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3.1 Tiermaterial

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Skelettmuskelstrukturpa-
rametern wurden drei selektierte Mauslinien und eine Kontrollinie verwendet.

Die Mause stammten aus dem FB Genetik und Biometrie des Forschungsinstituts fur
die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere Dummerstorf. Die Bezeichnung der Linien

sowie die jeweiligen Selektionskriterien gehen aus der Tabelle 12 hervor.

Tabelle 12: Ubersicht (iber das verwendete Tiermaterial

Mauslinien | Bezeichnung | Selektion auf Generation Tieranzahl
Alter 43 Tage | Alter 73 Tage |
DU-Ks Kontrollinie unselektiert 83 5
83 5
DU-6 Wachstumslinie | Wachstum 83 5
(Kérpermasse) 84 5
DU-6+LB kombinierte Wachstum (Kérper- 83 5
Linie/Indexlinie | masse) und Belastbar- 84 5
keit (Laufbandleistung)
DU-6P Proteinlinie Proteinansatz 84 5
84 5

Insgesamt wurden 40 mannliche Tiere in die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen einbezogen. Aus arbeitsorganisatorischen Grinden gehdrten die
untersuchten Selektionslinien nicht derselben Generation an. Bei der Wahl der
Altersgruppen der zu untersuchenden Tiere wurde die Tatsache beachtet, daf’ sich
am 43. Lebenstag die Skelettmuskelfasern des M. rectus femoris in einer intensiven
hypertrophischen Wachstumsphase befinden. Die physiologische Grenze dieses
Skelettmuskelfaserwachstums wird bei den Mausen ab einem Alter von 60
Lebenstagen erreicht (REHFELDT et al., 1987; s. a. S. 37). In diesem Wachstums-
plateau befinden sich die Mause auch am 73. Lebenstag.

Bei der Wachstumslinie DU-6 war die Summe der Koérpermassen von zwei
Prifbdcken das Selektionsmerkmal. In der kombinierten Linie Du-6+LB wurde

nach einem Basisindex selektiert, in dem die Kérpermassen (KMg2 23) und die
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Laufbandleistungen (LB42 28) von zwei Prufbécken nach folgender Formel verkntipft
wurden (BUNGER, 1987):

Index = KM4223 x 100 + s KM4223 x LB42 23 x 100
S KM42 26\

s = Standardabweichung

Die Indexwerte wurden in jeder Generation unter Benutzung der jeweiligen
generationsspezifischen  Schatzwerte  ermittelt.  Zur  Quantifizierung  der
Laufbandleistung muBten die beiden Priufbécke nach einem vorgegebenen
Programm mit stufenférmig erhéhten Bandgeschwindigkeiten bis zur Erschépfung
laufen (BUNGER, 1978, 1979). Der dabei zuriickgelegte Weg in Bandumdrehungen
(1 U = 0,8 m) diente als Mal® fur die physische Belastbarkeit. In der hdchsten
Belastungsstufe betrug die Laufbandgeschwindigkeit 40 m x min™'. Um den EinfluB
zirkadianer Schwankungen der Ausdauerbelastbarkeit zu minimieren, wurden die
Laufbandtests in der Zeit von 08.00 bis 10.00 Uhr durchgefuhrt. Bei der Proteinlinie
DU-6P war der Proteinansatz in den Tierkdrpern der beiden Prifbécke nach
Entfernung von Kopf, Fell, Schwanz, Magen-Darm-Trakt und Pfoten das
Selektionsmerkmal.

Alle drei Selektionslinien entstammten der Auszuchtlinie Fzt:DU (SCHULER, 1985).
Mit dem Ziel der Schaffung einer weitgehend genetisch identischen Ausgangsbasis
wurden zur Erzeugung der 0. Generation Vollgeschwister auf diese drei
Selektionsvarianten verteilt. Um den Effekt der AufzuchtwurfgréRe auf die
Kdérpermasseentwicklung der Nachkommen auszuschalten, wurde die Wurfgré3e bei
der Geburt (0. Lebenstag) auf 8 (0. bis 15. Generation) bzw. ab der 16. Generation
auf 9 Nachkommen standardisiert. Im Alter von 9 Wochen wurden die Labormause
Uber einen Zeitraum von etwa 12 Tagen unter strikter Vermeidung von
Vollgeschwisterpaarungen im Verhaltnis 1 & : 1 Q angepaart. Selektiert wurde nach
Vollgeschwisterleistung bei einer Selektionsquote von 46 bis 49 %. Hierzu wurden
zwei am 10. Lebenstag =zufallig ausgewahlte Priufbdcke je Wurf untersucht
(Markierung durch Ohrkerbung) und nach dem 42. Lebenstag eliminiert, kamen also
als Vatertiere fir die Folgegeneration nicht mehr in Frage.

