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Korelacija med tipom tezke verige miozina in energetsko
presnovo v misSicnem viaknu podgane*

Correlation between myosin heavy chain isoforms and pre-
vailing metabolic pathways in rat muscle fibres

Manca Tekav¢éic**

Deskriptoriji

misiéna vlakna — metabolizem

miozin

lzvle€ek. V raziskavi smo skusali dokazati, da
je dolocen tip tezke verige miozina vezan na do-
locen tip presnove in da je aktivnost sukcinat-
ne dehidrogenaze in o-glicerol-fosfatne dehidro-
genaze v istih tipih vlaken v razliénih misicah lah-
ko razliéna. V misicah extensor digitorum longus,
tibialis anterior in na diafragmi petih podgan
seva Wistar smo na precnih rezinah zamrznje-
nih misic dologili tip misiénega vlakna (1, 1A, 11B)
na osnovi aktivnosti miofibrilarne ATP-aze v al-
kalnem in kislem mediju. V istih vliaknih smo imu-
nohistokemi¢no dolodili prisotnost tezkih verig
miozina (MHC) tipa I, lIA, 11X in 1IB ter histofo-
tometriéno dologili aktivnost sukcinatne dehidro-
genaze in na menadion vezane a-glicerol-fos-
fatne dehidrogenaze. Na osnovi izmerjenih vred-
nosti smo vlakna razvrstili v oksidativna, oksi-
dativno-glikoliti¢na in glikoliti¢na.

Ugotovili smo, da so MHC tipa | prisotne v vlak-
nih tipa I, v miSici extensor digitorum longus pa
Se v vlaknih tipa IIA; MHC IIA in 1IB so prisotne
tako v vlaknih tipa IIA kot v vlaknih tipa 1B
v vseh miSicah. MHC [IX smo dologili v viaknih,
ki so histokemi€no tipa I, 1A in IIB, Cistih vlaken
tipa 11X razen posameznih, nismo dokazali.
Najvedji odstotek oksidativnih viaken je v diafrag-
mi, najvecji odstotek glikoliticnih vlaken v misi-
ci extensor digitorum longus in najvecji odsto-
tek oksidativno-glikoliticnih vlaken je v zuna-
njem delu miSice tibialis anterior.

Vlakna, ki vsebujejo MHC I, I1A ali IIB imajo lah-
ko vse tri tipe presnove, ¢eprav je odstotek ok-
sidativnih, glikoliti¢nih in oksidativno-glikoliti¢nih
vlaken v razli¢nih miSicah lahko razli¢en.

V vseh tipih vlaken diafragme je aktivnost suk-
cinatne dehidrogenaze vi§ja kot v drugih misicah.
Na osnovi rezultatov sklepamo, da ni popolne
korelacije med tipi tezkih verig miozina in pre-

Descriptors:
muscle fiber — metabolism
myosin

Abstract. In the present research we tried to
prove, that specific myosin heavy chain is relat-
ed to a prevalent metabolic type and that activ-
ities of succinate-dehydrogenase and a glyc-
erophosphate dehydrogenase in the same fibre
types can be different in different muscles. We
defined the muscle fibre types (I, II1A and 1IB) on
transversal sections of frozen muscles accord-
ing to their myofibrillar ATPase activity in alka-
line and acidic media. We excised extensor dig-
itorum longus, tibialis anterior and diaphragm
muscles of five Wistar rats. In the same fibres
we immunohistochemically demonstrated myosin
heavy chains (MHC) I, IIA, 1IB and IIX and his-
tochemically and histophotometrically deter-
mined the activities of succinate-dehydroge-
nase and glycerophosphate dehydrogenase.
On the basis of the measured values we differ-
entiated fibres in oxydative, glycolytic and oxyda-
tive-glycolytic.

We found out, that MHC | are present in type |
fibres (in extensor digitorum longus muscle also
in type IlA fibres), MHC IIA and |IB are present
in 1A fibres and also in IIB fibres in all muscles.
We defined MHC 1IX in fibres which are histo-
chemically type |, IIA and IIB. Anyhow, we found
no pure IIX fibres. The greatest percentage of
oxidative fibres was found in diaphragm, of gly-
colytic in extensor digitorum longus and of
oxydative-glycolytic in the outer portion of tibialis
anterior muscle.

Fibres, containing MHC I, I1A or |IB belong to all
three metabolic types, although the percent-
age of oxydative, glycolytic and oxydative-gly-
colytic fibres can be different in different muscles.
Most fibre types present in diaphragm posess
higher succinate-dehydrogenase activity than do
the same fibre types in other muscles.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s PreSernovo nagrado za Studente v letu 1995.
**Manca Tekav¢ic, Stud. med., Institut za anatomijo, Medicinska fakulteta, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
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vladujo¢im tipom presnove v vlaknih. Morda
obstajajo Se kaksne, doslej nepoznane MHC, ki
s0 vezane na bolj glikolitiéno presnovo in so pri-
sotne v vlaknih skupaj z Ze poznanimi MHC ali
pa je Sirok spekter presnovnih lastnosti tipov mi-
Siénih vlaken posledica vpliva ravni $¢itni¢nih hor-
monov in lokalnih dejavnikov, kot so prekrvlje-
nost, vezivno tkivo, napetost in drugo.

We conclude, that there is no complete corre-
lation between myosin heavy chains and the
prevalent type of metabolism.

Itis possible that some other MHC exist, which
are connected to more glycolytic metabolic path-
ways and are present in fibres together with
already known MHC. The wide spectrum of
metabolic properties of muscle fibre types can

also result from the level of thyroid hormons and
local factors, such as capillary supply, connec-
tive tissue, tension and others.

Uvod

Siéna vlakna.

