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Vpliv nevrotrofina NT-3 na funkcionalne
sposobnosti motonevronov v kokulturi 

s ~love{ko mi{ico3

The Effect of Neurotrophin NT-3 on Functional Capabilities 
of Motoneurons in Cocultures with Human Muscle3

IZVLE^EK

KLJU^NE BESEDE: motori~ni nevroni – u~inki zdravil, `iv~nomi{i~ni stik, `iv~ni rastni faktorji

Nevrotrofini, med katere sodi tudi nevrotrofin 3 (NT-3), so beljakovine iz skupine rastnih
dejavnikov z u~inki na `iv~evje. Od vseh nevrotrofinov je NT-3 najbolj raz{irjen v razvijajo-
~em se in zrelem ̀ iv~nem sistemu in ima pomembno vlogo pri razvoju in ohranjanju strukture
in delovanja `iv~evja, pomemben pa bi lahko bil tudi pri nekaterih nevrolo{kih boleznih in
v prihodnosti morda tudi pri njihovem zdravljenju. Namen na{e naloge je bil preu~iti vpliv
NT-3 na zmo`nost motonevronov, da tvorijo delujo~e ̀ iv~no-mi{i~ne stike. Pri tem smo se odlo-
~ili uporabiti poskusni model, v katerem nevroni izra{~ajo iz eksplantov podganje embrionalne
hrbtenja~e in tvorijo delujo~e `iv~no-mi{i~ne stike na mi{i~nih cev~icah ~love{ke mi{ice. Ta
model omogo~a opazovanje nastajanja ̀ iv~no-mi{i~nega stika na vseh pomembnih stopnjah
tega procesa in kvantitativno ocenjevanje uspe{nosti funkcionalnega o`iv~enja. Na tak na~in
u~inki NT-3 {e niso bili kvantitativno ocenjeni. Vpliv NT-3 na funkcionalno o`iv~enje smo
ocenjevali tako, da smo: 1. {teli ̀ iv~ne izrastke na robu eksplanta, 2. dolo~ali dele` kontrakcijsko
pozitivnih eksplantov, 3. {teli kontrahirajo~e enote v polju o`iv~enja posameznega eksplanta
in 4. {teli skupke acetilholinskih receptorjev v `iv~no-mi{i~nem stiku s pomo~jo barvanja
z α-bungarotoksinom, konjugiranim z rodaminom. Pod vplivom NT-3, dodanega v koncentraci-
ji 10 ng/ml, ki se je v poizkusih testiranja razli~nih koncentracij izkazala kot najbolj u~inkovita,
so se pove~ali vsi merjeni parametri funkcionalnega o`iv~enja. S tem smo potrdili hipotezo,
da NT-3 izbolj{a zmo`nosti motonevronov za ustvarjanje delujo~ih `iv~no-mi{i~nih stikov.

ABSTRACT
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Neurotrophins are a subgroup of growth factors acting within the nervous system. They are
small proteins forming a family of several members. Among these, NT-3 is the most abun-
dantly distributed within the developing and mature nervous system. NT-3 significantly
contributes to the formation and maintenance of the nervous system and may be involved
in various neurological diseases. In the future, it may also become a therapeutic agent for
their treatment, therefore the mechanisms of its action are intensely investigated. The aim
of our study was to investigate the effects of NT-3 on the ability of motor neurons to form
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UVOD

Nevrotrofini

Nevrotrofini spadajo med rastne dejavnike
z u~inki na ̀ iv~evje. V preteklosti se je lo~eva-
lo med rastnimi dejavniki in nevrotrofi~nimi
dejavniki, kar se ni izkazalo za uporabno, ker
imajo rastni dejavniki tudi nevrotrofi~ne
u~inke. Rastni dejavniki so beljakovine z zelo
raznolikimi in kompleksnimi u~inki. Spodbu-
jajo proliferacijo in pre`ivetje celic, sodelujejo
pri pridobitvi in vzdr`evanju celi~nega fenotipa,
vplivajo na sinapti~no plasti~nost, spro{~anje
`iv~nih prena{alcev, stabilnost in funkcional-
nost sinaps, delovanje imunskega odziva in
so udele`eni tudi pri vnetju (1). Do tak{nih
u~inkov pripeljejo z vezavo na membranske
receptorje, ki spro`ijo zapletene znotrajceli~ne
signalne poti. Spekter celic in tkiv, na katere
delujejo, je zelo razli~en. Insulinu podobni rast-
ni dejavnik I (IGF-I, angl. insulin-like growth
factor) na primer deluje na {tevilna tkiva in
celice, nevrotrofini pa u~inkujejo predvsem
na ̀ iv~evje in od tod izvira tudi njihovo ime.
Dru`ina nevrotrofinov ima mo~no konzer-
vativno molekularno strukturo in vklju~uje
{est ~lanov: ̀ iv~ni rastni dejavnik (NGF, angl.
nerve growth factor), ki je bil odkrit prvi, nevro-
trofi~ni dejavnik mo`ganskega izvora (BDNF,
angl. brain-derived neurotrophic factor), nevro-
trofina 3 in 4/5 (NT-3, NT-4/5) ter nevrotro-
fina 6 in 7 (NT-6, NT-7), ki so ju na{li le pri
ribah (2, 3).

Sinteza in izlo~anje nevrotrofinov

Nevrotrofini nastanejo najprej v obliki pre-
pronevrotrofinov, ki se v endoplazemskem

retikulumu pretvorijo v pronevrotrofine.
V Golgijevem aparatu ali sekrecijskem me{i~-
ku nastane zrel nevrotrofin, nakar se po dva
od njih zdru`ita v dimer. Ta se kot biolo{ko
aktiven homodimer izlo~i po konstitutivni ali
uravnavani poti (za pregled glej 2). Na sinte-
zo nevrotrofinov vpliva sinapti~na aktivnost.
Blokada acetilholinskih receptorjev (AChR)
s kurarejem privede v mi{ici do zni`ane sinte-
ze NT-3 (4). Za nevrotrofi~ni dejavnik glialnega
izvora (GDNF, angl. glial-derived neurotrophic
factor) so podobno in vivo ugotovili, da se
njegova koli~ina pove~a v dejavnih mi{icah in
zni`a v nedejavnih (5). Izra`anje genov za
nevrotrofine je tudi pod vplivom integrinov (6).
Nevrotrofini se lahko izlo~ajo po uravnavani
ali po konstitutivni poti. Poglavitni mehanizem
nadzorovanega izlo~anja je dvig koncentracije
kalcija v celici (7), do katere lahko z depola-
rizacijo privedeta glutamat ali, v poskusnih
razmerah, visoka zunajceli~na koncentracija
kalija (7, 8). Znano je tudi, da izlo~anje nevro-
trofinov spro`ijo z aktivacijo receptorjev Trk
nevrotrofini sami, kar bi lahko igralo pomemb-
no vlogo pri stabilizaciji sinaps (9). Izlo~ene
nevrotrofine lahko celice privzamejo in nato
ponovno izlo~ijo (za pregled glej 2).

Molekularni mehanizmi delovanja
nevrotrofinov

Nevrotrofini delujejo prek dveh vrst recep-
torjev: 1. dru`ine Trk (tropomiozinu sorodna
kinaza; angl. tropomyosin-related kinase) in
2. receptorja p75, ki spada v naddru`ino
receptorjev za tumorje nekrotizirajo~i dejav-
nik (TNF; tumorje nekrotizirajo~i dejavnik;
angl. tumour necrosis factor). Med receptor-
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functional neuromuscular junctions. An in vitro experimental model in which neurons extend-
ing from rat spinal cord explants form functional neuromuscular junctions onto human
myotubes has been employed for this purpose. The effects of NT-3 were quantitatively deter-
mined by 1) counting neuronal outgrowths from the spinal cord explants 2) determining the
percentage of contraction-positive explants 3) counting the number of contracting units per
explant and 4) counting the number of nicotinic receptor clusters at neuromuscular junc-
tions using rhodamine-labelled α-bungarotoxin. The statistical significance of differences
between the treated and control groups of explants was tested using the independent sam-
ples Student t-test. NT-3 added to the culture medium at the concentration of 10 ng/ml, which
proved the most efficient in our concentration testing, increased all the parameters of func-
tional innervation. A higher capacity of the neurons to form functional neuromuscular junctions
in NT-3-containing cocultures was thus demonstrated.
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je Trk spadajo TrkA, TrkB in TrkC. Trk-re-
ceptorji so pri vezavi ligandov selektivni. Kot
primarni ligand ve`e TrkA NGF, TrkB BDNF
in NT-4/5 ter TrkC NT-3. NT-3 se kot edini
nevrotrofin ve`e na vse receptorje, zato imajo
`ivali z izbitim genom za NT-3 (»knock-out `iva-
li«) huj{e posledice kot tiste z izbitim genom
za njegov receptor TrkC (10). Specifi~nost in
afiniteta vezave nevrotrofinov na receptorje
Trk se lahko spremenita pod vplivom p75 (11).
Receptor p75 na primer inhibira vezavo NT-3
na TrkA, ki ga NT-3 v visokih koncentracijah
sicer aktivira (12). NT-3 lahko celo nadome-
sti potrebe simpati~nih nevronov po NGF, ~e
imajo mutiran p75 (13).

