ve¢a u odnosu na gustinu u
kontralateralnim intaktnim motornim granama nerva (slike A). Rezultati odredivanja
gustine ¢elijskih jedara motorne grane rekonstruisanog i kontralateralnog n. femoralis-a
u ispitivanim terminima tokom perioda oporavka su prikazani na grafiku 4. Sa grafika
se moze uociti veca gustina jedara rekonstruisanog nerva u odnosu na kontralateralni u

periodu od tre¢eg do 30. dana oporavka.

7000

6000

Ok
Bo

5000 * #
4000

3000

=
2000
- |_I “
0
30 60 90 120

1 3 7 14 21

Gustina éelijskih jedara nerva (broj jedara/mm?)

Period pracenja nakon povrede (dani)

Grafik 4. Gustina ¢elijskih jedara rekonstruisane i kontralateralne motorne grane
n. femoralis-a tokom ispitivanog perioda oporavka

Pripremljeni preparati poprecnih preseka nerva su posmatrani pod mikroskopom i pri

uvecanju od 40 puta je vrseno slikanje ukupne povrsine preseka, nakon cega su
napravljene fotografije spajane u mozaik celog preseka. Jedra su izbrojana i odredena

je njihova gustina (broj celijskih jedara/mm?2). Podaci su prikazani kao srednja

vrednost = SE vrednosti gustine celijskih jedara.
*p<0.05vs K

(rekonstruisani nerv - crni stubiéi; kontralateralni intaktni nerv -beli stubici
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Rezultati odredivanja gustine jedara motorne grane n. femoralis-a nakon njene
transekcije i rekonstrukcije tehnikom termino-terminalne anastamoze u ispitivanim
terminima tokom perioda oporavka su prikazani na slici 12 i grafiku 5. Gustina jedara u
rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva je najmanja prvog dana nakon
povrede. Tre¢eg dana nakon povrede gustina jedara dostize maksimalnu vrednost koja u

narednim danima kontinuirano opada.

90.dan

Slika 12. Svetlosne mikrografije popreénih preseka rekonstruisanih femoralnih nerava
operisanih zivotinja tokom ispitivanog perioda oporavka
Preparati nerva su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uveéanju od 40 puta

Jje vrseno slikanje.
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Grafik 5. Gustina Celijskih jedara u motornoj grani n. femoralis-a tokom
ispitivanog perioda oporavka
Pripremljeni preparati poprecnih preseka nerva su posmatrani pod mikroskopom i pri
uvecanju od 40 puta je vrseno slikanje ukupne povrsine preseka, nakon cega su
napravljene fotografije spajane u mozaik celog preseka. Jedra su izbrojana i odredena
je njihova gustina (broj celijskih jedara/mm?2). Podaci su prikazani kao srednja
vrednost = SE vrednosti gustine Celijskih jedara.
*p<0.05vsL

O — rekonstruisani nerv, L — intaktni nerv lazno operisanih Zivotinja

4.1.5. Prisustvo Svanovih éelija u motornoj grani femoralnog nerva
nakon transekcije i termino-terminalne anastomoze tokom

perioda oporavka

Na slici 13 je prikazana ekspresija S100 proteina markera Svanovih ¢elija i MBP
proteina na osnovu kog se procenjuje struktura mijelinskog omotac¢a u motornoj grani
femoralnog nerva lazno operisanih Zivotinja (slika 13 A) 1 kontralateralnom intaktnom
nervu operisanih zivotinja (slika 13 B). Na osnovu detektovane imunoreaktivnosti moze
se re¢i da ne postoje razlike u broju Svanovih éelija i strukturi mijelinskog omotaca

izmedu motorne grane femoralnog nerva lazno operisanih zivotinja i motorne grane
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kontralateralnog intaktnog nerva operisanih zivotinja. U oba slucaja se uocava ocuvana

struktura nerva.

S 100

Preklopljeno

Slika 13. Dvojno imunofluorescentno obelezavanje S100 (crveno) i mijelin baznog
proteina ( ) u motornoj grani femoralnog nerva lazno operisanih zivotinja (A) i
kontralateralnom intaktnom nervu operisanih zivotinja (B)

U cilju detekcije prisustva Svanovih éelija i promena u mijelinskom omotacu koriséeno
je imunofluorescentno bojenje poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n.
femoralis-a antitelima specificnim za S100 i MBP. Reprezentativne slike
imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka motorne grane n. femoralis-a

operisanih Zivotinja. Uvecanje 40x.

Na slici 14 je detekcijom ekspresije S100 proteina imunohistohemijskom
tehnikom prikazana dinamika prisustva Svanovih Celija u rekonstruisanoj motornoj
grani femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka. Sa slike se uocava da je
prvog dana oporavka prisutan obrazac imunoreaktivnosti slican onom kod lazno
operisanih zivotinja (slika 13 A), kao i u kontralateralnoj intaktnoj motornoj grani n.
femoralis-a (slika 13 B). Tre¢i postoperativni dan karakteriSe pojacana
imunoreaktivnost za S100 protein, kao i promenjena morfologija Svanovih éelija §to sve

ukazuje na prisustvo veéeg broja dediferenciranih Svanovih éelija. U sedmom danu
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oporavka je prisutan sli¢an obrazac imunoreaktivnosti kao i u tre¢em danu. Srpasta
morfologija Svanovih éelija koja je odlika mijelinizirajuéih ¢elija se ponovo uocava u
14. danu nakon transekcije i rekonstrukcije motorne grane n. femoralis-a. Nakon 21.
dana pa sve do kraja posmatranog perioda oporavka (120. dan) imunoreaktivnost za
S100 je slicna imunoreaktivnosti kod lazno operisanih Zivotinja i kontralateralnoj

intaktnoj motornoj grani femoralnog nerva (slika 13 A, B).

1. dan 7. dan

14. dan 21. dan 30. dan

60. dan 90. dan 120. dan

Slika 14. Prisustvo Svanovih ¢elija u rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva
tokom ispitivanog perioda oporavka
U cilju detekcije prisustva Svanovih celija koriséeno je imunofluorescentno bojenje
poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima
specificnim za S100 protein. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja
poprecnih preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja.

Uvecanje 40x.



4.1.6. Prisustvo mijelin baznog proteina u motornoj grani femoralnog
nerva nakon transekcije i termino-terminalne anastomoze tokom

perioda oporavka

Za procenu stanja mijelinskog omotaca nakon transekcije i rekonstrukcije motorne
grane n. femoralis-a kori$¢eno je imunofluorescentno bojenje za MBP. Rezultati ovog

bojenja su prikazani na slici 15.

1. dan

60. dan 90. dan 120. dan

Slika 15. Prisustvo mijelin baznog proteina u rekonstruisanoj motornoj grani
femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka
U cilju detekcije promena u mijelinskom omotacu koriséeno je imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima
specificnim za MBP. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih
preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Uveéanje
40x.
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Imunoreaktivnost za MBP zabelezena prvog dana oporavka ukazuje na jos uvek
ocuvanu strukturu aksona i mijelinskog omotaca. S druge strane, tre¢eg dana oporavka
prisutna je imunoreaktivnost u obliku tackastih nakupina Sto odgovara razgradenom
mijelinu. Obrazac imunske reakcije se menja u sedmom danu kada se uo¢ava intenzivno
bojenje oko pojedinac¢nih aksona. Nakon 14 dana od transekcije i termino-terminalne
anastomoze motorne grane femoralnog nerva i dalje se pove¢ava imunoreaktivnost za
MBP. Od 21. dana do kraja pracenja oporavka (120. dan) imunoreaktivnost se
ujednacava, povecana je debljina mijelinskog omotaca koja je sli¢na onoj detektovanoj

na nervima lazno operisanih Zivotinja i kontralateralnom intaktnom nervu (slika 13A,B).

3. dan 7. dan

14. dan 21. dan 30. dan

60. dan 90. dan 120. dan

Slika 16. Dvojno imunofluorescentno obelezavanje S100 (crveno) i mijelin baznog
proteina ( ) u rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva tokom ispitivanog
perioda oporavka
U cilju istovremene detekcije promena u mijelinskom omotacu i prisustva Svanovih
celija koriscéeno je dvostruko imunofluorescentno bojenje poprecnih preseka tkiva
rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima specificnim za MBP i S100.

Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka rekonstruisane
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motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Uveéanje 40x.

Na slici 16 je prikazano dvojno bojenje za S100 (crveno) i MBP (zeleno). Sa
ovih reprezentativnih slika se u svim ispitivanim vremenskim tackama oporavka uocava
kolokalizacija S100 i MBP-a osim u tre¢em danu gde se uoc¢avaju samo dediferencirane

Svanove ¢elije i ostaci razgradenog mijelina.

4.1.7. lzrastanje aksona u motornoj grani femoralnog nerva nakon
transekcije 1 termino-terminalne anastomoze tokom perioda

oporavka

U motornoj grani kontrolnog femoralnog nerva lazno operisanih Zivotinja
imunoreaktivnost za GAP-43 se skoro ne uocava (slika 17 A). Kod operisanih Zivotinja
u motornoj grani kontralateralnog femoralnog nerva (slika 17 B) nije uocena razlika u

imunoreaktivnosti za GAP-43 u odnosu na lazno operisane Zivotinje (slika 17 A).

A B

Slika 17. Imunofluorescentno obelezavanje GAP-43 u motornoj grani
femoralnog nerva lazno operisanih zivotinja (A) i kontralateralnom intaktnom nervu
operisanih Zivotinja (B)

U cilju detekcije oporavka i rasta aksona koris¢eno je imunofluorescentno bojenje
poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima
specificnim za GAP-43. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih
preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Uvecéanje
40x.
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Za procenu rasta aksona tokom ispitivanog perioda oporavka praena je
ekspresija GAP-43 kao markera rasta aksona (slika 18). U prvom danu se jo§ uvek
uocava normalan obrazac imunoreaktivnosti za GAP-43 sli¢an onom koji se detektuje u
nervima lazno operisanih zivotinja (slika 17 A) i u intaktnom kontralateralnom nervu
operisanih zivotinja (slika 17 B). U periodu od treteg do 14. dana je smanjena
imunoreaktivnost za GAP-43, nakon ¢ega se uoCava izuzetno povecanje rasta aksona
gde se u 30. danu uocava veci broj sitnijih i manji broj krupnijih aksona. Nasuprot tome,
u 90. i 120. danu se uocava smanjen broj aksona manjeg dijametra u korist aksona

veceg dijametra.

14. dan 21. dan 30. dan

60. dan 9(0. dan 120. dan

Slika 18. Imunofluorescentno obelezavanje GAP-43 u rekonstruisanoj motornoj
grani femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka
U cilju detekcije oporavka i rasta aksona koriséeno je imunofluorescentno bojenje
poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima
specificnim za GAP-43. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih
preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Uvecéanje
40x.



4.1.8. Gustina éelijskih jedara miSi¢a kvadricepsa nakon transekcije i
termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog

nerva tokom perioda oporavka

Rezultati odredivanja gustine jedara misi¢a kvadricepsa nakon povrede motorne
grane n. femoralis i njene rekonstrukcije u poredenju sa dobijenim rezultatima u
kontralateralnom nervu prikazani su na grafiku 6. Sa grafika se uocava da prvog dana
nakon povrede nisu detektovane razlike u gustini ¢elijskih jedara. Potom gustina jedara
u misicu inervisanom rekonstruisanim nervom u odnosu na kontralateralni misi¢
inervisan intaktnim nervom raste i u periodu od treCeg do 60. dana oporavka je
statisticki znacajno veca. U 90. i 120. danu oporavka razlike se vise ne detektuju.
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Grafik 6. Gustina ¢elijskih jedara miSic¢a kvadricepsa inervisanih
rekonstruisanom i kontralateralnom motornom granom n. femoralis-a tokom ispitivanog
perioda oporavka
Pripremljeni preparati poprecnih preseka misi¢a kvadricepsa su posmatrani pod
mikroskopom i slikani pri uvecanju od 40 puta. Pravljeno je 20 fotografija razlicitih
regiona preseka. Jedra su izbrojana i odredena je njihova gustina (broj jedara/mm?2).
Podaci su prikazani kao srednja vrednost = SE vrednosti gustine jedara.
*p<0.05vs K
O — misi¢ inervisan rekonstruisanim nervom, K — kontralateralni misi¢ inervisan

intaktnim nervom
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Na slici 19 su prikazane reprezentativne svetlosne mikrografije poprecnih
preseka misica kvadricepsa inervisanih rekonstruisanim i kontralateralnim motornim
granama femoralnog nerva operisanih Zivotinja tokom prvih mesec dana oporavka se
kojih se jasno vidi povecanje gustine Celijskih jedara prisutnih u miSi¢u inervisanom

rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva.

Slika 19. Svetlosne mikrografije popre¢nih preseka misi¢a kvadricepsa inervisanih

rekonstruisanim i kontralateralnim motornim granama femoralnog nerva operisanih
zivotinja
Preparati misic¢a su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uveéanju od 40 puta
je vrseno slikanje.

(A-kontralateralni misi¢, B-misi¢ inervisan rekonstruisanim nervom).
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60. dan ' ; ' - 120. dan

Slika 20. Svetlosne mikrografije popre¢nih preseka misi¢a kvadricepsa inervisanih
rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva operisanih zivotinja tokom
ispitivanog perioda oporavka
Preparati misi¢a su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uvec¢anju od 40 puta

je vrseno slikanje.

