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i, Kurzcharskteristik der Empfehlung

" Die Empfehlung beinhaltet eine Zussmmenstellung und Bewertung

von Methoden zur histologischen und histochemischen Unter~

suchung des Muskelgemebes von landwirtschaftlichen Nutztieren

und Modelltisren.

Es werden Empfehlungen gegeben zur

- Probenentnahme im Schlachthaus, Laber und in Produktiops—
anlagen .

= Herstellung histologischer und histochemischer Pri#parate

~ quentitetiv-mikroskeopischen Auswertung

Von ‘den RGW-Landern (DDR, VRB, VRP, CSSR) Qurden zu diesen
Schwerpunkten Beitrége geleistet. Die Empfehlung erhebt nicht
den Anspruch auf Vollstaéndigksit hinsichtlich sller Méglich-
keiten der histologischen und histochemischen Untersuchung von
Muskelgewebe. Sie bezieht sich insbesondere auf die msthodische
Lésung der speziellen Probleme der Muskel- und Fleischunter-
suchung in der Tierproduktion.

2. Begrindung fir die Erarbeitung der Empfehlung

Die gesellschaftlichen Anforderungen an die Tierproduktions-
forschung ?ind auf eine st@ndige Erhdhung der Fleischproduktion
mit Rindern, Schweinen, Schafen und Gefligel gerichtet.

bDebei hat die Tierziichtung sowohl zur Erhdhung des Umfengs der
Produktion als auch zu deren effektiverer Gesfaltung einen
wichtigen Beitrag zu leisten. Voraussetzung daflr ist die Er-
héhung der Produktivit&t der Tierbest&nde, d.h. unter anderem
die Erhdhung der Fleischleistung jedes Tieres. Die Realisierung
dieser Zielstellung ist heute chne die Erarbeitung biologischer
érundlagenkenntnisse nicht mehr denkbar. In diesen Komplex

ist die mikroskopische Untersuchung des Muskelgewebes sinnvoll
eingeordnet. Fir die Ausprigung von Fleischensatz, Fleischbe-
schaffenheit und fir die Reaktionen des lebenden Tieres suf
StreBbelastungen sind mikrostrukturelle Merkmels der Muskulatur
von kausaler Bedeutung. Muskeluntersuchungen zeigen die funk-
tionelle und strukturelle Heterogenitét der Muskeln auf.




Sie erlauben, den metabolischen Muskelfaser~ und Musksltyp
zu bestimmen und auf zellulérer Ebene die strukturellen
und funktionellen Verénderuhgen mit Fleischansatz ‘und
Fleischqualitét in Bezishung 2u bringen. ‘ «

3. Anwendungsbereich

Untersuchungslabore der Muskel~- und Fleischforschung
im Bereich der Land- und Naehrungsgiiterwirtschaft sowie
der Universitaten, Hoch- und Fachschulen
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4.2, Methoden der Muskelprobenentnanme

4.2.1. Schlachtkérparproben

Diese traditionelle Art der Probenentnehme wird seit langem

in allen Laboratorien der Fleischforschung angswendet.

Aus dem zu untersuchenden Muskel ‘wird nach der Tétung des

Tieres unter Beachtung des Faserverlaufs ein Gewebsestick
heréusgeachnikten und fir die Préparation vorbsreitet (M. longis-

" simus dorsi: in Hohe der 13./14. Rippe; M. semitendinosus:
~ in Hohe des Muskelbauches). Der Zseitpunkt der Entnahme richtet

sich nach der Zielstellung des Versuches und den Bedingungen
im Schlachthaus.

Es werden folgende Zeitpunkte der Probenentnahme praktiziert:
5 Min., 20 Min., 45 Min., 60 Min., 24 Std. p.m. '

Eine allgemeingiltige Empfehlung zum bestmbglichen Zeitpunkt
kann nicht gegeben werden. Es ist jedoch dsrauf zu achten, daB
eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse nur bei Verwendung des- '
selben Zeitpunktes gegeben ist.

Die GréBe dsr zu untersuchenden Schlachtkdrperprobs wird
generell mit 10 x 5 x 5 mm angegeben. Wegen des inhomogenen
Aufbaus des Muskels ist die Entnahmestelle sbenfalls glsichzu-
halten. Es wird die Mitte des Muskelquerschnitts bevorzugt.

Far die Untersuchung von kleineren Modelltieren (z.B. Labor-
mause) wird empfohlen, die vollstindigen Muskeln bzw. Muskel-
gruppen zu entnehmen, da diese meist mit dem Ziel durchgefihrt
werden, Aussagen Ober den gesamten Muskel zu treffen.

4.2.2. Biopsieproben

Die Probenentnahme mit Hilfe der Biopsietechnik gestattet es,
Muskelgewebe vom lebenden Tier im Produktionsbetrieb, vor’ oder
nach dem Transporf und im Schlachthaus zu gewinnen. Sie ist
eine entscheidende Voraussetzung fir histologisch-histochemi-
sche Untersuchungen am lebenden Tier und kann fir eine breite
Anwendung empfohlen werden (LAHUCKY u.a. 1980, HENNEBACH u.a.
1983, WEGNER und SCHUBERLEIN 1584, WEGNER und SCHUBERLEIN
1986) .



Mit dem SchuBbiopsiegerst konnen in Abhangigkeit veon der Tier-
art, dem Altsr des Tiseres und dem zu bioptierendan Muskel mit
einem SchuB bis zu & Muskelpré%en der GroBe 5 x 5 mam fur histo-
logische und histochemische Untersuchungen gewonnen werden.
Sollte diese Menge nicht ausreichend sein, ist es auch méglich.
mehrere SchuBbiopgien am selben Tier verzunehmen.

Die Verteile dsr SchuBbiopsis lassen sich folgendermafBen zusam-
menfassen:

1. Die histologisch-histochemische Struktur des Muskelgewsbes
ist in der SchuBbiopsieprobe sehr gut erhalten. .

2. Es ist keine Fixierung der Tiere, keine Narkose dder Lokal-
end@sthesie notwendig und damit keine Beeinflussung des Ge=
webestoffwechsels gegeben..-

3. Die SchuBbiopeie stellt eine minimale Belastung des lebenden
Tieres dar. Obwohl dies Wunde nicht zugendht wird, ist eine
sehr gute Wundheilung such bei mehrmaliger Biopsie des glei-
chen Muskels zu beobachten. Eine Beeinflussung der Futterauf-

- nehme und der Masttagszunahme ist nicht vorhanden.

