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Financiranje Studije:

o projekt ARIS (vodja: prof. dr. Bostjan Simuni¢; J5-4593 Zivéno misi¢na okvara, povzrotena
z neaktivnostjo: primerjava mlajsih in starejsih odraslih),

 projekt PRIN (vodja: prof. dr. Marco Narici; InactivAge — Zivéno misi¢na okvara,
povzrocena z neaktivnostjo v razlicnih starostnih obdobjih: od otrok do mladih in
srednje starih odraslih) ter

e projekt INTERREG SLO-ITA (vodja prof. dr. Gianni Biolo, MD, in koordinator $tudije
prof. dr. Rado PiSot; X-BRAIN.net — Mreza ¢ezmejnega sodelovanja pri rehabilitaciji
bolnikov po mozganski kapi z uporabo inovativnih tehnologij).

Posodobitev klini¢nega protokola MEMORI.net:

Klini¢ni protokol MEMORI.net bo posodobljen na podlagi novih znanstvenih spoznanj o vplivu
kratkotrajne telesne neaktivnosti na nase zdravje. Znanstveno bomo ocenili poslabsanje
zdravstvenega stanja med 10-dnevno telesno neaktivnostjo z intervencijami in brez njih.
Intervencije bodo temeljile na kognitivnih drazljajih ter na prehranskih dopolnilih.

Kratka (<10 dni) obdobja telesne neaktivnosti so po mozganski kapi zelo pogosta. V tem obdobju
poteka podrobna diagnostika, prav tako pa se bolniki soocajo s psiholoskim stresom. Vendar se zdi,
da je to obdobje klju¢no za sekundarno poslabsanje zdravstvenega stanja in zamude pri zdravljenju
primarne mozganske kapi, kar bi lahko vplivalo na prognozo in rezultate rehabilitacije. Tudi zelo
kratka
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obdobja telesne neaktivnosti negativno vplivajo na naSe zdravje, Se posebej pri starejSih bolnikih.
To ima dodatni, sekundarni uc¢inek v obliki izrazitega poslabsanja zdravja, kar lahko vodi do
nepopravljivega poslabSanja, iz katerega mnogi ljudje ne najdejo izhoda. Na podlagi pregleda
najnovejSe znanstvene literature bomo ponovno pregledali in izbrali najboljSe vadbene in
kognitivne intervencije, ki smo jih skupaj razvili v okviru projekta MEMORI.net, ter jih dopolnili
s prehranskimi intervencijami, ki lahko zmanjSajo patofizioloske spremembe zaradi telesne
neaktivnosti v prvi fazi funkcionalne rehabilitacije po mozganski kapi. Za oceno ucinkovitosti
funkcionalne rehabilitacije bomo opredelili protokol za klinicno $tudijo telesne neaktivnosti pri
udelezencih iz iste starostne skupine, v kateri se mozganska kap najpogosteje pojavlja. Poleg tega
bomo opredelili vse postopke ocenjevanja zdravstvenega stanja, ki jih je treba opraviti pred in po
Studiji telesne neaktivnosti.

Kratek opis, utemeljitev, znanstveno ozadje:

Ceprav se telesna neaktivnost (TN) uvri¢a na 2. mesto med dejavniki tveganja za splo$no
umrljivost (poroc¢ilo WHO 2019), s 7.mesta v letu 2006, je treba poudariti, da je to najlazje
spremenljiv dejavnik zdravja v vseh starostnih skupinah. Vplivi TN (tihega morilca) lahko ostanejo
neopazeni vec¢ let ali desetletij, preden se iz nje razvije bolezen, ki bi jo bilo mogoce prepreciti. TN
je povezana s zgodnjim pojavom neprehodnih kroni¢nih bolezni, ki vodijo do zdravstvenih tezav in
umrljivosti zaradi vseh vzrokov. Poleg tega je TN neodvisni dejavnik nasega zdravja, saj kaze
Sibko korelacijo z zmerno do intenzivno telesno aktivnostjo (MVPA) in predstavlja najvecjo
groznjo za nase zdravje. Pri aktivnih in neaktivnih populacijah opazamo vse daljSa obdobja TN.
Nedavna $tudija mladih univerzitetnih Sportnikov in njihovih neaktivnih vrstnikov je poudarila
visoke dnevne vrednosti, pri cemer ni bilo razlike v povpre¢nih vrednostih ¢asa sedenja (11,0 = 3,0
ur) med obema skupinama [ . Sportniki so lahko hkrati zelo aktivni in zelo sedeéi, zato moramo
upostevati neto ucinek obeh dejavnikov na njihovo zdravje. Pri tem je pomembno vedeti, da je ¢as
sedenja >20-krat prisotnejsi od MVPA, saj ta pri odraslih znasa le 22 + 15 minut na dan (poro¢ilo
WHO 2019). In dejansko bi ukrepi lahko prinesli boljse rezultate, ¢e bi se osredotocali na
zmanj$anje TN/sedecega ¢asa, namesto da bi spodbujali izklju¢no MVPA.

