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Uravnavanje acetilholinesteraze med ponovnim ozivéenjem

skeletne miSice*

Regulation of acetylcholinesterase during reinnervation of ske-

letal muscle

Janez Toplisek**

Deskriptoriji

miiéna denervacija
Zivec regeneracija
acetilholinesteraza

Izvleéek. V misicnem vlaknu se uravnavanje
tvorbe makromolekul motoriéne ploscice spre-
minja med ontogenetskim razvojem. Za nezre-
le postnatalne miSice podgane je znacilno, da
se nesimetri¢ne molekularne oblike acetilholine-
steraze (AChE) in molekule acetilholinskega
receptorja (AChR) sintetizirajo tudi izven moto-
riénih ploscic. Izven plos¢ic se sinteza AChR za-
vre v prvem tednu, sinteza nesimetri¢nih oblik
AChE pa v ¢etrtem tednu postnatalnega razvo-
ja. Po denervaciji zrele miSice pride v izvenplo$-
¢iénih predelih do ponovne tvorbe in vgrajeva-
nja AChR, ne pa tudi nesimetri¢nih oblik AChE.
Domnevali smo, da miSica za to morda potre-
buje ponovno ozZivéenje. Molekularne oblike
AChE smo locevali po hitrosti sedimentacije
v linearnem saharoznem gradientu. Prehodno
denervacijo smo dosegli s pretisnjenjem ishia-
diénega Zivca. Nerabo miSice smo povzrogili
z imobilizacijo sklepov na zadnji okongini, zaca-
sno paralizo pa z a-bungarotoksinom. Reiner-
vacija po¢asne miSice soleus povzro¢i prehod-
no mocéno povecanje aktivnosti nesimetricne
oblike AChE 16S v izvenplo&&i¢nih predelih,
kar ustreza vrnitvi miSice v nezrelo postnatalno
stanje. ZaCasna paraliza zaradi blokade AChR,
ki ji sledi reaktivacija miSice, ne sprozi takega
dogajanja. Za vzdrzevanje nezrelega stanja je
nujna stalna prisotnost ozivéenja misice. To-
niéni vzorec prozenja motori¢nega zivca ni od-
locilen za ta pojav. Hitra miSica ekstenzor digi-
torum longus se med reinervacijo ne vrne v ne-
zrelo stanje. Opazena razlika med hitro in po-
¢asno misico verjetno temelji na genetsko po-
gojeni, intrinziéni razliki med misicama.

Descriptors

muscle denervation
nerve regeneration
acetylcholinesterase

Abstract. In a muscle fibre, regulation of synthesis
of motor endplate macromolecules changes
during ontogenetic development. Immature early
postnatal muscles of rat can synthesize the
asymmetric forms of acetylcholinesterase (AChE)
and the molecules of acetylcholine receptor
(AChR) also in the endplate free regions.
Synthesis of AChR in the endplate free regions
is suppressed by the end of the first week, and
synthesis of the asymmetric forms of AChE by
the fourth week of postnatal development. After
denervation of a mature muscle, synthesis of
AChR, but not of the asymmetric forms of AChE,
is restored in its endplate free regions. Therefore,
we assumed that the muscle must be reinner-
vated. Molecular forms of AChE were separat-
ed by velocity sedimentation in linear sucrose gra-
dients. Temporary denervation was achieved by
crush lesion to the sciatic nerve. Disuse of the
muscle was produced by immobilisation of hind
leg joints, while transitory paralysis was induced
by a-bungarotoxin administrating. Activity of the
asymmetric AChE forms in the endplate free
regions was transiently greatly increased by
reinnervation of the slow soleus muscle — the
muscle reverted to immature postnatal-like state.
Transient paralysis of solens muscle due to AChR
blockade, followed by reactivation of the muscle,
did not trigger that event. The maintenance of
immature state requires permanent innervation.
Tonic pattern of motor nerve firing is not crucial
for this phenomenon to occur. The fast extensor
digitorum longus muscle did not return to imma-
ture state after reinnervation. The observed dif-
ference between fast and slow muscles is prob-
ably based on the intrinsic, i.e. genetic, difference
between the two types of muscles.

*Objavljeno je delo, ki je bilo nagrajeno s PreSernovo nagrado v letu 1993.
**Janez Toplisek, stud. med., Institut za patolosko fiziologijo, Zaloska 4, 61105 Ljubljana
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Uvod

ljajo presinapti¢ni konci¢ motoricnega nevrona, postsinapticna membrana misi¢ne ce-
lice in sinapti¢na Spranja (20-50 nm) z bazalno lamino (7). Delovanje zivéno-miSi¢ne-
ga stika — hiter in zanesljiv prenos vzburjenja z zivca na miSico — omogocajo Stevilne
makromolekule (acetilholinski receptor (AChR), acetilholinesteraza (AChE), holin-ace-
tiltrasferaza in druge), ki so nakopi¢ene v posameznih strukturah zivéno-misi¢nega stika.

AChE je klju¢en encim pri prenosu vzburjenja v zivéno-misi¢nem stiku, ker s hitro raz-
gradnjo acetilholine ACh pospeSi repolarizacijo postsinapticne membrane, s ¢imer
omogoci prenos novega impulza takoj za predhodnim in tako visoko frekvenco draze-
nja misi¢nega vlakna (2). AChE se v Zivéno-misi¢nem stiku nahaja v bazalni lamini v pri-
marni in sekundarnih sinapti¢nih Spranjah, na postsinaptiéni membrani, nekaj pa je je
tudi pre-sinapti¢no ob zivénem konc¢icu (3, 4). V zreli skeletni misici je AChE izredno skon-
centrirana v zivéno-misi¢nem stiku, kjer je njena koncentracija 10.000 do 20.000-krat
vecja kot v miSi¢énem vlaknu zunaj stika. Ker pa je prostornina sinapti¢ne reze zelo majh-
na v primerjavi s prostornino celotnega misi¢nega vlakna, je koli¢insko ve¢ AChE zu-
naj motori¢nih plosc¢ic kot v njih (5).