Reprezentativne svetlosne mikrografije popre¢nih preseka misi¢a kvadricepsa
inervisanog rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva tokom prvih mesec
dana oporavka (slika 20). Sa ovih mikrografija se uocava od treeg do 60. dana
oporavka povecana gustina cCelijskih jedara. Kvantifikovani rezultati gustine celijskih
jedara misic¢a kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom motornom granom femoralnog
nerva su prikazani na grafiku 7. Rezultati prikazani na ovom grafiku jasno govore o
statisticki znacajno vecoj gustini ¢elijskih jedara u miSicu inervisanom rekonstruisanom

motornom granom femoralnog nerva u poredenju sa istom kod lazno operisanih
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zivotinja u periodu od treceg do 60. dana oporavka. U 90. i 120. danu oporavka

zabelezena je priblizno ista gustina ¢elijskih jedara kao 1 kod lazno operisanih zivotinja.
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Grafik 7. Gustina ¢elijskih jedara miSi¢a kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom
motornom granom n. femoralis-a tokom ispitivanog perioda oporavka
Pripremljeni preparati poprecnih preseka misica kvadricepsa su posmatrani pod
mikroskopom i slikani pri uveéanju od 40 puta. Pravijeno je 20 fotografija razlicitih
regiona preseka. Jedra su izbrojana i odredena je njihova gustina (broj jedara/mm?2).
Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti gustine jedara.
*p<0.05vsL

O — rekonstruisani nerv, L — intaktni nerv lazno operisanih Zivotinja

4.1.9. Prisustvo satelitskih ¢elija wu miSicu kvadricepsu nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane

femoralnog nerva tokom perioda oporavka

Na slikama 21, 22 i1 23 je prikazana promena u broju satelitskih ¢elija pracena
kombinacijom Ki-67, markera proliferacije, i Pax7 i VCAM-1 molekula u misi¢u

kvadricepsu inervisanom rekonstruisanom motornom granom n. femoralis-a prac¢enog

82



perioda oporavka.

DAPI Ki-67 Pax7 Preklopljeno

Slika 21. Ekspresija Pax7 ( ) i Ki-67 (crveno) u misi¢u kvadricepsu

Kontrola

1. dan nakon povrede

3. dan nakon povrede

7. dan nakon povrede

inervisanom rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva operisanih zivotinja
tokom prvih sedan dana oporavka
U cilju detekcije prisustva satelitskih celija koriséeno je dvostruko imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva misica kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom
motornom granom n. femoralis-a antitelima specificnim za Pax-7 i Ki67.
Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka misica

kvadricepsa. Uvecanje 40x.

Na slici 21 se uoc€ava da do tre¢eg dana nema velikih promena u broju satelitskih
¢elija. U sedmom danu se uocava veliko povecanje broja satelitskih celija. S obzirom da
postoji apsolutno preklapanje ekspresije Pax7 molekula i Ki-67 (zuta fluorescenca na

preklopljenoj slici 21) moze se zakljuciti da su ¢elije koje proliferisu satalitske Celije.
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14. dan nakon povrede Kontrola

21. dan nakon povrede

30. dan nakon povrede

Ovaj trend se nastavlja i u periodu od 14. do 120. dana oporavka §to je prikazano
na slikama 22 i 23.

Preklopljeno

Slika 22. Ekspresija VCAM-1 (crveno) i Ki-67 ( ) U miSic¢u kvadricepsu
inervisanom rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva operisanih zivotinja
u periodu od 14. do 30. dana oporavka
U cilju detekcije prisustva satelitskih celija korisceno je dvostruko imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva misica kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom
motornom granom n. femoralis-a antitelima specificnim za VCAM-1 i Ki-67.
Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka misica

kvadricepsa. Uvecanje 40x.
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Kontrola

60. dan nakon povrede

120. dan nakon povrede

Preklopljeno

90. dan nakon povrede

Slika 23. Ekspresija VCAM-1 (crveno) i Ki-67 ( ) U miSic¢u kvadricepsu
inervisanom rekonstruisanom motornom granom femoralnog nerva operisanih Zivotinja
u periodu od 60. do 120. dana oporavka
U cilju detekcije prisustva satelitskih ¢elija korisc¢eno je dvostruko imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva misica kvadricepsa inervisanog rekonstruisanom
motornom granom n. femoralis-a antitelima specificnim za VCAM-1 i Ki67.
Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka misica

kvadricepsa. Uvecanje 40x.

4.2. EFEEKAT TERAPIJE VITAMINIMA B KOMPLEKSA NA
OPORAVAK FEMORALNOG NERVA

Drugi deo doktorske teze se odnosio na ispitivanje efekata terapije vitaminima B
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kompleksa na funkcionalni oporavak miSi¢a kvadricepsa nakon transekcije 1
rekonstrukcije motorne grane n. femoralis-a i Celijske procese koji se deSavaju u
povredenom nervu 1 miSi¢u inervisanom rekonstruisanom motornom granom

femoralnog nerva.

4.2.1. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na funkcionalni
oporavak procenjivan testom hodanja nakon transekcije i
termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog

nerva

Na grafiku 8 su prikazane vrednosti uglova koje pri hodanju formiraju
ekstremiteti ¢iji je miSi¢ kvadriceps inervisan rekonstruisanim n. femoralis-om

netretiranih i kompleksom vitamina B tretiranih zivotinja.

*

* * R
DO
100 iy £, " m or
J’_
£l 80 ¥
[P]
3 ad 1 N 1
< 60
2
en
= 40
20
1 3 7 14

Period nakon povrede (dani)

Grafik 8. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na vrednosti ugla izmerene
koris¢enjem testa hodanja u cilju procene funkcionalnog oporavka nakon transekcije i
termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog nerva
Radi procene abnormalnosti hoda, meren je ugao koji formiraju zamisljena linija koja
deli stopalo pacova na pola i zamisljena, horizontalna linija na povrsini kojom se
Zivotinja krecée, u momentu kada su prsti u fazi odvajanja od podloge. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti uglova.

*p<0.05vsL
+p<0.05vs O
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L - lazno operisane Zivotinje, O — operisane Zivotinje, OT — operisane i tretirane

Zivotinje

Kod obe grupe zivotinja sa povredenim nervom, operisane, netretirane (O) i
operisane, tretirane (OT), uocava se znacajno povecanje vrednosti uglova neposredno
nakon povrede kao i postepeni oporavak tokom vremena. Najvece vrednosti ugla su
primeéene prvog dana nakon povrede (110.7 + 3.1 i 109.8 £+ 3.4 stepeni za operisanu,
netretiranu i operisanu, tretiranu grupu). Razlika u vrednostima ugla izmedu obe grupe
operisanih Zivotinja u odnosu na grupu lazno operisanih Zivotinja (L) je bila visoko
statisti¢ki znacajna (74.0 £ 5.6 stepeni) bez znacajne razlike izmedu O i OT grupa. Kod
obe grupe operisanih Zivotinja primec¢eno je smanjenje vrednosti ugla tokom vremena
(treci i sedmi postoperativni dan) sa znacajnim razlikama izmedu O (104.2 + 3.6 za treci
1 943 £5.5 za sedmi dan) i OT grupa (99.0 £ 3.2 za tre¢i ,0dnosno 90.9 + 2.8 za sedmi
dan) u odnosu na lazno operisane (75.3 = 7.6 za tre¢i i 68.7 + 5.0 za sedmi dan). Razlike
izmedu O i1 OT grupa se i dalje bile bez statistiCke znacajnosti. Medutim, 14 dana nakon
povrede uocena je statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima ugla izmedu O i OT grupa
(91.9 £ 3.6 i 79.1 £ 2.2). Efekat terapije na smanjenje ugla koji povredeni ekstremitet

formira je prikazan i na slici 24.

14. dana nakon povrede

Slika 24. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na funkcionalni oporavak nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog nerva
Fotografije unutrasnje rotacije stopala povredenog ekstremiteta O i OT Zivotinja

O — operisane zivotinje, OT — operisane i tretirane zZivotinje
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4.2.2. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na atrofiju miSi¢a
kvadricepsa nakon transekcije i termino-terminalne anastomoze

femoralnog nerva

Na grafiku 9 prikazan je efekat terapije vitaminima B kompleksa na atrofiju
miSi¢a kvadricepsa nakon povrede motorne grane femoralnog nerva i njegove
rekonstrukcije tehnikom termino-terminalne anastamoze tokom perioda posmatranja u
prvom, trecem, sedmom i 14. danu. Nije primeéena atrofija miSi¢a ni kod jedne od
eksperimentalnih grupa (O i OT) prvog i treceg dana od povrede. Sedmog dana od
povrede, uocen je znaCajan stepen miSi¢ne atrofije kod obe grupe operisanih Zivotinja
(0.21 £ 0.03 1 0.17 = 0.04 od intaktnog miSi¢a) u odnosu na grupu lazno operisanih
zivotinja. Razlika u masi miSi¢a izmedu grupa operisanih zivotinja (O i OT) nije bila
znatajna. Cetrnaest dana od povrede konstatovana je progresija miSi¢ne atrofije kod obe
grupe operisanih zivotinja (0.37 = 0.07 za O 1 0.33 + 0.09 za OT grupu) u odnosu na
vrednosti atrofije sedmog postoperativnog dana. Medutim, razlika u stepenu atrofije
izmedu O 1 OT grupa 1 dalje nije statisticki znacajna zbog uocljivih velikih standardnih

devijacija posledice nepreciznosti testa.
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Grafik 9. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na atrofiju misic¢a kvadricepsa nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog nerva
Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD.

*p<0.01, *p<0.00] vs L
L (belo) - lazno operisane Zivotinje, O (Siv0) — operisane zZivotinje, OT (Crno) -

operisane i tretirane zivotinje
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4.2.3. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na elektromiografsku
aktivnost miSica Kkvadricepsa nakon transekcije i termino-

terminalne anastomoze femoralnog nerva

Efekat terapije vitaminima B kompleksa na elektromiografsku aktivnost misica
kvadricepsa nakon povrede motorne grane n. femoralis-a i njegove rekonstrukcije
prikazani su na grafiku 10. U poredenju sa kontralateralnim misi¢em, EMG aktivnosti
kvadricepsa obe operisane grupe zivotinja (O i OT) pokazuju znacajno smanjenje
vrednosti (7.67 £ 3.84 za O i 6.52 + 1.83 za OT grupu) bez statisti¢ki znacajnih razlika
izmedu operisanih grupa.

Vrednosti EMG su povisene tre¢eg dana sa znacajnom razlikom izmedu
operisanih grupa (18.66 = 4.70 za O i 31.84 + 589 za OT grupu). Sedmog
postoperativnog dana dolazi do pada vrednosti EMG za obe operisane grupe (6.07
0.80 za O i 9.79 + 1.48 za OT) a potom do znaCajnog porasta vrednosti 14. dana
oporavka (28.60 + 2.49 za O i 41.37 + 5.47 za OT grupu). Tretman vitaminima B
kompleksa je indukovao statisti¢ki znacajno povecanje EMG aktivnosti u treceg 1 14.

postoperativnog dana.
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Grafik 10. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na EMG misica kvadricepsa nakon
transekcije i termino-terminalne anastomoze motorne grane femoralnog nerva
Podaci su prikazani kao srednja vrednost = SD
*p<0.01lvsL

O (sivo) — operisane Zivotinje, OT (Crno) - operisane i tretirane Zivotinje
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7. dan nakon povrede 3. dan nakon povrede 1. dan nakon povrede

14. dan nakon povrede

4.2.4. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu éelijskih
jedara femoralnog nerva nakon transekcije i termino-terminalne

anastomoze femoralnog nerva

Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu Celijskih jedara u motornoj
grani n. femoralis-a nakon njegove povrede i rekonstrukcije su prikazani na slici 25 i na
grafiku 11.

Slika 25. Svetlosne mikrografije popre¢nih preseka intaktnih motornih grana femoralnih
nerava lazno operisanih Zivotinja (L) kao i rekonstruisanih motornih grana femoralnog
nerva operisanih (O) i operisanih i tretiranih (OT) Zivotinja
Preparati nerva su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uveéanju od 40 puta

Jje vrseno slikanje.
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Grafik 11. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu ¢elijskih jedara motorne
grane femoralnog nerva nakon transekcije i termino-terminalne anastomoze
Pripremljeni preparati poprecnih preseka nerva su posmatrani pod mikroskopom i pri
uvecanju od 40 puta je vrseno slikanje ukupne povrsine preseka, nakon cega su
napravljene fotografije spajane u mozaik celog preseka. Jedra su izbrojana i odredena
je njihova gustina (broj céelijskih jedara/mmz2). Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SE vrednosti gustine celijskih jedara.

*p<0.05vsL
+p<0.05vs O
L (belo) - lazno operisane Zivotinje, O (SiV0) - operisane Zivotinje, OT (Crno) -

operisane i tretirane zZivotinje

Sa grafika 11 se uoCava da se kod obe grupe operisanih zivotinja belezi znacajno
povecanje gustine celijskih jedara u poredenju sa gustinom kod lazno operisanih
zivotinja (2512.2 + 334.3 za prvi, 5607.8 = 778.1 za tre¢i, 4062.6 + 580.8 za sedmi i
3887.7 £ 764.9 za Cetrnaesti dan za O grupu, kao 1 2149.8 + 229.1 za prvi, 3862.4 +
464.5 za tre¢i, 4034.0 £ 269.1 za sedmi 1 3052. 2 £ 276.5 za Cetrnaesti dan za OT
grupu). Kod lazno operisanih zivotinja su uocene znacajno nize vrednosti (1471.5 +
255.3 za prvi, 1846.7 = 347.6 za tre¢i, 1966.3 = 351.3 za sedmi i 1581.4 + 277.5 za

Cetrnaesti dan). Povecanje gustine ¢elijskih jedara rekonstruisanog nerva zivotinja iz OT
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grupe je vece nego kod zivotinja O grupe, sa najve¢im razlikama treéeg i Cetrnaestog

dana kada postoji i statisticki zna¢ajna razlika.