Ausgehend von der Genreserve des Fzt:DU-Stammes erfolgte die Zuchtung der
Kontrollinie DU-Ks, in der ebenfalls 80 Paarungen (1 & : 1 @ ) je Generation und
eine entsprechende WurfgréRenstandardisierung durchgefihrt wurden. Zur

Erzeugung vergleichbarer Inzuchtgrade betrug die mittlere Selektionsquote

51



3 Material und Methoden

(Zufallsauswahl) bei der Reproduktion der Folgegeneration ebenfalls etwa 46 %. Die
erste Generation der Kontrollinie DU-Ks diente als Vergleichsmalstab fur die 8. und
9. Generation der Selektionslinien. Als Kontrollwerte fur die Generationen 0 bis 7
wurden die Uber die drei Selektionsvarianten gepoolten Werte der 0. Generation
benutzt. AnschlieBend dienten die zeitlich korrespondierenden Werte der Linie Du-Ks
jeweils als Kontrolldaten (BUNGER, 1987).

Eine ausfuhrliche Beschreibung des Selektionsexperimentes befindet sich bei
BUNGER (1979) und BUNGER et al. (1983). Die Laborméduse wurden im Semi-
Barriersystem gehalten, wobei ihnen Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung

standen.

3.2 Untersuchter Skelettmuskel

Die mikroskopischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten am
M. rectus femoris, einen doppelt gefiederten Skelettmuskel, der zusammen mit dem
M. vastus lateralis, M. vastus medialis und M. vastus intermedius den M. quadriceps
femoris bildet. Seine Ursprungsorte befinden sich am llium und Azetabulum, sein
Ansatzort liegt auf der kranialen Seite der Patellaoberflache (KLINGENER, 1964).
Zur Topographie des M. rectus femoris siehe Abbildungen 5 bis 7.

k M. vastus lateralis

M. rectus femoris

M. vastus medialis

M. vastus intermedius
Os femoris

OO WN

Abb. 5: Lage des M. rectus femoris in einem Querschnitt des Oberschenkels der Labormaus
(WEBER, 1981)

52



3 Material und Methoden

Abb. 6: Darstellung der Oberschenkelmuskulatur bei der Maus — mediale Ansicht
(nach POPESKO et al., 1992)

(Abk.: M. = Musculus; N., V., A. = Nervus, Vena, Arteria; R. = Ramus ; Lnn. = Lymphonoduli)
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Abb. 7: Darstellung der Oberschenkelmuskulatur bei der Maus — laterale Ansicht
(nach POPESKO et al., 1992)
(Abk.: M. = Musculus; N., V., A. = Nervus, Vena, Arteria; R. = Ramus ; Ln. = Lymphonodulus)
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3.3 Praparationstechnik

3.3.1 Probenentnahme

Die Mause wurden mittels Dislokation der Halswirbelsdule getétet. Unmittelbar
darauf erfolgten die Bestimmung der Kérpermasse in Gramm sowie die Entnahme
des gesamten M. quadriceps femoris der linken Kérperseite durch Abtrennung von
der Patella, dem Os femoris und dem Os ilium mittels Praparierschere, Pinzette und
Skalpell.

