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1. Zusammenfassung

Hintergrund: 

Der  menschliche  Körper  unterliegt  zu  jeder  Zeit  und  je  nach  Beanspruchung 

Veränderungen auf biologischer, physikalischer und chemischer Ebene.1 Das Altern 

ist  ein  Prozess,  bei  dem  in  der  Regel  ein  Rückgang  der  physiologischen 

Leistungsfähigkeit  zu  beobachten  ist.  Bewegung  und  Sport  gelten  als  protektive 

Faktoren,  wenn  es  darum  geht,  dem  Abbau  von  Muskelmasse  und 

Herzkreislauferkrankungen entgegenzuwirken.  Das Bindegewebe leistet  als  Stütz- 

und  Kraftkomponente  einen  entscheidenden  Beitrag  zur  Aufrechterhaltung  der 

Lebensfunktion des menschlichen Organismus, fand in bisherigen Studien allerdings 

wenig Beachtung. 

Fragestellung:

Die MALICoT-Studie sollte einen detaillierteren Einblick in alters- und sportbedingte 

Veränderungen  des  intramuskulären  Bindegewebes  (IMCT),  insbesondere  des 

Endomysiums, gewähren und diese quantitativ beschreiben. Im Zuge dessen wurde 

die  Hypothese  aufgestellt,  dass  das  Endomysium  durch  das  Alter  und  den 

Trainingszustand beeinflusst  wird.  Als  Teil  dieser  Studie  war  es die  Aufgabe der 

vorliegenden  Dissertation,  die  Bindegewebsanteile  Laminin  γ-1,  Kollagen  IV, 

Kollagen I und Kollagen III zu quantifizieren.

Material und Methoden: 

Im Rahmen der MALICoT-Studie wurden Muskelbiopsien des Musculus soleus von 

43 männlichen Probanden am deutschen Zentrum für Luft- und Raumfahrt in Köln 

entnommen. Die Unterteilung der Probanden erfolgte in 4 Gruppen: 1. trainiert, 20-35 

Jahre, 2. untrainiert, 20-35 Jahre, 3. trainiert, 60-75 Jahre und 4. untrainiert, 60-75 

Jahre.  Das  gewonnene  Material  dieser  vier  Gruppen  wurde  im  Rahmen  der 

vorliegenden  Doktorarbeit  immunhistochemisch  gefärbt,  fluoreszenzmikroskopiert, 

mit  Analysesoftware  untersucht  und  mittels  R-Skript  statistisch  ausgewertet.  Es 

wurden  verschiedene  Arten  der  Analyse  verwendet.  Die  Untersuchung  der 

Bindegewebsanteile Laminin γ-1 und Kollagen IV erfolgte mit dem Mikroskop Zeiss 

Axio Imager.M2 und der dazugehörigen Software Zeiss Zen 3.4. Die Untersuchung 

der Bindegewebsanteile Kollagen I und III erfolgte ebenso mit dem Mikroskop Zeiss 

Axio Imager.M2 und der dazugehörigen Software Zeiss Zen 3.4. Die Analyse der 
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Kollagene I und III wurde zusätzlich unter Zuhilfenahme der Programme Irfanview 64 

v. 4.60 und Cellprofiler v. 3.0.4 vorgenommen.

Ergebnis: 

Anhand der  immunhistochemischen Färbungen von Laminin  γ-1  und Kollagen IV 

konnte eine signifikante Zunahme der Dicke des Endomysiums (p=0,08) sowie der 

Muskelfaserquerschnittsfläche (p=0,045)  im Alter  unabhängig vom Trainingsstatus 

nachgewiesen  werden. Das  Verhältnis  von  Endomysium  zur 

Muskelfaserquerschnittsfläche zeigte keine signifikanten Veränderungen.  Dagegen 

wurde  beim  Verhältnis  von  Endomysium  zu  Faserzahl  eine,  wenn  auch  nicht 

signifikante, altersbedingte Zunahme unabhängig vom Trainingszustand festgestellt 

(p=0,07). Die Tortuosität, die Gewundenheit der Muskelfasern und somit auch des 

umgebenden  Bindegewebes,  wurde  als  möglicher  Parameter  zur  Bewertung  der 

Muskelsteifigkeit herangezogen und zeigte eine signifikante Zunahme bei sportlicher 

Betätigung unabhängig vom Alter (p=0,004). 

Bei den Färbungen von Kollagen I zeigte sich sowohl bei hoher sportlicher Aktivität 

mit zunehmendem Alter Y.Jump zu O.Jump (p=0,039) eine signifikante Zunahme der 

durchschnittlichen Bindegewebsdicke als auch in höherem Alter mit  zunehmender 

sportlicher Aktivität O.Control zu O.Jump (p=0,033). Für die Färbungen von Kollagen 

I  ergaben  sich  keine  signifikanten  Veränderungen  der 

Muskelfaserquerschnittsfläche/CSA (Cross sectional area). 