Stevilne znanstvene publikacije obravnavajo TN kot pandemijo, kar podpira objavo Svetovnega
akcijskega nacrta WHO za telesno aktivnost 2018-2030. Cilj tega dokumenta je doseci relativno
zmanjs$anje GN za 10 % do leta 2025 in za 15 % do leta 2030, kar bo prispevalo k daljsi pricakovani
zivljenjski dobi in vi§ji kakovosti zivljenja prebivalstva. V podporo temu so Stevilne Studije
pokazale, da so posledice GN za telesno in dusevno zdravje prav tako resne, mehanizmi poslabsanja
pa so zelo hitri, Se zlasti kadar je GN povezana s staranjem ali spremljajo¢imi boleznimi. GN ima
negativen vpliv na vecino podsistemov cloveSkega telesa, med katerimi so bile poroCane
negativne posledice na:

. misi¢no maso in zgradbo [2-51;
i misi¢ne funkcije [261;
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. kosti [781;
. presnovo beljakovin 210 ;
. celi¢ni oksidativni metabolizem [11.12] ;
. ucinkovitost nevronske obdelave (331 ter kognitivne funkcije 1415 ter
. kardiovaskularne in dihalne funkcije 1261,

Poleg tega so zaradi nedavne pandemije COVID-19 priporo¢ila javnega zdravja in vladni
ukrepi uvedli zapore in omejitve gibanja. Ceprav te omejitve pomagajo zmanjsati stopnjo okuzb,
imajo takSne omejitve negativne ucinke, saj omejujejo sodelovanje v obicajnih vsakodnevnih
dejavnostih, telesni aktivnosti, potovanjih in dostopu do Stevilnih oblik vadbe. Na svetovni ravni je
multicentri¢na Studija, izvedena v 22 drzavah, pokazala, da je omejitev gibanja zaradi COVID-19
imela srednje do velike (23-43 %) negativne ucinke na vse ravni telesne aktivnosti (intenzivno,
zmerno, hoja in skupno) ter povzrocila veliko povecanje dnevnega ¢asa sedenja (28 %) pri odraslih
(171 | Tak$na nenadna povec¢anja GN vodijo do hitrega izgubljanja mi$i¢ne mase, ki je zaznavno Ze
(NMJ) ter povecano razgradnjo beljakovin, vendar se ve¢inoma pojasnjuje z zaviranjem sinteze
miSi¢nih beljakovin. GN vpliva tudi na homeostazo glukoze in zmanjSuje obcutljivost na inzulin,
predvsem v miSicah. Poleg tega je acrobna zmogljivost oslabljena na vseh ravneh O»-kaskade, od
srénozilnega sistema, vklju¢no s perifernim krvnim obtokom, do oksidativne funkcije skeletnih
misic. Pozitivna energijska bilanca med GN je povezana z nalaganjem mascob, kar je povezano s
sistemskim vnetjem in aktivacijo antioksidativnih obrambnih mehanizmov, kar dodatno poveca
izgubo misi¢ne mase 1181

Opredelitev problema:

e Dejavnosti projekta se bodo osredotodile na Zivéno misi¢no in presnovno poslabsanje med
GN ter na poznejs$o obnovo. Uc¢inki GN se preucujejo z uporabo razlicnih modelov, pri cemer
je lezanje v postelji (BR) zlati standard, ki ga je le malo ustanov uspelo razviti v kompleksnem
bolni$ni¢nem okolju. Slednji je namenjen ne le ocenjevanju uc¢inkov neaktivnosti same po sebi,
temve¢ tudi preucevanju ucinkovitosti metod, vkljuéno s treningom in rehabilitacijo, za
obravnavo misi¢ne atrofije in disfunkcije, ki ju povzrocata neaktivnost in neuporaba 19201 |

* Neuporaba skeletnih miSic spremlja morfoloski in funkcionalni upad ?-% | Zmanj3anje
miSi¢ne mase poteka zelo hitro: v zgolj dveh dneh imobilizacije s kolensko oporo [?6] ali po treh
dneh suhega potopitve 21 se izgubi priblizno 2 % preseka kvadricepsa (CSA), po 14 dneh
enostranske suspenzije spodnjega uda 211 pa se izgubi priblizno 5 %. Pomembno je, da je s tem
povezana izguba miSi¢ne moc¢i znatno vecja od izgube miSi¢ne mase, in sicer priblizno 9 % po
3-dnevnem suhem potopu 271 ali 5-dnevni imobilizaciji 28 ter 15-27 % po 14 ali ve¢ dneh
razbremenitve [21:23.29-311 Taksna izguba misi¢ne sile pa je povezana s $e vedjo izgubo mehanske
moci 234 ki je najpomembne;jsi parameter za u¢inkovito izvajanje ve¢ine gibalnih dejavnosti
v vsakdanjem zivljenju. Na ravni posameznega misi¢nega vlakna se zmanjsa
specifi¢na sila (Po), ki je posledica vecjega upada izometri¢ne
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sile Fo (v primerjavi s CSA) je glavni dejavnik, ki dolo¢a izgubo najvecje moci, medtem ko je
najvecja hitrost kréenja vlakna manj obcutljiva na neuporabo [24,35,36] .