Bei der Praparation des M. quadriceps femoris-Komplexes wurde darauf geachtet,
dal} sie unter minimaler mechanischer Beanspruchung des Untersuchungsgutes, wie
etwa Zerren und Quetschen des Muskels, erfolgte. Dieser wurde sodann in einen
Laborbecher gegeben, der mit auf ca. 4 °C gekihltem 3 %igen Glutardialdehyd als
Fixierungsmittel geflllt war. Die Zeitspanne zwischen der Toétung des
Untersuchungstieres und diesem Erstkontakt mit dem Glutardialdehyd betrug
zwischen 0,75 und 1,5 Minuten. Nach einer Einwirkungszeit des Fixierungsmittels
von ca. 1 Minute wurde der M. rectus femoris freiprapariert. Mit Hilfe einer
anatomischen Pinzette und einer Skalpell- oder Rasierklinge erfolgte unter
gréltmaoglicher mechanischer Schonung des zu untersuchenden M. rectus femoris
die Abtrennung der benachbarten Muskeln. Nach der Praparation des M. rectus
femoris wurde er in kleine Streifen mit einer maximalen Querschnittsfliche von
1 mm? geschnitten, um eine optimale Aufbereitung fiur die nachfolgenden
Untersuchungen zu gewahrleisten.

Die Muskelproben wurden sodann mit 3 %igem Glutardialdehyd mindestens 3
Stunden lang bei einer Temperatur von ca. 4 °C, die durch Eiskuhlung sichergestellt
wurde, fixiert. Im Anschlu® wurden sie in 0,1 molarer Natriumphosphatpufferlésung
(pH = 7,2) mehrmals gewaschen. Die Temperatur dieser Pufferlésung betrug
ebenfalls ca. 4 °C.

Zeitgleich wurde der kontralaterale M. rectus femoris fur die histologisch-
histochemischen Untersuchungen aufbereitet. Auf die Ergebnisse wird in der
Diskussion zuriickgegriffen. Die Methodik ist bei FIEDLER und BRANSCHEID (1998)

beschrieben.
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3.3.2 Probenaufbereitung fiir die elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen
3.3.2.1 Einbettungstechnik

Bei der Aufbereitung der gewonnenen Skelettmuskelproben fir die geplanten
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die in Tabelle 13 dargestellten

Arbeitsschritte durchlaufen.

Tabelle 13: Arbeitsschritte fiir die Einbettung der Skelettmuskelproben fiir die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen

Arbeitsschritt Chemikalien Zeitdauer Bemerkungen
Probenentnahme
Probenzerkleinerung
Vorfixation 3 % Glutardialdehyd 0,5 bis 4 Stunden Temp.=4 °C
Lésung ist einmal zu
wechseln
Waschen Natriumphosphatpuffer mindestens 0,5 Stunden, | Temp. =4 °C
(0,1 molar, pH =7,2) hochstens 3 Tage auf|Ldsung ist mehrmals
Puffer stehen lassen zu wechseln
Fixation 2 % Osmiumtetroxid 1,5 bis 2 Stunden Temp. =4 °C
Waschen Natriumphosphatpuffer 15 Minuten Temp.=4°C
(0,1 molar, pH =7,2) Loésung ist dreimal zu
wechseln
Entwasserung 1. 30% Ethylalkohol 15 Minuten Zimmertemperatur
2. 50% Ethylalkohol 30 Minuten
3. 70% Ethylalkohol 2 x 15 Minuten
4. 96% Ethylalkohol 2 x 15 Minuten
5. abs. Ethylalkohol 3 x 20 Minuten
6. Propylenoxid 2 x 7,5 Minuten
Entalkoholisierung Eponmischung 1 : 1 mit|45 Minuten Zimmertemperatur
Propylenoxid
Einbettung Eponmischung 60 Minuten Zimmertemperatur
Eponmischung in Silikon-| 1. Uber Nacht Temp.=35°C
Kautschuk-Formen 2. 24 Stunden Temp. =45 °C
3. 24 Stunden Temp. =60 °C

Die Einbettung der M. rectus femoris-Teilstiicke erfolgte in Form der Flacheinbettung.
Diese gestattet eine gezielte Ausrichtung der streifenférmigen Skelettmuskelproben
in den einzelnen mit Epon 812-Mischung gefillten Einbettungsfachern der Silikon-
Kautschuk-Formen mit dem Ziel der Schaffung einer mdglichst groen exakten

Querschnittsflache fur die nachfolgenden Semi- und Ultradiinnschnittechniken.
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Von jedem zu untersuchenden Tier wurden vom linken M. rectus femoris 5 Teilstlicke

eingebettet.

