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Izhodi{~e. Temelj delovanja `iv~evja je sporo~anje preko sinaps, zato so mehanizmi urav-
navanja sinteze sinapti~nih struktur in njihovega usmerjanja na mesto delovanja predmet
mnogih raziskav. V teh se zaradi dostopnosti kot eksperimentalni model uporablja ̀ iv~no-mi-
{i~ni stik, ki ga sestavlja med drugimi strukturami tudi encim acetilholinesteraza (AChE). Vloga
AChE je klju~na za `iv~no-mi{i~ni prenos, ki ga prekinja s tem, da v sinapti~ni {pranji raz-
grajuje `iv~ni prena{alec acetilholin. Pri tem pa igrata pomembno vlogo njena aktivnost in
razporeditev, ki sta odvisni od ekspresije gena. Slednja je odvisna od razli~nih dejavnikov in
njihovega medsebojnega vpliva, in to predvsem od elektromehani~ne aktivnosti in lokalno
delujo~ih ̀ iv~nih trofi~nih dejavnikov. Denervacija mi{ice vodi zaradi odtegnitve omenjenih
dejavnikov do zna~ilnih atrofi~nih sprememb mi{ice, zmanj{anja aktivnosti AChE v `iv~no-mi-
{i~nem stiku, kot tudi upada ravni AChE mRNA v celici.
Namen in hipoteza. V poskusih smo preu~evali vpliv elektri~nega dra`enja na raven AChE
mRNA in aktivnost AChE v denervirani hitri mi{ici extensor digitorum longus (EDL). Na ̀ ival-
skem modelu smo to mi{ico dra`ili z razli~nimi vzorci dra`enja, ki so zna~ilni za hitre mi{ice.
Primerjali smo ravni AChE mRNA in aktivnosti AChE v mi{ici pri razli~nih vzorcih dra`e-
nja, da bi preverili naslednjo hipotezo:

Izbrani enostavni vzorec elektri~nega dra`enja mi{ice EDL lahko delno prepre~i spremem-
be ravni AChE mRNA in aktivnosti AChE, ki nastanejo po denervaciji.
Razlaga hipoteze. Elektromehani~na aktivnost, povzro~ena z `ivcem, je v mi{ici klju~na za
uravnavanje presnove AChE. Zaradi odsotnosti te aktivnosti pride pri podgani po denerva-
ciji v prvem tednu do padca ravni AChE mRNA in s tem zmanj{anja aktivnosti AChE. Elektri~no
dra`enje vpliva na mnoge podenervacijske spremembe mi{ice in jih do dolo~ene mere tudi
prepre~i. V literaturi je opisanih veliko razli~nih na~inov dra`enja, nikjer pa {e ni ugotovljen
najprimernej{i vzorec neposrednega dra`enja, ki bi prepre~il spremembe aktivnosti AChE
in ravni AChE mRNA v mi{ici EDL. Z uporabo razli~nih vzorcev dra`enja mi{ice lahko pri-
~akujemo, da bomo odkrili najprimernej{ega, pri katerem bi pri{lo do ~im manj{ih sprememb
glede na normalno o`iv~eno mi{ico.
Metode. Poskuse smo izvedli na podganjih samicah soja Wistar. Poskusne `ivali smo razde-
lili v {tiri skupine. V prvi skupini smo mi{ico EDL denervirali, nato pa elektri~no dra`ili
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z razli~nimi vzorci, v drugi skupini smo mi{ico dra`ili posredno preko `ivca, v tretji skupini
smo izvedli samo denervacijo in namestitev elektrod brez elektri~nega dra`enja, v ~etrti sku-
pini pa smo le namestili elektrode brez denervacije in elektri~nega dra`enja. Po {tirih dneh
smo mi{ice izolirali. Aktivnost AChE smo izmerili s spektrofotometrom, raven AChE mRNA
pa z metodo Northern-blot. Rezultate smo statisti~no obdelali s Kruskal-Wallisovim testom
in neparnim Wilcoxonovim testom.
Rezultati. Prav v vseh skupinah podgan je pri{lo v denervirani mi{ici EDL do pomembne-
ga zmanj{anja aktivnosti AChE v primerjavi z normalno o`iv~eno mi{ico druge zadnje okon~ine.
Razli~ni vzorci elektri~nega dra`enja so bili razli~no uspe{ni pri prepre~evanju zmanj{anja
aktivnosti AChE v denervirani mi{ici. Najvi{jo vrednost aktivnosti AChE, ki se je statisti~no
zna~ilno razlikovala od aktivnosti pri drugih skupinah denerviranih mi{ic (p < 0,01), smo dose-
gli z vzorcem dra`enja s frekvenco 150 Hz, dol`ino zaporedja dra`ljajev 0,2 s in trajanjem
presledka med zaporedji dra`ljajev 15 min. Isti vzorec dra`enja je bil najbolj uspe{en tudi pri
prepre~evanju upada ravni AChE mRNA.
Zaklju~ki. Omenjeni rezultati so potrdili na{o hipotezo. Namre~, med izbranimi enostavni-
mi vzorci elektri~nega dra`enja obstaja vzorec, ki lahko delno prepre~i upad ravni AChE mRNA
in zmanj{anje aktivnosti AChE po denervaciji. Glede na delno uspe{nost uporabljenega eno-
stavnega vzorca nas rezultati navajajo k sklepu, da pri vzdr`evanju normalne ravni AChE mRNA
in aktivnosti AChE sodelujejo {e drugi mehanizmi. Ti so zelo verjetno kompleksnej{i vzorci
aktivacije mi{ice, lo~ena aktivacija posameznih motori~nih enot v mi{ici z razli~nimi vzorci
aktivacije in `iv~ni trofi~ni dejavniki, ki se spro{~ajo iz perifernega `ivca.

ABSTRACT

KEY WORDS: muscle denervation, electric stimulation, acetylcholinesterase, rats

Background. The basis for the function of the nervous system is signalling among the nerve
cells through the synapses. Normal signalling requires precise synthesis and localisation of
synaptic structures within the cell. There is a lot of work done in this field and the most often
used model for the research is the neuromuscular junction because of its accessibility. The
enzyme acetylcholinesterase (AChE) plays a crucial role in it by degrading acetylcholine and
by that stopping the electrical signal among the nerve cells. The activity and localisation with-
in the cell are very important for the proper function of the AChE. They depend on the
expression of the AChE gene, which is further dependant on many factors and their inter-
relationships. Among them, the most important are electromechanical activity and local neural
mediators. Denervation of the muscle causes a lack of the factors mentioned above and con-
sequently leads to atrophic changes of the muscle, decrease of the AChE activity in
neuromuscular junction and the level of AChE mRNA in the muscle cells.
Aim and hypothesis. Our observations were based on the measurement of the AChE activ-
ity and the level of AChE mRNA in the fast rat extensor digitorum longus (EDL) muscle. We
used different stimulation patterns on the animal model. The results were then compared
in order to test the next hypothesis:

Change in the level of AChE mRNA and the activity of AChE in the EDL muscle after
denervation can be partially prevented by a specific simple pattern of electrical muscle stim-
ulation.
Rationale for hypothesis. Electromechanic activity caused by the nerve is crucial for the
regulation of AChE metabolism. Denervation of the muscle causes a drop of AChE activity
and level of AChE mRNA within the first week. Electrical stimulation can affect many post-
denervational processes and can stop them to a certain extent. However, a stimulation pattern
that would prevent the postdenervational changes of AChE activity and level of AChE mRNA
in the EDL muscle has not been discovered yet. By using different patterns of stimulation
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we can expect to find the most appropriate one, that would cause the least change compar-
ing to the normal innervated muscle.
Methods. The experiments were performed on female Wistar rat strains. Animals were divid-
ed in four groups. In the first group of animals the EDL muscles were denervated and then
stimulated with different electrical patterens. In the second group muscles were stimulated
through the nerve. In the third group muscles were denervated and the electrodes were placed
as usually, but there was no stimulation. And in the fourth group we only placed the elec-
trodes on usual places without denervation and stimulation of the muscles. After four days
of stimulation the isolation of the EDL muscles was performed. We measured the AChE activ-
ity in the muscles with a spectrophotometrical method and the level of AChE mRNA with
the Northern-blot method. The results were statistically evaluated with Kruskal-Wallis test
and unpaired Wilcoxon's test.
Results. In all groups of denervated EDL muscles we measured a significant drop of the AChE
activity comparing to the normally innervated muscle of the other leg. Different patterns of
electrical stimulation had various success in preventing the postdenervational drop of AChE
activity. However, the highest AChE activity was obtained with the stimulation pattern with
frequency of impulses 150 Hz, duration of impulse trains 0.2 s and interval between trains of
15 min. This AChE activity was significantly different from the activities of other groups of
denervated muscles (p < 0,01). Similar results were obtained with the measurement of the
level of AChE mRNA. The same pattern proved to be the most successful in preventing AChE
mRNA level drop.
Conclusions. The above mentioned results proved our hypothesis. There does exist a sim-
ple stimulation pattern that can partially prevent the postdenervational decrease of AChE
mRNA level and AChE activity. However, due to inability to completely prevent that
decrease, we can conclude that there must be other mechanisms involved in maintenance
of normal level of AChE mRNA and activity of AChE. These are most probably more com-
plex muscle activation patterns, separate activation of motor units within the muscle with
different activation patterns and local mediators from the peripheral nerve.

UVOD

Acetilholinesteraza

Acetilholinesteraza (AChE) je encim, ki igra
pomembno vlogo predvsem kot sestavni del
holinergi~nih sinaps, kjer hidrolizira acetil-
holin (ACh) in s tem prekine posinapti~ni
u~inek ACh. AChE in sorodni encim butiril-
holinesteraza spadata med holinesteraze,
skupino serinskih esteraz (1–10).

Struktura acetilholinesteraze

Glede na strukturo so molekule AChE zelo
polimorfne (2, 11, 12), vse molekularne obli-
ke pa so glikoproteini, pri katerih 10–20 %
mase predstavljajo kovalentno vezani oligo-
saharidi (1). Molekularne oblike AChE najbolje
lo~imo po hitrosti sedimentacije v linearnih
saharoznih gradientih (8, 13, 14). Podrobne
raziskave so pokazale, da obstajata dva raz-

reda molekul AChE: globularne (G), po ve~i-
ni homomerne oblike, in asimetri~ne oblike
(A), ki so vse heteromerne (8, 15, 16). V vseh
nastopa kot temeljna enota kataliti~na pode-
nota, ki je globularna (1). To je elipsoidna
beljakovina, ki meri pribli`no 4,5×6,0×6,5nm.
V aktivnem centru encima se nahaja esteraz-
no mesto, kjer le`i serin aktivnega centra.
Aktivni center le`i na dnu globeli v kataliti~-
ni podenoti in tu najdemo kataliti~no triado
iz serinskega, histidinskega in glutamatnega
aminokislinskega ostanka. Na povr{ini kata-
liti~ne podenote poleg vhoda v globel le`i
alosteri~no mesto, ki je odgovorno za sub-
stratno inhibicijo in vezavo nekaterih ligandov
(1, 17, 18).