4, Die &uBerst schnelle Probenentnahme ermdglicht eins sehr
hohe Arbeitsproduktivitédt, etwa 10 Tiere kdnnen von 2 Per-
sonen pro - Stunde bioptisrt werden einschlieBlich Zuschneiden
und Einfrieren der Proben in flissigem Stickstoff.

5. Durch die Mdglichkeit zur Einstellung der SchuBtiefe kdnnen
Tiere verschiedenen Alters bioptiert werden. Erfahrungen
liegen beim Schwein ab 70. Lebenstag vor, beim Rind ab
150. Lebenstag. - ’

Das Biopsis-SchuBger&t nach SCHUBERLEIN (1976) hat sich in
der GOR und der CSSR bei Rind und Schwein zur Entnahme von
Muskelproben for biophysikalische, biochemische, elektronen-
mikroskopische und vor sllem fir histologisch~histochemische
Untersuchungen bewshrt. Es besteht aus einem umgebauten
Schlachtviehbetaubungsapparat, an dessen SchuBbolzen eine
Kaniile befestigt ist. Den Umbau des Schlachtviehbet&ubungs-
apperates zum BiopsieschuBger&t kann eine feinmechanische
Werkstatt durchfihren.




Beim Zurtickschnellen des Bolzens wird die ausgestanzte Probe
mit Hilfe von Abtrennelementen innerhalb der Kanile herausgs=-
zogen. Nach dem Abtrennen kontrshiert der Muskel, und durch
Auspusten oder vorsichtiges Herausschieben aus der Kaniile wird
ein quergeschnittenes Muskelband von etwars mm Héhe, 5 mm
Breite und 5 bis 30 mm Lange entsprechend der SchuBtiefe vorge-
legt (Masse etwa 0,5 bis 1 g). Als glnstigste Muskeln fir

eine SchuBbiopeie haben sich beim Schwein der M. longissimus
dorsi und beim Rind der M. semitendinosus erwiesen.
Biopsieproben zeigen, vor allem wenn der Schnitt zu dick ist,
stdrende Kontraktionsartefakte, dies sich durch eins stwa

30 sec. langs Fixierung der Schnitte in Formolkalzium bzw.
eine Beschichtung der Objekttrdger mit Athylendiamintetra-
essigséure (EDTA), 3 prozentige Loésung, beseitigen lassen.

4.2.3. Einfrieren, Transport und Lagerung
Bas Einfrieren der Muskelproben in flissigen Stickstoff erfolgt
direkt im Stall, Schlachthaus oder im Labor. Mit einem scharfen

Messer, Skalpell oder einer Rasierklinge werden unter Berick-
sichtigung des Faserverlaufs aus den Proben Bldckchen mit einer
Kentenlénge von 5 - 10 mm geschnitten. Diese Bldckchen werden
mit Tragacanth (2 %ig) auf eine etwas grdBers Korkscheibe aufge~
klebt., mit Talkum gepudert und mit einer langen Pinzette 20

bis 30 Sekunden in flussigen Stickstoff getaucht, Gleichzeitig
wird das Aufbewahrungsréhrchen (H8he 3,5 cm, Durchmesser 2 cm)
aus Plaste im Stickstoff geklihlt. Die Korkscheiben und die
RGhrchen kénnen zur Kennzeichnung der Proben genutzt werden.
Des ROhrchen erh&lt unten und im Deckel ein kleines Loch,

damit die Proben beim weiteren Transport und der Lagerung all--
seitig von Stickstoff umgeben sind. Zum Transport und zur La-
gerung der Muskelproben in flissigem Stickstoff dienen kryo-
biologische GefsBe. ’
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4.3. Empfehlung fir die Anwendung histologischer und histo-
chemischer Methoden fiir die Untersuchung von Muskel-
qewebs

4.3.4. Allgemeine Anwendungsaspekte

Die mikroskopische Untersuchung des Muskelgewsbes zur Erfas-
sung struktureller Merkmale hat in den letzten 20 Jahrem zu-
nehmend an Bedeutung gewonnen. Dsher gehéren histologische
und histochemische Techniken auch zum Untsrsuchungsspektrum
der Muskel- und Fleischlaboratorien der RGW-Mitgliedslander
(Ubersicht Tab. 1; siehe such UHRIN u. KULISEV 1979, MICHEL
u. SALOMON 1981). '

~ Histologie

Die histologischen Férbemethoden zur Sichtbarmachung des Zyto-
plesmas, des Bindegewebes oder der Kerne dienen einerseits zur

Obersichtsdarstellung im Gewsbsschnitt, andererseits der selek-

tiven Darstellung der einzelnsn Komponente. Die Auswertung der
histologischen Praparate umfaBt Zihlungen und Messungen der
Komponenten sowie die Gesamtbeurteilung des Schnittbildes, z.B.
auch das Feststellen von degensrativen und aéypischen Verande=-
rungen.

- Histochemie

Fir die Beurteilung der Muskelstruktur in ihrer Beziehung zum
Fleischbildungsproze® und den p.m.-Eigenschaften des Fleisches
erweist sich die histochemische Analyse als eine wertvolle
Methode. Mit den histochemischen Nachweisreaktionsn an Quer-
schnittspraparaten der Muskulatur werden zwei Ziele verfolgt:

1. Durch Prazipitation der unléslichen Reaktionsprodukte an

den Orten der Enzymwirkung oder durch den Nachweis von Lipiden,

Glykogen 0.a. werden in den Muskelfasern die genannten chemi-
schen Eigenscheften der Muskelfasern nachgewiésen.

3*




2. Jede Muskelfaser kenn im Ergebnis des histochemischen Nach=~ °
weises einem bestimmten Reaktionstyp (Stoffwechsel, Kontrak-
tion) zugeordnet werden, wodurch Fasertypen selektiv sicht-
bar gemacht werden. Dadurch besteht. dis Mbglichkeit der quan-
titativen Bestimmung der durchschnittlichen Faserdicke
jedes Typs (Messung) sowie des Muskelfasertypenprofils
(Z&hlung).

Die Auswahl der anzuwendenden Methode richtet sich nach der
Untersuchungsproblematik, dem Versuchsumfang sowie nach den
Anfdrderungen. die an diefQualitét der Fasertypendifferenzierung
gestellt werden (FIEDLER u. WEBER 1981). Robust und wenig auf-
wendig fOr die Darstellung der Fasertypenfsind die Nachweise
der oxidativen Enzyme SDH, NADH-TR und der Lipidnachweis mit

- Sudanschwarz B. Diese Methodén sind besonders zu empfehlen,
wenn der Umfang der zu untersuchenden Tiere hoch ist, oder von
mehreren Muskeln Pr&parate hergestellt werden sollen. Im Er-
gebnis der Nachweise konnen Aussagen zu den Stoffwechseleigen-
schaften der Muskeln getroffen werden. Der Myoglobinnachweis
mittels Peroxidase zeigt Hdie Lokalisation des roten Muskelfarb-
stoffes an. Er liefert sehr gute Resultate hinsichtlich der
Fasertypendifferenzierung und der Homogenit&t der Farbstoffver-
teilung. Er kann wegen der Instabilit&t des Reaktionsproduktes
(Praparate bei +4% C ce. 8 Wochen haltbar) jedoch nur empfohlen
warden, wenn eine kurzfristige Auswertung mdglich ist.

