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ABSTRACT

The detailed structure of the myofibrillar material in fibres from dif-
ferent muscles has been studied. Specimens have been obtained from
human muscles and from different muscles frequently examined in experi-
mental studies. Both light- and electron microscopical techniques have
been wused. Of central importance has been the method, which makes it
possible to prepare ultrathin sections of frozen tissue, i.e. cryo-ult-
ramicrotomy. A number of techniques for image analysis have been app-
lied in order to obtain objektive data from the micrographs.

In Paper I the present knowledge about muscle fibre structure, cryo--
sectioning and image analysis is summarized and relevant methodological
problems are discussed. Paper II describes the detailed structure of
the C-zone of the A-band and shows, above all, that structures occur
with different repeats along the Tong axis of the myofibril. Paper III
describes the subcellular organization of different fibres in a homoge-
neous (based on enzyme histochemical mATPase) population, and shows
that different structural characteristics can vary independently of
each other. Paper IV describes the structural diversity of the myofib-
rillar M-band, and paper V the diversity of the myofilament fine struc-
ture in different fibres. The results show that there is a most sophis-
ticated, and previosly unrealized, structural specialization both wit-
hin the myofibrils and between myofibrils from different fibres and
muscles, even if the fibres are of the same fibre type. The findings
suggest that generally used models, showing the structural o}ganization
within myofibrils and myofilaments, are oversimplifications. The fibre
population is more heterogeneously built up than the common systems for
fibre type classification makes one to belive.

Key words: Muscle, muscle fibre, fibre type, myofilament, A-band,
M-band, cryo-ultramicrotomy, electron microscopy, image analysis.
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BAKGRUND

Praktiskt taget allt vi avser ta oss till forutsdtter fungerande
muskler. Inte mindre &n 40-45% av var kropp utgores av tvarstrimmig
skelettmuskulatur. De krav vi stdller pd véra muskler varierar inom
vida ramar bade vad avser kraftutveckling och uthdllighet. Darfor ar
ocksd var och en av de cirka 200 muskler vi har i kroppen sammansatt av
fibrer med inbdrdes olika egenskaper; fiberpopulationen indelas ofta i
tvd eller tre huvudsakliga kategorier, namligen typ 1, typ 2A och typ
2B (Fig 1). Det inbdrdes forhdllandet dem emellan varierar frdn muskel
ti11 muskel och &dven, som hos manniska, inom en och samma muskel (Lex-
ell et al, 1983, Henriksson-Larsén et al, 1983).

De funktionella kraven p& en viss population av muskelfibrer &ndras
dessutom ofta. Dessa dndrade krav leder till en strukturell och en
funktionell omstdllning i den aktuella fiberpopulationen. Detta tycks
gdlla sdvdl hos manniskor som djur (Salmons & Henriksson, 1981, Pette &
Vrbova, 1985).

Det finns ett sjdlvklart intresse av att bé&ttre forstd den normala
muskulaturens och muskelfibrernas funktion for att darmed skapa under-
lag for en diskussion om de processer som ligger bakom den strukturella
och funktionella omstdllning, som sker antingen till det b&ttre, som
vid traning, eller till det samre, som vid sjukdom.

Av detta foljer ett behov av att kanna till de olika muskelfibrernas
och myofibrillernas detaljerade uppbyggnad. Det &r myofibrillerna som
inrymmer den sofistikerade mekanism som gor det mgjligt for muskelfi-
bern att dra sig samman, eller kontrahera sig.

Det finns sedan tidigare en detaljerad information, som erhdllits med
rontgendiffraktion, om den kontraktila apparatens uppbyggnad och funk-
tion, dtminstone i fibrer fran groddjur, fiskar och dinsekter (Squire,
1981, Huxley & Farugi, 1983). Var kunskap om myofibrillens detaljupp-
byggnad i den enskilda fibern eller fibertypen d& det galler de storre
ryggradsdjurens muskulatur dr fodrhdllandevis begransad.

I detta avhandlingsarbete har detaljstrukturen i enstaka fibrer frén



manniska och olika vanligen anvanda forsoksdjur darfor ndarmare stude-
rats. Ett flertal 1jus- och elektronmikroskopiska prepareringsmetoder
har utnyttjats. Av central betydelse har varit den metodik som gor det
mojligt att framstdllia ultratunna snitt av frusen vdvnad, sk kryo-ult-
ramikrotomi. For att objektivisera den information som det framtagna
bildmaterialet inrymmer har ett antal tekniker for bildanalys utnytt-
Jjats.