4.2.5. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo Svanovih

¢elija u femoralnom nervu nakon transekcije i termino-

terminalne anastomoze

14. dan nakon povrede 7. dan nakon povrede 3.dan nakon povrede 1.dan nakon povrede

Slika 26. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo Svanovih éelija u
rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda oporavka
U cilju detekcije prisustva Svanovih celija koriséeno je imunofluorescentno bojenje

poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima



specificnim za S100 protein. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja
poprecnih preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja.

Strelice oznacavaju srpaste Svanove Celije. Uvecanje 40x.

Na slici 26 je prikazan efekat primenjene terapije vitaminima B kompleksa na
prisustvo Svanovih éelija u motornoj grani femoralnog nerva nakon transekcije i
rekonstrukcije termino-terminalnom anastomozom. Sa slike se uocava da je
imunoreaktivnost za S100 protein smanjena prvog postoperativnog dana u nervu samo
operisanih (O) i u nervu operisanih i tretiranih Zivotinja (OT) u poredenju sa lazno
operisanim zivotinjama (L). U treéem danu kod operisanih Zivotinja (O) se uocava
poja¢ana imunoreaktivnost koja ukazuje na prisustvo dediferenciranih Svanovih éelija,
dok se kod operisanih i tretiranih Zzivotinja (OT) ve¢ uofava prisustvo srpastih
mijeliniziraju¢ih Svanovih ¢elija (0znagene strelicama). U sedmom danu kod operisanih
zivotinja (O) uocava se prisustvo imunoreaktivnosti za S100 oko velikog broja aksona
to ukazuje na prisustvo diferenciranih Svanovih éelija koje jo§ uvek nemaju
karakteristi¢an srpast oblik. S druge strane kod Zivotinja operisanih 1 tretiranih
vitaminima B kompleksa uofava se poveéanje broja srpastih Svanovih éelija u
poredenju sa tre¢im danom. U 14. postoperativnom danu kod samo operisanih Zivotinja
(O) uodava se prisustvo srpastih Svanovih éelija, dok se kod operisanih i tretiranih
zivotinja (OT) imunoreaktivnost za S100 protein vraca na normalan nivo sli€an onom

detektovanom kod lazno operisanih Zivotinja (L).

4.2.6. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo mijelin
baznog proteina u femoralnom nervu nakon transekcije i

termino-terminalne anastomoze

Na slici 27 je prikazan efekat terapije kompleksom vitamina B na strukturu
mijelinskog omotaca procenjivano prisustvom imunoreaktivnosti za MBP na poprecnim
presecima motorne grane femoralnog nerva lazno operisanih (L), operisanih (O) 1
operisanih i tretiranih (OT) zivotinja. UoCava se da u je u prvom postoperativnom danu
obrazac imunoreaktivnosti za MBP kod operisanih (O) i operisanih i tretiranih (OT)
zivotinja neSto malo promenjena u odnosu na lazno operisane (L) Zivotinja. Kod

operisanih zivotinja (O) imunoreaktivnost za MBP koja se uoc¢ava oko aksona je manje
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debljine u poredenju sa istom kod OT zivotinja. U tre¢em postoperativnom danu kod
operisanih zivotinja (O) jasno se uocCava tackasta imunoreaktivnost za MBP koja
ukazuje na prisustvo razgradenog mijelina. S druge strane, kod operisanih i tretiranih
zivotinja (OT) nije doSlo do razgradnje mijelina jer se ne uocava tackasta
imunoreaktivnost za MBP ve¢ je prisutna kruzna imunoreaktivnost koja je manjeg

intenziteta u poredenju sa detektovanom na presecima lazno operisanih zivotinja.

1. dan nakon povrede

14. dan nakon povrede 7. dan nakon povrede 3. dan nakon povrede

Slika 27. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo mijelin baznog
proteina u rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva tokom ispitivanog perioda
oporavka
U cilju detekcije promena u mijelinskom omotacu koris¢eno je imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima

specificnim za MBP. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih
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preseka rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Strelice

oznacavaju krvni sud. Uvecanje 40x.

Dalje je u uradeno dvostruko imunofluorescentno bojenje poprec¢nih preseka
tkiva rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima specifi¢cnim za MBP i S100
protein 1 ove rezultat ovog bojenja je prikazan na slici 28. Sa ove slike se jasno uocava
da u treCem i sedmom danu kod operisanih (O) zivotinja ne postoji kolokalizacija
imunoreaktivnosti za oba proteina S$to potvrduje prethodni nalaz o prisustvu
dediferenciranih nemijeliniziraju¢ih Svanovih ¢elija i razgradenog mijelina. Kod ovih

zivotinja (O) kolokalizacija se uocava tek 14. postoperativnog dana.

14. dan nakon povrede 7. dan nakon povrede 3. dan nakon povrede 1 dan nakon povrede

Slika 28. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo mijelin baznog
proteina ( ) 1 S100 (crveno) u rekonstruisanoj motornoj grani femoralnog nerva

tokom ispitivanog perioda oporavka
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U cilju istovremene detekcije promena u mijelinskom omotacu i prisustva Svanovih

celija koriséeno je dvostruko imunofluorescentno bojenje poprecnih preseka tkiva

rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a antitelima specificnim za MBP i S100
proetin. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka

rekonstruisane motorne grane n. femoralis-a operisanih Zivotinja. Uvecanje 40x.

S druge strane, kod operisanih 1 tretiranih Zivotinja (OT) uocCava se
kolokalizacija oba proteina u svim terminima, s tim §to je treCeg i sedmog dana
prisutnija crvena imunoreaktivnost koja ukazuje na povecano prisustvo Svanovih ¢éelija.

Prvog i 14, dana je kolokalizacija sli¢na onoj kod lazno operisanih zivotinja (L).

4.2.7. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na izrastanje aksona u
femoralnom nervu nakon transekcije i termino-terminalne

anastomoze

Na slici 29 je prikazana ekspresija GAP-43 molekula koji ukazuje na proces
prorastanja aksona i samim tim oporavak nerva nakon povrede. Sa slike se moze videti

da je terapija vitaminima B dovela do brZeg oporavka nerva.
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14. dan nakon povrede 7.dan nakon povrede 3. dan nakon povrede 1. dan nakon povrede

Slika 29. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na ekspresiju GAP-43 u

povredenom nervu tokom ispitivanog vremena oporavka
U cilju detekcije prisustva Svanovih Céelija koriséeno je imunofluorescentno bojenje n.
femoralis-a nakon transekcije i rekonstrukcije i tretmana vitamina B kompleksa.

Reprezentativni poprecni preseci n. femoralis-a operisanih O Zivotinja. Uvecanje 40x.

4.2.8. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu ¢elijskih
jedara miSiéa kvadricepsa nakon transekcije i termino-

terminalne anastomoze femoralnog nerva

Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu celijskih jedara misica

kvadricepsa nakon povrede motorne grane n. femoralis-a i njegove rekonstrukcije
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prikazani su na slici 30 i grafiku 12.
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Slika 30. Svetlosne mikrografije popre¢nih preseka misica kvadricepsa inervisanih
femoralnim nervom lazno operisanih zivotinja (L) kao i rekonstruisanim femoralnim
nervom operisanih (O)i operisanih i tretiranih (OT) Zivotinja
Preparati nerva su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom i pri uveéanju od 40 puta

je vrseno slikanje.

Na mikrografijama prikazanim na slici 30 moze se uociti da je gustina jedara u
misi¢u inervisanom rekonstruisanim nervom i netretiranih i tretiranih operisanih
zivotinja statisticki znacajno veca u poredenju sa vrednostima kod lazno operisanih
zivotinja tre¢eg, sedmog i 14. dana nakon povrede. Takode, gustina jedara misica
inervisanih rekonstruisanim nervom tretiranih zivotinja 14 dana nakon povrede
pokazuje smanjenje u odnosu na vrednosti izmerene kod netretiranih Zivotinja.

Na grafiku 12 su prikazane numericke vrednosti gustine celijskih jedara misica

kvadricepsa inervisanih operisanim nervom. Sa ovog grafika se uocava da prvog dana
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nakon povrede, nije uoCena znacajna razlika u gustine celijskih jedara miSica
kvadricepsa izmedu O, OT i L grupe (722.1 £ 74.8, 742.0 £ 121.6 i 764.9 + 67.7).
Znacajan porast gustine ¢elijskih jedara misi¢a izmedu operisanih zivotinja (grupe O i
OT) i lazno operisanih (L grupa) je uocen tre¢eg dana nakon povrede i rekonstrukcije
motorne grane femoralnog nerva (1214.6 +128.6 i 1215.7 = 115.7 za O i OT grupu,
odn. 865.3 + 73.4 za L grupu). Ovaj trend je zadrzan kod obe grupe operisanih zivotinja
(O 1 OT) i u sedmom danu (1135.4 + 97.1 za O i 1109.9 + 153.8 za OT grupu).
Cetrnaestog dana, migiéna celularnost je znadajno porasla u grupi netretiranih Zivotinja
(1594.4 = 265.2) u odnosu na grupu tretiranih Zivotinja (1114.5 £ 86.1) 1 grupu lazno
operisanih Zivotinja (810.0 + 47.3) kod kojih su vrednosti ¢etrnaestog dana odgovarale

vrednostima gustini ¢elijskih jedara sedmog dana.

1600

1200

(broj jedara/mm?2)

800 T

Gustina celijskih jedara

400

1 3 7 14

Period nakon povrede (dani)

Grafik 12. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na gustinu ¢elijskih jedara misica
kvadricepsa nakon povrede femoralnog nerva
Pripremljeni preparati poprecnih preseka misic¢a kvadricepsa su posmatrani pod
mikroskopom i slikani pri uvecanju od 40 puta. Pravijeno je 20 fotografija razlicitih
regiona preseka. Jedra su izbrojana i odredena je njihova gustina (broj jedara/mm?2).
Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti gustine celijskih jedara.
*p<0.05vsL
+p<0.05vs O
L (belo) - lazno operisane Zivotinje, O (SIV0) - operisane Zivotinje, OT (Crno) -

operisane i tretirane zZivotinje
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4.2.9. Efekat terapije vitaminima B kompleksa na prisustvo satelitskih
¢elija u miSi¢u kvadricepsu nakon transekcije i termino-

terminalne anastomoze femoralnog nerva

Skeletni miSi¢ raste 1 regeneriSe se zahvaljujuci satelitskim celijama. U
fizioloSkim uslovima, u neoSte¢enom misicu, vecina satelitskih ¢elija su mirujuce celije
koje eksprimiraju transkripcioni faktor Pax7. Jedarni protein Ki-67 je odli¢an marker
proliferiSucih celija i koristili smo ga za evaluaciju aktivnih satelitskih ¢elija u ukupnoj
populaciji ovih ¢celija. Fluorescentna boja DAPI vezuje se za DNK 1 koristi za
vizualizaciju jedara.

Kod lazno operisane grupe (slika 31 L) u svim posmatranim danima nema
razlike u ekspresiji ispitivanih markera. Uo¢ljiv je manji broj Celija, od kojih su vecina
mirujuce satelitske ¢elije koje eksprimiraju Pax7 (preklopljeno sa DAPI - Zuto).
Prisutno je svega nekoliko aktiviranih satelitskih ¢elija kod kojih je poja¢ana imuno
reakcija na protein Ki-67, a smanjena na Pax7 (preklopljeno sa DAPI - ljubicasto).

Kao odgovor na oSte¢enje miSica satelitske Celije se aktiviraju. U toku njihove
proliferacije ekspresija Pax7 se smanjuje, a izrazito pojacava nakon diferencijacije
satelitskih ¢elija. U prvom danu nema razlike u broju ¢elija ili intenzitetu imunoreakcije
kod operisane grupe u odnosu na lazno operisane Zivotinje (slika 31, L i O). U tre¢em
danu na mi$i¢ima inervisanim rekonstruisanom granom n. femoralisa povecan je broj
jedara (slika 31, marker DAPI, plavo). U sedmom danu uocljivo je povecanje broja
proliferiSu¢ih (ljubicasto), kao i diferanciranih satelitskih celija (zuto). U 14. danu
nakon operacije broj proliferiSucih Celija se smanjuje, ali je primetno ve¢i u odnosu na
kontrolnu grupu.

