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Molekularni mehanizmi nastajanja sinaps so ena od osrednjih tem modernih nevrobiolo{-
kih znanosti. Acetilholinesteraza (AChE) je encim, ki katalizira hidrolizo acetilholina in tako
prekine holinergi~en prenos signala v `iv~no-mi{i~nem stiku (@MS). Velika ve~ina AChE je
v tej sinapsi pri~vr{~ena na bazalno lamino oz. membrano. Ta se nahaja med presinapti~no
membrano, ki je del ̀ iv~nega kon~i~a, in postsinapti~no membrano, ki je del mi{i~nega vlakna.
Ker poteka sinteza AChE tako v motori~nem nevronu kot v mi{i~nem vlaknu, je teoreti~no
mo`no, da je izvor AChE tako v enem kot v drugem tkivu. Dosedanje raziskave mo~no pod-
pirajo mi{i~ni izvor, a dopu{~ajo tudi mo`nost `iv~nega izvora AChE v @MS.

V tej nalogi smo preu~evali izvor sinapti~ne AChE v zgodnej{i fazi nastajanja sesalskega
@MS v pogojih in vitro.

V preu~evani zgodnji fazi razvoja @MS prispeva motori~ni nevron vsaj del AChE, ki jo
najdemo v sinapti~ni {pranji.

V poskusih smo uporabili in vitro sistem, v katerem smo ~love{ke mi{i~ne cev~ice gojili
v kokulturi z eksplanti, izoliranimi iz podganje hrbtenja~e. V teh kokulturah se med mi{i~-
nimi cev~icami in motori~nimi nevroni, ki izrastejo iz eksplantov, razvijejo visoko diferencirani
@MS. Z uporabo vrstno specifi~nih protiteles proti ~love{ki in podganji AChE smo z imunof-
luorescen~no metodo ugotavljali, ali je sinapti~na AChE ~love{kega (mi{i~nega) ali podganjega
(`iv~nega) izvora. Vrstno specifi~nost protiteles smo preverili z metodo Western blot. @MS smo
identificirali s kombiniranjem faznokontrastne mikroskopije mi{i~nih in ̀ iv~nih vlaken in flou-
rescen~ne mikroskopije skupkov acetilholinskih receptorjev. Slednje smo opazovali, prek vezave
α-bungarotoksina, ozna~enega z rodaminom.

Po barvanju ~love{ke AChE smo dobili mo~an imunofluorescen~ni signal na mestu @MS,
kar ka`e na visok dele` mi{i~ne AChE v @MS. Signal v podro~ju @MS smo dobili tudi po bar-
vanju podganje AChE. To ka`e, da je del AChE v opazovani fazi razvoja @MS vendarle prispeval
tudi ̀ ivec, vendar je ta dele`, sode~ po intenziteti signala, manj{i od prispevka mi{ice. Po kvanti-
tativni oceni intenzitete signala je bil ta v primeru ~love{ke AChE pozitiven v 62 %, v primeru
podganje AChE pa le v 32 % od vseh opazovanih @MS.

Omenjeni rezultati potrjujejo na{o hipotezo. Ve~ina AChE v zgodnji fazi razvoja @MS je
sicer mi{i~nega izvora, manj{i dele` pa prispeva tudi motori~ni nevron.

1 Marko Jev{ek, univ. dipl. biol., {tudent medicine, Laboratorij za molekularno nevrobiologijo, In{titut
za patolo{ko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zalo{ka 4, 1000 Ljubljana.

2 Asist. dr. Toma` Mar{, univ. dipl. biol., {tudent medicine, Laboratorij za molekularno nevrobiologijo,
In{titut za patolo{ko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zalo{ka 4, 1000 Ljubljana.

3 Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Pre{ernovo nagrado za {tudente v letu 2001.
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ABSTRACT

KEY WORDS: acetylcholinesterase, neuromuscular junction, muscle skeletal – innervation, immunohistochemistry

The molecular mechanisms underlying synaptic formation are one of the central themes of
modern neuroscience. The best-established role of acetylcholinesterase (AChE) is the ter-
mination of signal transmission in the neuromuscular junction (NMJ) and other cholinergic
synapses by catalyzing hydrolysis of acetylcholine. Most of the AChE in the NMJ is bound
to the specialized basal lamina located between the presynaptic membrane contributed by
the nerve ending and the postsynaptic membrane belonging to skeletal muscle fiber. Both
cells can therefore be a source of synaptic AChE. Current evidence strongly supports a mus-
cular origin for synaptic AChE; however, the possibility of neural origin has never been
eliminated and is supported by another line of evidence.

The objective of this work was to study the origin of synaptic AChE at the earlier stages
of the formation of mammalian NMJ under in vitro conditions.

At least part of the synaptic AChE found in the NMJ at the earlier stages of its forma-
tion is contributed by the motor neuron.

In our study, an in vitro model was employed in which human muscle was co-cultured
with the explants isolated from embryonic rat spinal cord. In these co-cultures the motor neu-
rons originate from the rat spinal cord explants and form differentiated and long-lived NMJs
with human muscle fibers. By using species-specific antibodies against human and rat AChE,
respectively, we were able to distinguish between AChE of muscle (human) and neural (rat)
origin. Species specificity of anti-AChE antibodies was tested by Western blotting. Phase-con-
trast microscopy and fluorescent identification of acetylcholine receptors were used for
visualization of the NMJs.

A strong signal was observed after staining with anti-human AChE antibodies, which indi-
cated a relatively strong muscular AChE contribution in the NMJ. The signal was also observed
at the NMJ after the staining of rat AChE, suggesting neural origin of a part of synaptic AChE.
The lower intensity of this signal suggests that the neural contribution was smaller than the
muscular one. Quantitative analysis based on the intensities of the signals revealed that 62%
of the examined NMJ were human (muscle) AChE-positive and 32% of them were rat (nerve)
AChE-positive.

The above results support our hypothesis. The majority of AChE at the earlier stages of NMJ
formation is of muscular origin; however, a small part is also contributed by the motor neuron.

Izhajajo~ iz ugotovitev, da se AChE naha-
ja tudi na mestih, kjer ni drugih komponent
holinergi~nega sistema, pripisujejo temu
encimu tudi vrsto drugih, neholinergi~nih
funkcij, med drugim tudi pomembno vlogo
pri razvoju motori~ne plo{~ice (1, 2).

Struktura AChE

Za encim je zna~ilen molekularni polimorfi-
zem, pojav, pri katerem se beljakovina pojavlja
v razli~nih molekularnih oblikah. V primeru
AChE imajo te oblike enake kineti~ne in
farmakolo{ke lastnosti, razlikujejo pa se po
sestavi katalitskih in strukturnih podenot,
hidrodinamskih lastnostih, hidrofobnosti in
porazdelitvi v celici. Glede na strukturo delimo

UVOD
Vloga in razporeditev
acetilholinesteraze
v `iv~no-mi{i~nem stiku

Vloga acetilholinesteraze

Encim acetilholinesteraza (AChE), ki prek
hidrolize acetilholina (ACh) prekinja prenos
signala v `iv~no-mi{i~nem stiku (@MS) in
drugih holinergi~nih sinapsah, sodi – poleg ace-
tilholinskih receptorjev (AChR) – med najbolj
preu~evane molekule ̀ iv~no-mi{i~nega preno-
sa. Pomembna vpra{anja o mehanizmih, ki
uravnavajo ekspresijo in prostorsko razme{~a-
nje te komponente ̀ iv~no-mi{i~nega stika, pa
obstajajo kljub temu {e vedno odprta.
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razli~ne molekularne oblike v razred hetero-
mernih in homomernih oblik. Heteromerne
oblike so sestavljene iz katalitskih podenot in
dodatne strukturne podenote (kolagenu podo-
ben rep ali hidrofobni strukturni peptid).
Homomerne oblike pa so sestavljene samo iz
katalitskih podenot, pri ~emer imajo amfifilne
oblike posttranslacijsko dodano {e glikofosfo-
lipidno sidro (slika 1). Pojavljanje razli~nih
molekularnih oblik in njihova medsebojna raz-
merja se razlikujejo glede na posamezne
biolo{ke vrste, razvojne stopnje organizma in
tudi glede na posamezna tkiva znotraj istega
organizma. Vloga tega molekularnega polimor-
fizma AChE je verjetno v usmerjanju in
vgrajevanju AChE na razli~na mesta v celicah
in tkivih glede na funkcijo, ki jo AChE na dolo-
~enih mestih v dolo~enem ~asu lahko ima.
Tako je za @MS zna~ilna specializirana asime-
tri~na A12-oblika. Ta je sestavljena iz treh
tetramernih oblik s {tirimi katalitskimi pode-
notami, ki so povezane med sabo s t. i.

kolagenskim repom, ki tej obliki omogo~a
zasidranje v bazalni lamini mi{i~nega vlakna
(slika 1). V podro~ju @MS so prisotne tudi
homomerne oblike AChE, katerih nahajali{-
~e {e ni jasno (za pregled glej 1).