Det har framkommit en tidigare inte kand strukturell specialisering
sdval inom det kontraktila materialet som s&dant som mellan fibrer, som
enligt definition tillhor samma fibertyp. Fynden foranleder mig att
sdrskilt podngtera att de allmant forekommande modellerna av myofibril-
lers och myofilaments uppbyggnad &r utomordentligt fdrenklade. Fiberpo-
pulationen &r mer heterogent sammansatt &an vad gangse kategorindelning-
ar 13ter en forsté.



Figur 1. Histokemiskt fargade tvidrsnitt (mATPas, pH 4.6). Ovre bilden,
som &r hamtad frén m plantaris pd kanin, visar tydligt tre fibertyper
(typ 1, 2A och 2B) medan den nedre bilden, som kommer frdn m vastus
lateralis pd ménniska, visar pd en mer flytande overgang mellan fiber-
typerna. Forstoring ca 100x
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ULTRASTRUKTURELLA METODER SAMT ARBETETS SYFTE

Syftet har sdledes varit att narmare lara kanna hur muskelfibrer och,
framfér allt, myofibriller &r uppbyggda. Myofibrillerna inrymmer det
kontraktila materialet, d v s de tunna actin-innehallande filamenten
samt de tjocka myosin-innehdllande filamenten (Fig 2a). De senare &r
organiserade i de s k A-banden.

For studier av det kontraktila materialets detaljstruktur kan ett fler-
tal tekniker tilldmpas. Till dessa hor elektronmikroskopi och rontgen-
diffraktion. Elektronmikroskopin har bidragit till ka@nnedomen om den
enskilda muskelfiberns inre organisation, dvs organellernas inbodrdes
omfattning och lokalisation. Darmed har ocksd modeller for det kontrak-
tila skeendet kunnat byggas upp. Den ultrastrukturella metodiken har,
allt sedan bdrjan av dess utveckling i mitten pd femtiotalet, utnyttjat
ultratunna snitt av kemiskt fixerad, dehydrerad och plastinbdddad vav-
nad (Tabell 1, Fig 2b).

Tabell 1. Konventionell metod for preparation av muskler for elektron-
mikroskopi.

1) Forfixering med 2,5% glutaraldehyd i Tyrode's buffert (pH 7,2 - 7,4)
over natt vid 4°C.

2) Skoljning i buffert i 15 min 4°C, varefter muskeln skdrs ner i
mindre bitar.

3) Efterfixering i 1% osmium tetroxid i Tyrode's buffert 2 tim i 4°C.

4) Dehydrering i aceton (30 och 50% 4°C,70, 80, 90 och 100% i rums-
temperatur).

5) Inbaddning i Vestopal, stigande koncentration aceton/Vestopal (3/1 -
1/1 - 1/3, 30 min i varje steg) i rumstemperatur.

6) Polymerisering 48 tim 60°C.

7) Snittning och kontrastering med uranylacetat (40 min vid 40°C) och
blycitrat (100 sek 20°C).




Z-BAND M- BAND z- B{\ND

ACTIN

T
T m-mtcioN ; i
f_ c-zones —1 i

A-BAND ——

SARCOMERE

Figur 2. Den tecknade bilden (a) visar ett avsnitt av en myofibrill,

d v s de olika delar som en sarcomer, den kontraktila enheten, dr upp-
byggd av. (b) visar samma omrade i plastinbaddad och (c) i kryosnittad
muskel. Detaljstrukturen i (c) dr battre bevarad &n (b). Forstoring ca

30 000x (b) och 40 000x (c).
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Denna metodik, som sdledes ger god Gversikt av en enskild fibers upp-
byggnad, resulterar dock i att de makromolekyler, som bygger upp de
enskilda organellerna, exempelvis myofibrillerna, denatureras kraftigt
och déarmed ocksd forvrangs. Detta reducerar mojligheterna att detalja-
nalysera den myofibrillara finstrukturen och begransar ocksd forstdel-
sen for den kontraktila mekanismen.

Rontgendiffraktion, & andra sidan, inbegriper analyser av levande vav-
nad, och ger en mangd detaljinformation om den myofibrilldra uppbyggna-
den. Svarigheten dr att tolka denna information och darmed forstd vilka
av de strukturer i det myofibrillara materialet, vars forekomst och
ungefarliga placering man i vissa fall pdvisat med elektronmikroskopi,
som har gett upphov till var och en av de ménga och mycket exakta matt
som diffraktionen frambringar.

En mojlighet att Gverbrygga gapet mellan konventionell elektronmikro-
skopi och rontgendiffraktion kom 1 och med att kryo-ultramikrotomin
utvecklades (Bernhard & Leduc, 1967). Med denna metod har det blivit
mojligt att framstdlla ultratunna snitt av frusen men praktiskt taget
kemiskt obehandlad och oinbdddad vavnad (Tabell 2, Fig 2c).