Oba osnovna tipa lahko prikazemo s histokemiéno reakcijo na miofibrilarno adenozin-
trifosfatazo (ATP-azo) s pomocjo kalcijeve metode pri pH 9,4 (1). Vlakna tipa | imajo niz-
ko, vlakna tipa Il pa visoko aktivho ATP-azo. Ker je hitrost kontrakcije premosorazmer-
na z aktivnostjo miofibrilarne ATP-aze (2), fizioloSko ustrezajo viakna tipa Il hitro krclji-
vim, vlakna tipa | pa pocasi kréljivim vlaknom. Obstajajo pa tudi intermediarna vlakna
(med I'in Il po ATP-azni aktivnosti). Ali gre za IIA, 1IB ali lIC vlakna (3), lahko ugotovi-
mo Sele po predinkubaciji v kislem mediju. V alkalnem mediju so vlakna tipa Il pozitiv-
na (ne izgubijo ATP-azne aktivnosti), po predinkubaciji v kislem mediju pa postopoma
izgubijo svojo aktivnost. Najprej postanejo negativna vlakna tipa IlA, nato viakna tipa
IIB, vlakna tipa IIC pa ostanejo ves €as pozitivha. Vlakna tipa | so po kisli predinkuba-
ciji ves €as pozitivna. Po€asna vlakna (tip 1) so torej acidostabilna, hitra viakna (tip II)
pa acidolabilna in zato alkalostabilna.

V¢asih se v miSi¢nih vzorcih pojavljajo Se vlakna vmesnih tipov, in sicer IC, ki so za raz-
liko od vlaken tipa | v alkalnem mediju srednje aktivna, in vlakna IIAB, ki so za razliko
od vlaken IIA in 1IB srednje aktivna po predinkubaciji pri pH 4,6 ali 4,5 (tabela 1).

Tabela 1. Tipi skeletnih misicnih viaken, doloceni na osnovi aktivnosti miofibrilarne ATP-aze po predinku-
baciji v kislem oz. alkalnem mediju (3, 4). *** — mocna aktivnost (temna vlakna), * * — srednje mocna aktiv-
nost (srednje obarvana vlakna) in ¢ — zelo Sibka aktivnost (svetla viakna).

Tip vlakna pH4,3 pH4,5 ali pH4,6 pH9,4
| coe coe .

IC ) eoe .o
IC .o .o )
A . . )
1B . cee )
IIAB . .o coe

Vedji del misi¢nega vlakna izpolnjujejo miofibrile, v katerih po masi prevladujejo miozin-
ski filamenti. Aktivni center miofibrilarne ATP-aze, to je encima, ki cepi ATP ob miSi¢ni
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kontrakciji, je na tezkih verigah miozina (MHC). V miSicah ekstremitet odraslih Zivali so
dokazali en tip tezkih verig po€asnega miozina (MHC I ali B/slow) in tri tipe tezkih verig
hitrega miozina: MHC IIA, MHC 1IB in MHC 11X (oz. MHC 1ID) (1, 5, 6). Dolgo je veljalo
pravilo, da vsebuje vsako misi¢no vlakno normalne miSice le en tip miozina. Kadar sta
v istem miSiénem vlaknu dva tipa miozina, je misi¢no vlakno v fazi pretvorb (7), ki so
lahko posledica treninga, imobilizacije, elektriénega drazenja ali spremenjene koncen-
tracije hormonov S¢itnice v misici (4, 8). V novejSem ¢asu so dokazali, da sta v normal-
nem misiénem vlaknu lahko prisotna hkrati tudi dva tipa tezkih verig miozina, vendar so
taka vlakna maloStevilna (7, 9—-11).

Prisotnost tezkih verig miozina v miSi¢nih vlaknih ugotavljamo imuno-histokemi¢no
z monoklonskimi protitelesi (5, 6, 12) (tabela 2).

Tabela 2. Uporabljena monoklonska protitelesa za prikaz tezkih verig miozina (MHC). (+) — reakcija je po-
zitivna (vlakna se obarvajo temno) in () — reakcija je negativna (vlakna ostanejo svetla).

Monoklonska protitelesa

MHC BA-D5 sc-71 BF-F3 RT-D9 BF-35
| + - - - +
A - + - - +
B - - + + +
X - - - + -

Vlakna lahko razdelimo tudi glede na prevladujoci tip presnove. Za ugotavljanje aerob-
ne presnove merimo aktivnost sukcinatne dehidrogenaze (SDH) in NADH-dehidroge-
naze (NADH-DH). Ugotovljeno je, da imajo pocasi utrudljiva vlakna visoko aktivnost teh
dveh encimov. Za ugotavljanje anaerobne presnove pa merimo aktivnost na menadion
vezane o-glicerol-fosfatne dehidrogenaze (GPDH). Visoka aktivnost tega encima je zna-
¢ilna za hitro utrudljiva vliakna (4).

Glede nato, od kod vlakna ¢rpajo energijo za kontrakcijo, jih delimo na: oksidativna (O), ¢e
je vir oksidativna presnova, glikoliticna (G), e so vir energije anaerobni procesi glikolize,
in oksidativno-glikoliticna (OG), €e ¢rpajo energijo za kontrakcijo iz obeh procesov (4).

Studija korelacije med tipi viaken in aktivnostjo SDH je pokazala, da je aktivnost SDH
najnizja v vlaknih tipa 11B, nekoliko visja v vlaknih tipa llA, najviSja pa v vlaknih tipa | (13).

jode energetske presnove v migiénem vlaknu. Studije so pokazale, da se v popre&ju ob-
nasajo vlakna tipa IIB mnogo bolj glikoliticno (aktivnost SDH je nizka) kot vlakna tipa
I1A, ki so izraziteje oksidativna. Vlakna tipa | imajo povsod, razen v miSicah misi, naj-
vi§jo aktivnost SDH. Vlakna tipa IIB so zato hitra in hitro utrudljiva, vlakna tipa IIA so hi-
tra in pocasi utrudljiva, vlakna tipa | pa so po¢asna in pocasi utrudljiva (13, 14).

Namen nasega dela je bil, dolociti histokemicni tip vlaken na osnovi aktivnosti miofibri-
larne ATP-aze, primerijati tip vlakna s prisotnostjo tezkih verig miozina v vlaknu, dolo¢i-
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ti prevladujodi tip energetske presnove v istem vlaknu ter poiskati korelacije med vse-
mi tremi znacilnostmi v treh podganjih miSicah z razli¢no sestavo.

Postavili smo si naslednjo delovno hipotezo: med tipi tezkih verig miozina in prevladu-
jo€im tipom oksidativne oziroma glikolitiéne presnove v miSi¢nem vlaknu obstaja dolo-
¢ena korelacija. Vlakna istega tipa se lahko v razli¢nih miSicah med seboj razlikujejo po
aktivnosti SDH in GPDH.