Ekspresija AChE

Omenili smo ̀ e, da se mora AChE v mi{i~nem
vlaknu ne le sintetizirati, ampak tudi usme-
riti na mesto svojega delovanja. Za pravilen
potek tega procesa so najbr` pomembne vse
faze biosinteze AChE, {e posebej pa tiste
stopnje biosinteze, kjer se le-ta uravnava.
Pomembno raven te regulacije predstavlja sin-
teza AChE mRNA, ki je `e sama asimetri~no
porazdeljena vzdol` skeletnomi{i~nega vlak-
na (4, 5). Na mi{ici latissimus dorsi odrasle
prepelice in na mi{ici extensor digitorum lon-
gus (EDL) odrasle podgane so opazili, da je le-ta
prisotna v sinapti~nem predelu (6, 7). V posku-
sih na celi~nih kulturah so ugotovili tudi, da
se AChE prepisi v ve~jedrnem mi{i~nem sinci-

Slika 1. Molekularne oblike AChE. Prikazane so razli~ne molekularne oblike in eksoni, ki kodirajo njihove karboksilne konce. V stru-
pu nekaterih ka~ (Bungarus) so v zadnjem ~asu odkrili {e dodaten ekson S, ki kodira topno monomerno obliko (povzeto po Cousin
in sod., 1998 (3)).

Heteromerne oblike Homomerne oblike

Glikofosfolipidne oblike
(G1, 2, 4)

Hidrofilne oblike (G1, 2, 4)
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ciju vedno nahajajo v obmo~ju jedra, v kate-
rem so se prepisali (8), in da tudi prevajanje
ter usmerjanje zrelih AChE poteka v podro~ju
oz. v bli`ini izvornega jedra (9). Prepisovanju
in posttranslacijskim spremembam AChE
sledi prenos molekul do sarkoplazme in nji-
hova sprostitev v `iv~no-mi{i~no {pranjo ter
difuzija AChE do vezavnega mesta na bazal-
ni lamini (za pregled glej 1). Prav tako se
AChE sintetizira v celicah α-motori~nih
nevronov (10, 11), kjer so tudi visoke koncen-
tracije AChE mRNK (12). Njena asimetri~na,
A12-oblika se prenese vzdol` `iv~nega vlak-
na do presinapti~ne membrane (11).

Izvor AChE v @MS

[tevilni raziskovalci so pokazali mo`nost
mi{i~nega izvora AChE v @MS. V poteku
skeletnomi{i~ne diferenciacije in vivo in in
vitro se aktivnost AChE spreminja, prav tako
pa se spreminja tudi mesto nastajanja encima
znotraj mi{i~nega vlakna (13). Z elektronsko
mikroskopijo miodermatoma zajca so `e na
stopnji mononuklearnih mioblastnih celic
dokazali AChE v okolici jedra, v endoplaz-
matskem retikulumu in v Golgijevem kom-
pleksu (14). Ob zlitju enojedrnih mioblastov
v ve~jedrne mi{i~ne celice in vivo in in vitro
pride do pove~anja aktivnosti AChE (15, 16)
kot posledice zve~ane ravni tudi njene
mRNK (4, 17). Samo nahajanje AChE v neo-
`iv~eni ve~jedrni mi{i~ni celici se v razli~nih
razvojnih stopnjah spreminja in je verjetno
tudi vrstno specifi~na (13). Mesto nahajanja
in sinteza AChE v mi{i~ni cev~ici je omejena
na obmo~je jedra, kjer se izra`a AChE
mRNA (9).

Glede izvora AChE, ki se nahaja na bazal-
ni lamini v @MS, so mnenja danes deljena, saj
obstoje~i podatki dopu{~ajo tako mo`nost
mi{i~nega kot tudi ̀ iv~nega izvora. Na mode-
lu kokulture, pripravljene iz mi{i~nih celic
podgane in disociiranih ̀ ivcev iz pi{~anca, so
De La Portejeva in sodelavci (18) pokazali, da
izvira AChE v takem modelu le iz mi{i~ne celi-
ce. Prav tako je znano, da lahko spodbujeno
mi{i~no vlakno proizvaja AChE, ki se kopi~i
v @MS (19–21). Znane so tudi mnoge podrob-
nosti biosinteze AChE in njihovega prenosa
v skeletni mi{ici (22).

Nekateri avtorji nasprotno menijo, da
AChE v @MS izvira iz ̀ iv~nega vlakna. Globu-

larne (G1, G2, G4) in asimetri~ne oblike (A12)
AChE se sintetizirajo tudi v motori~nem ̀ iv-
cu. Couraud s sodelavci (11) je dokazal tudi
njihov prenos po aksonih ̀ ivcev v anterograd-
ni ter retrogradni smeri. Molekularne
oblike G1 in G2 potujejo po aksonu s po~a-
snim aksonskim prenosom, obliki G4 in A12
pa s hitrim. Od vseh molekularnih oblik
AChE pa v obnavljajo~em `iv~nem vlaknu
najhitreje potuje A12 AChE (11). Anglister-
jeva (23) je z odstranitvijo mi{ice iz @MS ̀ abe
pokazala, da je AChE, vezana na {e ohranje-
no bazalno lamino v @MS, `iv~nega izvora.
Dokon~nega odgovora o izvoru AChE v de
novo nastalem @MS torej {e ni, zato se tega
vpra{anja lotevamo v tej nalogi.

Modeli za {tudij @MS
v ~love{ki mi{ici

Edini model, kjer je mo`no na relativno pre-
prost na~in spremljati vse faze sinaptogeneze
sesalskega @MS, do neke mere pa tudi inte-
rakcije med ̀ iv~nimi celicami in celicami glije,
je model in vitro o`iv~enih mi{i~nih celic.
V tem modelu se med motori~nimi `ivci in
skeletnomi{i~nimi vlakni vzpostavijo funk-
cionalni @MS, ki se po funkcionalni in po
morfolo{ki plati ne razlikujejo od @MS, nasta-
lih v pogojih in vivo (24, 25). Pred kulturami
disociiranih celic ima ta model vrsto predno-
sti, saj v ve~ji meri ohranja kompleksnost
interakcij med ̀ iv~nimi in ne`iv~nimi celica-
mi, kakr{ne najdemo v pogojih in vivo.

