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Primenjeno eksperimentalno opterecenje, koje je bil

cije (»povrsinske gustine«) mitohondrija u oba tipa migiénih v
izmedu kontroliranih i eksperimentalnih Zivotinja bile su statist

tipa 1.

1. UVOD

Mitohondrijalni aparat je, s obzirom na njegovu ulo-
ga u staniénoj energetici, odavno predmet interesova-
nja brojnih istrazivata, Stoga je saswim razumljivo da
su ove stvornice« ATF-a bile medu prvim stanicnim
substrukturama kojima su se pozabavili i autori koje je
zanimala funkcionalna morfologija fizickog napora. Kra-
jem pedesetih i po&etkom gezdesetih godina objavljen
je niz znatajnih radova u ovoj oblasti. Spomenimo samo
neka istrazivanja kao 3to su Hearn i Wainio (10), Holl-
oszy (13), Gollnick i King {7) i dr. Ovaj interes za izu-
, éavanjem mitohondrija ne jenjava ni danas. U posled-
njih petnaestak godina objavijen je veliki hroj istrazi-
vanja mitohondrijalnog aparata kako skeletnih tako i
sréanog midiéa u toku razligitih tipova opterecenja. Ta-
ko su se Meerson (27, 28,29), Bylund et al. (3), Hoppe-
ler at al. (14), Howald (15), Kiessling et al. (18), Trend-
afilov i Tanuschev (38) bavili promenama u ovom apara-
tu za vreme optereéenja tipa izdrZljivosti, Yakoviev (41)
u toku anaerobnog napora, MacDougall et al. (25) za
vreme optereéenja tipa snage, Heilig i Pette (11), Sa-
Imons i Henriksson (36) u toku elektrostimulacije, Kri-
eger et al. (23) i Max (26) u toku hipokinezije i dr.

U ovom ispitivanju, koje predstavlja neku vrstu kon-
tinuiteta gore navedenih istraZivanja, poku3ali smo uz
pomoé kvantitativnih morfoloskih metoda da odredimo
nivo adaptivnih promena na mitohondrijalnom aparatu
za vreme tzv. kompenzatorne hipertrofije skeletnih mi-
§ica. Pri tome smo posli od modela koji su predloZili
James i Meek (17), tj. pokusali smo da utvrdimo distri-
buciju mitohondrija u pojedinim segmentima (zonama)
midiénog vlakna.

o kirurki potstaknuto, iniciralo je povecanje povrdinske frak-
lakana (tip | i tip W vlakana). Medutim, dobijene razlike

itki znatajne samo kod centralnih zona mig&iénih vlakana

2. METODIKA ISPITIVANJA

2, 1 Eksperimentalne Zivotinje

Ispitivani uzorak, koji je bio sastavljen od 12 labora-
torijskih miseva tezine oko 30g, muskog spola, odab-
ran je po principu sluajnog uzorka.

2, 2 Eksperimentalni postupak

Dvanaest laboratorijskih miSeva nasumice je podelje-
no u kontrolnu i eksperimentalnu grupu. Svaka od ovili
grupa brojala je po 8est Zivotinja. Eksperimentalne Zi-
votinje su, pod steriinim uvjetima i anestetizirane ete-
rom, podvrgnute operaciji. Napravljen je longitudinalni
rez, priblizno iznad m. tibialis anterior, Tetiva m. tibia-
lis anterior-a bila je presetena priblizno 1 mm iznad
margine extensor retinaculuma. Istovremeno su prese-
éeni nervi i arterijski krvni sudovi. Duboka, proksimal-
na vaza misica bila je presetena i mi8i¢ otstranjen. Po-
sebno je, pri tome, vodeno ratuna da se ne povredi m.
extensor digitorum longus. Rana je nakon operacije za-
givena i prekrivena Nebecutanom.

Prvih sedam dana postoperativnog perioda eksperi-
mentalne Zivotinje su drzane u malim, individualnim
boksovima, a zatim prebadene u zajednicki boks dimen-
zija 45x60 cm. Temperatura u prostoriji, u kojo] su se
nalazili boksovi, iznosila je 20-22°C, a osvetlienje je
bilo dnevno. Hrana, sastavljena od granulisanog koncen-
trata, kao | voda, bile su na raspolaganju Zivotinjama
ad libitum.