Ekspresija ispitivanih markera kod grupe sa tretmanom vitaminima B kompleksa
nakon transekcije i termino-terminalne anastomoze femoralnog nerva sli¢na je onoj
videnoj kod L grupe (slika 31) $to se moZe objasniti manjim oSteenjem motorne grane

femoralnog nerva kod tretiranih zivotinja (slika 16 i slika 27).
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7. dan nakon povrede 3. dan nakon povrede 1. dan nakon povrede

14. dan nakon povrede

Slika 31. Ekspresija Pax7 ( ) i Ki-67 (crveno) u misicu kvadricepsu lazno
operisanih kao i u miSi¢u kvadricepsu inervisanom rekonstruisanom motornom granom
femoralnog nerva operisanih i operisanih tretiranih zivotinja
U cilju detekcije prisustva satelitskih celija korisceno je dvostruko imunofluorescentno
bojenje poprecnih preseka tkiva misica kvadricepsa antitelima specificnim za Pax7 i Ki-

67. Reprezentativne slike imunofluorescentnog bojenja poprecnih preseka misica

kvadricepsa. Uvecanje 40x.
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4.3. EFEKAT POVREDE

FEMORALNOG

NERVA

NA

FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE PERITONEALNIH

MAKROFAGA

Tre¢i deo ove doktorske disertacije se odnosi na ispitivanje uticaja povrede n.

femoralis-a na fenotipske i funkcionalne karakteristike peritonealnih makrofaga kao

znacajne populacije rezidentnih makrofaga koje su sposobne da odgovore na sistemske

promene u organizmu. U ovom delu je ispitan i efekat primenjene terapije vitaminima B

kompleksa na karakteristike ovih celija izolovanih sedam dana nakon transekcije i

rekonstrukcije motorne grane n. femoralis-a.

4.3.1. Karakterizacija Celijskih populacija peritonealnog lavata nakon

povrede femoralnog nerva i primenjene terapije vitaminima B

kompleksa

Tabela 8. Procentualna zastupljenost ¢elija peritonealnog lavata u eksperimentalnim

grupama

Intaktne

Intaktne + fizioloSki
Intaktne + vitamin B

Lazno operisane

Lazno operisane + fizioloski
LaZno operisane + vitamin B
Operisane

Operisane + fizioloski

Operisane + vitamin B

60.7+4.1

60.3+1.5

55.0+3.0

64.0+4.0

55.7+7.8

62.0+1.0

60.2+4.9

66.5 + 8.0

62.3+4.7

28.3+3.9

30.3+25

35.3+0.6

28.0+4.0

40.0+7.6

340+1.0

29.8+4.9

23.8+94

30.7+55

7315

6.0+10

70+2.0

8.0+1.0

3.0+1.0

3.7+0.6

8.7+17

50+54

40+1.0

2.7+0.6

23+0.6

2.7+0.6

1.0+05

1.3+0.6

1.0+1.0

1.3+0.8

48+43

3.0+1.0
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Citospin preparati ukupnih ¢elija peritonealnih lavata izolovanih iz Zivotinja svih ispitivanih grupa su
analizirani i odreden je procenat razli¢itih populacija ¢elija na osnovu njihove morfologije. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost = SE procenta ¢éelijskih populacija.

MO/Mf-monocitno/makrofagne ¢elije, Gr-granulociti, Mast-mast ¢elije, Ly-limfociti

U tabeli 8 je prikazana procentualna zastupljenost razli¢itih éelijskih populacija
prisutnih u ukupnom peritonealnom lavatu Zzivotinja svih eksperimentalnih grupa
sedmog dana nakon transekcije i rekonstrukcije motorne grane n. femoralis-a tehnikom
termino-terminalne anastomoze.

Na osnovu podataka prikazanih u ovoj tabeli moze se zakljuciti da povreda
perifernog nerva, kao ni primenjeni tretmani (fizioloski rastvor/vitamini B kompleksa)
nisu imali efekat na procentualnu zastupljenost ¢elijskih populacija u peritonealnom
lavatu. Ovaj nalaz je potvrden i citometrijskom analizom na osnovu veliine i

granuliranosti ¢elija zastupljenih u ukupnom peritonealnom lavatu (slika 32).
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Slika 32. Citometrijska analiza ukupnih ¢éelija peritonealnog lavata
Ukupne celije peritonealnog lavata analizirane su na protocnom citometru i dobijeni su
dot-plot histogrami na kojima se mogu razlikovati ¢elije na osnovu njihove velicine i
granuliranosti
MO/Mf (plavo)-monocitno/makrofagne celije, Gr (zeleno)-granulociti, Mast (roze)-mast

celije, Ly (narandzasto)-limfociti
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Potom je ispitana ex vivo metaboli¢ka vijabilnost ukupnih ¢elija peritonealnog
lavata i rezultati su prikazani na grafiku 13. Ovim ispitivanjem je pokazano da sama
povreda nerva kao ni primenjeni tretmani, fizioloski rastvor i vitamini B kompleksa, ne

dovode do promene metabolicke vijabilnosti ukupnih ¢éelija peritonealnog lavata.
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Grafik 13. Metabolicka vijabilnost ukupnih ¢elija peritonealnog lavata
Kolicina redukovanog MTT, koja ukazuje na broj metabolicki aktivnih makrofaga,
merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je sposobnost redukcije MTT-a
ex vivo bez (A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SE vrednosti relativne promene opticke gustine (0.G.).
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Imaju¢i u vidu da nije doSlo do promena u procentualnoj zastupljenosti
populacija ¢elija peritonealnog lavata kao ni njihove metabolicke vijabilnosti izvrSeno je
obogacivanje populacije peritonealnih makrofaga na gradijentu gustine. Nakon tog
postupka dobijena je obogacena populacija peritonealnih makrofaga (PMF), populacija
¢elija koje su preko 85% CDG68 pozitivne. Analizom broja CD68 pozitivnih ¢éelija u
testiranim grupama pokazano je da ne postoje razlike u zastupljenosti ovih ¢elija izmedu
ispitivanih grupa zivotinja (slika 33). Populacija PMF pripremljena na ovaj nacin je

dalje koris¢ena za sva fenotipska i funkcionalna ispitivanja.
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Slika 33. Imunohistohemijsko obelezavanje CD68 molekula u obogaéenoj populaciji
peritonealnih makrofaga izolovanoj sedmog dana nakon povrede motorne grane
femoralnog nerva i primene terapije vitaminima B kompleksa
Reprezentativni citospin preparati obogacene populacije peritonealnih makrofaga lazno

operisanih (L), operisanih (O) i operisanih, tretivanih (OT) Zivotinja. Uvelicanje 40X.
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4.3.2. Efekat povrede femoralnog nerva i primenjene terapije na

fenotipske karakteristike peritonealnih makrofaga

U tabeli 9 su prikazani rezultati fenotipske analize obogacene populacije PMF iz
svih eksperimentalnih grupa Zivotinja.
Tabela 9. Fenotipska analiza obogacene populacije peritonealnih makrofaga izolovane
sedmog dana nakon povrede motorne grane femoralnog nerva i primene terapije

vitaminima B kompleksa

L [coub] cpso | cpss | mHCT ] Cpsd ]

% mean % mean % mean % mean % mean

Intaktne 064 5236 423 837 459 675 31.0 337 386 548
Intaktne + fizioloski 9064 4777 441 904 49.1 689 358 474 532 831
Intaktne + vitamin B 969 4834 460 886 507 701 358 600 645 719
Lazno operisane 98.1 4166 42.8 756 46.7 651 31.9 353 438 505

Lazno operisane + fizioloSki 955 4507 424 851 511 708 335 441 709 711

Lazno operisane + vitamin B o535 5091 409 800 459 623 616 612 651 697

Operisane 88.1 4166 404 0900 417 615 415 1807 333 449
Operisane + fizioloski 842 3867 425 879 424 600 429 672 518 949
Operisane + vitamin B 805 4420 408 899 456 630 396 669 55.1 487

Iz tabele se uocava da povreda nerva dovodi do statisticki znacajnog povecanja
ekspresije MHCII, CD80 i CD54 molekula na povrsini peritonealnih makrofaga
izolovanih iz operisanih zZivotinja u poredenju sa PMF izolovanim iz laZzno operisanih
Zivotinja.

4.3.3. Efekat povrede femoralnog nerva i primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na ex vivo karakteristike peritonealnih

makrofaga

Na grafiku 14 je prikazana ex vivo metabolic¢ka vijabilnost obogac¢ene populacije

PMF svih ispitivanih grupa zivotinja. Sa grafika se uoc¢ava da sama povreda perifernog
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nerva kao ni primenjeni tretmani, fizioloski rastvor i vitamini B kompleksa, nisu uticali

na metaboli¢ku aktivnost PMF.
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Grafik 14. Metabolicka vijabilnost obogac¢ene populacije peritonealnih makrofaga

Kolicina redukovanog MTT, koja ukazuje na broj metabolicki aktivnih makrofaga,

merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je sposobnost redukcije MTT-a

ex vivo bez (A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja

vrednost + SE vrednosti opticke gustine (O.G.).

Potom je kao vazna karakteristika makrofaga odredivana sposobnost

fagocitoze/pinocitoze i rezultati ex vivo sposobnosti fagocitoze/pinocitoze su prikazani

na grafiku 15.

107



0.60

0.50

0.40

0.30

0.G. 570 nm

0.20

0.10

0.00

070

0.60

0.50

0.40

0.G. 570nm

0.30

0.20

010

0.00

intaktne

intaktne

lazno

operisane

laZno
operisane

+
*
*
te
O +iziolodki
M -+ vitamin
operisane
+
* ok
O @
@ +fizioloski
m +vitamin
operisane

Grafik 15. Sposobnost pinocitoze obogacene populacije peritonealnih makrofaga

Kolicina pinocitovanog Neutral red-a, kao pokazatelj pinocitozne sposobnosti

aktiviranih makrofaga, merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je

sposobnost pinocitoze Neutral red-a ex vivo bez (A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B).

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti opticke gustine (O.G.).

*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane

Rezultati testa pinocitoze pokazuju da je povreda motorne grane femoralnog

nerva indukovala

smanjenje

ex

Vivo

spontane i

stimulisane

sposobnosti

fagocitoze/pinocitoze PMF kao i da je tretman vitaminima B kompleksa uspeo da

oporavi i spontanu i stimulisanu sposobnost fagocitoze/pinocitoze.

Pored ovoga ispitana je i sposobnost ex vivo adhezije izolovanih PMF za
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plastiku kao vazan pokazatelj funkcionalnog statusa PMF. Rezultati ovog testa su

prikazani na grafiku 16.
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Grafik 16. Sposobnost adhezije obogacéene populacije peritonealnih makrofaga
Intenzitet rastvorene boje (metilenskog plavog), koji je direktno srazmeran broju celija
koje su adherirale za plastiku, meren je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivan je
broj ¢elija koje su adherirale za plastiku ex vivo bez (A) i u prisustvu stimulatora PMA-
a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti opticke gustine (O.G.).

*p < 0.05 vs lazno operisane
+ p < 0.05 vs operisane
Test adhezije je pokazao isti efekat povrede femoralnog nerva na sposobnost
adhezije PMF kao 1 za pinocitoznu sposobnost. PMF izolovani iz operisanih Zivotinja su
imale manju spontanu i stimulisanu sposobnost adhezije u poredenju sa PMF lazno

operisanih zivotinja. Takode, tretman operisanih zivotinja vitaminima B kompleksa je
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doveo do oporavka sposobnosti adhezije PMF i vratio je na nivo zabeleZzen za PMF

lazno operisanih zivotinja.

4.3.4. Efekat povrede femoralnog nerva 1 primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na metabolicku aktivnost peritonealnih
makrofaga in vitro
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Grafik 17. Metabolicka vijabilnost obogacene populacije peritonealnih makrofaga
Kolicina redukovanog MTT, koja ukazuje na broj metabolicki aktivnih makrofaga,
merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je sposobnost redukcije MTT-a
in vitro bez (A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja

vrednost + SE vrednosti opticke gustine (O.G.).
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Ispitivanjem metabolicke vijabilnosti kultivisanih PMF izolovanih iz svih
eksperimentalnih grupa tokom 24 sata pokaznao je da nema promena u njihovoj
vijabilnosti bez obzira da li su zivotinje imale povredu femoralnog nerva i da li su
primile tretman (fizoloski rastvor ili vitamine B kompleksa) (grafik 17).

Imajuci u vidu ove kao i rezultate ex vivo ispitivanja PMF svih eksperimentalnih
grupa moze se zakljuciti da sama i.p. primena fizioloskog rastvora nije dovela do
promene ni jedne ex vivo ispitivane karakteristike PMF, kao i da ne postoje razlike
izmedu intaktnih i lazno operisanih Zivotinja za dalja in vitro ispitivanja funkcionalnih
karakteristika PMF koriS¢ene su samo lazno operisane, operisane i operisane B

vitaminima tretirane Zivotinje.

4.3.5. Efekat povrede femoralnog nerva 1 primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na fagocitoznu/pinocitoznu sposobnost

peritonealnih makrofaga in vitro

Na grafiku 18 je prikazana sposobnost pinocitoze PMF izolovanih iz razli¢itih
grupa zivotinja odakle se moze uociti da je povreda femoralnog nerva dovela do
smanjenja spontane i LPS-om stimulisane pinocitoze PMF, dok je tretman vitaminima B
kompleksa nakon povrede uspeo da oporavi funkciju pinocitoze PMF izolovanih iz ove

grupe Zivotinja.
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Grafik 18. Sposobnost pinocitoze obogacene populacije peritonealnih makrofaga
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Kolic¢ina fagocitovanog Neutral red-a, kao pokazatelj pinocitozne sposobnosti
aktiviranih makrofaga, merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je
sposobnost pinocitoze Neutral red-a in vitro nakon 24h bez (A) i u prisustvu stimulatora
LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost = SE vrednosti opticke gustine
(0.G)).