Vezavi nevrotrofina na receptor iz dru`i-
ne Trk sledita dimerizacija ter avtofosforilacija
receptorja in temu spro`enje znotrajceli~-
nih signalnih poti, v katere so vklju~eni tudi
MAPK (angl. mitogen-activated protein kinase),
PI3K (angl. phosphatidylinositide 3-kinase)
in PLC-γ1 (angl. phospholipase C-γ1) (za pre-
gled glej 14, 15). Da nevrotrofin, ki ga izlo~i
tar~no tkivo, privede do sprememb v genski
ekspresiji pripadajo~ega nevrona, mora sig-
nal prepotovati razdaljo od ̀ iv~nega kon~i~a
do jedra nevrona (t. i. retrogradno signalizi-
ranje) (15). Po vezavi na receptor pride do
internalizacije kompleksa ligand-receptor in
nastanka »signalnih endosomov« (angl. signa-
ling endosomes), ki potem potujejo z retro-
gradnim transportom proti telesu nevrona.
Obstaja tudi obratna pot, po kateri potuje
nevrotrofin z anterogradnim transportom
od telesa nevrona do kon~i~a, kjer se izlo~i in
nato deluje parakrino ali avtokrino (za pregled
glej 2). Z anterogradnim transportom lahko
potuje tudi NT-3, npr. od mre`nice po njenih
ganglijskih celicah do tektuma (16, 17).

Receptor p75 lahko uravnava delovanje
receptorjev Trk, lahko pa tudi samostojno
spro`i znotrajceli~ne signalne poti (14). Razi-
skave ka`ejo na pomembno mesto p75 pri
spro`enju apoptoze (18). Raziskuje se tudi
vloga p75 pri patogenezi stekline (19). Na p75
se lahko v nasprotju s selektivnej{imi recep-
torji Trk ve`ejo vsi nevrotrofini, zato ga
imenujejo tudi »pannevrotrofinski recep-
tor« (12). Poimenovanje p75 kot »receptor
z nizko afiniteto« in TrkA kot »receptor z viso-
ko afiniteto« (1, 19) po mnenju nekaterih ni
ustrezno, ker imata tako TrkA kot tudi p75

manj{o disociacijsko konstanto od »mesta
z visoko afiniteto«, ki nastane ob koekspresi-
ji TrkA in p75 (11, 20).

Kot smo `e omenili, so za u~inkovanje
nevrotrofinov pomembne tudi interakcije
med p75 in Trk, do katerih prihaja: 1. na ravni
samih receptorjev in 2. na ravni signalnih poti
distalno od receptorjev. Signali, ki nastanejo
ob aktivaciji Trk in p75, so lahko sinergisti~-
ni ali antagonisti~ni, zlasti v smislu spro`itve
ali zavrtja programirane celi~ne smrti (21),
pri ~emer je pomembna kombinacija recep-
torjev. ^e na primer NGF, ki sicer omogo~a
pre`ivetje (preko TrkA), v odsotnosti TrkA
aktivira p75, povzro~i apoptozo (22).

U~inki nevrotrofinov

Nevrotrofini delujejo na razli~nih ravneh
razvoja in delovanja nevronov. Levi-Montal-
cinijeva in Hamburger sta prva pri{la do
spoznanja, da na pre`ivetje mo~no vplivajo
tar~na tkiva. Kot povezovalni dejavnik med
tar~nimi tkivi in pre`ivetjem nevronov sta
odkrila NGF. Ta spoznanja pa so dala osnovo
t. i. »nevrotrofi~ni hipotezi«. Po njej med raz-
vojem nevroni tekmujejo za omejene koli~i-
ne nevrotrofi~nih dejavnikov, ki jih proizvajajo
tar~na tkiva. Ker teh dejavnikov ni dovolj za
vse nevrone, se {tevilo prvotno nastalih nevro-
nov med razvojem mo~no zmanj{a (23, 24).
Sposobnost nevrona, da se odziva na dolo~en
nevrotrofin, je pogosto odvisna od faze raz-
voja nevrona. Pluripotentne celice nevralne
cevi so na primer v zgodnjih fazah razvoja
odvisne od NT-3, ko za~nejo vzpostavljati stik
s tar~nim tkivom, pa postanejo odvisne od
NGF (25). Specifi~no delovanje posameznih
nevrotrofinov {e vedno ni popolnoma dogna-
no. Med razvojem lahko nevrotrofini delujejo
na razli~nih stopnjah, od za~etne diferencia-
cije, prek zorenja nevronov in programirane
celi~ne smrti, do propada nekaterih in stabi-
lizacije drugih sinaps. Po kon~anem razvoju
delujejo tudi na samo u~inkovitost zrelih
sinaps in sodelujejo pri obnavljanju ter vzdr-
`evanju `iv~evja. V mo`ganih odraslega se
nevrotrofini v najve~ji meri izra`ajo v hipo-
kampusu (26) in so spro`ilni dejavniki veli-
kih sprememb v funkcionalni organizaciji
mo`ganske skorje med prelomnimi obdobji
v razvoju in tudi kasneje (za pregled glej 27).
Ena klju~nih nalog nevrotrofinov je spodbujanje
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izra{~anja aksonov in dendritov pri nevronih,
ki so zanje ob~utljivi, verjetno pa imajo vlo-
go tudi pri morfolo{kem razvoju nevronov in
usmerjanju njihove rasti (28–30). Podalj{eva-
nje aksonov pri perifernih nevronih kot tudi
tistih v osrednjem ̀ iv~evju je in vitro odvisno
od nevrotrofinov, ni pa dovolj dokazov, da se
to dogaja tudi v razmerah in vivo (31).

Vpliv nevrotrofinov na motonevrone

Nevrotrofini so vpleteni v nastajanje in zore-
nje `iv~no-mi{i~nega stika (@MS), pri ~emer
je izrednega pomena pravilna interakcija
med motonevroni in skeletnomi{i~nimi vlak-
ni (27, 32). Kot zelo pomembnega na podro~ju
vzdr`evanja u~inkovitosti @MS izpostavljajo
NT-4/5 (33). Nevrotrofini so pomembni za
pre`ivetje razvijajo~ih se in zrelih motone-
vronov, opisan pa je bil tudi njihov vpliv pri
odzivu na po{kodbo (34). Leta 1993 so prvi~
poro~ali o mo`nosti vpliva nevrotrofinov na
sinapti~ni prenos med motonevronom in ske-
letnomi{i~nim vlaknom (35).

Vpliv nevrotrofinov na delovanje sinaps

Odkritje, da imajo nevrotrofini akutne u~inke
na zrele nevrone in da vplivajo na u~inkovi-
tost sinaps, je vodilo v nadaljnje vrednotenje
njihovega vpliva na dinamiko ̀ iv~nega siste-
ma. Pri dodajanju BDNF in NT-3 rezinam
hipokampusa je pri{lo do okrepitve sinapti~-
nega prenosa (36). Za NT-3 so ugotovili tudi,
da potencira spontano in z akcijskim poten-
cialom spro`eno sinapti~no aktivnost razvi-
jajo~ega se @MS v kulturi (35).

NEVROTROFIN-3

V mo`ganih najdemo NT-3 v visokih koncen-
tracijah v mo`ganski skorji, hipokampusu, kjer
so njegovi u~inki na dol`ino in razvejanost
dendritov veliko ve~ji kot u~inki BDNF (37),
talamusu in malih mo`ganih; deluje pa tudi
na hrbtenja~ne motonevrone in je pomem-
ben za o`iv~enje notranjega u{esa (23, 38).
Periferno igra edinstveno vlogo pri razvoju
propriocepcije in senzori~nih ganglijev. Pri
mi{jih homozigotih brez NT-3 so hrbtenja~-
na proprioceptivna aferentna vlakna, mi{i~na
vretena in Golgijevi kitni organi povsem
odsotni (39). Med gangliogenezo pa so v sen-

zori~nih ganglijih z uporabo monoklonskih
protiteles proti NT-3 ugotovili zmanj{anje {te-
vila celic za 30 % (40).

Vpliv NT-3 na razvoj `iv~evja

V zgodnji dobi razvoja `iv~evja je delova-
nje NT-3 pomembnej{e kot delovanje ostalih
nevrotrofinov. Kasneje vpliva ta dejavnik
med drugim na pre`ivetje Ia aferentih `iv~-
nih vlaken in hitrost prevajanja po njih (41).
NT-3 je pomemben tudi za razvoj in pre`ivet-
je mehanoreceptorjev s po~asno adaptacijo
(42, 43). DiCicco-Bloom in sodelavci so ugoto-
vili vzpodbujevalen u~inek NT-3 na proliferacijo
simpati~nih nevroblastov (44). Poleg tega je
NT-3 eden mo`nih kandidatov, ki naj bi vpli-
vali na diferenciacijo holinergi~nih nevronov
simpati~nega `iv~evja. Pri poskusih na pi{-
~an~jih simpati~nih ganglijih so namre~ pod
njegovim vplivom opazili izredno pove~anje
izra`anja genov za holinergi~ne ozna~evalce
(ChAT, angl. choline acetyltransferase; VIP,
angl. vasoactive intestinal polypeptide) (45).

Ko so raziskovali, po katerih vzorcih pote-
ka izra`anje NT-3, so ugotovili, da se v ~asu
hitrega izra{~anja nevronskih izrastkov mo~-
no izra`a okoli ganglijskih nevronov, kjer
verjetno deluje po avtokrinih in parakrinih
mehanizmih. Med diferenciacijo celic in
izra{~anjem aksonov proti tar~nim tkivom se
njegovo izlo~anje pove~a distalno, sinteza
okoli ganglijev pa se isto~asno mo~no zmanj-
{a, kar pusti nevrone popolnoma odvisne od
tar~nih tkiv (46). V~asih so menili, da nevro-
trofini ne vplivajo na celice glije, vendar so
Barres in sodelavci dokazali u~inke NT-3 na
pre`ivetje prekurzorskih celic oligodendroci-
tov tako in vitro kot tudi in vivo (47).