AChE je molekularno polimorfen encim (6, 7): v istem tkivu nastopa v ve¢ molekularnih
oblikah. Le-te delimo v dve veliki skupini (glej tudi sliko 1):

— oblike G — globularne oblike, ki so razsirjene vzdolz celotnega misi¢nega vlakna (G1
monomer, G2 dimer, G4 tetramer) in
— oblike A — nesimetri¢ne oblike (1, 2 ali 3 globularni tetrameri + kolagenski rep) v zre-

A4 — Stevilka pove Stevilo kataliti¢nih podenot na eni molekuli AChE).
Ceprav so nesimetriéne oblike AChE moéno skoncentrirane v motoriénih ploséicah, pa

demo visoko aktivnost teh oblik tudi v izvenplos¢i¢nih predelih miSic, v zivéno-misi¢ni
stik pa se osredotocijo Sele en mesec po rojstvu (710). Pri ¢loveku je visoka aktivnost
teh oblik ohranjena izven ploscic tudi v zrelih miSicah, kar je sicer izjema glede na dru-
ge proucevane sesalce (9, 11).

A
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Slika 1. Shematicen prikaz molekularnih oblik AChE v tkivih vretencarjev. Vsako molekularno obliko AChE
lahko oznacimo tudi z njenim sedimentacijskim koeficientom: G1 =4S, G2 = 6S, G4 = 10S; A4 =85, A8 = 13§,
Al2=16S; (vse vrednosti veljajo za podgano).
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AChE v normalnih miSicah odrasle podgane — hitre in poasne miSice

Misi¢na vlakna sesalcev kazejo precejdnjo raznovrstnost glede fizioloSkih in biokemic-
nih lastnosti (12, 13). Grobo jih lahko razdelimo v dve skupini: hitra (»fast twiching«, be-
la, tip Il, ve€inoma glikoliti¢na) in po¢asna (»slow twiching«, rdeca, tip I, ve¢inoma ok-
sidativna). Vecina misic vsebuje meSane populacije obeh vrst vlaken, nekatere misice
pa so glede tega bolj enotne. Pri podgani v miSici EDL (m. extensor digitorum longus)
prevladujejo hitra vlakna tipa Il, v miSici SOL (m. soleus) pa pocasna tipa | (14). V po-
¢asni miSici SOL so motori¢ne enote spodbujene toni¢no z dolgimi vlaki nizkofrekvent-
nih impulzov, v hitri miSici EDL pa vzburjenje poteka fazi¢no, s kratkotrajnimi izbruhi vi-
sokofrekventnih impulzov. Le-ti se pojavljajo redkeje kot pri miSici SOL, zato je celotno
Stevilo impulzov na dan pri miSici SOL veliko vecje kot pri EDL (75).

Vzorca molekularnih oblik AChE v normalnih zrelih miSicah EDL in SOL pri podgani se
pomembno razlikujeta (16, 17). Posamezne molekularne oblike AChE lahko oznacimo
tudi s sedimentacijskim koeficientom (S). Pri hitri miSici EDL mo¢no prevladujejo glo-
bularne oblike (predvsem 4S, zelo izrazena je tudi oblika 10S), pri po¢asni miSici SOL
pa kazejo nesimetri¢ne oblike AChE (16S in 13S) priblizno enako aktivnost kot globu-
larne oblike. Posebej o¢itna je razlika, ¢e primerjamo razmerje med nesimetri¢no obli-
ko 13S in globularnim tetramerom 10S. Razmerije je pri SOL mocno v prid obliki 13S,
pri EDL pa v prid obliki AChE 10S (18).

Glede AChE v motori¢nih plos¢icah med obema miSicama ni kakovostnih razlik. Nesi-
metri¢ne oblike AChE se tam kopicijo pri obeh miSicah. Pomembne razlike pa so opa-
zili v izvenplo$€icnih predelih. Nesimetri¢ne oblike so v teh predelih prisotne v misici SOL
(oblika 13S prevlada nad 16S), v miSici EDL pa jih izven motori¢nih plos¢ic prakti¢no
ni (17).

AChE v denervirani in embrionalni misici

Razlike glede uravnavanja AChE med hitrimi in po¢asnimi misicami ostanejo tudi po de-
nervaciji. V SOL v izvenplo&¢i¢nih predelih aktivnosti vseh molekularnih oblik AChE ena-
komerno pade, v EDL pa ostane aktivnost oblik 10S sprva Se visoka. Po sedmih ted-
nih denervacije se v SOL izven plos¢ic aktivnost nesimetri¢nih oblik AChE zopet dvig-

ne, v EDL pa ostane nepomembna. V plos¢i¢nih predelih obeh misic aktivnost nesime-
tricne oblike AChE 16S po denervaciji hitro pade (79).

Odvisnost miSiéne AChE od motori¢nega Zivca se vzpostavi ze v embrionalnem obdob-
ju. AChE se sicer pojavlja v mioblastih in misiénih cevkah ze pred vras¢anjem zivénih
koncicev v miSiéne mase (20), za njeno kopi¢enje na ozkem podrocju sarkoleme pa je
nujno ozivéenje misice (21, 22, 23). Ob rojstvu so si vzorci molekularnih oblik AChE pri
hitrih in po¢asnih miSicah podgane podobni (24). Med 4. in 10. dnevom po rojstvu pa
se kljub podobnemu, tedaj Se faziénemu vzorcu Ziv€énega drazenja (25) v obeh vrstah
nezrelih misic ze pojavijo razlike v uravnavanju AChE: nesimetriéni obliki AChE 13S in
16S v SOL porasteta mnogo bolj kot v EDL. Do konca prvega meseca po rojstvu aktiv-
nost nesimetri¢nih oblik AChE v SOL sicer pade, vendar pa ostane delno prisotna tudi
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izven ploS¢ic. V EDL pa nesimetricne oblike AChE v podrocjih izven ploScic v tem ob-
dobju izginejo (17).