Tabell 2. Framstdllning av ultratunna fryssnitt av  muskelbitar,
kryo-ultramikrotomi

1) Forfixering med 2,5% glutaraldehyd i Tyrode's buffert (pH 7,2-7,4).

2) Skoljning i buffert i 15 min 4°C  varefter muskeln skdrs ner i
mindre bitar.

3) Glycerolbehandling (stigande konc av glycerol i Tyrode's buffert)
10%, 20% och 30%, 30 min i vardera steget.

4) Snabbnedfrysning i Freon 12, kyld med flytande kvave (-196°C).

5) Snittning med dimetylsulfoxid 50% i vatten som trdgvatska. Preparat-
temperatur -90°C till -70°C och knivtemperatur -50°C.

6) Kontrastering med ammonium molybdat (2%, pH 7,3) 15 til11 30 sek,
varefter kontrasteringsldsningen sugs bort med ett filtrerpapper.

7) Lufttorkning och férvaring i torr atmosfar.
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Tidigare studier har gett vid handen att snitt framstdllda med denna
metodik inrymmer en mangd detaljinformation om de myofibrillara A-ban-
dens C-zoner, M-banden och de tjocka myofilamentens axiala struktur
samt om skillnader mellan olika fibrer (Sjostrom & Squire, 1977a, b).
Kryoultramikrotomi har genomgdende anvants i detta avhandlingsarbete.
D& det framtagna bildmaterialet &r detaljrikt forutsdtter en mer ing-
dende diskussion att de strukturella detaljerna renframstdlls och
objektiviseras.

En av de mest anvdnda mdtmetoderna dr stereologi, som erbjuder mdjlig-
heter att kvantifiera yt- och volymsférhdllanden. Andra metoder som
anvands, framforallt i sammanhang d& periodiska strukturer forekommer,
d@r optisk diffraktion och mikrodensitometri, eller fotografiska meto-
der. I denna avhandling har dessa metoder tillampats. Dessutom har de
mojligheter som modern datateknik erbjuder tagits till vara.

Delarbete I sammanfattar vad som var kannt om muskelstruktur, frys-
snittning och bildanalys i ett tidigare skede av detta avhandlingsarbe-
te. Dessutom redovisas resultat, framtagna med optisk diffraktometri,
~vilka visar att viktiga strukturella drag som forekommer i den levande
fibern, har bibehd11its under glutaraldehydstabiliseringen och frys-
snittningen. Vissa metodologiska problem, framfor allt om vad som han-
der med snitten dd de torkar, och tdnkbara végar ut ur dessa, diskute-
ras ocksa.

Syftet med studien i Ovrigt har varit att analysera

detaljstrukturen av de myofibrilldara A-bandens C-zoner (delarbete
1),

- delar eller hela uppbyggnaden av olika fibrer i en enzymhistokemiskt
homogen grupp av muskelfibrer (delarbete III),

- den detaljerade uppbyggnaden av de myofibrilldra M-banden i olika
fibrer frén en enzymhistokemiskt homogen muskel (delarbete IV), samt,

- de tjocka myosinfilamentens detaljuppbyggnad i fibrer frdn muskler
med skilda funktioner och olika fibersammansattningar (delarbete V).
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MATERIAL OCH METODER

Den muskulatur som ndarmare analyserats har hamtats fran ett flertal
olika forscksdjur, inklusive manniska. Valet av muskel har i varje séar-
skilt fall varit betingat av att muskeln i frdga nyligen studerats i
andra sammanhang.

Sdledes har m tibialis anterior frdn manniska ingdende understkts

i ett flertal studier, med delvis klinisk anknytning, som tidigare
utgdtt fran vér grupp (Angquist & Sjostrom, 1980, Sjostrom et al, 1980,
Henriksson-Larsén et al, 1983). Det &r ocksd preparat fran denna muskel
som utnyttjats i samband med utveckling av kryo-ultramikrotomin (Sjost-
rom & Squire, 1977b).

Den stora brostmuskeln (m pectoralis major) frdn hona ar ofta anvand,

framforallt i biokemiska studier (Turner et al, 1973, Masaki & Takaiti,
1974, Trinick & Lowey, 1977, Strehler et al, 1980). Skdlet till detta
dr att muskeln anses vara mycket homogen dd den bestdr av praktiskt
taget enbart vita (typ 2) fibrer.

M soleus, m plantaris och m psoas fran kanin har anvants i studiet av

det myofibrillara materialet och till detta associerade proteiner
(Starr et al, 1985, Bennett et al, 1986).