Fur die Beurtesilung von glykolytischen Vorgéngen in der p.m.-
Muskulatur wird der Glykogen-Néchweis empfohlen. Er erlaubt
einerseits eine Fasertypendifferenzierung, dariber hinaus

gibt dis Intensitét der Firbung Hinweise auf die Geschwindig-
keit des Glykogenabbaus in der Zelle. .

FGr die Darstellung der Kontrekfionseigensch}ften ist der
ATPase-Nachweis an Gefrierschnitten die Methode der wahl.

Er erfordert jedoch einen héheren Aufwand und ist relatiQ stér-
anfallig. Im Hinblick auf.Faserabgrenzung, Homogenit&t der
Farbung und Kontrast ist der ATPase-Nachweis anderen Methoden
Uberlegen, jedoch als Routine-Methode fir die Untersuchung von
groBen Stichproben ungeeignet.
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Es existieren such kombinierte Methoden zum Nachweis eines
Stoffwechsel-Enzyms und der ATPase am selben Schnitt, die gute
Mdglichkeiten der Auswertung beider Reaktionen liefsrn.

- Klassifizierung der Fasertypen

Der ATPase-Nachweis gibt Auskunft Ober die Art der Kontraktion
(Schnell oder langsam) und der oxidative Enzymnachweis Uber den
primdren Stoffwechsslweg der Energiegewinnung (vorwiegend oxi-
dativ, vorwiegend glykolytisch). Eine Zuordnung ist relativ
sindeutig bei der Klasssifizierung der Fessertypen nech der einen
oder anderen Art des Enzymnachweises‘(slow twitch, fest twitch
bzw. rot, intermediar, waiB). Haufig wird auch eine Klassifizie-
rung auf der Grundlage der Kombineticn beider Nachweise vorge-
nommen, wobei die ATPase-Reaktion der dominante Faktor ist

(STO, FTO, FTG bzw.fr,&r, 2 w). Dabei ist jedoch zu beachten,
daR beim Nachweis nur eines Enzyms, z.B. der ATPase oder der
8DH, nicht ohne weiteres auf des Ergebnis der anderen Reakticn
geschlossen werden kann. ATPase- und oxidative Enzymektivitst
missen nicht unbedingt korrelieren; hier gibt es tierart- und
muskelspezifische Abhéngigkeiten. Daher ist die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse bei kombinierter Klassifizierung mit Ergebnissen
einfacher Klassifizierung nur bedingt zuléssig.'Die Art der
Klassifizierung ist wiedsrum nach der Fragestellung auszuwahlen.
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Tab. 1:

logischen und histochemischen Methoden

Obersicht der im RGW fir Muskel- und Bindegewsbe vorwiegend angewendeten histo-

Methode nachgewiesene Komponenten Quellen=~
nachweis
1 2 3
I, Histologische Methoden
Eosinférbung Zytoplasma hellrot ROMEIS 1968
Hamalaun-Eosin Kerne dunkelblau, Plasma rot ROMEIS 1968
Hamalaun-Eosin Kerne dunkelblau, Plasma rot DUBOWITZ u.a. 1973
Chromalaun=Carmin= Kern-Chromatin blauschwarz,
Eosin=Férbung Zytoplasma, hellrot ROMEIS 1968
HBFP=Methode rote Anfarbung pathologisch
verénderter Fasern (Riesenfasern) BURCK 1975
Anilinblau - Orange G Kollagenes Bindegewsbe blau, n. MALLORY,
Zytoplasma orange nod.n BELLER 1960
Retikuléres Bindegewsbe Retikulére Fasern schwarz ROMELS 1968
Elastinfasern mit
Aldehydfuchsin Elastinfasern hell - lila ROMEIS 1968
Trichromféarbung Kerne dunkelblau, Cytoplasme n., MASSON,
. ROMEIS 1968

rot, Schleim u. kollagene Fasern
grin
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I1. Histochemische Methoden

i 2 3
Glykogennachweis Glykogenhaltige Muskelfasern n.MC MANUS 1946
= PAS-Reaktion rosa bis dunkelrot
Lipidnachweis m. Sudan- lipidhaltige(rote)Muskelfasern
schwarz B blauschwarz ,Fettzellen tiefschwarz OGATA 1958
Myoglobin-Peroxidase Muskelfasern in Abstufungen gelb-

lich bis dunkelbraun
Fasertypendifferenzierung MORITA u.a. 1969
~Glycerophosphatdehydro=- Marker des glykolytischen WATTENBERG u.
genase Stoffwachsels LEONG 1960
Sukzinatdehydrogenase~ Mitochondriale SDH=-bzw.NADH=TR=- n .NACHLAS u.a. 1957
Nachweis ('SDH) Aktivit#t als Marker d.oxidativen SPANNHOF ) 1967
Stoffwechsels . . DUBOWITZ u.a. 1973
: Fasertypendifferenzierung durch den
NADH=-Tetrazoliumreduktase~ unterschiedlichen Mitochondrien- n .NOVIKOF u.a. 1961
Nachweis (NADH -~ TR) gehalt in den Muskelfasern
Nachweis myofibrillérer Myofibrilléare ATPase-Aktivitét PADYKULA/HERMAN 1955
ATPase mit saurer u. alka- korreliert mit den Kontraktions- KLEMM 1970
lischer Vorinkubation eigenschaften der Muskelfasern. GUTH/SAMAHA 1970
Alkalistabile ATPase~ schnell TUNELL u. HART 1977
kontrahierend, saurestabile ATPase KHAN - 4972
langsam kontrahierend SZENTKUTI u.EGGERS 1985
Orte d. Enzymaktivitat dunkelbraun
bis hellbraun, ohne Akt. weiB.
Fasertypendifferenzierung -
Kombinierter Myosin-ATPase/ Simultane Darstellung o.g. Kompo- ZIEGAN 1979
NADH=-TR=Nachweis nenten in einem Schnittpréparat zur HORAK 1983

gleichzeitigen Beurteilung oxidati-
ver Enzymaktivitdt u. myofibrillérer
ATPase=Aktivitat