Model omogo~a spremljanje vseh faz
sinaptogeneze, saj so kokulture obstojne tudi
ve~ mesecev, torej precej ve~, kot so in vitro
sposobne pre`iveti organotipi~ne kulture
embrionalne hrbtenja~e v odsotnosti mi{i~-
nih vlaken (26), pa tudi sesalska mi{i~na
vlakna v odsotnosti hrbtenja~nih eksplantov.
Model sta prvi~ opisala Crain in Peterson (27),
ki sta organski kulturi mi{i~nih vlaken doda-
la eksplante embrionalne mi{je hrbtenja~e.
Iz eksplanta izra{~ajo~i `ivci so tvorili funk-
cionalne @MS z obnavljajo~imi mi{i~nimi
vlakni. Po dveh do treh tednih v kokulturi so
se obnavljajo~a vlakna {e naprej diferencira-
la, tvorila pre~no progavost in se za~ela kr~iti.
Askanasova in sodelavci (24) so ta model
spremenili. Kot vir mi{i~nih celic so vzeli
mioblastne celice, ki se razvijejo iz satelitskih
celic odrasle skeletne mi{ice. To so spe~e
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(dormantne) celice, ki se aktivirajo ob po{kod-
bah mi{ic in imajo klju~no vlogo pri obnovi
tkiva (25–29). V omenjenem modelu ~love{-
ki mioblasti, pridobljeni iz biopsijskega
mi{i~nega tkiva, vstopajo v proces fuzije in
tvorijo mi{i~ne cev~ice, te pa nato tvorijo @MS
z `ivci, ki izra{~ajo iz eksplantov embrional-
ne podganje hrbtenja~e. Ta model omogo~a
opazovanje nastanka @MS, ki se tvorijo v bli-
`ini eksplanta kot del dobro diferenciranih in
funkcionalnih motori~nih enot (4, 30). V teh
kokulturah se nikotinski AChR in AChE
kopi~ijo na mestih na novo nastalih @MS.
Kokulture ka`ejo o~iten prehod iz multifokal-
nega o`iv~enja v mlaj{ih do unifokalnega
o`iv~enja v starej{ih kokulturah, kar je zna-
~ilno tudi za o`iv~enje in vivo (31). Kr~enje
mi{i~nih cev~ic je mo`no reverzibilno preki-
niti z 1mM koncentracijo d-tubukurarina, kar
dokazuje, da se ne pro`ijo spontano, ampak
prek izlo~anja ACh in njegove vezave na
AChR (24). O`iv~ene mi{i~ne cev~ice so
v primerjavi z neo`iv~enimi veliko bolj dife-
rencirane (32) in imajo jasno izra`eno pre~no
progavost in vzpostavljen mirovni membran-
ski potencial (33). Potek o`iv~enja je podoben
poteku v razmerah in vivo: po dveh do treh
dneh kokulture je opaziti intenzivno izra{~a-
nje aksonov iz eksplanta. Po 7 do 10 dneh se
pojavijo `e prve kontrahirajo~e mi{i~ne cev-
~ice. Po 14 do 16 dneh {tevilo kontrahirajo~ih
vlaken naraste in se pojavi pre~na progavost.
Po treh tednih so kr~itve neprekinjene, kon-
trahirajo~a vlakna pa so morfolo{ko bistveno
druga~na od nekontrahirajo~ih, ki za~nejo
propadati in odmirati (24).

Mnoga opa`anja ka`ejo, da se razvoj ~lo-
ve{kih mi{ic bistveno razlikuje od razvoja
glodalskih mi{ic. Medtem ko imajo vlakna glo-
dalskih mi{ic tudi v kulturi brez prisotnosti
`ivca dobro razvito bazalno lamino, pre~no
progavost in se spontano kr~ijo, ~love{ke
mi{i~ne celice v kulturah brez o`iv~enja ne
dose`ejo stopnje zrelosti, ki je potrebna za
kr~enje in imajo slabo razvito bazalno lamino
ter pre~no progavost (24, 34, 35). O~itne
razlike med mi{ico ~loveka, ki za normalno
diferenciacijo in razvoj nujno potrebujejo
o`iv~enje (36), in mi{icami ostalih `ivalskih
vrst opozarjajo, da je za {tudij mi{i~ne ontoge-
neze pri ~loveku treba uporabiti poskusne

modele s ~love{ko mi{ico. Zgoraj opisani model
je do sedaj edini, ki izpolnjuje to zahtevo.

NAMEN IN HIPOTEZA
Sporo~anje prek sinaps je osnova delovanja
`iv~evja. Molekularni mehanizmi, ki uravna-
vajo to sporo~anje, in mehanizmi moduliranja
tega sporo~anja so zato ena od osrednjih
tem dana{njih nevrobiolo{kih znanosti. Eden
od na~inov spoznavanja teh mehanizmov je
tudi opazovanje dogodkov med nastajanjem
sinaps. Zaradi eksperimentalne dostopnosti
je predmet takih {tudij najpogosteje @MS.
V tej nalogi nameravamo ugotavljati izvor
encima AChE v @MS sesalca. Preverjali bomo
naslednjo hipotezo: V zgodnji fazi razvoja
@MS prispeva motori~ni nevron vsaj del
AChE, ki jo najdemo v sinapti~ni {pranji.

OBRAZLO@ITEV
Danes {e nimamo dokon~nega odgovora na
vpra{anje, od kod izvira AChE, ki se nahaja
v sinapti~ni {pranji @MS. Mnoge {tudije so
pokazale, da vsaj del le-te vsekakor prispeva
skeletno mi{i~no vlakno. @e leta 1971 so
Tennyson in sodelavci (14) dokazali AChE
v okolici jedra, v endoplazmatskem retiku-
lumu in v Golgijevem aparatu mioblastnih
celic. Od takrat naprej so {tevilni raziskoval-
ci (13, 15, 16, 22) potrdili prisotnost AChE
v mi{i~ni celici. Na modelu kokulture, priprav-
ljene iz mi{i~nih celic podgane in disociiranih
`ivcev iz pi{~anca, so De La Portejeva in sod-
delavci (18) pokazali, da izvira AChE v takem
modelu le iz mi{i~ne celice.

Po drugi strani pa obstajajo podatki, ki
govorijo v prid hipotezi, da del AChE v @MS
prispeva motori~ni nevron. Tako vemo, da
potekata sinteza asimetri~nih A12-oblik AChE
tudi v motori~nih nevronih in da se A12-ob-
like AChE prena{ajo po aksonih motori~nih
nevronov (11). Edini za zdaj znani namen sin-
teze take »repate« asimetri~ne oblike AChE naj
bi bil ravno v tem, da se z repom pri~vrsti
v bazalno lamino @MS. Poleg tega je Anglister-
jeva (23) ugotovila, da se tudi po odstranitvi
mi{i~nega dela @MS `abe in po inhibiciji
prej prisotne AChE ta encim ponovno poka-
`e v bazalni lamini @MS.
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Z uporabo in vitro sistema, v katerem je
~love{ka mi{ica o`iv~ena s podganjim moto-
ri~nim nevronom (4, 24, 37), bomo poizkusili
dolo~iti izvor AChE. Z uporabo vrstno speci-
fi~nih protiteles proti ~love{ki in podganji
AChE bomo z imunofluorescen~no metodo
ugotavljali, ali je sinapti~na AChE ~love{kega
(mi{i~nega) ali podganjega (`iv~nega) izvora.

METODE

Tretiranje `ivali in delo
s ~love{kim tkivom

[tudijo izvora AChE smo opravili v Labora-
toriju za mi{i~ne kulture na In{titutu za
patolo{ko fiziologijo MF v Ljubljani. Upora-
bili smo ~love{ke mi{i~ne kulture, o`iv~ene
in vitro (38). Za vse poskuse, ki smo jih
izvedli, so bila pridobljena mnenja ustreznih
eti~nih komisij (Komisija za medicinsko etiko
pri Ministrstvu za zdravstvo Republike Slo-
venije, {t. 63/01/99).

Podganje embrionalno tkivo smo izolira-
li iz embrijev brejih samic soja Wistar. Pri delu
so bili upo{tevani ustrezni predpisi, ki jih pri
takem delu zahteva ustrezna zakonodaja
v Sloveniji (Navodila o pogojih za izdajo
dovoljenja za poskuse na ̀ ivalih v znanstveno-
raziskovalne namene, UL. RS {t. 322-03/85-74).
Posebna pozornost je bila namenjena zmanj-
{anju trpljenja `ivali. Le-te smo `rtvovali
v komorah z dovajanjem CO2. Pri delu s ~lo-
ve{kim tkivom smo upo{tevali vse varnostne
ukrepe, ki prepre~ujejo oku`be in njihovo {ir-
jenje. V opisanih poskusih smo uporabili
delce ~love{ke mi{ice, ki se po doktrini odstra-
njujejo pri nekaterih operacijah na Ortopedski
kliniki KC v Ljubljani.

