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Morfometri¢na analiza sinapti¢nih jedrnih
skupkov v posamié¢nih vlaknih hitre
in pocasne skeletne misice?

A Morphometric Analysis of Synaptic Nuclear Clusters in Isolated
Fibers of Fast and Slow Skeletal Muscle®
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V podrodju Zivéno-misi¢nega stika precno progastega misicnega vlakna pri sesalcih so jedra
bolj zgoscena kot izvensinapti¢no. Po¢asna skeletna misi¢na vlakna so elektromehani¢no ak-
tivna vecdji del casa kot hitra vlakna in so tako tudi vzorci frekvenc prenesenih akcijskih
potencialov pri obeh tipih vlaken razli¢ni. Ta razlika med tipi vlaken bi se lahko odrazila tudi
v razli¢ni razporeditvi miSi¢nih jeder in Schwannovih celic v sinapti¢cnem podrocju, kar do
zdaj $e ni bilo raziskano. Postavili smo naslednje hipoteze: 1. Stevilo miSi¢nih jeder v sinap-
ti¢nem skupku je v pocasnem skeletnem misicnem vlaknu znacilno vecje kot v hitrem vlaknu;
2. stevilo Schwannovih celic v podroéju Zivéno-misi¢nega stika, ki ga lahko ugotovimo tako,
da prestejemo njihova jedra, je premosorazmerno s povrsino Zivéno-misi¢nega stika; 3. mak-
simalna razdalja, do katere znotraj misicnega vlakna Se seZejo vplivi Zivénih troficnih
dejavnikov, je v hitrih in pocasnih skeletnih misi¢nih vlaknih enaka.

V posamicnih skeletnih miSi¢nih vlaknih, ki smo jih izolirali iz m. extensor digitorum lon-
gus (hitra vlakna) in m. soleus (pocasna vlakna), smo obarvali jedra s fluorescen¢nim barvilom
»SYTOX zelenoe. Zivéno-misicni stik smo v teh vlaknih obarvali z o-bungarotoksinom, ozna-
¢enim z rodaminom. Ustrezna morfometri¢na merjenja razporejenosti jeder smo opravili na
konfokalnem mikroskopu.

Dobljeni rezultati so nas pripeljali do naslednjih zakljuckov: 1. v sinapticnem jedrnem
skupku odraslega pocasnega skeletnega miSi¢nega vlakna je 7,15+ 2,37 (n=20) misi¢nih jeder,
medtem ko je v sinapti¢nem jedrnem skupku hitrega vlakna teh jeder 4,60+ 0,75 (n=20). Ta
razlika je statisti¢no znacilna (p <0,05, neparni Studentov T-test). 2. korelacija med sinaptic-
no povrsino Zivéno-misicnega stika in Stevilom jeder, ki pripadajo Schwannovim celicam, je
bila v hitrem vlaknu visja (KK=0,4) kot v pocasnem (KK=0,07), a po nasi oceni $e vedno
premajhna za potrditev nase druge hipoteze. 3. Maksimalna razdalja v misicnem vlaknu, do
katere so $e vidni znaki delovanja Zivénih troficnih dejavnikov, in ki smo jo ocenili z merje-
njem razdalje med robom Zivéno-misi¢nega stika in prvim zunajsinapti¢nim jedrom, znasa
za hitra skeletna misi¢na vlakna 25,5+ 9,3 um (n=20), za pocasna pa 26,9+7,4 um (n=20).
Med obema razdaljama ni statisti¢no znacilnih razlik (p>0,05; Studentov T-test).

' Tomaz Smrkolj, $tud. med., Institut za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana.
2 Objavljeno delo je bilo nagrajeno s fakultetno PreSernovo nagrado Studentom za leto 2000.
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ABSTRACT
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slow-twitch, microscopy confocal, rats

Myonuclei of mamalian skeletar muscle fibers are packed at much higher density in the neu-
romuscular junction region than in the extrajunctional parts of the fiber. Slow muscle fibers
are electromechanically active for longer time periods than fast fibers and the frequency pat-
terns of action potentials are different in both fiber types. This difference might reflect in
the distribution of synaptic myonclei and the arrangement of synaptic Schwann cells. Our
hypotheses were: 1. The number of synaptic myonuclei is significantly higher in slow fibers
than in fast fibers. 2. The number of synaptic Schwann cells determined by counting their
nuclei is proportional to the neuromuscular junction area. 3. The reach of the influences of
neural trophic factors in the skeletal muscle fibers does not differ in regard to the fiber type.

Nuclei in single muscle fibers of m. extensor digitorum longus (fast) and m. soleus (slow)
were labelled with SYTOX green nuclear acid stain and the endplates with rhodamine-tagged
o-bungarotoxin. Images obtained by confocal microscopy were morphometircally analysed.

There are 7,15+2,37 (n=20) synaptic myonuclei in slow muscle fiber and 4,60+ 0,75 (n=20)
synaptic myonuclei in fast muscle fiber. The difference is significantly different (p <0,05;
Student's T-test), The correlation coefficient between the area of the neuromuscular junc-
tion and the number of Schwann cell nuclei was higher in fast fibers (KK=0,4) than in slow
fibers (KK=0,07), but to our opinion still too low to confirm our second hypothesis; 3. Ma-
ximal distance of the action of neuronal trophic factors was estimated by measuring the distance
between the border of the neuromuscular junction and the first extrasynaptic nucleus. It was
found to be 25,5+ 9,3 um, (n=20) in fast fiber type and 26,9 7,4 um (n=20) in slow fiber
type and the difference was not statistically significant (p>0,05; Student's T-test).

in funkcionalno specializacijo celic v sinaptic¢-
nem podrod¢ju. Poznavanje teh mehanizmov
je klju¢nega pomena ne le za razumevanje de-

uvobD

Pomen sinaptiénega

prevajanja signalov

V evoluciji so vecceli¢ni organizmi pridobili
zmoznost prenosa informacij iz enega v dru-
ge dele organizma, kar je omogocilo celicam in
s tem celotnemu organizmu koordinirano de-
lovanje. Za prenos informacij iz ene na drugo
celico so se v evoluciji posamezni deli na po-
vrsini celice specializirali za prenos in sprejem
signala. Ko gre za komunikacijo med nevronom
in njegovimi tar¢nimi celicami, se taka specia-
lizirana struktura imenuje sinapsa. V sinapsi
glede na smer prenosa informacij lo¢imo pred-
sinaptic¢no in posinapticno membrano. Kadar
gre za sinapticno komunikacijo med koncicem
motonevrona in skeletnim mi$i¢nim vlaknom,
pravimo tej sinapsi Zivéno-misicni stik (ZMS)
ali tudi motori¢na ploscica.

Eno od osrednjih vprasanj, s katerimi se
ukvarjajo sodobne nevroloske znanosti, so me-
hanizmi in procesi, ki uravnavajo morfolosko

lovanja ZMS in ostalih sinaps, ampak tudi za
razumevanje njihove plasticnosti in vrste
procesov, v katere je ta vpletena (spomin, uce-
nje, itd). Zaradi eksperimentalne dostopnosti
je ZMS trenutno dale¢ najbolj preucena med
vsemi sinapsami in ve¢ina danasnjega znanja
o sinapti¢ni zgradbi in sinapticnem prenosu
je bila pridobljena prav na ZMS.