Material in metode

Tkivni material

Vse reakcije smo izvedli na podganjih miSicah. Za pripravo vzorcev smo uporabili mi-
Sice petih 2—-3 mesece starih podgan, seva Wistar, tezkih 180—200 gramov. Izolirali smo
misice: extensor digitorum longus (EDL), tibialis anterior (TA) in diafragmo. KoS¢ke tki-
va smo shranili v teko¢em dusiku (pri —195 °C), pred uporabo pa v kriostatu (Reichert-
Jung, 2800 Frigocut-N) pri —20 °C. Narezali smo 10 um debele rezine in jih shranili v hla-
dilni skrinji pri =70 °C. Nekaj ur pred poskusom smo rezine vzeli iz zamrzovalne skrinje
in jih susili pri sobni temperaturi. V vsaki miSici smo analizirali popre¢no 81 vlaken. Da
bi ¢im bolj poenotili pogoje dela in se izognili napakam, smo po tri miSice (EDL, TA in
diafragmo) iste podgane rezali hkrati in rezine inkubirali na istem objektnem stekelcu.

Vzorce smo vzeli v predelu misic, kjer so priblizno enako zastopani vsi tipi vlaken. Pri
TA, ki je slojevit, smo vzorcili v zunanjem predelu, ki je heterogen.

Histokemicne reakcije

Histokemicni prikaz aktivnosti miofibrilarne adenozintrifosfataze

v kislem mediju pri pH4,6, 4,5 in 4,3 (15). Vlakna smo diferencirali v tipe I, IIA, 1IB, l1IC
in IC (3, 16). Fiksirali smo le tiste rezine, ki smo jih inkubirali pri pH9,4. Ostale reakci-
je smo delali na nefiksiranih rezinah. Fiksativ je vseboval 0,1 M kakodilatni pufer pH7,2, 2%
paraformaldehid in 0,4 M saharozo. Fiksirali smo 5 minut pri 37 °C. Nefiksirane tkivne
rezine smo predhodno inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi (23 °C) v mediju, ki je
vseboval 0,2 M acetatni pufer pri treh vrednostih pH (4,3, 4,5, 4,6). Fiksirane in nefiksi-
rane rezine smo nato predinkubirali 30 min pri 37 °C v mediju, ki je vseboval 0,1 M CaCl,
in 0,2 M Na-barbituratni pufer pri pH9,4. Nato smo tkivne rezine potopili v kiveto z in-
kubacijskim medijem, ki je vseboval poleg 0,1 M CaCl, in 0,2 M Na-barbituratnega pu-
fra pH 9,4 Se 2,5 mM ATP. Inkubirali smo 20—-40 min pri 37 °C, sprali pod teko€o vodo in
potopili v 2 % kobaltov klorid za 1-2 min. Sledilo je ponovno spiranje pod teko¢o vodo,
nato pa smo tkivne rezine za 10 s potopili v 1 % amonijev sulfid. Po ponovnem spiranju
in dehidraciji preko alkoholne vrste je sledilo vklapljanje v kanadski balzam.

Princip histokemi¢ne reakcije je naslednji: ATP-aza cepi ATP v ADP in monofosfat, ki
se s kalcijevimi ioni iz medija veze v belo oborino kalcijevega fosfata, slednji se s ko-
baltovimi ioni pretvori v bel kobaltov fosfat, ta pa z amonijevim sulfidom v rjavo¢rn ko-
baltov sulfid.
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Metode za prikaz aktivnosti encimov oksidativne in glikoliti€ne presnove

Histokemiéni prikaz sukcinatne dehidrogenaze

Rezine smo za 30—45 minut pri 37 °C potopili v inkubacijski medij, ki je vseboval 0,1 M
fosfatni pufer pH 7,6, 5mM EDTA, 1 mM KCN, 0,2 mM fenazin metosulfat, 50 mM natri-
jev sukcinat in 1,5 mM nitro-blue tetrazolijevo sol (NBT). Sledilo je spiranje z destilira-
no vodo in vklapljanje v glicerol Zelatino.

Princip reakcije je nasledniji: sukcinatna dehidrogenaza odvzame solem jantarjeve kisli-
ne redukcijske ekvivalente, ki se prenesejo na tetrazolijevo sol, ta pa se na ta nacin reduci-
ra v netopen formazan. Tako postanejo encimsko aktivne strukture modre oz. roznate (17).

Histokemicni prikaz aktivnosti na menadion vezane o-glicerol-fosfatne dehidrogenaze

Rezine smo potopili v inkubacijski medij, ki je vseboval 15 mM a-glicerol-fosfat, 0,4 mM
menadion, raztopljen v acetonu, 0,1 mM MgCl,, 5 mM NBT, raztopljen v dimetilformal-
dehidu in 7,5 % polivinil alkohol v 0,06 M fosfatnem pufru pH 7,5. Inkubirali smo 20-30 min
pri 37 °C, sprali z destilirano vodo in prekrili z glicerol zelatino. Aktivna mesta so se obar-
vala modrovijoli¢no.

Princip reakcije je naslednji: a-glicerol-fosfatna dehidrogenaza prenese redukcijske
ekvivalente z glicerol-fosfata na tetrazolijeve soli, ki se zato reducirajo v obarvane for-
mazane (18).

Imunohistokemicni prikaz tezkih verig miozina s pomocjo posredne imunope-
roksidazne metode

Na teZke verige miozina se po principu klju¢ — kljuavnica (antigen — protitelo) veze pri-
marno protitelo. Nanj vezemo sekundarno protitelo, ki ima veliko vezalnih mest za pe-
roksidazo, kar izkori§€amo v barvni reakciji.

Uporabili smo naslednja primarna protitelesa proti tezkim verigam miozina, ki smo jih
razred¢evali z 0,5 % govejim serumom (tabela 3).

Tabela 3. Primarna protitelesa proti tezkim verigam miozina, njihove razredcitve, temperatura in ¢as inku-
bacije ter prikaz posameznega tipa tezke verige miozina (MHC).