Eksperimentalne {(kao | kontrolne) Zivotinje su 90 da-
na nakon izvrS8ene operacije dekapitirane.

2, 3 Biopsija i priprema tkiva

Neposredno pre dekapitacije, a uz pomoé potpune
anestezije eterom, Zivotinjama je izvaden longitudinal-
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nom incizijom komadi¢ misiénog tkiva (priblizne teZine
od 30 img) iz sredisnjeg dela m. extensor digitorum
longusa.

Tkivo je odmah nakon biopsije fiksirano, u toku tri
sata, u 3v/p gluteraldehidu (CsH:O:) rastvorenom u 0,f
M fosfatnom buferu pri pH 7.4. Nakon toga tkivo je post-
fiksirano u 20/p vodenom rastvoru osmium tetroksida
(0s0,) u toku jednog sata i pri temperaturi od 4°C, de-
hidrirano u alkoholu (od 25—1000/y) i ukalupljeno u
Araldit.

Za potrebe elektronske mikroskopije sedene su ul-
tratanke kris€ice misiénog tkiva, priblizne velitine od
250 A, koje su, zatim, kontrastovane u toku 15 minuta
sa 3%, uranil acetatom, a nakon toga 3 minuta u olovo
citratu (Palade, 32).

2. 4 Stereoloska tehnika

Za odredivanje povrdinske firakcije (areal fraction)
mitohondrija [(AJw] koriséena je formula koju je pred-
lozio Underwood (39):

(Adwa = (Pp) / (Px),

pricemu (Pe)predstavlja ukupan broj test tadaka stere-
olodke matrice na popreénom preseku miSiénog tkiva,
a (P:) broj poentiranih tataka stereoloske resetke na
mitohondrijama.

Prethodno je napravijeno, za svaki tip miSiénog vlak-
na, po 50 mikrografija poprefnog (kosog) preseka mi-
Slénog tkiva pri finalnom uveéanju od 22500 puta. S
obzirom da se radilo na mikrografijama velikih dimen-
zija bilo je potrebno izvr8iti montazu, tj. od 2-6 mikro-
grafija montirati potrebni segment misiénog vlakna. Na-
kon montaZe izvrSeno je, uz pomoé »MOP Amo 3« ana-
lizatora, odredivanje centra gravitacije svakog misiénog
vlakna. Od centra gravitacize povuéene su, pod prib-
lizno istim kutom, dve linije do sarkoleme. Dobijeni seg
menti su podeljeni u tri zone, prema metodici koju su
predioZili James i Meek (17).:Vrednost (Asw. odrediva-
na je za svaku od tri zona ponaosob, kao i za sve tri
zone zajedno., Raspored zona je prikazan na slici 1.

Nantar evavitanije

mifidnag vliekna /’X.‘;_\

MISICNO

U svim sludajevima kada su koriSéene stereoloske
matrice odredena je 1 relativha standardna greska
(R. S. E) prema formuli koju je postavio Hally, loc. cit.
Aherne i Dunnill (1):

1 — (W)

(R.S.E.) = VvV = 0,05,

n
gde (V) predstavlja prvobitno odredenu wvrednost na
malom pilot istraZivanju, a vrednost n broj preseka na
stereoloskoj matrici. Pri tome je uzeto kao zadovolja-
vajuée da relativna standardna greska iznosi 50/, ili
manje.

3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Kao 5to se moZe zapaziti na Tabeli 1 i 2, odnosno
Slici 2, spovrSinska gustina« mitohondrija iznosila je
kod kontrolnih miSeva u miiénim vlaknima tipa | u zoni
1: 12,58+222, u zon 2: 20,73+1,99, u zoni 3: 30,33+
330 i ukupno u sve tri zone: 2528236, dok je kod
operisanih Zivotinja bila u zoni 1: 20,61+2,54, zoni 2:
18,90+2,32, u zoni 3: 32,21+3,72 i u sve tri zone 26,50
+2,699/.