AChR in denervacija miSice — vrnitev v nezrelo postnatalno stanje

ni tudi AChR (26). V prvem tednu postnatalnega razvoja se na mestih zivéno-misi¢ne-

ga stika konca kopi¢enje AChR (27). Vpliv zivca na ta proces sku$ata razloziti dve hi-

potezi:

— agregacijo postsinapti¢nih molekul naj bi sprozil »trofi¢ni dejavnik«, ki se izlo€a iz mo-
tonevrona. Eden od kandidatov za tak dejavnik je agrin. Agrin je protein zunajceli¢-
nega matriksa, natanéneje bazalne lamine. Agrin izlo€ajo miSi¢ne celice (28), najde-
mo pa ga tudi v motonevronih, ki ga verjetno izlo¢ajo na zivénih konéicih (29). Ana-
liza aminokislinskega zaporedja agrina je pokazala, da se njegov C terminal veZe na
agrinski receptor sarkoleme in sprozi agregacijo agrinskega receptorja, AChR in AChE.
Sinteza beljakovin za samo agregacijo ni potrebna, pac¢ pa je nujna v fazi preobliko-
vanja citoskeleta in zunajceli€nega matriksa. Drugi konec agrina — N terminal — slu-
Zi za vezavo oz. rezervoar rastnih dejavnikov, ki lahko prispevajo k tvorbi in ohranja-
nju arhitekture sinapse na omejenem mestu stika Zivca in misice (30, 31). V prid tej
domnevi govori tudi ugotovitev, da pride v nezreli motori¢ni plosc¢ici po denervaciji do
disperzije celotnega postsinapticnega aparata (gube sarkoleme, AChR, AChE) v 2 do
3-kratni dolzini prvotne sinapse. V zreli miSici tega pojava ni opaziti, ker se je postsi-
napti¢na struktura ocitno ustalila (32);

— hipoteza »stika in adhezije« predvideva, da zado$¢a sam stik zivca in miSice, drugi

nefizioloSke pozitivno nabite kroglice lateksa (34).

Tudi po ozivéenju embrionalnih misic so AChR nekaj ¢asa $e vedno razporejeni v sar-
kolemi vzdolz vsega miSi¢nega vlakna, v prvem tednu po rojstvu (pri podgani) pa v iz-
venplosci¢nih predelih izginejo; ostanejo torej osredotoceni le v motoriéni ploscici
(23, 27). Pri tej supresiji sinteze AChR izven motori¢nih ploscic je odlocilnega pomena
zivéno prozena misi¢na aktivnost (35). Po denervaciji zrele miSice odrasle zivali se ta
aktivnost prekine in AChR se zopet sintetizirajo in vgrajujejo v sarkolemo na podrocjih
izven motori¢nih ploscic (36). MiSica se na nek nacin povrne v »nezrelo embrionalno
0z. postnatalno stanje«.

AChE v misici med reinervacijo

Za podganje miSice je znacilno, da po denervaciji aktivnost AChE v teh miSicah hitro
pade, Se posebej pa aktivnost nesimetri¢nih oblik AChE (8, 37). Aktivhost AchE (poseb-
no nesimetri¢nih oblik) pa je v nezrelih miSicah embrionalnih in postnatalnih miSicah vi-
soka. Zrela miSica se torej po denervaciji glede uravnavanja ne vrne v nezrelo postna-
talno stanje, kot je to vidno pri uravnavanju AchR.

Zanimive spremembe v uravnavanju AChE pa nastanejo, ¢e predhodni denervaciji sle-
di reinervacija misice. V miSici SOL se od zacetka reinervacije aktivnost vseh moleku-
larnih oblik AChE hitro povecuje. Sprva je najvedji porast oblike 4S, po dveh tednih re-
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inervacije pa prevladata obliki 16 in 13S. Celotna aktivnost AChE je 2,5-krat vecja kot
v kontrolni skupini. V naslednjih tednih aktivnost AChE pada. V miSici EDL je med re-
inervacijo porast oblike AChE 16S petkrat manjsi kot pri miSici SOL, tudi aktivnost os-
talih molekularnih oblik AChE se le poc¢asi povec¢a (38). Avtorja sta pri raziskavi preu-
Cevala misSico kot celoto, torej nista locila predelov z motoriénimi plos¢icami od prede-
lov brez njih, zato se nam je zdelo, da bi bilo prav to zanimivo podrobneje prouditi s sta-
liS¢a morebitne vrnitve miSice v nezrelo postnatalno stanje med reinervacijo.

Namen dela

PriCujo¢a raziskava ima namen z modelom reinervacije po zacasni denervaciji (pretis-
njenje perifernega zivca) opazovati uc¢inek oziv€enja na uravnavanje AChE, predvsem

njenih nesimetri¢nih oblik, v izvenploS¢i¢nih predelih hitrih in po¢asnih misic.

Hipoteza: med procesom reinervacije po kratkotrajni denervaciji se miSica glede urav-
navanja AChE povrne v nezrelo (embrionalno, postnatalno) stanje, v katerem se obno-

vi velika aktivnost nesimetri¢nih oblik AChE v izvenplosc¢i¢nih predelih.

Ce bi se izkazalo, da je hipoteza pravilna, bi nas posebej zanimalo, kako je uravnava-
nje nesimetri¢nih oblik acetilholinesteraze v izvenplos¢€i¢nih predelih med obdobjem re-
inervacije odvisno od trajanja predhodne denervacije in od vzorca zivénega drazenja
misice med reinervacijo, ki ga je mogoce spremeniti v razmerah misi¢ne nerabe (disu-

se).

Pomembno bi bilo tudi vedeti, ali so spremembe uravnavanja AChE, ki nastajajo med
reinervacijo miSice, neposredno odvisne od stalne prisotnosti Zivca ali pa jih Zivec sa-
mo sprozi in nato tecejo neodvisno. Prav tako bi bilo zanimivo dognati, ali je spremem-
ba uravnavanja nesimetri¢nih oblik AChE po zacasni paralizi miSice (blokada AChR z
o-bungarotoksinom) enaka kot po prehodni denervaciji.