Zgradba Zivéino-misiénega stika

Osnovna zgradba ZMS sledi zgradbi ostalih
kemicnih sinaps. Tako kon¢i¢ motori¢nega Ziv-
ca tvori predsinaptic¢ni del, skeletno misi¢no
vlakno prispeva posinapti¢ni del, med seboj
pa ju locuje sinapti¢na Spranja. a-motori¢ni
nevron izhaja iz sprednjih rogov hrbtenjace.
Njegov akson potuje po perifernem Zivcu, se
v misici razveji, njegovi razvejki pa ozivcuje-
jo posamezna skeletna misi¢na vlakna. Na
povrsini misi¢nega vlakna razvejani akson iz-
gubi mielinsko ovojnico, koncice pa prekrijejo
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Schwannove celice (1). ZMS sestavljajo tri vr-
ste celic: motori¢ni nevron s svojim Zivénim
koncicem, skeletno misi¢no vlakno in Schwan-
nova celica, ki prekriva Zivéni konci¢. Med
Zivénim konci¢em in Schwannovo celico na
eni in skeletnim migi¢nim vlaknom na dru-
gi strani je bazalna lamina, ki ima v podrodju
ZMS drugatno molekulsko zgradbo kot izven
IMS (2).

Podrobnej$a molekularna zgradba in na-
tanc¢nejsi molekularni mehanizni prenosa,
predvsem pa molekularni mehanizmi, ki
uravnavajo sinaptogenezo ZMS in njegovo
plasti¢nost, se nam razkrivajo Sele v zad-
njem Casu. NovejSe raziskovalne metode
molekularne biologije, elektrofiziologije in kri-
stalografije so razkrile izredno kompleksnost
v molekularni zgradbi ZMS. Znanih je Ze
okrog 50 razlicnih molekul, ki veljajo kot
specifi¢ne za ZMS, tudi to $tevilo pa najbr
$e ni dokon¢no (3-5). Glede funkcij posamez-
nih molekul je odprta Se vrsta vprasanj, eno
od najpomembnejsih pa je, po kaksnih me-
hanizmih se vse te razli¢ne molekule kopicijo
in zdruZujejo v strukturo ZMS. V predsinap-
ti¢cnem delu ZMS obstaja vrsta molekul, ki so
povezane s sintezo, transportom in izlo¢anjem
acetilholina (ACh), ki je kemi¢ni prenasalec
v ZMS. Poleg tega so tu $e napetostni kanal&-
ki Ca®", encim holinacetil transferaza (ChAT)
in komponente transportnega sistema za
privzem holina, v zadnjem ¢asu pa se raziska-
ve usmerjajo k molekulam, ki sodelujejo pri
eksocitozi mehurckov na predsinapti¢ni mem-
brani (5, 6). Na posinapti¢ni membrani se
nahaja acetilholinski receptor (AChR) in vr-
sta drugih molekul, ki skrbijo za ustrezno
strukturo ZMS. Neposredno pod posinaptic-
no membrano se nahaja skupek sinapti¢nih
jeder, ki so pod kontrolo ekspresijskih dejav-
nikov, ki jih izlo¢a motori¢ni nevron (4).
Med predsinapti¢no in posinapti¢no membra-
no je bazalna lamina, ki ima pomembno
razvojno, strukturno in funkcijsko vlogo. Ba-
zalna lamina v sinapticnem podrocju se
razlikuje od tiste v izvensinapticnem podroc-
ju. Sestavljajo jo molekule laminina, razli¢nih
tipov kolagena, pripetih molekul acetilholine-
steraze (AChE) in nekaterih dejavnikov, ki se
izlo¢ajo iz Zivénega koncica, kot sta npr. ARIA
(angl. Acetylcholine Receptor Inducing Agent)
in agrin (angl. agregation inducer). V sinap-

tiénem podroc¢ju najdemo tudi izoformni ob-
liki laminina (laminin 4, laminin $1/B2 ali
S-laminin) in nekatere oblike kolagena, hepa-
ransulfat proteoglikanov in S-entaktina, ki so
visoko koncentrirane le v sinapti¢ni bazalni
lamini (5,6,8).

Prenos signala prek
Zivino-misiénega stika

Proces prenosa signala iz Zivénega vlakna na
misi¢no vlakno poteka po naslednjem vrst-
nem redu:

* Signal potuje v obliki depolarizacijskega
vala, ki mu pravimo akcijski potencial,
skokovito po aksonu Zivénega vlakna in de-
polarizira membrano Zivénega koncica.
Posledica depolarizacije je odprtje napetost-
no odvisnih kanal¢kov Ca® in vdor Ca®*
v Zivéni kondic. Zvisana koncentracija Ca**
v konci¢u sprozi zaporedje dogodkov, ki pri-
vedejo do lokaliziranega spros¢anja ACh
v sinapti¢no $pranjo.

* ACh prosto difundira prek Spranje in se
veze na nikotinski AChR na povrsini mem-
brane misi¢nega vlakna. Zaradi vezave
ACh na AChR se odprejo kationski kanal¢-
ki, ki so del AChR. Poveca se prepustnost
membrane za Na* in K*, kar pomakne
membranski potencial z njegove mirov-
ne vrednosti proti vrednosti praga. To
depolarizacijo imenujemo ekscitacijski po-
sinapticni potencial (EPSP).

* Ko EPSP dosezZe vrednost praga, se z razli¢-
nim ¢asovnim potekom odprejo in zaprejo
napetostni kanalcki Na* in K, kar privede
do nastanka akcijskega potenciala, ki se
raz8iri vzdolZ in v notranjost skeletnega mi-
Sicnega vlakna.

Generalizirana depolarizacija membrane mi-
$i¢nega vlakna povzrodi aktivacijo napetostno
odvisnih kanal¢kov Ca** v dolo¢enih regijah
(T-tubuli) in aktivacijo kanal¢kov Ca®* v sar-
koplazemskem retikulumu. Posledi¢no zvisana
koncentracija Ca** v citosolu mii¢nega vlak-
na povzroci skréenje vlakna (9).