Prim. protitelo Prikaz tipa MHC Cas in temperatura inkubacije Razredcitve
BA-D5 MHC I vlakna so temna 40 minut pri37°C 1:6000
SC-71 MHC IIA viakna so temna 40 minut pri 37°C 1:4000
BF-35 MHC IIX vlakna ostanejo svetla 40 minut pri 37°C 1:5000
RT-D9 MHC IIB in MHC IIX vlakna so temna  ¢ez no¢ v hladilniku 1:100
BF-F3 MHC IIB viakna so temna €ez no¢ v hladilniku 1:100

Primarna protitelesa so darilo prof. Schiaffina (Padova). Kot sekundarno protitelo smo
uporabili s peroksidazo konjugirane kunéje imunoglobuline (Ig G), pridobljene proti
misjim (Dakopats). Protitelesa smo razredgili v razmerju 1:40 z 0,5 % govejim serumom.
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Nato smo 10 minut centrifugirali pri 12000—13000 obratih (180 g). Raztopino sekundar-
nih protiteles smo nanesli na rezine in inkubirali 20 min pri 37 °C. Za dokaz peroksida-
ze smo uporabili raztopino 0,05 M TRIS pH 7,6, 8 mg diaminobenzidin-tetrahidroklori-
da (DAB) v 10 ml 0,2 M acetatnega pufra pH 5,2 in 5l 35 % H,O,. Rezine smo inkubi-
rali v temi 10 minut. Nato smo jih spirali pod teko¢o vodo, da smo ustavili reakcijo, jih
dehidrirali prek alkoholne vrste in ksilola ter jih prekrili s kanadskim balzamom. Reak-
tivna mesta so se obarvala rumenorjavo.

Fotografiranje obarvanih rezin in analiza slik

Obarvane rezine smo fotografirali s fotomikroskopom znamke Opton pri povecavi
160-krat. Rezine, na katerih smo imunohistokemicno prikazali prisotnost tezkih verig mio-
zina, smo fotografirali s faznim kontrastom. Na serijskih fotografijah rezin smo dolo¢ili
tip miSi¢nega vlakna in prisotnost tezkih verig miozina ter izraunali odstotek vlaken raz-
liénih tipov. S fotografijami smo se orientirali v rezinah, na katerih smo v istih vlaknih den-
zitometri¢no merili aktivnost SDH in GPDH.

Denzitometrija

Meritve v konéni tocki

Za merjenje absorpcije smo uporabili programe, ki jih je razvil Marko Ambroz delno po
Optonovih predlogah, nekaj pa po lastnih zamislih (79). Na serijskih rezinah smo me-
rili aktivnost SDH in GPDH v istih vlaknih. Merili smo absorpcijo znotraj celega prese-
ka vlaken in izraéunali popre¢no absorpcijo na um?2. Vse meritve smo naredili na mikro-
skopskem fotometru (OPTON, UMSP 30) pri valovni dolzini 585 nm z zaslonko preme-
ra 0,16 mm, s korakom 32 v x in y smeri pri povecavi objektiva 10-krat. Velikost enega
koraka je 0,25 um.

Loéitev oksidativnih vlaken od oksidativno-glikoliticnih in glikoliticnih

Rezultate smo analizirali z v ta namen razvitimi ra¢unalnidkimi programi na naslednji na-
¢in. Dobljene vrednosti popre¢ne absorpcije smo na osnovi frekvenéne porazdelitve raz-
vrstili v tri skupine: z visoko, srednjo in nizko aktivnostjo. Nato smo zdruzevali grupe za
oba encima, in sicer: vlakna, ki imajo visoko ali srednjo aktivhost SDH in hkrati nizko
aktivnost GPDH, so oksidativna (O). Nasprotno so tista, ki imajo visoko ali srednjo ak-
tivnost GPDH in nizko aktivnost SDH, glikoliticna (G). Vlakna, ki imajo visoko ali sred-
njo aktivnost obeh encimov, so oksidativno-glikoliticna (OG).

Statisti¢na analiza

Za vse spremenljivke smo izraunali srednjo vrednost, standardno deviacijo in standard-
no napako poprecja. Srednje vrednosti smo testirali s Studentovim t-testom. V rezulta-
tih navajamo stopnjo tveganja (P) le v tistih primerih, kjer so razlike statisti¢no znadcil-
ne. Ce ni drugace navedeno, velja, da se po doloceni lastnosti vse tri miSice (EDL, TA,
diafragma) ne razlikujejo med seboj. Posamezne vrednosti absorpcije za vsako miSico
smo izrazili v odstotkih razpona med minimalno in maksimalno vrednostjo absorpcije
za dolo¢en encim v vsaki rezini.
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Rezultati

Histokemicni tip vlaken v miSicah tibialis anterior, extensor digitorum longus in
diafragmi

Slika 1 prikazuje poprecni odstotek viaken posameznega tipa (I, [IA in 11B) v miSicah (EDL,
TA, diafragma). Pri raCunanju odstotka smo uporabili podatke vzorcev iz treh razli¢nih
misic podgane. Rezultat je prikazan v odstotkih + standardna napaka poprecja (SEM).
Dokazali smo vlakna tipov I, 1A in 1IB. Vlaken tipa [IC nismo dokazali. Primer vlakna ti-
pa IC smo nasli le v TA in predstavlja 0,2 % + 0,2 vseh vlaken v TA.
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Slika 1. Delez tipov vlaken, dolocenih na osnovi aktivnosti ATP-az v miSicah: extensor digitorum longus (EDL),
tibialis anterior (TA) in diafragmi (DIA).

V obeh hitrih miSicah (EDL in TA) prevladujejo vlakna tipa IlA, viaken tipa IIB je najveé
v EDL in najmanj v diafragmi. Najve¢ vlaken tipa | je v DIA (P <0,003), kjer pa so pri-
sotna tudi vlakna tipov IIA in 1IB (vsak tip predstavlja priblizno 30 %). Prehodnih viaken
IIAB nismo mogli dokazati.

Prisotnost tezkih verig miozina v misicah tibialis anterior, extensor digitorum
longus in diafragmi

Na sliki 2 je prikazan delez vlaken, ki vsebujejo dolocen tip tezke verige miozina v mi-
Sicah TA, EDL in DIA. Najvecji delez vlaken, ki vsebujejo MHC 1B je v miSici EDL (40 %),
najvecji delez viaken z MHC tipa | v diafragmi (15 %), delez vlaken z MHC IIA pa je v dia-
fragmi najnizji, v TA in EDL pa priblizno enak (25 %). Skupno Stevilo vseh analiziranih
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vlaken v diafragmi je bilo 280, v TA 334 in v EDL 357. V diafragmi je delez vlaken, ki
vsebujejo kombinacijo MHC | in MHC 11X (na grafu oznaceno z 1X), statisticno znacilno
vedji kot v drugih dveh miSicah (P <0,01), drugi rezultati pa niso statistiéno znadilni.