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

Kot model za {tudij sinaptogeneze smo upo-
rabili modificiran model ~love{ke mi{ice,
o`iv~ene in vitro (29, 36). Kulturo ~love{kih
mioblastov smo pripravili iz mi{i~nega tkiva
bolnikov, za katere je bilo ugotovljeno, da so
brez mi{i~nih in ̀ iv~no-mi{i~nih degenerativ-
nih bolezni. V na{i {tudiji smo kot vir

satelitskih celic uporabili ko{~ke mi{ice abduc-
tor hallucis, ki se po doktrini odstranijo pri
operacijah ekvinovarusa. Tkivo smo pred
obdelavo shranili v 15 ml rastnega medija
z minimalno sestavo (MEM) (Gibco, Maryland,
ZDA) z dodanim 15% govejim serumom (FBS)
(Gibco, Maryland, ZDA) (T = 4°C). Tkivo
smo pred pripravo celi~nih kultur o~istili
vezivnega in drugega tkiva in razrezali na
0,5 do 1 mm velike ko{~ke. Ko{~ke tkiva
smo nato tripsinizirali (T = 37°C), ~as tega
postopka pa je bil odvisen od koli~ine tkiva.
Tripsinizirane mi{i~ne satelitske celice smo
nato gojili do klonalne gostote v petrijevkah
(d = 100 mm), in to v MEM z dodanim 15 %
FBS in drugimi substancami, nakar smo jih pre-
nesli v inkubator z nasi~eno vlago (T = 37°C)
in me{anico zraka in 5% CO2. Po dveh do treh
tednih rasti brez menjave medija in pred fuzi-
jo mioblastov v mi{i~ne cev~ice, smo lo~ili
mioblastne kolonije od fibroblastnih kolonij
in jih nadalje gojili v posodah za celi~ne kul-
ture (75cm2). Ko je rast dosegla konfluentnost
in pred zlitjem mioblastov, smo celice tripsi-
nizirali in prenesli v posode (d = 35 mm)
z vstavljenim krovnim stekelcem. Krovna
stekelca smo pred tem prevlekli z me{anico
`elatine (Sigma, Missouri, ZDA) in krvne
plazme v razmerju 1 : 2. Mioblasti so naprej
rasli v mediju F-14 (Gibco, Maryland, ZDA)
z dodanim 10 % FBS, fibroblastnim rastnim
dejavnikom (50ng/ml medija), epidermalnim
rastnim dejavnikom (10 ng/ml medija) (oba
rastna dejavnika sta bila proizvod Collabo-
rative Research, Ohio, ZDA) in insulinom
(10 µg/ml medija) (Sigma, Missouri, ZDA).
Po zlitju mioblastov v mi{i~ne cev~ice smo na
kulturo polo`ili 0,5–1 mm debele segmente
podganje hrbtenja~e, izolirane iz embrijev
(stopnja E13 do E14), z nepo{kodovanimi
meningami in dorzalnimi gangliji. Na vsako
krovno stekelce smo prenesli 4 do 5 seg-
mentov embrionalne hrbtenja~e. Nadaljnjo
diferenciacijo mioblastov smo vzpodbudili
z gojenjem v mediju F-14 z dodanim 5 %
FBS, insulinom (10µg/ml medija) in brez rast-
nih dejavnikov. Medij smo menjavali vsake
2 do 3 dni in v tem ~asu kulture redno opa-
zovali pod invertnim mikroskopom (Zeiss,
Jena, Nem~ija).
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Imunocitokemi~no barvanje
v kulturah ~love{kih mi{ic,
o`iv~enih in vitro

Izbira protiteles

Uporabili smo primarna poliklonalna proti-
telesa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
ZDA) in monoklonalna protitelesa (Calbioc-
hem, Cambridge, ZDA) proti podganji ter
primarna poliklonalna protitelesa (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz ZDA) in
monoklonalna protitelesa proti ~love{ki AChE
(Chemicon, Temecula, ZDA). Kot kontrolo
smo uporabili poliklonalna protitelesa proti
aktinu (Santa Cruz Biotechnology, ZDA).
Sekundarna protitelesa (Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, West Grove, ZDA) so bila
ozna~ena s fluorescein izotiocianatom (FITC)
ali tetrametil rodamin izotiocianatom (TRITC).

Imunocitokemi~no barvanje AchE

Kokulture smo najprej sprali v fosfatnem
pufru (PBS), segretem na 37°C, nato smo jih
fiksirali s 4 % paraformaldehidom (Sigma,
Missouri, ZDA) v fosfatnem pufru (15 min),
nakar smo jih 2-krat spirali z istim pufrom. Po
spiranju smo tkivo inkubirali v fosfatnem
pufru z dodanimi primarnimi protitelesi pri
sobni temperaturi (razred~itev in ~as inkuba-
cije sta bila odvisna od vrste protitelesa in sta se
gibala od 1 : 100 do 1 : 1000). Sledilo je spira-
nje primarnih protiteles (petkrat v fosfatnem
pufru) in inkubacija z ustreznim sekundarnim
protitelesom (30 min). Po inkubaciji s sekun-
darnimi protitelesi in spiranju smo material
vklopili v glicin in robove krovnega stekelca
premazali z lakom.

Histokemi~no barvanje AChE

AChE v kokulturah smo prikazali s histoke-
mi~nim barvanjem pri sobni temperaturi
s prilagojeno (39) tioholinsko metodo po
Koelleju. Kokulture smo najprej fiksirali s 4 %
paraformaldehidom v fosfatnem pufru
(15min), nakar smo jih 2-krat spirali z enakim
pufrom. Sledila je 15-minutna predinkubaci-
ja v raztopini po Koelleju brez substrata
(50 nM CuSO4, 20 mM glicin, 4,8 mM KCN,
pH = 7,0 (vse kemikalije Sigma, Missouri,
ZDA)) in nato inkubacija, ~asovno odvisna od
poteka barvanja, ki smo ga spremljali pod

mikroskopom, v enaki raztopini, ki smo ji
dodali acetiltioholin (1 mg/ml) (Sigma, Mis-
souri, ZDA). Barvanje smo kon~ali z 2-kratnim
spiranjem v fosfatnem pufru.

Barvanje AChR

Skupke AChR smo barvali z α-bungarotoksi-
nom, ozna~enim s flourescentnim barvilom
rodamin (Molecular Probes, Oregon, ZDA).
Rastnemu mediju smo dodali α-bungarotok-
sin v kon~ni koncentraciji 10–6 M in v tak{nem
mediju inkubirali kokulture 60 min pri 37°C.
Sledilo je 3-kratno spiranje kokultur z istim
medijem in 15-minutna fiksacija s 4 % para-
formaldehidom (Sigma, Missouri, ZDA)
v fosfatnem pufru pri 37°C.

Mikroskopiranje

Preparate, obdelane po postopkih, opisanih
v prej{njih to~kah, smo fotografirali na Zeis-
sovem mikroskopu Axioskop z ustreznimi
filtri za UV-svetlobo. Uporabili smo pove~a-
ve 200–1000-krat.

Dolo~itev specifi~nosti
primarnih protiteles

Priprava vzorcev za elektroforezo

Za dolo~itev specifi~nosti primarnih protiteles
smo uporabili vzorec ~love{kega tkiva (mi{i-
ce) in vzorec podganjega tkiva (embrionalna
hrbtenja~a podgane, soj Wistar). Odvzeto
tkivo smo o~istili in s pomo~jo tehtnice dolo-
~ili te`o vzorcu, ki je bila 200 mg. Temu smo
dodali 0,5 ml homogenizacijskega pufra
(20 mM TRIS pH = 7,4), ki je vseboval 10 %
saharozo, 1 mM EDTA z dodatkom 1 % Tri-
ton-X, 0,1 mM PMSF in 1,5 nM Pepstatin A.
Vzorec smo homogenizirali na ledu, dokler
tkivo ni razpadlo v amorfen homogenat.
Le-tega smo nato centrifugirali 10 minut pri
4°C in 10.000 obr./min in supernatant prene-
sli v novo mikrocentrifugirko. Sedimentu
smo dodali 0,5ml sve`ega homogenizacijskega
pufra in nato vzorec ponovno homogenizira-
li na ledu ter centrifugirali 10 minut pri 4°C
in 10.000 obr./min. Supernatant smo prene-
sli k prej{njemu. Zbranemu homogenizatu
smo dolo~ili koncentracijo beljakovin (glej
naslednje poglavje). Vzorec za nanos na gel
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smo pripravili iz supernatanta z dodat-
kom denaturacijskega pufra (0,071 M TRIS
pH = 6,8, 5,71 % SDS, 29 % glicerol, 0,14 %
β-merkaptoetanol), v katerega smo dodali
nekaj kristalov bromfenol modrega (vse kemi-
kalije Sigma, Missouri, ZDA) in vode. Vsak
vzorec je vseboval 33 vol. % denaturacijskega
pufra in 600 µg beljakovin. Vzorce smo 5 min
segrevali na 100°C, nato pa shranili do upo-
rabe na –70°C.