3.3.2.2 Herstellung und Farbung der Semidiinnschnitte

Die Kunstharzbléckchen wurden fiir die nachfolgenden Schneidetechniken unter
Verwendung einer Trimmvorrichtung (TM 60 der Fa. Reichert-Jung, NuRloch) auf die
Grolle der eingebetteten Skelettmuskelproben getrimmt. Hierbei wurde darauf
geachtet, dal3 eine nichtsymmetrische Form der Querschnittsfliche der Gewebe-
proben entstand, um die Wiederfindung der markierten Abschnitte zu erleichtern.
Anschlieliend erfolgte die Herstellung von Semidinnschnitten mit einer Schnittdicke
von 1 bis 5 ym. Fur diesen Arbeitsschritt wurde das Gerat LKB-Ultrotom Il (LKB-
Produkter AB, Bromma, Schweden) benutzt. Pro Flacheinbettung wurde 1 Semi-
dinnschnitt angefertigt. Demzufolge standen fir die Untersuchung eines Tieres bzw.
eines M. rectus femoris 5 Semidinnschnitte zur Verfigung, die auf einen
Objekttrager aufgezogen wurden.

Nach Lufttrocknung und Hitzefixierung in einem HeiBluftsterilisator (1 Stunde bei
einer Temperatur von 95 °C) wurden die Semidiinnschnitte mit einer 1 %igen
alkoholischen (Isopropanol : Methanol = 1 : 1) p-Phenylendiamin-Lésung gefarbt
(BOCK, 1984). Die Farbung erfolgte bei Zimmertemperatur tiber eine Zeitdauer von
20 Minuten. Die vollstandige Auflésung des p-Phenylendiamins im L&sungsmittel
wurde dadurch sichergestellt, dal die Lésung 3 Stunden vor Beginn der
Farbeprozedur hergestellt wurde.

Die Farbung mit p-Phenylendiamin gestattete in den Skelettmuskelfasern die
Unterscheidung zwischen Typ-l-, Typ-llIA- und Typ-lIB-Fasern anhand der
Markierung von Triglyzeriden (Fettvakuolen) und Phospholipiden (Mitochondrien).
Ausschlaggebend hierfiir waren die Farbunterschiede, die entweder durch eine
differierende Farbstoffaffinitdt oder unterschiedliche Fettkonzentrationen entstanden
sind. So stellten sich die Fettvakuolen als dunkelbraune, fast schwarze Granula bzw.
als deren ,Negativbilder® dar, wahrend die weniger dunkelbraunen Granula als

Mitochondrien anzusehen waren (s. Tabelle 6 auf Seite 14).
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Nach der Farbung wurden die Semidiinnschnitte in einem 1 : 1 - Gemisch von Iso-
propanol und Methanol gespllt, luftgetrocknet und mit Entellan (Fa. Merck,
Darmstadt) eingedeckt.

Anschlie3end erfolgten die lichtmikroskopische Beurteilung der Semidinnschnitte mit
dem Ziel der Faserdifferenzierung in Typ-I-, Typ-lIA- und Typ-lIB-Fasern und die
Auswahl geeigneter Skelettmuskelfaserareale fir die Herstellung der trans-
missionselektronenmikroskopischen Praparate. Als Eignungskriterien dienten die
Darstellung von korrekten Faserquerschnittsflichen sowie das Vorhandensein

mdglichst vieler Typ-11B-Fasern im Querschnittspraparat.

3.3.2.3 Herstellung und Kontrastierung der Ultradiinnschnitte

Nach der Selektion geeigneter SemidlUnnschnittareale wurden mit einem
Ultramikrotom (Ultracut S, Fa. Reichert-dJung, Nuf3loch) Ultradiinnschnitte mit einer
Dicke von ca. 70 nm hergestellt und diese auf Kupfernetze (Target Cu, Durchmesser
3 mm, 200 Mash, Fa. Tesla, Brno) aufgebracht. Die anschlielende Kontrastierung
erfolgte entweder mit dem Kontrastierungsgerat LKB 2168 Ultrastainer (LKB-
Produkter AB, Bromma, Schweden) oder per Hand.

Tabelle 14 gibt Auskunft Uber die Teilschritte des maschinellen Kontrastierungs-

verfahrens.