Materiali in metode

Poskuse smo delali na belih podganah soja Wistar. Zivali smo pred zagetkom operaci-
je omamili bodisi s pentobarbitalom (50 mg/kg i.p.) bodisi z me$anico Ketalarja®
(60 mg/kg) in Rompuna® (8 mg/kg). Prou¢evali smo pogasno misico SOL in hitro misi-
co EDL iz odraslih zivali (stare 2—-3 mesece, tezke 180-250 g) ter iz zivali v postnatal-
nem obdobju (16 dni po rojstvu).

Kirurski postopki
Odrasle podgane smo razdelili v ve¢ skupin po 3 do 6 Zivali.
Proksimalna aksonotmeza (pretisnjenje zivca)

Na eni strani smo na stegnu podgane izpreparirali ishiadi¢ni Zivec in ga za 30 sekund
stisnili s Sivalnikom z gladkimi prijemalnimi povr§inami. Kozno rano smo zaprli s spon-
kami in pustili zival okrevati. Eno skupino zivali smo Zrtvovali po 21 dneh, drugo pa po
35 dneh po pretisnjenju zivca.
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Distalno pretisnjenje Zivca

Izpreparirali smo misico SOL in prikazali njen motori¢ni zivec. Le-tega smo s fino oku-
listi€no pinceto za 30 sekund stisnili tik ob vstopu zZivca v miSico. Rano smo oskrbeli kot
zgoraj. Eno skupino zivali smo zrtvovali 8. dan, drugo pa 15. dan po pretisnjenju Zivca.

Denervacija po reinervaciji

Tri tedne po proksimalnem pretisnjenju ishiadi¢nega zivca smo le-tega ponovno izpre-
parirali in iz njega izrezali 5 mm dolg kosé&ek. Zivali smo Zrtvovali Setrti dan po prereza-
nju ishiadi¢nega Zivca. Kot kontrola so nam sluzile Zivali, ki smo jih Zrtvovali 25. dan po
pretisnjenju ishiadi¢nega zivca.

Imobilizacija

Pri kontrolni skupini smo zivalim na eni strani imobilizirali sko¢ni in kolenski sklep
v srednjem polozaju tako, da smo zabodli dve tanki podkozni injekcijski igli — spodnjo
skozi petnico, zgornjo skozi distalno epifizo stegnenice — v golenico. Zivali so po tej imo-
bilizaciji okon¢ino pri hoji uporabljale samo ob&asno in se pri tem opirale le na prste.
Zrtvovali smo jih 8. dne po imobilizaciji okongin.

Pri drugi skupini zivali smo najprej proksimalno pretisnili ishiadi¢ni zivec, kot je zgoraj
opisano, 11 dni kasneje smo imobilizirali sko¢ni in golenski sklep z notranjo zatrditvijo,
tako da je reinervacija misice SOL potekala v imobilizirani okonéini. Zivali smo Zrtvova-
li 21. dan po pretisnjenju zZivca.

Misiéna paraliza

Od dr. G. Vrbove (University College, London) smo dobili silikonske trakce, v katerih je
bil zamesSan o-bungarotoksin (20 pug/mg). Izpreparirali smo misico SOL in omenjeni tra-
kec vstavili tik ob to miSico na nasprotni strani vstopa zivca, da le-tega ne bi poskodo-
vali. S Sivom smo zasili fascijo in povrSinske miSice goleni, da se trakec ni mogel ve¢
premikati, ter rano zaprli. V naslednjih 24-ih urah se je razvila paraliza miSic goleni, kar
smo lahko opazili, ko je izginil refleks razpiranja prstov zadnje tacke. Prvi znaki obnav-
lianja refleksa so se pokazali 4. dan po vstavitvi trakca, 6. dan pa se ni ve¢ razlikoval
od refleksa na zdravi strani. Takrat smo trakec odstranili, da ne bi povzro¢al mehanic-
nih okvar misice. Zivali smo Zrtvovali 15. 0z. 25. dan po vstavitvi trakca z a-bungaro-
toksinom.

Priprava misiénih vzorcev

Zivali smo zrtvovali z izkrvavitvijo v etrovi omami. Obravnavane misice smo izolirali, pre-
rezali vzdolzno na pol in jih inkubirali 35 minut v Koellejevem histokemi¢nem mediju za
prikaz AChE (pH 7) (39). Po tem €asu so se zaradi histokemicne reakcije prikazale mo-
toriéne ploscice v misicah, tako da smo pod preparirnim mikroskopom lahko logili pre-
del brez motori¢nih plos¢ic od predelov z njimi. Za analizo molekularnih oblik AChE smo

izvenplos¢i¢ne predele iz 4—6 miSic zdruZili v en vzorec. Molekularne oblike smo dolo-
¢ili vsaj dvakrat, rezultati so bili dobro ponovljivi.
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Analiza molekularnih oblik AChE
Molekularne oblike AChE smo dologili z metodo lo€evanja po hitrosti sedimentacije v li-

nearnem saharoznem gradientu (40). Vzorce izvenplo&¢i¢nih predelov miSic smo roc¢-
no homogenizirali v ledeni ekstrakcijski raztopini. Homogenate smo 30 minut centrifu-
girali pri 17000 obratih/min. Supernatantu smo dodali o¢is¢eno katalazo (11,3S) za do-
lo¢anje sedimentacijskih koeficientov in ga nanesli na vrh saharoznega gradienta
(5—20 %). Gradiente smo nato 18,5 ur centrifugirali pri 36000 obratih/min pri 4°C. Po cen-
trifugiranju smo prebodli dno kivete in s frakcioniranjem po kapljicah razdelili vsak gra-
dient na 30 frakcij. Aktivnosti AChE v frakcijah smo doloc¢ali po metodi Ellmana in sod.
(41). Vzorce smo predinkubirali z inhibitorjem nespecificne holinesteraze (iso-OMPA)

in dodali substrat — acetiltioholinov jodid (1 mM). Vzorce smo inkubirali 3,5 ure pri 25°C.