30

N
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N
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Slika 1. Shematski prikaz rasporeda pojedinih zona na
kosom preseku migiénog vlakna
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Slika 2. Grafi¢ki prikaz povriinske frakcije mitohondrija
u sve tri zone misiénith vlakana tipa 1 i tipa W kod
kontroliranih 1 eksperimentalnih zivotinfa (iSrafinana
polja).

Razlika izmedu kontrolnih i operisanih (eksperimen-
tainih) ‘zivotinja iznosila je u zoni 1: 63,99/, povecanja
(P<0,05), u zoni 2: 9,6%, zoni 3: 6,3% i u sve tri zo-
ne 049, (navedene razlike nisu statisticki znaéajne).

»Povr§inska gustina= mitohondrlja iznosila je u poje-
dinim zonama misiénih vlakana tipa Il kod kontrolnih
mideva: zona 1: 4,16+1,17, zona 2: 2,35+0,79, zona 3:
703127 i u sve tri zone: 5,160,890/, dok Je kod
operisanih Zivotinja bila u zoni 1: 1,86%+1,18, zoni 2:
5,00+2,07, zoni 3: 955+2,32 i u sve tri zone: 714+
1,920/o. Dobijene razlike u zoni 1 iznose: 8,9%, zoni 2:
15%, zoni 3: 36,7% i u sve tri zone: 52,70/p (sve do-
bijene razlike nisu statistidki znaéajne).



M. Cabri¢, N. T. James: Adaptivne promene na mitohondrijalnom aparatu skeletnih migica. . .

Kineziologija Vol. 16 br.1 (1984.) str. 37—42

4. DISKUSJA

Ispitivanje »povrsinske gustine« mitohondrija u po
jedinim zonama oba tipa misiénih viakana (tip 1§ 1) iz-
vrseno je na midiénom materijalu, Gija je hiperfunkcija
kirurgki potstaknuta. Dobijeni rezultati su usporedeni sa
vrednostima dobijenim kod, kontrolnog uzorka.

Kod misiénih vlakana tipa | dobijeno je znakajno
povedanje spomrSinske gustine« miohondrija samo u
zoni 1, tj. centralnom delu misiénog viakna. Kod vla-
kana tipa Il registrovano je dosta veliko poveéanje (od
8,9—1500/y) spovrdinske gustine« mitohondrija, medu-
tim ono nije bilo statistitki znaSajno. Ipak, moze se
zapaziti tendencija ka poveéanju broja mitohondrija u
ovom tipu misi¢nih vlakana. Razlog tome je, verovatno,
Cinjenica da je u sludaju kompenzatorne hipertrofije
miSi¢ protagonist u ve6oj mjeri opterecen statitki, od-
nosno da su u vetem stepenu angazovana miSiéna vlak-
na tipa H. Sem toga je i vrsta opteredenja bila vise
anaerobno-aerobnog nego aerobnog tipa, §to je, po na-
8em misljenju, i rezultiralo relativno manjim kvantita-
tivnim promenama mitohondrijalnog aparata.

Veci broj mitohondrija rasporeden je u perifernim de-
lovima migi¢nog vlakna. Medutim, u toku misiénog na-
prezanja registrovali smo izrazitu tendenciju migracije
mitohondrija prema centralnim regijama misiéa, $to su
potvrdila i istraZivanja James i Meeka (17). Ovu spo-
sobnost mitohondrija da migriraju iz jednog u drugi deo
miSiénog vlakna odavno je primetio Frank (5), koji je u
toku jednog od svojih eksperimenata, snimajuéi seriju
fotografija u relativnom kratkom razdoblju, veoma lepo
zabeleZio ovaj fenomen.

Jos je Haldane (9) izrekao misao da se adaptacija
moze manifestovati ne samo na fonu promena funk-
cionisanja pojedinih sistema organizma, veé i putem
adaptacije tkiva na nedostatak kisika. Ova pretpostvka
je potvrdena visegodisnjim ispitivanjima BarbaZove loc.
cit. (22), Meersona (27, 28, 29) i mnogih drugih. Danas
je u potpunosti dokazano da se jedan od glavnih fak-
tora, koji obezbeduju stani&ni nivo adaptacije, tj. nor-
malnu resintezu ATF-a u toku fizitkog naprezanja, o-
stvaruje povecanjem sposobnosti mitohondrijalnog a-
parata. Ovo se, uglavnom, postize aktivacijom sinteze
nukleinskih kiselina i proteina mitohondrija, &éime se,
zahvaljujuéi procesima replikacije, poveéava kako broj
tako i masa mitohondrija.