Globularne oblike AChE so tetrameri
(G4), dimeri (G2) in monomeri (G1), ki so
sestavljeni iz {tirih, dveh ali ene kataliti~ne
podenote. Te podenote v globularnih oblikah
delimo v dva razreda. Amfifilna (hidrofobna
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ali H) oblika kataliti~ne podenote nastopa
v dimerih, na cisteinski ostanek na karbok-
silnem koncu pa ima vezan glikolipid, ki ji
omogo~a pritrditev na lipidni del membran.
To obliko AChE imenujemo na glikozilfos-
fatidilinozitol vezani dimer (GPI-linked dimer).
Kataliti~na podenota T (tail), ki nastopa
v vseh ostalih oblikah AChE, ima druga~en
karboksilni konec, ki ji omogo~a nahajanje na
treh razli~nih mestih: pritrditev na kolagen-
ski rep, pritrditev na hidrofobni peptid, ki
ve`e tetramere na povr{ino celi~ne membra-
ne, ali neposredno vezavo na fosfolipide
(1, 6, 8, 12).

Asimetri~ne oblike AChE pa so zgrajene
iz enega, dveh ali treh tetramerov kataliti~-
nih podenot T (G4), kovalentno povezanih
s tremi polipeptidnimi verigami iz kolagena Q,
ki so zavite v trojno vija~nico in tvorijo nekak-
{en rep, ki je potreben za pritrditev molekule
AChE na zunajceli~ni matriks. Te asimetri~-
ne oblike ozna~imo A4, A8 in A12 glede na
skupno {tevilo kataliti~nih podenot, ki jih vse-
bujejo. Nekatere asimetri~ne oblike pa lahko
poleg repa vsebujejo {e druge nekataliti~ne
podenote, katerih vloga {e ni znana (19, 20).
Oblika A12 je v tkivih najpogostej{a, ostali dve
pa sta prisotni v majhnih koli~inah in {e ni
znano ali sta funkcionalni ali le razgradna pro-
dukta (1, 6, 8, 12).

Nahajanje acetilholinesteraze

Opisani polimorfizem molekul AChE omogo-
~a, da se razli~ne oblike encima nahajajo
v razli~nih tipih celic in na razli~nih mestih
v celici (1, 12, 21). Za sesalce tako velja, da
se asimetri~ne oblike AChE nahajajo le v mi{i-
cah in `iv~nih celicah, amfifilne oblike pa
v celicah hemopoetskega izvora (1, 8).

Na{a raziskava obravnava AChE v mi{i~-
nem tkivu. V gladki mi{ici in srcu ni asimetri~nih
oblik AChE, ampak predvsem dimerne in
tetramerne globularne oblike (1). Porazdeli-
tev in molekularne oblike AChE v skeletni
mi{ici pa so natan~neje raziskane in se raz-
likujejo glede na tip mi{ice. Mi{i~na vlakna
pri sesalcih namre~ glede na fiziolo{ke in bio-
kemi~ne lastnosti v grobem delimo na hitra,
bolj glikoliti~na vlakna (tip II z ve~ podtipi)
in po~asna, bolj oksidativna vlakna (tip I)
(22–25). V ve~ini mi{ic sta zastopani obe vrsti
vlaken, v nekaterih mi{icah pa je skoraj samo

ena vrsta. Tako pri podgani mi{ica extensor
digitorum longus (EDL) vsebuje predvsem
hitra vlakna, mi{ica soleus (SOL) pa po~asna
(24, 26). Hitre in po~asne mi{ice se razliku-
jejo v skupni aktivnosti AChE, v oblikah
encima in porazdelitvi teh oblik v in izven
`iv~no-mi{i~nega stika (@MS). Skupna aktiv-
nost AChE, kot tudi aktivnost posameznih
globularnih oblik encima, je v hitrih mi{icah
absolutno ve~ja kot v po~asnih mi{icah
(27–30). Od posameznih oblik pa v mi{ici
EDL prevladuje oblika G1 AChE, sledi ji obli-
ka A12, ki pa je prisotna le v podro~ju @MS,
tretjo najvi{jo aktivnost pa ima oblika G4.
Druga~na so razmerja v mi{ici SOL, kjer ima
najvi{jo aktivnost v @MS oblika A12 AChE,
izven @MS je je manj, a je za razliko od EDL
prisotna, sledita pa obliki G1 in A8 (2, 27, 30).

Porazdelitev AChE v skeletni mi{ici je nee-
nakomerna tudi na subceli~nem nivoju, kar
lahko ugotavljamo z uporabo inhibitorjev
encima, ki prehajajo ali pa ne skozi plazma-
lemo (1, 31). Vsaj polovica AChE se nahaja
intracelularno, kjer najdemo encim pred-
vsem v zrnatem endoplazmatskem retikulumu,
Golgijevem aparatu, vezikulah, na jedrni
membrani, zanemarljivo malo pa ga je v cito-
solu (1, 32, 33). Znotraj celice so predvsem
globularne oblike encima in malo asimetri~nih,
to so ve~inoma novo sintetizirane molekule
na poti k plazmalemi (1). Ekstracelularno naj-
demo vse oblike AChE razen monomerne
globularne oblike. Ostale globularne oblike
so v dolo~eni meri vezane na zunanjo stran
plazemske membrane, asimetri~ne oblike pa
so vezane na bazalno membrano okoli mi{i~-
nih vlaken (1, 34).

Zna~ilno porazdelitev AChE lahko ugotav-
ljamo tudi znotraj oziroma izven @MS (1).
^eprav ima encim v @MS veliko aktivnost, pa
ta del predstavlja le manj{i dele` skupne
koli~ine AChE (2). V @MS se AChE nahaja na
posinapti~ni sarkolemi, v bazalni lamini v pri-
marnih in sekundarnih sinapti~nih {pranjah,
presinapti~no na aksolemi `iv~nega kon~i~a
in v prostorih med nevroni in Schwannovimi
celicami (2, 35–39). Pri podgani so globularne
oblike AChE prisotne vzdol` celega mi{i~ne-
ga vlakna, medtem ko je, vsaj pri hitrih
mi{icah, asimetri~na oblika A12 omejena na
podro~je sinapse, kjer je s pomo~jo repa
vezana na sinapti~no bazalno lamino (1, 2, 7,
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40, 41). Asimetri~na oblika A12 AChE je pre-
vladujo~a oblika encima v @MS (27, 40,
42–46). V po~asnih mi{icah, kot je SOL, pa
so asimetri~ne oblike AChE prisotne vzdol`
vsega mi{i~nega vlakna (30).

Funkcija acetilholinesteraze

Glavna funkcija AChE je hitra hidroliza
spro{~enega ACh v holinergi~nih sinapsah
v centralnem in perifernem ̀ iv~evju (1, 47, 48).
Vendar pa prisotnost encima tudi v neholi-
nergi~nih celicah (npr.: eritroidne in limfoidne
celice) in v nezrelem `iv~evju brez holiner-
gi~ne aktivnosti nakazuje nekatere druge
mo`ne funkcije (1). Med bolj verjetnimi
mo`nimi vlogami AChE so tudi vloga adhe-
zijske oziroma prepoznavne molekule (1, 41)
in nevromodulatorna vloga v dolo~enih pre-
delih centralnega `iv~nega sistema (1, 49).
V tem uvodu se bomo omejili le na klasi~no
funkcijo AChE, to je hidrolizo ACh.

AChE spada med serinske esteraze, ki
imajo serin na kataliti~nem mestu, pri ~emer
serinska hidroksilna skupina sodeluje pri
nastanku kompleksa encim-substrat. Novej{e
{tudije pa glede na strukturo in zaporedje ami-
nokislin uvr{~ajo AChE v lo~eno skupino s {e
nekaterimi serinskimi hidrolazami (1, 2, 41).

Glavni substrat AChE je ACh, hidrolizira
pa lahko tudi druge estre, a po~asneje, prav
tako pa lahko druge esteraze hidrolizirajo
ACh (1). Sama reakcija poteka tako, da se ACh
ve`e na nabito podro~je na povr{ini kataliti~-
ne podenote, v bli`ini globeli, na dnu katere
le`i aktivni center. Nato ACh drsi vzdol` glo-
beli do kon~ne raz{iritve, kjer se nahajajo
tri kataliti~ne aminokisline (serin, histidin,
glutaminska kislina). Kisikov atom proste
hidroksilne skupine serina reagira z ogljiko-
vim atomom α acetatnega dela substrata,
nastane acetiliran encimski intermediat,
sprosti se molekula holina. Acetiliran encim
reagira z vodo, odcepi se ocetna kislina in
ostane regeneriran encim. Reakcija hidroli-
ze ACh z AChE poteka zelo hitro in je ena
najhitrej{ih encimskih reakcij (1, 50). Pri
oblikah AChE z ve~ katalitskimi podenotami
se vsaka od njih obna{a neodvisno, vsaka ima
eno aktivno mesto in med njimi ni alosteri~-
nih interakcij (1).

Presnova acetilholinesteraze
v skeletni mi{ici

Aktivnost AChE v zreli skeletni mi{ici je
odvisna od procesov sinteze in razgradnje tega
encima ter s tem od regulatornih dejavnikov,
ki vplivajo na ta dva procesa.

Sinteza acetilholinesteraze

Potek sinteze acetilholinesteraze

AChE kodira samo en gen, ki le`i na kromo-
somu 7p22 (51). Gen je podoben pri razli~nih
`ivalskih vrstah, kar nakazuje precej{njo evo-
lucijsko ohranjenost (52–54). Z razli~nim
pripajanjem (splicing) primarnega transkripta
pa lahko nastanejo tri razli~ne mRNA (55, 56)
in iz njih tri vrste kataliti~nih podenot. Del
kataliti~ne podenote, ki je skupen vsem mole-
kularnim oblikam AChE, kodirajo eksoni 2
in 3 ter del eksona 4. Z razli~nim spajanjem
pa se C-konec lahko kon~uje na tri na~ine:

• s pripajanjem preostanka eksona 4 nasta-
ne kataliti~na podenota R (readthrough);

• z alternativnim pripajanjem eksona 5
nastane kataliti~na podenota H (hydrop-
hobic);

• in z alternativnim pripajanjem eksona 6
nastane kataliti~na podenota T (tail).

Kataliti~na podenota H se nahaja v na glikozil-
fosfatidilinozitol vezanih dimerih (GPI-linked
dimers) in nastaja predvsem v celicah hema-
topoetskega izvora. Kataliti~no podenoto T
najdemo v topnih monomerih, dimerih, tetra-
merih in asimetri~nih oblikah, nastaja pa
v mi{icah in mo`ganih (57, 58). R oblika kata-
liti~ne podenote naj bi tvorila monomerno
AChE, ki se izlo~a iz celice, a njen obstoj {e ni
potrjen (59, 60).

AChE je glikoprotein. Sintetizira se na
zrnatem endoplazmatskem retikulumu, hkra-
ti s sintezo pa poteka tudi glikozilacija. V nekaj
minutah pote~e zdru`evanje globularnih
AChE v dimere in tetramere, ki gredo nato
v Golgijev aparat (61, 62), kjer pride do spre-
memb na asparagin vezanih ogljikovih
hidratov. Molekula se nato prenese na povr-
{ino celice, kjer se sprosti kot sekretorna
molekula ali pa ostane na povr{ini membra-
ne. Za nastanek asimetri~nih oblik AChE je
potrebno nekaj ve~ ~asa, ob sprostitvi pa se
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hitro ve`ejo na ekstracelularni matriks (61–63).
Zdi se, da je celotna presnova AChE v celici
lokalizirana okrog jeder, ki prepisujejo AChE
mRNA (64).