* Ker je kratkotrajna (7-15 dni) neuporaba pogosto stanje, s katerim se srecujejo tako mladi
kot starejsi ljudje, ko so priklenjeni na posteljo zaradi poskodbe 71 ali operacije 381 , ter
kriti¢no bolni pacienti 39, je preu¢evanje moznih determinant nesorazmernega zmanjsanja
misicne sile v primerjavi z zmanjSanjem misi¢ne mase zelo pomembno. Poleg tega se je le
malo §tudij ukvarjalo z medsebojnim delovanjem med miSi¢nim in Zivénim nadzorom prek
senzomotori¢nih zank in nevromuskularnih spojev pri povzrocanju neznosnosti telesne
vadbe in presnovne okvare celotnega telesa ter z mehanizmi, ki temu lezijo v ozadju. PI
prizadene vse starostne skupine. O vplivu PI pri starejsih odraslih (55-65 let) je znanega le
malo. Nedavni izbruh COVID-19 je povzrocil PI pri milijonih ljudi vseh starosti po vsem
svetu 1718401 in poudaril njegove Skodljive posledice.

e Vendar pa Se vedno manjka jasna in izérpna razlaga, zakaj se kontraktilna sila zmanjsuje
hitreje kot misi¢na masa. Le delni odgovori so bili pridobljeni z analizo procesa generiranja
sile miSi¢nega vlakna [2541-44] ter prenosa sile prek ekstracelularne matrice in vezivnih kit [21:45.46]
na kosti. Mozen namig je dala nedavna Studija ki je pokazala, da lahko suha potopitev,
skrajna oblika neuporabe, v samo 3 dneh povzro¢i zelo zgodnjo in delno napredovanje
denervacije vlaken. Ta ugotovitev je v skladu s prej$njimi opazovanji o vplivu 14-dnevne BR
pri skupini moskih in zensk v Sestem desetletju zivljenja, ki so zato nagnjeni k starostnim
spremembam NMJ 71 . Na podlagi teh premislekov bomo nadalje raziskovali stabilnost NMJ,
tega si bomo prizadevali razsiriti analizo navzgor na prostovoljno zmoznost aktlvacue misic v
centralnem zivénem sistemu in navzdol na intracelularne kalcijeve signale, s ¢imer bomo
povezali akcijski potencial, sprozen na NMJ, z miofibrilarnimi motorji.

Ceprav GN vpliva na veéino organskih sistemov, so poslabfanje misi¢ne mase in mo¢i, Zivéno
misi¢nega nadzora ter energijskega metabolizma, glavne ugotovitve 4 . Poleg tega GN
povzroca vrsto odzivov, ki vklju€ujejo ziveni sistem, metabolizem in srénozilni sistem. Nekatera
vprasanja Se vedno niso v celoti razjasnjena, zlasti pri ljudeh:

a) mehanizmi nesorazmerne izgube sile v primerjavi z misi¢éno maso 55561 ,

b) relativna vloga somatomotori¢nega nadzora, NMJ, misic in energijskega
metabolizma pri motnjah gibanja [+ 57.58] in miSi¢nega dela [59

c) medsebojno vplivanje Zivcev in misic pri nestabilnosti NMJ 601,

d) mehanizmi, odgovorni za motnje oksidativnhega metabolizma, ter povezava z razvojem
Zivéno misi¢nih sprememb 611 in insulinske rezistence [621

Ceprav so cilji in naloge zapisani le v zvezi z neuporabo (glavni namen projekta), bomo enako

e 2QACILN0 preucevali tudi poznejse okrevanjc, Za.obravnave teh ypras A DO
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prek 10 medsebojno povezanih nalog pri mladih in odraslih srednjih let v modelu BR
zasledovali 3 specifi¢ne cilje:

Tako bomo zasnovali 21-dnevno horizontalno BR (z 21-dnevnim okrevanjem) pri 10 zdravih
mlajSih moskih (18-30 let) in 10-dnevno horizontalno BR (z 21-dnevnim okrevanjem) pri 10
zdravih starejsih moskih (65-75 let), da bi pridobili dodatne vpoglede v zgodnje determinante
izrazite izgube misSi¢nega volumna, moci in eksplozivnosti, povezane z razbremenitvijo. V skladu s
tem bomo preucili morfologijo, celovitost in delovanje nevromisi¢nega sistema pred, med in ob
koncu obdobja bremenitve. Preverili bomo hipoteze, da (i) se lahko kmalu po izpostavljenosti
bremenitvi razvije zgodnja okvara zivéno misi¢nega prenosa, verjetno zaradi nestabilnosti NMJ, (ii)
da je okvarjen zivéno misi¢ni prenos lahko spremljajo spremembe kalcijevega signaliziranja znotraj
misi¢nih vlaken, (ii1) da takSne spremembe lahko spremljajo okvare v zmoznosti aktivacije ter (iv)
da obstajajo razlike v upadu in zmoznosti ponovnega treninga med mlaj$imi in starejSimi odraslimi.

Cilji in pridakovani rezultati:

Naloga 1: misi¢ni volumen, zgradba, kontraktilnost, moc in eksplozivna moc¢

Ocenili bomo: (i) spremembo miSi¢nega volumna celotnega telesa in kvadricepsa; (ii) spremembo
misi¢ne arhitekture v 4 skeletnih miSicah nog; (iii) mehanske kontraktilne lastnosti v 4 skeletnih
misicah nog; (iv) spremembe prostovoljne misi¢ne moci in eksplozivne moci kvadricepsa.