Dolo~itev koncentracije beljakovin

Koncentracijo beljakovin smo dolo~ili po
Lowryjevi metodi s kompletom za dolo~e-
vanje beljakovin (Sigma, Missouri, ZDA).
Absorbcijo smo izmerili pri valovni dol`ini
750 nm. Najprej smo naredili umeritveno
krivuljo z vzorci znane koncentracije, nato
smo izmerili absorbcijo pri na{em vzorcu.
Koncentracijo beljakovin v supernatantih
smo dolo~ili iz umeritvene krivulje.

Elektroforeti~na lo~itev beljakovin

Za lo~itev beljakovin smo pripravili 7,5 %
SDS-PAGE gel, debeline 1 mm in velikosti
14 × 24 cm. Gel smo sestavili iz zbirnega in
lo~itvenega gela. Zbirni gel je zavzemal zgor-
nje 4 cm, ki je enaka dvakratni dol`ini vi{ine
vzorca v `epku. Preostali gel je lo~itveni gel.

Priprava zbirnega in lo~itvenega gela

Lo~itveni gel (60 ml) smo pripravili iz 17,6 ml
vode, 30ml 0,75M TRIS pH = 8,8, 0,3ml 20%
SDS in 11,5 ml 40 % akrilamida (vse kemika-
lije Sigma, Missouri, ZDA). Kot katalizator
polimerizacije smo dodali 3 µl TEMED (Sig-
ma, Missouri, ZDA) in 0,9ml 10% amonijevega
persulfata. Lo~itveni gel smo vlili med dve ~isti
stekli, povr{ino gela smo izravnali z izobuta-
nolom (Sigma, Missouri, ZDA) in pustili
polimerizirati eno uro pri sobni temperaturi.

Medtem smo pripravili 10 ml zbirnega
gela iz 4,8ml vode, 5ml 0,25M TRIS pH = 6,8,
0,05 ml 20 % SDS in 1,25 ml 40 % akrilamida.
Kot katalizator polimerizacije smo tu dodali
10 µl TEMED in 0,1 ml 10 % amonijevega
persulfata. S sve`e pripravljenim gelom smo
sprali zgornji rob lo~itvenega gela, nato pa
nato~ili zbirni gel na lo~itveni gel in vstavili
glavnik z desetimi `epi. Po eni uri polimeri-

zacije smo glavnik previdno odstranili in
`epke sprali s pufrom za elektroforezo.

Elektroforeza

Elektroforeza je potekala v pufru s sestavo:
0,025 M TRIS (Sigma, Missouri, ZDA), 0,19 M
glicin (Sigma, Missouri, ZDA) in 0,1 % SDS.
V `epke v gelu smo nanesli 100 µl vzorca, ki
je vseboval 600 µg beljakovin. Lo~evanje je
potekalo prek no~i (14 ur) pri konstantnem
toku 16 mA.

Prenos beljakovin na membrano

Prenos beljakovin iz gela na PDVF membra-
no je potekal ~ez no~ pri konstantni napetosti
12 V v pufru za prenos (8 mM TRIS, 64 mM
glicin, 6,7 % metanol, 0,1 % SDS).

Po kon~ani elektroforezi smo gel odstra-
nili iz steklenih plo{~ in ga 30 minut inkubirali
v pufru za prenos. Membrano smo aktivira-
li s 5-minutno inkubacijo v 100 % metanolu,
nato pa pustili 30 minut v pufru za prenos.
Po inkubaciji membrane in gela v pufru za
prenos smo sestavili sendvi~ in ga prenesli
v posodo za prenos, ki je potekal prek no~i
(13 ur). Po kon~anem prenosu smo sendvi~
razstavili, membrano sprali v 1X PBS-su in
posu{ili pri sobni temperaturi.

Detekcija AChE na membrani

Membrano smo razrezali tako, da sta bila dva
pasova s humanimi in podganjimi beljakovina-
mi skupaj. Po 60-minutni inkubaciji v blocking
pufru smo membrano nadalje inkubirali
60 minut s primarnimi protitelesi proti AChE,
razred~eni 1 : 250 v blocking pufru.

300 ml blocking pufra smo pripravili tako,
da smo zme{ali 30 ml 10 × PBS, 270 ml vode
in 0,9 mg I-Block (Tropix, Massachusetts,
ZDA). Me{anico smo postavili v mikrovalov-
no pe~ico za 2 minuti, nato pa segrevali in
me{ali na magnetnem me{alniku do popol-
ne raztopitve I-Block. Ko se je ves I-Block
raztopil, smo raztopino ohladili na sobno
temperaturo in dodali 0,9 ml Tween-20.

Po 60-minutni inkubaciji s primarnimi
protitelesi smo membrano spirali 3-krat po
5 minut v blocking pufru. Sledila je 60-minut-
na inkubacija s sekundarnimi protitelesi,
red~enimi 1 : 2500 v blocking pufru, in nato
spiranje (3-krat po 5 minut) v blocking pufru.
Po tem spiranju smo membrano spirali {e
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2-krat po 5 minut v 1 × assay pufru (Tropix,
Massachusetts, ZDA).

Za prepoznavo elektroforetskih pasov
smo na membrano nanesli tanek sloj razto-
pine CDP-Star (Tropix, Massachusetts, ZDA).
Po 5-minutni inkubaciji smo membrano dali
v prozorno vre~ko in izpostavili rentgenske-
mu filmu (Kodak, X-OMAT) za 20 sekund.
Rentgenski film smo razvijali 3 minute v Ilford
PQ Univerzal (Ilford, Mobberley, Anglija)
razvijalcu, razred~enem 1 : 10 v vodi, za tem
smo film spirali 5 minut v vodi in ga fiksira-
li 4 minute v Ilford Hypam (Ilford, Mobberley,
Anglija) fiksativu, razred~enem 1 : 4 v vodi.
Po kon~ani fiksaciji smo film sprali v vodi in
posu{ili.

REZULTATI

Nastajanje @MS med ~love{kim
mi{i~nim vlaknom in podganjim
motori~nim nevronom
v pogojih in vitro

@e en dan po vzpostavitvi kokulture eksplan-
tov hrbtenja~e in ~love{kih mi{i~nih cev~ic so
pri~eli iz eksplantov izra{~ati ̀ ivci. [tevilo teh
izrastkov je nara{~alo vse do 8. dne kokultu-
re. Distalno od mesta izra{~anja iz eksplanta

so se `ivci mo~no razvejili in ustvarili gosto
mre`o. Po treh dneh kokulture so ̀ ivci pripo-
tovali v bli`ino diferencirajo~ih mi{i~nih
cev~ic. S svojimi rastnimi sto`ci (angl.-franc.
boutons) so vzpostavili prve stike z mi{i~nimi
cev~icami (slika 2). Po 7 dneh v kokulturi so se
pojavile prve kontrahirajo~e skupine mi{i~nih
cev~ic. [tevilo eksplantov s kontrahirajo~imi
mi{i~nimi cev~icami je nara{~alo do 10. dne,
medtem ko je {tevilo kontrahirajo~ih enot
v podro~ju teh eksplantov nara{~alo vse do
17. dne in se nato ustalilo. Kokulture kontra-
hirajo~ih mi{ic smo ob redni menjavi medija
lahko vzdr`evali tri do {est mesecev. Da so kr~i-
tve res posledica `iv~no-mi{i~nega prenosa,
smo dokazali z blokado vseh kr~itev po enour-
ni inkubaciji z 10–7 M α-bungarotoksinom.