Uravnavanje sinteze in celi~nega prometa
acetilholinesteraze

Uravnavanje sinteze AChE zagotavlja zadostno
mno`ino AChE v celici, posebni mehanizmi
pa omogo~ajo tudi koncentriranje encima
predvsem na podro~ju @MS. Uravnavanje
sinteze AChE poteka na razli~nih ravneh,
in sicer na ravni transkripcije gena in potran-
skripcijskih dogodkov. Transport AChE in
sidranje na dolo~enih mestih uravnavata
lokalno koncentracijo molekul AChE (1).

Transkripcija gena: Uravnava se za~etek
prepisa gena in hitrost sinteze mRNA.

Potranskripcijski dogodki: V procesih od
transkripcije do dokon~ne sinteze AChE
obstaja veliko potencialnih regulacijskih mest,
a njihov pomen v fiziolo{kih procesih {e ni
pri vseh dokazan. Uravnavanje gotovo pote-
ka na ravni razli~nega pripajanja primarnih
transkriptov in verjetno je uravnavana tudi sta-
bilnost molekul mRNA (65). Ni pa {e veliko
znanega o uravnavanju translacije in potran-
slacijskih dogodkov, kot so sestavljanje
polipeptidov AChE in potranslacijska gliko-
zilacija, dodajanje glikolipidov in kolagenskega
repa.

Transport in sidranje molekul AChE:
Verjetno je uravnavan transport ustrezne
oblike AChE na ustrezno subceli~no podro~-
je. Visoka koncentracija na mestu delovanja
encima se dose`e s specifi~nim sidranjem
heteromernih oblik AChE (45, 66).

Relativni pomen posamezne ravni urav-
navanja sinteze AChE {e ni znan (1), vsekakor
pa se razli~ni viri strinjajo, da se glavnina urav-
navanja aktivnosti AChE izvaja na ravni njene
mRNA (1, 67).

Uravnavanje ravni mRNA za
acetilholinesterazo v skeletni mi{ici

V odrasli skeletni mi{ici podgane se AChE
mRNA bolj koncentrira v podro~ju @MS in to
v sarkoplazmi neposredno pod postsinap-
ti~no membrano, prisotna pa je tudi drugod
vzdol` mi{i~nih vlaken. Raven AChE mRNA
je pomembno vi{ja v hitrih mi{icah kot
v po~asnih (27, 60, 67–69). Raven AChE

mRNA in s tem tudi samega encima je odvi-
sna od ve~ dejavnikov (70, 71), ki jih glede na
izvor lahko razdelimo na `iv~ne in mi{i~ne,
vsi pa verjetno {e niso znani (12). Glavna
dejavnika uravnavanja ravni AChE mRNA, ki
se pojavljata v literaturi, pa sta mi{i~na aktiv-
nost in neposredni vplivi `ivca.

Mi{i~na aktivnost (mi{i~no delo) (27, 67,
72–74). Na raven AChE mRNA v najve~ji meri
vpliva vzorec kr~enja mi{ice, ki pa je v fizio-
lo{kih razmerah odvisen od vzorca impulzov
v motori~nem `ivcu. S poskusi na kulturi
mi{i~nih celic so dokazali, da tudi pasivno
kr~enje in raztezanje mi{i~nih vlaken zvi{a
raven AChE mRNA (12, 75). Tako v literatu-
ri zasledimo tudi mnenje, da sami elektri~ni
dra`ljaji ̀ ivca ne regulirajo ravni AChE mRNA
neposredno, ampak posredno prek kr~enja
mi{ic (76). Posrednik med kr~enjem mi{i~ne
celice in ekspresijo AChE mRNA bi lahko bil
kalcijev ion, ki prehaja v celico po L-kanal~-
kih (77).

Neposredni ̀ iv~ni vplivi (68, 78). @iv~no
vlakno naj bi neposredno vplivalo na raven
AChE mRNA v mi{i~ni celici s spro{~anjem
t. i. ̀ iv~nih trofi~nih dejavnikov v @MS. Obstoj
in narava teh molekul sicer {e nista dokaza-
na, med mnogimi kandidati pa sta najbolj
raziskana CNTF (ciliary neurothropic factor)
in CGRP (calcitonin gene-related peptide).
S poskusi so dokazali, da sta ti dve molekuli
sposobni uravnavati ekspresijo gena AChE
v mi{i~nih celicah (70, 79–82).

Razgradnja acetilholinesteraze

O usodi molekul AChE po vezavi na povr{i-
no celice ali na ekstracelularni matriks ni
veliko znanega (1). Ugotovili so, da je razpo-
lovna doba membransko vezanega encima
pribli`no 50 ur (62), encima v sinapsi pa
20 dni (83), iz ~esar lahko sklepamo na raz-
li~ne mehanizme razgradnje encima na
povr{ini celice oziroma v sinapsi. Na razlike
v razgradnji globularnih in asimetri~nih oblik
AChE pa lahko sklepamo tudi iz razli~nega
spreminjanja aktivnosti teh dveh oblik enci-
ma po denervaciji mi{ice (4, 41).

Mesto razgradnje AChE v celici {e ni
znano. Iz poskusov z inhibitorji lizosomskih
encimov lahko sklepamo, da to lizosomi vse-
kakor niso. Ve~ja je verjetnost, da vsaj del
razgradnje AChE poteka v gladkem endoplaz-
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matskem retikulumu, kar so pokazali z radi-
oaktivnim ozna~evanjem encima. Ali je to
edino mesto razgadnje ali pa se encim raz-
grajuje {e drugje, bodo pokazali nadaljnji
poskusi (84).

Presnova acetilholinesteraze
po denervaciji

Denervacija mi{ice pri podgani povzro~i hiter
upad skupne aktivnosti AChE v denervirani
mi{ici (21, 30). Med hitrimi in po~asnimi mi{i-
cami ter med podro~jem znotraj oziroma
zunaj @MS pa obstajajo razlike v stopnji upa-
da posameznih oblik encima. Razli~ne oblike
AChE imajo namre~ razli~no hitre procese
sinteze in razgradnje, kar v veliki meri vpli-
va na njihovo aktivnost v mi{ici po denervaciji
(2, 21). Zna~ilno je tudi, da po dalj{em ~asu
(ve~ tednov) po denervaciji lahko pride do
ponovnega povi{anja aktivnosti dolo~enih
oblik AChE (30).

Spremembe aktivnosti acetilholinesteraze
po denervaciji v mi{ici extensor
digitorum longus

Skupna aktivnost AChE tako v podro~ja @MS
kot izven njega se v {tirih dneh po denerva-
ciji zmanj{a, zna~ilno pa je, da se za~nejo
aktivnosti AChE po ve~ tednih spet ve~ati.

V {tirih dneh po denervaciji pride v podro~-
ju @MS do mo~nega zmanj{anja aktivnosti
oblike A12 AChE, mo~no se zmanj{a tudi
aktivnost oblike G1, aktivnost oblike G4 pa se
ohrani. V podro~ju izven @MS se prav tako
prehodno ohrani aktivnost oblike G4, zmanj-
{a pa se aktivnost oblike G1. Asimetri~ne
oblike AChE so v EDL v podro~ju izven @MS
`e fiziolo{ko odsotne (30).

Spremembe aktivnosti acetilholinesteraze
po denervaciji v mi{ici soleus

Tudi v SOL pride v {tirih dneh po denerva-
ciji do zmanj{anja skupne aktivnosti AChE.
[tiri dni po denervaciji so v podro~ju @MS
ugotovili mo~no zmanj{ano aktivnost oblike
A12 AChE, aktivnost oblike A8 je nespreme-
njena, oblike A4 pa pove~ana. Izven @MS so
zmanj{ane aktivnosti vseh oblik AChE, prisot-
ne so tudi asimetri~ne oblike. Nekaj tednov
po denervaciji se aktivnosti posameznih oblik
AChE v podro~ju @MS in izven njega izena-

~ijo: najve~ je oblike G1, pove~ana je aktivnost
oblike G4, zmanj{ana pa aktivnost oblike
A12 (30).

Presnova posameznih oblik
acetilholinesteraze po denervaciji

Iz izmerjenih aktivnosti posameznih oblik
AChE v razli~nih ~asih po denervaciji mi{i-
ce so lahko sklepali na mo`ne mehanizme, ki
povzro~ajo spremembe aktivnosti encima.

Oblika A12 AChE, ki je glavna oblika
encima v @MS in se nahaja predvsem tu, je
mo~no odvisna od inervacije mi{ice (2, 85, 86):
po denervaciji pride do hitrega zmanj{anja
aktivnosti te oblike encima, po reinervaciji pa
se spet pove~a (40, 87–91). Hitro zmanj{anje
aktivnosti oblike A12 AChE v @MS je posle-
dica razgradnje s proteoliti~nimi encimi iz
fagocitnih celic, ki pridejo na mesto degenera-
cije prekinjenih ̀ iv~nih kon~i~ev. V fiziolo{kih
razmerah ima oblika A12 AChE, ki je veza-
na v bazalni lamini @MS, namre~ zelo po~asno
presnovo. V poskusih, kjer so z botulinu-
snim toksinom povzro~ili paralizo mi{ice in
s tem inhibirali sintezo encima, ̀ iv~ni kon~i~
pa ni degeneriral, je pri{lo do zelo po~asne-
ga zmanj{evanja aktivnosti oblike A12 AChE
v @MS (92, 93). Podoben rezultat so dosegli
tudi z uporabo antiproteaz v denervirani
mi{ici (85, 94). Tako pri poskusih z denerva-
cijo, kot z uporabo botulinusnega toksina, pa
so lahko ugotovili zmanj{ano sintezo oblike
A12 AChE in zmanj{ano raven AChE mRNA
v podro~ju @MS hitre mi{ice (67, 93). Iz tega
lahko sklepamo, da je za dovolj visoko ekspre-
sijo AChE mRNA v mi{ici potrebna mi{i~na
aktivnost oziroma spro{~anje ACh ali neke
druge substance, ki se spro{~a vzporedno
z ACh.

Aktivnost oblike G1 AChE, ki se nahaja
izven @MS, se hitro zmanj{a v prvih dneh po
denervaciji (95), kar je posledica mo~nega
padca ravni AChE mRNA, ki se zgodi v prvih
24–48 urah po denervaciji (27, 67). Do zni-
`anja ravni AChE mRNA izven @MS pride
tudi po paralizi mi{ice z botulinusnim toksi-
nom (2). Mi{i~na aktivnost je torej potrebna
za vzdr`evanje zadostne ravni AChE mRNA
izven @MS.

V hitrih mi{icah podgane pride kmalu po
denervaciji do za~asnega pove~anja aktiv-
nosti oblike G4 AChE izven @MS, verjetno
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zaradi {e nekaj ~asa neprekinjene sinteze te
oblike encima iz obstoje~ih monomerov
G1 AChE (30, 96, 97).