Pricakovani rezultati. Pri starejSih odraslih pri¢akujemo do 50 % vecje poslabSanje v primerjavi z
mlajSimi odraslimi pri enako dolgi izpostavljenosti BR (10 dni). Poleg tega bodo starejsi odrasli
imeli manjSo sposobnost rehabilitacije kot mlajsi odrasli.

Naloga 2: velikost misicnih viaken, sila, napetost, hitrost, zunajcelicna matrica s citoskeletom in
sestava MHC

Ocenili bomo: (i) pre¢ni prerez miSi¢nih vlaken; (ii) hitrost, silo in specifi¢no napetost;

(iii) dinamiko kalcija na podlagi odziva na kofein; (iv) krivuljo sile-pCa; (v) porazdelitev izoform
tezke verige miozina; (vi) sestavine zunajceli¢ne matrice in citoskelet.

Pricakovani rezultati. Podobno kot v nalogi 1 pricakujemo podobne ugotovitve tudi na ravni
miSicnih vlaken, tj. ve¢ji vpliv BR na delovanje miSi¢nih vlaken pri starejSih odraslih. Ne
pricakujemo sprememb v delezu tezke verige miosina po BR pricakujemo pa spremembe v sestavi
zunajceli¢ne matrice in citoskeleta.

Naloga 3 Supraspinalna in spinalna vzburljivost

Bomo: (i) uporabili tehniko interpoliranega dvojnega kréenja [64 za oceno centralne aktivacije, kar
je ocena celovitosti somatomotoriénega nadzora od motori¢nega korteksa do a-motonevronov;

(11) preucili hitrost razvoja sile in ¢as relaksacije z elektri¢no sprozenimi krcenji za oceno sprememb
v kontraktilnosti miSic, kar je posredna ocena uéinkovitosti E-C-vezave; (iii) preucili H-refleks, V-
val in M-val [ za oceno plasti¢nih sprememb v hrbtenjaénih nevronskih vezjih, odgovornih za
predsinapti¢ni in postsinapti¢ni nadzor hrbtenjace [661 .
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Naloga 4: Vzorci Zivéno misicne aktivacije in hrbtenjacne karte
Zabelezili bomo povrSinski EMG ve¢ miSic iz 16 misic spodnjih okoncin, izracunali ¢asovne vzorce

Twrw

izhod alfa-motonevronov [671

Naloga 5: Delovanje motoricnih enot in funkcija NMJ

Preucili bomo ¢asovni potek prilagajanja na zmanjSano aktivnost ve¢ posameznih motornih enot
(Casi izpraznjenja (MUDR), pragi aktivacije (RT) in hitrost prevajanja (MUCV)) z uporabo
najnovejsih tehni¢nih dosezkov na podro¢ju EMG-zapisov (npr. povrsinski EMG visoke gostote
(HD-EMG)) in dekompozicije 8 . Prilagoditve v delovanju NMJ bomo ocenili s pomogjo
kvantitativnih tehnik igelne elektromiografije, ki odrazajo lastnosti potencialov motori¢nih enot
(tehnika MUNE), da bi ocenili parametre jitterja in jiggleja, ki so sprejeti kazalniki u¢inkovitosti
prenosa na NMJ [69

Pri¢akovani rezultati. Pricakujemo, da bo BR vodil v povecanje pragov rekrutiranja MU in da bo to
povezano z zmanjSanjem tako MUDR kot MUCV. V povezavi z nalogo 5 se bo izoblikovala
celovita slika prilagoditev gibalnega nadzora na neuporabo.

Cilj 2: opredelitev sprememb NMJ in njihove funkcionalne vloge

Na podlagi najnovejsih ugotovitev o NMJ pri misih postavljamo hipotezo, da bi zelo zgodnje
prilagoditve lahko na druga¢ni ¢asovni osnovi privedle do: nestabilnosti NMJ, sprememb v Zivéno
miSi¢nem nadzoru, insulinske rezistence in miSicne atrofije.

Naloga 6: ugotoviti pojav in obseg sprememb NMJ

Ocenili bomo stabilnost NMJ z analizo: (a) ekspresije podenot AChR [/ ; (b) signalnih komponent
poti agrin/MuSK/Lrp4; (c) vsebnosti Homer 2 (molekularnega dejavnika pri prenosu sinapti¢nega
signala v skeletna misi¢na vlakna [l in pri nadzoru trofizma skeletnih misic [ ); (d) ekspresije
miSi¢no specifi¢nih mikroRNA, na katere vpliva neaktivnost in ki vplivajo na stabilnost NMJ [73] ;
(e) c-terminalni fragment agrina (CAF) v vzorcih seruma, biomarker poskodbe NMJ [ ; (f)
kreatinin v serumu kot biomarker denervacije in atrofije misic [/,

Pri¢akovani rezultati: kompleksne prilagoditve na ve¢ ravneh celovitosti NMJ, kot so spremenjena
ekspresija in zdruzevanje AChR-jev, nizja ekspresija Lrp4 in MuSK v miSicah ter povecane ravni
CAF v krvi, kar kaze na poSkodbo NMJ.