Slepe vzorce smo pripravili s 5 in z 20 % raztopino saharoze v ekstrakcijski raztopini.
Spektrofotometriéno izmerjenim vrednostim aktivnosti v vzorcih smo grafi¢no odsteli vme-
sne aktivnosti slepih vzorcev in tako dobili aktivnosti, ki so posledica Ciste hidrolize z AChE.
S primerjavo poloZaja katalaze in vrhov aktivnosti ACHE v gradientih smo dolodili sedi-
mentacijske koeficiente posameznih oblik AChE in jih tako identificirali. Mnozino nesi-
metriéne oblike AChE 16S smo dologili kot povrsino pod ustreznim vrhom aktivnosti AChE
v vzorcu molekularnih oblik AChE. Pri tem smo uporabili racunalni$ko analizo s progra-
mom, ki je bil izdelan na Institutu za patolosko fiziologijo in Intitutu za fiziologijo Medi-
cinske fakultete.

Rezultati
Uravnavanje AChE v pocashi miSici soleus med reinervacijo

Molekularne oblike AChE smo analizirali le v tistih podro¢jih miSice SOL, kjer ni moto-
rinih plo&gic (1. . izvenploscicna AChE). V nezreli postnatalni miSici SOL je celotna ak-
tivnost AChE vi§ja kot v normalni, zreli miSici SOL. Med vsemi molekularnimi oblikami
previaduje oblika AChE 16S (slika 2a). Med dozorevanjem aktivnost vseh molekularnih
oblik pade, $e posebej aktivnost oblike 16S, ki pa $e vedno ostaja jasno razvidna tudi
v zreli misici odraslih Zivali (slika 2b).

21. dan po pretisnjenju ishiadi¢nega zivca (torej po prehodni denervaciji in reinervaci-
ji) je bila celotna aktivnost AChE v misici SOL izven motori¢nih ploscic veliko vecja kot
v normalni misici, $e posebej pa aktivnost oblik 16S in 13S (slika 2c), tako da je bil vzo-
rec molekularnih oblik precej podoben tistemu v postnatalnem obdobju (slika 2a). Dvig
aktivnosti AChE po reinervaciji pa je bil le prehoden, saj se je 14 dni pozneje aktivnost
vseh molekularnih oblik, vkljuéno z obliko 16S, priblizala vrednostim v normalni zreli mi-
Sici (slika 2¢).

Uravnavanje AChE v hitri miSici ekstenzor digitorum longus med reinervacijo

V nezreli misici EDL po rojstvu je oblika AChE 16S jasno prisotna v zunajplos¢i¢nih pre-
delih, vendar je njena aktivnost precej nizja kot pri SOL, tako da prevladuje globularna
oblika 4S (slika 3a). Z zorenjem misice EDL aktivnost oblike 16S izven motori¢nih plos-
¢ic prakti¢no izgine, aktivnost globularnih oblik pa se poveca (slika 3b).
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delih misice soleus (a — postnatalna misica Zivali, starih 16 dni, 6 misic v vzorcu; b — normalna, zrela mi-
Sica odrasle Zivali, 4 miSice v vzorcu; ¢ — reinervirana misica, 21. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca,
4 miSice v vzorcu; ¢ — reinervirana misica, 35. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 4 misice v vzorcu).
Vrh gradientov je na desni strani. Aktivnost AChE je izraZena kot specificna aktivnost na enoto vlazne teZe
miSice, posamezne oblike pa so oznacene s svojimi pribliznimi sedimentacijskimi koeficienti. Puscica pred-
stavlja poloZaj katalaze (11,3S) v gradientih.
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Slika 3. Vzorci aktivnosti molekularnih oblik AChE (analiza s hitrostjo sedimentacije) v izvenplo$cicnih pre-
delih misice ekstenzor digitorum longus (a — postnatalna misica Zivali, starih 16 dni, 6 miSic v vzorcu; b —nor-
malna, zrela miSica odrasle Zivali, 4 misice v vzorcu; ¢ — reinervirana miSica, 21. dan po proksimalnem pre-
tisnjenju Zivea, 4 miSice v vzorcu; ¢— reinervirana misica, 35. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 4 mi-
Sice v vzorcu). Glede drugih oznak glej legendo k sliki 2.
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21. dan po pretisnjenju ishiadi€nega Zivca v izvenplos€i¢nih predelih miSice EDL nismo
opazili skoraj nobene aktivnosti nesimetri¢ne oblike AChE 16S in v vzorcu je previado-
vala globularna oblika AChE 4S (slika 3c). Tudi 14 dni kasneje se vzorec AChE v izven-
plosci¢nih predelih ni bistveno spremenil (slika 3¢).

Kvantitativha analiza izvenploS¢&iéne aktivnosti nesimetriéne oblike AChE 16S med
zorenjem misice in med reinervacijo

Aktivnost nesimetri¢ne oblike AChE 16S v izvenplo&ci¢nih predelih miSic SOL in EDL
smo koli¢insko ovrednotili z merjenjem povrsine pod ustreznim vrhom aktivnosti mole-
kularnih oblik AChE (slika 4). V misici SOL smo ugotovili, da se je po reinervaciji (21.
dan po pretisnjenju Zivca) aktivnost te oblike prehodno povec€ala okrog 9-krat, s ¢imer
so razmere v miSici postale podobne razmeram v postnatalnem obdobju. Pri miSici EDL
pa v izvenplo&¢i¢nih podrocjih takega dviga aktivnosti oblike 16S med reinervacijo ni-
smo opazili.
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postnat 16 dni normalna reinerv 21 dni reinerv 35 dni

Slika 4. Kvantitativna analiza aktivnosti nesimetricne oblike AChE 16S v izvenploscicnih predelih misic SOL
(kvadrati) in EDL (kriZi). Postnat 16 dni — postnatalna misica 16 dni stare Zivali, v vzorcu je bilo 6 miSic;
Normalna — zrela miSica odrasle Zivali, v vzorcih so bile po 4 miSice; Reinerv 21 dni — reinervirana misica,
21. dan po po proksimalnem pretisnjenju Zivca, v vzorcih so bile po 4 miSice; Reinerv 35 dni — reinervira-
na misica, 35. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, v vzorcih so bile po 4 misice). Aktivnost AChE je
izraZena kot specificna aktivnost na enoto vlazne teZe misice v arbitrarnih enotah.
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Dejavniki, ki lahko vplivajo na vrnitev miSice soleus v nezrelo postnatalno stanje med
reinervacijo