V po~asnih mi{icah podgane pride po
denervaciji do zmanj{anja vseh oblik AChE
izven @MS (30).

Presnova acetilholinesteraze
ob elektri~nem dra`enju
o`iv~ene ali denervirane
mi{ice extensor digitorum
longus

Elektri~no dra`enje skeletne mi{ice je ekspe-
rimentalni postopek, pri katerem z elektri~nimi
dra`ljaji spro`amo kontrakcije mi{ice in s tem
opravljamo funkcijo, ki jo v fiziolo{kih razme-
rah opravlja motori~ni ̀ ivec. S spreminjanjem
vzorca dra`enja lahko spreminjamo mi{i~no
aktivnost in s tem preu~ujemo njen vpliv na
razli~ne mi{i~ne lastnosti. Mi{ico lahko dra-
`imo posredno prek motori~nega ̀ ivca ali pa
`ivec prekinemo in nato mi{ico dra`imo
neposredno, s ~imer odstranimo vse dodatne
vplive motori~nega ̀ ivca. Rezultati dra`enja
so odvisni od lastnosti mi{ice, ki jo dra`imo,
in od vzorca dra`enja.

Vsaka skeletna mi{ica je sestavljena iz ve~
razli~nih vrst mi{i~nih vlaken, ki tvorijo
motori~ne enote (24, 26). Mi{ico EDL tako
sestavljajo {tiri razli~ne vrste hitrih mi{i~nih
vlaken (24), ki tvorijo vsaj dve vrsti motori~-
nih enot (26, 98, 99). Vzorca aktivacije obeh
vrst motori~nih enot EDL v prosto gibajo~ih
se podganah se precej razlikujeta, a imata tudi
skupne zna~ilnosti, ~e ju primerjamo z vzor-
cem aktivacije motori~ne enote v mi{ici SOL.
Za motori~ne enote FF (fast fatigable), ki se
hitro kr~ijo in hitro utrudijo, je zna~ilen vzo-
rec aktivacije z majhnim {tevilom dra`ljajev
na dan (2.600–11.200), visoko frekvenco
dra`ljajev (50–111 Hz), majhnim {tevilom
dra`ljajev v enem zaporedju dra`ljajev in
dvakrat kraj{im ~asovnim presledkom med
prvima dvema dra`ljajema v zaporedju kot
med ostalimi dra`ljaji. Motori~ne enote FR
(fast fatigue resistant), ki se hitro kr~ijo, a so
bolj vzdr`ljive, pa imajo vzorec aktiva-
cije z ve~jim {tevilom dra`ljajev na dan
(89.500–243.100), nekoliko ni`jo frekvenco
dra`ljajev (40–100 Hz) in dalj{imi zaporedji
z ve~ dra`ljaji. Mi{ico SOL pa sestavlja le ena
vrsta motori~nih enot, ki se po~asi kr~ijo, a so

zelo vzdr`ljive, za njihov fiziolo{ki vzorec akti-
vacije pa je zna~ilno veliko {tevilo dra`ljajev
na dan (309.500–495.800), nizka frekvenca
dra`ljajev (12–29 Hz) in zelo dolga zapored-
ja dra`ljajev (98, 99).

Vpliv dolo~enega vzorca elektri~nega
dra`enja na dolo~eno vrsto motori~ne eno-
te je odvisen predvsem od razlik med tem
vzorcem in fiziolo{kim vzorcem aktivacije te
vrste motori~ne enote. [tevilni poskusi ka`ejo,
da v splo{nem vzorec dra`enja, ki je podoben
fiziolo{kemu vzorcu aktivacije dolo~ene moto-
ri~ne enote, ohranja lastnosti te motori~ne
enote po denervaciji, vzorec dra`enja, ki je
razli~en od fiziolo{kega vzorca aktivacije
dolo~ene motori~ne enote, pa povzro~i
spremembo lastnosti te motori~ne enote po
denervaciji, vendar ne eno ne drugo ne velja
vedno (98, 100).

V poskusih z elektri~nim dra`enjem
denervirane mi{ice so z uporabo vzorcev
dra`enja, ki so podobni fiziolo{kim vzorcem
aktivacije razli~nih motori~nih enot, dokaza-
li vpliv mi{i~ne aktivnosti na razli~ne lastnosti
mi{ice (98, 100). Dokazali so, da je vzorec
mi{i~ne aktivnosti najpomembnej{i dejav-
nik, ki uravnava aktivnost in oblike AChE ter
raven AChE mRNA v mi{icah EDL in SOL
(2, 21, 27, 72, 74). S posrednim dra`enjem
mi{ice EDL preko `ivca z vzorcem dra`enja,
ki je zna~ilen za mi{ico SOL, so povzro~ili
zmanj{anje aktivnosti AChE v mi{ici (74).
Dokazali so tudi, da vzorec dra`enja, ki je zna-
~ilen za hitro mi{ico, zvi{a, medtem ko vzorec
dra`enja po~asne mi{ice zni`a raven AChE m-
RNA v o`iv~eni skeletni mi{ici (27, 101, 102).
V literaturi pa nismo zasledili raziskav, kjer
bi z elektri~nim dra`enjem denervirane mi{i-
ce EDL uspeli obdr`ati vrednost aktivnosti
AChE ali ravni AChE mRNA, tako da bi bila
primerljiva z vrednostmi v o`iv~eni mi{ici.

NAMEN IN HIPOTEZA
V raziskavi smo se namenili prou~evati vpliv
elektri~nega dra`enja na raven AChE mRNA
in aktivnost AChE v denervirani hitri mi{ici
(EDL). Na `ivalskem modelu smo to mi{ico
dra`ili z razli~nimi vzorci dra`enja, ki so
zna~ilni za hitre mi{ice in nato primerjali dob-
ljene ravni AChE mRNA in aktivnosti AChE.
Elektri~no dra`enje denervirane mi{ice EDL
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bi lahko imelo razli~en vpliv na vrednost rav-
ni AChE mRNA ali aktivnosti AChE, zato smo
s poskusi sku{ali preveriti naslednjo hipotezo:

Izbrani enostavni vzorec elektri~nega
dra`enja mi{ice EDL lahko delno prepre~i
spremembe ravni AChE mRNA ali spre-
membe aktivnosti AChE, ki nastanejo po
denervaciji.

UTEMELJITEV HIPOTEZE: Elektrome-
hani~na aktivnost, spro`ena prek `iv~nih
impulzov, je v mi{ici klju~na za uravnavanje
aktivnosti AChE (76). Posledi~no pride pri
podgani po denervaciji ali paralizi mi{ice
v prvem tednu do padca ravni AChE mRNA
in s tem zmanj{anja aktivnosti AChE na 30 %
normalne (21, 103–105). Znano je, da lahko
elektri~no dra`enje mi{ice vpliva na te spre-
membe (76). V literaturi pa ni podatkov, ali
lahko elektri~no dra`enje denervirane hitre
mi{ice prepre~i upad ravni AChE mRNA in
zmanj{anje aktivnosti AChE, ter kak{na koli-
~ina in vzorec dra`enja sta za to potrebna. Na
podlagi dosedanjih izku{enj bi lahko na ̀ ival-
skem modelu preizkusili razpon razli~nih
vzorcev dra`enja. Preko dolo~anja ravni AChE
mRNA in merjenja aktivnosti AChE bi lahko
spremljali spremembe v mi{ici EDL z name-
nom, da odkrijemo tak vzorec dra`nja, ki
lahko prepre~i ali zmanj{a podenervacijske
spremembe ravni AChE mRNA in/ali aktiv-
nosti AChE v mi{ici EDL.

MATERIALI IN METODE
Po dolo~itvi namena naloge in hipoteze je bilo
potrebno zasnovati niz poskusov, s katerimi
bi uspeli ~im bolj neposredno in hkrati ~im
bolj racionalno potrditi ali ovre~i hipotezo.
Zaradi narave naloge, ki se ukvarja z zaple-
teno interakcijo med ve~ tkivi, smo kot edino
mo`nost izbrali poskus na ̀ ivalih, pri ~emer
pa smo z natan~nimi postopki in skrbnim rav-
nanjem sku{ali ~im bolj zmanj{ati nepotrebne
izgube `ivali in njihovo trpljenje.

Poskusne `ivali

Kot poskusne `ivali smo zaradi prakti~nosti
in dostopnosti uporabili bele podgane, soj
Wistar. Tak izbor je pomemben tudi zaradi
primerljivosti na{ih rezultatov z rezultati
drugih avtorjev, ki so izvajali podobne posku-
se na enakih poskusnih `ivalih. Iz istega

razloga smo uporabili samo samice. @ivali so
bile te`ke od 180 do 230 g.

Vse poskuse smo opravili na In{titutu za
patolo{ko fiziologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani, ki ima dovoljenje za
poskuse na ̀ ivalih v znanstveno-raziskovalne
namene (Uradni list SRS, {t. 40/85 in 22/87).
Dovoljenje je izdalo Ministrstvo za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano, Veterinarska upra-
va R Slovenije ({t. odlo~be 326–07–26/98).
Delo z `ivalmi je potekalo v skladu s predpi-
si, ki jih za to zahteva zakonodaja (Navodila
o pogojih za izdajo dovoljenja za poskuse na
`ivalih v znanstveno raziskovalne namene,
Uradni list SRS, {t. 322–03/85–74).

@ivalim smo sku{ali zagotoviti bivalne
pogoje, ki bi bili za vse ~imbolj enaki in bi jih
~im manj izpostavljali stresu. Podgane so
bile v posebnem prostoru, ki je ogrevan in kjer
se svetloba in tema menjavata na dvanajst ur.
Vsaka je bila name{~ena v lo~eno kletko
z dovolj hrane in vode.

Postopki

Vse postopke, ki smo jih izvedli za pridobi-
tev rezultatov, lahko razdelimo v pet skupin:

• denervacija in namestitev elektrod;
• elektri~no dra`enje;
• izolacija mi{ice;
• meritve aktivnosti AChE;
• dolo~itev ravni AChE mRNA.

Glede na to, da je operacija namestitve elek-
trod pri vsaki podgani zahtevala vsaj dve uri,
smo najve~krat operirali po {tiri podgane
v enem dnevu in jih nato skupaj obravnava-
li tudi naprej. Sledilo je elektri~no dra`enje
mi{ice, ki je trajalo po dnevu operacije {e {ti-
ri do {tiri in pol dni. Iz vsake `ivali smo nato
izolirali dra`eno mi{ico EDL, iz druge zadnje
okon~ine pa mi{ico EDL in mi{ico SOL. Aktiv-
nost AChE smo dolo~ili v vsaki mi{ici posebej
in sicer ~imprej po koncu poskusa na posa-
mezni skupini podgan. Dra`eno in kontrolno
mi{ico EDL smo tudi stehtali. Mi{ice za dolo-
~anje ravni AChE mRNA pa smo najprej
zmrznjene shranili pri –80°C. [ele ko smo
imeli zbrane vzorce mi{ic iz vseh ̀ ivali, smo
v vseh isto~asno dolo~ili raven AChE mRNA.
Aktivnost AChE smo dolo~ili tudi v nedenervi-
rani nedra`eni mi{ici SOL iz vsake podgane.
Izmerjeno vrednost smo lahko primerjali
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z vrednostjo iz drugih poskusov in nam
je omogo~ala kontrolo izvedbe merilnega
postopka.