Naloga 7: opredelitev razmerja med spremembami NMJ ter celovitostio miSicne strukture in
funkcije

Prisotnost denervacije bomo preucevali prek ravni izrazanja specifi¢nih genov, povezanih z
neaktivnostjo in denervacijo NMJ, ter pojava NCAM-pozitivnih vlaken.

Twrw

(2) znotrajceli¢nih poti, ki uravnavajo sintezo in razgradnjo beljakovin; (3) molekularnih in
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funkcionalne mitohondrijske prilagoditve; (4) redoksnega stanja in oksidativnega stresa; (5) ravni
nevrotrofinov v misicah.

Pricakovani rezultati: pricakujemo, da bomo potrdili delovno hipotezo o vlogi osi AMPK/PGClalfa
pri povezovanju misi¢nih, presnovnih in somatomotoric¢nih prilagoditev.

Cilj 3: opredelitev presnovne okvare: energetski in glukozni metabolizem

Oksidativni metabolizem omejuje toleranco na telesno obremenitev in delovno zmogljivost v
vsakdanjem zivljenju, njegova motnja pa je eden glavnih dejavnikov tveganja za kroni¢ne bolezni.
K motnji oksidativnega metabolizma po neaktivnosti prispevajo tako centralni (srénozilni) kot tudi
periferni dejavniki (periferni krvni pretok, endotelijska funkcija, znotrajmisi¢no usklajevanje med
dovajanjem in porabo kisika, periferna difuzija kisika, mitohondrijsko dihanje). Med perifernimi
dejavniki lahko mitohondrijska disfunkcija in neravnovesje v redoks sistemu prispevata k (i)
razvoju neprilagodljivih sprememb v motori¢nih nevronih, NMJ in miSi¢nih vlaknih [7® ter (ii)
inzulinski rezistenci 1621,

Naloga 8: opredelitev presnovne motnje na ravni misic in celotnega telesa

Med vadbo na kolesnem ergometru z razli¢nimi intenzivnostmi bomo doloc¢ili: (i) najvec¢jo porabo
kisika; najved;ji sréni iztis; najvecjo frakcijsko ekstrakcijo Kisika s skeletnimi miSicami [’/ ; dihalno
funkcijo in funkcijo dihalnih miSic (maksimalni vdihni in izdihni tlak) v mirovanju in po doseganju
»pragov« maksimalne vadbe [7] ; zmanj3anje delovne zmogljivosti pri srénem utripu, ki je nekoliko
vi§ji od GET [ ; (ii) periferno-endotelijske funkcije zil [/ ; (iii) znotrajmiSi¢no usklajevanje med
dovajanjem in porabo kisika % ; (iv) mitohondrijsko dihanje z analizo kineti¢nega poteka obnovitve
misi¢ne porabe kisika 811,

Na miSi¢nih vzorcih bomo preucevali: (v) mitohondrijsko dihanje z visokolo¢ljivo respirometrijo
[83] | (vi) ocene mitohondrijske mase; (vii) nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (ROS) &1 ; (viii)
dovzetnost za prehod permeabilnosti v notranji mitohondrijski membrani 84 ; (ix) stanje sestave
mitohondrijske sinteze ATP (kompleks V) in njeno interakcijo z matri¢énim proteinom ciklofilinom
D, glavnim regulatorjem prehoda permeabilnosti 84 .

Pri¢akovani rezultati: Karakterizacija preiskovancev z vidika telesne zmogljivosti in tolerance;
primerjava centralnih in perifernih motenj oksidativnega metabolizma ter motenj, povezanih z
dovajanjem Kiska, in tistih, povezanih z mitohondrijsko disfunkcijo; obseg, ¢asovni potek in
individualna obnaSanja markerjev mitohondrijske disfunkcije ter njihova povezanost s
spremembami v NMJ in razvojem inzulinske rezistence. Oblikovanje ostankov kompleksov sinteze
ATP, ki so potencialno odgovorni za spremenjeno dihanje in/ali pove¢ano nagnjenost sinteze ATP
k prehodu iz energijsko var¢nega v energijsko razsipavajocega encima, pri cemer se oblikujejo pore
prehoda permeabilnosti, ter mozna vloga osi AMPK/PGClalfa pri preprecevanju teh sprememb.

Naloga 9: preucitev vloge inzulinske rezistence in reaktivnih kisikovih spojin (ROS)
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Za oceno ¢asovnega poteka redoksnega stanja in inzulinske rezistence bomo dolo¢ili koncentracijo
celotnega gama-glutamilnega cikla [Qi] v eritrocitih, razmerje GSH:GSSG [5lter ekspresijo
glutamil-cistein-sintetaze [®¢], Insulinska rezistenca bo ocenjena s hiperinzulinemi¢nim
euglikemi¢nim klampom in indeksom HOMA [87] , Poleg tega bomo raziskali mehanizme, ki vodijo

do sprememb v izraZanju in aktivnosti matricnih metaloproteaz ter njihovih inhibitorjev
[38]

Pri¢akovani rezultati: DolocCitev obsega oksidativnega stresa, inzulinske rezistence in ravni
MMP/TIMP ter korelacija teh ugotovitev s spremembami miSi¢ne mase, zmogljivosti in drugimi
presnovnimi spremembami.