U jednom eksperimentu, koji su sproveli Kiessling et.
al. (18), dobijeno je kod dobro treniranih ljudi poveda-
nje broja mitohondrija, u odnosu na netrenirane, od
20—250/. Medutim, isti autori nisu uspeli da zabeleze
povecanje broja mitohondrija kod starijih ljudi nakon
tromesednog treninga. U ovom, kao i u drugim istra-
Zivanjima Kiessling et al. (19, 20) nisu .uzimali u obzir
razlike koje postoje unutar pojedinih tipova migiénih
vlakana, tj. nisu razgrani¢avali dobijena poveéanja bro-
ja mitohondrija u odnosu na tip vlakana, Howald (15)
je, ispitujuéi gustinu mitohondrija kod treniranih i ne-
treniranih subjekata, zabeleZio kod ovih prvih, u od-
nosu na druge, povecanje gustine perifernih mitohon-
drija za 3.2 puta (gustina mitohondrija je bila za oko
14 puta veéa kod muskaraca u odnosu na Zene}, od-

nosno poveéanje gustine centralnih  mitohondrija  za
oko 500/,. U Istom istraZivanju nije registrovano pove-
¢anje dimenzija mitohondrija izmedu trenirane i netre-
nirane grupe, kao ni izmedu muskaraca | Zena. Goll-
nick i King {7} su kod pacova, koji su opteredivani tr-
Canjem na pokretnoj traci ili plivanjem, zabeleili po-
veéanje, u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja, broja
mitohondrija na 100 sarkomera od, u proseku, 34,7.
Navedeni autori, medytim, smatraju da optereéenje tipa
izdrzljivosti pogoduje i povecanju volumena mitohon-
drija. 8 ovim se slazu Holloszy et al. (12), kao i Hol-
loszy (13).

Veliki broj istraZivada, spomenimo samo neke: Mor-
gan et al. (31), Rasch (34), Peter (33), Barnard et al.
(2), Lange (24), Gori et al. (8), Hoppeler et al. (14, Gol-
nick et al. (6) | mnogi drugi, detektovali su povecanje
broja mitchondrija u toku poveéanja fizicke aktivnosti
skeletne muskulature. U svim navedenim istrazivanjima
eksperimentalno opterecenje je bilo pretezno tipa izdr-
Zljivosti,

Ingjer (16) je ustanovio tesnu korelaciju izmedu gu-
stine kapilara i koncentracije mitohondrija u miSiénom
tkivu, Sjbstrom et al. (37) izmedu gustine mitohondrija
i mitohondrijalnth enzima, dok su Wenger et al. (40),
uz pomoé biokemijskih metoda, registrovali u trenira-
nim midiéima povedanje sinteze mitohondrijalnih pro-
teina,

Niz autora je kao posledicu intenzivne fizicke aktiv-
nosti registrovao pojavu nabuhavanja mitohondrija, od-
nosno prosvjetljavanja njihovog matriksa (Rouiller —
35, Mitjusin et al. — 30, Kondalenko et al. — 21). Mi
smo ovu pojavu (Cabrié i -James — 4), kao i destruk-
ciju mitohondrijalnih  kristi, zapazili kod mitohondrija
Zivotinja koje su nakon duze hipokinezije bile podvrg-
nute jednokratnom optereéenju »do otkazas«. Stoga smo
spremni da verujemo da se tu radi vige o destruktivnim
nego adaptivnim promenama.

Relativno malo povecanje povrsinske frakcije mito-
hondrija, koju smo dobili u ovom radu, verovatno se
moze objasniti éinjenicom da su eksperimentilne Zivo-
tinje bile podvrgnute aerobno-anaerobnom naporu sma-
njenog obima, kao i &injenicom da je istraZivanje vr-
Seno na dosta malom uzorku,

5. ZAKLJUCAK

IstraZivanje je izvr§eno na 12 laboratorijskih miseva,
tezine oko 30 g, muskog spola, koji su nasumce bili
podijeljeni na kontrolnu i eksperimentalnu grupu.