De i delarbete I anvéanda preparaten fran groda, fisk och dnsekt har
redovisats darfor att framtagna resultat illustrerar rikhaltigheten och
diversifieringen av den myofibrilldra strukturen. Muskelfibrer fran
insektsmuskel har dessutom utnyttjats i rontgen-diffraktometriska stu-
dier och har darfor varit anvandbara i utvarderingen av kryo-ultramik-
rotomi som metodik.

Vavnadspreparering och snittningsmetoder

Kryo-ultramikrotomi. Metodiken har gamla anor som elektronmikrosko-

pisk prepareringsteknik d& den som ide' fanns tillganglig redan fore
tekniken att snitta plastinbaddad vavnad (Ferna'ndes-Mora'n, 1951) och
blev under 70-talet allmdnt tillganglig (Bernhard & Leduc, 1967, Chris-
tensen, 1971, Appleton, 1974), och har darefter ytterligare utvecklats
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Figur 3. Ovre bilden visar en av de forsta forsoken att snitta preparat
i 13g temperatur; en Porter-Blum mikrotom som &r nedsdnkt i en frysbox
(Bernhard, 1965). Den nedre bilden visar en av dagens moderna kryo-ult-

ramikrotomer (ur LKB's instruktionsbok for Cryo-Nova).



i olika riktningar och forfinats (Tokuyasu, 1973, 1986, Somlyo et al,
1981, Bernard, 1982, McDowall et al, 1982, m f1). Den har é?en anpas-
sats for studier av muskelfibrers finstruktur (Sjostrdm & Squire 1977b).
I det foreliggande arbetet har enbart en av flera alternativa proce-
durer tillampats, namligen den sk vatsnittningstekniken (Tabell 2).
Denna gdr i korthet ut p& att vavnad som stabiliserats med glutaralde-
hyd har antifrys-behandlats med glycerol och darefter frysts i Freon
kyld med flytande kvave. Detta forfarande ger en 1 forhdllande till
plastinbdddningsmetodiken mindre forstérd myofibrillar struktur, vilket
dven framgdr da data erhdlina med optisk diffraktometri pd framtaget
bildmaterial jamfors med rontgen-diffraktometriska data fran "levande"
fibrer (delarbete I).

Framstdllning av ultratunna snitt av det frysta preparatet har skett
med en ultramikrotom med tillsats for frys-snittning (LKB CryoKit samt
LKB Cryo Nova). For snittningen har anvants en glaskniv forsedd med
trdg med en blandning av lika delar dimetylsulfoxid och vatten. De ult-
ratunna snitten av den frysta vavnaden har saledes momentant tinat upp
i samband med snittningen. Snitten har darefter plockats upp pd en grid
fran tragvdtskans yta och har, utan att torka, férgats med ammonium-mo-
lybdat med sk negativ kontrasteringsteknik. Overskott av farglosningen
har sugits bort. I foreliggande arbete har enbart en farglosning, ammo-
nium-molybdat, utnyttjats.

Kryo-mikrotomi. Tunna snitt i storleksordningen 8 till 12 mikrometer,
har framstdllts dels med en traditionell kryomikrotom, dels med hjdip
av en storsnittsapparat, som gjort det mojligt att framstdlla snitt av
hel muskel, som i fallet med hona (delarbete III), dar muskelns tvars-
nitt har varit uppemot 10 cm stort. Storsnitts-tekniken har vidareut-
vecklats inom var grupp for att mojliggora snittning samt enzymhistoke-
misk fargning av hel muskel (Henriksson-Larsén et al, 1983, Lexell et
al, 1983). Metodiken ger en unik mdjlighet for undersokning av muskel-
fibrers egenskaper och fordelning i hela den wundersdkta muskulaturen
som sdadan. I delarbete III har metodiken anvants for att bl a visuali-
sera mangden oxidativa enzymer i fibrer i tvdrsnittet som helhet.

Genom hela avhandlingsarbetet har vavnad ocksd preparerats med sedvan-
1ig plastinbdddningsteknik och ultra-mikrotomi (Tabell 1).
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Bildanalytiska metoder

Flera metoder har utnyttjats for att renframstdlla och objektivisera
bildinformationen. Till dessa hor

- framstdllning av "medelbilder" med fotografisk teknik, sk "lateral
smearing". Metodiken gdr ut pd att man under exponering av ett fotogra-
fiskt papper forflyttar detta vinkelrdtt mot de perioder man onskar f&
fortydligade. Darmed elimineras 1 stort slumpmdssigt forekommande
strukturer medan regelbundet aterkommande blir forstédrkta. Metodiken
bygger pd den teknik som Markham ursprungligen introducerade (Markham
et al, 1963).

