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Stereoloska analiza kapilar v debeli prec¢ni rezini skeletne misSice

Stereological analysis of capillaries in thick slice of skeletal

muscle
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Izvlecek: V debelih prec¢nih rezinah hitrih miSic extensor digitorum longus (EDL) in pocasnih miSic soleus
(SOL) smo s stereolosko analizo dolocali dolZino kapilar na povrsinsko enoto miSi¢nih vlaken (Lkap/Svl). V
misici EDL so imela tanka oksidativna miSi¢na vlakna vecje razmerje Lkap/Svl kot debela glikoliticna miSi¢na
vlakna ((35,03 mm™ + 1,87 mm™ : 22,28 mm™ + 4,04 mm™) (p<0,05) in ve&je kot oksidativna vlakna po&asne
misice SOL (31,37 mm’” + 3,43 mm'l) (p<0,05). Oksidativna vlakna miSice SOL in glikoliticna vlakna miSice
EDL so bila enako debela, razmerje Lkap/Svl pa je bilo pri oksidativnih vlaknih vecje. Iz rezultatov analize
sklepamo, da dolZine kapilar ob miSi¢nem vlaknu ne doloca le debelina miSi¢nih vlaken ampak predvsem
njihova presnova. Menimo, da je razmerje Lkap/Svl koristno orodje za prouc¢evanje plasti¢nosti miSic, saj nudi
vpogled v presnovne spremembe miSi¢nih vlaken.

Kljuéne besede: kapilare; miSi¢na vlakna; skeletna miSica; stereologija

Abstract: Stereological analysis of the thick cross sections of fast extensor digitorum longus (EDL) and slow
soleus (SOL) muscles was performed and the capillary length to muscle fibre surface area ratio (Lcap/Sfib)
evaluated. The Lcap/Sfib ratio of thin oxidative EDL muscle fibres was higher than that of thick glycolytic
EDL muscle fibres (35,03 mm™ + 1,87 mm™ : 22,28 mm™ + 4,04 mm™) (p<0,05) and higher than that of
oxidative SOL muscle fibres (31,37 mm’” + 3,43 mm'l) (p<0,05). Although the thickness of slow oxidative
SOL muscle fibres and of fast glycolytic EDL muscle fibres were equal, the ratio Lcap/Sfib of oxidative SOL
fibres was higher. The results indicate that the length of capillaries of skeletal muscle fibres correlates well
with oxidative capacity of muscle fibres. The Lcap/Sfib ratio offers an insight into muscle fibre metabolism.
We believe it can serve as an useful tool for study of skeletal muscle plasticity.
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1. Uvod

Slika precnega prereza skeletne miSice vsebuje veliko
morfoloskih podatkov, ki nam v korelaciji z biokemi¢nimi
podatki nudijo vpogled v delovanje miSice. Pri ocenjevanju
morfoloskih znacilnosti tkiva nam delo zelo olajsa
stereologija, veda, ki omogoca kvantitativno analizo
notranje zgradbe 3D struktur zgolj na podlagi analize
dvodimenzionalnih (2D) prerezov skoznjo (Weibel in sod.,
1966). Stereologija uporablja posebne merske sisteme, t.
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im. testne mreZice, s pomoc¢jo katerih Stejemo preseciSca
med opazovano strukturo in oznakami testnega sistema. S
Stevilkami izraZena koli¢ina neke strukture v tkivu je zelo
uporaben podatek, saj omogoca objektivno primerjavo in
olajsa nadaljnjo statisti¢no analizo.

Postopki Stetja preseciS¢ med opazovano strukturo in
stereoloskimi testnimi sistemi so se z leti spreminjali in
izboljSevali. Iz prvotnega polaganja prozornih testnih
mrezic na mikroskopsko sliko ali na fotografijo tkivnega
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preparata in rocnega Stetja Stevila preseciS¢, so se ti
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postopki v casu racunalnikov modernizirali in pohitrili.
Danes se vedno bolj uveljavljajo digitalni testni sistemi, ki
jih  generiramo z raCunalniSkimi programi in jih
projiciramo na digitalno sliko preparata na zaslonu.

V tej Studiji smo prikazali prakticno uporabo dveh
racunalniSko generiranih stereoloskih testnih sistemov, s
katerima smo tridimenzionalno ocenjevali dolZino kapilar
ob povrSini miSi¢nih celic (vlaken). Stereoloske testne
sisteme smo projicirali na serije slik, zajetih s konfokalnim
mikroskopom iz debelih pre€nih rezin dveh skeletnih miSic
podgane, homogeno grajene in pocasi kréljive miSice
soleus (SOL) ter heterogeno grejene in hitro kré¢ljive miSice
ekstenzor digitorum longus (EDL).