Misevi eksperimentalne grupe operirani su tako da
je  u€injen longitudinalni rez priblizno iznad m. tibialis
anterior, te je migié, nakon presijecanja tetiva, Zivaca
i arterijskih krvnih sudova, izvaden. Posebno se vodilo
ratuna da se ne povrijedi m. extensor digitorum longus.

Nakon postoperativnog perioda svi su misevi bili
smjesteni u zajednitkom boksu, pod istim uvjetima
ishrane, osvjetljenja, temperature i aktivnosti. Nakon
90 dana biopsijom je uzet komadié misiénog tkiva iz
sredisnjeg dijela m. extensor longusa. Tkivo je fiksi-
rano, postfiksirano, seteno u kridtice i kontrastirano
procedurom prema Palade, 1952,
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Za svaki tip misiénog vlakna (tip | i tip 1) naprav-
lieno je po 50 mikrografija popretnog presjeka misic-
nog tkiva (pri poveéanju od 22500 puta), Odreden je
centar gravitacije svakog miiénog viakna i na temelju
spoja tog centra | sarkoleme odredeni segmenti, koji su
prema metodici Jamesa i Meeka, 1979, podijeljeni u tri
zone,

Dobijeno je povecdanje wpovrsinske gustinex mitohon-
drija u oba tipa midicnih vlakana. Medutim, dobijene
razlike izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe bile
su znatajne samo kod centralnih zona midiénih vlakana
tipa L.

Tabela 1

»Povrsinska gustinax mitohondrija kod kontrolnih i
eksperimentalnih Zivotinja u pojedinim zonama misiénih
viakana tipa |

Migiéna vlakna tipa |
Kontrolne Zivotinje Eksperimentalne Zivotinje

No (Ax)ma (Aa)wa
(%) (o)
- o © o -~ o @ =
: ¢ ¢ % zogog°@
N N N W N N N wW
1 12,06 15,78 26,05 21,26 11,62 15,65 17,20 15,98
2 12,50 28,03 36,84 31,61 25,00 13,04 29,26 23,61
3 15,00 18,60 31,01 25,19 27,27 29,41 36,20 33,00
4 11,53 16,36 18,07 16,94 15,15 17,20 30,00 24,12
5 20,58 19,78 41,02 31,67 25,00 17,64 44,18 33,12
6 3,84 25,33 29,00 25,00 19,64 20,47 36,44 29,16
X 12,58 20,73 30,33 25,28 20,61 18,90 32,21 26,50

Sx 222 199 330 236 254 232 372 2,69

Tabela 2

»Povréinska‘gustina« mitohondrija kod kontrolnih i
eksperimentalnih Zivotinja u pojedinim zonama migiénih
viakana tipa I

Misiéna vlakna tipa Il
Kontrolne Zivotinje Eksperimentalne Zivotinje

No (AA)M;. (AA)Ma
(%e) (%0)
- o~ 0 = - o ™ S
s g g § g g g ¢
R R R = S S
416 2,70 4,00 3,58 0,00 000 263 151

1

2 1141 0,00 11,32 7,52 0,00 14,28 17,46 14,51
3 344 365 723 570 0,00 4,16 4,13 3,72
4 0,00 000 535 295 000 377 7,92 566
5 0,00 3,00 4,16 333 526 1,66 12,24 7,90
6

6,25 4,76 10,10 7,86 588 594 1294 9,83

X ! 4,16‘ 235 7,03 516 186 500 955 7,14
Sx 1,71 0,79 127 0,89 118 2,07 2,32 192
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CABRIC, M.; JAMES, N. T.: '
THE ADAPTIVE CHANGES ON THE MITOCHONDRIAL APPA RATUS OF THE SKELETAL MUSCLE DURING A THREE-
MONTH COMPENSATORY HYPERTROPHY

mitochondria | skeletal muscle

The study was carrfed out on 12 lab mice, weighing about 30 grams, divided at random into the control and
the experimental group.

The mice in the experimental group were operated on in such a way that a longitudinal section was made ap-
proximately above the m. tibialis anterior and the muscle was removed after cutting through the tendon, nerves
and arteries. Care was taken not to damage the m. extensor digitorum longus.