U~inki NT-3 na motonevrone 
in hrbtenja~o

Motonevroni se v nasprotju z nevroni spi-
nalnih ganglijev sami avtokrino ne morejo
vzdr`evati, poleg tega pa ne poznamo kombi-
nacije nevrotrofi~nih dejavnikov, ki bi prepre-
~evala apoptozo zrelih motonevronov, izoliranih
od vseh ostalih tipov celic (48). Za njihovo
pre`ivetje so bistvenega pomena interakcije
z okoli{kimi celicami. Odkritje nakazuje mo`-
nost, da zreli motonevroni potrebujejo podporo
rastnih dejavnikov, ki se izlo~ajo v hrbtenja~i,
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da so sploh sposobni uporabiti dejavnike, ki
prihajajo iz periferije. Poznamo vsaj petnajst
razli~nih dejavnikov, ki vplivajo na motone-
vrone, pri ~emer u~inek nekaterih lahko nado-
mestijo drugi (48). [tudije ka`ejo, da je
tudi NT-3 pomemben za pre`ivetje izoliranih
motonevronov podganje embrionalne hrb-
tenja~e (49). NT-3 spodbuja diferenciacijo
motonevronov v kulturah nevralne cevi (50).
Ming in sodelavci pa so leta 1997 dokazali, da
NT-3 mo~no vpliva tudi na dol`ino izra{~a-
jo~ih aksonov hrbtenja~nih nevronov (28).

NASTANEK
@IV^NO-MI[I^NEGA STIKA

Izra{~anje motonevronov 
proti tar~nim tkivom

Pri izra{~anju iz nevralne cevi oziroma hrb-
tenja~e vodijo aksone negativni in pozitivni
dra`ljaji iz okolja. Na koncu rasto~ega akso-
na se nahaja rastni sto`ec (angl. growth cone),
ki jih s svojimi membranskimi receptorji
sprejema in prevaja v znotrajceli~ne signale,
ki vplivajo na citoskelet in s tem na smer in
hitrost rasti aksona. Rastni sto`ec ima torej
»senzori~no« vlogo, ko prejema signale iz
okolja, in »motori~no«, ko ti privedejo do cito-
skeletnih sprememb (51). Poenostavljeno
lahko re~emo, da pozitivni dra`ljaji spodbuja-
jo rast nevrona in ga privla~ijo, tako da akson
potuje proti pravemu tar~nemu tkivu. Nega-
tivni dra`ljaji rast zavirajo in akson odbijajo
ter tako prepre~ujejo, da bi pri{el v napa~no
inervacijsko podro~je. NT-3 ima na primer
akutne u~inke na obra~anje rastnih sto`cev (28).
Poleg tega se pod njegovim vplivom aksoni,
rasto~i iz spinalnih ganglijev, privla~ijo, pod
vplivom NGF pa odbijajo (29), skupaj pa na
njihovo rast in usmerjanje ta dva nevrotrofi-
na delujeta sinergisti~no (30). V ta proces so
poleg rastnih dejavnikov vklju~ene {tevilne
snovi, med njimi zunajceli~ni matriks (29) in
integrini (51). Pomemben izvor rastnih dejav-
nikov so tar~na tkiva sama.

Razvoj skeletne mi{ice 
in sinaptogeneza 
`iv~no-mi{i~nega stika

Skeletno mi{i~je se razvije iz paraksialnega
mezoderma. Prvi znak miogeneze so podalj-

{ana jedra in telesa mezenhimskih celic, ko
se te diferencirajo v mioblaste. V procesu dife-
renciacije se enojedrni mioblasti zdru`ujejo
v ve~jedrne, podalj{ane, cilindri~ne mi{i~ne
cev~ice (mi{i~ni sincicij). Del mioblastov
ostane na tej razvojni stopnji in se pozneje
nahaja v tesnem stiku z mi{i~nim vlaknom
(satelitske celice). Ker so se {e vedno sposobne
deliti, so pomembne pri obnavljanju mi{i~ne-
ga tkiva. Ko motori~no vlakno, ki izvira iz
istega segmenta, o`iv~i mi{i~no cev~ico, nasta-
ne na tem mestu @MS, ~emur sledi zorenje
do kon~ne oblike mi{i~nega vlakna. Pre`ivet-
je in diferenciacija mi{i~nih cev~ic sta med
razvojem odvisna od prisotnosti motori~nih
`ivcev in o`iv~enja z njihovimi kon~i~i (52, 53).

Takoj po vzpostavitvi prvega stika med
rasto~im motonevronom in diferencirajo~o se
mi{i~no cev~ico pride do intenzivne izmenja-
ve signalov med njima, kar omogo~i nadaljnjo
diferenciacijo in nastanek visoko specializira-
ne strukture na tem mestu (za pregled glej 54).
Med diferenciacijo pride do kopi~enja AChR
na postsinapti~ni membrani, pove~anja u~in-
kovitosti spro{~anja acetilholina (ACh) in
inhibicije rasti aksona. Pri tem je pomemben
agrin (angl. aggregation inducer), ki se sinte-
tizira v motonevronih (za pregled glej 55).
Mesto nastanka @MS ni vnaprej dolo~eno in
se lahko pri vreten~arjih nahaja na vsej povr-
{ini mi{i~nega vlakna. Za sinaptogenezo @MS
vsebuje pomembne signale tudi bazalna lami-
na (56, 57). Z mi{i~nim vlaknom lahko sprva
vzpostavi stik ve~ kon~i~ev, vendar od vseh
na koncu ostane le eden.

KOKULTURE KOT 
POSKUSNI MODEL ZA 
[TUDIJ DEJAVNIKOV, KI
VPLIVAJO NA NASTAJANJE
@IV^NO-MI[I^NEGA STIKA

Da bi lahko preu~evali dogajanja v `ivem orga-
nizmu, je treba imeti za to primerne modele.
Obstajajo tako in vitro kot tudi in vivo mode-
li, pri ~emer so pri prvih mo`nosti opazovanja,
kontrole in spreminjanja poskusnih pogojev
veliko bolj{e. Tudi in vitro modeli so dveh vrst:
1. homologni, kjer so tkiva vzeta od iste vrste,
in 2. heterologni, kjer izhajajo od razli~nih.
Modele ~love{ke mi{ice, o`iv~ene in vitro, so
vpeljali in uporabljali ̀ e v preteklosti (58–61).
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Pri tem gre za heterologni model, kjer mi{i~ne
cev~ice, ki nastanejo iz satelitskih celic, pri-
dobljenih po biopsiji ~love{ke skeletne mi{ice,
o`iv~i motonevron, ki izraste iz eksplanta
embrionalne podganje hrbtenja~e. ̂ e ne pride
do o`iv~enja, ~love{ka mi{ica v kulturi nikoli
ne dozori do stopnje, potrebne za kontrahira-
nje, njena bazalna lamina in pre~na progavost
pa sta tudi slabo razviti (58, 62). V smislu njene
uporabe kot poskusnega modela je to pred-
nost, saj lahko kontrakcije, ki se pojavijo
v kokulturi, pripi{emo novonastalim @MS in
tako spremljamo potek funkcionalnega o`iv~e-
nja. Poleg tega lahko v tem sistemu opazujemo
vse faze nastajanja funkcionalnega @MS, tudi
prehod od za~etne poliinervacije do monoi-
nervacije posameznih mi{i~nih vlaken. Potek
o`iv~enja je primerljiv s tistim v in vivo razme-
rah. Intenzivno izra{~anje aksonov iz eksplanta
opazimo po 2 do 3 dneh kokulture (63). Po
7 do 10 dneh se pojavijo prve kontrahirajo-
~e mi{i~ne cev~ice, po 14 do 16 dneh pa {tevilo
kontrahirajo~ih vlaken naraste, dobro vidna
pa postane tudi njihova pre~na progavost.
Po 3 tednih so kontrakcije neprekinjene, kon-
trahirajo~a vlakna pa morfolo{ko bistveno
druga~na od propadajo~ih nekontrahirajo-
~ih (58). O`iv~eno mi{ico lahko v tem sistemu
vzdr`ujemo tudi do 6 mesecev, kontrakcije
pa lahko reverzibilno ustavimo z dodajanjem
d-tubokurarina (64).

NAMEN

Vloga nevrotrofinov pri razvoju, pre`ivetju
in obnavljanju `iv~evja je `e vrsto let ena od
osrednjih podro~ij moderne nevroznanosti.
Nevrotrofini bi lahko imeli vlogo tudi pri
{tevilnih nevrolo{kih in drugih obolenjih,
v prihodnosti pa mogo~e tudi pri njihovem
zdravljenju, zato je treba natan~no raziskati
njihove vplive v organizmu in mehanizme
delovanja. Kot predmet na{e raziskave smo
izbrali vpliv NT-3 na zmo`nost motonevro-
nov, da tvorijo delujo~e @MS. Kot poskusni
model za te raziskave smo izbrali kokulture,
v katerih motonevroni izra{~ajo iz eksplantov
podganje embrionalne hrbtenja~e in tvorijo
delujo~e @MS na mi{i~nih cev~icah ~love{ke
mi{ice. Ta model omogo~a opazovanje vseh
faz nastajanja @MS in kvantitativno ocenje-
vanje uspe{nosti funkcionalnega o`iv~enja na
vseh pomembnih stopnjah tega procesa.