Trajanje prehodne denervacije

Ce pretisnemo Zivec za misico SOL tik ob njegovem vstopu v misico, je zaradi hitre re-
generacije zivca obdobje denervacije misice SOL zelo kratko. V takih razmerah smo opa-
zili, da je aktivnost oblike 16S skoraj 4—krat visja kot v normalni miSici in ostane pribliz-
no enako povedana $e tudi 15. dan po pretisnjenju Zivca (sliki 5a in 5b, tabela 1). Ce
primerjamo aktivnost oblike AChE 16S po kratkotrajni denervaciji s tisto po dolgotraj-
nejSi denervaciji (proksimalno pretisnjen Zivec, slika 2c in slika 5b), opazimo, da je po
kratkotrajni denervaciji priblizno 2—krat nizja (tabela 1).

Tabela 1. Aktivnost nesimetricne oblike AChE 16S v izvenploScicnih predelih miSice SOL v razlicnih raz-
merah. Aktivnost smo dolocali dvakrat (samo pri nezreli postnatalni miSici in v miSici po distalni aksonot-
mezi le enkrat). Stevilo miSic, zdruZenih v vzorcu za analizo, je podano v oklepaju (n).

Aktivnost oblike AChE 16S
(arbitrame enote/enoto teZe misice)

Dologitev | Dologitev Il (n)
Nezrela postnatalna misica,
16. dan po rojstvuy; 8,21 - (6)
Normalna zrela miSica 1,53 1,34 (4)
Reinervirana misica,
8. dan po distalni aksonotmezi; 5,46 5,41 (5)
Reinervirana misica,
15. dan po distalni aksonotmezi; 4,00 - (6)
Imobilizirana misica 8. dan; 0,38 0,23 (5)
Reinervirana, 10 dni imobilizirana misica,
21. dan po proksimalni aksonotmezi; 6,03 6,01 4)
Reinervirana misica,
21. dan po proksimalni aksonotmezi; 13,78 11,95 (4)
Reinervirana misica,
25. dan po proksimalni aksonotmezi; 9,51 8,32 3)
4 dni trajno denervirana misica,
25. dan po proksimalni aksonotmezi; 2,09 2,40 (3)
Reaktivirana misica, 15. dan
Po paralizi z o-bungarotoksinom; 1,49 2,32 (4)
Reaktivirana misica, 25. dan
Po paralizi z a-bungarotoksinom; 1,41 1,06 (4)
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Slika 5. Vzorci aktivnosti molekularnih oblik AChE (analiza s hitrostjo sedimentacije) v izvenplo3c¢icnih prede-
lih miSice SOL (a — reinervirana miSica, 8. dan po distalnem pretisnjenju Zivca, 5 misic v vzorcu; b — reinervi-
rana misica, 15. dan po distalnem pretisnjenju Zivca, 6 misic v vzorcu). Glede podrobnosti glej legendo k sliki 2.
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delih miSice SOL (a — imobilizirana miSica, 5 misic v vzorcu; b — reinervirana imobilizirana misica, 21. dan
po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 4 miSice v vzorcu). Glede podrobnosti glej legendo pri sliki 2.
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Reinervacija v razmerah misiéne nerabe

Reinervacijo v razmerah misi¢éne nerabe smo povzrocili tako, da smo med obdobjem
regeneracije zivca zadnjo okoncino podgane imobilizirali. V primerjavi z normalno mi-
Sico (slika 2b) je pri kontrolni skupini zivali imobilizacija v miSici SOL povzrocila padec
nesimetri¢nih oblik (16S in 13S), pomembno pa so se zvisale globularne oblike (slika 6a,
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Slika 7. Vzorci aktivnosti molekularnih oblik AChE (analiza s hitrostjo sedimentacije) v izvenplo$cicnih pre-
delih miSice SOL (a — reinervirana miSica, 21. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 4 misice v vzorcu;
b — reinervirana misica, 25. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 3 miSice v vzorcu; ¢ —4 dni trajno de-
nervirana misica, 25. dan po proksimalnem pretisnjenju Zivca, 3 misice v vzorcu). Glede podrobnosti glej
legendo k sliki 2.
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tabela 1). Med reinervacijo miSice SOL pa imobilizacija zadnje okonc&ine ni preprecila
povecanja aktivnosti nesimetri¢ne oblike 16S (slika 6b), vendar to povec€anje ni bilo ta-
ko izrazito kot pri reinervirani misici SOL v neimobiliziranih okoncinah (slika 2c, tabela 1).

Ponovna denervacija miSice SOL med procesom reinervacije

Misico SOL smo 21. dan po pretisnjenju zivca ponovno, tokrat trajno, denervirali. Ak-
tivnost nesimetri¢ne oblike AChE 16S se je Cetrtega dne po tej denervaciji zmanjSala
na priblizno 20 % vrednosti (slika 7¢), opazene 21. dne po pretisnjenju zivca (slika 7a).
Pri kontrolni skupini miSic, ki niso bile ponovno denervirane, smo istega dne opazili le
zmerno znizanje aktivnosti AChE 16S na okrog 70 % vrednosti (slika 7b), izmerjene 21.
dne po pretisnjenju zivca (tabela 1).