Predvidena velikost vzorca preiskovancev studije: Studija bo izvedena na 30 preiskovancih:

¢ MLADI: 10 mladih mogkih, starih 18-30 let;
e STAREISI: 20 starejsih moskih, starih 65-75 let.

Ocena statisticne mo¢i raziskave: Izra¢unali smo in se odlocili, da bomo v obe Studiji BR vkljucili
po 10 preiskovancev. Analiza statisticne mo¢i je bila izvedena za najbolj relevanten del Studij —
neuporabo, na podlagi naslednjih predpostavk: a < 0,05; enostranski testi,  =0,3; P =0,7, za glavne
izide miSi¢ne modi, velikosti in anaerobne mo¢i:
1zid Pred Po Potrebno  Sklici

Stevil

o]

udele

zence
\%

10-dnevni BR pri

starejSih
Obseg kvadricepsa 1667 £234  1525+211 13 [51]
/em?
Mo¢ 546+110 475+109 11 [51]
kvadricepsa
I'N
Anaerobna mo¢ / 3545,7 3045,7 10 [51]
Wikg
Aerobnamoé /ml 27+49 22+34 5 [51]

O,/kg/min
21-dnevni BR pri mladih
Aerobna mog / 38+6 3145 4 [99]
mlO,/kg/min
Koleno 270+ 30 247 +31 10 [100]
raztezalce

v/cm’

Moc¢ kvadricepsa /
kg

Misi¢na masa nog /
kg

Moc¢ kvadricepsa/
kg
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Postopki: Po pridobitvi eti¢ne odobritve je bil pri 10 mladih meskih (18-30 let) in 10—
10-dnevni program BR pri 10 starejSih odraslih (55-65 let), oboje z 21-dnevnim okrevanjem,
bo organiziran v bolni§ni¢nem okolju z 24-urnim zdravniskim nadzorom (kot v nasih 5 prej$njih
Studijah, ki so trajale od 10 do 35 dni BR/okrevanja). Vkljucili bomo zdrave preiskovance (+2 za
rezervo in pilotno testiranje) z izklju¢itvenimi merili (kajenje, redno uzivanje alkohola,
feromagnetni vsadki; anamneza globoke venske tromboze z D-dimerom >500 pg-L—1; akutne ali
kroni¢ne skeletne, zivéno misi¢ne, presnovne in srénozilne bolezni; plju¢na embolija; indeks
telesne mase >25 kg-m=2 , $portniki, <90 minut dnevne zmerno intenzivne telesne aktivnosti (MVPA)).
Vsi preiskovanci bodo opravili kinezioloski (VO,max, test mo¢i nog) in zdravstveni pregled (EKG v
mirovanju in med vadbo, krvni tlak, zdravstveni razgovor). Po pilotnih testih na 2 rezervnih
preiskovancih bosta v $tudijo vstopila po 2 preiskovanca dnevno, ki se bosta 2 dni privajala na
bolnisni¢no okolje in prehrano, ¢emur bosta sledila 2 dneva inicialnih testiranj(BDC), pric¢etek lezanja,
testiranja na 10 (BR10) in21 dan (BR21) lezanja, zakljucek lezanja ter 2 dneva zaklju¢nih testiranj pred
odhodom iz bolnisnice. Nato bodo sledili protokolu okrevanja (glej spodaj) in se vrnili na zadnje
testiranje po 21-dnevih okrevanja (REC21). Vsi testi bodo izvedeni po istem urniku (BDC, BR10, BR21
in REC21). Med lezanjem bodo preziveli 10 (starejsi preiskovanci) oziroma 21 (mlajsi preiskovanci)
dni v vodoravnem polozaju (vodoravni gibi so dovoljeni), z enim vzglavnikom pod glavo. Da bi
zmanjsali srénoZilni stres, ne bo dovoljeno nobeno dodatno dvigovanje ali spu$¢anje v navpi¢ni smeri.
Vse dnevne aktivnosti in testi med lezanjem bodo potekali leze. Medicinska sestra in Studenti bodo
pomagali pri razdeljevanju hrane, osebni higieni, prevozu postelj ter nadzoru. Zdravnik bo vsak dan
spremljal njihovo splo$no zdravstveno stanje. Fizioterapevt bo vsak drugi dan leZzanja izvajal pasivno
raztezanje. Prehrana med lezanjem bo energetsko nevtralna, in sicer 1,2-kratnik bazalnega metabolizma
[, Vsebnost makrohranil v hrani bo dologena na 60 % ogljikovih hidratov, 25 % mascob in 15 %
beljakovin. Cas spanja bo med 22:00 in 07:00.