V na{i nalogi smo sku{ali ugotoviti vpliv
elektri~nega dra`enja na mi{ico EDL, zato smo
podgane razdelili na ve~ skupin, pri katerih
smo uporabili razli~ne vzorce dra`enja:

I. Merjenje aktivnosti AChE:
Skupine od A1 do A7 (n = 38). Denerva-

cija in elektri~no dra`enje mi{ice po sedmih
razli~nih vzorcih.

Skupina B (n = 6). Elektri~no dra`enje
mi{ice posredno preko `ivca z vzorcem dra-
`enja s frekvenco 150 Hz, dol`ino zaporedja
dra`ljajev 0,2 s in presledki med zaporedji
dra`ljajev 15 min.

Skupina C (n = 7). Denervacija in name-
stitev elektrod brez elektri~nega dra`enja.

Skupina D (n = 7). Namestitev elektrod
brez denervacije in elektri~nega dra`enja.

Vzorci dra`enja pri posameznih skupinah
`ivali so opisani v tabeli 1.

Tabela 1. Skupine podgan, vzorci dra`enja in {tevilo `ivali,
pri katerih smo dolo~ali aktivnost acetilholinesteraze v mi{ici
extensor digitorum longus.

Skupina Vzorec dra`enja [tevilo `ivali
(frekvenca / dol`ina

zaporedja / presledek)

A1 100 Hz / 0,2 s / 10 min 7
A2 100 Hz / 1 s / 5 min 5
A3 150 Hz / 0,02 s / 90 s 5
A4 150 Hz / 0,2 s / 30 min 5
A5 150 Hz / 0,2 s / 15 min 6
A6 200 Hz / 0,2 s / 20 min 5
A7 200 Hz / 0,2 s / 4 min 5
B `ivec, 150 Hz / 0,2 s / 15 min 6
C denervacija, brez dra`enja 7
D brez denervacije in dra`enja 7

II. Dolo~anje ravni AChE mRNA:
Skupini E1 in E2 (n = 12). Denervacija in

elektri~no dra`enje mi{ice po dveh razli~nih
vzorcih.

Skupina F (n = 6). Denervacija in name-
stitev elektrod brez elektri~nega dra`enja.

Skupina G (n = 6). Namestitev elektrod
brez denervacije in elektri~nega dra`enja.

Vzorci dra`enja pri posameznih skupinah
`ivali so opisani v tabeli 2.

Tabela 2. Skupine podgan, vzorci dra`enja in {tevilo `ivali,
pri katerih smo dolo~ali raven mRNA za acetilholinesterazo
v mi{ici extensor digitorum longus.

Skupina Vzorec dra`enja [tevilo `ivali
(frekvenca / dol`ina

zaporedja / presledek)

E1 150 Hz / 0,2 s / 15 min 6
E2 150 Hz / 0,02 s / 90 s 6
F Denervacija, brez dra`enja 6
G Brez denervacije in dra`enja 6

Denervacija in namestitev elektrod

Podgano smo stehtali na elektronski tehtni-
ci in nato glede na te`o po posebni tabeli
dolo~ili koli~ino potrebnega anestetika. Pri tej
operaciji in tudi pri izolaciji mi{ice smo upo-
rabili kombinacijo dveh anestetikov in sicer
ksilazin hidroklorid in ketamin hidroklorid.

Podgano smo dr`ali z levo roko od zadaj
preko prsnega ko{a, z desno roko pa smo pri-
jeli zadnji okon~ini in ji intraperitonealno
vbrizgali anestetik. Nato smo jo dali v temno
posodo, kjer je po najve~ petih minutah
zaspala. En odmerek anestetika je deloval
pribli`no tri ure, kar je obi~ajno zado{~alo za
ves poseg.

Po anesteziji smo podgano obrili na
mestih, kjer so pri operaciji potekale incizije,
jo namestili na operacijsko mizico v trebu{ni
legi in ji fiksirali okon~ine z elastikami. Upo-
rabljali smo grelne operacijske mizice, ki so
termostatirane in uravnavajo telesno tempe-
raturo `ivali glede na senzor, ki je ves ~as
name{~en v rektumu. Ves ~as anestezije smo
podganam vla`ili o~i s fiziolo{ko raztopino,
da se zaradi gretja in odsotnosti me`ikanja ne
bi izsu{ile.

Sledil je sam kirur{ki poseg, ki ga lahko
opi{emo v ve~ to~kah:

• incizija ko`e na zadnji okon~ini; s pomo~-
jo pincete in {karij smo prerezali ko`o na
zunanjem delu desne zadnje okon~ine
vzdol`no od kol~nega do sko~nega sklepa.

• izprepariranje ishiadi~nega ̀ ivca in dener-
vacija; Skozi fascijo med dvema mi{i~nima
skupinama medialno od kolka smo si pri-
kazali ishiadi~ni ̀ ivec in odrezali pribli`no
1 cm dolg odsek le-tega. Pri podganah
skupine B pa smo ̀ ivec ohranili, na eno in
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drugo stran `ivca smo namestili dra`ilni
elektrodi ter ju pritrdili na spodaj le`e~e
mi{ice.

• izprepariranje mi{ice EDL; Najprej smo
mobilizirali in razmaknili ko`o na goleni,
prerezali povrhnjo in globljo mi{i~no sku-
pino, ju mobilizirali, in v tretji plasti se je
prikazala mi{ica EDL, ki smo jo previdno
lo~ili od ostalih mi{ic.

• namestitev elektrod za elektri~no dra`enje;
Prikazali smo si oba konca mi{ice EDL in
nato na sosednji mi{ici s po enim {ivom
pritrdili posamezno elektrodo. Proksimal-
no elektrodo smo pritrdili na proksimalni
medialni del mi{ice, ki le`i lateralno od
EDL, distalno elektrodo pa na distalni
lateralni del mi{ice, ki le`i medialno od
EDL. Konca vsake elektrode sta tako le`a-
la tik ob EDL, a pritrjena na kiti sosednjih
mi{ic, same mi{ice EDL namre~ nismo
smeli po{kodovati (slika 1).

• za{itje mi{ic; Po pritrditvi elektrod smo
z nekaj {ivi spet pribli`ali mi{ice zgornjih
dveh plasti in s tem pokrili EDL, med {ivi
pa sta izstopali obe `ici elektrod.

• napeljava notranje dra`ilne `ice; Na zati-
lju podgane smo naredili pre~ni rez ko`e
v dol`ini 2–3 cm in nato s pomo~jo pince-
te izpreparirali podko`ni kanal od zatilja
do rane na zadnji okon~ini. Skozenj smo
napeljali notranjo dra`ilno ̀ ico od elektrod
in jo na zadnji okon~ini {e fiksirali na
mi{ice s {ivom. Ko`o na okon~ini smo
speli s kovinskimi sponkami, na zatilju pa
za{ili, tako da je skozi ko`o izstopal le {e
konektor notranje dra`ilne `ice.

• pritrditev zunanje dra`ilne `ice; Zunanjo
dra`ilno `ico smo priklju~ili na konektor
na zatilju in jo fiksirali z lepilom in {ivi.
Podgani smo okoli vratu namestili in pri-
lepili {e obro~ iz plasti~nega materiala, ki
je prepre~eval, da bi ̀ ival dosegla zunanjo
dra`ilno `ico.

Po kon~ani operaciji smo {e po~akali, da se je
podgana popolnoma prebudila in nato smo
jo lahko prenesli v kletko za dra`enje.

Elektri~no dra`enje

Dra`enje mi{ic je potekalo v prirejenih pla-
sti~nih kletkah s priklju~kom za zunanjo
dra`ilno `ico, preko katere se je dra`ljaj pre-
vajal do elektrod na mi{ici. Dra`enje je
potekalo po metodi, ki jo je razvil Rozman
s sodelavci (106), kot generator dra`ljajev pa
smo uporabili 5 kanalni tokovni dra`ilec
izdelan na In{titutu Jo`ef Stefan v Ljubljani.
Mi{ice smo dra`ili z zaporedji enakih tokov-
nih dvofaznih dra`ljajev (dol`ina dra`ljaja
0,2 ms), med zaporedji pa so bili enako dol-
gi presledki. Pri tem smo lahko nastavljali
amplitudo posameznega dra`ljaja za vsak
kanal posebej, frekvenco dra`ljajev, dol`ino
zaporedja dra`ljajev in trajanje presledka
med zaporedji dra`ljajev pa za vse kanale sku-
paj. Pri razli~nih skupinah podgan smo
uporabili razli~ne vzorce dra`enja, pri ~emer
smo spreminjali frekvenco dra`ljajev, dol`i-
no zaporedij dra`ljajev in ~asovne presledke
med zaporedji dra`ljajev (tabeli 1 in 2).
Amplitudo dra`ljajev smo nastavili za vsako
podgano posebej, a v obmo~ju od 5 do 15mA.
Celotno dra`enje je trajalo pribli`no 4 dni.
Med tem ~asom smo podgane vsakodnevno
opazovali in po potrebi prilagajali amplitudo
dra`enja tako, da je vsak dra`ljaj povzro~il
vidno skr~enje okon~ine, ki pa podgani ni pov-
zro~ilo bole~ine. Peti dan smo dra`enje
prekinili in podgane odnesli v laboratorij za
izolacijo mi{ic.

Izolacija mi{ice

Takoj po prenehanju dra`enja je bilo potreb-
no iz podgan odstraniti mi{ici EDL in SOL.
Podgane smo anestezirali z etrom, v asepti~-
nih razmerah iz zadnje okon~ine odstranili
dra`eno mi{ico EDL, iz druge zadnje okon~ine
pa mi{ico EDL in mi{ico SOL. V nadaljnjem

Slika 1. Elektri~no dra`enje denervirane mi{ice extensor digito-
rum longus pri podgani. Dra`ilni elektrodi sta s {ivoma pritrjeni
tik ob narasti{~ih mi{ice extensor digitorum longus. Notranji
dra`ilni `ici potekata v podko`nem kanalu do zatilja, kjer sta
preko konektorja priklju~eni na zunanjo dra`ilno `ico.

dra`ilni `ici

elektroda

mi{ica EDL
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postopku smo uporabili samo mi{ice brez zna-
kov vnetja ali po{kodbe. Mi{ice smo o~istili
vsega veziva, jih stehtali, zamrznili v teko~em
du{iku in shranili pri pribli`no –80°C.

Meritve aktivnosti
acetilholinesteraze

Aktivnost AChE v posameznih mi{icah smo
izmerili s spektrofotometrom. Mi{ice smo naj-
prej odmrznili na ledu, kar je trajalo pribli`no
45 minut za povpre~no (90mg) te`ko mi{ico, nato
pa smo jih homogenizirali v 1% raztopini acetil-
fenol polietilenglikol etra v fosfatnem pufru.
Homogenat smo prenesli v 1,5ml ependorfke in
ga centrifugirali 15min pri 10.000 obratih/min
pri temperaturi 4°C. Supernatant smo prenesli
v penicilinko na ledu, mu dodali substrat (0,01M
raztopina acetilholin jodida v destilirani vodi)
in nato ve~krat izmerili absorbcijo v spektrofo-
tometru pri γ = 413nm. Iz izmerjenih vrednosti
absorbcije smo izra~unali aktivnost AChE za
posamezen vzorec.