W



4.3.2. Detaillierte Beschreibung der Prozeduren

4.3.2v1. Schnittherstellung
Bei der Herstellung der Muskeldinnschnitte fir die Praparastion

wird nach recht einheitlichen Richtlinien verfahren (ROMEIé
1968) . Als Msthoden kommen die Paraffin- und die Gefrierschnitt-
technik in Betracht. Fir alle histologischen Farbemethoden sind
sowohl fixierte Paraffinschnitte als auch Gefrierschnitte
gesignet, jedoch haben sich speziell fir das Muskelgewebe Ge-
frierschnitte sehr gut bewsdhrt. Die histochemischen Nachweis-
methoden missen vorwiegend an nativen oder schonend fixierten
Gefrierschitten durchgefihrt werden. Als Ger&te firr die Herstel-
lung der Schnitte kommen verschiedene Typen von Paraffin~ und
Gefriermikrotomen zur Anwendung. Fir die Psraffinschnitte steht
im RGW das Paraffinmikrotom MC~2 (SU-Produktion) zur Verfigung.
Als Gefriermikrotome werden offene Systeme (z.B. Gefriermikro-
tom der Firma Jung, BRD) oder geschlossene Systeme (Kryostaten
englischer und amerikanischer Produktion) eingesetzt. Wenn

kein Gefriermikrotom zur Verfiigung steht,; wird sempfohlen, ein
Paraffinmikrotom durch den Zusatz einer elektrischen Kihlung

zu einem Gefriermikrotom umzubauen. Die Schnittdicke der Pré-
parate richtet sich nach der nachzuweisenden Substanz. Sie

wird zwischen 8 und 15}um gewdhlt.

4.3.2.2. Histologische Férbungen
4.3.2.2.1. Hamalaun-Eosin-F&arbung (ROMEIS 1968)
Als kombinierte Kern-Plasma-Farbung sehr gut geeignet.

Methode:
1. Einbringen der unfixierten Gefrierschnitte in -

4 %iges Formolcalcium i-2min
2. Splilen in Aqua dest. 5 min
3. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach MAYER 5 min
4., Spiulen in Leituagswasser (mehrfach wechseln) 20 min
5. Einstellen in Aqua dest. ' 1 min,
6. Plasmaférbung in 1 %igem wéssr. Eosin 10 min

7. Einbetten in Glyzeringelatine oder - nach auf-
steigender Alkoholreihe - in Kanadebalsam

Resultat: Kerne erscheinen dunkelblau, Zytoplasma rot
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4.3.2.2.2. Chromalaun~Cafmin-Eosin-Férbung
(mod. nach ROMEIS)

Als kombinierte Kern-Plasma-Farbung ist die Methods zu empfshlen,
wenn mehrere Schnitte eines Teges gesammelt werden missen, da

die Farbédauer relativ lang ist.
Methode:
i. Einbringen de} unfixierten Gewebeschnitte in 4 ¥iges

Formol-Calcium i - 2 min
2..Sphlen in Aqua dest. 5 min
3. Kernférbung mit Chromalaun-Carmin (s.u.) 8 ~i8 h
4. Spdlen in Aque dest.’ 5 min
5. Plasmaférbung mit 1 ¥igem wassr. Eosin 10 min

6. Einbetten in Glyzeringelstine oder - nach sufstei-
gender Alkoholreihe - in Kanasdabalsem

Resultat:

Des Chromatin der Kerne ist blauschwarz geférbt, das
Zytoplasma hellrot. ' .

Bemerkung: .

Herstellung des Chromelaun-Carmins: 6 g reiner Chromalaun
werden in -100 ml Aqua dest. heif geldst und denach 1 g
Carmin_zugesetzt. Die Mischung wird 15 min gekocht und nach
dem Erkalten filtriert. Nech Zusastz von Thymol ist die Ldsung
lange Zeit haltbar. N

4.3.2.2.3. Bindegewebsfarbungen
Anilinblau-Orange-Farbung {(mod. nach Beller 1960}
Methode: ' s

1. Fixierung der Schnitte in MULLER®scher L&sung 1 min
2, Spalen in Aque dest. 1 min /
3. Farbung mit Orande G B 5 min
4. Spilen in Aqua dest. . 1 min
5. Farbung in Anilinblau . 30 sec
6. Spulen in Aqua dest. : 1 min

7. Einbetten in Glyzeringelatine oder Kanadabalsam
Resultat:

Perimysium und Epimysium erscheinen hellblau gefarbt,
das Zytoplasma der Muskelfasern orange.
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Bemerkung:
Herstellung der Anilinldsung: 0,5 g Anilinblau (wasserléslich)

werden in 5 ml Essigsdiure gelést, auf 100 ml mit Aqua dest.
aufgefillt .und atfgekocht. -
Herstellung des Orange G: 4 g Ofanga G (wesserléslich) werden
in 5 ml Essigséure gelést, auf 100 ml mit Aqua dest. aufge-
follt und sufgekocht.

Herstellung der MOLLER'schen Lésung:
2,5 g Kaliumbichromat, 1 g.Natriumsulfet, 100 ml Aqua dest.

Darstellung des retikuléren Bindegewebes (ROMEIS 1968)

Methode:
1. Oxydierung in einer 0,5 %igen Kaliumpermanganatlésung 5 sec
2. Absplilen in Aqua dest.
3. Spilen in einer 1 %igen Ldsung von Oxalsaure S sec
4. Abspiilen in Aqua dest. .
5. Einbringen in 2,5 %ige Eisen-Ammoniumsulfat-L&sung 5 sec
6. Abspililen in Aqua dest.
7. Imprégniserung in einer 1 %igen Lésung von frisch
bereitetem ammoniakalkalischem Silbernitrat
8. Abspilen in Agua dest. . ’ 30 sec
9. Reduktion in 4 %igem Formaldehyd 15 sec
10. Abspilen, Entwéssern und Uber Xylol Einbettung
in Kanadabalsam

'

Resultat:
Das retikuldre Bindegewebe erscheint schwarz gefarbt.