Poseqi:
Dvajset starejsih preiskovancev bo nakljuéno razdeljenih v dve skupini po 10 oseb.
Eksperimentalna skupina bo imela 3 intervencije:
a) 8-tedenski nadzorovan program prehabilitacije, s tremi tedenskimi 60-minutnimi
vadbami. Cilj je krepitev miSic nog in sr¢nozilne kapacitete.
b) Med obdobjem lezanja v postelji: dnevne 45-minutne kognitivne vaje z uporabo
sistemov navidezne resni¢nosti, usmerjene v namisljeno vadbo stegenskih misic.
C) Med obdobjem lezanja v postelji: dodatna beljakovinska prehranska dopolnila v
odmerku 1,6 g/kg/dan z aminokislinami (11,4 g/dan prostega levcina, 1,33
mmol/kg/dan glicina, 0,81 mmol/kg/dan N-acetil-cisteina).

Metode ocenjevanja
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Vse meritve bodo izvedene v 4 ¢asovnih tockah (BDC, BR10, BR21 in REC21), ¢e ni drugace
navedeno, glej spodaj:

e Gibalna aktivnost bomo merili s pospeskometri, names¢enimi na boku.

¢ Sestavo telesa (mas¢oba) bomo merili s standardno antropometrijo in DXA celotnega telesa.

¢ Misi¢na masa nog bo merjena s kontinuiranim MRI-skeniranjem. Nizi podatkov turbo spin-
echo T1-ponderiranih posnetkov obeh stegen bodo pridobljeni v aksialni (transverzalni)
orientaciji. Parametri snemanja bodo nastavljeni kot sledi. Zaporedje: vibe, TR/TE: 7,8/3,69
ms, kot preklopa: 20°, vidno polje: 450 x 337,5 mm, velikost vokselov: 0,9 x 0,9 x 6 mm,
brez vmesnega razmika med rezi, debelina reza: 6 mm, pasovna Sirina od¢itavanja 320
Hz/piksel (278 kHz). Na ustreznih slikah bodo konture kvadricepsa femoris (QF) in vastusa
lateralis (VL) digitalizirane v naklju¢nem vrstnem redu z uporabo programske opreme za
analizo slik OsiriX DICOM (razli¢ica 11). V okviru skeniranja se bodo konture preseka
(CSA) misic QF in VL izvajale na vsakih dveh aksialnih slikah; prostornine VL in QF se
bodo izracunale s seStevanjem serije odrezanih stoZzcev med dvema aksialnima slikama

(~20-25 ocenjenih slik na skeniranje).

e Arhitektura miSic VL, gastrocnemius medialis, tibialis anterior in biceps femoris bo
izmerjena z linearno ultrazvo¢no preiskavo s razsirjenim vidnim poljem (EFOV) tudi na
BR1, BR2, BR5, BR10 in REC2. Presek misSice QF bo izmerjen z ultrazvo¢nim slikanjem
(Mylab70). Ultrazvo¢ni pretvornik se bo premikal po povrsini koze in vzdolz zanimive
ravnine (v nasem primeru pre¢ne ravnine). Med premikanjem pretvornika se bodo
zaporedni posnetki snemali in s pomocjo algoritma zdruzevali, da se pridobi panoramska
slika. Razli¢na obmocja zanimanja bodo dolo¢ena na 30 %, 50 % (CSAS50) in 70 % dolzine
stegnenice (merjeno od vec¢jega trohanterja do sredine kolenske skodelice) ter oznac¢ena na
kozi.

e Kontraktilne lastnosti bodo ocenjene vzporedno z arhitekturo v istih miSicah s pomocjo
TMG. Na kratko, v vsaki miSici bo z senzorjem premika ocenjen maksimalni mehanski
0dziv na 1-milisekundni elektri¢ni impulz, da se izmeri ¢as kontrakcije za oceno sestave
tezke verige miozina I 1%lin zgodnjega ¢asovnega trenutka misi¢ne atrofije 4.

e Najvecje prostovoljne kontrakcije (MVC), hitrost razvoja sile (RFD) in aktivacijska
zmogljivost bodo izmerjene v izometri¢nih pogojih pri kotu kolena, nastavljenem na 30
stopinj fleksije, in kolku, fiksiranem na 90 stopinjah fleksije, z uporabo po meri izdelanega
kolenskega dinamometra, opremljenega s senzorjem obremenitve (RS 206-0290). Pred
testiranjem bosta zagotovljena ogrevanje in seznanjanje z napravo. lzhodni signal merilne
celice se bo zajemal (BIOPAC MP100, Biopac Inc.) s frekvenco 2 kHz in analiziral s
programsko opremo Acknowledge. Kontrakcija z najvecjo vrednostjo sile bo Stela za MVC.
MVC kolenskih iztegovalk bo normalizirana na QF CSA, da se dobi QF-specifi¢na sila.
RFD se bo meril kot ¢as, potreben za doseganje 63 % MVC. Aktivacijska zmogljivost bo
ocenjena z uporabo tehnike dvojne interpolirane kontrakcije.
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e Misi¢na mo¢ in funkcija bosta ocenjeni z analizo navpi¢nega skoka. Ti testi bodo izvedeni
na platformi za merjenje sile Kistler. Roke bodo fiksirane na bokih. Zabelezeni bodo
najvecja relativna (tj. normalizirana na telesno maso) moc in sila ter najvecja visina skoka.