- optisk diffraktometri och mikrodensitometri. Bdda metoderna &r rutin-
massigt anvanda, foretrddesvis inom biofysiken. Fotografiska negativ
innehd11ande motiv med rédgon form av periodiskt &terkommande strukturer
genomlyses av en Tlaserstrdle. Diffraktionsmonstret kan fotografiskt
avbildas och positionerna for de olika punkterna i diffraktogrammet kan
definieras med mikrodensitometrisk teknik. Den sistndmda tekniken har
en utomordent1ig hog upplésning (10 till 50 mikrometer).

- Fourier-transformation och annan datorbaserad bildbearbetning. Det
optiska diffraktogrammet kan med matematisk metodik omvandlas till en
bild, eller en densitometerkurva, och vice versa. Darmed kan ocksd oli-
ka kombinationer av periodiciteter, sk modeller, provas och jamforas
med verkligt bildmaterial med syftet att sd exakt som mojligt definiera
bildinnehdllet.

- Det bildbearbetningsforfarande som utnyttjats i delarbete IV och V
kombinerar flera av de nu namda metoderna. Bilder har med mikrodensito-
meter eller videokamera med signalomvandlare brutits upp i smd enheter
(256 x 256 pixel) och varje enhet har givits ett vdrde 1dngs med en
64-eller 256-gradig grdskala. Darmed har bilden ocksd blivit mojlig att
hantera med datorns hjalp, bl a har medelbilder och tathetskurvor
framstdllts. Programvaran som mojliggor denna metodik har utvecklats av
medarbetare vid Imperial College, London (Squire et al, 1985).



RESULTAT
C-zonen (delarbete II)

I detta arbete framstdlldes wultratunna frys-snitt frén m tibialis
anterior pa& manniska och med tillampning av fotografisk teknik gjor-
des medelbilder ("lateral smearing") av C-zonerna. Det linjemdnster som
ddrmed framtrddde, och som avspeglade forekomst av strukturer i axial
riktning av myofilamenten, analyserades ytterligare med optisk diffrak-
tometri.

Vad sdvdl den optiska diffraktometrin som mikrodensitometrin som analy-
serna av direkta matningar fran medelbilderna visade, och som for den
mer erfarne observatdren var idgonfallande redan pd orginalbilderna,
var att C-zonen uppvisade ett komplicerat linjemonster. Dels framtrddde
var 3:e linje tydligare &n Gvriga (i arbetet benamda C3, C6, C9, etc),
medan de Ovriga tvd linjerna (C4, C5, C7, C8, etc) var mindre intensi-
va. De tydliga linjerna forutsattes uttrycka forekomsent av C-proteiner
(eftersom C-proteiner var de enda man dad kénde till) medan de O©vriga
avspeglade forekomsten av myosinhuvuden.

Vad som var anmarkningsvdrt var att de starka och svaga linjerna inte
uppvisade samma periodicitet; de svagare linjerna &terkom med ndgot
kortare intervall &@n de starkare. En diskussion om underlaget for diff-
raktogrammens speciella framtoning fdrdes. For att tydligare kunna
padvisa vilka kombinationer av intervall som gett upphov till diffrak-
togrammen provades olika modeller med hjdlp av dator.

Sammantaget kunde dtminstone tvd olika intervall definieras i fibrer
frén denna muskel, namligen 434 A respektive 429 A. De konsekvenser
dessa resultat har vid konstruktionen av modeller av de tjocka myofila-
mentens makromolekyldra uppbyggnad diskuterades avslutningsvis. I dis-
kussionen framfdordes dven tanken att de skilda periodiciteterna kan
uttrycka en mekanism, med vilken myofilamenten kan definiera sin totala
ldangd (Squire et al, 1976).
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M-banden (delarbete III och IV)

Syftet var att med kryoultramikrotomi och mikrodensitometri i kombina-
tion definiera de myofibrillara M-bandens detaljstruktur i honans
brost-muskel. Den pilotstudie som gjordes (Edman et al, 1982) visade
att M-banden, i den som man trott mycket homogena muskeln, kunde ha
vitt skild struktur fran en muskelfiber till en annan. Denna heteroge-
nitet fibrerna sinsemellan foranledde till att borja med en sarskild
studie av organisationen i olika fibrer i muskeln som s&dan med stors-
nittstekniken (III). Fibertyptillhdrighet, fiberstorlek, mangd av oxi-
dativa enzymer och forekomst av glykogen studerades pd 1jusmikroskopisk
niva.