Bemerkung:

Herstellung der Silbernitratldsung:

5 ml 10 % AgNO; werden mit 5 ml 3 % NaOH versetzt.
Tropfenweise wird Ammoniak hinzugegeben und so lange
geschiittelt, bis der Niederschlag sich aufldst, dann srneute
Zugabe von AgNO3z tropfenweise, soslange der Niederschlag
sich sufldést. Wenn die Ldsung beginnt, trilbe zu werden, wird
auf 100 ml aufgefullt. '

16



Darstellung elastischer Fasern mit Aldehydfuchsin (ROMEIS 1968)

Mesthode:

¢

/
1. Oxydation in Lugolscher L&sung 1/2 - 1 h
2. Aufhellung der Schnitte in 5 %iger L&sung
von Natriumthiosulfat i -2 min

3. Abspalen der Schnitte in Aqua dest.
4. Farbung in einer Lésung des Aldehydfuchsins 5 min
5. Abspilen in 70 %igem Alkohol
6. Differenzieren in 70 %igem Alkohol
7. Nachfarbung der Kerne mit Hamatoxylin nach
HARRIS ’
8. Abspiilen, Entwéssern und Ober Xylol Einbettung
" in Kanadabalsam

Resultat: ;
Die elastischen Fasern farben sich hell-lila.

Bemerkung:

Herstellung des Fuchsins:

In 100 ml 70 %igem Alkohol werden unter warmeeinwirkung
0,5 g basis ches Fuchsin geldst. Abkiihlen und Zusetzen
von 1 ml Chlorwasserstoffsdure und 1 ml Paraldehyd.

Bei Zimmertemperatur 24 - 48 h stehen lassen. Nach dieser
Zeit farbt sich die L&sung dunkselviolett.

17
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Trichrom-Farbung nach MASSON (ROMEIS 1968)

Methode:

Bedingung: Fixierung in Bouin, Zenker oder Helly

Das Formol-Materiel muf zusdtzlich in 6 %igem acidum picroni-

tricum in 96 %igem Alkchol zwei #in, gebeizt werden. Dann
5 Min. in destilliertem Wasser spiilen und nach Vorschrift

fortfahren.

-

1. Farbung in Weigertschem Eisen~Hamatoxylin 30
2. Aqua dest. - 3 x spilen

3. Spulen in Leitungswasser

4. Differenzieren in 1 %iger Essigséure, wenn er-
forderlich, das Bindegewebe zu entfarben

5. mit Aqua dest. absplilen

6. Farbung in Fuchsin-Ponceau . S
7. Aqua dest. - 3 x spilen

8. Spulen in 1 %iger Phosphomolybd&n-Saure I 5
9, Spialen in 1 %iger Phosphomolybdén-Saure II 5
10. Farbung in Methylgrin ohne Abspilen der . ‘

Phosphomolybdén-Saure 5

11. Aque dest. -~ 3 x spiilen
12. 1 %ige Essigséure 1
13. 96 %igen Alkohol - abspilen
14. sbsoluter Alkohol - abspiilen
15. Xylol 3
16. Einbetten in Kanadabalsam

Resultat:

60

10

20

10
10

10

sec

min

sec

min
min

min

min

min

Kerne dunkelblau, Cytoplasma ziegelrot, Schleim und kollagene

Fasern scharf griin

Bemerkung:
Die F&rbung ist erst nach der Einbettung komplett zu

erkennen.
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Bersitung der Lésungen:

i. Fuchsin ) igq
Aque dest. 100 ml
Essigséure ' 1 ml

2. Ponceau (Geigy) ig
destilliertes Wasser 100 ml
Esgigséure ial

3. Anilinblau pder Methylgrin 2.5 ¢
destilliertes Wasser " 160 ml

Das Wasser wird erhitzt, danech werden der Farbstoff

Essigsdure zugesetzt.

Férbung mit der HBFP-Methode (BURCK 1975)

Methods: .

1. Farbung in H3matoxylin
2. Spilen in Leitungswesser

)

10

3. Farbung in 0,1 %iger alkslischer Fuchsin-

1lésung
4. Abspllen in Aqua dest.
5. Abspilen in Azeton

10
10

6. Differenzierung in 0.1 %iger Pikrinsdure in

Azeton bis zum Schwund der Farbstoff-
streifen ’
7. Abspiilen mit Azeton

8. Einbsetten in Kanadabalsam - nach auf-
steigender Alkoholreihe -

Resultat:

Pathologisch verénderte Fasern farben sich

is

20
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min
min
min
min

min

min
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4.,3.2.3. Histochemische Nachweismethoden

4.3.2.3.1. Lipide (OGATA 1958)

Methods :

1. Fixierung der Gewebebléckchen in 4 Formol-Celcium

2. Spilen in flieBendem Leitungswasser 4
3. Herstellung von Gefrierschnitten ’

4, Einstellen der Schnitte in 70 % Athanol

24 h
-5h

S min

5. Farbung der Schnitte mit Sudanschwarz B 20 min

6. Spulen in S0 %igem Athanol (kurz)
7. Spiilen in Aqua dest.
8. Einbetten in Glyzeringelatine

Resultat:

Rote und intermedidre Muskelfasern reagieren positiv, er-
scheinen grauschwarz und héllgrau geférbt. Fettzellen des
intramuskuléren Fettgewebes sind tiefschwarz gefarbt.

4.3.2.3.2. Glykogenférbung (MC MANUS 1946)
Methode:
1. Fixierung im absoluten Alkohol N 12

Danach werden die Gewebeproben in Paraffin oder in
Zelloidin eingebettet.

2. Paraffinschnitte von Paraffin befreien

Z. Schnitte 5 min bei Zimmertemperatur in Perjodsédure oxyd

4. Schnitte in 70 %igem Alkohol abspilen

5. Schnitte in Schiff'schem Reagenz 15 - 45 min bei Zimmer
temperatur inkubieren )

6. Schnitte 3 x 5 min in SO,-Wasser spilen

7. In flieBendem Wasser 5 bis 20 min waschen

8. Kerne mit "Kernrot” oder mit Hamatoxylin férben

Es ist wirs chenswert, 1 sec in alkoholischer Salzséure-
-16sung zu differenzieren.

9. 10 min in flieBendem Wasser.waschen

10. Im Bedarfsfalle das Zytoplasme mit Malachitgriin, Orange
u.a. nachfarben

11. Schnell in der aufsteigenden Alkoholreihe entwéssern un
Gber Xylol in Kangdabalsam einbetten

1 min

-24 h

isren

G

d
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Resultat:
Glykogen stark purpurrot, Kerne blau oder rot

Bemerkung:

Diese Methode ist sehr genau und spezifisch. Glykogen ist
wasserldslich, deshalb muB es fir die histologische Farbung
in absolutem Alkohol fixiert werden. Nur in frischem und
schnell verarbeiteten Material kann man Glykogen nachweisen.