e Vzorce misice VL (priblizno 150 mg) bo izkusen kirurg odvzel s perkutano biopsijo iz desne
miSice VL na zacetku in koncu lezanja ter iz leve VL ob BR5. Vzoréenje z biopsijo bo
potekalo po anesteziji koze, podkoznega mascobnega tkiva in miSicne fascije z 2 ml
lidokaina (2 %). Naredi se majhen rez za preboj koze in fascije, vzorec tkiva pa se odvzame
s konhotomom po Weilu-Blakesleyju. Po biopsiji se misi¢ni vzorci razdelijo na tri dele.
sile (Fo), specifi¢ne napetosti (Po), odziva na kofein in krivulje sile-pCa. Drugi del biopsije
bo zamrznjen v izopentanu, ohlajen na teko¢em dusiku in shranjen pri —80 °C za naknadno
imunohistokemicno analizo, tretji del pa bo zamrznjen v teko¢em dusiku in shranjen pri —80
°C za analizo beljakovin in mRNA.

e Poskusi na posameznih vlaknih bodo izvedeni po odstranitvi koze, aktivaciji, obremenitvi
in izpiranju vlaken. Sveznji misi¢nih vlaken, pritrjeni naravnost na majhne Sylgardove
platforme, bodo shranjeni pri —20 °C v raztopini za odstranjevanje koze, pomesSani z 50 %
glicerola. Posamezna vlakna bodo ro¢no razrezana na 1-2 mm dolge segmente, na obeh
koncih pa bodo pritrjene lahke aluminijaste sponke. Segmenti bodo nato preneseni v
eksperimentalno napravo, namesceni na mizico obrnjenega mikroskopa Zeiss Axiovert 25
(Zeiss, Milano, Italija) in vpeti med merilnik sile (AME-801 SensorOne, Sausalito) ter
elektromagnetni vle¢ni mehanizem (SI, Heidelberg), opremljen z merilnikom premika.
Segmenti bodo vpeti v razbremenilni raztopini pri prostem dolzinskem raztegu, nato pa
raztegnjeni za ~20 %, da se doseze dolzina sarkomera blizu 2,8 pm, tj. na zgornjem robu platoja

odvisnosti napetosti od dolzine. Dolzina sarkomera in 3 premeri na vodoravni ravnini,
enakomerno razporejeni vzdolz segmenta, bodo izmerjeni na slikah, posnetih z visoko (320x)
povecavo z digitalnim fotoaparatom (Optikam BS5, Optika), CSA pa bo izraCunana ob
predpostavki krozne oblike in povprecena. Ko bo vsako vlakno names$¢eno v napravi, bo
opravilo protokol, ki vkljuCuje sproscanje kalcija, povzroceno s kofeinom, in maksimalne
aktivacije po manevru skrajSanja—ponovnega podaljsanja. Merili bomo izometri¢no silo (Fo) in
hitrost (vo) ter hitrostno konstanto KTR ponovnega razvoja napetosti. S kofeinom povzro¢eno
sproscanje kalcija bo preverilo delovanje sarkoplazmatskega retikuluma. Zato bodo vlakna 5
minut potopljena v posebno raztopino z vsebnostjo kofeina od 4 mM do 20 mM, da se sprozi
maksimalno spros¢anje.

*  Molekulo adhezije zivénih celic (NCAM) bomo zaznali z imunohistokemijo na miSi¢nih
vzorcih. Zamrznjene vzorce bomo razrezali na 8§ um debele reze. Zaznavanje in
kvantifikacijo denerviranih misi¢nih vlaken bomo izvedli z imunoloSkim oznacevanjem
NCAM. Na kratko, krioreze bomo fiksirali v hladnem metanolu 10 minut pri
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20 °C, oprani, oznaceni z protitelesom proti NCAM in izprani. NCAM-pozitivna vlakna
bodo presteta na zajetih slikah z uporabo programske opreme Image in izrazena kot stevilo
pozitivnih miSi¢nih vlaken na skupno stevilo misi¢nih vlaken, odkritih na obmocju biopsije
z barvanjem z lamininom.

e Vzorci krvi bodo odvzeti iz medialne kubitalne vene vsakega udelezenca ob 07:00 na dnevih
BRO, BR5in REC21. Po odvzemu krvi bodo vzorci centrifugirani (CENTRIC 400, Tehtnica
Zelezniki) pri 2480 g 10 minut, da se lo¢ita serum in plazma. Po tem postopku bodo
pripravljene 500 pl alikvote seruma in plazme, ki bodo ohlajene in shranjene pri -80 °C do
analize.

¢ Koncentracija C-terminalnega agrinskega faktorja (CAF) v serumu bo dolo¢ena z uporabo
kompleta za encimsko imunske analize (ELISA) (Human Agrin SimpleStep ELISA,
Ab216945) v skladu z navodili proizvajalca. Dolo¢ene koncentracije CAF bodo izmerjene
z bralnikom ELISA za mikroplos¢e (Tecan, Infinite M200). Za oceno koncentracij CAF v
serumu bo pripravljena standardna krivulja (z znanimi in naras¢ajo¢imi koncentracijami
CAF), ki bo od¢itana pri 450 nm. Koncentracije CAF v serumu bodo interpolirane iz
standardne krivulje CAF in popravljene glede na razred¢itev vzorca.
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