Sinaptogeneza
Zivéno-misiénega stika

Nastanek ZMS obsega mnogo stopenj, od di-
ferenciacije motori¢nih Zivcev in izra¢anja



T SMRKOLI MORFOMETRICNA ANALIZA SINAPTICNIH JEDRNIH SKUPKOV ...

aksonov do tar¢nih celic - skeletnih misi¢nih
vlaken, pa vse do specializacije in diferencia-
cije tako tarc¢ne celice kot tudi aksona na
mestu njunega stika. Tudi ve¢ina danas$njega
znanja o sinaptogenezi izvira prav iz preuce-
vanja nastajanja ZMS in prevladuje mnenje,
da podobni mehanizmi verjetno veljajo tudi
za druge sinapse v organizmu (3). V razvo-
ju perifernega Zivénega sistema pri ¢loveku
motoricni zivci izrascajo iz ventralnih rogov
razvijajoce se hrbtenjace med $estim in de-
setim tednom razvoja. Aksoni rastejo proti
miotomu, ki je mezodermalna struktura in
v kateri poteka razvoj in diferenciacija misic-
nine. Skeletno miSi¢no vlakno, ki nastane
v konéni fazi tega diferenciacijskega procesa, je
vedjedrni sincicij, ki nastane s fuzijo prekurzor-
skih celic — mononuklearnih mioblastov (10).
Mioblasti izhajajo iz mezodermalnega dela
embrija, od koder potujejo v razli¢ne dele te-
lesa, kjer tvorijo miotome somitov. Tam se
prenehajo deliti in preidejo v proces fuzije.
PreZivetje in nadaljnja diferenciacija misi¢nih
cevdic je odvisna od prisotnosti motori¢nih
Ziveev in oZiv€enja prek njihovih koncicev
(10, 11). Pri opisanem dogajanju v embrio-
nalnem razvoju imajo po vsej verjetnosti
pomembno vlogo tudi celice glije, zlasti
Schwannove celice (12).

Ko se vzpostavi prvi stik med rasto¢im mo-
tori¢nim Zivcem in diferencirajoco se misi¢no
cevcico, pride do intenzivne izmenjave sig-
nalov med njima, kar omogoci nadaljnjo
diferenciacijo in nastanek visoko specializi-
rane strukture na tem stiku (2, 13). Mesto
nastanka ZMS ni vnaprej dolo¢eno. Pri vre-
ten&arjih lahko ZMS nastane na kateremkoli
delu na povrsini misice. Funkcionalni stik s $ib-
kim Zivéno-miSi¢nim prenosom nastane Ze
v zelo kratkem Casu, vendar je za nastanek zre-
le in polno funkcionalne sinapse potreben
dodaten ¢as, ki je — odvisno od species — v ran-
gu nekaj tednov (3). Dokon¢na diferenciacija
ZMS privede do eliminacije vseh razen ene-
ga od vel stikov med Zivcem in misi¢nim
vlaknom, ki se vzpostavijo v zacetnih fazah
oZivCenja. Sinaptogeneza obsega diferenciaci-
jo predsinapti¢ne in posinapti¢éne membrane.
Diferenciacija slednje je povezana z vrsto do-
godkov, od katerih je najbolje preuceno
zgo$cevanje AChR v sinapticnem podrodju in
»up-regulacija« njihove ekspresije v sinaptic-
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nih jedrih. V proces diferenciacije predsi-
napticne membrane pa sodi akumulacija
molekul, specifi¢nih za Zivéni kondic, poveca-
nje ucinkovitosti sproscanja ACh, inhibicija
rasti aksona in nadaljnje modifikacije te mem-
brane. Ti procesi so zdruZeni z akumulacijo
razliénih molekul na mestu nastanka ZMS
(14, 15). Od vseh molekul, ki se akumulirajo
v podro&ju ZMS, je najbolj preucena akumu-
lacija AChR v posinapticni membrani, do
katere pride po prvem stiku z motori¢nim
Ziveem, kar se pri podgani zgodi med 15. in
18. embrionalnim dnevom (16). Akumuliranje
AChR je eden klju¢nih dogodkov v sinaptoge-
nezi in je odlo¢ilnega pomena za normalno
delovanje sinapse, ker le zadostna koncentra-
cija AChR omogoca nastanek ekscitacijskega
potenciala na posinapti¢ni membrani misic-
nega vlakna. AChR je sestavljen iz petih
homolognih podenot, najdemo pa ga v dveh
podoblikah: sinapti¢ni in izvensinapticni, ki se
razlikujeta v eni podenoti (17). Transkripcijo
podenot AChR v sinapti¢nem podro¢ju urav-
nava ARIA. To je 42kDa velika beljakovina, ki
jo sintetizirajo in izlo¢ajo motori¢ni Zivei in ki
deluje prek ErbB-receptorjev, od katerih so
ErbB2, ErbB3 in ErbB4 koncentrirani v posi-
napti¢ni membrani.

Bazalna lamina verjetno vsebuje signale,
ki so potrebni za sproZenje sinaptogeneze
ZMS, kar so ugotovili pri dtudijah sinapti¢ne
diferenciacije regenerirajo¢ega misi¢nega
vlakna (18, 19). V teh $tudijah so pokazali, da
tudi po uni¢enju motori¢nih Zivcev, in torej
v njihovi odsotnosti, v skeletnem misicnem
vlaknu pride do koncentriranja AChR na
mestu sinapse, vendar le ob prisotnosti ne-
poskodovane bazalne lamine na mestu
prvotnega stika z motonevronom (20, 21). Na
bazalno lamino se veZe prek kolagenskega
repa tudi asimetri¢na (A12) oblika AChE.
Med diferenciacijo in sinaptogenezo v misic-
nih celicah se ekspresija, oblike molekule in
lokacija AChE spreminjajo. Pred sinaptogene-
zo se nahaja AChE po vsej dolZini razvijajoce
se miSi¢ne cevdice, takoj po vzpostavitvi pr-
vega stika z motori¢nim Zivcem pa se pri¢ne
hitro nabirati na podro&ju nastajajotega ZMS,
medtem ko v izvensinapti¢nih predelih nje-
na koncentracija pade (2, 22, 23). Vecino
AChE v ZMS prispeva misi¢na celica, mozno
paje, da del le-te prispeva tudi motoricni Zi-
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vec (24). Lokalizacija in sinteza AChE v mi-
$i¢ni cevdici je omejena na podrodje jedra,
v katerih se prepisuje AChE mRNA (25). Eks-
presija in sinteza sinapti¢nih komponent
med sinaptogenezo in po njej sta v veliki meri
pod nadzorom dejavnikov, ki jih izlo¢a mo-
tori¢ni Zivec, ni pa $e raziskano, do katere
oddaljenosti od ZMS sega ta regulacija.

Za nastanek funkcionalnih sinaps je po
vsej verjetnosti zelo pomembno tudi sodelo-
vanje drugih celic, zlasti celic glije. Njihova
vloga je v usmerjanju motori¢nih nevronov
do cilja, preskrbovanju z ustreznimi prezive-
tvenimi dejavniki ter zagotavljanju ustrezne
strukturne podpore (26). Mielinizirajoce ce-
lice imajo pomembno vlogo pri vzpostavitvi
ZMS. Mielinizacija aksonov pospesi fosforila-
cijo Zivénih filamentov, kar je pomembno za
diferenciacijo in migracijo motori¢nih Ziv-
cev (27). Schwannove celice, ki so odgovorne
za mielanizacijo aksonov v perifernem Zivc-
nem sistemu, pospesujejo zorenje na novo
nastalih ZMS-ov (28) in s tem omogo&ijo
normalen Zivéno-misicni prenos (29). Tako
Schwannove celice kot tudi astrociti v central-
nem zivénem sistemu izlocajo razne rastne in
prezivetvene dejavnike, ki so nujni za razvoj
in preZivetje motori¢nih Ziveev (30), ravno
tako pa je za njihovo preZivetje nujno tudi to,
da najdejo ustrezne tar¢ne celice (31, 32).