4.3.2.3.3. NADH-Tetrazoliumreduktass (NOVIKOFF u.a. 1961)

Methode:

1. Gefrierschnitte von unfixiertem Gewebe herstellen und 5 min
bei Zimmertemperatur trocknen lassen

2. Schnitte fur 60 min ins frisch bereitets Inkubationsmedium
obertragen (37° C): *

NADH . Na, 16 mg
0,1 M Phosphatpuffer, -
pH 7.4 3,2 ml
Nitro-BT (1 mg/ml
Aqua dest.) 4,0 ml
Aqua dest. ' 4,8 ml
3. Spulen in Aqua dest. 5 min

4. Einbetten in Glyzeringélatine

Resultat:
Enzymhaltige Strukturen reagieren positiv (blaue Granula).

Bemerkung:

Die mitochondriale Enzymaktivitat wird durch blaue Granula
demonstriert. Mitochondrienreiche Muskelfasern erscheinen
tiefblau, mitochondrienarme Muskelfasern haben vereinzelt Granula.
Der Intermedidrtyp ist durch mittlere Aktivit&t den Enzyms gekenn-
zeichnet (beim Schwein: randstindig erhShte Enzymaktivitat der
intermedidren Fasern).

Eine Nachférbung des Zytoplasmas mit Eosin ist mdglich.

S
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4.3.2,3.4. Sukzinatdehydrogenase (NACHLAS u.a. 1857)

Mathods : . .

i. Gefrierschnitte von unfixiertem Cewsebe herstellen

2. Schnitte fir 30 - 60 min in frisch bereitetes Inkuba-
tionsmedium bringen (37° C):

0,2 M Phosphatpuffer pH 7.5 5 ml
6,2 M Netriumsukzinat

(3.24 g auf 100 ml Agqua dest.) 5 ml

Nitro - BT (1 mg /ml Aqua dest.) 10 ml

3. Spalen in Aqua dest. . - 5 min

4, Einbetten in Glyzeringelatine
13

Resultat u. Bemsrkungen:

(sieﬁe MADH-Tetrazoliumreduktass)

4,3.2.3.5. Mvoglobin-Peroxidass (MORITA u.é, 1969)
Methode:
1. Fixierung der Muskelproben

6 - 22 h in: 2,5 wml 25 ¥ Glutaraldehydldsung

25 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7.4
bei Raumtemperatur

" 2. Waschen in flieBendem Leitungswasser 4 h

3. Tauchen in 30 %ige Saccharcse in 1 % Gummi acacia Lésung

fir 16 h und mehr (Aufbewahrung kann hierin 1 Woche srfolgen)
4. Gefrieren der Bldckchen in flissigem Stickstoff )
5. Harstellen von Gefrierschnitten ven 30 flm Dicke

6. Schnitte 30 min bei Raumtempseratur frei schwimmen lassen
in 10 ml gesattigter waBriger Benzidinlésung (30 mg
Benzidin in 10 ml Aqua dest.) und 0,5 ml 3 Jigem H,0,

7. Waschen in Aqua dest. und Ubertragen auf Objekttrager,
Einbetten in Glyzeringelatine

Ergebnis:
braune, hellbraune und weiBe Fasern entsprechehd ihres Myo=~
globingehaltes. Drei Fasertypen kdnnen unterschieden werden.

Bemerkung:
Fsrbung nicht stabil! Préparate im Kihlschrank aufbewzhren.
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4.3.2.3.6. Myofibrillare ATPase

s —

Zur Derstellung der myofibrillérén‘ATPase wird in der Litera-

tur eine Reihe von Methoden vorgestellt, die im wesentlichen
auf das Prinzip der Metallsalzmethode nach PADYKULA/HERMAN

A.

(1955) =zurickgehen.

Alkalistabile ATPase

I,

Methods nach SZENTKUTI und EGGERS (1985)

1.
2.
3.

5.

23

fiir Schwainemuskeln

Gefrierschnitte herstellen bei -20° C .
Trocknen der Schnitte bei Zimmertemperatur 10 -
vorspiilen in gepufferter CaClz-Lasuﬁg 2 x

(12,1 g Tris, 100 ml einer 0,18 M
(2 ¥igen) CaCl,-Lésg., 850 ml Aque bidest.,
pH 7.3) ‘

Alkalische Vorinkubation bei Zimmertemperatur
und pH 10,4 :
Vorinkubationslésung: )

7,44 g Glycin, i0 g CaClz, 800 ml Aqua bidest.,
100 ml ges&ttigtes Formalin langsam zufiihren,
pH-Wert auf 10,4 einstellen.

Spllen in Tris-Calcium-Puffer pH 7.3 2 x
Inkubation der Praparate bei 37°C
Inkubationslésung: 10 ml einer 0,1 M

(2.1 %igen) Natriumbarbital-Lésung,

5 ml einer 2 ¥igen CaCl,-Lésung, 76 mg ATP
{gelagert im Gefrierschrank), Aqua bidest.

ad 40 ml, pH-Wert auf 9,4 einstellen,

auffillen auf 50 ml

Spilen in einer CaCl,-haltigen Spullésung

(13.3 g CaCl, auf 1 1 Aqua bidest.)

Einbringen der Praparate in eine 2 %ige Cobalt-
g - g

chloridlésung

15
1

30
20

min
min

min

sec
min

3 min




Q.
) 10.

11.
1z2.

Resultat:

Spilen in Aqua bidest. 3 x 30 sec
Einbringen der Praparate in eine frische
1 %ige Ammoniumsulfidldsung 30 sec = 2 min

Spiilen in lengsam flieBendem Leitungswasser 10 min
Einbetten in Glyzeringelstine

Typ I -~ Fasern erscheinen hell, Typ-II A hellbraun,
Typ II B dunkelbraun =~ .

II.

Methode nach KHAN (1872) - Citrophosphattechnik

| ‘Methode:

i.

| 2.

3.
4.

(4]
.

Gefrierschnitts von 6 - 8 um Dicke auf Objskttriger bringen,
40 min bei Rsumtemperatur (20 - 23° C) trocknen lassen.
Fixieren bei 0 - 5% C far 15 min in 1 %igem Formaldehyd
{frisch sus Paraformaldehyd bereitet) pH = 7,4 mit 2 %
Tetranatriumpyrophosphat (Tetranatriumdiphosphat) und 13 %
Saccharose
8 x 5 min in kaltem Aqua dest. waschen
Inkubieren 5 -~ 15 min bei 37° C im Medium,das unmittelbar
vor Gebrauch bereitet wird.
Ldosung A: 30 ml 0,1 M Tris-Meleat-Puffer pH 7.4
320 mg CaCl,
60 mg Citronenséure
100 mg ATP (Dinastriumsalz)
Lésung B: 800 mg Geletine in 10 ml 0,1 M Tris Maleet-
~Puffer (pH 7,4) lésen

Die Ldsungen A und B mischen und mit 1 M NaOH pH 9.4
einstellen. Das klare Medium wird dann in ein vorgewérmtes
Reaktionsgefa® (55° C) gegsben und bei 37° C gehalten.