Ucinek prehodne paralize namesto denervacije na izvenplo$¢iéne molekularne
oblike AChE v miSici soleus

Z vstavitvijo silikonskega trakca z a-bungarotoksinom smo povzro€ili prehodno parali-
zo mi8ice SOL in drugih miSic goleni za obdobje 3-6 dni, nato pa se je njihova aktiv-
nost zopet vzpostavila. 15. dan po vstavitvi trakca je bil vzorec oblik AChE v izvenplo$-
¢i¢nih predelih skoraj normalen, do pomembnega dviga oblike AChE 16S ni prislo niti
10 dni kasneje (sliki 8a in 8b; tabela 1).
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delih miSice SOL (A — reaktivirana miSica, 15. dan po paralizi z o-bungarotoksinom, 4 miice v vzorcu; B — reak-
tivirana misica, 25. dan po paralizi 7 o-bungarotoksinom, 4 misice v vzorcu). Glede podrobnosti glej legen-
do k sliki 2.
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Razprava

Nesimetri¢éne molekularne oblike AchE so v zrelih miSicah mnogih sesalcev moéno skon-
centrirane v motori¢nih plos¢icah (8, 9). Vendar pa nesimetri¢ne oblike v miSicah teh
zivali niso specificne za motori¢ne ploscice, ampak je njihovo osredotoéenje v motoric¢-
nih plo&¢icah razvojni pojav. Pokazali so namreg, da se v obdobju po rojstvu v preponi
podgane nesimetri¢ne oblike tvorijo tudi izven motori¢nih plod¢ic vzdolz vsega vlakna,
proti koncu prvega meseca po rojstvu pa jih najdemo prakti¢no le v predelih motori¢nih
ploscic (10). Z dozorevanjem miSice pride torej do zavrtja (supresije) sinteze teh oblik
v predelih izven motoriénih ploscic.

Podobno zakonitost smo v pri¢ujoCi raziskavi potrdili tudi v misici SOL in EDL podga-
ne. Aktivnost nesimetri¢ne oblike AChE 168S je v izvenplo&ci¢nih predelih nezrele misi-
ce SOL izredno visoka. Med dozorevanjem miSice sicer ta aktivnost znatno pade, toda
ne izgine popolnoma. Razvojno pogojeno zavrtje tvorbe izvenplos¢€i¢nih nesimetri¢nih
oblik AChE v miSici SOL je reverzibilno, kar je nakazala ze Studija trajne denervacije mi-
Sice SOL (19). Povsem nedvoumno pa se je ta reverzibilnost pokazala v nasih posku-
sih po reinervaciji, ki je sledila denervaciji. Med reinervacijo je postal vzorec molekular-
nih oblik AChE v miSici SOL podoben tistemu v nezreli postnatalni misici (»vrnitev v ne-
zrelo postnatalno stanje«). V zvezi z uravnavanjem AChR povzroci tako vrnitev ze sa-
ma denervacija misice (36), glede AChE pa se vrnitev miSice SOL v nezrelo stanje vzpo-
stavi Sele ob njeni reinervaciji.

Raziskave, ki so potekale v podobnih razmerah kot nasi poskusi, so pokazale, da se po
pretisnjenju ishiadiénega Zivca na stegnu zacne reinervacija golenskih misic priblizno
Cez 2 tedna, refleks razpiranja prstov zadnje tacke pa se popolnoma obnovi po 3 ted-
nih (38, 42). Prehodna denervacija v naSem poskusu je torej trajala 2-3 tedne. Zani-
malo nas je, ali je trajanje denervacije odlocilno za vrnitev miSice v nezrelo postnatal-
no stanje. Poskus z distalnim pretisnjenjem zivca tik ob vstopu v misico SOL, pri kate-
rem je pot za regenerirajoCe se aksone zelo kratka, tako da nastopi reinervacija misi-
ce SOL v 3—4 dneh, je pokazal, da pride do vrnitve v nezrelo postnatalno stanje Ze po
nekajdnevni denervaciji. Ker pa porast nesimetri¢nih oblik v tem primeru ni bil tako vi-
sok kot po dolgotrajnejsi denervaciji, se zdi, da je za popolno vrnitev v nezrelo stanje
kljub vsemu potrebno daljSe obdobje prehodne denervacije.

Zanimal nas je tudi pomen stalne prisotnosti Zivca med reinervacijo za povrnitev spo-
sobnosti izvenplosciéne sinteze nesimetriéne oblike 16S v misici SOL. Ugotovili smo,
da prekinitev zivca med procesom reinervacije sprozi hiter padec aktivnosti nesimetric¢-
ne oblike AChE 16S v izvenplo$€i¢nih predelih miSice SOL, kar pomeni, da je za ohra-
nitev nezrelega stanja te miSice med reinervacijo potrebno stalno ozivéenje. Izsledki so
ovrgli domnevo, da bi lahko reinervacija v miSici SOL sprozila nezrelo stanje, ki bi se

nato vzdrzevalo samo od sebe.

V nasprotju z miSico SOL pa med reinervacijo misice EDL ni priSlo do ponovnega po-
rasta aktivnosti nesimetri¢ne oblike 16S v podrocju izven ploscic. MiSica EDL se torej
niti med reinervacijo v tem pogledu ne povrne v nezrelo postnatalno stanje. Zdi se, da
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je v miSici EDL razvojno pogojeno zavrtje tvorbe nesimetri¢nih oblik AChE izven moto-
riénih ploscic ireverzibilno.
Mozni sta dve razlagi razli€nega uravnavanja AChE v miSicah SOL in EDL med reinervacijo:

— vzorca zivénega drazenja se normalno v obeh miSicah pomembno razlikujeta (15).
MisSica SOL dobi na dan bistveno ve¢ Ziv€nih impulzov kot EDL, pri slednji pa je frek-
venca impulzov vecja, €eprav se motori¢ne enote redko vzdrazijo. Mozno bi bilo, da
se ta razlika nevrogenih vzorcev drazenja vsaj delno ohrani med procesom reiner-
vacije, kar bi lahko pripeljalo do omenjene razlike v uravnavanju AChE med reiner-
vacijo. Rezultati reinervacije misice SOL v razmerah miSi¢ne nerabe pa govorijo pro-
ti tej domnevi. Med imobilizacijo okoncine se namre¢ vzorec zZivénega drazenja mi-
Sice SOL znacilno spremeni: postane fazi€en in Stevilo impulzov se zmanjSa na 15 %
kontrolne vrednosti (43). Skladno s tem smo tudi mi ugotovili, da imobilizacija spre-
meni vzorec izvenplos¢icnih molekularnih oblik AChE v misici SOL tako, da postane
precej podoben tistemu v EDL: aktivnost nesimetricnih oblik pade, globularnih pa na-
raste. Kljub temu pa tudi v imobilizirani okon¢ini med reinervacijo $e vedno opazimo
vrnitev miSice SOL v nezrelo postnatalno stanje. Domnevamo torej lahko, da vzorec
zivénega drazenja ni odlocilen za vrnitev miSice SOL v postnatalno nezrelo stanje;