***p < 0.001 vs lazno operisane

+++ p < 0.05 vs operisane

4.3.6. Efekat povrede femoralnog nerva i primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na sposobnost adhezije peritonealnih

makrofaga in vitro

Rezultati testa adhezije za plastiku PMF in vitro kultivisanih tokom 24 sata su
prikazani na grafiku 19 sa kog se uocava da je sposobnost spontane i PMA-indukovane
adhezije PMF izolovanih iz razli¢itih grupa Zivotinja kojima je izvrSena transekcija
femoralnog nerva smanjenja u poredenju sa sposobnos¢u PMF koje su nakon

transekcije i rekonstrukcije femoralnog nerva tretirane vitaminima B kompleksa.
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Grafik 19. Sposobnost adhezije obogacene populacije peritonealnih makrofaga
Intenzitet rastvorene boje (metilenskog plavog), koji je direktno srazmeran broju Zivih

Celija zalepljenih za plastiku, meren je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivan je
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broj zivih makrofaga zalepljenih za plastiku in vitro nakon 24h kultivacije bez (A) i u
prisustvu stimulatora PMA-a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE
vrednosti opticke gustine (0.G.).

*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane

4.3.7. Efekat povrede femoralnog nerva 1 primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na sposobnost produkcije reaktivnih

oblika kiseonika od strane peritonealnih makrofaga in vitro

S obzirom da su prethodni testovi pokazali da je povreda nerva dovela do
smanjenja i ex vivo i in vitro sposobnosti adhezije i fagocitoze, ispitane su i druge
funkcionalne karakteristike PMF u in vitro uslovima medu kojima je i sposobnost
produkcije reaktivnih oblika kiseonika (ROS). Rezultati ispitivanja produkcije ROS su

prikazani na grafiku 20.
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Grafik 20. Sposobnost produkcije reaktivnih oblika kiseonika od strane
obogacene populacije peritonealnih makrofaga
Kolicina redukovanog NBT, proporcionalna kolicini superoksida produkovanog od

strane aktiviranih makrofaga, merena je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana
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je sposobnost produkcije ROS-a in vitro nakon 24h kultivacije bez (A) i u prisustvu
stimulatora PMA-a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SE vrednosti
opticke gustine (0.G.).
*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane

Sa grafika 20 se uocava da povreda femoralnog nerva nije uticala na spontanu
produkciju ROS, dok je dovela do smanjenja stimulisane produkcije ovih molekula. S
druge strane, primena terapije vitaminima B kompleksa nakon povrede femoralnog
nerva je dovela do povecanja produkcije ROS od strane PMF u poredenju sa PMF

izolovanim iz operisanih netretiranih zivotinja.

4.3.8. Efekat povrede femoralnog nerva i primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na sposobnost produkcije NO od strane

peritonealnih makrofaga in vitro

Pored sposobnosti produkcije ROS ispitana je i sposobnost produkcije NO.
Rezultati ovog testa su prikazani na grafiku 21 sa kog se uocava sli¢an trend kao i za
produkciju ROS. Naime uocava se da je povreda femoralnog nerva dovela do smanjenja
produkcije NO, dok je tretman vitaminima B kompleksa uspeo da oporavi funkciju
PMF nakon povrede motorne grane femoralnog nerva i vrati je na nivo zabelezen kod

laZno operisanih Zivotinja.
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Grafik 21. Koncentracija NO produkovana od strane obogacene populacije
peritonealnih makrofaga
Intenzitet rastvorene boje (smeSe Griess-0vog reagensa), koji je proporcionalan kolicini
oslobodenog NO, meren je pomocu ELISA spektrofotometra. Odredivana je kolicina
oslobodenog NO in vitro nakon 24h kultivacije bez (A) i u prisustvu stimulatora LPS-a
(B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE vrednosti opticke gustine (O.G.).
*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane

4.3.9. Efekat povrede femoralnog nerva i primenjene terapije
vitaminima B kompleksa na sposobnost produkcije TNF-a i IL-

10 od strane peritonealnih makrofaga in vitro

Na kraju je ispitana i sposobnost produkcije proinflamatornog citokina TNF-a i
imunomodulatornog citokina I1L-10. Rezultati ovih ispitivanja su prikazani na graficima
22 23.
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Grafik 22. Produkcija TNF-a u supernatantima kultivisanih ¢elija obogacene populacije
peritonealnih makrofaga
Kolicina produkovanog citokina je odredivana ELISA testom i proporcionalna je
intezitetu boje rastvora cija je apsorbanca merena pomocu ELISA spektrofotometra bez
(A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE
vrednosti kolicine citokina izrazene u pg/ml
*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane

Sa ovih garfika se uocava da su PMF izolovani iz operisanih Zivotinja su
produkovali manju koli¢inu TNF-o i IL-10 nakon 24 sata kultivacije in vitro u
poredenju sa kolicinom detektovanom u supernatantima PMF laZzno operisanih
zivotinja. S druge strane, tretman vitaminima B kompleksa je doveo do normalizacije
produkcije oba ispitivana citokina do nivoa detektovanog u supernatantima PMF lazno

operisanih Zivotinja.
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Grafik 23. Produkcija IL-10 u supernatantima kultivisanih ¢elija obogacene populacije
peritonealnih makrofaga
Kolicina produkovanog citokina je odredivana ELISA testom i proporcionalna je
intezitetu boje rastvora cija je apsorbanca merena pomocu ELISA spektrofotometra bez
(A) i u prisustvu stimulatora LPS-a (B). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE
vrednosti kolicine citokina izrazene u pg/ml
*p <0.05 vs lazno operisane

+ p < 0.05 vs operisane
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5. DISKUSIJA
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Prisustvo sve veceg broja povreda perifernih nerava u savremenim drustvima
tokom kojih dolazi do denervacije usmerava naucnike ka istrazivanju promena koje se
desavaju tokom procesa regeneracije povredenih perifernih nerava. S druge strane,
denervacija se Cesto koristi kao model za ispitivanje neuralne regulacije skeletnih
miSic¢a. Uprkos kapacitetu da se regenerisu, funkcionalni ishodi nakon nervnih povreda
kod ljudi su veoma cCesto nezadovoljavajuci. Povrede perifernog nervnog sistema
dovode do teskih defekata pre svega u motornoj funkciji koja smanjuje kvalitet zivota,
ali dovode i do psihickih promena kod ljudi. Funkcionalni oporavak nakon povrede je
odreden stepenom celijskog oStecenja, 1 promenljivim faktorima koje podrazumevaju
mesto povrede, vreme i primenjen nacin reparacije, stepen osteéenosti vezivnog tkiva
koje okruzuje nerv, narusavanje integriteta krvnih sudova, uzrastom 1 opStim
zdrastvenim stanjem pacijenta (Hall, 2005). Stepen oporavka vrlo varira zavisno od
obima i tezine povrede, kao 1 od vremena koje je potrebno kako bi se aksoni
regenerisali. Sposobnost regeneracije povredenog nerva i c¢elije koje okruzuju mesto
povrede ne mogu da odrzavaju efektivnhu promociju rasta tokom duzeg vremenskog
perioda, a moze do¢i i do stvaranja oziljnog tkiva u kome je doslo do delimi¢nog
oporavka nervnog tkiva bez ili sa delimi¢no oporavljenom funkcijom. S obzirom da
procesi regeneracije nerva i reinervacije miSi¢a dugo traju, usled velike razdaljine i
taCke povrede nerva 1 mesta inervacije miSi¢a, moze do¢i i do atrofije miSica i stvaranja
fibrozog tkiva (Burnett i Zager, 2004). Generalno, nakon povrede tkiva aktiviraju se
razliciti Celijski 1 molekulski mehanizmi koji ukljuuju promene fenotipa lokanih ¢elija
koje shodno tome odreduju nivo oporavka tkiva (Gutner i sar., 2008). Stoga je
najvaznije definisati molekulske mehanizme koji pojacavaju ili limitiraju regeneraciju,
kao i ulogu pojedinih ¢elija u odgovarajuéim vremenskim periodima nakon povrede a
sve u cilju boljeg razumevanja procesa regeneracije i razvoja potencijalno efikasnijih
terapeutskih pristupa. U skladu sa svim navedenim do sada ovo istrazivanje je za cilj
imalo ispitivanje znacaja hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa na oporavak
funkcije motorne grane femoralnog nerva i posledi¢ni oporavka misic¢a kvadricepsa
pacova. Ovaj model je veoma pogodan za funkcionalne analize procesa reparacije
perifernih nerava jer nakon povrede ovog nerva dolazi do naruSavanja funkcije jednog

velikog misica i prisustva jednostavnog motornog deficita.
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5.1. REGENERACIJA MOTORNE GRANE FEMORALNOG
NERVA

Povreda perifernog motornog nerva dovodi do znacajnih fizioloskih i
biohemijskih promena koje se ogledaju u promeni funkcije misica, ekstremiteta,
odnosno dela tela, morfologiji i elektrofiziologiji nerva i skeletnog misi¢a, metabolizmu
miSi¢a kao 1 histoloskim 1 imunskim karakteristikama nerva 1 miSi¢a. Navedene
promene se manifestuju kao smanjenje funkcionalnih sposobnosti, smanjenje misi¢ne
mase, elektrofizioloske promene (EMG), promena tipa miSiénih vlakana, smanjenje
koncentracije mitohondrija, povecanje protoka krvi u mirovanju, kao i promena nivoa
bazalnog metabolizma (Higashino i sar., 2013; Borisov 1 sar., 2001). Takode dolazi do
promena u gustini ¢elijskih jedara povredenog nerva i odgovarajuceg skeletnog misi¢a
(Sheai sar., 2014).

Za procenu stepena ostecenja kao i kasnijeg oporavka misi¢a kvadricepsa nakon
povrede motorne grane femoralnog nerva pacova, upotrebljen je test ponasanja opisan
kao Single frame motion analysis (SFMA, Irintchev i sar., 2005; Irintchev, 2011). Test
se zasniva na ¢injenici da nakon presecanja femoralnog nerva dolazi do ispada funkcije
m. quadriceps-a i nemoguénosti ekstenzije kolena prilikom kretanja. Funkcija m.
quadriceps-a se odreduje na osnovu merenja ugla (engl. foot-base angle, FBA) koji
formiraju stopalo pacova i podloga u trenutku odvajanja stopala od podloge. Povecanje
vrednosti ugla se uoCava prilikom odvajanja prstiju od podloge kada dolazi do
unutrasnje rotacije stopala (palac rotiran ka unutra) dovode¢i do povecanja FBA Sto
ukazuje na potpuni ili delimi¢ni ispad funkcije m. quadriceps-a. Kao i kod ljudi, ispad
funkcije m. quadriceps-a, koji predstavlja jedini ekstenzor zgloba kolena, dovodi do
nemogucnosti da se podrzi teZina tela tokom faze oslonca na povredeni ekstremitet Sto
je neophodno za zamah kontralateralne noge tokom hodanja. Povecano opterecenje na
povredeni ekstremitet u fazi oslonca izaziva abnormalno savijanje u zglobu kolena,
podizanje pete 1 unutrasnju rotaciju Sape. Neposredno nakon povrede, prvog
postoperativnog dana, vrednosti ugla su znacajno povisene u odnosu na preoperativne
Sto govori u prilog kompletnog ispada funkcije m. quadriceps-a. Vrednosti ugla
postepeno opadaju tokom vremena pa se 60. dana priblizavaju vrednostima za

kontralateralni ekstremitet. Smanjenje ugla ukazuje na oporavak funkcije m.
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quadriceps-a, odnosno, reinervaciju misi¢a uz ponovno uspostavljanje ekstenzije kolena
u odredenom stepenu Sto dovodi do moguénosti oslanjanja na povredeni ekstremitet.

Za razliku od vrednosti ugla, koje su povecane neposredno po nastanku traume,
vrednosti atrofije misi¢a ne pokazuju znacajan pad tokom prvih dana nakon transekcije i
rekonstrukcije motorne grane femoralnog nerva kod pacova. Znacajnije vrednosti
atrofije, izraZzene kao procenat smanjenja mase miSi¢a u odnosu na zdravi,
kontralateralni mi$i¢, primeCene su Sedmog postoperativnog dana. Atrofija postaje
izrazenija tokom 14. dana i svoj maksimum dostize 21. dana nakon transekcije i
rekonstrukcije motorne grane femoralnog nerva. Ovakav nalaz moze se objasniti
¢injenicom da je potrebno vreme da se u denervisanom misi¢u dogode promene koje ¢e
dovesti do atrofije miSi¢nih vlakana i na kraju do smanjenja misi¢ne mase. Kao §to je
poznato, atrofija je uzrokovana smanjenim nivoom transkripcije i translacije u misi¢nim
vlaknima (Celijama) denervisanog miSi¢a. Snizen nivo sinteze i1 poviSen nivo
degradacije miofibrilarnih proteina dovodi do smanjenja miSi¢ne mase (Higashino i sar.,
2013; Quan i1 Bird, 1999). Povecanje vrednosti miSiéne mase moze se pribliziti
preoperativnim vrednostima ¢ak 1 kada je broj regeneriSuc¢ih aksona manji u odnosu na
broj aksona pre povrede, zato Sto svaki regeneriSuci akson ima sposobnost da reinervise
Cetiri do pet puta veéi broj misi¢nih vlakana nego §to je uobiCajeno da bi se
kompenzovao smanjeni broj aksona koji su uspeSno reinervisali denervisani miSi¢
(Rafuse 1 Gordon, 1996). Oporavak miSi¢ne mase se deSava u duzem vremenskom
periodu nakon reinervacije i postizanja odredenog funkcionalnog oporavka posto je
potrebno vreme (kao i za razvoj atrofije) da se aktiviraju Celijski mehanizmi koji ¢e
dovesti do povecanja sinteze miofibrilarnih proteina 1 posledi¢no do uvecanja misi¢ne
mase.