Morfometriéne znaéilnosti
razporeditve jeder in njihov
vpliv na beljakovinsko sintezo

ZMS sicer predstavlja najbolj raziskan model
sinapse, vendar ga od drugih sinaps lo¢i ne-
kaj morfologkih posebnosti. Le v ZMS se
namre¢ tvorijo skupki jeder pod posinaptic-
no membrano. Po eni od zadnjih ocen naj bi
koncentracija jeder v sinapticnem podrodju
presegala koncentracijo jeder izvensinaptic-
nega podrodja za faktor 17 (33), vendar je
verjetno to Stevilo v resnici $e vedje. Jedra v mi-
$i¢ni cevdici niso zmoZna mitotske delitve, zato
je nastanek skupkov neizogibno povezan
s premes$canjem obstojecih jeder znotraj mi-
Sicne cevke (34). Stevilo jeder, ki ga k skupku
prispevajo Schwannove celice, $e ni znano. Po
nekaterih podatkih naj bi §lo za eno samo je-
dro (35). Stevilo Schwannovih celic naj bi po
drugih avtorjih bilo odvisno od starosti posku-
sne Zivali. Ko so preucevali m. soleus podgane,

so 7 dni po rojstvu nasli eno do dve Schwan-
novi celici na ZMS, po 28 dneh pa Ze tri ali tiri
celice na ZMS (36).

Vedjedrna zgradba misi¢nega vlakna nudi
dodatne nacine regulacije beljakovinske eks-
presije, saj razlicna razporeditev jeder, skupaj
s kompartmentalizacijo citoplazme misi¢nega
vlakna, predstavlja podro¢no variabilnost pri-
sotnosti in preko drugih dejavnikov tudi
ekspresije dolocenih genov (33). Tako se na pri-
mer razlicne podenote AChR ter AChE tvorijo
le v sinapti¢nem podrodju, ekspresije teh ge-
nov v ostalem delu misice pa ni oziroma je zelo
majhna. Z metodo in situ hibridizacije so pri-
kazali, da so mRNA za AChE prisotne do
oddaljenosti 10um od sredisca jedra (37).
Koncept kompartmentalizacije so razsirili
v koncept jedrnih domen, kjer vsakemu jedru
v skupku pripada dolocen del citoplazme in or-
ganelov, ki sodelujejo v beljakovinski sintezi.
Kljub visji koncentraciji jeder pa prisotnost za
sinapso znacilnih beljakovin samo v predelu
sinapse ni posledica zgolj jedrne razporeditve,
temvec tudi za sinapti¢na jedra znacilne sin-
teze sinapti¢nih beljakovin (2). Med dejavnike,
ki bi lahko prispevali k ekspresiji teh genov v si-
napti¢nem predelu, Stejejo nekatere molekule
v sinapti¢ni bazalni lamini ter kréenje same mi-
sice (38).

Jedra pa niso edini celi¢ni organeli, kate-
rih koncentracija se razlikuje v sinapticnem
in izvensinapticnem podrocju. V poskusih,
kjer so merili aktivnost mitohondrijskega en-
cima sukcinatne dehidrogenaze v sinapti¢nem
in izvensinapti¢nem podrocju skeletnega mi-
Sicnega vlakna, so odkrili 2- do 3- krat vecjo
aktivnost v sinapticnem podro¢ju v primer-
javi z izvensinapti¢énim. Celotna aktivnost
sukcinatne dehidrogenaze v ZMS je izvirala
iz posinapti¢ne regije ZMS. ATP, ki ga mito-
hondriji v ZMS proizvajajo, je verjetno
potreben za obnavljanje mirovnega mem-
branskega potenciala, ki je ves ¢as moten
z majhnimi ZMS-potenciali iz motori¢nega
Zivca (39).

Morfoloske in funkcionalne
razlike med hitrimi in poéasnimi
misiénimi viakni

Izbrani miSici se med seboj razlikujeta po
funkciji. M. extensor digitorum longus je pred-
stavnik fazi¢nega tipa miSic, ki se skréi za
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krajsi ¢as, medtem ko m. soleus sodeluje pri za-
gotavljanju normalne stoje in je toni¢na misica.
To se odraza tudi pri prevladujo¢em tipu mi-
$i¢nih vlaken, ki jih misici vsebujeta, vendar sta
obe misici kljub temu $e vedno sestavljeni iz
meSanice pocasnih in hitrih misi¢nih vlaken.
Pullen je v svoji raziskavi pri soleusu nasel
76,3 % vlaken tipa 1 (pocasna vlakna) in 23,7 %
tipa 2A (hitra vlakna). Pri m. extensor digitorum
longus pa je nasel 9,61 % vlaken tipa 1, 51,18 %
tipa 2A in 39,34 % tipa 2B (hitra vlakna) (40).

Na ravni enega misi¢nega vlakna se mor-
foloske razlike med hitrim in pocasnim
vlaknom pokazejo v dolZinski gostoti misic-
nih jeder tako sinapti¢no kot izvensinapti¢no,
z vecjo gostoto pri pocasnem vlaknu. Fizio-
loske razlike pa so raziskovali v in vivo Studijah
prozenja akcijskih potencialov mii¢nih enot,
kjer so opazovali frekvenco proZenja, delez
Casa, ko je misi¢no vlakno aktivno, ter modu-
lacije miSicne sile. Na osnovi prozitvenih
vzorcev so vlakna razdelili v tri kategorije. Hi-
tra vlakna so razdeljena v dve kategoriji (I1a,
IIb), ki sta aktivni 0,04-0,22 % in 1,6-5 % ca-
sa. PoCasna vlakna (I) so aktivna 22-35 % Casa.
Frekvenca impulzov proZenja za hitra vlak-
naje bila med 58 in 91 Hz, za pocasna pa med
18 in 21 Hz, trajanje pa od 0,83 do 1,15s v prvi
kategoriji hitrih vlaken, od 59 do 141 s v dru-
gi kategoriji hitrih vlaken in med 290 in
548 s pri pocasnih vlaknih (41).

Hitrost kréenja misi¢nega vlakna je odvi-
sna od aktivnosti miozinske ATPaze, povezana
pa je tudi s prisotnostjo razli¢nih oblik kon-
traktilnih beljakovin in encimov, ki veZejo
kalcij znotraj sarkoplazemskega retikuluma.
Razlike so biokemic¢no dokazali pri tezkih in
lahkih verigah miozina, troponinih T, I'in C,
aktininih in beljakovini C.