3 x 2 min in Aqua dest. waschen

3 min in frisch bereitete 2 %ige CaCl,~-L8sung Gbertragen.
3 x 2 min in Aqua dest. waschen

1 min in 1 %ige Ammoniumsulfidldésung tauchen

Waschen .in flieRendem Leitungswasser 3 min

Einbetten in Glyzeringelatiﬁe oder -« nach aufsteigendsr
Alkoholreihe - in Kanadabalsam
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Resultat:

Typ

I-Fasern, hell; II A, mittelbraun; II B, dunkelbraun

Bemerkungen:
Bereitung des Vorinkubationsmediums:

Fiir 500 ml: 3,72 g Glycin, 5.0 g CaCl,, 425 ml Aqua dest.
und 50 ml Formalin (37 %ig) langsam zugeben. Mit Aqua dest.-
auf 500 ml auffisllen und pH 7,25 mit 1 N NaOH einstellen.
B. Alkalistabile und sdurestsbile ATPase
IV. Methode nach GUTH und SAMAHA (1970)
a) mit alkalischer Vorinkubation
i. Gefrierschnitte herstellen
2. Trocknen 30 - 180 min bei Raumtemperatur
3. 5 min fixieren in )
Formaldehydldsung (40 %ig) 50 ml
Na-cacodylat .31 g
CaCl, 10 g
Saccharose - 115 g
auf 1 1 mit Aqua dest. auffullen, pH‘7.6 einstellen
4. Waschen 1 min mit Bewegung,
Waschldsung ablaufen lassen
18 aM CaCl, in 100 mM Tris, pH 7,8:
Tris 12,1 g, CaCl, (0,18 M) 100 ml, Aques dest. 900 ml
pH 7.8 mit HCl (1 bis 6 N) einstellen
5. Vorinkubation 15 min
1,5M 2-Amino-2-Methyl-1-Propanol 3,35 ml
CaCl, (0.15 M) 10 ml
Aqua dest. 40 ml
pH 10,4 mit KOH (I - 10 N) einstellen
6. 2 x 1 min waschen in Waschldsung (s. Pkt. 4) und ablaufen
lassen } -
7. 1Inkubation 15 - 60 min bei 37° C (Inkubationsldsung in
die Farbkivette filtern, die auf 60°C erwérmt ist).
25




8.
g.
| i0.

i1.
1z2.
i3.

b)

£

Inkubaticonsldsung:
2-Amino-2~Methyl-i-Propanol (1,5 M)
CaCl, (0.18 ™)

KC1

ATP (Dinatriumsalz)

Aqua dest.

3.35 ml
5 ml
185 mg
76 mg
40 ml

auf pH 9.4 einstellen mit 6 N HCl und suf das Endvolumen

von SC ml mit Aqua dest. bringen.

3 x 30 sec waschen in 1 %iger CaClZ-Lésung

3 min in 2 %ige Cobaltchloridlésung einstellen

4 x 30 sec waschen in alkalischer Waschlésung

1,5 M 2-Amino-2-Methyl-1-Propanol

Aqua dest.

13,4 ml
160 ml

auf pH 9,4 einstellen mit HCl (1-6 N)und

auf 200 ml mit Aqua dest. auffillen

3 min in 1 %ige Ammoniumsulfidldsung einstellen

3 - 5 min in flieBendem Leitungswasser waschen

Einbetten in Glyzeringelatine

mit saurer Vorinkubation

1. und 2. wie a)

Vorinkubation der unfixierten Schnitte
for 5 - 30 min: ’
CaCl, (0.18 M)

Essigséaure

Aqua dest.

pH 4,35 mit KOH (1-5 N) seinstellen und

Die Préparation nach den Schnitten 6 -
Variante vollenden.

Resultat:

bei pH 4,35

100 ml
3wl
900 ml
auf 1000 ml bringen.

13 der alkalischen

Bei saurer Vorinkubation wird die ATPase der Typ II-Fasern

gehemmt, die Typ I-Fasern erscheinen am dunkelsten. Bei
alkalischer Vorinkubation erhalt man dunkle und intermediére

Typ

Ii-Fasern und helle Typ I-Fasern.
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Bemerkung: -
Nicht disselbe Inkubaticnsldsung verwenden bei aslkalischer- und

saurer Vorinkubafion!

V.

Methode nach KLEMM (1970)

Methode:

1.
2.

3.
4.

7.
8.

9.
10.

11.
12.

27

Trocknen der Praparate 30 min =~ 2 h
Inkubation
8) saure Préinkubstion pH - 4,0 - 4,5

100 ml CaCl, (0,18 M)

3 ml Essigsédure

895 ml Aqua dest.
b) alkalische Prainkubation pH 7,0 - 7,2

75 ml Formalin (37 ~ 40 %ig) mit CaCO3 neutralisiert

3,75 g NaCl

425 ml Aqua dest. )

Fixierlosung muB im Eisschrenk aufbewshrt werden.

pH nach Anfertigung und vor dem Gebrauch messen.
Spllen in Aqua dest. bis zum Schwund des Formalingeruchs
Inkubationslésung (pH 9,4 - 10,0) Temperatur 37°C; 30 min
% ml Barbital-Natrium (0,1 M)
2,5 ml CaCl, (0,18 M)
68,9 mg ATP (Natriumsalz)
17 ml Aqua dest.
Préparate in 1 ¥iger CaCl,-L&sung spiilen 1 min
Praparate fir 3 min in 2 %ige Kobaltchloridlésung einlegen,
Lésung direkt vor dem Gebrauch anfertigen
Spiilen in Aqua dest. 1 min
Préparate fGr 3 min in 1 %ige Ammoniumsulfid-Lésung
bringen
Spulen in Leitungswasser 5 min
In 70 %igen, 96 %igen, absoluten Alkohol je 1 min ent-
wassern '
Xylol I und II je 2 min
In Kanadabalsam einbetten



Bei

Resultat:

saurer Vorinkubstion wird die ATPase der Typ II-Fasern

gehemnt, die Typ I-Fasern erscheinen am dunkelsten. Bei al-
kalischer Vorinkubation erh&lt man dunkle und intermedidre
Typ II-Fasern und helle Typ I-Fasern.

¢)

VI.

Kombinierte Methjoden
ATPase - NADH-TR

Methode nach ZIEGAM (1979)

a)

2.

3.
4.

5.
6.
7.

8.