MHC
sem-az
X N o EDL
: [
-1 DIAF
| -~ - ]
ft SEM=201 TA
e e
BX ==
| ' SEM=500
AX pevarem
| ,;(j&’//j StM=am4

Slika 2. DeleZ vlaken, ki vsebujejo dolocen tip teZke verige miozina (MHC) v miSicah tibialis anterior (TA),
diafragmi (DIA) in extensor digitorum longus (EDL).

Tabela 4 prikazuje odvisnost med tipi vlaken, dolo¢enih na osnovi aktivnosti ATP-az in
prisotnostjo tipov tezkih verig miozina (MHC), ki so se pojavljale v posameznih miSicah
(EDL, TA, diafragma). Rezultat je prikazan v odstotkih + srednja napaka meritve. V re-
zultatu je upostevano poprecje Stirih miSic vsakega tipa. Kot je razvidno iz tabele 4, smo
ugotovili, da se vlakna, doloena z ATP-azno aktivnostjo, ne ujemajo povsem s prisot-
nostjo tipa tezke verige miozina. Najbolje so kompatibilna vlakna tipa I in MHC I, saj se
ujemajo v poprec¢no 80 % v vseh misicah. Znacilno je, da so vlakna tipa IIB bolj kompa-
tibilna z MHC 1IB, kot vlakna tipa IIA z MHC llA. Znacilnosti veljajo za vse tri miSice. Za-
nimivo je, da vsebuje kar okrog 35 % vlaken tipa IIA MHC IIB (velja za vse tri miSice) in
le okrog 10 % vlaken tipa 1IB MHC IIA (tabela 4).

V tabeli 4 smo upostevali le kombinacije tezkih verig, ki so se pogosteje pojavljale. V TA so
se pojavile tudi kombinacije: MHC IIA/1IB in MHC IIA/1IIB/IIX, vendar le posami¢no. Prav
tako so se le posami¢no pojavljale v DIA naslednje kombinacije: MHC I/lIA in MHC I/11B.

Tezke verige tipa | so razen v vlaknih, ki so histokemi¢no tipa I, prisotne $e v viaknih ti-
pa IIA v miSici EDL, vendar v zelo majhnem odstotku (0,5 %). Prisotnost tezkih verig 11X
smo z obstoje€imi protitelesi lahko dokazali v vlaknih vseh histokemiénih tipov. Verige
1A in 1IB so prisotne tako v vlaknih IIA kot tudi v vlaknih IIB v vseh miSicah.
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Tabela 4. Primerjava med tipi misicnih viaken, dolocenih na osnovi aktivnosti miofibrilarne ATP-aze, in pri-
sotnostjo teZkih verig miozina v vlaknih misic extensor digitorum longus (EDL), tibialis anterior (TA) in v dia-
fragmi (DIA) (v odstotkih + SEM). * P<0,005

Tip viakna
MHC 1 A B
EDL TA DIA EDL TA DIA EDL TA DIA
| 80 79,5 80 0,5 0 0 0 0 0

+7,06 +10,54 5,34 n=1
n=19 n=30 n=69
1+1IX 13,75 16,25 12 0,5 0 0 0 0 0
+8,25 +11,79 5,34 n=1
n=2 n=4 n=9

A 0 0 0 46,75 53 41,25 5,75 8,25 18,75
+7,87 +6,41 +13,76 +2,14 +4,25 +4,64
n=98 n=116 n=49 n=7 n=6 n=11

B 0 0 0 30 31,7 47 86 81,5 78,5
+2,68 +2,93 +15,64 +2,74 +7,54 +9,21
n=63 n=59 n=56 n=107 n=76 n=59

lIA+IIX 0 0 0 5,25 11,3 3,62 1,25 0 0

+3,54 +1,86* +1,43* n=1
n=12 n=9 n=5

IIB+lIX O 0 0 16,5 3,7 5,62 7 3,75 8,75
+5,68 +0,88 +3,86 +4,45 +3,75 +5,37
n=35 n=5 n=6 n=9 n=2 n=6

Prevladujogéi tip presnove in aktivnosti encimov sukcinatne dehidrogenaze
in o-glicerol-fosfatne dehidrogenaze v misicah tibialis anterior, extensor
digitorum longus in diafragmi

Slika 3, slika 4 in slika 5 prikazujejo strukturo miSic glede na tip prevladujoce energet-
ske presnove v miSicah EDL, TA in diafragmi. Rezultati so prikazani v odstotkih + SEM.

Skupno Stevilo vseh vlaken, ki smo jih upostevali pri statisti¢ni obdelavi, je bilo v dia-
fragmi 280, v miSici TA 334, v miSici EDL pa 357.

V EDL so se pojavljala posamezna vlakna, v katerih je bila aktivnost GPDH in SDH niz-
ka. Taka vlakna predstavljajo na sliki 4 vlakna z napako.

oksidativno-
glikolitiéna viakna
(46.0%)
(SEM=7,24) @

oksidativna vlakna
(52.0%)
(SEM=3,37)

(2.0%
(SEM=0,75)

glikolititna viakna

Slika 3. Dele? oksidativnih, glikoliticnih in oksidativno-glikoliticnih vlaken v diafragmi.
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vlakna z napako

(SEM=0,5)
(1.0%)

oksidativna viakna

(10.0%) (SEM=2.03)

glikoliti¢na vlakna
(30.0%)
(SEM=5,63)

oksidativno-
glikoliticna vlakna

(59.0%)
(SEM=2,89)

Slika 4. Dele? oksidativnih, glikoliticnih in oksidativno-glikoliticnih viaken v miSici extensor digitorum longus.

oksidativna vlakna

(16.0%)(SEM=9,20)

glikolitiéna viakna
(18.0%)
(SEM=3,20)

oksidativno-

glikoliti¢na viakna
(66.0%)
(SEM=8,10)

Slika 5. Dele? oksidativnih, glikoliticnih in oksidativno-glikoliticnih viaken v misici tibialis anterior.

Za diafragmo je znacilen velik delez oksidativnih viaken (52 %, P <0,02), delez oksida-
tivno-glikolitiCnih viaken je v vseh miSicah sorazmerno velik (od 46 % v diafragmi do 66 %
v miSici TA). Delez glikoliticnih vlaken je najvecji v EDL in zelo majhen, vendar Se do-
kazljiv (2 %) v diafragmi, razlike med miSicami so statisticno znacilne (P <0,03).