V okviru naloge smo preverjali naslednjo hipo-
tezo: NT-3 pove~a sposobnost motonevronov
za ustvarjanje funkcionalnih @MS. V prete-
klosti so se s podobnimi problemi ̀ e ukvarjali
Braun in sodelavci (65), preliminarna {tudija
vplivov nevrotrofi~nih dejavnikov na funk-
cionalno o`iv~enje v opisanem poskusnem
modelu pa je bila opravljena tudi v na{em
laboratoriju. Do zdaj pa {e ni bila opravljena
{tudija, kjer bi vplive NT-3 kvantitativno dolo-
~ali prek opisanih parametrov ob razli~nih
fazah razvoja @MS.

METODE

Tretiranje `ivali in delo 
s ~love{kim tkivom

Raziskavo vpliva NT-3 na o`iv~enje mi{i~-
nih cev~ic in vitro smo opravili na In{titutu
za patolo{ko fiziologijo Medicinske fakultete
v Ljubljani. Uporabili smo kokulture ~love{kih
mi{i~nih celic in eksplantov hrbtenja~ pod-
ganjih zarodkov. Pri delu s ~love{kim tkivom
smo upo{tevali vse varnostne ukrepe, ki prepre-
~ujejo oku`be in njihovo {irjenje. V poskusih
smo uporabili ko{~ke ~love{kih mi{ic, ki se po
doktrini odstranjujejo pri nekaterih operaci-
jah na Ortopedski kliniki Klini~nega centra
v Ljubljani. Za vse poskuse, ki smo jih izvedli,
je bilo pridobljeno soglasje Komisije za medicin-
sko etiko pri Ministrstvu za zdravje Republi-
ke Slovenije (dovoljenje {tevilka 63/01/99).
Podganje embrionalno tkivo smo izolirali iz
zarodkov brejih samic soja Wistar. Pri delu
smo upo{tevali predpise, ki jih zahteva zako-
nodaja Republike Slovenije (Navodila o pogo-
jih za izdajo dovoljenja za poskuse na ̀ ivalih
v znanstvenoraziskovalne namene, UL RS {t.
322-03/85-74). In{titut za patolo{ko fiziolo-
gijo Medicinske fakultete ima dovoljenje za
delo s poskusnimi ̀ ivalmi: {tevilka dovoljenja
je 323-02-74/00. Poskusne `ivali smo `rtvo-
vali v komorah z dovajanjem CO2. Posebno
pozornost smo ves ~as namenjali zmanj{anju
njihovega trpljenja.

Priprava kultur ~love{kih 
mi{ic in njihovo o`iv~enje
s podganjim `ivcem

V na{i {tudiji smo uporabili nekoliko modifici-
ran poskusni model ~love{ke mi{ice, o`iv~ene
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in vitro. Gre za model, ki je bil v preteklosti
`e sam predmet {tevilnih raziskav (za podrob-
nej{i opis teh raziskav glej npr. 58, 60).

Kulturo ~love{kih mioblastov smo pripravi-
li po ̀ e ute~enem postopku (60) iz satelitskih
celic, ki smo jih izolirali iz mi{i~nega tkiva
bolnikov, pri katerih ni bila ugotovljena nobe-
na mi{i~na oziroma ̀ iv~no-mi{i~na bolezen.
V na{i {tudiji smo kot vir satelitskih celic upo-
rabili ko{~ke mi{ice abductor hallucis, ki se po
doktrini odstranijo pri operacijah ekvinova-
rusa. Tkivo smo pred obdelavo hranili najve~
en teden v 15 ml rastnega medija z minimal-
no sestavo (MEM) (Gibco, Maryland, ZDA)
z dodanim 15% serumom govejega fetusa (FBS)
(Gibco, Maryland, ZDA) (T = 4 °C). Mi{i-
ce smo pred pripravo celi~nih kultur o~istili
vezivnega in ma{~obnega tkiva pod disekcij-
sko lupo in jih narezali na pribli`no 0,5 mm
velike ko{~ke s skalpelom #10 in pinceto #7.
Vse uporabljeno orodje je bilo pred uporabo
avtoklavirano, posode sterilne, poleg tega pa
smo upo{tevali na~ela asepti~nega dela. Pri-
pravljene ko{~ke smo s Pasteurjevo pipeto
prenesli v stekleni~ko z magnetnim me{alom
in tripsinom (10 ml, T = 37 °C). Vse skupaj
smo postavili v vodno kopel in na me{alno
plo{~o, pri ~emer je bil ~as postopka odvisen
od koli~ine tkiva (obi~ajno 45 min). Po kon-
~ani tripsinizaciji smo ko{~ke prenesli v 15 ml
posodo (Falcon, Becton Dickinson & Com-
pany, Nem~ija) in dodali 2 ml MEM, s ~imer
smo ustavili tripsinizacijo. Sledilo je 5-mi-
nutno centrifugiranje pri 1000 obratih, nakar
smo supernatant posrkali, celice pa raztopi-
li v MEM (3 ml) in jih prenesli v petrijevke
(d = 100 mm). Pridobljene mi{i~ne satelitske
celice smo gojili do klonalne gostote v MEM
(5 ml) z dodanim 15 % serumom govejega
fetusa (FBS) v inkubatorju z nasi~eno vlago
(T = 37 °C) in 5 % CO2. Po 2 do 3 tednih rasti
brez menjave medija smo pred fuzijo miob-
lastov v mi{i~ne cev~ice lo~ili mioblastne
kolonije od fibroblastnih. Osnova za lo~evanje
so bile morfolo{ke razlike med obema tipo-
ma celic. Iz petrijevke smo posrkali medij in
na kolonije, ki smo jih ozna~ili kot miob-
lastne, postavili sterilne obro~ke. Le-te smo
prej postavili v avtoklavirano silikonsko mast.
V name{~ene obro~ke smo dali 2–3 kapljice
tripsina in opazovali celice pod mikroskopom,
dokler niso odstopile od podlage. Disociirane

celice smo pobrali z dolgo Pasteurjevo pipe-
to in jih prenesli v posodo za celi~ne kultu-
re (200 ml). Ko so se celice primerno zgostile,
smo jih {e pred fuzijo v mi{i~ne cev~ice trip-
sinizirali in prenesli v posode (d = 35 mm)
z vstavljenim krovnim stekelcem. Krovna ste-
kelca smo pred tem prevlekli z me{anico ̀ ela-
tine (Sigma, Missouri, ZDA) in krvne plazme
v razmerju 1:2. Mioblasti so rasli v mediju F-14
(Gibco, Maryland, ZDA) z dodanim 10 %
FBS, fibroblastnim rastnim dejavnikom (FGF)
(50ng/ml medija), epidermalnim rastnim dejav-
nikom (EGF) (10 ng/ml medija) (oba rastna
dejavnika sta bila proizvod Sigma, Missouri,
ZDA) in insulinom (10μg/ml medija) (Sigma,
Missouri, ZDA). Po fuziji mioblastov v mi{i~-
ne cev~ice smo na kulturo polo`ili do 1 mm
debele segmente podganje hrbtenja~e, izolira-
ne iz zarodkov (stopnja E13 do E14), z intakt-
nimi mo`ganskimi ovojnicami in spinalnimi
gangliji. Na vsako krovno stekelce smo v ustrez-
nih razmakih polo`ili 4 do 5 segmentov
embrionalne podganje hrbtenja~e. Nadaljnjo
diferenciacijo mioblastov smo vzpodbudili
s spremembo sestave medija F-14 z dodanim
5% FBS in insulinom (10μg/ml medija); v tem
mediju ni bilo rastnih dejavnikov. Kokulture
smo razdelili na testne in kontrolne. Kontrol-
nim smo dodali le medij F-14 s spremenjeno
sestavo, testnim pa poleg tega {e nevrotrofi~-
ni faktor NT-3 (R & D Systems, Minnessota,
ZDA). V prvem, testnem poskusu smo preiz-
kusili 5 razli~nih koncentracij (1, 5, 10, 20,
50 ng/ml medija), v nadaljnjih pa smo upo-
rabili koncentracijo 10 ng/ml medija, ki se je
v testnem poskusu izkazala kot naju~inkovi-
tej{a. Medij smo vsem kokulturam menjava-
li vsake tri dni.

Kvantitativno vrednotenje
funkcionalnega o`iv~enja
v kokulturah

Izra{~anje nevronov iz eksplantov hrbtenja-
~e in nadaljnje faze v procesu funkcionalnega
o`iv~enja smo ocenjevali prek {tetja: 1. izrast-
kov na obodu eksplanta, 2. kontrahirajo~ih
enot na posamezen eksplant, 3. kontrakcijsko
pozitivnih eksplantov in 4. skupkov AChR;
slednje smo pred tem obarvali s fluorescen~-
no (rodamin) ozna~enim α-bungarotoksinom.
[tetje izrastkov, kontrahirajo~ih enot in kon-
trakcijsko pozitivnih eksplantov smo opravili



K. PERDAN, S. PIRKMAJER VPLIV NEVROTROFINA NT-3 NA FUNKCIONALNE … MED RAZGL 2006; 45

346

ob razli~nih dnevih (3., 5., 7., 9., 11. in 13. dan
kokulture), in tako spremljali u~inke NT-3 na
funkcionalno o`iv~enje v posameznih fazah
razvoja kokultur. Del kokultur smo 14. dan
pripravili za opazovanje skupkov AChR. Od
tretjega dneva kokultur dalje smo vsak dru-
gi dan, vse do trinajstega dne, ko je proces
funkcionalnega o`iv~enja v teh kokulturah
v glavnem kon~an, opazovali kokulture pod
invertnim mikroskopom (Zeiss, Jena, Nem~i-
ja) in {teli ̀ iv~ne izrastke, ki so od eksplantov
rasli proti mi{i~nim cev~icam. Izrastke smo
{teli neposredno ob robu eksplanta in pri tem
nismo upo{tevali distalnih razvejitev izrastkov
ter morfolo{kih razlik med njimi. Eksplante,
ki v ~asu trajanja poskusa niso dobili niti ene-
ga izrastka, smo iz nadaljnje obdelave izlo~ili.
Prav tako smo izlo~ili eksplante, ki so pred
koncem poskusa odstopili od podlage oziro-
ma propadli.