Endast en liten andel av fibrerna var av typ 1 (enligt definition med
mATPas) och dessa 1&g dessutom vdl samlade i en vdlavgransad "rod" del
av muskeln. Hela muskeln i Ovrigt var homogent sammansatt av typ 2 fib-
rer. Dessa typ 2 fibrer varierade i betydande omfattning i storlek.
Dessutom var mangden mitokondrier (TPNH) olika i olika delar av snit-
tet. Fdrgningen visade ndrmast en gradering med maximum i ndrheten av,
dock ej pd platsen for, gruppen av typ 1 fibrer. Mangden glykogen
varierade markant mellan olika fibrer. Det mest patagliga var att var
och en av de undersidkta parametrarna kunde variera var for sig.

P& ultrastrukturell nivad uppvisade fibrerna pd samma s&att en betydande
variation i de subcelluldra strukturernas, framforallt myofibrillernas,
uppbyggnad. I rapporten redovisas hur en grupp muskelfiber som Tligger
ndra varandra i den homogent vita delen av muskeln, kan uppvisa mycket
skiftande ultrastruktur. Savdl Z- som M-banden och myofibrillernas all-
manna framtradande varierade patagligt. En slutsats som kunde dras var
att en fiberpopulation kunde inrymma en betydande strukturell mangfald
trots att den kommer frdn en enzymhistokemiskt homogen population.
Atminstone galler detta honans brost-muskel.

I den darp@ foljande rapporten (delarbete IV) analyseras detaljstruktu-
ren av M-bandet. Det visade sig att vart och ett av de fem M-bandslin-
jerna kunde variera vad avser bredd och intensitet och att de forefdil
narmast vara en flytande, och inte stegvis, overgdng fran ett framtra-
dande till ett annat. Vissa av M-bandslinjerna, i arbetet benamnda M4
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och M4', var konstanta medan mittlinjen (M1) och de tvd yttersta (M6
och M6') kunde variera. I vissa fibrer, sannolikt typ 1 fibrer, var Ml
svag. M6 och M6' forekom desto tydligare i typ 1 och i vissa av typ 2
fibrerna men kunde i andra typ 2 fibrer vara praktiskt taget borta.
Mellan och utanfor de fem nu namnda M-bandslinjerna framtradde ytterli-
gare linjer (M2, M3, M5, M7 och M8). En substruktur kunde skonjas i var
och en av de fem kraftiga M-bandslinjerna.

Studien visar pd en tidigare inte kand strukturell méngfald i M-bandet
och att det mdste finnas fler &n nu kdnda M-proteiner (Strehler et al,
1983, Carlsson & Thornell 1987, Grove et al, 1987). Fortsatta studier
médste ta mer hansyn till den strukturella och rimligtvis dven funktio-
nella heterogenitet som fibrer i en muskel kan uppvisa trots att fib-
rerna enligt géangse enzymhistokemiska kriterier tycks utgdra en homogen
population.

Myosinfilamenten (delarbete V)

Till att borja med gjordes en enzymhistokemisk undersdkning av de tre i
studien ingdende kaninmusklerna (m soleus, m psoas, m plantaris). Denna

delstudie visade att var och en av de tre musklerna skiljer sig markant
at vad betrdffar fibersammansdttning. M soleus bestod praktiskt taget
uteslutande av typ 1 fibrer medan m plantaris var genomgéende blandad.
M psoas bestod till storsta delen av typ 2 fibrer, 3&tminstone i den
mediala portionen, som praktiskt taget enbart bestod av typ 2B fibrer.
I samband med framtagning av preparat frén de olika musklerna definie-
rades tagstdllet noggrant.

Med hjdlp av kryo-ultramikrotomi framstdalldes snitt frdn de olika
musklerna. Det bildmaterial som framtogs vid den mikroskopiska under-
sokningen inneholl en mingd detaljinformation. Speciell uppmérksamhet
dgnades 4at det monster av tvarstrieringar som pdtréaffades i de s k P-
och C-zonerna. I viss utstrackning hade C-zonerna varit foremdl for en
tidigare studie (delarbete II), men nya data hade framkommit (Bennett
et al, 1986), som motiverade en jamforande studie av fibrer frdn olika
muskler. Det visade sig ocks& finnas betydande skillnader i det tvarst-
rimmiga monstret mellan olika fibrer (fibertyper). Strimmigheten forut-
sattes uttrycka forekomst av strukturer pd, eller mellan, de tjocka
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filamenten. For att ytterligare visualisera dessa strukturer gjordes
"medel-filament" med bildbearbetningsforfarande (Fig 4).

Dessa filament visade en méangd strukturer Tangs sitt axiala forlopp.
Var och en av dessa detaljer uppvisade en specifik storlek och precis
position pd filamentet. Intervallen mellan de olika strukturerna T1angs
varje enskilt filament varierade. Positionen var i stort densamma mel-
lan filament fran olika fibrer, medan ddremot strukturernas inbordes
storlek kunde skifta.