Elektrodijagnosticka (EMG) ispitivanja predstavljaju objektivan i kvantitativan
nacin ispitivanja motorne funkcije. Direktno uporedivanje akcionih potencijala moze
biti korisno u proceni razlika u stepenu nervne regeneracije (Wood i sar., 2011).
Poznato je da povredeni aksoni zadrzavaju odredeni stepen provodljivosti tokom
nekoliko dana nakon povrede, sve dok ne dode do njihove degeneracije i posledi¢ne
degradacije. Kod Coveka, motorni aksoni ostaju podrazljivi do sedam dana nakon
povrede (Quan i Bird, 1999). Najnize vrednosti EMG-a u ovom istrazivanju su

zabelezene sedmog dana od povrede, nakon Cega dolazi do postepenog povecanja
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vrednosti EMG u odnosu na kontralateralni ekstremitet. Znacajan oporavak je zabeleZen
30-60 dana kada se vrednosti EMG denervisanog miSi¢a priblizavaju vrednostima
kontralateralnog, zdravog, misi¢a. Vrednosti EMG pokazuju rast paralelno sa
funkcionalnim oporavkom zivotinja procenjenim testom hodanja (smanjenje FBA) §to
ukazuje da je EMG pouzdan parametar oporavka nerva, odnosno misica, posto ukazuje
na funkcionalno stanje miSica. S druge strane, prisutan je pad vrednosti EMG u periodu
kada jo§s uvek nema znakova atrofije misi¢a neposredno nakon povrede posto je za
razvoj atrofije potrebno vreme. Tek u kasnijem periodu oporavka, odnosno od 60. dana
dolazi do paralelnog oporavka vrednosti FBA, EMG-a, kao i oporavaka mi$i¢ne mase
(smanjenje stepena atrofije u odnosu na kontralateralni misi¢).

Gustina celijskih jedara motorne grane femoralnog nerva distalno od mesta
transekcije 1 suture se znacajno povecava u periodu nakon povrede. Ovaj podatak je u
korelaciji sa ranije objavljenim ¢lancima koji se ti€u reakcije perifernog nerva na
povredu (Shea 1 sar., 2014). Povecana gustina jedara u povredenom segmentu nerva je
rezultat proliferacije Svanovih éelija, infiltracije neutrofilima kao i aktivacije
rezidentnih makrofaga i migracije monocita iz cirkulacije i njihovog diferencijacije u
tkivne makrofage (Shea i sar., 2014). NajveCe povecanje gustine jedara belezi Se u
trecem danu nakon povrede i rekonstrukcije motorne grane femoralnog nerva. Visoke
vrednosti gustine Celijskih jedara se odrzavaju tokom sedmog i 14. dana od povrede, uz
manji pad u odnosu na tre¢i dan. MoZemo pretpostaviti da je u ovom periodu infiltracija
neutrofilima i aktivacija tkivnih makrofaga, odnosno regrutovanje makrofaga iz
cirkulacije odgovorno za znacajno povecanje gustine Celijskih jedara, kao odgovor na
traumu. Svanove éelije u ranoj fazi regeneracije ne proliferisu ve¢ neposredno nakon
denervacije, odnosno nakon gubitka kontakta sa aksonom, ulaze u fazu degeneracije,
gube mijelin i dediferenciraju se.

Ispitivanjem imunoreaktivnosti za MBP 1 S100 protein primeceno je da se tre¢eg
dana nakon traume u znacajnoj meri naruSava struktura nerva kao 1 morfologija
Svanovih éelija u smislu njihove dediferencijacije uz prisustvo razgradenog mijelina
usled degradacije mijelinskog omotaca. Navedene promene su posledica degeneracije
aksona $to dovodi do gubitka kontakta izmedu Svanovih celija i aksona i njihove
denervacije distalno od mesta povrede Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Gaudet

i sar., 2011). Tek u kasnijoj fazi, nakon reinervacije, odnosno ponovnog uspostavljanja
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kontakta sa proliferisu¢im aksonom, dolazi do ponovne diferencijacije Svanovih éelija i
njihove proliferacije. Pojacana imunoreaktivnost za MBP 1 S100 protein u sedmom,
odnosno 14. danu nakon povrede je u sklopu procesa ponovne diferencijacije Svanovih
¢elija u zrele forme. Od 21. postoperativhog dana imunoreaktivnost za MBP, kao
pokazatelj debljine mijelinskog omotada, se ujednacava. Takode, broj Svanovih ¢elija
koji je slican vrednostima kod lazno operisanih zivotinja i vrednostima u
kontralateralnoj intaktnoj motornoj grani femoralnog nerva. Dvojno imunofluorescentno
obelezavanje je pokazalo kolokalizaciju S100 i MBP S§to upucuje na prisustvo mijelina u
Svanovim éelijama tokom formiranja mijelinskog omotada. S obzirom na navedeno,
broj Svanovih éelija raste u kasnijoj fazi oporavka, tokom prorastanja regenerisuéih
aksona i1 tada one ucestvuju u povecanju gustine celijskih jedara. S druge strane,
konstantan pad celularnosti nakon 14. dana ukazuje na znacajno smanjenje infiltracije
neutrofilima i makrofagima 14 dana nakon povrede, $to odgovara zavrSetku
degradacione faze Valerijanove degeneracije i po€etku reorganizacije distalnog nervnog
segmenta za prihvatanje regeneriSu¢ih aksona. Smanjenje miSi¢ne atrofije je u
pozitivnoj korelaciji sa smanjenjem gustine ¢elijskih jedara u motornom nervu. Ovaj
nalaz se moZe objasniti podacima Medisona i saradnika koji su pokazali da miSi¢
oslobada troficke faktore Kkoji predstavljaju i najpotentnije faktore regulacije
regeneracije nervnog tkiva (Madison i sar., 2009). Za procenu rasta aksona tokom
ispitivanog perioda oporavka pracena je ekspresija GAP-43 kao markera rasta aksona.
Normalan obrazac imunoreaktivnosti se uo¢ava prvog dana nakon povrede i slican je
onom koji se detektuje u lazno operisanim zivotinjama i kontralateralnim nervima
operisanih Zivotinja. Pad imunoreaktivnosti je uo€en od treceg do 14. postoperativnog
dana S§to ukazuje se procese degeneracije aksona. Povecanje imunoreaktivnosti se
detektuje 21. dana sto moze biti posledica izrastanja regeneriSucih aksona, ali se delom
mozZe objasniti i prisustvom GAP-43 u Svanovim éelijama (Gu i sar., 2015). Od 30.
dana se uocava veci broj sitnijih 1 manji broj krupnijih aksona, dok je u 90. 1 120. danu
smanjen broj aksona manjeg dijametra i povecan broj aksona vec¢eg dijametra. Navedeni
podaci su u skladu sa saznanjem da je u pocetnoj fazi regeneracije povecan broj aksona
manjeg dijametra kao rezultat pojatanog aksonalnog kolateralnog grananja na mestu
povrede i manjeg dijametra Bungerovih prostora dok se u kasnijoj fazi regeneracije

favorizuju aksoni veceg dijametra u odnosu na aksone manjeg dijametra koji podlezu
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degeneraciji. Ovi rezultati su u skladu i sa rezultatima drugih autora (Liao i sar., 2013)
koji su pokazali da tokom vremena dolazi do sazrevanje urastaju¢ih aksona u cilju
ostvarivanja efektne neuromuskularne veze. Efekat sazrevanja verovatno ukljucuje
eliminaciju aksona koji su ostvarili slabu ili nikakvu neuromuskularnu vezu.

Gustina Celijskih jedara misi¢a inervisanih povredenim i rekonstruisanim nervom
pokazuje znacajno povecanje u odnosu na misi¢ inervisan nepovredenim nervom tokom
postoperativnog perioda, ve¢ od tre¢eg dana nakon povrede sve do 21. dana kada belezi
najvise vrednosti. Povecanje celularnosti denervisanog miSi¢a moze se objasniti
¢injenicom da denervisani miSi¢ ispoljava kompenzatorni odgovor formiraju¢i nova
miSi¢na vlakna porekla satelitskih ¢elija koje se nalaze na povrSini miSi¢nih vlakana kod
kojih se razvio odredeni stepen atrofije (roditeljske celije) ili unutar bazalnih lamina
odumrlih miSiénih vlakana (Borisov i sar., 2001). Trend smanjenja gustine Celijskih
jedara misica se nastavlja u daljem toku oporavka sve do 120. dana. Smanjenje gustine
¢elijskih jedara ukazuje na smanjen kompenzatorni miSi¢ni odgovor, tj. smanjeno
formiranje novih misi¢nih vlakana, kao rezultat uspeSne reinervacije misi¢a, posto
oporavak mis$ica zavisi od uspostavljanja neuromuskularnog spoja (Badke i sar., 1989).
Gustina jedara m. quadricepsa pozitivno korelira sa gustinom jedara motorne grane
femoralnog nerva tokom perioda oporavka. Oporavak nervnog i miSi¢nog tkiva
medusobno je zavisan, ali tatan obrazac tog uzajamnog odnosa i zavisnosti jo§ uvek nije
jasno definisan. Takode, postoji pozitivna korelacija izmedu smanjenja gustine ¢elijskih
jedara misi¢a, smanjenja atrofije misi¢a kao i smanjenja FBA vrednosti $to govori u
prilog uspesnog oporavka funkcije m. quadriceps-a. S druge strane, uocili smo

negativnu korelaciju izmedu gustine ¢elijskih jedara misic¢a i pove¢anja EMG vrednosti.

5.2. EFEKAT TERAPIJE VITAMINIMA B KOMPLEKSA NA
REGENERACIJU MOTORNE GRANE FEMORALNOG
NERVA

Kao $to je ranije pomenuto, poznato je da su vitamini B kompleksa vazni za
normalno funkcionisanje nervnog sistema, kako centralnog, tako i perifernog. Najvise
pozitivnih efekata na regeneraciju perifernog nerva, pogotovo oporavak motorne

funkcije je zabelezen kod primene analoga vitamina B12 , metilkobalamina (Liao i sar.,
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2010), ali i drugi vitamini (B1, B6) su takode ispitivani u ranijim studijama i uglavnom
su ispoljili pozitivne efekte (Bubko i sar., 2015; Turan i sar., 2014; Fujji i sar., 1996). U
ovom radu je pokazano da je primenjena terapija vitaminima B kompleksa u
neposrednom postoperativnom periodu dovela do poboljSanja regeneracije motorne
grane femoralnog nerva S$to se manifestovalo boljim/brzim oporavkom misica
kvadricepsa.

Eksperimentalna grupa operisanih Zzivotinja koja je svakodnevno od dana
operacije tretirana vitaminima B kompleksa je ispoljila bolji oporavak, odnosno vece
smanjenje vrednosti FBA tokom prvih 14 dana u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu,
s tim da je ta razlika bila statisticki znacajna u 14. danu oporavka. Na osnovu ovoga se
moze zakljuciti da je terapija vitaminima B kompleksa dovela do ubrzanog oporavka
funkcije m. quadriceps-a pacova nakon denervacije, odnosno da je primenjena terapija
umanjila efekat denervacije u smislu smanjenja broja misi¢nih vlakana koja su podlegla
procesu atrofije ili odumiranja.

Kada se posmatra atrofija misi¢a inervisanog rekonstruisanom motornom granom
femoralnog nerva nije primec¢eno znac¢ajno smanjenje misi¢ne mase operisanih zivotinja
(kako tretiranih tako i netretiranih) tokom prva tri dana nakon povrede. Moze se re¢i da
je ovakav rezultat i o¢ekivan i posledica je promena u metabolizmu denervisanog misica
koje su komentarisane ranije. Znacajna razlika izmedu operisanih i kontrolnih Zivotinja
je primecena sedmog postoperativnog dana ali razlika izmedu tretiranih 1 netretiranih
zivotinja, iako prisutna (manji stepen atrofije kod tretiranih Zivotinja) nije znacajna.
Trend povecanja atrofije se nastavlja i 14. postoperativnog dana, ali nema znacajne
razlike izmedu grupe zivotinja tretirane vitaminima B kompleksa i netretiranih
Zivotinja.

EMG vrednosti zabelezene kod operisanih i vitaminima B kompleksa tretiranih
zivotinja pokazuju isti obrazac promena kako za tretirane tako i za netretirane zivotinje,
odnosno pad vrednosti unutar prvih sedam dana od povrede i rekonstrukcije termino-
terminalnom anastomozom, uz znake oporavka u vrednosti ovog paramerea u 14.
postoperativnom danu. ZabeleZena je znaCajna razlika u vrednostima EMG-a kod
zivotinja tretiranih vitaminima B kompleksa u odnosu na netretirane Sto je u skladu sa
rezultatima funkcionalnog oporavka procenjivano testom hodanja kojim se u istom

vremenskom periodu detektuje znacajno smanjenje FBA vrednosti kod tretiranih
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Zivotinja.

Moze se pretpostaviti da su svi do sada diskutovani efekti vitamina B kompleksa
na bolji oporavak funkcije m. quadriceps-a najve¢im delom posledica delovanja terapije
vitaminima B kompleksa na regeneraciju motornog nerva sto posledicno dovodi do
pozitivnog efekta i na sam misi¢ smanjenjem gustine ¢elijskih jedara. Smanjenje gustine
¢elijskih jedara u miSi¢u se moze objasniti kra¢im i manje intezivnim procesom
denervacije kod operisanih i tretiranih Zivotinja.

Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima Liao-a i saradnika koji su u svojim
radovima (2010, 2013) pokazali da primena analoga vitamina B12, metilkobalamina, u
postoperativnom periodu poboljSava oporavak perifernog nerva nakon povrede i
rekonstrukcije. Rezultati ove grupe istrazivaca ukazuju na znacajno povecanje vrednosti
akcionih potencijala u grupi zivotinja tretiranih vitaminom B12 u odnosu na ostale
netretirane ili drugim terapeuticima tretirane zivotinje. Takode, pokazali su i da tretman
vitaminom B12 povecava broj regeneriSu¢ih aksona tokom ranog postoperativnog
perioda usled pojacanog kolateralnog grananja u distalnom delu nerva na Sta ukazuju
poveéane vrednosti GAP-43 (u kasnijoj fazi, tokom tri meseca, dovodi do smanjenja
broja aksona) kao i povecanja dijametra aksona i debljine njihovog mijelinskog
omotaca. Broj funkcionalnih motornih plo¢a se pove¢ava u misi¢u koji je inervisan
nervom kod Zivotinja tretiranih vitaminom B12 unutar prvog meseca od povrede nerva.
Takode je pojadana ekspresija S-100 proteina na Svanovim éelijama u regenerativnom
periodu §to je rezultat povecane aktivnosti Svanovih ¢elija pre nego njihovog broja. U
skladu sa ovim literaturnim nalazima su i na$i rezultati koji su pokazuju smanjenje
imunoreaktivnosti za S100 protein prvog dana nakon povrede u grupi samo operisanih
(O) i grupi operisanih i tretiranih Zivotinja (OT) u poredenju sa lazno operisanim
zivotinjama (L). Potom se treCeg dana nakon povrede uocava pojacana
imunoreaktivnost u grupi samo operisanih Zivotinja Sto ukazuje na prisustvo
dediferenciranih Svanovih éelija dok se kod operisanih i tretiranih Zivotinja (OT)
uodava prisustvo srpastih mijeliniziraju¢ih Svanovih éelija. Na osnovu ovih rezultata
moze se pretpostaviti da je terapija vitaminima B kompleksa uticala na smanjenje
stepena dediferencijacije Svanovih éelija nakon povrede a moguce i brzi oporavak
dedifirenciranih Svanovih éelija. U prilog ove hipoteze govori i rezultat dobijen sedmog

dana oporavka u kome se kod vitaminima B kompleksa tretiranih zivotinja uocavaju
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srpaste Svanove éelije koje u tom terminu nisu detektovane kod operisanih Zivotinja
koje nisu primale terapiju. Srpaste ¢elije se pojavljuju u grupi operisanih Zivotinja 14.
tog dana dok se u tom periodu imunoreaktivnost za S100 protein u grupi operisanih i
tretiranih Zivotinja vraca na nivo lazno operisanih. Navedene rezultate mozemo tumaciti
efektom vitamina B kompleksa u smislu smanjenja degradacije mijelina i
dediferencijacije Svanovih éelija $to dovodi do brze rediferencijacije Svanovih éelija u
perifernom motornom nervu nakon transekcije i rekonstrukcije. Slican rezultat u svojim
istrazivanjima dobili su Liao i saradnici (2010). Oni su pokazali da primena
metilkobalamina podiZe nivo metabolizma Svanovih ¢elija (pojacana ekspresije S100
proteina) §to rezultuje ubrzanom aksonalnom regeneracijom i pojacanom
mijelinizacijom. Mesec dana nakon povrede perifernog nerva na mestu povrede je
detektovana minimalna aktivnost makrofaga (niske ekspresija CD68 pozitivnih ¢elija)
Sto ukazuje da je vecina celija u tom periodu ve¢ ukljuéena u regeneraciju, tj. da je
proces degeneracije zavrSen. Poznato je i da metilkobalamin promovise aksonalni
transport i regeneraciju (Yamatsu i sar., 1976). Deluje kao kofaktor enzima metionin
sintetaze koji vrSi transfer metil grupe u regeneraciji metionina iz homocisteina.
Povecanje koncentracije metionina, koji se moze metabolisati u acetilholin, povecava
nivo acetilholina u aksonima i postsinapti¢kim acetilholinskim receptorima i olakSava
razvoj i1 sazrevanje neuromuskularne ploc¢e (Vasilescu i Florescu, 1982). Pretpostavlja
se da ovaj mehanizam pomaze regeneriSu¢im aksonima da ostvare i ojacaju kontakt sa
ciljnim tkivom.

Pored navedenog, analog vitamina B12, metilkobalamin, ubrzava mijelinizaciju
perifernog aksona promocijom sinteze fosfolipida koji predstavljaju glavni konstituent
mijelinskog omotaca. Metilkobalamin ubrzava aksonalnu regeneraciju i mijelinizaciju a
takode podiZe nivo metabolizma Svanovih éelija. Primeéena je poveéana ekspresija S-
100 proteina u Svanovim ¢elijama $to ukazuje na poveéane celijske aktivnosti kao $to
su fosforilacija proteina, enzimska aktivnost, diferencijacija celija 1 citoskeletna
dinamika (Donato, 1999). Takode je identifikovana S-100 imunoreaktivnost unutar
velikih, regenerisucih aksona. Pokazali smo da je imonureaktivnost za MBP promenjena
u grupama operisanih zivotinja u odnosu na lazno operisane kao i da postoje znacajne
razlike izmedu grupe samo operisanih (O) i1 operisanih i tretiranih (OT) Zivotinja. Na

osnovu imunoreaktivnosti za MBP u prvom postoperativnom danu mozemo zakljuciti
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da je terapija vitaminima B kompleksa smanjila propadanje i degradaciju mijelinskog
omotaca neposredno nakon povrede. Ovakav inhibitorni efekat terapije vitaminima B
kompleksa na degradaciju mijelinskog omotaca se zadrzava u treCem postoperativnom
danu kada se u ovoj grupi zivotinja uo¢ava kruzna imunoreaktivnost za MBP. Navedeni
podaci ukazuju da nije doslo do znaCajne razgradnje mijelina u grupi OT Zzivotinja pod
uticajem terapije vitaminima B kompleksa. Odsustvo kolokalizacije imunoreaktivnosti
za S100 i MBP u tre¢em i sedmom danu u grupi O zivotinja ukazuje na prisustvo
dediferenciranih nemijelinizirajuéih Svanovih ¢elija i razgradenog mijelina.
Kolokalizacija u navedenoj grupi se uoCava tek 14. dana. S druge strane, terapija
vitaminima B kompleksa dovodi do kolokalizacije u svim ispitivanim terminima sa
veéim prisustvom Svanovih éelija treceg i sedmog dana, dok se 14. dana broj Svanovih
¢elija izjednacava sa grupom lazno operisanih zivotinja. Poznato je i da metilkobalamin
povecava broj urastajucih aksona distalno od mesta povrede unutar prvog meseca kao i
u blizini zone motorne plo€e. Kasnije, smanjuje suvisni broj aksona u korist aksona
veéeg dijametra. Takode blago povecéava koli¢inu krvnih sudova (verovatno posledica
povecanog metabolizma zbog procesa regeneracije). Povecava dijametar aksona i
debljinu mijelinskog omotaca regeneriSu¢ih aksona (Liao 1 sar., 2013) i tako pomaZe
sazrevanje aksona. Pored navedenih efekata, Fujii i saradnici (1996) su dokazali da
vitamini B1l, B6, kao i B12, poveéavaju brzinu sprovodenja impulsa kroz nerv
(mehanizmom smanjene degeneracije aksona u akrilamid izazvanoj neuropatiji kod
pacova nakon tretmana vitaminima B kompleksa) kao 1 da pojacavaju izrastanje
regeneriSucih aksona.

Grupa zivotinja koja je tretirana vitaminima B kompleksa u neposrednom
postoperativnom periodu je pokazala manje izraZzenu gustinu celijskih jedara motorne
grane femoralnog nerva distalno od mesta povrede u odnosu na grupu operisanih a
netretiranih Zivotinja. Ona je bila znacajno veca od gustine ¢elijskih jedara kod lazno
operisanih Zivotinja, Sto je oCekivano s obzirom na procese Valerijanove degeneracije i
posledi¢ne regeneracije nerva nakon traume (Gaudet 1 sar., 2011). Najizrazenija razlika
u gustini ¢elijskih jedara nerva izmedu tretiranih i netretiranih Zivotinja uocena je treceg
1 14. postoperativnog dana, sa statisticki znacajnim razlikama. Spomenuli smo da je u
prvim danima nakon povrede u delu perifernog nerva distalno od lezije izraZena

inflamatorna reakcija u sklopu Valerijanove degeneracije, u vidu infiltracije neutrofila,
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kasnije i makrofaga/monocita, u cilju uklanjanja degenerisanih aksona i debrisa
mijelina. Infiltrativna faza je najizraZenija prvih sedam dana. S druge strane poznato je
da 30. dana od povrede vecinu celija u distalnom nervnom segmentu predstavljaju
Svanove ¢elije (Liao i sar., 2013). Dosada$nja istrazivanja su pokazala da
antiinflamatorne supstance imaju ulogu u poboljSanju procesa regeneracije nakon
traume perifernog nerva (Liao i sar., 2010) i kicmene mozdine (Bao i sar., 2004). Moze
se pretpostaviti da je smanjenje gustine celijskih jedara nakon primenjene
hipervitaminske terapije vitaminima B kompleksa u postoperativnom periodu takode
rezultat smanjenog nivoa inflamacije. Takode, moguce je da je terapija B kompleksom
smanjila dediferencijaciju Svanovih éelija i degradaciju mijelina. Posledi¢no, smanjena
proliferacija Svanovih éelija moZe rezultovati smanjenom gustine Celijskih jedara u
motornoj grani fermoralnog nerva.

Gustina ¢elijskih jedara misi¢a pokazuje slican trend. Ona predstavlja indirektni
pokazatelj oSte¢enja miSi¢nog tkiva (Shea i sar., 2014). Neposredno nakon traume
dolazi do znacajnog povecanja gustine ¢elijskih jedara miSic¢a kvadricepsa inervisanog
rekonstruisanim nervom, kako u grupi tretiranih tako i u grupi netretiranih Zivotinja.
Razlike su statisti¢ki znacajne od tre¢eg dana pa do kraja ispitivanog perioda oporavka.
Gustina celijskih jedara tretiranih Zzivotinja manja je od gustine celijskih jedara
netretiranih zivotinja, ali ta razlika za tre¢i i sedmi dan oporavka nije statisticki
znacajna. Znacajna razlika izmedu tretiranih i netretiranih Zivotinja se uocava 14. dana,
sa manjim vrednostima kod grupe tretiranih. Na osnovu ranijih saznanja Borisova i
saradnika (2001) koja smo prethodno komentarisali znamo da je povecana gustine
¢elijskih jedara miSi¢a posledica kompenzatornog miogenog odgovora u smislu
stvaranja novih misSi¢nih vlakana kao odgovor na denervaciju. NiZi nivo celularnosti u
grupi tretiranih Zivotinja ukazuje na manji broj denervisanih misi¢nih vlakana koja ¢e
razviti atrofiju ili celijsku smrt. Ovaj nalaz upucuje na zakljuc¢ak da je smanjeni
kompenzatorni misi¢ni odgovor (u vidu proliferacije 1 diferencijacije satelitskih ¢elija u
nove mioblaste) posledica smanjenog nivoa denervacije misi¢a kvadricepsa zbog
poboljSanog procesa regeneracije motorne grane femoralnog nerva i skrac¢enja vremena

denervacije, kao posledice terapije vitaminima B kompleksa.
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5.3. EFEKAT POVREDE FEMORALNOG NERVA | TERAPIJE
VITAMINIMA. B KOMPLEKSA NA PERITONEALNE
MAKROFAGE

Imunski sistem stiti organizam od infekcije razli¢itim mikroorganizmima kroz
koordinirano delovanje njegovih komponenti. S druge strane, osobe i zivotinje koje se
podvrgavaju hirurskim intervencijama i anesteziji pokazuju promene u imunskom
odgovoru za koje je tesko utvrditi da li su indukovane stresom izazvanim hirurskom
procedurom ili primenom lekova za anesteziju. Poznato je da sama hirurska incizija
indukuje lokalnu povredu tkiva, ukljucuju¢i krvne sudove i aferentne nerve sto dovodi
do aktivacije HPA ose. Posledicno aktivacija HPA ose dovodi do nastanka molekula,
CRH, ACTH i kortizola, koji ispoljavaju efekat na imunski sistem. Pored njih i
kateholamini imaju uticaj na imunski sistem (Chen i sar., 2010).