Glede na izomero tezke verige miozina
delimo vlakna na 10 tipov, ki delno ustreza-
jo histokemi¢ni razdelitvi. Tako histokemi¢no
poznamo vlakna: I, super hitra ekstraokular-
na, IIm, ITa, IIb, IIx(d) in IIc. Razdelitev po
tezki verigi miozina pa vkljucuje: sréna o, sré-
na 3, lTeom, IIm, ITa, ITb, IIx(d), embrionalna,
neonatalna/perinatalna in pocasna toni¢na
vlakna. Koncentracija mioglobina in enci-
mov za aerobni metabolizem je v miSicah
s prevladujo¢im pocasnim tipom vlaken
(rdece misice) visja kot v miSicah, kjer pre-
vladujejo hitra vlakna (bele misice).
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V diferenciranem vlaknu lahko s spre-
membo vzorca aktivacije, ki prihaja po
motori¢nem Zivcu, spremenimo tudi nabor
kontraktilnih beljakovin in metaboli¢nih en-
cimov in s tem tip vlakna. Presenetljivo je bilo
odkritje, da do zacetne diferenciacije ne pri-
de na ta nacin in da ni odvisna od oZivéenja,
temvec je vzorec na ne povsem razumljen na-
¢in zapisan v sami misici. Menijo, da sta ena
klju¢nih dejavnikov poloZaj vlakna v misici in
Cas nastanka vlakna (42).

Namen dela

Namen nase naloge je bil ugotoviti, ali morfo-
loske in funkcionalne razlike med hitrimi in
pocasnimi skeletnimi misi¢nimi vlakni odse-
vajo tudi na ravni razporeditve misi¢nih jeder
v sinapti¢nem podrocju. Ker razporeditev je-
der v miSicnem sinciciju doloca prav tako
razporeditev genov, pa tudi nekaterih organelov
(grobi endoplazemski retikulum, mitohon-
driji, Golgijev aparat), ki so v miSi¢nem sinciciju
pridruZeni misi¢nim jedrom, gre pri tem za po-
tencialno pomemben nacin uravnavanja
beljakovinske ekspresije in energijske preskr-
be. Po nasih podatkih morfometri¢na analiza
razporeditev jeder v ZM-podrogjih razli¢nih
tipov skeletnih misi¢nih vlaken $e ni bila
opravljena. V okviru nase naloge bomo preiz-
kusili naslednje hipoteze:

1. Stevilo miSi¢nih jeder v sinaptiénem skupku
je v pocasnem skeletnem misi¢nem vlaknu
znacilno vecje kot v hitrem vlaknu.

Utemeljitev: Pocasno skeletno misi¢no vlak-
no je aktivno okrog 30 % svojega Casa, medtem
ko je ta odstotek pri hitrem skeletnem misic-
nem vlaknu manjsi od 1. Oba tipa vlaken se
razlikujeta tudi po vzorcu frekvenc akcijskih
potencialov, ki jih prevajata. Ved¢ja aktivnost
prenasanja AP v sinapticnem podrocju zah-
teva vedjo preskrbo z energijo in nemara
tudi ZivahnejSo beljakovinsko sintezo, za to
pa bi lahko poskrbelo vegje stevilo jeder in
njim pridruzenih mitohondrijev.

2. Stevilo Schwannovih celic v podro&ju Zivé-
no-misicnega stika, ki ga lahko ugotovimo
tako, da prestejemo njihova jedra, je premo-
sorazmerno s povrsino Zivéno-misi¢nega stika.

Utemeljitev: Obstaja vrsta podatkov, ki kaze-
jo, da Schwannove celice aktivno sodelujejo
pri razvoju in vzdrzevanju sinapti¢nih struk-
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tur v ZMS. Ob predpostavki, da je podrogje,
ki ga oskrbuje ena Schwannova celica, ome-
jeno, bi pricakovali, da bo stevilo Schwannovih
celic v sinaptiénem podrodju sorazmerno
s povriino tega podrodja. Ker v ZMS povrsi-
na posinapti¢ne membrane ustreza povrsini
predsinapti¢ne, bi ob predpostavki, da vsaka
Schwannova celica pokriva enak delez Zivéne-
ga koncica, Stevilo Schwannovih celic moralo
biti premosorazmerno s povrsino ZMS.

3. Maksimalna razdalja, do katere znotraj
misi¢nega vlakna $e seZejo vplivi Zivénih
trofi¢nih dejavnikov, je v hitrih in poc¢asnih
skeletnih misi¢nih vlaknih enaka.
Utemeljitev: Zivéni trofiéni dejavniki, kot so
agrin ali ARIA, delujejo na skeletno misicno
vlakno prek svojih receptorjev: receptor za
agrin je MuSK, za ARIA pa podskupine recep-
torja ErbB. Oba receptorja sodita v druzino
tirozinskih kinaz. Za zdaj ni podatka o razda-
lji, do katere v sinapticnem podrocju skeletnih
misicnih vlaken seze vpliv fosforiliranih pro-
duktov, ki nastanejo po vzdraZenju omenjenih
tirozinskokinaznih receptorjev. Ker, kot je
do sedaj znano, oba mehanizma delujeta na
enak nacin tako v hitrem kot tudi v poCasnem
skeletnem misi¢nem vlaknu, ni razlogov, da
bi bilo obmocje delovanja teh dejavnikov
v razli¢nih tipih vlaken razli¢no.

METODE

Izolacija misic

Programska skupina Medicinske fakultete
»Molekularna nevrobiologija« v okviru kate-
re je bila izdelana ta naloga, ima dovoljenje
za delo s poskusnimi Zivalmi, ki ga je izdala
Veterinarska uprava Republike Slovenije (Do-
voljenje §t. 323-02-74/00). Vsi poskusi so bili
izvedeni v skladu z dolo¢ili tega dovoljenja.

Odrasle samicke podgan vrste Wistar
smo zrtvovali z dovajanjem ogljikovega dioksi-
da v 8katlo z zivaljo. Nato smo izrezali miSici
m. extensor digitorum longus ter soleus iz vsa-
ke zadnje tacke.

Fiksacija misic

Izolirane miSice smo razpeli na silikatnem dnu
posebej pripravljenih petrijevk in jih fiksira-
1i s 4% paraformaldehidom v fosfatnem pufru

(30 minut). Fiksativ smo odstranili z dvakrat-
nim spiranjem (po 15 minut) z istim pufrom.

Barvanje Zivéno-misiénega
stika in razrez misic

ZMS smo v izoliranih misicah prikazali s hi-
stokemi¢nim barvanjem AChE s tioholinsko
metodo (43) pri sobni temperaturi. MiSice
v petrijevki smo prelili z raztopino po Koel-
leju (50nM CuSO,, 20mM glicin, 4,8 mM
KCN v fostatnem pufru; pH=7,0), ki smo ji
dodali acetiltioholin (1 mg/ml). Pod ste-
reoskopsko lupo smo opazovali nastajanje
histokemic¢nega produkta v podro¢ju z moto-
ri¢nimi plo$¢icami. Ko so se ti predeli obarvali
(okrog 5 minut), smo miSice sprali s fosfat-
nim pufrom. Pod stereoskopsko lupo smo
izrezali podrodja misic, ki so vsebovala ZMS.