Resultaten visade i sammanfattning att de tjocka myosininnehdllande
filamenten &r utomordentligt komplicerat uppbyggda. Utdver en grundlag-
gande struktur med myosinmolekyler tycks en serie associerade struk-
turer finnas. Vissa av dessa har karakteriserats tidigare, bl a C-, X-
och H-proteiner (Starr et al, 1985, Bennett et al, 1986), medan manga
dnnu ej identifierats. Filamenten tycks sdledes ha en specifik uppbygg-
nad, vilket rimligtvis avspeglar specifika funktionella egenskaper.
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DISKUSSION

Nar studien pdborjades talade man i huvudsak om tvd eller tre fiberty-
per. En fibertyp definierades framst utifrén fargbarheten for myofib-
rilldrt ATPas. Resultat erhdllna vid understdkningen av en muskel frén
ett djurslag extrapolerades ofta till att galla &dven andra muskler fran
samma djur eller individ. Sdledes overfordes resultat &ven fran djur
ti11 ménniska. De nu genomforda delstudierna fran olika vertebrater
visar samtliga pd en tidigare oanad strukturell méangfald p& cellular
och subcellular niva. Detta forhdllande ger upphov till ett antal ref-
lektioner.

I vissa djurexperimentella studier har man kunnat finna samband mellan
egenskaper hos det myofibrillara ATPaset och andra funktionella drag,
exempelvis kontraktionshastighet och uthdl1lighet. Typ 1-fibrer har med
detta kallats Tlangsamma och uthdlliga medan typ 2-fibrer, ndgot gene-
raliserat, ansetts vara snabba men daremot mindre uthdlliga. Som all-
miant stod for dessa slutsatser har man haft att typ 1-fibrer ofta inne-
hd11it storre volymer av mitokondrier, Tliksom enzymer som uttrycker
oxidativ kapacitet. Vissa ultrastrukturella sardrag, bland annat de
myofibrillédra Z- och M-banden, har avenledes relaterats till fiberty-
per. P3a detta sdtt har en allman bild gradvis byggts upp om samband
mellan struktur och funktion.

De nu framtagna resultaten visar att denna bild dr utomordentligt gene-
raliserad éVen om den i vissa avseenden tycks riktig. Exempelvis visar
resultaten frén delarbete III och IV att flertalet ofta anvinda para-
metrar kan variera var for sig, utan ndgot givet monster. Delarbete V
visar att fibrer av enzymhistokemiskt likartad typ kan vara olika till
och med vad betrdffar uppbyggnaden av de tjocka myofilamenten.

Det finns sdledes skdl att vara forsiktig i anvandandet av olika fiber-
typsbegrepp, speciellt utifrdn fargbarheten for mATPas. Fdrutom for-
soksdjur och muskel mdste den parameter man anvant for att kategorisera
muskelfibrerna alltid noggrant definieras.

Den nu pdtalade generaliseringen ar olycklig. Den forleder ménga att
tanka 1 alltfor enkla banor vilket medfor risk att en mangd detalj-
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resultat, som inte stdammer med den forenklade helhetsbilden, forblir
oforklarade och manga ganger inte heller den inledning till fortsatta
studier som de rimligtvis borde vara.

Ett liknande resonemang kan &aven firas betraffande strukturer pd det
makromolekyldra planet. Som angavs i inledningen ar den allmdnna kanne-
domen om myofibrillens och myofilamentens uppbyggnad i vissa avseenden
utomordentligt detaljerad. Man har med hjdlp av framforallt rontgen
diffraktion kunnat definiera ett mycket stort antal exakta mdtt som
gdller for den levande och fungerande myofibrillen eller muskelfibern.
Utifrén dessa framtagna data har man byggt modeller som i detalj
beskriver foretradesvis de tjocka myosininnehdllande filamentens upp-
byggnad. Dessa modeller har funnits i ett par &rtionden och har under
den tiden praktiskt taget inte ifrdgasatts. De nu redovisade resultaten
aktualiserar dock dessa teorier om filamentens struktur.

Samtliga modeller &r uppbyggda frén resultat som i huvudsak erhdllits
vid studier av levande muskulatur hos insekter fisk och groda. Liknande
faktaunderlag frédn andra vertebrater, framfdorallt ddggdjur, saknas
praktiskt taget helt. Motiven dr till delar metodologiska. F& muskler
hos daggdjur har sddan storlek och uppbyggnad att de &r 1lampade for
rontgendiffraktion i olika former. Det kan ocksd vara sd att diffrakto-
metriska studier mot bakgrund av vad som nu framkommit rimligtvis maste
ge forvirrande resultat i jamférelse med de allmant accepterade resul-
taten erhdllna vid studier av grodas och insekters muskulatur. Har det-
ta inneburit att utvecklingen pad ultrastrukturens omrade inte gatt fra-
mdt i en omfattning som den gjort p& andra omrdden som inom neurofysio-
logi, immunologi och biokemi?