Nastajanje in zorenje @MS smo spremlja-
li tudi s histokemi~nim barvanjem na AChE
in imunofluorescen~nim barvanjem na
AChR.

Histokemi~no barvanje AChE s tioholin-
sko metodo (glej metode) nam prika`e mesta
katalitske aktivnosti AChE v tkivu in ne lo~uje
AChE-molekul po njihovi vrstni specifi~nosti.
Po 10 dneh v kokulturi je bila ve~ina histo-
kemi~nega produkta AChE razporejena
v difuznih lisah, razpotegnjenih po ve~ji povr-
{ini mi{i~ne cev~ice, kar je zna~ilno za zgodnje

Slika 2. Faznokontrastna slika 7 dni stare kokulture ~love{kih mi{i~-
nih cev~ic, o`iv~enih in vitro z eksplanti podganje embrionalne
hrbtenja~e. Izrastki nevronov (~rne pu{~ice) tvorijo prve stike z raz-
vijajo~imi se ve~jedrnimi mi{i~nimi cev~icami (glave pu{~ic).
Bela pu{~ica prikazuje mesto eksplanta in smer, od koder izra{-
~ajo `ivci. Merilo: 30 µm.

Slika 3. Svetlobnomikroskopska slika 10 dni stare kokulture po
barvanju na AChE s histokemi~no metodo po Koelleju. V manj zre-
lih cev~icah so lise AChE razpotegnjene in ve~je (pu{~ice),
medtem ko so lise AChE v podro~ju tvorbe zrelej{ih stikov ̀ e ostro
omejene in manj{e (glave pu{~ic). Merilo: 100 µm.
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faze miogeneze in sinaptogeneze @MS. Na
nekaterih mestih pa smo tudi v tem obdobju
`e na{li ostro omejene skupke AChE z viso-
ko koncentracijo encima (slika 3). Po 21 dneh
je bila ve~ina AChE aktivnosti locirana v ostro
omejenih skupkih (slika 4 A), ki so zna~ilni
za zrele @MS. Skupki AChE so sovpadali
s skupki AChR, ki smo jih ozna~evali z α-bun-
garotoksinom (primerjaj sliki 4 A in B).

Preverjanje vrstne
specifi~nosti protiteles

Po elektroforeti~nem lo~evanju beljakovin
v vzorcih glede na njihovo molekulsko maso
smo z ustreznimi protitelesi preverjali njiho-
vo vrstno specifi~nost glede vezave na AChE
(slika 5).

Slika 4. Svetlobnomikroskopska slika 21 dni stare kokulture. A: Po barvanju na AChE s tioholinsko metodo vidimo, da je AChE v tej
fazi `e skoncentrirana v ostro omejene skupke na mestih @MS (glave pu{~ic). Ko primerjamo sliko A s sliko B, kjer so v istem mikro-
skopskem polju prikazani skupki AChR (glave pu{~ic), barvanih z α-bungarotoksinom, ozna~enim z rodaminom, ugotovimo
sovpadanje obojih skupkov po njihovi lokaciji. Merilo: 100 µm.

Slika 5. Specifi~nost primarnih protiteles. Po elektroforezi smo lo~ene beljakovine prenesli na PDVF-membrano in le-to nato barvali
s primarnimi protitelesi proti humani oz. podganji AChE. Pred tem smo membrano razrezali na dva dela, tako da smo na vsakem delu
imeli po en vzorec s ~love{kimi in po en vzorec s podganjimi beljakovinami. Levi del membrane smo barvali s protitelesi proti huma-
ni, desni del pa s protitelesi proti podganji AChE. Kot ~love{ko tkivo smo uporabili ko{~ke ~love{ke mi{ice, kot podganje tkivo pa hrbtenja~o
podgane. Molekulska te`a 71 kDa ustreza molekulski te`i katalitske podenote AChE. Pasove smo prikazali s CDP-Star reagentom.

A B

Inkubacija s protitelesi proti humani AChE.

^love{ko
tkivo

73 kDa

Podganje
tkivo

^love{ko
tkivo

Podganje
tkivo

Inkubacija s protitelesi proti podganji AChE.

71 kDa 71 kDa
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Na delu membrane, ki smo jo izpostavi-
li protitelesom proti ~love{ki AChE, smo
dobili signal izklju~no v koloni, v kateri je bil
nanesen beljakovinski vzorec, pripravljen iz
vzorcev ~love{ke skeletne mi{ice (slika 5,
levi del). Molekulsko maso beljakovin v pasu
smo, glede na ustrezen ozna~evalec, ocenili
na 71 kDa, kar ustreza katalitski podenoti
AChE. V koloni, v kateri je bil nanesen belja-
kovinski vzorec, pripravljen iz podganje
hrbtenja~e, po barvanju s temi protitelesi
nismo dobili nobenega signala, ki bi kazal na
vezavo protiteles, kar pomeni, da je bila
vezava protiteles proti ~love{ki AChE vrstno
specifi~na.

Na delu membrane, ki smo jo barvali
s protitelesi proti podganji AChE (slika 5,
desni del), smo dobili dobro viden signal le
v koloni, kjer je bil nanesen vzorec beljako-
vin, pripravljen iz podganje hrbtenja~e, kar
dokazuje, da so bila tudi protitelesa proti pod-
ganji AChE vrstno specifi~na. Tudi v tem
primeru je molekulska masa (okoli 71 kDa)
ustrezala katalitski podenoti AChE.

V kontrolnem poskusu, v katerem smo
preverjali postopek glede prenosa beljakovin
na membrano in ustreznost zaznavanja pre-
nesenih beljakovin, smo uporabili protitelesa
proti izooblikam aktina, ki niso vrstno speci-
fi~na. Velikost aktinske molekule je pribli`no
43 kDa. Ugotovili smo, da so bili vsi postop-
ki: izolacija beljakovin, prenos na membrano
in zaznava uspe{ni, saj smo dobili pozitiven

pas velikosti 43 kDa tako pri vzorcu s ~lo-
ve{kimi kot tudi pri vzorcu s podganjimi
beljakovinami (slika 6).

Nespecifi~no vezavo sekundarnih proti-
teles smo testirali z barvanjem kokultur samo
s sekundarnimi protitelesi. S flourescen~no
mikroskopijo smo nato pregledali tak{ne
kokulture in ugotovili, da je bilo nespecifi~-
ne vezave sorazmerno malo.

Izvor sinapti~ne AChE v @MS

Imunofluorescen~no barvanje ~love{ke in
podganje AChE smo v za~etnih poskusih
izvajali na mlaj{ih kokulturah, starih od 10 do
14 dni, in nato {e v starej{ih kokulturah, sta-
rih 4 tedne ali ve~. Ker je bilo v ve~ini primerov
barvanje na AChE v mlaj{ih kokulturah {ib-
ko in razpr{eno, smo v nadaljnjih poskusih
uporabili le starej{e, vsaj 4 tedne stare kokul-
ture s kontrahirajo~imi mi{i~nimi cev~icami.
V teh kokulturah so bili @MS bolj diferenci-
rani (slika 4 A), zato je bilo pri~akovati tudi
vi{je koncentracije AChE v njihovih podro~-
jih. Zrele in dobro diferencirane kokulture so
nam omogo~ile tudi bolj{e morfolo{ko razpoz-
navanje poteka izrastkov nevronov in mesta
stikov le-teh z mi{i~nimi cev~icami (slika 7C).
Na ta na~in smo la`e dolo~ili mesta @MS, po
kr~itvah pa smo lahko ugotavljali, ali so stiki
v teh podro~jih ̀ e dosegli stopnjo funkcional-
ne zrelosti. @MS smo ozna~ili z α-bungarotok-
sinom, ozna~enim z rodaminom.