Tabelle 14: Kontrastierung von Ultradiinnschnitten mit dem LKB 2168 Ultrastainer

Arbeitsschritt Chemikalien Zeitdauer Temperatur
Kontrastierung | Uranylazetat 30 Minuten 40 °C

Spulung | Aqua bidestillata 4,5 Minuten Zimmertemperatur
Kontrastierung Il | Bleizitrat 1,3 Minuten 20 °C

Spulung Il Aqua bidestillata 5 Minuten Zimmertemperatur
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Die angegebenen Farbechemikalien wurden unter den Handelsnamen Ultrostain |
(Uranylazetatlésung) und |l (Bleizitratldsung) von der Fa. LKB-Produkter AB,
Bromma (Schweden), bezogen.

Bei dem manuellen Kontrastierungsverfahren wurden die Ultradlinnschnitte durch
Auflegen der Kupfernetze auf einzelne Tropfen der Chemikalienldsungen
kontrastiert. Hierbei wurden die Netze fur 5 Minuten der Uranylazetatlésung und fur
10 Minuten der Bleizitratibsung ausgesetzt. Zwischen und nach diesen
Behandlungen erfolgten Spilungen mit Aqua bidestillata und anschlieBend die
Lufttrocknung. Es wurden die gleichen Chemikalienlésungen wie bei der
maschinellen Kontrastierung verwendet.

Pro Semidinnschnitt wurden zwei Kupfernetze mit einer variablen Anzahl von

Ultradtinnschnitten fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen bereitgestellt.

3.4 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen

Die elektronenmikroskopische Sichtung der Ultradinnschnitte sowie die Anfertigung
von Mikrofotogrammen erfolgte an den Transmissionselektronenmikroskopen BS
500 (Fa. Tesla, Brno) sowie EM 10 A (Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) bei Spannungen
von 90 kV (BS 500) bzw. 40 und 60 kV (EM 10 A).

Zunachst wurden die Kupfernetze bei 1250facher VergréRerung orientierend
durchgemustert und eine Differenzierung der dargestellten Skelettmuskelfasern in
Typ-I-, Typ-llA- und Typ-lIB-Fasern vorgenommen. Als Differenzierungskriterien
kamen neben der Faserquerschnittsflache vor allem die Grélke, Anzahl und
Verteilung der Mitochondrien, die Ausbildung des sarkoplasmatischen Retikulums
und das Vorhandensein von Neutralfettpartikeln zur Anwendung. Da fur die
quantitativ-elektronenmikroskopischen Analysen das Augenmerk auf die Typ-lIB-
Fasern gelegt wurde, war der nachste Arbeitsschritt das Aufsuchen geeigneter Typ-
|IB-Faserareale fir die fotografischen Darstellungen.

Die entsprechenden Eignungskriterien gehen aus der Tabelle 15 auf Seite 60 hervor.
Von den geeigneten Typ-lIB-Fasern wurden je 15 Aufnahmen aus verschiedenen

Faserbereichen bei einer Vergréfderung von 1 : 10000 angefertigt, um eine
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reprasentative ultrastrukturelle Faserbeschaffenheit zu gewahrleisten. Unter
Bericksichtigung der Bildmale der Glasplatten (Elektronenmikroskop BS 500) bzw.
der Filmnegative (Elektronenmikroskop EM 10 A) konnte auf einem Mikrofotogramm

eine Skelettmuskelfaserteilflache von 49,0 bis 70,5 pm2 dargestellt werden.

Tabelle 15: Eignungskriterien fiir die fotografische Darstellung der Skelettmuskel-
fasern vom Typ IIB

Eignungskriterien
Ultradiinnschnitt- |keine Verschmutzungen durch Chemikalienausfallungen
praparate oder Staubpartikel

keine Uberlagerungen von Ultradiinnschnitten

keine Artefakte

knitterfreie Lagerung der Ultradiinnschnitte auf dem
Kupfernetz

ausreichende Kontraste

Typ-lIB-Faserareale | Vorhandensein einer ausreichenden Faserquerschnitts-
flache fur die Herstellung von 15 Mikrofotogrammen
exakter Querschnitt (punktférmige Darstellung der
Myofilamente)