— zato se nam zdi verjetnejSa hipoteza, da so razlike med obema miSicama pogojene
genetsko (intrinzi¢ne razlike). V prid tej domnevi govori ugotovitev, da se razlike v vzor-
cih molekularnih oblik AChE v obeh miSicah pojavijo zelo zgodaj med postnatalnim
razvojem (17, 24), Se preden se vzpostavijo razlike v vzorcih Zivénega drazenja (25).
Tudi poskusi z navzkrizno presaditvijo in regeneracijo podpirajo domnevo o intrinzi¢-
nih razlikah uravnavanja AChE (78). Domnevamo lahko, da je zaradi intrinzi¢nih raz-
lik med obema misicama tvorba nesimetriénih AChE med razvojem v miSici EDL za-
vrta ireverzibilno, v misici SOL pa reverzibilno, zato se prva v tem pogledu ne more
vrniti v nezrelo stanje, druga pa lahko.

Paraliza miSice z botulinovim toksinom vpliva na uravnavanje zunajplo$€i¢nih oblik
AChE v misicah SOL in EDL enako kot denervacija (44), iz Cesar so avtorji sklepali, da je
elektromehani¢na aktivnost misice, ki jo prozi Zivec, tista, ki odlocilno vpliva na uravnava-
nje AChE izven motori¢nih ploscic. Zato se nam je zdelo zanimivo prouditi, ali bi lahko
tudi prehodna paraliza namesto prehodne denervacije povzrocila vrnitev miSice SOL v ne-
zrelo stanje glede uravnavanja AChE. Rezultati poskusov s paralizo z a-bungarotoksinom
so pokazali, da prehodna paraliza zaradi blokade AChR ne zado$¢a — torej ne povzroci
vrnitve miSice SOL v nezrelo stanje v obdobju ponovne reaktivacije misice po paralizi.

Moznih je vec razlag, zakaj je paraliza manj ucinkovita od denervacije:
— razlika med paralizo miSice z a-bungarotoksinom in denervacijo misice je npr. v tem,

fiéni dejavniki iz zivca lahko prehajajo v miSico, kar je po denervaciji nemogoce, ker
zivéni konci¢ propade. Ti dejavniki bi morebiti lahko preprecili vrnitev miSice SOL v ne-
zrelo postnatalno stanje. Slabost te razlage je v tem, da bi morali pri uravnavanju AChE
na podrocjih izven motori¢nih plos¢ic ti dejavniki difundirati in delovati zelo dale¢ od
motori¢nih plo¢ic vzdolz celotnega miSi¢nega vlakna, da bi lahko povsod vzdrzeva-
li zavrtje tvorbe nesimetri¢nih oblik AChE, kar ni zelo verjetno;
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— verjetnej$a se nam zdi zato naslednja razlaga: o-bungarotoksin prekine samo ziv¢-
nervacija prekine tudi aferentni del refleksnega loka. Zato domnevamo, da se v mi-
Sici SOL takoj po prekinitvi paralize vzpostavi bolj ali manj normalen toni¢ni vzorec
zivénega drazenja, po reinervaciji, ki sledi denervaciji, pa najbrz ne, ker se mora prej
obnoviti celotni refleksni lok. Mogoce bi torej bilo, da toni¢ni vzorec zivénega draze-
nja v misici SOL, ki se vzpostavi takoj po reaktivaciji, morda prepreci vrnitev misice
SOL v nezrelo postnatalno stanje. Skladno s to domnevo je tudi opazanje, da se iz-
venplos¢i¢na tvorba nesimetri¢nih oblik AChE med normalnim zorenjem misice SOL
zmanjSa Sele po tem, ko se v tej miSici vzpostavi toni¢ni vzorec zivénega draze-
nja (17, 25).

Sklepi

S staliS§¢a uravnavanja nesimetri¢ne oblike AChE 16S (A12) povzroci reinervacija po pre-
hodni denervaciji misice zacasno vrnitev po¢asne miSice SOL v nezrelo postnatalno sta-
nje: tvorba te oblike AChE se v izvenplo&¢i¢nih predelih miSice mo¢no prehodno pove-
Ca. Hitra misica EDL pa se med reinervacijo ne povrne v nezrelo stanje; zdi se, da je

sinteza izvenplo&c¢i¢nih nesimetri¢nih oblik AChE v tej miSici ireverzibilno zavrta.

Za vrnitev misice SOL v omenjeno nezrelo stanje zadostuje Ze kratka, nekajdnevna pre-
hodna denervacija, za popolno uveljavitev nezrelega stanja pa je potreben daljsi ¢as de-
nervacije pred reinervacijo.

Za vzdrzevanje nezrelega stanja v kratkem obdobju po reinervaciji miSice SOL je nuj-
na stalna prisotnost oziv¢enja te miSice.

Spremenjena raba miSice SOL ob imobilizaciji zadnje okon¢ine, ki povzro¢i spremem-
bo vzorca proZzenja motori¢nega zivca, ne prepreci vrnitve misice SOL v nezrelo post-
natalno stanje med reinervacijo, zato vzorec drazenja miSice med reinervacijo najbrz ni
odlocilen za ta pojav.

Za vrnitev miSice SOL v nezrelo stanje ne zadoS¢a zaCasna paraliza zaradi blokade
AChR, ki ji sledi reaktivacija miSice, ampak sta potrebni prehodna denervacija in reiner-
vacija.
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