Following the post-operative period, all the mice were put in a compartment together, under the same regime
of nourishment, light, temperature and activity. After 90 days biopsy was performed and a piece of muscle tissue
from the middle part of the m. extensor longus was taken. The tissue was fixed- post-fixed, cut into sections
and contrasted according to Palade, 1952.

For each type of muscle tissue (type | and type I[lI) 50 micrographs were made of the cross-section of the
muscle tissue (enlarged 22500 times). The centre of gravitation of each muscle was determined and on the basis
of connection of that centre and the sarcolema, segments were determined and divided into three zones after the
method of James and Meek, 1979,

An increase of the »surface density« of mitochondria was the result in both types of muscle fibers. However,
the obtained differences between the experimental and the control group were significant only in the central zones of
muscle fibers of type I

|
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Munar Yabpug, Huren T. JxeiiMc

ATAIITMBHBIE M3MEHEHUA HA MUTOXOHJIPHMAJNBHOM AITAPATE CKEJETHBIX MBIIIEIL B TEYEHUE
TPEXMECAYHOM KOIIEHCATOPHOM TUIIEPTPODHU

ViccnegoBannue IpoBedeHo HA 12 nabopaTopHBIX MBIIAX MYXKCKOTO NONAa, BeC KOTOPBIX ObLI Okosio 30 rpaMMoB
1 KOTOpBIE O CJAYYaifHOMYy BBIGDY ObIIM paclpefelieHbl B 3KCIEPUMEHTANBLHYI0O M KOHTDOJIBHYIO TPYIIBL

Ha Mblmax SKCHEPMMEHTAJIbHOH! IDYINLI NPOBeAEeHa ollepauud, TakuM ofpa3oM, YTO CheJaH OPOROJBHLIA pa-
3pe3 ceepx m. tibialis anterior, a moroM, Tak xax ObLIO IlepepesaHO CYXOXKMiMe, HEPE M apTepHalbHbIe COCYABI,
Mbimna 6ei1a oTcTpaHeHa. Ocoboe BHMMaHMe OblLIO yAemeHO TOMY, WToObl He MOBpeauTh m. extensor digitorum
longus.

IIocse IIOCTONEPATHMBHOIO IIEPMOAA BCE MBIIIM pa3MeINeHL! B ofnjee nmomeleHne ¢ o61MMA yCI0BMAMM MMTAHNA,
OCBEILEHMS, TEMOEPaTyPhl M BO3MOIKHOCTH ABMKeHMA. depes 90 nuell chesaHa GUOINCHUS M B3AT KYCOYEK MBIIICIHOM
TKaHW M3 HEeHTpa’bHoi yacTu m. extensor longus. Tkanb Grmlna bMKCHMPOBaHA, IOCT-MMKCMPOBAHA, pa3pe3aHa Ha
JOMTHMKM ¥ KOHTPACTMpPOBaHa MeToAoM Ilaxazgwni, 1952.

Jlna Kakjoro Tua MBINIEYHBIX TKaHel (Tmm I u tun II) nposemeHo 50 MMKporpaduii IOIEPEYHOTrO paspesa
TkaHK (npy yBenudeHuyu Ha 225000 pas). OnpegeneH LeHTP TpaBUTOLMM KaXAOT0 MbBILIEYHOTO BOJOKHA M Ha OCHO-
BaHMM COEAVHEHMH STOr0 IIEHTPa M CApKOJeMbl ONPeJeJie Hbl YHaCTKM, KOTOpbIe (corimacHo meroay JHxxeiimca 1u Me-
Ka, 1979) pa3geneHnb! Ha TPU 30HBI.

ITosyyeHo IOBLIILIEHWE »IOBEPXHOCTHONM IVIOTHOCTM« MUTOXOHADMII B 00OMX THIAX MBILIEYHBIX BOJIOKOH. Ho
HOoJNy4YeHHLIE Da3HULBI MEKAY SKCIEPUMEHTANTBHOM M KOHTPOJBLHONI TIPYINNoi GbLIM JOCTOBEPHBI JMIIE B LIEHTPAJb-
HBIX 30HaX MBILIEYHBIX BONXOKOH THna I.
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