3.5 Durchfithrung der morphometrischen Untersuchungen und statisti-
sche Auswertung der MeRergebnisse

3.51 Technische Voraussetzungen

Die Auswertung der fotografischen Faserquerschnittsdarstellungen erfolgte direkt
anhand der Mikrofotogramme. Hierdurch konnte ein optischer Informationsverlust,
wie er beim Vergréflern und bei der Herstellung von Positivbildern entstanden ware,
ausgeschlossen werden. Die morphometrischen Bestimmungen wurden mit Hilfe des
Bildanalysesystems Quantimet 500 (Fa. Leica Cambridge Ltd., Cambridge)
vorgenommen. Das Quantimet 500 besteht aus folgenden Komponenten:

e Systemeinheit mit Mouse, Tastatur und Monitor

e CCD-Videokamera

e Softwareschutz (,Dongle®)
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e QWIN, DOS-Betriebssystem und Windows 3

Alle Messungen erfolgten planimetrisch am Live-Bild bei Durchlicht. Hierzu wurden
die Mikrofotogramme auf einen Lichtkasten gelegt, der sich direkt unter der CCD-
Videokamera befand. Stérende Lichteinflisse wurden unter Benutzung eines der
MikrofotogrammgréRe entsprechenden Rahmens ausgeschaltet. Nach Fokussierung
des Bildes an der Kamera erfolgte die Kalibrierung mit Hilfe eines auf das Bild
aufgelegten Lineals. Bei einer VergréRerung von 1 : 10000 entspricht 1 cm auf dem
Mikrofotogramm der Darstellung von 1 um Skelettmuskelgewebe. Fir eine Strecke
von 4 cm auf dem Lineal wurde eine Entfernung von 4 pm in das

Bildverarbeitungsgerat eingegeben.

3.5.2 Identifizierung von Typ-lIB-Fasern

Um die Typ-lIB-Fasern fotografisch darstellen zu kénnen, war die Typisierung der
Skelettmuskelfasern mehrfach  erforderlich. Zum  einen muldte  die
Faserklassifizierung am Semidinnschnitt durchgefuhrt werden, um die Herstellung
von geeigneten Ultradlinnschnitten mit moéglichst allen drei Skelettmuskelfasertypen
in korrekter Ausrichtung zu erméglichen. Die Zuordnung der Skelettmuskelfasern zu
den einzelnen Fasertypen im Ultradunnschnitt war fur die nachfolgenden
fotografischen Arbeiten notwendig. Das Auffinden der Skelettmuskelfasern vom Typ
IIB erfolgte im Semidinnschnitt anhand der Faserquerschnittsflache, der
farberischen Darstellung sowie der Menge und Verteilung der subzellularen
Strukturen (s. Tabelle 6 auf Seite 14). Bei der Sichtung der Ultradiinnschnitte kamen
zusatzlich morphologische Kriterien wie Ausbildung des sarkoplasmatischen
Retikulums sowie die GréRe, Struktur und die Verteilung von Mitochondrien zur

Anwendung.
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3.5.3 Erfassung morphologischer Parameter

Die Auswahl der Merkmale fur die Untersuchung der Ultrastruktur der
Skelettmuskelfaser vom Typ [IB zur Ableitung selektionsbedingter Differenzen
zwischen den Mauslinien erfolgte in Auswertung von Verdéffentlichungen, in denen
der Skelettmuskelfaseraufbau mit bzw. ohne Berucksichtigung der Fasertypen
beschrieben wird (OGATA, 1964; GAUTHIER, 1969; SCHMALBRUCH, 1971).
Dartiber hinaus wurden neue Parameter entwickelt und fur den Vergleich der

Selektionslinien herangezogen. Folgende Strukturparameter wurden bestimmt:

1. Querschnittsflachen der Myofibrillen
2. Querschnittsflachen der Myofibrillen mit Teilungsanzeichen
3. GroRenverhaltnisse zwischen den Myofibrillen mit Teilungsanzeichen und

den Myofibrillen ohne Teilungsanzeichen

4. Prozentuale Anteile der Myofibrillen mit Teilungsanzeichen an der
Gesamtmyofibrillenanzahl
Querschnittsflachen der Mitochondrien
Anzahl der Mitochondrien pro 100 pm? Skelettmuskelfaserflache
Prozentuale Anteile der Mitochondrienflachen an der Gesamtflache der
Skelettmuskelfaser vom Typ |IB