Manga av de framtagna resultaten forefaller vid en forsta anblick vara
vdl sd komplicerade och darmed svartolkade, kanske ocksd svaruppnéeli-
ga. I praktiken &r det dock s& att flertalet metoder for bildanalys som
tillampats i detta arbete ar enkla och varje laboratorium har, med tan-
ke pd att utvecklingen pd persondatoromrddet som gatt framdt oerhort
fort under senare 3r, i praktiken mgjlighet att sjalv gbra &ven de mest
komplicerade berdkningar.
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Inte heller den ultrastrukturella prepareringsmetodiken &r léangre ndgot
stort problem. De s&arskilt byggda ultramikrotomer, som kravs for att
snitta preparat som praktiskt taget dr kemiskt obehandlade, dr numer
allmant tillgangliga. Vatsnittnings-metoden dr praktiskt enkel och dar-
for mojlig att tillampa i storre omfattning an vad som hittills varit
fallet, bland annat for kartldaggning av subcelluldra organellers
detaljstruktur.

Kannetecknande for utvecklingen pd omrddet, ar att man i huvudsak har
satsat pd torrsnitts-metodiken och den darpd féljande elementanalysen.
Vidare har betydande moda satsats for att kunna anvanda metodiken for
immunologiska studier. Den gren av metodiken som foreliggande avhand-
lingsarbete tillampat har ddrmed kommit ndgot i skymundan.

Sjalvfallet ska kryoultramikrotomin i alla dess aspekter ocksd vida-
reutvecklas. Samtidigt anser jag att framtaget material méste bearbetas
och objektiviseras ytterligare. Darmed kommer kryo-ultramikrotomin i
framtiden att &n mer befdsta sin position i den elektronmikroskopiska
prepareringsarsenalen.

Figur 4. (a) Digitalt omvandlad bild av kryo-snittad muskelfiber. Bil-
den visar en del av ett A-band med ett flertal av de tjocka myosininne-
hd1lande filamenten. Dessa myofilament dr 1jusa mot en mork bakgrund.
(b) Medelbild av ett avsnitt av fig 4(a).
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SUMMERING

Det finns ett sjdlvklart intresse av att béattre forstd den normala
muskulaturens och muskelfibrernas funktion for att darmed skapa under-
lag for en diskussion om de processer som ligger bakom den strukturella
och funktionella omstdllning, som sker antingen till det bdttre, som
vid tréaning, eller till det samre, som vid sjukdom.

Av detta foljer ett behov av att kanna till de olika muskelfibrernas
och myofibrillernas detaljerade uppbyggnad. Det &r myofibrillerna som
inrymmer den sofistikerade mekanism som gor det mojligt for muskelfi-
bern att dra sig samman, eller kontrahera sig.

I detta avhandlingsarbete har detaljstrukturen i enstaka fibrer fran
manniska och olika vanligen anvanda forsoksdjur darfor narmare stude-
rats. Ett flertal 1jus- och elektronmikroskopiska prepareringsmetoder
har utnyttjats. Av central betydelse har varit den metodik som gor det
mojligt att framstdlla ultratunna snitt av frusen vdvnad, sk kryo-ult-
ramikrotomi. For att objektivisera den information som det framtagna
bildmaterialet inrymmer har ett antal tekniker for bildanalys utnytt-
jats.

I delarbete I sammanfattas och diskuteras kunskap om muskelstruktur,
fryssnittning och bildanalys. I delarbete II redovisas detaljstrukturen
av de myofibrillara A-bandens s k C-zoner. Delarbete III beskriver upp-
byggnaden av olika fibrer i en enzymhistokemiskt homogen grupp av
muskelfibrer och i delarbete IV redovisas den detaljerade uppbyggnaden
av de myofibrilldara M-banden i dessa fibrer. 1 delarbete V beskrivs
skillnader mellan olika fibrer vad avser vissa partier av A-banden,
eller de tjocka myofilamenten.

Det har framkommit en tidigare 1inte kand strukturell specialisering
savdl inom det kontraktila materialet som sddant som mellan fibrer, som
enligt definition til1hor samma fibertyp. Fynden foranleder mig att
sdarskilt poangtera att de allmant forekommande modellerna av myofibril-
lers och myofilaments uppbyggnad &r utomordentligt férenklade. Fiberpo-
pulationen dr mer heterogent sammansatt dn vad gangse kategorindelning-
ar later en forsta.
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