Med poskusom smo hkrati z izrastki
opazovali tudi kontrakcije mi{i~nih cev~ic.
Skupine cev~ic v bli`ini dolo~enega eksplanta,
ki so sodile v podro~je o`iv~enja tega eksplan-
ta in so se kr~ile so~asno z enako frekvenco
(ki se je razlikovala od frekvence kr~enja
mi{i~nih cev~ic v okolici) ter so le`ale znotraj
enega vidnega polja (100-kratna pove~ava),
smo obravnavali kot eno kontrahirajo~o eno-
to. Eksplant, ki je imel v svojem podro~ju
o`iv~enja vsaj eno kontrahirajo~o enoto na
dan opazovanja, smo opredelili kot kontrak-
cijsko pozitiven eksplant.

Skupke AChR smo barvali z α-bungaro-
toksinom, ozna~enim s flourescen~nim bar-
vilom rodamin (Molecular Probes, Oregon,

ZDA). Barvanje smo izvedli 14. dan poskusa.
Rastnemu mediju smo dodali α-bungarotok-
sin v kon~ni koncentraciji 10–8 mol/l in v tak-
{nem mediju inkubirali kokulture 30–60 min
pri 37 °C. Sledilo je spiranje kokultur z EBSS
(Earle's Balanced Salt Solution) (EBSS, Gib-
co, Maryland, ZDA) in 15-minutna fiksacija
s 4 % paraformaldehidom (Sigma, Missouri,
ZDA) v fosfatnem pufru pri 37 °C. Preparate,
obdelane po opisanih postopkih, smo fotogra-
firali na Zeissovem mikroskopu Axioskop
z ustreznimi filtri za UV-svetlobo. Pri mikro-
skopiranju smo uporabili od 200 do 1000-krat-
no pove~avo. Skupke smo {teli v {tirih vidnih
poljih okoli vsakega eksplanta pri 400-kratni
pove~avi. Rezultate smo izra`ali kot {tevilo
skupkov AChR na mikroskopsko vidno polje.

Statisti~ne metode

Za statisti~no obdelavo smo uporabili pro-
gram SPSS Version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL,
ZDA). Statisti~no zna~ilnost razlik med testni-
mi in kontrolnimi skupinami smo ugotavljali
s Studentovim t-testom za neodvisne vzor-
ce. Kot statisti~no zna~ilne smo obravnavali
razlike takrat, kadar je bil p enak ali manj{i
od 0,05.

REZULTATI

Rast `iv~nih izrastkov 
in tvorba funkcionalnih 
`iv~no-mi{i~nih stikov

Na robovih eksplantov podganje embrional-
ne hrbtenja~e (v nadaljevanju eksplant) smo

Slika 1. Fazno-kontrastna slika 7 dni stare kokulture ~love{kih
mi{i~nih cev~ic in eksplanta podganje embrionalne hrbtenja~e. Na sliki
je viden eksplant (bela pu{~ica) s {tevilnimi izrastki na obodu (~rne
pu{~ice). Vidne so tudi distalne razvejitve izrastkov. Merilo je 100μm.

Slika 2. Fazno-kontrastna slika 14 dni stare kokulture ~love{kih
mi{i~nih cev~ic in eksplanta podganje embrionalne hrbtenja~e. Pri-
kazan je razvejan ̀ iv~ni izrastek (~rni pu{~ici) v stiku z mi{i~nimi
cev~icami. Merilo je 20 μm.
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3. dan opazili ne`ne, kratke izrastke, ki so rasli
proti mi{i~nim cev~icam. S ~asom je nara{-
~alo njihovo {tevilo, posamezni izrastki pa so
postajali dalj{i in debelej{i (slika 1). Distalno
so se razvejili, tako da so tako nastali ̀ ivci tvo-
rili 9. in 11. dan gosto mre`o. Ko so izrastki
s svojimi kon~i~i dosegli mi{i~ne cev~ice (sli-
ka 2), so tvorili @MS, kar smo lahko opazovali
kot kr~enje mi{i~nih cev~ic. V prvih dneh opa-
zovanja so se kr~ile le posamezne mi{i~ne
cev~ice, kasneje pa so nastale ve~je in {tevil-
nej{e kontrahirajo~e enote.

Vpliv razli~nih koncentracij
NT-3 na {tevilo `iv~nih 
izrastkov

Ker iz tehni~nih razlogov na{ih raziskav nismo
mogli raz{iriti na ugotavljanje koncentracij-
ske odvisnosti u~inkov NT-3 na prej opisane
parametre funkcionalnega o`iv~enja, smo na
za~etku {tudije opravili poskus, v katerem smo
sku{ali oceniti, pri kateri koncentraciji lahko
v nadaljevanju pri~akujemo najbolj izra`ene
u~inke NT-3. Kvantitativno smo vpliv razli~-
nih koncentracij NT-3 vrednotili na podlagi

{tevila `iv~nih izrastkov iz eksplantov. Da bi
{tevilo izrastkov ocenili ~im bolj objektivno
in na enak na~in skozi celoten poizkus, smo
jih {teli le neposredno ob robu eksplanta, ne
da bi pri tem upo{tevali njihove medsebojne
morfolo{ke razlike ali {tevilo distalnih razve-
jitev. Dobljene vrednosti smo izra`ali kot
{tevilo `iv~nih izrastkov na eksplant. Upo-
rabljene koncentracije NT-3 so bile 1, 5, 10,
20 in 50 ng/ml, kokulturam pa smo ga doda-
jali od 3. dneva naprej vsak tretji dan. Vpliv
NT-3 je bil najbolj izrazit pri koncentracijah
10, 20 in 50 ng/ml (slika 3). Po 11 dneh je bilo
v kokulturah, v katerih je bil prisoten NT-3
v koncentraciji 10 ng/ml, 90 % ve~ izrastkov
kot v kontrolnih kokulturah, pri kokulturah,
ki smo jih tretirali z NT-3 v koncentracijah
20 ng/ml in 50 ng/ml NT-3, pa 40 % ve~.
Kokulture, ki so bile izpostavljene NT-3 v kon-
centraciji 1ng/ml, se od kontrolnih statisti~no
zna~ilno niso razlikovale (p > 0,05). Pri eks-
plantih, tretiranih z 10 ng/ml NT-3, je bilo
11. dan 71 % ve~ izrastkov kot pri tretiranih
z 1 ng/ml (p < 0,001), 90 % ve~ kot pri tretira-
nih s 5 ng/ml (p < 0,005) in 36 % ve~ kot pri
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Slika 3. Vpliv razli~nih koncentracij NT-3 na {tevilo izrastkov na eksplant. Prikazane so povpre~ne vrednosti {tevila `iv~nih izrastkov
na eksplant ± standardna napaka. [tevilo analiziranih eksplantov N je bilo pri posameznih koncentracijah naslednje: 1 ng/ml (N = 20);
5 ng/ml (N = 20); 10 ng/ml (N = 23); 20 ng/ml (N = 20); 50 ng/ml (N = 20). V kontrolnem poskusu je bil N = 20. Na abscisi
so podani dnevi kokulture, torej dnevi po ~asu, ko smo na kulture mi{ic polo`ili eksplante podganje embrionalne hrbtenja~e. K – kontrola.
Statisti~no zna~ilne razlike (Studentov t-test) v primerjavi s kontrolo so ozna~ene z (p < 0,05), (p < 0,001) in (p < 0,005).
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Slika 5. Vpliv NT-3 na {tevilo kontrahirajo~ih enot v podro~ju o`iv~enja posameznega kontrakcijsko pozitivnega eksplanta. Prikazane
so povpre~ne vrednosti dveh neodvisnih poskusov ± standardna napaka. NT-3: (N = 28); kontrola: (N = 27); N – {tevilo kontrakcijsko
pozitivnih eksplantov. Statisti~no zna~ilne razlike (Studentov t-test) v primerjavi s kontrolo so ozna~ene z (p<0,05) in (p<0,01).
KE – kontrahirajo~a enota, K – kontrola. 5. dan razlika ni statisti~no zna~ilna (p > 0,05). Na abscisi so podani dnevi kokulture.
Koncentracija NT-3 je bila 10 ng/ml.
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Slika 4. Vpliv NT-3 na {tevilo izrastkov na posamezen eksplant. Prikazane so povpre~ne vrednosti treh neodvisnih poskusov ± standardna
napaka. [tevilo analiziranih eksplantov (N) je bilo v kontrolnem in testnem poskusu (NT-3 v koncentraciji 10 ng/ml) enako (N = 63).
Statisti~no zna~ilne razlike (Studentov t-test) v primerjavi s kontrolo so ozna~ene z (p < 0,01) in (p < 0,001). Po 13 dneh
razlike niso bile ve~ statisti~no zna~ilne (p > 0,05). Na abscisi so podani dnevi kokulture. K – kontrola.

tretiranih s 50 ng/ml (p < 0,05). Razlika med
koncentracijama 10 in 20 ng/ml po 11 dneh
statisti~no ni bila zna~ilna (p > 0,05). Ker je

bil u~inek NT-3 najmo~neje izra`en pri kon-
centraciji 10ng/ml, smo ostali del {tudije izvedli
pri tej koncentraciji.
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Vpliv NT-3 na {tevilo `iv~nih
izrastkov ob razli~nih ~asih
kokulture

Primerjava {tevila izrastkov pri kontrolnih
kokulturah in pri kokulturah, izpostavljenih
NT-3 v koncentraciji 10 ng/ml NT-3, je poka-
zala, da je od 3. do 11. dneva vpliv NT-3 na
{tevilo izrastkov statisti~no zna~ilen. Najve~-
ji prirastek izrastkov pod vplivom NT-3 je bil
med 3. in 5. dnevom, po 11. dnevu pa je {te-
vilo izrastkov upadlo in vpliv NT-3 ni bil ve~
statisti~no zna~ilen. Po 11 dneh, ko je bilo
izrastkov najve~ tako pri tretiranih kot tudi pri
kontrolnih kokulturah, je bilo {tevilo izrast-
kov pod vplivom NT-3 za 70 % ve~je kot pri
kontrolni skupini (slika 4).