Barvanije s fluorescentnimi
barvili

Skupke AChR v izrezanih kosckih misic smo
30 minut barvali z o-bungarotoksinom, ozna-
Cenim s flourescentnim barvilom rodaminom
(Molecular Probes, Oregon, ZDA) v koncen-
traciji 1 ug/ml. Kos¢ke smo nato 2-krat sprali
s fosfatnim pufrom, nakar je sledilo 30-mi-
nutno barvanje z barvilom »SYTOX zeleno«
(Molecular Probes, Oregon, ZDA) v 0,5 uM
koncentraciji. Barvilo smo odstranili s ponov-
nim 2-kratnim spiranjem v fosfatnem pufru.

Izolacija posamiénih viaken in
njihov prenos na polilizinska
objekina stekla

Pod stereoskopsko lupo smo z drobnimi pin-
cetami izolirali posamezna vlakna iz prej
omenjenih kosc¢kov misic ter jih polozili na ob-
jektno stekelce. Vlakna smo vklopili v 70 %
glicerol in jih prekrili s krovnim stekelcem.

Ogled preparata in zajem slike

Za ogled preparata in zajem slike smo upora-
bili laserski konfokalni mikroskop proizvajalca
Zeiss; tip Axiovert 100M, ki je povezan z oseb-
nim ra¢unalnikom in ustreznim programom
Zeiss LSM 510. Slike smo shranjevali v obli-
ki racunalniskih datotek.
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Analiza slike

Slike smo analizirali s pomocjo programa Zeiss
LSM 510, in sicer tako, da smo najprej izdela-
li tridimenzionalno sliko miSi¢nega vlakna,
nato pa uporabili orodja za merjenje dolZin in
ploscin, ki jih ta program vsebuje. S temi orodji
smo izmerili dimenzije jeder, ZMS ter oddaljeno-
stijeder od ZMS. Za povr§ino ZMS smo izmerili
ploséino z o-bungarotoksinom obarvanega dela
vlakna, itevilo jeder nad ZMS je predstavljalo
Stevilo Schwannovih celic, jedra pod ZMS
oziroma v vlaknu pa smo $teli za sinapti¢na mi-
$i¢na jedra. Na osnovi izkusenj drugih avtorjev
(44, 45) in na osnovi prej$njih raziskav (33, 46)
smo hitra in pocasna misi¢na vlakna lo¢evali
po gostoti izvensinapticnih jeder.

REZULTATI

Razporeditev misiénih jeder v izven-
sinaptiénih podroéjih in v sinaptiénih
skupkih hitrega in poéasnga
skeleinega misiénega viakna

Z morfometri¢no analizo smo ugotovili, da je
Stevilo miSi¢nih jeder v sinapticnem skupku
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pocasnega skeletnega misi¢nega vlakna za fak-
tor 1,6 vedje kot v sinapti¢nem skupku hitrega
skeletnega misi¢nega vlakna. Za enak faktor
je bila vedja povréina ZMS v pocasnem vlaknu.
Obe razliki sta statisticno pomembni (tabe-
la 1). Upostevaje srednje vrednosti meritev
smo ugotovili, da je razmerje med povrsino
ZMS in $tevilom sinapti¢nih misi¢nih jeder
(povrsina ZMS, ki pripada enemu sinapti¢ne-
mu miSi¢nemu jedru) za pocasno in hitro
vlakno priblizno enako (tabela 1).

Gostota jeder v izvensinapti¢nem podroc-
ju, izraZena kot $tevilo jeder v enoti volumna
tega podrodja, je bila v pocasnem vlaknu
2,6-krat vedja kot v hitrem vlaknu. Povpreéni
volumen jedrne domene v izvensinapti¢nem
podrodju vlakna, ki je obraten gostoti jeder
v tem podrocju vlakna, je vedji v hitrem vlaknu
kot v pocasnem. Razlika je statisticno po-
membna. Pri obeh tipih vlaken je bila gostota
jeder vedja v sinapti¢nem kot v izvensinaptic-
nem podrodju. Tako se pri obeh tipih vlaken
statisticno pomembno razlikujeta tudi pov-
pre¢na volumna domen sinapti¢nega in
izvensinapti¢nega jedra (tabela 2).

Tabela 1. Stevilo sinapticnih misichih jeder, povrsina Zivéno-misicnega stika fer razmerie med povrsino ZMS in Stevilom sinapticnih
misicnih jeder v hitrih in pocasnih viaknih. p — statisticna vrednost p po Studentovem Hestu za primerjavo dveh neodvisnih vzorcey,

n=20 pri vseh srednjih viednostih.

Tip vlakna Stevilo sinapticnih Povrsing ZMS Razmerie povrsina
misicnih jeder +S.0. (um?+5.0.) fivéno-misiénega stika
(um?/ Stevilo jeder £5.0.)
hitro 4,60+0,75 680+190 150+ 44
pocasno 7,15+237 1060+446 155+ 65
p 0,000048 0,0012 0818

Tabela 2. Volumni misichih jedrmih domen v ZMS skupku in izven njega v hitrem in pocasnem skelefnem misicnem viaknu fer njihovo
razmerje. p — statisticna vrednost p po Studentovem Hestu za primerjavo dveh neodvisnih vzorcey, n=20 za vse srednje vrednosti.

Tip vlakna Volumen jedrne domene Volumen jedrne domene Razmerie jedrnih domen
v skupku Zivéno-misiénega izven skupka Zivéno-misicnega v skupku in: izven skupka
stika (um®) +5.0. stika (um?) £5.0. fivéno-misicnega sfika = 5.0.
hitro 632+180 20583+5781 3454116
potasno 508+258 8055+1782 20,9+15,4
P 0,087 manj kot 0,000001 0,003
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Razporejenost jeder
Schwannovih celic v sinaptiénih
skupkih hitrega in poéasnega
skeletnega misiénega viakna

Srednja vrednost $tevila jeder Schwannovih
celic se od srednje vrednosti Stevila sinaptic-
nih misi¢nih jeder v povpredju razlikuje za 0,2
pri hitrih vlaknih in za 0,1 pri pocasnih.
S Pearsonovim korelacijskim testom smo za
ti dve vrednosti dobili tudi srednje visoke ko-
relacijske koeficiente tako pri pocasnih (70 %)
kot pri hitrih (47 %) vlaknih. Kljub enakemu
razmerju povprecnih vrednosti med $tevilom
sinapti¢nih migi¢nih jeder in povrino ZMS
v hitrih in pocasnih vlaknih so korelacijski ko-
licniki med povr$ino ZMS in &tevilom
sinapti¢nih migi¢nih jeder ter ZMS in $tevi-
lom Schwannovih celic niZji (tabela 3).

Obmoéje delovanja Zivénih
trofiénih dejavnikov

Oddaljenost od roba ZMS do prvega jedra, ki
po morfometri¢nih merilih ustreza definiciji
izvensinapti¢nega jedra, je bila tako v hitrem
kot v poCasnem vlaknu skoraj enaka. Pri hitrih
vlaknih je znagala ta razdalja 25,5+ 9,3 um, pri
pocasnih pa 26,9+ 7,4 um. Po Studentovem t-te-
stu se ti srednji vrednosti nista statisti¢no
pomembno razlikovali (p=0,60, n=20).