2. Material in metode

Analizirali smo pet miSic SOL in pet miSic EDL
podgan. Iz sredine zamrznjenih miSic smo s kriotomom
narezali 120 mikronov debele tkivne rezine, jih fiksirali in
obarvali s fluorescentnimi barvili za prikaz kapilar in
mii¢nih vlaken (Cebasek in sod., 2004). Na vsaki tkivni
rezini smo z nepristranskim sistematicnim vzoréenjem
izbrali pet mest iz katerih smo z objektivom Plan-Neofluar
oil immersion 40x, s konfokalnim mikroskopom znamke
Zeiss LSM 510 ali Bio-Rad MRC 600, zajeli globinske
serije slik, med seboj oddaljene 1um. Zajete serije opti¢nih
rezin tkiva smo uporabili za stereoloSko ocenjevanje
dolZine kapilar in povrSine miSi¢nih vlaken, pri ¢emer smo
uporabili programa FAKIR in SLICER (Kubinové in sod.,
2001), ki delujeta v programskem okolju Ellipse (ViDiTo,
Slovakia).

Z racunalniSkim programom FAKIR smo generirali
stereoloski sistem v obliki digitalne mreZe
vzporednih  premic  (preiskovalna sonda FAKIR),
postavljenih v tri med seboj pravokotne ravnine. Digitalne
testne premice smo projicirali v z-serijo slik, ki smo jih na
zaslonu videli kot toCke oziroma majhne kvadratke, ki
prebadajo migiéna vlakna. Stevilo presedis¢ med testnimi
premicami in povr§ino miSi¢nega vlakna, ki smo jih naSteli
skozi celotno z-serijo slik, smo uporabili za izracun
povrSine i-tega miSicnega vlakna S; (vl) v debelini precne
tkivne rezine, po enacbi:

testni

S;(V)=2/3 u (I'+ I+ 1), 0

kjer je u konstanta mreZze (razdalja med sosednjima
vzporednima premicama ene ravnine) in je Iij(j =1,2,3)
Stevilo presec¢is¢ med j-to sondo FAKIR in plas¢em i-tega
vlakna.

Z raCunalniskim programom SLICER smo generirali
stereoloSki digitalne mreZe
vzporednih ploskev (preiskovalna SLICER),
postavljenih v tri med seboj pravokotne ravnine, ki smo jih

testni sistem v obliki

sonda
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projicirali v z-serijo slik. Na zaslonu smo ploskve videli
kot premice, ki reZejo oziroma potujejo skozi miSicno
tkivo. Stevilo prese¢is¢ med kapilarami enega migiénega
vlakna in preiskovalnimi sondami, ki smo jih nasteli skozi
celotno z-serijo slik smo uporabili za oceno dolZine kapilar
ob i-tem vlaknu L; (kap) v debelini pre¢ne tkivne rezine po
enacbi:

L;(kap)=2/3 d (Q'1+ Q'r+ 0'3), 2)

kjer je d konstanta mreZe (razdalja med sosednjima
vzporednima ploskvama ene ravnine) in je Qij G=1,2,3)
Stevilo preseCiS¢ med j-to SLICER-jevo preiskovalno
sondo.

Zbrane podatke o dolZini kapilar in povr$ini miSi¢nih
vlaken smo primerjali s Studentovim t-testom za neodvisne
vzorce, pri ¢emer smo uporabili statisticni paket SYSTAT
(1991).

3. Rezultati

V homogeno grajenih miSicah SOL smo analizirali 244
miSi¢nih vlaken, v povpre¢ju 55 na miSico, v heterogeno
grajenih miSicah EDL pa 587 miSi¢nih vlaken, v povprecju
117 na miSico. MiSi¢na vlakna po€asne miSice SOL in hitre
miSice EDL so imela v povpre¢ju enako dolZino kapilar na
povrsinsko enoto miSi¢nega vlakna (Lkap/Svl) (31,37 mm’
"+ 343 mm’ : 30,11 mm” + 3,01 mm") (X+SD). Pri
heterogeno grajeni hitri miSici EDL smo loc¢eno analizirali
najve¢ja oziroma debela miSicna vlakna in najmanjSa
oziroma tanka miSi¢na vlakna. Pri tankih vlaknih miSice
EDL je bilo razmerje Lkap/Svl vecje kot pri debelih (35,03
mm” + 1,87 mm” : 22,28 mm" + 4,04 mm) (X+SD)
(p<0,05) in celo vecje kot pri vlaknih misice SOL (31,37 +
3,43) (X £SD) (p<0,05) (Graf 1).
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Graf 1. DolZzina kapilar na povrSinsko enoto
misi¢nega vlakna (Lkap/Svl) (mm™) (X %
SD) za oksidativha miSi¢na vlakna miSice
SOL (rumeni trikotniki) in za misSi¢na vlakna
miSice EDL loc¢ena v dve skupini, za tanka
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oksidativna miSi¢na vlakna (modri rombi) in
debela glikoliticna miSicna vlakna
(vijoli¢ni kvadrati).