Vpliv NT-3 na {tevilo 
kontrahirajo~ih enot ob 
razli~nih ~asih kokulture

Prve kontrakcije so bile v kokulturah, ki so bile
tretirane z NT-3, opazne `e 3. dan in torej
pred ~asom, ko so bile le-te opazne v kontrol-
nih kokulturah (slika 5). Med kokulturami, ki
smo jim dodali NT-3 (10 ng/ml), in kontrol-
nimi kokulturami je bila razlika v {tevilu
kontrahirajo~ih enot (KE) na eksplant stati-

sti~no zna~ilna od 9. dne dalje (slika 5). Ta raz-
lika je bila najve~ja 11. dan, ko se je pod
vplivom NT-3 {tevilo KE pove~alo kar za
100%. V povpre~ju se je pri tretiranih eksplan-
tih {tevilo KE ob dnevih opazovanja pove~alo
za 84 %.

Vpliv NT-3 na dele` 
kontrakcijsko pozitivnih 
eksplantov ob razli~nih 
~asih kokulture

Izra~unali smo tudi dele` eksplantov, ki so bili
na dan opazovanja kontrakcijsko pozitivni.
Najve~ji porast le-teh smo ugotovili v obdob-
ju med 3. in 5. dnevom poskusa. Razlika med
srednjimi vrednostmi tretiranih in kontrolnih
eksplantov je bila ves ~as prisotna in je bila
najve~ja 5. dan, ko je bil dele` kontrakcijsko
pozitivnih eksplantov (KPE) pod vplivom
NT-3 2,2-krat ve~ji (slika 6). V povpre~ju se
je dele` KPE pod vplivom NT-3 ob dnevih
opazovanja pove~al za 85 %.

Vpliv NT-3 na {tevilo 
skupkov AChR

Skupke AChR, obarvane z α-bungarotoksi-
nom, smo opazovali 14. dan kokulture. [teli
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Slika 6. Vpliv NT-3 na dele` kontrakcijsko pozitivnih eksplantov. Prikazane so povpre~ne vrednosti dveh neodvisnih poskusov ± standardna
napaka. NT-3: (N = 44); kontrola: (N = 48). N – {tevilo eksplantov, KPE – kontrakcijsko pozitiven eksplant. Na abscisi so podani
dnevi kokulture. Koncentracija NT-3 je bila 10 ng/ml. Statisti~no zna~ilne razlike (Studentov t-test) glede na kontrolo so ozna~ene 
z (p < 0,05). 11. in 13. dan razlika statisti~no ni zna~ilna (p > 0,05).
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350 smo jih v {tirih vidnih poljih okoli kontrak-
cijsko pozitivnega eksplanta pri 400-kratni
pove~avi. Dobljene vrednosti so izra`ene kot
{tevilo skupkov na mikroskopsko vidno polje.
Pri eksplantih, ki so bili izpostavljeni NT-3,
je {tevilo skupkov po 14 dneh 2,6-krat ve~je
kot pri kontrolnih eksplantih (slika 7). V vid-
nih poljih okoli eksplantov, ki v ~asu poskusa
nikoli niso bili kontrakcijsko pozitivni, skup-
kov nismo na{li. Skupke smo opazovali le
14. dan, ker bi, ~e bi hoteli spremljati ~asov-
no odvisnost tudi na tej ravni, potrebovali
veliko ve~ eksplantov in bi bilo zato treba
`rtvovati veliko ve~ poskusnih `ivali. Poleg
tega v zgodnjih fazah kokultur skupki {e niso
jasno razmejeni do okolice kar mo~no ote`u-
je njihovo {tetje.

RAZPRAVLJANJE

V na{ih poskusih smo ugotovili, da NT-3 pove-
~a {tevilo izrastkov in izbolj{a funkcionalno
o`iv~enje ~love{ke skeletne mi{ice v vseh prei-
skovanih fazah tega procesa; pod vplivom
NT-3 se je pove~alo {tevilo kontrahirajo~ih
enot, dele` kontrakcijsko pozitivnih eksplan-
tov in {tevilo skupkov AChR.

Vpliv NT-3 na {tevilo izrastkov
iz eksplanta hrbtenja~e

Vpliv NT-3 v koncentraciji 10 ng/ml na {tevi-
lo izrastkov (1,9-kratno pove~anje po 11 dneh)
je bil v na{em poskusu primerljiv z rezulta-
ti Brauna in sodelavcev (2-kratno pove~anje
po 15 dneh; (65)) in Mar{a (1,8-kratno pove-
~anje po 15 dneh (66)). Pove~ano {tevilo
izrastkov bi lahko pripisali ve~jemu pre`ivetju
nevronov in/ali ve~jemu in hitrej{emu izra{-
~anju `iv~nih izrastkov, kar so znani u~inki
nevrotrofinov (28, 31, 49, 67). V nadaljevanju
opisanih poskusov bi bilo mo`no kvantitativno
ovrednotiti oba u~inka. Pre`ivetje nevronov
bi lahko na primer vrednotili z ozna~evanjem
apoptoti~nih celic v tretiranih in kontrolnih
eksplantih. Rast izrastkov pa bi lahko ocenje-
vali z ve~kratnimi zaporednimi meritvami
njihove dol`ine, kot so to storili Braun in sode-
lavci (65).

Problem, s katerim smo bili soo~eni ob
{tetju izrastkov, je, da so izrastki morfolo{ko
izredno raznoliki, tako po dol`ini, debelini,
{tevilu razvejitev kot tudi uspe{nosti vzposta-
vitve stikov z mi{i~nimi cev~icami. Nekateri
se v ~asu opazovanja niti niso pribli`ali
mi{i~nim cev~icam. Da bi kljub tem te`avam
izrastke {teli v vseh poskusih na enak na~in,
smo na za~etku poskusov opredelili morfo-
lo{ka merila, ki so morala biti izpolnjena, da
je bila opazovana struktura prepoznana kot
izrastek, in nato ta merila dosledno upo{te-
vali v celotni {tudiji. Opazili smo tudi, da so
imeli nekateri eksplanti, tako tretirani kot kon-
trolni, izrazito ve~ izrastkov kot drugi, kar
bi lahko pripisali ve~jemu {tevilu nevronov
v regijah, od koder so bili eksplanti izolirani.
Ta problem bi lahko omilili tako, da bi vedno
uporabili le eksplante ene same regije hrbtenja-
~e, vendar bi to zahtevalo ̀ rtvovanje bistveno
ve~jega {tevila ̀ ivali, kar v okviru na{e nalo-
ge ni bilo izvedljivo.

Pri {tetju izrastkov ni bilo mogo~e lo~e-
vati motonevronov od drugih nevronov, ki so
izra{~ali iz hrbtenja~nega eksplanta in ki so
bili prav tako izpostavljeni NT-3. Pri na{em
{tetju smo torej predpostavili, da ima NT-3
pribli`no enake u~inke na vse nevrone, ki
izra{~ajo iz eksplanta, kar po drugi strani
pomeni, da bi bil v primeru, ko bi se vplivi
NT-3 na izra{~anje motonevronov izrazito raz-
likovali od tovrstnih vplivov na druge nevrone,
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Slika 7. Vpliv NT-3 na {tevilo skupkov AChR na mikroskopsko vidno
polje. Prikazane so povpre~ne vrednosti dveh poskusov ± standardna
napaka. NT-3: (N = 14); kontrola: (N = 10), (N = {tevilo ana-
liziranih eksplantov). Analizo smo opravili 14. dan kokulture.
Koncentracija NT-3 je bila 10 ng/ml. Razlika med testno (NT-3)
in kontrolno (K) skupino je statisti~no zna~ilna (Studentov t-test,
p < 0,005) in je ozna~ena z .