Die Bindegewebsdicke wies für die Färbungen von Kollagen III keine signifikanten 

Veränderungen auf  (alle  p>0,05).  Für  die  Färbungen von Kollagen III  ergab sich 

einerseits eine signifikante Zunahme der Muskelfaserquerschnittsfläche/CSA (Cross 

sectional area) mit zunehmendem Alter bei gleichbleibend verminderter sportlicher 

Aktivität Y.Control zu O.Control (p=0,039), andererseits zeigte sich eine signifikante 

Zunahme der CSA in den Gruppen der Jungen mit zunehmender sportlicher Aktivität 

Y.Control zu Y.Jump (p=0,045). Die Bindegewebsdicke wies für die Färbungen von 

Kollagen III keine signifikanten Veränderungen auf (alle p>0,05). 

Es zeigten sich für das Verhältnis von Endomysium zu Faserfläche (EFAr) und das 

Verhältnis Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) weder in den Daten für Kollagen I 

noch für Kollagen III statistisch signifikante Veränderungen (alle p>0,05).
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Schlussfolgerung: 

Im Einklang mit der Hypothese der vorliegenden Arbeit wird das Endomysium durch 

das  Alter  und  den  Trainingszustand  beeinflusst.  Bei  der  Untersuchung  von 

Veränderungen  des  Endomysiums  ist  zu  berücksichtigen,  dass  die  genaue 

biochemische  Zusammensetzung  des  Endomysiums  nicht  schlussendlich 

nachgewiesen  ist  und  somit  die  den  jeweiligen  Auswertungen  zugrundeliegende 

Bindegewebs-   und  Muskelfaserart  mit  berücksichtigt  werden  muss.2-4 Dass  die 

verschiedenen Bindegewebssubtypen von Säuge-  und Nagetieren  unterschiedlich 

auf sportliche Betätigung und Alterung reagieren und sich dabei auch das Verhältnis 

der  unterschiedlichen  Subtypen  zueinander  ändert,  ist  in  der  bisherigen  Literatur 

beschrieben.2,5 Dies  zeigt  sich  auch  in  den  hier  aufgeführten  Ergebnissen  der 

Färbungen  von  Laminin  γ-1/Kollagen  IV,  Kollagen  I  und  III.  Eine  wie  in  der 

bisherigen Literatur beschriebene Zunahme des Bindegewebes im Alter konnte auch 

im Rahmen dieser Studie in Form der signifikanten altersbedingten Zunahme der 

Endomysiumdicke anhand der Färbungen von Laminin γ-1/Kollagen IV und Kollagen 

I gezeigt werden.6,7 Die gleichzeitige Zunahme der Muskelfaserquerschnittsfläche im 

Alter,  insbesondere bei  den Laminin  γ-1/Kollagen IV und Kollagen III  Färbungen, 

lässt  darauf  schließen,  dass hier  eine Atrophie  der  funktionellen Faseranteile  bei 

gleichzeitig  erhaltenem oder  gar  zunehmendem Bindegewebsgerüst  vorliegt.  Der 

Einfluss von Sport und Alter spiegelt sich in unseren Daten jedoch nicht in statistisch 

signifikanten Effekten im Verhältnis von Endomysium zu Faserfläche (EFAr)  oder 

dem Verhältnis von Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) der Färbungen Laminin γ-

1/Kollagen IV, Kollagen I und Kollagen III wider. Dies kann auf die große Variabilität 

der Faserflächen in den vier Gruppen zurückzuführen sein.

Die  in  dieser  Arbeit  angewandten  Analysemethoden  sind  geeignet,  alters-  und 

sportassoziierte  Veränderungen  des  Bindegewebes,  insbesondere  des 

Endomysiums sowie der unterschiedlichen darin enthaltenen Bindegewebsmoleküle, 

zu erfassen. Es obliegt zukünftigen Studien mit anderen Untersuchungsmethoden, 

weitere Bindegewebssubtypen, -parameter und -zusammensetzung in Abhängigkeit 

zu sportlicher Aktivität und Alterung weiterführend zu untersuchen.
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2. Einleitung

2.1 Muskulatur des Menschen 

Die  Muskulatur  des  Menschen  lässt  sich  in  glatte  und  quergestreifte  Muskulatur 

unterteilen. Die quergestreifte Muskulatur hat die Aufgabe, Kraft aufzubauen, damit 

Körperteile  zu  bewegen  und  lebenswichtige  Funktionen  wie  den  Herzschlag  zu 

ermöglichen.  Dies  geschieht  durch  Kontraktionsprozesse,  die  durch  das 

Zusammenspiel  der  Myofilamente  Aktin  und  Myosin  ermöglicht  werden.  Eine 

Muskelfaser ist das Zellindividuum der Skelettmuskulatur. Skelettmuskulatur besteht 

aus langen vielkernigen Zellelementen. Die Kraftübertragung und das reibungslose 

Aneinandervorbeigleiten  der  Muskelbestandteile  wird  im  Bewegungsapparat  des 