Gefrierschnitte herstellen, auf dem Objekttriger antauen.
bis zum ernsuten Einfrieren im Kryostaten bslassen,
anschldeBend mit Fon (kalt) 40 min lang trocknen und ibér
Nacht bei Reumtemperatur stehenlassen,

Alkalische Kombination:

Inkubation 20 min bei 37° C in
NADH- NA, 4,0 mg
Phosphatpuffer (0,1 M, pH = 7,4) 0.8 ml

Nitro-BT (1 mg/ml waBrige
Ldsung) 1.0 ml

Aqua bidest. 1,2 ml

2 x splUlen in Aqua bidest.

Fixation nach MEIJER (1970): ‘ \
5 min in 4° C kalter, waBriger Losung aus Paraformaldehyd,
2% Can2 und 6 % Dextran (MG 70 000)

pH 6,3 - 6,6

3 x spﬁien in kaltem Aqua dest.

SpUlen bei Zimmertemperatur in Aqua bidest.

Alkalische Vorinkubation bei 37° C

15 min in Pufferldésung pH 10.4

0,02 M Celcium=Veronalpuffer

(CaCl, 0,444 g, Natriumbarbiturat 0,412 g.

Aqua bidest. 100 ml, Einstellen mit 1 N NaOH)

3 x spilen in Aqua bidest,

ATPase~Reaktion nach MEIJER (1970):

20 min bei 37° C
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i10.
i1,
iz.
13.

b)

Inkubationsmediums: 600 mg Gelatine 1dsen in 40 ml 0,1 M

Tris -Maleat=-Puffer pH 7.2
dazu : 40 mg ATP, 3 ml wadBrige 1,5 %ige Bleinitratldsung,
4 ml 5 §ige CaCl,-Ldsung, 1 ml Aqua bidest.
Einstellen auf pH 7.2

3 x sphlen in Aqua bidest.

Einstellen in frische 1 %ige Ammoniumsulfidlésung
grundlich spilen

Einbetten in Glyzeringelatine

Saure Kombination

Statt o.a. Schritt Nr. 7 erfolgt die saure Vorinkubation

5 min in einer 0,2 M Essigsdure-Acetat-Puffeddsung pH 4,35
bei Zimmsrtemperatur. AnschlieBend 10 min in eine Puffer-
lésung pH 9,3 bei Zimmertemperatur bringen (0,02 M Celcium-
Veronalpuffer oder 0,02 M Glycinpuffer)

Resultat:

Glsichzeitige Darstellung von Typ I, Typ II-Fasern sowie

roten, weiBen und intermediZren Fasern in einem Schnitt.
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4.4, Quantitativ-mikroskopische Auswertung

Die quantitativ-mikroskopische Auswertung der Muskelquer-
schnittspréparate beinhaltet die Messung des Muskelfaserdurch-
messers bzw. der Querschnittsfléachen der einzelnen Muskelfasern
sowie die Zahlung der Muskelfasern, getrennt nach Fasertyp

zur Ermittlung des proientualen Anteils. Es gibt zahlreiche
Methoden und Geréte zur‘Erfa;sung der genannten Merkmale.

Es werden Okularmikrometer verschiedener Bauart, z.B. das
Lanameter, benutzt. Wenn keine speziellen MeBgerédte zur Ver-
fogung stehen, kann die Analyse des Muskelpraparates mit Hilfe
der Punkt- oder Trefferanalyse erfolgen.

Seit einigen Jahren sind auch Ger&tgordnungen mit Mikrorsechner
in Benutzung, die fir die Muskelfasermessung empfohlen werdsn
kénnen (SIMON u.s. 1984). Mit dem‘Zéhlgerét "Eltinor 4, gekop-
pelt mit einem Z&hlstift, kdnnen Muskslfasern em projizierten
Bild gezahlt werden, wobei die Anzashl Muskelfassern pro ne? zu-
gleich eine indirekte MaBzahl fir die Querschnittsflache der
Muskelfasern darstellt (WEGNER und MULLER 1976).

Eine wesentliche Weiterentwicklung zum Messen und gleichzeitigen
Zahlen von Muskelfesern ist der rechnergestitzte Muskelfaser-
analysator "MFA 1':I (BEYERSDORFER u.a. 1985). Mit dem MeBaufsatz
auf dem Mikroskop wird die Bildaufspaltung zur Messung des
Krumbein®schen Durchmessers, .eines statistischen KorngrdBen-
maBes, realisiert und in den Mikrorechner eingegeben.

Nach Beendigung der Messung von 500 - 1000 Muskelfasern pro
Praparat werden vom Rechner daraus folgende Werte berechnst

und digital angezeigt: mittlerer Durchmesser der einzelnen

- Fasertypen, Standardabweichung, variationskoeffizient, Anzahl
Muskelfesern eines Typs in Prozent (rot, intermediir, weiB)

und anders éﬁtsprechend der Aufgabénstellung programmierte
Parameter. Die Vorteile des Ger&tes liegen darin, daB das
mikroskopische Priparat direkt ausgewertet wird und daB dabei
eine hohe Arbeitsgeschwindigkeit erreicht wird.

In einer Stunde kdnnen mit dem "MFA 1" ca. 1200 Muskelfasern
gemessen, gezdhlt und die genannten Parameter der MuskdLetruktur
berechriet werden. So kann dieses Gerat fir die mikroskopische
Auswertung groBerer Versuchsserien empfohlen werden.
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Da die morphometrische Auswertung der histologisch~histo~
chemischen Praparate jedoch trotz dieser halbautomatischen
Systeme einen wesentlichen Arbeitszeit fonds beansprucht, ist
die Einfihrung der automatisisrten mikroskopischen Bildanalyse
anzustreben. Mit ihr kann eine beachtliche Effektivit&tsstei-
gerung bei der objektiven Auswertung der'Muskelprépafate er—
reicht und eine mit konventionellen Mitteln kaum erreichbare
Informationsfiille garantiert werden.

Auf der Leipziger Herbstmesse 1986 zeigte die Firma “Robotron”
das Geritesystem “AMBA / R-msd- Automatisierte Mikroskopbild-
analyse fur Medizin und Biologie"”. Dieses System wird zuklnftig
such in den Muskelhistclogischen Laboratorien Bedeutung haben.

S. Bedingungen fiir die Wirksamkeit der Empfehlung

Voraussetzung fir die Anwendung der empfohlenen Methoden ist
ein histologisch-histochemisches Labor mit folgender Ausstat-
tung:

- Gerate zur Paraffin- und Gefrierschnittechnik
- Kihl- und Brutschréanke

~ div. Glasgerate und Feinchemikalien

- Mikroskopische Auswertungstechnik
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