zZa

4. Diskusija

S stereolosko analizo slik zajetih s konfokalnim
mikroskopom iz debelih prec¢nih rezin dveh fiziolosko
razli¢énih podganjih miSic smo ugotovili, da imajo miSi¢na
vlakna miSic SOL in EDL v povpre¢ju enako razmerje
Lkap/Svl. MiSica SOL je homogeno grajena, miSico EDL
pa gradijo heterogena miSi¢na vlakna razli¢nih debelin, z
razli¢no presnovo. S citofotometri¢no Studijo so ugotovili,
da je aktivnost oksidativnih encimov v najtanjSih miSi¢nih
vlaknih podganje miSice EDL vec¢ja kot v najdebelejsih
miSicnih vlaknih te miSice, in celo vec¢ja kot v miSi¢nih
vlaknih miSice SOL (Punkt in sod., 1996). S prouc¢evanjem
sprememb kapilarne mreZe po treningu, so v podganjih
skeletnih miSicah ugotovili, da je velikost sti¢ne povrSine
med kapilarami in povrSinsko ovojnico miSi¢nih vlaken
(sarkolemo) odvisna od gostote mitohondrijev v mi§i¢nem
vlaknu (Poole in Mathieu Costello, 1996). Rezultati nasih
meritev dolZine kapilar, ki smo jo ocenjevali ob
posameznih miSi¢nih vlaknih, so v skladu z rezultati
zgornjih dveh raziskav, saj smo v tankih miSi¢nih vlaknih
miSice EDL ugotovili vecje razmerje Lkap/Svl kot v
debelih in vecje kot v miSi¢nih vlaknih miSice SOL (Graf
1). Ugotavljamo, da spremenljivka Lkap/Svl dobro odraza
presnovo miSi¢nih vlaken in menimo, da je zato Se posebej
primerna ocenjevanje tkivnih sprememb, kjer
pri¢akujemo spremembe v presnovi miSi¢nih celic.

Zgradba skeletnih miSic je specializirana za to€no
doloc¢ena opravila. Vzdriljive skeletne miSice, ki so
aktivne skozi daljSe Casovno obdobje imajo vecji delez
pocasi krcljivih oksidativnih miSi¢nih vlaken, eksplozivne
miSice, ki so le obCasno aktivne pa imajo vecji delez hitro
kréljivih miSi€nih glikoliti¢nih vlaken. V Stevilnih Studijah,
kjer so proucevali odzivnost razlicnih cloveskih
Zivalskih skeletnih miSic na spremenjene pogoje dela, so
ugotovili izjemno prilagodljivost oziroma spremenljivost
miSi¢nih vlaken. Po treningu, po posSkodbah ali razlicnih
bolezenskih stanjih so ugotovili, da se lahko spremeni
debelina miSi¢nih vlaken ali pa se spremeni in prilagodi
presnova oziroma njihove biokemi¢ne in fizioloSke
lastnosti. Ta pojav poznamo kot plasti¢nost miSic (Pette,
2001). Spremenjeno velikost ali histokemicen tip miSi¢nih
vlaken  lahko  dobro
dvodimenzionalnih mikroskopskih slik obarvanih rezin
miSi¢nega tkiva. Spremenjeno gostoto kapilar pa je dobro
ocenjevati v treh dimenzijah (Mathieu in sod, 1983), saj
zaradi morebitnega vijugavega poteka kapilar ali pre¢nih
anastomoz (povezav), obstaja nevarnost, da s klasi¢no
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dvodimenzionalno analizo, dolZino kapilar ob miSi¢nih
vlaknih podcenimo (Cebasek in sod, 2010).

3. Zakljucki

S stereolosko analizo tkiva smo ugotovili, da je
razmerje med dolZino kapilar in povrSino miSi¢nega vlakna
sorazmerno z intenzivnostjo oksidativne presnove v
miSi¢nih vlaknih. Menimo, da je Stevilsko razmerje
Lkap/Svl koristno orodje tudi za proucevanje plasti¢nosti
miSic, saj nam nudi vpogled v presnovne spremembe
misi¢nih vlaken. Stevilski podatki dobljeni s stereolosko
analizo tkiva niso koristni le pri proucevanju miSinega
tkiva, ampak lahko pomembno olajSajo odkrivanje
bolezenskih sprememb tudi v drugih tkivih.
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