Menschen  durch  Sehnen  und  intramuskuläres  Bindegewebe  ermöglicht.8-11 Der 

Musculus soleus hat  seinen Ursprung an der  Dorsalseite  des Caput  und Collum 

fibulae und ist über den Arcus tendineus musculi solei an der Linea musculi solei 

dorsalseitig  an der  Tibia befestigt  und inseriert  über  die Achillessehne am Tuber 

calcanei.9 Hier  bewirkt  er  vom  N.  tibialis  innerviert  besonders  Plantarflexion  im 

oberen  Sprunggelenk  und  Supination  im  unteren  Sprunggelenk.9 Der  Musculus 

soleus leistet neben anderen Muskeln des Beines einen entscheidenden Beitrag bei 

der  Kraftübertragung,  wie  sie  beim  Laufen,  Springen  oder  Rennen  von  großer 

Bedeutung ist.  Dies ist unter anderem auf seine Zusammensetzung zurückzuführen, 

da  er  hauptsächlich  aus  langsam  zuckenden  ausdauernden,  auf  oxidativen 

Stoffwechsel angewiesenen Typ I Fasern besteht.8,12 Er entwickelt dabei, auch wenn 

er eher auf Ausdauerleistung ausgelegt ist, relativ große Kräfte bei vergleichsweise 

geringer  mechanischer Arbeit  und  verminderter  Ermüdbarkeit.8,13 Bei  schnellen 

Sprung-  und  Abstoßungsbewegungen,  wie  beim  Springen  oder  Rennen,  spielt 

besonders  die  Nutzung  der  elastischen  Speicherkapazität  des  Sehnen-Muskel-

Komplexes eine große Rolle, um dies zu gewährleisten.14 Der Musculus soleus ist 

aufgrund  seiner  Anatomie  und  Physiologie  bei  solchen  Aktivitäten  besonders 

beansprucht.  Veränderungen  in  Bezug  auf  die  strukturelle  Beschaffenheit  der 

Muskulatur und des Bindegewebes je nach Beanspruchung sind bei ihm somit in 

Bezug  auf  die  Fragestellung  dieser  Arbeit  voraussichtlich  gut  ausgeprägt  und 

messbar.  Somit  wurde  der  Musculus  soleus  in  dieser  Dissertation  als  zu 

untersuchender Muskel herangezogen.

Im  Rahmen  vieler  Studien  sind  bereits  Untersuchungen  an  diesem  Muskel 

durchgeführt worden, was zudem eine bessere Vergleichbarkeit ermöglicht.
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2.2 Hintergrundwissen Bindegewebe

Muskelfasern  sind  von  intramuskulärem Bindegewebe  (IMCT)  umgeben,  welches 

wiederum in Endo-  und Perimysium unterteilt  wird.1 Das Endomysium umschließt 

einzelne Muskelfasern und das Perimysium bündelt Gruppen von Muskelfasern. Das 

Epimysium,  welches  auch  in  die  Muskelfaszien  übergeht,  umhüllt  den  gesamten 

Muskel.1 Faszien sind in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Forschung 

und  des  gesellschaftlichen  Interesses  gerückt.  Das  Perimysium  ist  zudem  sehr 

wichtig für die Aufnahme und Organisation von Strukturen wie Nerven und Gefäße, 

die  für  eine  ordnungsgemäße Muskelfunktion  erforderlich  sind.15 Die  Schnittstelle 

zwischen dem Endomysium und der Zellmembran der Muskelzelle, dem Sarkolemm, 

bildet eine spezielle Basalmembran, die hauptsächlich aus Laminin γ-1 und Kollagen 

IV   besteht.1,16 Laminin  kann  direkt  an  Kollagen  Typ  IV  binden.4 Die  genaue 

biochemische Zusammensetzung des Endomysiums konnte bisher noch nicht exakt 

detektiert werden, weswegen in dieser Arbeit die Quantifizierung des Endomysiums 

sowohl mittels Analyse der durch Laminin γ-1 und Kollagen IV begrenzten Bereiche 

als auch mittels direkter Kollagen I und Kollagen III Färbung durchgeführt wurde.4

Das intramuskuläre Bindegewebe besteht aus zwei Hauptkomponenten, den Zellen 

und der extrazellulären Matrix (EZM). Die EZM wiederum setzt sich hauptsächlich 

aus  Proteinfasern,  wie  Kollagenen  und  elastischen  Fasern  sowie  einer 

Grundsubstanz,  die  unter  anderem  Proteoglykane  und  Glykosaminoglykane 

beinhaltet, zusammen.8-11 Zur EZM gehören unter anderem Laminin γ-1 und Kollagen 

IV sowie die Kollagen-Subtypen I und III, die am häufigsten im IMCT vorkommen.1,4,17