Dolo~anje ravni mRNA za
acetilholinesterazo

Ravni AChE mRNA ni bilo mogo~e dolo~iti
v vsaki mi{ici posebej, saj je za postopek
potrebnega ve~ tkiva, kot ga dobimo z eno
mi{ico. Zato smo po tri mi{ice, ki so bile dra-
`ene z enakim vzorcem dra`enja, zdru`ili v en
vzorec. Na ta na~in smo iz vsake skupine
{estih podgan dobili po dva vzorca, vsak vzo-
rec razpolovili in v vsakem delu posebej
dolo~ili raven AChE mRNA po metodi Nort-
hern-blot. Tako smo za vsako skupino podgan
dobili {tiri ravni AChE mRNA, kar nam je
omogo~alo kontrolo izvedbe postopka.

Za dolo~anje ravni AChE mRNA smo
uporabili metodo Northern-blot (107), ki je
le semikvantitativna. Rezultati, ki jih dobimo,
niso absolutne vrednosti koncentracij, ampak
so podani kot relativne vrednosti ravni AChE
mRNA v vzorcu glede na raven v kontrolnem
vzorcu. Postopek metode Northern-blot lah-
ko razdelimo na {tiri stopnje: izolacija mRNA
iz tkiva, elektroforeza in blotting, markiranje
sonde in hibridizacija ter eksponiranje filma.

Izolacija RNA iz tkiva

Zmrznjene mi{ice smo ob stalnem hlajenju
s teko~im du{ikom najprej strli v terilniku in

nato homogenizirali v denaturacijski raztopini
s homogenizatorjem pri 4000–10.000 obratih/
minuto. Homogenat smo nato suspendirali
v me{anici Na-acetata, fenola, kloroforma in
izoamilalkohola, centrifugirali 20 min pri
12.000G in 4°C, supernatantu dodali iso-pro-
panol, centrifugirali pri enakih pogojih, nato
pa oborini dodali iso-propanol in {e enkrat
centrifugirali. Belo oborino smo resuspendi-
rali v 75 % etanolu, centrifugirali 10 min pri
10.000G pri 4°C, nato odstranili supernatant,
oborino vakuumsko osu{ili v eksikatorju in
jo raztopili v vodi. Raztopini celotne RNA
smo spektrofotometri~no izmerili koncentra-
cijo in jo dodatno razred~ili do kon~ne
koncentracije 6 µg/µl. Raztopino RNA smo
shranili pri –80°C. Celoten postopek izola-
cije RNA za en vzorec je trajal pribli`no
sedem ur.

Elektroforeza in blotting

Raztopino celotne RNA smo nato lo~ili
z elektroforezo v 1,2 % denaturirajo~em for-
maldehid-agaroznem gelu v 4–5 urah pri
napetosti 60–80 V. Z gela smo RNA s kapilar-
nim pivnanjem prepivnali na najlonsko
membrano, jo posu{ili, fiksirali na UV tran-
siluminatorju in shranili pri –20°C.

Markiranje sonde in hibridizacija

Za hibridizacijo AChE mRNA smo uporabili
specifi~ne sonde DNA, ki ustrezajo odseku c-
DNA podganje kataliti~ne podenote AChE. Za
ozna~evanje sonde z α-32P dCTP smo upora-
bili komponente kita »random prime«. Kot
za~etni oligonukleotid smo uporabili specifi~ne
sinteti~ne oligonukleotide, komplementar-
ne 3' koncu sonde. Hibridizacija je potekala
pri 42°C preko no~i v raztopini z dodatkom
radioaktivne sonde do ∼106 cpm/ml. Blote
smo nato pri sobni temperaturi ve~krat izprali.

Eksponiranje filma

Hibridizirane in sprane membrane smo posta-
vili na fotografski film za 1–4 dni. Membrane
smo nato obarvali z metilenskim modrilom,
da se je prikazala RNA, {e posebej dva paso-
va ribosomne RNA, kar nam je slu`ilo za
kontrolo enakomernosti nanosa RNA na gel,
kvaliteto prepivnanja in za normiranje.

Dobljene slike na fotografskem filmu so
predstavljale rezultat, iz katerega smo lahko
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vizualno ocenili raven AChE mRNA v posa-
meznem vzorcu.

Statisti~ne metode

Po opravljenih meritvah smo rezultate stati-
sti~no obdelali s pomo~jo ra~unalni{kih
programov Excel (Microsoft) in Statist (In{ti-
tut za patolo{ko fiziologijo).

Lo~eno smo obdelali ve~jo skupino podgan,
pri kateri smo merili aktivnost AChE v mi{ici
in maso mi{ic. Pri vsaki posamezni podgani smo
najprej izra~unali razmerje med aktivnostjo
AChE v dra`eni in nedra`eni mi{ici EDL. S tem
smo izni~ili vpliv razlik v aktivnosti AChE
med razli~nimi podganami, ki so bile prisotne
`e pred poskusom, na rezultate poskusa ob
predpostavki, da sta aktivnosti AChE v enaki
mi{ici leve in desne zadnje okon~ine v fiziolo{-
kih pogojih pribli`no enaki. Nato smo izra~unali
povpre~je in standardno deviacijo teh razme-
rij aktivnosti za vse podgane, ki so bile dra`ene
po enakem vzorcu. Na enak na~in smo obde-
lali tudi meritve mase mi{ic.

V drugi, manj{i skupini podgan, kjer smo
dolo~ali raven AChE mRNA, pa je posamez-
na ocena pri dolo~enem vzorcu dra`enja `e
predstavljala kon~ni rezultat.

Rezultate meritev smo zaradi velikih raz-
lik med variancami statisti~no ovrednotili
z neparametri~nima testoma in sicer s Kruskal-
-Wallisovim testom in neparnim Wilcoxono-
vim testom. Razliko med dvema vzorcema
smo imeli za statisti~no zna~ilno, ~e je bila
stopnja tveganja za veljavnost ni~elne hipo-
teze manj{a od 5 % (p < 0,05).

REZULTATI

Vpliv elektri~nega dra`enja na
aktivnost acetilholinesteraze
v denervirani mi{ici extensor
digitorum longus

Rezultati teh meritev so predstavljeni v tabeli 3.
Prav v vseh skupinah podgan je pri{lo

v denervirani mi{ici do pomembnega upada
aktivnosti AChE v primerjavi z nedenervira-
no mi{ico druge zadnje okon~ine.

Skupina mi{ic, ki so bile denervirane, a ne
dra`ene (skupina C), predstavlja kontrolno
skupino, glede na katero lahko presojamo
uspe{nost razli~nih vzorcev elektri~nega dra-
`enja. V tej skupini je povpre~na vrednost
aktivnosti AChE upadla na 52,8 % vrednosti
v nedenervirani mi{ici druge zadnje okon~ine.

Razli~ni vzorci elektri~nega dra`enja so
bili razli~no uspe{ni v prepre~evanju upada
aktivnosti AChE v denervirani mi{ici. Najve~-
jo povpre~no vrednost aktivnosti AChE, in
sicer 65,6 % vrednosti v nedenervirani mi{ici
druge zadnje okon~ine, smo dosegli z vzor-
cem dra`enja s frekvenco 150 Hz, z dol`ino
zaporedja dra`ljajev 0,2 s in trajanjem pre-
sledka med zaporedji dra`ljajev 15 min
(skupina A5).

Najmanj{o povpre~no vrednost aktivno-
sti AChE smo izmerili v mi{icah, ki smo jih
dra`ili z vzorcem dra`enja s frekvenco 100Hz,
dol`ino zaporedja dra`ljajev 1 s in trajanjem
presledka med zaporedji dra`ljajev 5 min.

V normalno o`iv~enih mi{icah EDL (sku-
pina B), ki smo jih {e dodatno dra`ili posredno
preko `ivca z vzorcem dra`enja, ki je najbolj

Skupina Vzorec dra`enja Razmerje aktivnosti encima Standardna
podgan (vrsta dra`enja // {t. dra`ljajev na dan) EDLstim/EDLkont deviacija

C denervirane, brez dra`enja, 4 dni 0,528 ± 0,028
A1 100 Hz, 0,2 s / 10 min // 2880 0,535 ± 0,0712
A2 100 Hz, 1 s / 5 min // 28800 0,444 ± 0,0939
A3 150 Hz, 0,02 s / 90 s // 2880 0,5466 ± 0,088
A4 150 Hz, 0,2 s / 30 min // 1440 0,531 ± 0,04453
A5 150 Hz, 0,2 s / 15 min // 2880 0,6557 ± 0,0756
A6 200 Hz, 0,2 s / 20 min // 2880 0,534 ± 0,027
A7 200 Hz, 0,2 s / 4 min // 14400 0,517 ± 0,0627
B `ivec, 150 Hz, 0,2 s / 15 min // 2880 0,7993 ± 0,0433

Tabela 3. Razmerje med aktivnostima acetilholinesteraze v denervirani dra`eni mi{ici extensor digitorum longus (EDLstim) in
normalno o`iv~eni kontralateralni mi{ici extensor digitorum longus (EDLkont) pri razli~nih vzorcih dra`enja.

Mr01_1.qxd  19.3.2002  09:07  Page 35



A. BARTOLI], M. SEVER ACETILHOLINESTERAZA V ELEKTRI^NO DRA@ENI DENERVIRANI… MED RAZGL 2001; 40

36

uspe{no prepre~il zmanj{anje aktivnosti
AChE v denerviranih mi{icah, smo izmerili
aktivnost AChE, ki je zna{ala 79,9 % vredno-
sti v o`iv~enih mi{icah druge zadnje okon~ine.
To je ve~ja aktivnost AChE kot v vseh dener-
viranih in dra`enih mi{icah, a manj{a kot
v o`iv~enih mi{icah v fiziolo{kih razmerah.

Rezultate meritev aktivnosti AChE smo
zaradi velikih razlik med variancami statisti~-
no ovrednotili z neparametri~nima testoma.

V prvem delu smo s Kruskal-Wallisovim
testom sku{ali potrditi hipotezo, da se vred-
nosti aktivnosti AChE pri razli~nih skupinah
podgan od A1 do A7 in C pomembno razliku-
jejo med seboj. Stopnja tveganja za veljavnost
ni~elne hipoteze je pri tem zna{ala pod 5 %
(p < 0,05), kar potrjuje na{o hipotezo.

V drugem delu pa smo z neparnim Wil-
coxonovim testom sku{ali ugotoviti statisti~no
pomembne razlike v aktivnosti AChE v parih
testnih skupin podgan. Rezultati te analize so
prikazani v tabeli 4.

Tabela 4. Rezultati neparnega Wilcoxonovega testa za
vrednosti aktivnosti acetilholinesteraze v mi{icah razli~nih
skupin podgan. (Skupine so opisane v tabeli 1.) V levem
stolpcu so pari skupin podgan, pri katerih smo primerjali
vrednosti aktivnosti acetilholinesteraze, v desnem stolpcu
pa stopnja tveganja za veljavnost ni~elne hipoteze.