MED RAZGL 2006; 45

351

na{ pristop lahko vpra{ljiv. Po podatkih iz lite-
rature lahko sklepamo, da temu ni tako in da
ima NT-3, v primerjavi z drugimi nevrotro-
fini, dokaj {iroke in neselektivne u~inke na
razli~ne tipe nevronov v osrednjem `iv~ev-
ju (1), pa tudi na celice glije (41, 68), kar
upravi~uje na{ pristop. Hari in sodelavci (29)
so v svoji {tudiji ugotovili, da 50 ng/ml NT-3
vpliva na izra{~anje aksonov senzori~nih gan-
glijev tako, da ti rastejo drug proti drugemu
in se prepletajo. Znano je tudi, da aksoni sen-
zori~nih nevronov spinalnih ganglijev ka`ejo
usmerjeno rast, ~e so izpostavljeni kontracij-
skemu gradientu NT-3 v kombinaciji z NGF
(80 ng/ml/mm) (30), in da NT-3 pozitivno
vpliva na njihovo pre`ivetje (40). NT-3 ima
u~inke tudi na nevrone simpati~nih ganglijev,
ki imajo mesta z visoko afiniteto za vezavo
NT-3 (69). Pred kratkim so ugotovili, da NT-3,
ki pripotuje v hrbtenja~o z retrogradnim trans-
portom po motonevronih, spro`i izra{~anje
nevronov po{kodovanega kortikospinalnega
trakta v tem predelu hrbtenja~e (70). Druga~-
ne in bolj selektivne u~inke ka`e na primer
NGF. Ta nevrotrofin tudi pozitivno vpliva na
{tevilo izrastkov v kokulturi eksplantov pod-
ganje hrbtenja~e in ~love{kih mi{ic, nima pa
nobenega vpliva na parametre, ki odra`ajo
funkcionalno o`iv~enje mi{i~nih celic in vitro,
kot je na primer {tevilo skupkov AChR (65),
ker pove~ano {tevilo izrastkov ni posledica
njegovih u~inkov na motonevrone, temve~
senzori~ne nevrone. Zaklju~imo torej lahko,
da je v primeru NT-3 {tetje izrastkov iz eks-
planta hrbtenja~e zelo verjetno primeren
pokazatelj njegovih vplivov na izra{~anje moto-
nevronov, s stoodstotno gotovostjo pa tega ne
moremo trditi. Pri interpretaciji teh rezulta-
tov je torej potrebna previdnost, {e posebej,
ker ne vemo, ali je odnos med {tevilom izrast-
kom in izra{~anjem motonevronov linearen.

Zaradi tehni~nih ovir nismo mogli natan~-
neje preu~evati koncentracijske odvisnosti
u~inkov NT-3 na izra{~anje aksonov in funk-
cionalno o`iv~enje pri razli~nih koncentracijah.
Te vplive so sicer ̀ e obravnavali drugi (65, 66).
Braun in sodelavci so preizku{ali vplive NT-3
v koncentracijah 1pg/ml, 0,1, 1, 10 in 100ng/ml,
Mar{ pa 1, 5, 10, 20 in 50 ng/ml. Prvi so ugo-
tovili statisti~no zna~ilen vpliv na {tevilo
izrastkov pri 10 in 100ng/ml, Mar{ pa pri vseh
testiranih koncentracijah s stopnjevanjem

u~inkov od 1 ng/ml NT-3 do 20 ng/ml NT-3,
pri ~emer so u~inki pri koncentracijah nad
5 ng/ml izrazito mo~nej{i. Zaradi opisanih
razlik in zato, ker v teh {udijah niso preu~e-
vali ~asovne odvisnosti u~inkov NT-3, smo se
odlo~ili v preliminarnem poskusu dolo~iti
tisto koncentracijo, ki bi imela tudi v modelu,
ki upo{teva ~asovno odvisnost u~inkov, najbolj
izra`ene u~inke. Na podlagi primerjave na{e
{tudije z omenjenima sklepamo, da dose`ejo
u~inki NT-3 na rast izrastkov in funkcional-
no o`iv~enje in vitro vrh pri koncentracijah
10–20 ng/ml, pri vi{jih in ni`jih koncentraci-
jah pa ta u~inek upada. Malenkostne razlike
v rezultatih med na{imi in prej{njimi {tudi-
jami bi lahko izvirale tudi iz razli~nih ~asov
merjenj. Braun s sodelavci in Mar{ so ocenje-
vali {tevilo izrastkov po petnajstih dnevih,
torej v ~asu, ko smo mi poskus `e zaklju~ili.
Vpra{anje je tudi, kako vpliva heterolognost
modela na u~inke rekombinantnega NT-3, ozi-
roma, ali bi lahko pri~akovali enake rezultate
pri uporabi homolognih humanih kokultur.
@e Ming in sodelavci so se spra{evali, ali so
u~inki humanega rekombinantnega NT-3
na Trk-receptorje nevronov druge species,
v njihovem primeru Xenopus spp., lahko
optimalni (28).

Vpliv NT-3 na ostale parametre
funkcionalnega o`iv~enja

Vpliv rastnih dejavnikov na izra{~anje `iv~-
nih izrastkov iz hrbtenja~e so `e preu~evali
tudi drugi avtorji. Ta parameter pa ne pove
veliko o zmo`nostih motonevronov za tvorbo
funkcionalnih @MS, zato je bilo treba za tovrst-
ne {tudije uvesti druge parametre. Braun
s sodelavci (65) je funkcionalno o`iv~enje oce-
njeval prek {tetja skupkov AChR in ugotovil
zna~ilne u~inke NT-3 pri koncentracijah, vi{-
jih od 1 ng/ml, ki je bila hkrati koncentracija
z najmo~nej{im u~inkom. V preteklih posku-
sih v na{em laboratoriju, kjer smo ugotavljali
vplive raznih nevrotrofinov na funkcionalno
o`iv~enje, smo uvedli model in vitro o`iv~enih
mi{i~nih cev~ic in zanj ugotovili, da omogo-
~a poleg {tetja skupkov AChR tudi uporabo
dveh novih parametrov: dele`a kontrakcijsko
pozitivnih eksplantov in {tevila kontrahira-
jo~ih enot na eksplant (60). Mar{ je v tem
modelu tudi `e ugotovil, da je vpliv NT-3 na
te parametre najvi{ji pri 20 ng/ml NT-3 (66).
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V na{i {tudiji vplivov NT-3 smo ocenjevali vse
tri omenjene parametre funkcionalnega o`iv-
~enja v razli~nih ~asovnih obdobjih.

Ko smo v na{em testnem poskusu izbira-
li koncentracijo NT-3, pri kateri bi bili njegovi
u~inki najbolj izra`eni, smo kot merilo izbra-
li {tevilo izrastkov na eksplant embrionalne
hrbtenja~e. Treba je upo{tevati mo`nost, da
uporabljena koncentracija 10 ng/ml ni nujno
tista, ki bi najmo~neje vplivala na sinapto-
genezo @MS. Ta pomislek utemeljujejo tudi
{tudije Brauna in sodelavcev (65), ki so naj-
mo~nej{i u~inek na {tevilo skupkov AChR,
dosegli pri 1 ng/ml NT-3, torej pri koncentra-
ciji, ki na {tevilo `iv~nih izrastkov v njihovih
poskusih (kot tudi v na{em) sploh ni imela
statisti~no zna~ilnega vpliva (65). Vendar je
tudi v tej {tudiji NT-3 v koncentraciji 10ng/ml
imel zna~ilen u~inek na {tevilo skupkov AChR.
Poleg tega je ta koncentracija NT-3 imela
najmo~nej{i u~inek na dol`ino izrastkov in
globalno inervacijsko povr{ino (65).

Ker ~love{ka mi{i~na vlakna nikoli sponta-
no ne kontrahirajo, temve~ le, ~e so o`iv~ena,
smo ve~je {tevilo kontrahirajo~ih enot pri tre-
tiranih kokulturah obravnavali kot odsev
ve~jega {tevila novonastalih funkcionalnih
@MS. Na{i rezultati so primerljivi s {tudijo
Mar{a in sodelavcev, ki so leta 2001 na ena-
kem modelu brez dodanih rastnih dejavnikov
preu~evali diferenciacijo celic glije in moto-
nevronov med nastajanjem @MS. Ugotovili so,
da se prve kontrakcije v kokulturi pojavijo
7. dan in da njihovo {tevilo nara{~a do 17. dne-
va (60). V na{i {tudiji smo pod vplivom NT-3
ugotovili prve kontrakcije `e po 3 dnevih
kokultur, kar pomeni, da NT-3 v zgodnjem
obdobju sinaptogeneze @MS pospe{i nastaja-
nje @MS in hkrati pove~a {tevilo nastalih @MS.
To pa bi bila lahko posledica 1. ve~jega {te-
vila izrastkov kot posledica ve~jega pre`ivetja
motonevronov in/ali 2. ve~jega {tevila izrastkov,
ki so dosegli mi{i~ne cev~ice, kot posledica
spodbujevalnega u~inka NT-3 na njihovo rast
in/ali 3. pozitivnega u~inka NT-3 na samo
sinaptognezo @MS.

Na tem mestu velja omeniti tudi tehni~ne
te`ave, na katere smo naleteli pri {tetju kon-
trahirajo~ih enot. Samo {tetje mora biti hitro,
ker podhlajene mi{i~ne cev~ice prenehajo
kontrahirati, kontrakcije pa se v~asih ne povr-
nejo ve~. To bi lahko prepre~ili z uporabo

mikroskopa, ki bi imel ogrevano mizico. Nadalj-
nji problem je, da se vse enote nikoli ne kr~ijo
hkrati v danem trenutku, zato lahko posamez-
ne v ~asu opazovanja mirujejo. Poleg tega so
si v~asih frekvence kr~enja kontrahirajo~ih
enot zelo podobne in je te`ko zanesljivo re~i, ali
gre za eno ali dve enoti. Problem pri vrednote-
nju razultatov funkcionalnega o`iv~enja lahko
v na{em modelu pomenijo tudi razlike v kvali-
teti uporabljenih kultur mi{i~nih celic. Ker pa
veljajo na{teti pomisleki tako za tretirane kot
tudi za kontrolne eksplante, menimo, da njihov
pomen za interpretacijo rezultatov ni bistven.