Po imunofluorescentnem barvanju 4 ted-
ne starih kokultur na ~love{ko AChE smo
ugotovili me{ano populacijo opazovanih
@MS. Na velikem {tevilu stikov med izra{~a-
jo~imi nevroni in mi{i~nimi cev~icami je bilo
barvanje na AChR {e {ibko in difuzno, kar je
kazalo na sorazmerno nezrelost @MS na teh
mestih. V takih stikih ponavadi nismo zasle-
dili pozitivnega barvanja na ~love{ko AChE.

Del stikov med izrastki nevronov in mi{i~-
nimi vlakni je bil bolje diferenciran. Na teh
mestih smo po barvanju na AChR `e na{li
ostro omejene lise obarvanja (slika 7 B), zna-
~ilne za zrelej{e @MS. V takih primerih smo
na istih mestih ugotovili tudi dokaj intenziv-
no barvanje s protitelesi proti ~love{ki AChE
(slika 7 A). Glede na tkivno specifi~nost teh
protiteles, preizku{eno z metodo Western
blot, smo lahko sklepali, da je ta del plo{~i~-
ne AChE mi{i~nega izvora.

Slika 6. Specifi~nost primarnih protiteles – kontrola. Postopek je
bil tak, kot smo ga opisali pri sliki 5, le da membrane nismo reza-
li. Uporabili smo protitelesa proti razli~nim izooblikam aktina.

^love{ko
tkivo

Podganje
tkivo

Inkubacija s protitelesi proti aktinu.

43 kDa
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252 Slika 7. Imunocitokemija @MS s protitelesi proti ~love{ki AChE –
1. A: Barvanje AChE s protitelesi proti ~love{ki AChE. B: Barvanje
AChR z α-bungarotoksinom, ozna~enim z rodaminom. C: Fazno-
kontrastna slika istega mikroskopskega polja: pu{~ica prikazuje
mi{i~no cev~ico, ~rtkana pu{~ica pa `ivec. Mesto @MS je ozna~e-
no s pu{~i~no glavo. Merilo je 100µm.

Da bi ugotovili, ali del plo{~i~ne AChE
vendarle prispeva tudi motori~ni nevron,
smo skupino kokultur iz iste serije poskusov
barvali tudi s protitelesi proti podganji AChE,
in sicer po enakem postopku. Tudi tu smo na
prej opisani na~in dolo~ili mesta @MS in
nato ugotavljali kolokalizacijo med temi mesti
in skupki AChR, barvanimi z α-bungarotok-
sinom (slika 6B in C). S podganjimi protitelesi
proti AChE smo na teh mestih v nekaterih pri-
merih prav tako ugotovili lokalizacijo AChE,
vendar je bilo to barvanje za razliko od bar-
vanja s ~love{kimi protitelesi proti AChE
slab{e omejeno in {ibkej{e (slika 6 A).

Kvantitativno dolo~evanje kolokalizacije
AChR in AChE smo izvedli v {estih 4 tedne sta-
rih razli~nih kokulturah. Vse kokulture smo
obarvali z α-bungarotoksinom. V treh kokul-
turah smo barvali s protitelesi proti ~love{ki

AChE, v treh pa s protitelesi proti podganji
AChE. V vsaki od treh kokultur, barvanih
s protitelesi proti ~love{ki AChE smo izbrali
20 mest, ki so po merilih faznokontrastne
mikroskopije in glede na barvanje z α-bunga-
rotoksinom ustrezala @MS. Od 20 tak{nih
mest je bilo 12,3 ± 2,1 (n = 3) ali 62 % pozitiv-
nih na barvanje s protitelesi proti ~love{ki in
torej mi{i~ni AChE. Enako smo naredili
s kokulturami, barvanimi s protitelesi proti
podganji AChE, kjer smo ugotovili pozitivno
obarvanost na podganjo, torej `iv~no AChE
v 6,3 ± 1,5 (n = 3) @MS oz. 32 % primerov.

RAZPRAVLJANJE
Na{i rezultati ka`ejo, da vsaj v zgodnji fazi raz-
voja @MS del sinapti~ne AChE prispeva tudi
`ivec. Ta ugotovitev bi lahko pojasnila poro-

A

C

B
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~ila drugih avtorjev, ki so ugotovili, da se
v motori~nih nevronih sintetizira AChE (40)
in da se nato prena{ajo po aksonih asimetri~-
ne, repate oblike A12 AChE (11). Po sedaj
veljavnih razlagah naj bi bil namre~ namen
posttranslacijske vezave katalitskih podenot
AChE na strukturno podenoto (rep) v tem,
da omogo~i vezavo AChE na specializirano
bazalno lamino v podro~ju @MS (41). Avtor-
ji, ki zagovarjajo mi{i~ni izvor AChE v bazalni
lamini @MS, poudarjajo sintezo A12-oblik
AChE v mi{i~nih vlaknih in kopi~enje teh
oblik na mestih, kjer `ivec sploh ni prisoten,
ne ponujajo pa ustrezne razlage za potovanje
A12-oblik po aksonih motori~nih nevronov
(za pregled glej 1). Pri tem je treba posebej
omeniti, da je sinteza A12-oblike AChE prav-
zaprav posebnost motori~nih nevronov, saj
v ostalih predelih osrednjega ̀ iv~evja prevla-
duje globularna G4-oblika, ki je s posebnim
lipidnim repom pri~vr{~ena v celi~no mem-
brano nevronov (za pregled glej 42).

Dele` AChE v @MS, ki ga prispeva moto-
ri~ni nevron, je najverjetneje vezan na bazalno
lamino v @MS, kjer se nahaja ve~ina AChE
v tej sinapsi. Glede na uporabljen pristop pa
ne moremo izklju~iti mo`nosti, da je del te
AChE v obliki G4 vezan na presinapti~no
membrano. Tudi v tem primeru pa bi bila to
AChE, ki bi po svoji lokaciji lahko sodelova-
la pri signaliziranju prek @MS na enak na~in
kot AChE, vezana na bazalno lamino. Malo
verjetna pa je mo`nost, da smo v na{ih posku-
sih ugotavljali AChE znotraj ̀ iv~nega kon~i~a,
saj protitelesa v na{ih pogojih ne prestopajo
celi~nih membran.

Med sicer redke zagovornike razlage, da
vsaj del AChE v bazalni lamini @MS izvira iz
`iv~nega kon~i~a, sodi Anglisterjeva. V svojih
{tudijah izvora AChE v @MS je Anglisterje-
va (23) uporabila model in vivo. V odrasli ̀ abi
je s prerezanjem in radioaktivnim obsevanjem
uni~ila mi{i~na vlakna, tako da sta po operaciji

Slika 8. Imunocitokemija @MS s protitelesi proti podganji AChE – 2.
A: barvanje AChE s protitelesi proti podganji AChE. B: Barvanje
AChR z α-bungarotoksinom, ozna~enim z rodaminom. C: Fazno-
kontrastna slika istega predela: pu{~i~ni glavi prikazujeta mesto
@MS, pu{~ica pa mi{i~no vlakno, ki je na tej sliki nekoliko izven
fokalne ravnine. ̂ rtkani pu{~ici prikazujeta ̀ ivec. Merilo je 100µm.
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v podro~ju @MS ostala nepo{kodovana bazal-
na lamina in kon~i~ motori~nega nevrona.
Prej prisotno AChE v @MS je zavrla z organo-
fosfatnim inhibitorjem. Ugotovila je, da je po
enem mesecu v bazalni lamini s pripadajo~im
motori~nim nevronom pri{lo do ponovne
histokemi~no ugotovljive aktivnosti AChE
na mestih prvotnih @MS. Te ugotovitve je
strnila v sklep, da vsaj del AChE izvira iz moto-
ri~nega nevrona. Kritiki njenih rezultatov
so poudarjali mo`nost spontane reaktivacije
z organofosfatnim inhibitorjem zavrte AChE
in mo`nost, da je AChE nastala drugje v orga-
nizmu in nato pripotovala do bazalne lamine
in se vanjo »ujela«. Prav tako ni jasno, do kak-
{ne mere je bazalna lamina po opisanem
posegu {e morfolo{ko in funkcionalno podob-
na nepo{kodovani bazalni lamini @MS.