Primerjane skupine podgan p (%)

A5 : C p < 1
A5 : A1 p < 1
A5 : A2 p < 1
A5 : A3 p < 1
A5 : A4 p < 1
A5 : A6 p < 1
A5 : A7 p < 1

Z neparnim Wilcoxonovim testom smo ugo-
tovili, da se vrednosti aktivnosti AChE pri
skupini A5 (denervirane in dra`ene mi{ice
z vzorcem dra`enja s frekvenco 150 Hz, dol-
`ino zaporedja dra`ljajev 0,2 s in trajanjem
presledka med zaporedji dra`ljajev 15 min)
pomembno razlikujejo od aktivnosti pri
denerviranih nedra`enih mi{icah (skupina C)
in denerviranih mi{icah, dra`enih z druga~-
nimi vzorci dra`enja (skupine A1, A2, A3, A4,
A6, A7).

Vpliv elektri~nega dra`enja na
raven mRNA za acetilholine-
sterazo v denervirani mi{ici
extensor digitorum longus

Rezultati dolo~anja ravni AChE mRNA z meto-
do Northern-blot so prikazani na sliki 2.

V vseh skupinah denerviranih mi{ic je
pri{lo do upada ravni AChE mRNA glede na
nedenervirano mi{ico.

Vzorec dra`enja s frekvenco 150 Hz, dol-
`ino zaporedja dra`ljajev 0,2 s in trajanjem
presledka med zaporedji dra`ljajev 15 min
(skupina A5), ki je povzro~il najmanj{e zmanj-
{anje aktivnosti AChE v denerviranih mi{icah,
je bil najbolj uspe{en tudi v prepre~evanju
padca ravni AChE mRNA (skupina E1).

Z druga~nim vzorcem dra`enja s frek-
venco 150 Hz, dol`ino zaporedja dra`ljajev
0,02 s in trajanjem presledka med zaporedji
dra`ljajev 90 s (skupina E2) smo dosegli
bistveno ni`jo raven AChE mRNA, ki se
pomembno ne razlikuje od ravni pri dener-
viranih nedra`enih mi{icah (skupina F).

Slika 2. Radioaktivna Northern-blot analiza mRNA za acetilholi-
nesterazo in celotne RNA iz vzorca mi{ice extensor digitorum
longus pri {tirih razli~nih skupinah podgan. V vsakem vzorcu
(1 do 4) so bile po tri mi{ice.
1 kontrolne mi{ice – skupina G;
2 denervirane in nedra`ene mi{ice – skupina F;
3 denervirane mi{ice, dra`ene z vzorcem dra`enja s frekvenco

150 Hz, dol`ino zaporedja dra`ljajev 0,2 s in trajanjem
presledka med dra`ljaji 15 min – skupina E1;

4 denervirane mi{ice, dra`ene z vzorcem dra`enja s frekvenco
150 Hz, dol`ino zaporedja dra`ljajev 0,02 s in trajanjem
presledka med dra`ljaji 90 s – skupina E2.

A) AChE mRNA

B) celotna RNA
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Vpliv elektri~nega dra`enja na
maso denerviranih mi{ic
extensor digitorum longus

Rezultati teh meritev so predstavljeni v tabeli 5.
V kontrolni skupini denerviranih, a nedra`e-

nih mi{ic (skupina C) se povpre~na vrednost
mase mi{ic EDL ni spremenila glede na
povpre~no vrednost mase nedenerviranih
kontralateralnih mi{ic (p > 0,05).

V vseh skupinah denerviranih in dra`e-
nih mi{ic EDL (skupine A1 do A7), se je
povpre~na vrednost mase le-teh statisti~no
zna~ilno pove~ala nad povpre~no vrednost
mase nedenerviranih mi{ic druge zadnje
okon~ine (p < 0,01).

Povpre~no razmerje mas med denervi-
rano dra`eno mi{ico in kontralateralno
normalno o`iv~eno mi{ico vsake od skupin
denerviranih in dra`enih mi{ic (skupine A1
do A7) je statisti~no zna~ilno ve~je od pov-
pre~nga razmerja mas pri denerviranih
nedra`enih mi{icah (skupina C) (p < 0,05).

RAZPRAVLJANJE
V raziskavi smo prou~evali vpliv elektri~ne-
ga dra`enja na aktivnost AChE in raven
AChE mRNA v denerviranih hitrih mi{icah
pri podgani. Mi{ice EDL smo najprej dener-
virali s prekinitvijo ishiadi~nega `ivca in jih
nato {tiri dni neposredno dra`ili z razli~nimi
vzorci elektri~nih dra`ljajev. V mi{icah smo
nato izmerili aktivnost AChE in ocenili raven
AChE mRNA ter ju primerjali z vrednostmi
v enakih mi{icah druge zadnje okon~ine.

Vpliv elektri~nega dra`enja na
aktivnost acetilholinesteraze
v denervirani mi{ici extensor
digitorum longus

Rezultati merjenja aktivnosti AChE v dener-
viranih mi{icah EDL, ki smo jih neposredno
elektri~no dra`ili z razli~nimi vzorci dra`enja
nam ka`ejo, da je mo`no z ustreznim vzor-
cem dra`enja pomembno zmanj{ati upad
aktivnosti AChE v EDL po denervaciji. Na
aktivnost AChE je najbolj vplival vzorec dra-
`enja s frekvenco dra`ljajev 150 Hz, dol`ino
zaporedja dra`ljajev 0,2s in trajanjem presled-
ka med zaporedji dra`ljajev 15 min. S tem
vzorcem dra`enja v {tirih dneh po denerva-
ciji povpre~na vrednost aktivnosti AChE
upade na 65,6 % vrednosti v nedenervirani
mi{ici. Ostali uporabljeni vzorci dra`enja so
bili manj uspe{ni v prepre~evanju zmanj{a-
nja aktivnosti AChE v EDL po denervaciji.

Pri eni skupini podgan smo nedenervira-
ne mi{ice EDL dra`ili posredno preko
ishiadi~nega `ivca z vzorcem dra`enja, ki je
najbolj uspe{no prepre~il zmanj{anje aktiv-
nosti AChE pri denerviranih mi{icah, to je
vzorec s frekvenco dra`enja 150 Hz, dol`ino
zaporedja dra`ljajev 0,2s in trajanjem presled-
ka med zaporedji dra`ljajev 15 min. S tem
na~inom dra`enja smo dosegli aktivnost
AChE, ki je zna{ala le 78,8% aktivnosti v o`iv-
~enih nedra`enih mi{icah EDL. Zmanj{anje
aktivnosti AChE v EDL zaradi dra`enja kljub
prisotnosti fiziolo{ke inervacije mi{ice nam
dokazuje, da uporabljeni vzorec dra`enja ni
bil optimalen oziroma dovolj podoben fizio-
lo{kemu vzorcu aktivacije mi{ice.

Skupina Vzorec dra`enja Razmerje aktivnosti encima Standardna
podgan (vrsta dra`enja // {t. dra`ljajev na dan) EDLstim/EDLkont deviacija

C denervirane, brez dra`enja, 4 dni 0,988 ± 0,081
A1 100 Hz, 0,2 s / 10 min // 2880 1,248 ± 0,189
A2 100 Hz, 1 s / 5 min // 28800 1,268 ± 0,344
A3 150 Hz, 0,02 s / 90 s // 2880 1,273 ± 0,15
A4 150 Hz, 0,2 s / 30 min // 1440 1,222 ± 0,0831
A5 150 Hz, 0,2 s / 15 min // 2880 1,205 ± 0,196
A6 200 Hz, 0,2 s / 20 min // 2880 1,268 ± 0,082
A7 200 Hz, 0,2 s / 4 min // 14400 1,158 ± 0,239
B `ivec, 150 Hz, 0,2 s / 15 min // 2880 1,118 ± 0,0684

Tabela 5. Razmerje med masama denervirane dra`ene mi{ice extensor digitorum longus (EDLstim) in normalno o`iv~ene
kontralateralne mi{ice extensor digitorum longus (EDLkont) pri razli~nih vzorcih dra`enja.
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Uspe{nost dra`enja denerviranih mi{ic
smo lahko do dolo~ene mere preverili tudi
z merjenjem mase mi{ice EDL po kon~a-
nem dra`enju in primerjanjem vrednosti
z maso nedenervirane mi{ice v drugi zadnji
okon~ini. Pri denerviranih nedra`enih mi{i-
cah v {tirih dneh {e ni pri{lo do pri~akovanega
zmanj{anja mase mi{ice v primerjavi z maso
nedenervirane mi{ice v drugi zadnji okon~i-
ni. Vzrok za to je verjetno prekratko trajanje
stanja denervacije mi{ic, tako da se atro-
fi~ne spremembe {e niso izrazile. V vseh
skupinah denerviranih dra`enih mi{ic, se je
povpre~na vrednost mase mi{ic statisti~no
zna~ilno pove~ala nad povpre~no vrednost
mase nedenerviranih mi{ic druge zadnje
okon~ine. Poleg tega je povpre~no razmerje
mas med denervirano dra`eno mi{ico in
kontralateralno normalno o`iv~eno mi{ico
vsake od skupin denerviranih in dra`enih
mi{ic statisti~no zna~ilno ve~je od povpre~ne-
ga razmerja mas pri denerviranih nedra`enih
mi{icah. Ti rezultatov dokazujejo, da so bile
mi{ice res elektri~no dra`ene.

Vpliv elektri~nega dra`enja
na raven mRNA za acetilholi-
nesterazo v denervirani mi{ici
extensor digitorum longus

Tudi z dolo~anjem ravni AChE mRNA
v denerviranih mi{icah EDL, ki smo jih nepo-
sredno elektri~no dra`ili z razli~nima vzorcema
dra`enja, smo dokazali, da lahko z ustreznim
vzorcem dra`enja pomembno zmanj{amo
upad ravni AChE mRNA. Pri tem se je kot
uspe{en izkazal isti vzorec dra`enja, ki je bil
uspe{en tudi v prepre~evanju zmanj{anja
aktivnosti AChE v EDL po denervaciji, to je
vzorec s frekvenco dra`enja 150 Hz, dol`ino
zaporedja dra`ljajev 0,2s in trajanjem presled-
ka med zaporedji dra`ljajev 15 min. Raven
AChE mRNA, ki smo jo dolo~ili pri druga~-
nem vzorcu dra`enja s frekvenco dra`enja
150 Hz, dol`ino zaporedja dra`ljajev 0,02 s in
trajanjem presledka med zaporedji dra`ljajev
90 s, se ne razlikuje bistveno od vrednosti
v denervirani nedra`eni EDL.

Pri najbolj uspe{nem vzorcu dra`enja
denervirane mi{ice EDL (frekvenca dra`enja
150 Hz, dol`ina zaporedja dra`ljajev 0,2 s in
trajanje presledka med zaporedji dra`ljajev
15 min), je pri{lo hkrati do pove~anja aktiv-

nosti AChE in porasta ravni AChE mRNA nad
nivo v denervirani nedra`eni mi{ici EDL. Iz
tega lahko sklepamo, da je za relativno pove-
~anje aktivnosti AChE vsaj deloma odgovorna
zvi{ana raven AChE mRNA in s tem relativ-
no zve~ana sinteza AChE. Pomena razgradnje
AChE pri tem ne moremo oceniti.