Ker je pod vplivom NT-3 dele` kontrak-
cijsko pozitivnih eksplantov ve~ji, nam tudi
to govori, da NT-3 izbolj{a funkcionalne
zmo`nosti motonevronov. Primejava kontrolnih
in tretiranih eksplantov nam v tem primeru
pove, da NT-3 pove~a zmo`nost eksplanta,
da vzpostavi vsaj eno kontrahirajo~o enoto.
V {tudijah Mar{a in sodelavcev, kjer rastnih
dejavnikov niso dodajali, je dele` kontrakcij-
sko pozitivnih eksplantov po desetem dnevu
kokulture pri~el padati (60), ~esar v na{ih
poizkusih nismo zaznali, sicer pa je ta padec
najbr` posledica eliminacije stikov ali izgube
funkcionalnosti prej nastalih funkcionalnih
@MS. Razen v zadnjem delu (od 11. dne dalje)
~asovni vzorec sprememb v dele`u kontrak-
cijsko pozitivnih eksplantov (slika 6) dokaj
dobro sledi ~asovnemu vzorcu, ki smo ga opa-
zili pri {tetju izrastkov iz eksplanta (slika 5).
Ta ugotovitev govori v prid razmi{ljanju, da
je zve~anje dele`a kontrakcijsko pozitivnih
eksplantov pod vplivom NT-3 v veliki meri
posledica ve~jega izra{~anja nevronov iz eks-
planta, ki jo spro`i ta nevrotrofin. To bi
lahko posredno in dodatno podprlo tudi na{o
predpostavko, da NT-3 pospe{uje izra{~anje
motonevronov v enaki meri kot izra{~anje
drugih nevronov, ~eprav za to neposrednega
dokaza nimamo.

Ugodni u~inki NT-3 na dele` kontrakcij-
sko pozitivnih eksplantov, ki se nakazujejo
tudi v poznej{ih fazah, pa se ujemajo z rezul-
tati Lohofove in sodelavcev, ki so ̀ e leta 1993
ugotovili, da akutna izpostavitev NT-3 pove~a
aktivnost in stabilnost razvijajo~ih se @MS (35).
NT-3 bi zato mogo~e lahko okrepil bolj aktivne
sinapse po na~elu pozitivne povratne zveze,
ker ga pri ve~ji sinapti~ni aktivnosti nastane
v mi{i~nih celicah ve~. Znano je tudi, da NT-3
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mo~neje vpliva na u~inkovitost in stabilnost
@MS kot na pre`ivetje celic (33).

Brodski s sodelavci je ugotovil, da 10ng/ml
NT-3 spodbuja holinergi~no diferenciacijo
nevronov simpati~nih ganglijev pi{~an~jih
zarodkov na razvojni stopnji E12, kar so
ugotavljali s pove~ano ravnijo izra`anja holi-
nergi~nih ozna~evalcev ChAT in VIP (45).
V na{em modelu so pokazatelji @MS skupki
AChR (58). Braun in sodelavci so za NT-3
dokazali 2-kratno pove~anje {tevila AChR, ki
so jih ozna~ili z radioaktivnim α-bungarotok-
sinom, vendar so v tej {tudiji opazovali {tevilo
skupkov na milimeter o`iv~enega mi{i~nega
vlakna po 4 tednih tretiranja (65). Pove~ano
{tevilo skupkov na eksplant lahko razume-
mo kot pozitiven vpliv NT-3 na funkcionalne
zmo`nosti motonevronov, pri tem pa gre
lahko za neposreden u~inek na sinaptogene-
zo @MS ali posreden vpliv na rast izrastkov.
Mo`no je namre~, da je {tevilo skupkov ve~-
je preprosto zaradi ve~jega {tevila izrastkov,
ki so izra{~ali iz eksplanta. Zavedati se je tre-
ba tudi, da tvori motonevron sprva ve~je
{tevilo @MS, od katerih se na koncu ohrani
le eden (za pregled glej 32), zato bi lahko {lo
opa`eno pove~anje {tevila skupkov oziroma
@MS na ra~un tistih, ki bi kasneje propadli.
Da bi lahko to izklju~ili, bi morali {tevilo skup-
kov ocenjevati {e v kasnej{ih fazah.

Pri preu~evanju u~inkov NT-3 se pojavi
tudi vpra{anje endogenega NT-3, ki se izra`a
v embrionalni in postnatalni skeletni mi{i-
ci (71), sintetizirajo pa ga lahko tudi sami
motonevroni in s tem vplivajo na pre`ivetje
nekaterih internevronov podganje embrional-
ne hrbtenja~e (68). Endogeni NT-3 bi torej
lahko bil v na{ih poskusnih razmerah dvojnega
izvora; ~love{ki iz mi{i~nih cev~ic in podganji
iz nevronov. U~inke endogenega NT-3 na funk-
cionalno o`iv~enje bi lahko v nadaljevanju
poskusov ugotavljali tako, da bi kontrolne kokul-
ture primerjali s tistimi, ki bi jih tretirali
z anti-NT-3-protitelesi. Gaesejeva in sodelavci
so na ta na~in ̀ e raziskovali vlogo NT-3 pri raz-
voju spinalnih ganglijev (40), Loeb in sodelav-
ci pa so ugotovili, da je sinteza NT-3 v mi{i~nih
celicah odvisna od sinapti~ne aktivnosti (4).

Pomen raziskovanja vloge NT-3

Raziskave na podro~ju nevrotrofinov osvet-
ljujejo pomembno plat delovanja ̀ iv~evja, po

drugi strani pa tudi odpirajo pot do njihove
morebitne terapevtske uporabe v prihodno-
sti, kar velja tudi za NT-3. Kljub mnenju, da
je vpliv NT-3 na pre`ivetje motonevronov
manj{i kot vpliv nekaterih drugih nevrotro-
finov, so na pokusnih mi{ih z degenerativni-
mi spremembami @MS dokazali, da je zelo
u~inkovit pri vzdr`evanju delovanja in stabil-
nosti sinaps ter obnavljanju aksonov (33), kar
bi lahko bilo velikega pomena za zdravljenje
degenerativnih obolenj, kot je na primer amio-
trofna lateralna skleroza. Preu~ujejo tudi vlo-
go NT-3 pri demielinizacijskih boleznih. NT-3
namre~ pospe{uje remielinizacijo po kemi~-
no povzro~eni demielinizaciji (72), ima anti-
apoptotske u~inke na progenitorne celice
oligodendrocitov (73), transfekcija prekurzor-
jev oligodendrocitov z genom za NT-3 pa je
imela pozitivne u~inke na sintezo mielinske-
ga bazi~nega proteina (74). Na podro~ju ishe-
mi~nih okvar osrednjega ̀ iv~evja so pokazali,
da nizkodozno zdravljenje z NT-3 deluje za{-
~itno na nevrone striatuma ob blagi neonatal-
ni hipoksiji/ishemiji, kar se ka`e kot pove~ano
{tevilo pre`ivelih nevronov striatuma (75). Po-
men NT-3 raziskujejo tudi na podro~ju obnav-
ljanja osrednjega `iv~evja po po{kodbi. Pri
odraslih podganah so po predhodni enostran-
ski prekinitvi piramidne proge pod vplivom
NT-3 opazili rast intaktnih aksonov iz piramid-
nega trakta na drugi strani preko sredi{~ne lini-
je proti po{kodovanemu mestu (70). Opazili
so tudi, da je izra`anje NT-3 mRNA v ko`i bol-
nikov z diabeti~no nevropatijo zna~ilno manj-
{e (76), kar ka`e na morebitno vpletenost NT-3
tudi pri razvoju kroni~nih zapletov sladkorne
bolezni. Raziskave NT-3 pa se ne omejujejo le
na `iv~evje. Preu~ujejo namre~ tudi njegov
vpliv na imunski sistem, mastocite in alergij-
ska obolenja, med njimi tudi astmo (77, 78).

Problem teraptevtske rabe nevrotrofinov
pa so med drugim tudi njihovi ne`eleni u~inki
in slabe farmakokineti~ne lastnosti. Sistem-
sko vne{eni nevrotrofini pri ~loveku imajo
namre~ kratek razpolovni ~as in ne prehajajo
krvno-mo`ganske pregrade (79). Glede na
mo`en vpliv NT-3 na {tevilne patofiziolo{ke
procese, prina{a na{a raziskava nov del~ek zna-
nja o NT-3 in njegovih u~inkih, kar bi lahko
mogo~e v prihodnosti vodilo v bolj{e razume-
vanje bolezenskih procesov in njegovo tera-
pevtsko uporabo.
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ZAKLJU^KI

NT-3 pozitivno vpliva na pre`ivetje moto-
nevronov in sposobnost izra{~anja njihovih
aksonov iz hrbtenja~e, kar se ka`e kot pove~ano
{tevilo `iv~nih izrastkov na robu eksplantov
podganje embrionalne hrbtenja~e, ki so
bili v na{ih poskusih v kokulturi s ~love{kimi
mi{i~nimi cev~icami. U~inek je odvisen od
koncentracije in je v na{ih razmerah najmo~-
nej{i pri 10 ng/ml NT-3.

NT-3 pri koncentraciji 10 ng/ml pozi-
tivno vpliva tako na {tevilo kontrahirajo~ih
enot na posamezen eksplant, kot tudi na na
ve~ji dele` kontrakcijsko pozitivnih eksplan-
tov in na ve~je {tevilo skupkov AChR v @MS,
kar ka`e na zve~ano sposobnost motonevro-
na, da tvori funkcionalni @MS.

Gornje ugotovitve potrjujejo na{o hipote-
zo, da NT-3 izbolj{a zmo`nosti motonevronov
za ustvarjanje funkcionalnih @MS. V na{ih
razmerah je bil vpliv NT-3 bolj izrazit v za~et-
nih fazah, ko nevroni izra{~ajo iz eksplanta.

V poznej{ih fazah, ko se primarni, nezreli stiki
razvijajo v bolj diferencirane @MS, je bil u~i-
nek NT-3 manj{i, ~eravno {e zmeraj opazen.
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