RAZPRAVLJANJE

[(onfoknlno mikroskopiranje
ZMS v hitrem in poéasnem
skeletnem misiénem viaknu

Po izku$njah, ki smo si jih pridobili pri izde-
lavi te naloge, Cas za zajem slike s konfokalnim

mikroskopom ne sme presegati 3 dni od iz-
delave preparata. Tretji dan je namrec difuzija
barvila, s katerim smo barvali ZMS, Ze dose-
gla take razseznosti, da je bilo tezko dolociti
mesto ZMS na osnovi intenzivnejsega rdece-
ga obarvanja. Razlik v obarvanju med ZMS,
misicnim vlaknom in celo ozadjem preparata
neredko ni bilo mogoce izboljsati niti s pri-
lagajanjem osvetlitve in kontrasta v programu
za zajem slik na konfokalnem mikroskopu.
Nasprotno pa z barvilom »SYTOX zeleno«, ki
obarva jedra, nismo imeli takih teZav.
Emisijska spektra obeh fluorescentnih
barvil, »SYTOXa zeleno« in rodamina, se pri
nekaterih valovnih dolZinah prekrivata, s ¢i-
mer lahko razloZimo obcasno rdece obarvanje
jeder, ki je bilo pridruZeno rdecemu obarva-
nju ZMS ter zelenemu obarvanju jeder. TeZavi
smo se uspeli delno izogniti s posami¢nim
vzbujanjem posameznega barvila, kar je upo-
rabljeni konfokalni mikroskop omogocal. Pri
zajemu slike je namrec izmenic¢no osvetljeval
isto tocko preparata s svetlobo enega laserja
in ne obeh hkrati, kar je omogocilo vedje
loCevanje med slikama, ki sta nastali s fluo-
rescencnimi signali iz obeh barvil.

Razporeditev misiénih jeder

v sinaptiénih skupkih in

v izvensinaptiénih podroéjih
hitrega in poéasnga skeletnega
misiénega viakna

Nasa predpostavka, da se hitro in pocasno ske-
letno misi¢no vlakno razlikujeta po tevilu in
razporeditvi misicnih jeder, se je izkazala
kot pravilna. Iz dobljenih podatkov je mogo-
e oceniti, da je v hitrem skeletnem misSi¢nem
vlaknu gostota jeder v ZMS 34,5-krat veja kot
v preostali citoplazmi hitrega misi¢nega vlakna.

Tabela 3. Korelacijski kolicniki, izracunani s Pearsonovim testom, med nekaterimi vriednostmi meritev v hitrih in pocasnih viaknih.
KK1 — korelaciiski kolicnik med Stevilom sinaptichih misicnih jeder in Stevilom jeder Schwannovih celic; KK2 — korelaciiski kolicnik
med Stevilom jeder Schwannovih celic in povisino Zivéno-misicnega stika; KK3 — korelacijski kolicnik med Stevilom sinapticnih misc:
nih jeder in powisino Zivino-misicnega stika. n=20 za vse srednje vrednosti, p < 0,05.

Tip viakna Stevilo sinapticnih Stevilo jeder Povrsina KK1 KK2 KK3
misiénih Schwannovih Fivéno-miSicnega
jeder =5.0. celic £5.0. stika (um?) £5.0.
hitro 4,60+0,75 4,80+1,24 680+190 0,47 0,40 0,33
pocasno 7,15£2,37 7,25£2,15 1060+ 446 0,70 0,07 0,16
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Pri po¢asnem skeletnem misi¢nem vlaknu je
ta razlika manjsa (20,9-krat vecja gostota
v ZMS kot v izvensinapti¢nem delu pocasne-
ga vlakna), in to na racun vedje jedrne gostote
v izvensinapti¢nem podrodju pri teh vlaknih.
S pomodjo rezultatov nasih meritev je mozno
oceniti, da je povpretni volumen izvensi-
napti¢ne jedrne domene v po¢asnem vlaknu
8055 um?, v hitrem pa kar 20583 um?, kar
pomeni, da se ta dva volumna med seboj
razlikujeta za 155 %. Volumen domene sinap-
ti¢nega jedra pa je po nasih izracunih pri
pocasnem vlaknu manjsi od volumna sinap-
ticne domene pri hitrem, in sicer za okrog 24 %.

Gostota jeder v sinaptiénem skupku, ki
smo jo izmerili v hitrem skeletnem misicnem
vlaknu, izoliranem iz m. extensor digitorum lon-
gus, je okrog dvakrat vecja od gostote, ki je bila
za sinapti¢ni jedrni skupek v hitrem vlaknu
m. sternomastoideus ugotovljena v eni od prejs-
njih $tudij v naSem laboratoriju (33). Za to
razliko obstajata brzkone dva pomembna raz-
loga. Za razliko od pricujoce raziskave, kjer smo
uporabili konfokalno mikroskopijo, je bila
v omenjeni raziskavi uporabljena navadna
fluorescen¢na mikroskopija, ki ni dopuscala na-
tanc¢ne dolocitve volumna jedrnega skupka. Ta
volumen je bil zato le grobo ocenjen, in to ob
predpostavki, da so sinapti¢na jedra pod ZMS
razporejena v prostoru, ki ima obliko priseka-
nega stozca. V nasi raziskavi smo s pomocjo
tridimenzionalne rac¢unalniske rekonstrukci-
je zajete mikroskopske slike ugotovili, da se
sinapti¢na jedra pod posinapti¢no povrsino
ZMS nahajajo v tanki plasti tik pod posinap-
tiéno membrano ZMS, ki je debela zgolj za eno
debelino jedra, kar znasa 4,26 um v hitrem in
3,25 um v poc¢asnem vlaknu. Na ta nacin je izra-
Cunani volumen prostora skupka bistveno
manjsi, na ta ra¢un pa smo ugotovili tudi vec-
jo gostoto jeder v sinapti¢nem skupku.

Nasi rezultati kaZejo, da je citoplazme
v subsinapti¢nem prostoru, kjer se nahajajo
misic¢ni jedrni skupki, zelo malo, zaradi Cesar
bi lahko pricakovali zelo visoko koncentraci-
jo genskih produktov teh jeder, vklju¢no
s pridruzenimi organeli, kot so grobi endopla-
zemski retikulum, mitohondriji in Golgijev
aparat. Tako stanje nedvomno vodi k vedji
tvorbi energije na volumsko enoto v tem po-
dro¢ju. Da bi ugotovili, kak$ne so ostale
posledice takega stanja, bodo potrebne $e do-
datne raziskave.
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Razporejenost jeder
Schwannovih celic v sinaptiénih
skupkih hitrega in poéasnega
skeletnega misiénega viakna

Za razliko od prej$nje Studije (33), kjer meto-
doloski pristop ni omogocal natan¢ne dolocitve
Stevila jeder Schwannovih celic v sinapti¢nem
skupku, smo s pomodjo konfokalne mikrosko-
pije, ki je omogocala dolocitev lege jeder glede
na posinapti¢no membrano ZMS, lahko ugo-
tovili, katera od njih pripadajo skeletnemu
misi¢nemu vlaknu in katera Schwannovim ce-
licam.