Primerjava rezultatov
naloge z rezultati drugih
raziskovalnih skupin

V razpolo`ljivi literaturi se pojavljajo {tevil-
ni poskusi, v katerih so sku{ali z uporabo
razli~nih vzorcev elektri~nega dra`enja na
denervirani mi{ici (EDL, SOL in drugih)
ohraniti ali spremeniti razli~ne lastnosti
denervirane mi{ice (27, 74, 98, 100).

Dokazali so, da je mogo~e z elektri~nim
dra`enjem denervirane mi{ice EDL, ki simu-
lira fiziolo{ki vzorec aktivacije te mi{ice, vsaj
delno vzdr`evati normalne vrednosti razli~-
nih kontraktilnih in biokemi~nih lastnosti
EDL, kot so sila in hitrost kontrakcije, aktiv-
nosti in oblike razli~nih beljakovin in encimov
presnove (98, 100).

V poskusih v tej nalogi nam z elektri~nim
dra`enjem denervirane mi{ice EDL kljub
uporabi razmeroma fiziolo{kega vzorca kon-
trakcij ni uspelo popolnoma vzdr`evati
normalne aktivnosti AChE. Izkazalo se je
tudi, da je vpliv elektri~nega dra`enja na aktiv-
nost AChE zelo odvisen od uporabljenega
vzorca dra`enja, kar velja tudi za druge kon-
traktilne in biokemi~ne lastnosti mi{ice
(98, 100).

Z elektri~nim dra`enjem denervirane
mi{ice EDL s fiziolo{kim vzorcem dra`ljajev
nam tudi ni uspelo popolnoma prepre~iti
padca ravni AChE mRNA pod nivo v nede-
nervirani mi{ici.

V poskusih smo za dra`enje denervirane
EDL uporabili razli~ne vzorce dra`enja, ki so
bili vsi precej podobni fiziolo{kemu vzorcu
kontrakcij te mi{ice in vivo (98, 99), hkrati pa
so se uporabljeni vzorci med seboj razlikovali
v treh razli~nih parametrih (frekvenca dra`-
ljajev, dol`ina zaporedja dra`ljajev, ~asovni
presledki med posameznimi zaporedji dra`-
ljajev). Ker nam z nobenim od teh vzorcev ni
uspelo popolnoma ohraniti aktivnosti AChE
ali ravni AChE mRNA na nivoju vrednosti
v normalno o`iv~eni mi{ici EDL, lahko
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s precej{njo gotovostjo trdimo, da normalne
aktivnosti AChE in ravni AChE mRNA
v denervirani EDL ni mogo~e dose~i z nobe-
nim enostavnim vzorcem dra`enja. V literaturi
se pojavljajo {e drugi primeri elektri~nega dra-
`enja denervirane hitre mi{ice z uporabo
enostavnih vzorcev dra`enja, kjer jim ni
uspelo ohraniti normalnih razli~nih lastno-
sti hitre mi{ice (98, 108–110).

Dejavniki uravnavanja
aktivnosti acetilholinesteraze
v skeletni mi{ici

Rezultati te raziskave nas tako pripeljejo do
vpra{anja uravnavanja aktivnosti AChE v ske-
letni mi{ici, s katerim so se ukvarjali `e
{tevilni raziskovalci pred nami (2, 8, 12, 21,
24, 27, 30, 67, 72, 74, 93). Kot ̀ e re~eno v uvo-
du, poteka ve~ina uravnavanja aktivnosti
AChE v skeletni mi{ici preko uravnavanja rav-
ni njene mRNA (67), na slednjo pa vplivata
vzorec mi{i~ne aktivnosti in neposredni vpli-
vi motori~nega `ivca (12, 27, 67, 72, 74). Na
obeh podro~jih bi bilo treba iskati dodatne
dejavnike, ki so bili v na{ih poskusih po
denervaciji EDL odsotni, in zato samo z eno-
stavnim elektri~nim dra`enjem ni bilo
mogo~e dose~i vrednosti aktivnosti AChE in
ravni AChE mRNA, kakr{ne so v normalno
o`iv~eni mi{ici.

Po eni strani bi bilo mogo~e uporabiti {e
druga~ne vzorce elektri~nega dra`enja EDL.
S poskusi so ̀ e dokazali, da je vzorec elektri~-
nega dra`enja, v katerem je ~asovni razmak
med prvim in drugim dra`ljajem pol kraj{i kot
med ostalimi dra`ljaji v zaporedju, bolj uspe-
{en v vzdr`evanju normalnih kontraktilnih in
biokemi~nih lastnosti denervirane EDL od
enostavnih vzorcev dra`enja (98, 100). Mogo-
~e bi bili tak{en in {e drugi bolj zapleteni
vzorci dra`enja bolj uspe{ni tudi v vzdr`eva-
nju normalne aktivnosti AChE in ravni AChE
mRNA v denervirani EDL. Nove vzorce bi lah-
ko iskali in preizku{ali s posrednim dra`enjem
EDL preko ̀ ivca, saj optimalni vzorec pri tem
na~inu dra`enja ne bi povzro~il zmanj{anja
aktivnosti AChE in padca ravni AChE mRNA.

Obstaja pa tudi mo`nost, da z elektri~nim
dra`enjem cele denervirane mi{ice EDL
z nobenim vzorcem dra`enja ni mogo~e
dose~i aktivnosti AChE in ravni AChE mRNA
kot v nedenervirani mi{ici. Mi{ica EDL je

namre~ sestavljena iz vsaj dveh vrst motori~-
nih enot, ki se v fiziolo{kih pogojih aktivirajo
lo~eno in po razli~nih vzorcih (98, 99). Ob
predpostavki, da je za vzdr`evanje normalne
aktivnosti AChE in ravni AChE mRNA
v denervirani motori~ni enoti v EDL potrebno
dra`enje motori~ne enote z zanjo specifi~nim
vzorcem dra`enja, potem z dra`enjem celot-
ne mi{ice z enim vzorcem dra`enja ni mogo~e
optimalno dra`iti vseh motori~nih enot hkra-
ti. Z enim vzorcem dra`enja zato morda tudi
ne moremo dose~i normalne aktivnosti AChE
in ravni AChE mRNA v vseh motori~nih
enotah hkrati.

Drugi pomemben dejavnik, ki poleg
mi{i~ne aktivnosti vpliva na raven AChE m-
RNA in s tem tudi na aktivnost AChE v mi{ici
EDL, so neposredni vplivi motori~nega `iv-
ca. Kot je ̀ e omenjeno v uvodu, prisotnost in
pomen teh vplivov nista nesporno dokazana,
najverjetnej{a mo`nost uravnavanja pa je
spro{~anje t. i. `iv~nih trofi~nih dejavnikov
v @MS (68, 78). Kot mo`na mediatorja se
v literaturi pojavljata predvsem CNTF (ciliary
neurothropic factor) in CGRP (calcitonin gene-re-
lated peptide), ki sta sposobna uravnavati
izra`anje gena za AChE v mi{i~nih celicah
(79–81). Mo`no je torej, da samo elektri~no
dra`enje oziroma mi{i~na aktivnost EDL ni
dovolj za vzdr`evanje normalne aktivnosti
AChE in ravni AChE mRNA v mi{ici, ampak
je za to neobhodno potrebna prisotnost ene-
ga ali ve~ `iv~nih trofi~nih dejavnikov.

Iz zgoraj navedenega sledi, da bi v nadalj-
njih raziskavah uravnavanja aktivnosti AChE
in ravni AChE mRNA v mi{ici EDL lahko upo-
rabili tri nove pristope, in sicer: uporabo
zapletenej{ih vzorcev dra`enja, lo~eno dra`e-
nje posameznih motori~nih enot in dodajanje
razli~nih ̀ iv~nih trofi~nih dejavnikov dener-
virani mi{ici. Na ta na~in bi lahko v lo~enih
poskusih bolje ovrednotili pomen mi{i~ne
aktivnosti in `iv~nih dejavnikov v uravnava-
nju aktivnosti AChE in ravni AChE mRNA
v mi{ici EDL.

V raziskavi smo pokazali, da lahko z elek-
tri~nim dra`enjem denervirane hitre mi{ice
EDL pri podgani delno prepre~imo zmanj{a-
nje aktivnosti AChE in upad ravni AChE
mRNA, ki obi~ajno nastopi po denervaciji
mi{ice. Vendar pa je bil u~inek uporabljenih
vzorcev elektri~nega dra`enja samo delen, saj
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se aktivnost AChE in raven AChE mRNA vse-
eno ob~utno zmanj{ata, hkrati pa je u~inek
zelo odvisen od vzorca dra`enja. Iz rezulta-
tov lahko sklepamo, da se aktivnost AChE in
raven AChE mRNA v mi{ici EDL ne uravna-
vata le z enostavno mi{i~no aktivnostjo,
ampak v uravnavanju sodelujejo zapletenej-
{i vzorci aktivacije mi{ice ali pa posebni
kemi~ni mediatorji, najverjetneje pa oboji.

Dejstvo, da je glavni predmet raziskav
v tej nalogi denervirana skeletna mi{ica, ji daje
tudi klini~ni pomen. Sodi namre~ v veliko sku-
pino raziskav, ki se ukvarjajo z vpra{anjem,
kako po okvari motori~nega `ivca zaradi
kateregakoli razloga (po{kodba, bolezen) pre-
pre~iti podenervacijske spremembe mi{ice.
Ena od mo`nih re{itev je prav neposredno
elektri~no dra`enje denervirane mi{ice, ki
smo ga uporabili v tej raziskavi, vendar pa je
u~inek mo~no odvisen od pravilne izbire
vzorca dra`enja. [ele prihodnje raziskave
bodo pokazale, ali je mo`no z uporabo opti-
malnega vzorca dra`enja in ob morebitnem
dodajanju ̀ iv~nih trofi~nih dejavnikov obdr-
`ati fiziolo{ke lastnosti denervirane mi{ice
v ~asu regeneracije `ivca, in tako omogo~iti
bolniku hitrej{e okrevanje.

ZAKLJU^KI
1. Potrdili smo na{o hipotezo, ker smo dokaza-

li, da obstaja enostaven vzorec elektri~nega
dra`enja mi{ice EDL, ki lahko delno pre-
pre~i podenervacijske spremembe tako
ravni AChE mRNA kot aktivnosti AChE.

2. Iz rezultatov lahko sklepamo, da se raven
AChE mRNA in aktivnost AChE v mi{ici
EDL ne uravnavata le z enostavno mi{i~-
no aktivnostjo, uporabljeno v na{ih
poskusih. Pri vzdr`evanju normalne ravni

AChE mRNA in aktivnosti AChE v hitri
mi{ici v fiziolo{kih razmerah verjetno
sodelujejo tudi: zapletenej{i vzorci aktiva-
cije mi{ice, lo~ena aktivacija razli~nih
motori~nih enot po razli~nih vzorcih in
spro{~anje posebnih kemi~nih mediatorjev
iz `ivca. S kombinirano uporabo ve~ teh
dejavnikov bi lahko v prihodnjih poskusih
bolj uspe{no prepre~ili podenervacijske
spremembe v podganji hitri mi{ici.
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