Tabela 5, tabela 6 in tabela 7 prikazujejo korelacijo med tipom tezke verige miozina in
prevladujocim tipom presnove (O, OG ali G). Rezultati so prikazani v odstotkih + sred-
nja napaka meritve. V rezultatih je upoStevano poprecje Stirih miSic vsakega tipa.

Tabela 5. Korelacija med presnovnim tipom vlakna in miozinsko tezko verigo (MHC) za extensor digitorum
longus (EDL) (poprecni odstotek £ SEM). O — oksidativni, OG — oksidativno-glikoliticni, G — glikoliticni
tip vlakna.

MHC Presnovni tip vlakna

o

oG

G

50,00+11,06; n=10

35,00£12,00; n=7

15,00+6,24; n=3

1+11X 50,00; n=1 50,00; n=1 0

A 10,78 +3,90; n=11 70,50£7,24; n=76 18,62+7,90; n=18
B 6,00+3,76; n=8 44,00+8,19; n=72 50,00+10,40; n=88
HA+IX 6,25;n=1 81,25+21,69; n=13 12,50+11,00; n=2
IB+IX 2,77;n=1 66,66 £29,18; n=24 30,55+14,18; n=11
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Tabela 6. Korelacija med presnovnim tipom viaken in miozinsko tezko verigo (MHC) za tibialis anterior (TA)
(poprecni odstotek + SEM).

MHC Presnovni tip vliakna

(o} oG G
| 7,25+4,75; n=2 89,50+7,49; n=17 13,25+8,1; n=4
1+1IX 0 60,00+28,87; n=3 40,00+40,00; n=2
1A 0,81; n=1 78,7+4,70; n=89 20,49+5,10; n=23
B 2,50+1,44;n=4 81,25+6,93; n=104 16,00+11,58; n=24
HA+IIX 0 94,44 +24,11; n=17 3,55%3,55; n=1
IB+IX (] 81,81+45,67; n=9 18,18+15,13; n=2

Tabela 7. Korelacija med presnovnim tipom vlaken in miozinsko teZko verigo (MHC) za diafragmo (DIA)
(poprecni odstotek + SEM).

MHC Presnovni tip vlakna
(o} oG G
| 59,09+7,09; n=39 37,87+10,58; n=25 3,03+2,36; n=2
1+1IX 91,75+8,25; n=10 8,25; n=1 0
1A 53,12+9,86; n=34 42,00+10,08; n=27 1,61;n=1
B 47,75+5,73; n=45 49,00+7,91; n=52 3,25+2,36; n=2
NA+IX 66,66 +25,02; n=4 33,33+23,75; n=2 0
IB+IIX 30,12+10,67; n=5 69,80+0,66; n=9 0

Vse tezke verige miozina so lahko prisotne v vlaknih vseh presnovnih tipov. Najvedji de-
lez vlaken, ki vsebujejo verigo |, je oksidativen (v EDL in diafragmi) oz. oksidativno-gli-
koliti¢en (v TA). Najvecji delez vlaken, ki vsebujejo verigo IIA, je oksidativno-glikoliti¢en
(v EDL in TA), v diafragmi pa oksidativen. Vlakna, ki vsebujejo verigo IIB, so v EDL pre-
tezno glikoliticna (velik delez je oksidativno-glikolitiCnih). V miSici TA je glavnina vlaken,
ki vsebujejo verigo 1B, oksidativno-glikolitiénih. V diafragmi pa je priblizno enak delez
vlaken, ki vsebujejo verigo 1B, oksidativno-glikoliti¢en in oksidativen.

Slika 6 prikazuje korelacijo med tipi tezkih verig miozina (MHC) in aktivnostjo GPDH za
posamezno misico. Upostevali smo le kombinacije tezkih verig, ki so se pogosteje po-
javljale. V TA so se pojavile tudi kombinacije: MHC I1A/IIB in MHC HIA/IIB/IIX, vendar le
posamicno. Prav tako so se le posami¢no pojavljale v diafragmi naslednje kombinaci-
je: MHC I/lIA, MHC I/11B.

Slika 7 prikazuje razmerje med relativnima aktivnostima obeh encimov, ki smo ju upo-
rabili za dokaz prevladujoCega tipa energetske presnove (SDH in GPDH). Razmerje
SDH/GPDH smo primerjali samo v vlaknih misic EDL in diafragme, ker smatramo, da
smo pri teh miSicah analizirali reprezentativni vzorec za cele miSice. Analizirani vzorci
TA so bili vzeti le iz perifernega dela, ki predstavlja priblizno 20 % preseka celotne mi-
Sice, zato ta del za miSico TA ni reprezentativen.

Razmerje SDH/GPDH je v vecini vlaken v diafragmi visje kot v EDL.
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Slika 6. Relativna aktivnost GPDH v vlaknih, ki vsebujejo razlicne tipe tezkih verig miozina (MHC) v miSicah
tibialis anterior (TA), extensor digitorum longus (EDL) in diafragmi (DIA) (v odstotkih razpona med minimal-
no in maksimalno vrednostjo absorpcije za vsak vzorec). V diafragmi imajo vlakna, ki vsebujejo verigi IIA in IIX,
statisticno znacilno nizjo aktivnost GPDH (P < 0,005) kot enaka viakna v drugih miSicah, sicer ni znacilnih razlik.
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Slika 7. Relativno razmerje SDH/GPDH v miSicah extensor digitorum longus (EDL) in diafragmi (DIA).
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Razpravljanje
Prednosti in pomanjkljivosti uporabljenih metod
Histokemija

Histokemi¢na diferenciacija tipov vlaken na osnovi miofibrilarne adenozin-trifosfataze omo-
goca zanesljivo loCitev le med vlakni tipa I, IIA, IIB in IIC. Vlaken tipa 11X (IID) ni mogo-
Ce dologiti. Prav tako ni mogoce zanesljivo dologiti prehodnih tipov viaken, npr. [IAB. Ak-
tivnost ATP-aze je odvisna od tipa tezkih in lahkih verig miozina (4). Natan¢nejsi vpo-
gled v zgradbo miSice gotovo dobimo z doloditvijo prisotnosti tezkih verig miozina v mi-
Si¢nih vlaknih. Protitelo BF-35 (5) ne reagira z vlakni, ki vsebujejo MHC IIX, torej le vlak-
na z MHC IIX ostanejo svetla (negativni prikaz). Znacilno je, da razen posameznih vla-
ken nismo nasli vec¢jega deleza vlaken, ki bi vsebovala le MHC [IX. MHC IIX se je pra-
viloma pojavljala v kombinaciji z IlA, 1IB in |, kar kaze na nespecificnost protitelesa BF-35
ali pa na pojavnost kakSne nove tezke verige miozina, proti kateri nimamo protiteles.