Rezidentni tkivni makrofagi igraju centralnu ulogu u odrzavanju homeostaze
tkiva i imunskom nadzoru. Makrofagi su klju¢ni za odrzavanje homeostaze tkiva jer
doprinose inicijaciji, napredovanju i rezoluciji inflamacije nakon infekcije ili povrede
tkiva (Lavin i Merad, 2013). Populacija makrofaga je veoma heterogena sto odrazava
adaptaciju ovih celija na razli¢ite sredine u razli¢itim tkiva i njihove specijalizovane
funkcije. U inflamatornim stanjima dolazi do delimi¢nog ili potpuno uklanjanja
populacije rezidentnih makrofaga koja ¢e se potom obnoviti angazovanjem monocita
periferne krvi ili lokalnom proliferacijom postoje¢ih tkivnih makrofaga (Davies i sar.,
2013). Poznato je da je peritonealna supljina jedinstvena sredina u kojoj se dolazi do
proliferacije, diferencijacije i aktivacije rezidentnih peritonealnih makrofaga (PMF) pa
su stoga ove celije veoma koristan model sistem za bolje razumevanje ove celijske
dinamike. Danas je poznato da veliki broj molekula, kao i razli¢ita promenjena stanja
(retinoicna kiselina, molekuli koji nastaju kao posledica aktivacije HPA ose, stres,
starenje) uticu na fenotipske 1 funkcionalne Kkarakteristike PMF. Osim toga,
razumevanje razlicitog razvojnog porekla mnogih populacija tkivnih makrofaga,
ukljucuju¢i njihovu potrebu za obnavljanjem u homeostazi i razli¢itim patoloskim
stanjima, ¢e pruziti uvid u osnovne razlike izmedu upalnih monocita poreklom iz
makrofaga i njihovih tkivnih rezidentnih “rodaka”.

Imaju¢i u vidu podatke o uticaju hirurske traume na imunski sistem, posledniji
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cilj ovog rad je bio da se ispita efekat hirurske transekcije i rekonstrukcije motorne
grane femoralnog nerva na fenotipske i funkcionalne karakteristike PMF i uticaj terapije
vitaminima B kompleksa na pomenute karakteristike. Poznato je da su PMF Ccelije sa
mnogobrojnim funkcijama koje su u osnovi njihove proinflamatorne, efektorske i
imunoregulatorne aktivnosti. Stoga je odredivana produkcija reaktivnih oblika kiseonika
i azot oksida, kao vaznih parametara efektorske aktivnosti i sposobnost fagocitoze i
produkcije TNF-a, adhezija za plastiku i ekspresija adhezivnih molekula relevantnih za
ovaj proces, kao pokazatelja proinflamatorne aktivnosti. Sposobnost produkcije IL-10 je
procenjivana kao mera imunoregulatorne aktivnosti PMF. Sve navedene aktivnosti i
karakteristike PMF operisanih zivotinja su uporedene sa istim u populaciji PMF
operisanih i vitaminima B kompleksa tretiranim zivotinja. Rasvetljavanje uloge i
karakteristika PMF u uslovima razlic¢itih vrta traume ukljucuju¢i i traumu perifernih
nerava je vazno za razumevanje uloge ovih ¢elija u odrzavanju regionalne homeostaze,
ali i razumevanje samih mehanizama kojima trauma sistemski deluje na organizam
ukljucujuéi PMF.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da transekcija i rekonstrukcija
motorne grane femoralnog nerva ne dovodi do promene u broju i vijabilnost ukupnih
¢elija peritonealne supljine, kao i da ne utie na procentualnu zastupljenost pojedina¢nih
subpopulacija u ukupnim peritonealnim ¢elijama. Na osnovu ovoga se moze zakljuciti
da povreda perifernog nerva nije dovela do uklanjanja ili infiltracije novih celija sedam
dana nakon povrede ili u slu¢aju da su se promene desavale neposredno nakon povrede
pretpostavka je da su se ispitivane funkcije vratile na normalu. Dalje je pokazano da ni
primena terapije vitaminima B kompleksa u ispitivanom periodu, sedmog dana nakon
povrede, nije uticala na promenu broja, vijabilnosti i procentualnu zastupljneosti
subpopulacija u ukupnim peritoneanlim celijama. Ogranic¢enje ovog dela istrazivanja
koja se odnose na PMF je upravo ¢injenica da je koris¢en samo jedan termin te da
nemamo dinamiku promena od samog trenutka povrede do ovog ispitivanog termina.
Stoga je neophodno u budué¢im istrazivanjima obuhvatiti i ispitivanja uticaja povrede
perifernog nerav u ranijim terminima s obzirom da postoji moguc¢nost da su se neke
promene u peritoneumu desile ali u ranijem periodu oporavka.

U cilju dobijanja $to preciznijih rezultata o efektu povrede perifernog nerva na

PMF izvrSeno je obogacivanje populacije PMF na gradijentu gustine pa je za sva druga
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funkcionalna i fenotipska ispitivanja koriS¢ena upravo obogacena populacije PMF u
kojoj je preko 85% celija bilo CD68 pozitivno. Rezultati ovog dela istrazivanja govore o
tome da se obogacena populacija PMF izolovana nakon sedam dana nakon transekcije i
rekonstrukcije motorne grane femoralnog nerva karakterise smanjenim ex vivo vrednosti
ispitivanih funkcionalnih Kkarakteristika ukljuc¢uju¢i sposobnost fagocitoze i adhezije,
produkcije ROS, NO, TNF-a i IL-10. Smanjena oksidativna aktivnost PMF merena
produkcijom ROS je u skladu sa rezultatima Lopeza i saradnika (2012) koji su pokazali
da nakon teske opekotine u periodu nakon 24 sata od povrede PMF pokazuju smanjenu
sposobnosti proinflamatornog reagovanja u smislu produkcije ROS na dodatnu
stimulaciju LPS-om. Bez obzira na to §to je u naSem ispitivanju koris¢en model povrede
perifernog nerva koja se ne karakteriSe intezivnim sistemskim odgovorom kao
opekotina moze se pretpostaviti da se nakon povrede perifernog nerva sa PMF desava
sli¢cna promena. Povreda perifernog nerva dovodi do sistemskih efekata koji se ogledaju
u promeni funkcionisanja ose hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda (HPA ose) §to
moze imati uticaj na funkcionalne i fenotipske karakteristike PMF (Jeffrey i Underhill,
1995). Ovakav ex vivo nalaz smanjenih PMF funkcija mogao bi da se objasni
imunosupresivnim efektom povrede perifernog nerva na ispitivane funkcije PMF sedam
dana nakon traume. U prilog indukcije imunosupresije hirurSkom transekcijom i
rekonstrukcijom perifernog nerva idu i nalazi da je imunosupresija i povecana
osetljivost na infekciju jedna od najznacajnijih komplikacija povezanih sa termickom
povredom (15, 16, 18, 21), kao i drugim oblicima traume. Mehanizmi kojima termicka
povreda izaziva imunosuprimirano stanje su kompleksni, ukljucujuéi aktivnost
ciklooksigenaze (27-29), glukokoritkoida (30) i supresije funkcije T c¢elija (31, 32).
Buduca istraZivanja bi trebalo da budu usmerena ka definisanju sistemskih faktora koji
bi mogli biti odgovorni za uocen fenomen. Potrebno je ispitati HPA osu odnosno
koncentraciju produkata aktivacije HPA ose u periodu nakon povrede kako bi se moglo
govoriti o postojanju sistemskih promena nakon povrede perifernog nerva koje bi mogle
biti odgovorne za uo¢enu promenu funkcija PMF. Takode, u narednim istrazivanjima bi
se mogao ispitati i modulatorni efekat kondicioniranog medijuma u kome bi se
kultivisali operisani nervi na funkcije periotonealnih makrofaga iz netretiranih intaktnih
Zivotinja.

U nastavku ovog istrazivanja pokazano je da tretman vitaminima B kompleksa
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pored benefita u smislu brzeg oporavka povredenog nerva ispoljava i pozitivan efekat
na funkcionalne karakteristike PMF tako §to uspeva da poniSti zabelezen
imunosupresivni efekat povrede na PMF. Ovaj pozitivan efekat terapije vitaminima B
kompleksa na imunski sistem je veoma vazan jer je poznato da supresija imunskog
sistema nakon povreda dovodi do komplikacija opSteg stanja pacijenta. Ovi rezultati
otvaraju mnogo novih mogucnosti za istrazivanja mehanizama delovanja terapije
vitaminima B kompleksa na PMF ne samo nakon povrede perifernog nerva nego i u
nekim drugim patoloskim stanjima, kao i u normalnim fizioloSkim uslovima.

Nakon ex vivo istrazivanja uradeno je in vitro ispitivanje funkcionalnih
karakteristika obogacene populacije PMF kako sponatnih tako i ispitivanje njihove
sposobnosti da odgovore na dodatni stimulus (lipopolisaharid i forbal miristat acetat).
Uoceno je da PMF izolovani iz tretiranih i vitaminima B kompleksa tretiranih Zivotinja
u in vitro uslovima ispoljavaju sli¢ne funkcionalne sposobnosti uklju¢ujuéi sponatnu i
stimulisanu sposobnost adhezije, fagocitoze, kao i produkcije reaktivnih oblika
kiseonika, NO, TNF-a i IL-10 kao i PMF izolovani iz lazno operisanih zivotinja, dok
PMF operisanih a netretiranih zivotinja i u in vitro uslovima ispoljavaju smanjenje svih
ispitivanih funkcija. Ovi rezultati nisu u skladu sa literaturnim rezultatim koji govore o
direktnom in vitro efektu razli¢itih vitamina B na PMF ukljucujuci suprimirajuéi efekat
riboflavina na produkciju NO-a i TNF-a od strane PMF izolovanih iz miSeva (Quershi i
sar, 2013) i niacina na sintezu proinflamatornih citokina TNF-a, IL-1 i IL-6 od strane
PMF (Lipszyc i sar., 2013). Ove razlike se mogu pripisati razli¢itim nac¢inima primene
vitamina B u istrazivanjima prikazanim u literaturi i na¢inu primene, doze i kombinacije
vitamina B primenjenom u ovom istraZivanju. Pozitivan efekat vitamina B kompleksa u
ovom istraZzivanju se moze objasniti pozitivnim delovanjem ove terapije na proces
regeneracije povredenog perifernog nerva i smanjenjem sistemskog odgovora
organizma na prisutnu traumu a ne direktnim delovanjem na PMF. U budué¢im
istrazivanjima je potrebno u serumu/plazmi Zivotinja svih ispitvanih grupa odrediti nivo
sistemskih pokazatelja neurohumoralanog stresa za koje se pretpostavlija da su
odgovorni za imunosupresivno delovanje na PMF u samo operisanim zivotinjama.
Vazno je ista¢i da je primenjena terapija na ovom modelu povrede perifernog nerva
uspela da normalizuje funkciju PMF §to moze biti veoma iskori§¢eno u klini¢koj praksi

u cilju smanjenja komplikacija kod traumatizovanih pacijenata indukovanih
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imunosupresivnim efektom traume. Stoga rezultati ovog istrazivanja predstavljaju
osnovu za istrazivanja dubljih mehanizama delovanja vitamina B kompleksa na ovom
modelu povrede, kao i za nova istrazivanja primene ovih lekova na animalnim
modelima razli¢itih trauma ukljucujuéi i opekotine kao jednu od veoma teskih trauma.
Takode, u narednim istraZzivanjima je potrebno ispitati i direktan efekat koriS¢ene
kombinacije vitamina B kompleksa na funkcionalne karakteristike PMF u in vitro

uslovima.
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6. ZAKLJUCCI
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U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, a na osnovu iznetih rezultata

mogu se formulisati sledec¢i zakljucci:

<> Na modelu transekcije i1 rekonstrukcije termino-terminalnom anastomozom

motorne grane femoralnog nerva pacova pokazano je da povreda perifernog nerva

1.
2.

10.

*

uti¢e na elektri¢nu aktivnost, atrofiju i funkciju ciljnog misi¢a kvadricepsa.
da u ispitivanom periodu prac¢enja dolazi do oporavka funkcije motorne
grane femoralnog nerva procenjivano testom ponasanja, procentom atrofije
miSica inervisanog rekostruisanim nervom i EMG miSica kvadricepsa.
atrofija miSica postaje detektabilna sedmog dana nakon povrede perifernog
nerva, povecava se tokom daljeg perioda posmatranja ali se posle 30. dana
smanjuje.

tokom perioda posmatranja dolazi do oporavka elektricne aktivnosti miSica.
povreda perifernog nerva utiCe na povecanje gustine celijskih jedara u
podruc¢ju povrede femoralnog nerva i povecanje gustine celijskih jedara u
njime inervisanom misicu.

aktivira proliferaciju i dediferencijaciju Svanovih ¢elija

dovodi do degradacije mijelinskog omotaca

smanjenje ekspresije GAP-43 do 14. dana nakon ¢ega dolazi do povecanja
izrastanja aksona

dovodi do proliferacije i diferencijacije satelitskih ¢elija u mioblaste

uti¢e na smanjenje funkcionalnih karakteristika peritonealnih makrofaga
ukljucujuéi smanjenu sposobnost fagocitoze i adhezije ex vivo i in vitro, kao
i smanjenu produkciju ROS, NO, TNF i IL-10 in vitro.

¢ Terapija vitaminima B kompleksa dovodi do

1. boljeg oporavka motorne funkcije povredenog nerva procenjivano testom

ponasanja, stepenom atrofije misi¢a i EMG-om.

2. smanjenja gustine cCelijskih jedara u podrucju povrede femoralnog nerva i

miSi¢a kvadricepsa.

3. smanjene dediferencijacije Svanovih ¢elija u povredenom nervu i ubrzanom

povratku u diferenciranu srpastu formu.
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o &

smanjenja degradacije mijelina u povredenom nervu.

brzeg izrastanja aksona procenjivano ekspresijom GAP-43.

smanjene proliferacije i diferencijacije satelitskih celija §to je pokazatel;
poboljsane reinervacije.

normalizuje ispitivane funkcije peritonealnih makrofaga i povecava sposobnost

odgovore na dodatni M1 stimulus.
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