Zanimiva ugotovitev nasih raziskav je
ujemanje Stevila jeder Schwannovih celic
s Stevilom misi¢nih jeder v sinapticnem skup-
ku, ki smo jo ugotovili tako v hitrem kot tudi
pocasnem skeletnem misi¢nem vlaknu. Ta
ugotovitev govori v prid razmisljanju, da tako
kot v podro§ju ZMS v skeletnem miSicnem
vlaknu skrbijo za doloCena podrodja posi-
napticne membrane posamezna sinapti¢na
miSi¢na jedra, tudi posamezne Schwannove
celice »oskrbujejo« podobno velika podrocja
predsinapti¢nega dela ZMS. Tako razmislja-
nje pa postavljajo pod vprasaj relativno nizki
korelacijski koeficienti, ki smo jih izrac¢unali
za razmerje med povr§ino ZMS in $tevilom je-
der Schwannovih celic, in ki so bili nizji
v poCasnem v primerjavi s hitrim skeletnim
misi¢nim vlaknom. Za dokonéni odgovor
bodo tako potrebni $e dodatni eksperimenti.

Nase raziskave kaZejo, da gre v zvezi
z vlogo posameznih jeder oziroma celic za tri
spremenljivke: povr$ina ploscice ter Stevilo
nad- in podsinapti¢nih jeder, ki vplivajo
druga na drugo. Povrdinsko vedji ZMS ima
proporcionalno ve¢ nad- in podsinapti¢nih je-
der. Tu se postavlja vprasanje, katera od
treh spremenljivk vpliva na drugi dve. Pred-
lagamo naslednjo razlago. Trofi¢ni dejavniki,
ki se spro$cajo iz Zivénega koncica in nema-
ra tudi Schwannovih celic, vplivajo na Stevilo
podsinapti¢nih jeder, ta pa zaradi svojega vec-
jega Stevila lahko sintetizirajo in nadzorujejo
povrsinsko vedjo ploscico.

Ze v uvodu smo omenili dve raziskavi, ki
sta dali razlicne odgovore glede $tevila
Schwannovih celic v ZMS. Nasi rezultati so po-
kazali, da je v povpredju nadsinapti¢nih jeder
4,8 (hitra vlakna) oziroma 7,25 (pocasna vlak-
na). Uporabljena metoda nam ni omogocila,
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da bi posebej lahko ugotovili §tevilo satelitnih
celic v vlaknu in njim pripadajocih jeder.
Verjetnost, da bi v nase analize zajeli tudi sa-
telitne celice, pa je relativno majhna, saj le-te
predstavljajo le majhen odstotek v primerja-
vi z ostalimi jedri. Obstajajo podatki, da
pripada v hitrih misicah 2,8 %, v pocasnih pa
8% vseh jeder satelitnim celicam (47).

Obmoéje delovanja Zivénih
trofiénih dejavnikov

Trofi¢ni dejavniki, ki se izlocajo iz predsinap-
ti¢nih koncicev, povzrocajo, kot smo zapisali
v uvodu, koncentriranje sinapti¢nih mole-
kul v ZMS (AChE, AChR in druge) in, vsaj
v nekaterih primerih, njihovo pospeseno
transkripcijo v sinapti¢nih jedrih. Misi¢na je-
dra, na katera prek Se ne natan¢no poznanih
poti delujejo ti trofi¢ni dejavniki, se morfo-
logko razlikujejo od izvensinapticnih migi¢nih
jeder, vendar ni znano, kaj je vzrok te mor-
foloske preobrazbe. Nasi rezultati se ujemanjo
s sedanjo predstavo o delovanju Ziv¢nih tro-
fi¢nih dejavnikov, po kateri se mehanizmi
delovanja teh dejavnikov ne razlikujejo glede
na tip misSi¢nega vlakna (4, 5). Nasi rezulta-
ti torej kaZejo, da so razmere za difuzijo ali
kak drugacen nacin transporta prenasalcev
vplivov trofi¢nih dejavnikov v obeh tipih
vlaken podobne.

Gledano v celoti nase raziskave govorijo
v prid razmisljanju, da je razporejanje jeder
v podro&ju ZMS eden od mehanizmov, ki do-
locajo nastanek, vzdrZevanje in delovanje te
strukture. V tem pogledu ZMS ni model za
ostale sinapse v organizmu, saj pri njih posi-
napti¢ne celice nimajo ve¢ jeder, ampak
samo eno.

ZAKLJUCKI

1. Ugotovili smo, da je v sinapti¢nem jedrnem
skupku odraslega pocasnega skeletnega mi-
Si¢nega vlakna 7,15+2,37 (n=20) jeder.
V sinapti¢nem jedrnem skupku hitrega
vlakna je 4,60£0,75 (n=20) jeder. Ta razli-
ka je statisti¢no znacilna (neparni Studentov
t-test), kar potrjuje naso prvo hipotezo, ki
pravi, da je $tevilo misi¢nih jeder v sinap-
ticnem skupku v pocasnem skeletnem
miSicnem vlaknu znacilno vecje kot v hitrem
vlaknu.

2. Korelacija med sinapti¢no povréino ZMS
in Stevilom jeder, ki pripadajo Schwanno-
vim celicam, je bila v hitrem vlaknu visja
(KK 0,4) kot v po¢asnem (KK 0,07), a Se
vedno prenizka za potrditev nase druge hi-
poteze, po kateri naj bi bilo Stevilo jeder
Schwannovih celic v podroju ZMS premo-
sorazmerno s povrsino ZMS. Po drugi
strani pa je v povpredju Stevilo jeder
Schwannovih celic v podro&ju ZMS prak-
ti¢no enako $tevilu misi¢nih jeder v tem
podrodju, in to pri obeh tipih vlaken. Tudi
povprecne vrednosti povrsin, izrazenih
bodisi na eno jedro Schwannovih celic ali
pa na eno jedro sinapti¢nega skupka mi-
Sicnega vlakna, so skoraj identi¢ne, kar
kaze, da dolocene korelacije med Stevilom
jeder v sinapti¢nem skupku in povrsino
ZMS vendarle obstajajo.

3. Maksimalna razdalja, na kateri Se delujejo
Ziveni trofiéni dejavniki in ki smo jo oceni-
li z merjenjem razdalje med robom ZMS in
prvim zunajsinapti¢nim jedrom, znasa za
hitra skeletna misi¢na vlakna 25,5 +9,3 um
(n=20), za pocasna pa 26,9+ 7,4 um (n=20).
Med obema razdaljama ni statisticno zna-
Cilnih razlik (Studentov t-test), kar govori
v prid nase tretje hipoteze, ki pravi, da se
maksimalna razdalja, na kateri $e delujejo
Ziveni troficni dejavniki, ne razlikuje glede
na tip skeletnega misi¢nega vlakna.

Razporejanje jeder v podro&ju ZMS je eden
od mehanizmov, ki doloc¢ajo nastanek, vzdr-
Zevanje in delovanje te strukture, v cemer se
ZMS razlikuje od ostalih sinaps v organizmu,
saj pri njih posinapti¢ne celice nimajo vec je-
der, ampak samo eno.
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