Se natanénejée rezultate bi gotovo dobili, ée bi dodatno uporabili metodo hibridizacije
in situin s tem dokazali e tip mRNA v posameznem vlaknu. Druga moznost bi bila upo-
raba drugih protiteles, ki bi se specifiéno vezala na tezke verige IIX in tako dala pozitiv-
no reakcijo, vendar pa nam taka protitelesa niso bila na voljo.

Histofotometrija

Histofotometrija omogoca objektivno lo¢evanje med razli¢éno aktivnimi vlakni. Uporab-
ljali smo metodo meritev v kon¢ni tocki, ki omogoca, da lahko na serijskih rezinah pri-
na predvsem tam, kjer obstaja spekter aktivnosti encimov in se subjektivno tezko od-
lo¢imo, kje je meja med Sibko, srednje in moéno aktivnimi vliakni. Hkrati pa je ta meto-
da tudi zelo zahtevna, saj moramo rezine skrbno pripraviti, da se izognemo morebitnim
artefaktom, ki lahko mo¢&no zmanj$ajo specifi¢nost metode. Zavedati se moramo, da so
tako dobljeni rezultati le relativni, saj nimamo primernih bioloskih standardov. Prav ta-
ko so med razli¢énimi rezinami mozne le relativne primerjave, saj je za vrednotenje en-
cimske reakcije pomembna debelina rezine, ¢as inkubacije in temperatura.

Koekspresija tezkih verig miozina v istem misi¢nem vlaknu

StarejSe Studije trdijo, da vsako vlakno lahko vsebuje le po en tip MHC, ¢e pa sta pri-
sotna dva tipa MHC ali celo ve¢, gre za transformacijske procese, ki so posledica elek-
tricnega drazenja, treninga ali spremenjene koncentracije $¢itni¢nih hormonov (4). Pre-
tvorbe tipov tezkih verig miozina in s tem tipov vlaken potekajo vedno v naslednjem za-
poredju:

IIBo X 1A < |
V istem vlaknu sta lahko torej prisotni le sosednji tezki verigi iz navedene sheme (16, 20).

Novejse Studije kazejo, da je mozna prisotnost dveh ali celo vec tipov tezkih verig mio-
zina v istem vlaknu (7, 9-11). Kombinacije, ki so jih nasli, so bile: I/lIA, IIA/IIX, IB/IIX.
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Niso pa nasli kombinacij IIA/1IB in I/1IX, ki so se pojavljale v nasi raziskavi. I1A/1IB kom-
binacije so se pojavljale le v posameznih primerih, I/IIX pa v nekaj odstotkih. V enem
vlaknu smo nasli celo kombinacijo treh MHC (IIA/IIB/I1X).

Kombinacija tezkih verig miozina MHC I/11X je bila doslej neznana. Vzrok takih rezulta-
tov je lahko tudi nespecifi¢nost protitelesa BF-35. V vlaknih s kombinacijo MHC IIA in
IIB je mozno, da gre za koekspresijo treh tezkih verig miozina llA, 1B in 11X, vendar pa
MHC 11X ne moremo dokazati, ker je dokaz z BF-35 negativen.

Delez vlaken, ki vsebujejo kombinacije tezkih verig miozina, je relativno majhen, ven-
dar vseeno predstavlja v vsaki miSici poprec¢no okrog 7 %.

Primerjava med tipi vlaken, prisotnostjo tezke verige miozina v vlaknu in pre-
vladujo€o presnovo

Raziskave kompatibilnosti tipov viaken in njihove energetske presnove so se zacele ze
v petdesetih letih. Leta 1972 je Peter s sodelavci ugotovil, da so viakna tipa | predvsem
oksidativna, vlakna tipa IIB predvsem glikoliti¢na, vlakna tipa IIA pa v glavhem oksida-
tivno glikoliti¢na. Raziskava je bila opravljena na skeletnih miSicah (soleus in vastus la-
teralis) morskih prasi¢kov in kuncev (21).

Kasneje je bila opravljena Studija aktivnosti SDH pri razli¢nih tipih miSi¢nih vliaken se-
salcev. Ugotovljeno je bilo, da je najozji spekter aktivnosti znacilen za vlakna 1B, neko-
nost SDH znagilna za oksidativna viakna (73). Studija je bila opravljena le za encim SDH,
ki je encim oksidativne presnove, ne pa tudi za GPDH, ki je encim glikolitiéne presno-
ve. Prav tako $e ni bil prikazan koli¢énik med SDH in GPDH. Ta nam kaze, da je ne gle-
de na tip vlakna aktivnost SDH bistveno visja v diafragmi, ki je bolj oksidativha miSica,
nekoliko nizja v TA, najnizja pa v EDL, ki je predvsem glikoliti¢na miSica.

Odkrit je bil tudi nov podtip vlakna ll, in sicer 11X (5, 6). Ta vlakna se histokemi¢no ob-
nasajo kot vlakna tipa IIB. Lo¢imo jih lahko Sele na osnovi prevladujoCe presnove, saj
so vlakna tipa IIX bolj oksidativna, vlakna tipa IIB pa bolj glikoliti¢na (22, 23).

V diafragmi, ki je bolj oksidativna miSica in se kr¢i vztrajno, bi pri¢akovali ve¢ vlaken
z MHC I. NaSi rezultati pa kazejo, da je priblizno enako razmerje med vlakni z MHC |,
IIA'in IIB (30 %). Tako velik delez vlaken tipa IIB bi lahko razlagali z mozno koekspresi-
jo s tezko verigo I1X, Cesar pa ne moremo dokazati.

Doslej je bilo dokazanih najve¢ vlaken z MHC IIX v diafragmi (od tod tudi drugo ime:
MHC 1ID) (24). V naSi raziskavi pa Cistih vlaken (razen posameznih izjem) z razpoloz-
ljivimi protitelesi nismo nasli.