Zaradi podobnosti v eksperimentalnem
pristopu je treba posebej omeniti, da se na{i
rezultati ne ujemajo s poro~ili De La Porteje-
ve in sodelavcev (18). Ti avtorji so na podlagi
podobno zasnovanih poskusov kot v na{i
{tudiji ugotovili, da je AChE, vezana v bazalno
membrano sinapti~ne {pranje @MS, izklju~no
mi{i~nega izvora. Razlago za to neujemanje
vidimo v neustreznosti poizkusnega modela,
ki so ga l. 1986 uporabili De LaPortejeva in
sodelavci (18) v svojih {tudijah.

Omenjeni avtorji so uporabili kokulturo
disociiranih nevronov iz pi{~an~je hrbtenja-
~e in podganjih mi{i~nih vlaken. Z uporabo
vrstno specifi~nih protiteles proti pi{~an~ji in
podganji AChE so na tem modelu ugotovili,
da je edini vir AChE skeletnomi{i~no vlakno.
Vrsta razlogov narekuje previdnost pri inter-
pretaciji takih rezultatov, {e posebej zaradi
uporabe disociiranih nevronov za o`iv~enje
mi{i~nih vlaken. V taki obliki so motori~ni
nevroni kratko`ivi in slabo diferencirani,
zato so taki tudi @MS, ki jih ti motori~ni nevro-
ni tvorijo. V kokulturah disociiranih nevronov
pi{~an~je (43) ali mi{je (44) hrbtenja~e in
mi{i~nega vlakna podgane sicer pride do
nastanka stikov med nevroni in mi{i~nimi
cev~icami, vendar se ti stiki ne razvijejo do mor-
folo{ko in funkcionalno zrelih @MS (44, 45).
Disociirani mi{ji motori~ni nevroni v kokultu-
ri z mi{i~nimi vlakni sicer pre`ivijo dlje, kot
~e so v kulturah sami, vendar pri~nejo kazati
znake degeneracije ̀ e po tednu dni in propa-
dejo po 14 dneh kokulture (44), ta ~as pa je

prekratek za razvoj @MS do tiste stopnje,
v kateri po na{ih izku{njah pride do visoke
koncentracije AChE v podro~ju @MS (44, 46).
V sinaptogenezi in v odraslem @MS so za tvor-
bo in organizacijo ter vzdr`evanje strukture
zrelega @MS potrebne interakcije ne le med
motori~nimi nevroni in mi{i~nimi vlakni,
ampak tudi drugimi celicami, kot so celice
gliae (47). Vseh teh celic v poskusnem modelu,
ki so ga uporabili De La Portejeva in sode-
lavci (18), ni bilo, kar je ob pomanjkanju
descendentnih in ve~ine aferentnih signalov
verjetno glavni razlog za kratko`ivost kokul-
tur z disociiranimi nevroni.

V na{ih poskusih je bil uporabljen model
kokultur podganjega eksplanta hrbtenja~e
s ~love{kimi mi{i~nimi celicami, ki ima vsaj
dve bistveni prednosti pred zgoraj omenjenim
modelom, ki so ga uporabili De la Portejeva
in sodelavci (18). V kokulturah podganjega
eksplanta embrionalne hrbtenja~e s huma-
nimi mi{i~nimi celicami se po o`iv~enju
razvijejo mi{i~ne cev~ice, ki so morfolo{ko in
funkcionalno visoko diferencirane in podobne
mi{i~nim vlaknom in vivo, njihova doba pre-
`ivetja pa je lahko tudi do 6 mesecev (24, 31).
Elektronska mikroskopija je pokazala, da so
tak{ne mi{i~ne cev~ice pre~noprogaste, da
imajo dobro razvito bazalno lamino in trans-
verzne (T)-tubule (24). @MS je v tak{nih
pogojih po razvitosti in stopnji zrelosti zelo
podoben @MS in vivo (24). Poudariti je treba,
da so v teh kulturah prisotne tudi glialne celi-
ce, med katerimi naj bi pri uravnavanju AChE
v @MS bile {e posebno pomembne Schwan-
nove celice. ^asovni potek diferenciacije in
kodiferenciacije ̀ iv~nih in glialnih celic je v teh
kokulturah podoben kot v razmerah in
vivo (37), kar mo~no podpira razlago, da so za
visoko stopnjo diferenciranosti v na{ih kokul-
turah zaslu`ne medceli~ne interakcije, ki jih
v kokulturah z disociiranimi nevroni ni.
K prednosti na{ega modela pred modelom, ki
so ga uporabili omenjeni avtorji, bi lahko pri-
{teli tudi visoko vrstno specifi~nost protiteles,
ki smo jo lahko ugotovili z metodo Western blot.

Ker je bil v na{ih kvantitativnih analizah
fluorescen~ni signal za AChE, ki izvira iz
mi{i~nih vlaken, pogosteje prisoten kot sig-
nal AChE, ki izvira iz kon~i~a motori~nega
nevrona, sklepamo, da je prispevek mi{i~nega
vlakna pri sinapti~ni AChE v @MS ve~ji od

Mr02_4.qxd  28.2.2003  13:43  Page 254



MED RAZGL 2002; 41

255

prispevka motori~nega nevrona. Odsotnost
imunocitokemi~nega barvanja na AChE v ve~-
jem {tevilu @MS si razlagamo s prenizko
koncentracijo AChE v tej fazi razvoja @MS oz.
premajhno ob~utljivostjo na{e imunocito-
kemi~ne metode, da bi te majhne koli~ine
AChE zaznala. Biolo{ki pomen dvojnega izvora
AChE v sinapti~ni {pranji bi lahko bil za{~ita
@MS pred pomanjkanjem tega pomembnega
encima in njegove vloge pri prenosu signala.
Koli~ina funkcionalne AChE v @MS je v tem
primeru pogojena s sintezo in prenosom
v obeh celicah, kar v primeru okvare sintet-
skega mehanizma v eni celici zagotavlja
normalen prenos signala s pomo~jo AChE dru-
ge celice. Prav tako ne gre zanemariti novej{ih
raziskav, ki ugotavljajo vpliv AChE na razvoj
@MS. AChE lahko igra vlogo enega izmed
organizatorjev zapletene zgradbe @MS (48).

Na koncu je treba tudi poudariti, da so
na{e {tudije zajele le dolo~eno ~asovno obdob-
je nastajanja @MS in da se prispevki mi{ice in
`ivca skozi posamezna obdobja lahko spremi-
njajo. Za celovitej{i odgovor o izvoru AChE
v @MS bi bile tako potrebne dodatne {tudije.

ZAKLJU^KI
1. V zgodnji fazi razvoja @MS, ki v pogojih in

vitro nastanejo v kokulturi ~love{kih
mi{i~nih vlaken in eksplantov podganje
embrionalne hrbtenja~e, ve~ji dele` AChE
prispeva mi{i~no vlakno, manj{i dele` pa
prispeva motori~ni nevron.

2. Dele` AChE, ki ga v @MS prispeva moto-
ri~ni nevron, je najverjetneje vezan na
specializirano bazalno lamino te sinapse,
kjer se nahaja ve~ina sinapti~ne AChE.
Glede na uporabljeni eksperimentalni
pristop pa ne moremo izklju~iti mo`no-
sti, da je del te AChE v kaki drugi obliki,
najverjetneje G4, vezan na presinapti~no
membrano. Malo verjetna pa je mo`nost,
da smo v na{ih poskusih ugotavljali AChE
znotraj `iv~nega kon~i~a, saj protitelesa
v na{ih pogojih ne prestopajo celi~nih
membran.

3. Kokulture ~love{kih mi{i~nih vlaken in eks-
plantov podganje embrionalne hrbtenja~e
so primeren model za {tudij molekularnih
mehanizmov nastajanja sesalskega @MS,
v primeru ~love{ke mi{ice pa je to tudi
edini mo`en model za {tudij nastajanja
@MS.
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