8. Prozentuale Anteile der Myofibrillenflachen an der Gesamtflache der
Skelettmuskelfaser vom Typ 1B

9. Prozentuale Anteile der Flachen der mitochondrien- und myofibrillenfreien

Strukturen an der Gesamtflache der Skelettmuskelfaser vom Typ 1IB

Zunachst wurde die Anzahl der auf den Mikrofotogrammen vollstédndig abgebildeten
Myofibrillen sowie die der Myofibrilen mit Teilungsanzeichen ermittelt, um die
prozentualen Anteile der sich teilenden Myofibrillen an der Gesamtmyofibrillenanzahl
berechnen zu kénnen.

Mit Hilfe des Bildverarbeitungs- und Analysesystems Quantimet 500 wurden die
Querschnittsflachen der einzelnen Myofibrillen mit und ohne Teilungsanzeichen
sowie die der einzelnen Mitochondrien ermittelt. Ausgehend von den planimetrischen
Messungen, die an den Myofibrillen durchgefiihrt wurden, konnte das unter dem

Punkt 3 genannte Merkmal berechnet werden.
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Fur die Bestimmung der unter den Punkten 6 bis 9 aufgeflihrten Strukturmerkmale
erfolgten die notwendigen Messungen am Quantimet 500 innerhalb eines
MelRrahmens, der unter Bericksichtigung der Vergréf3erung der Mikrofotogramme
einen Flacheninhalt von 21,2 pm? aufwies. Fur alle in diesem MeRrahmen
enthaltenen ultrastrukturellen Faserelemente wurden die jeweiligen
Querschnittsflachen bestimmt. Fir die Mitochondrien wurde auch die Anzahl
ermittelt.

Zur Charakterisierung einer Skelettmuskelfaser vom Typ IIB wurden insgesamt 12
Mikrofotogramme ausgewertet. Pro Tier wurden an 3 zuféllig ausgewahlten Fasern
diesen Typs die auf Seite 62 genannten Merkmale bestimmt. Pro Mauslinie und
Altersgruppe erfolgten die Messungen an jeweils 5 Mausen, d. h., pro Linie und
Altersgruppe wurden 15 Skelettmuskelfasern ausgewertet. Damit wurden von 40
Mausen 120 Skelettmuskelfasern vom Typ [IB anhand von 1440 Mikrofotogrammen
transmissionselektronenmikroskopisch untersucht.

Zur Ermittlung der jeweiligen Querschnittsflachen der ausgewahlten ultrastrukturellen
Elemente wurde die Anzahl der zu messenden Objekte pro Mikrofotogramm auf 10
Mitochondrien, 10 Myofibrillen bzw. 10 Myofibrillen mit Teilungsanzeichen begrenzt.
Lag die Anzahl der zu messenden Objekte darunter, wurden alle vermessen. Dieses
Vorgehen wurde anhand der Ergebnisse biometrischer Voruntersuchungen
empfohlen (NURNBERG, prs. Mitteilung).

3.6.4  Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der morphologischen Parameter wurde ein Modell
einer vierfachen Varianzanalyse angewendet. Einbezogen wurden die Faktoren
Mauslinie (DU-Ks, DU-6, DU-6+LB, DU-6P), Alter (43, 73 Tage), Skelettmuskelfaser
(1, 2, 3) und Mikrofotogramm (1,...,12). Die Auswertung erfolgte mit der Prozedur
,MIXED“ des Statistik-Programmpaketes SAS® (SAS Institute Inc., Cary, NC 27513,
USA, 1990). Als fixe Faktoren wurden Mauslinie und Alter, als zuféllige Faktoren
Skelettmuskelfaser und Mikrofotogramm verwendet. Nach eingehender Modell-

prifung wurde die Wechselwirkung Linie*Alter mit in das Modell aufgenommen.
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Bei der Prifung auf signifikante Unterschiede zwischen den Mauslinien bzw. den

Altersgruppen wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 zugrunde gelegt.
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