Za vlakna z MHC IIX je znadilna oksidativna presnova, vendar pa kombinacije tezkih
verig miozina, v katerih nastopa tudi MHC IIX, niso zgolj oksidativhe, ampak pomem-
bno prispeva tudi druga komponenta (npr. vlakna, ki vsebujejo kombinacijo MHC IIX/IIB,
so bolj glikoliticna, vlakna z MHC IIX/IIA pa bolj oksidativno-glikolitiéna). Tip energet-
ske presnove pa je razli€en tudi glede na tip miSice. Najbolj glikolitiéno se obnasa EDL.
Pri TA moramo upostevati, da je analiziran le periferni del, zato rezultatov ne moremo
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posplositi na celo misico, ki bi se kot celota zanesljivo obnasala bolj glikoliticno. Primer-
java tipa tezke verige miozina in vrste prevladujoce presnove v posameznem vlaknu v dia-
fragmi kaze, da so vlakna z vsemi tipi tezkih verig miozina v najvecjem delezu oksida-
tivna, razen vlakna z MHC IIA in MHC IIB/1IX, ki so pretezno oksidativno-glikoliticna. Gli-
koliti¢éna vlakna se v diafragmi pojavljajo le posamiéno. To nam dokazuje, da je diafrag-
ma misica, ki za vir energije uporablja predvsem oksidativne procese.

Za TA je znacilen najvecji delez oksidativno-glikoliti¢nih viaken (znacilno za vse tipe MHC).
Redka so oksidativna vlakna, relativno velik delez je glikoliti¢nih (3—-25 %).

Za EDL je znacilno veliko Stevilo oksidativnih viaken z MHC | in velik delez glikoliti¢nih
vlaken z MHC IIB, v vecini vlaken pa prevladuje oksidativno-glikolitiCen tip presnove.

1z rezultatov za vse miSice pa je razvidno, da so vlakna z MHC 1IB, ki veljajo za mo¢no
glikoliti¢na, kar precej oksidativna.

Za pocasna vlakna tipa | je veljalo, da so le oksidativna, glede na naSe rezultate pa lah-
ko sklepamo, da so lahko vseh presnovnih tipov.

1z rezultatov je razvidno, da so tudi viakna tipa | lahko oksidativno-glikolitiéna (25) in gli-
koliti€na, kar lahko primerjamo tudi s humanimi miSicami (26).

Dejavniki, ki dolocajo tip miSicnega vliakna

Skeletna misi¢na vlakna se diferencirajo v hitra in po¢asna vlakna pod vplivom moto-
ricnega zivca. Vlakna iste motori¢ne enote so histokemi¢no istega tipa (27). Raziska-
ve dokazujejo, da imajo lahko vlakna istega tipa, dolo€enega na osnovi aktivnosti mio-
fibrilarne ATP-aze, lahko precej razli€no aktivnost sukcinatne dehidrogenaze in o-gli-
cerol-fosfatne dehidrogenaze (28, 29). 1z rezultatov naSe raziskave je razvidno, da ima-
jo vlakna, ki vsebujejo razli¢ne tezke verige miozina, lahko oksidativno, oksidativno-gli-
koliti¢no in glikoliticno presnovo. Glavnina vlaken sicer ve¢inoma pripada le enemu pre-
snovnemu tipu. Sklepamo, da tip vlakna sicer res dolo¢a motori¢ni Zivec, ki ozivéuje mi-
Sico, raven $¢itni¢nih hormonov in lokalni dejavniki kot so prekrvljenost, vezivno tkivo
in napetost, pa lahko osnovni tip vlakna nekoliko modificirajo. Ne izkljuéujemo mozno-
sti, da obstajajo Se druge tezke verige miozina, ki jih doslej Se niso uspeli dokazati. Te
verige so v misi¢nem vlaknu lahko prisotne samostojno ali pa v kombinaciji z drugimi
verigami. Morda so nekatere bolj vezane na glikolitiéno, druge pa bolj na oksidativno
presnovo. Skeletna miSica je vsekakor heterogena po svoji sestavi. Zanjo je znacilna
izredna plasti¢nost, ki ji omogoca, da se hitro prilagaja spremenjenim funkcionalnim zah-

no in ne daje osnovnih podatkov o delovanju misice (4).

Sklepi

V miSicah EDL, TA in diafragmi podgane imajo vsi tipi vlaken (I, lIA, 1IB) lahko vse tri ti-
pe presnove (oksidativno, oksidativno-glikoliti¢no in glikoliticno). Nekatere kombinaci-
je, kot npr. glikoliticna viakna tipa | v diafragmi, so sicer zelo redke, vendar tudi obsta-
jajo.
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Vecina vlaken, ki vsebuje dolo€en tip tezke verige miozina, je v dolo€eni misici vezana
na dolocen tip presnove. Tako so vlakna, ki vsebujejo MHC | v EDL in diafragmi pred-
vsem oksidativna, v TA pa predvsem oksidativno-glikoliticna. Vlakna, ki vsebujejo MHC
IIA so v EDL in TA predvsem oksidativno-glikoliti¢éna, v diafragmi pa predvsem oksida-
tivna. Vlakna z MHC IIB pa so v diafragmi in TA predvsem oksidativno-glikoliti¢na, v EDL
pa glikolitiéna. Kot kaze v vlaknih s koekspresijo MHC, igrajo pomembnej$o viogo MHC
IIB, 1A in | kot pa MHC 1IX. Tako se vlakna z MHC IIB/IIX obna$ajo podobno kot vlak-
na z MHC IIB, vlakna z MHC IIA/1IX podobno kot vlakna, ki vsebujejo le MHC IIA, in viak-
na z MHC I/lIX podobno kot vlakna, ki vsebujejo le MHC I.

V diafragmi ima vecina vlaken visjo aktivnost indikatorskih encimov oksidativne presno-
ve kot v miSicah EDL in TA, €eprav so kljub temu lahko tudi oksidativno-glikoliti¢na in
glikoliti€na.

Neobi¢ajna koekspresija tezkih verig miozina tipa I in 11X, ki smo jo ugotovili pri precej
visokem odstotku vlaken tipa |, kaze na nespecifiénost protitelesa BF-35 ali pa na pri-
sotnost kakSne nove tezke verige miozina, ki ne reagira s protitelesom 11X in doslej ni
bila opisana.

monov in lokalnih dejavnikov, kot so prekrvljenost, vezivno tkivo, napetost in drugo.
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