Kollagene sind verschiedene Proteine, die eine große Rolle bei der Vernetzung von 

Zellen  spielen.18 Im  Allgemeinen  fungiert  Kollagen  I  als  Widerstandskomponente 

gegenüber Kraft, Spannung und Dehnung, während Kollagen III ein flexibles Geflecht 

bildet,  was den zellulären Aufbau unterstützt  und ein Hilfsgerüst für Muskelfasern 

darstellt.19,20 Kollagen Typ I kommt im menschlichen intramuskulären Bindegewebe 

vorwiegend im Epimysium vor, Kollagen Typ I und III  findet man überwiegend im 

Perimysium und das Endomysium beinhaltet insbesondere Kollagen Typ I, III  und 

V.21 Bei Ratten zeigt sich eine ähnliche Verteilung, Kollagen vom Typ I kommt vor 

allem im Perimysium vor, wobei Typ-III-Kollagen sowohl im Endomysium als auch im 

Perimysium  exprimiert  wird.12 Sehnen,  wie  beispielsweise  die  Achillessehne, 

bestehen zu einem sehr großen Teil aus Kollagen Typ I Fasern, welches auch der 

häufigste Fasertyp im menschlichen Körper ist.22 Kollagen Typ IV baut netzwerkartige 

Strukturen auf und bildet die Basis für die Basallamina.23 Jede Muskelzelle wird von 
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so einer Basallamina mit anliegender Gitterfaserhülle umgeben, welche zusammen 

das  Endomysium bilden.10 Kollagene  und  elastische  Fasern  werden  von  den  im 

Bindegewebe vorhanden Zellen, den Fibroblasten, produziert und erhalten somit die 

Struktur  der  EZM  aufrecht.6 Die  EZM  des  Muskels  ist  sehr  formbar,  ihre 

Beschaffenheit  und  infolgedessen  ihre  physiologischen  Funktionen  können  durch 

körperliches  Training,  Nichtgebrauch,  Alterung  oder  verschiedene  Krankheiten 

beeinflusst werden.1 Bisher ist wenig darüber bekannt wie extrazelluläre Matrix und 

damit  auch  das  Bindegewebe  auf  Trainingsreize  reagieren.1,24 Fede  et  al. 

beschreiben, dass Muskelerkrankungen gewöhnlich auf Veränderungen der Größe 

und  Beschaffenheit  der  Muskelfasern  zurückzuführen  sind.6 Allerdings  gibt  es 

Hinweise darauf, dass pathologische Veränderungen auch im Rahmen einer mit dem 

Alter  einhergehenden  Fibrosierung  der  EZM  auftreten  könnten.6 Altersbedingte 

Veränderungen des Bindegewebes und seiner  einzelnen Bestandteile  sind in  der 

Wissenschaft  bereits  beschrieben.  So  nimmt beispielsweise laut  Pavan et  al.  der 

absolute Kollagengehalt im Alter zu, wo hingegen Haus et al. keine Veränderungen 

beobachten  konnten.7,25 Während  es  weitestgehend  akzeptiert  ist,  dass  es  im 

Rahmen  des  physiologischen  Alterungsprozesses  zu  Muskelschwund  kommt,26,27 

bleiben die genauen Veränderungen des intramuskulären Bindegewebes unklar.1,28,29 

Alternder Skelettmuskel weist Studien zufolge eine Verminderung der Gewundenheit 

der  Kollagenfibrillen  mit  Zunahme  der  Steifigkeit,  besonders  derer  der 

Kollagenkomponenten  auf.30 Williams  et  al.  beschreiben  eine  Zunahme  der 

Endomysiumdicke nach einer Woche der Immobilisation.31 Andere Studien benennen 

die  Sarkopenie,  gekennzeichnet  durch  den  Verlust  von  Muskelfasern,  als  eine 

physiologische  Veränderung  des  Muskelgewebes  bei  älteren  Menschen.6 Es  ist 

bekannt,  dass  Altern  mit  einer  Zunahme  der  Steifigkeit  des  IMCT  und  anderen 

physikalischen  und  biologischen  Veränderungen  einhergeht.7,32 Während  in  einer 

Tierstudie  die  Epimysiumdicke  junger  und  alter  Ratten  keinen  signifikanten 

Unterschied  aufwies,  wurde  in  einer  anderen  hingegen  festgestellt,  dass  die 

Kollagenkonzentration  im  Skelettmuskel  alternder  Ratten  zunimmt.29,32 Aktuellere 

Untersuchungen konnten  eine  Zunahme des  Kollagens  bei  älteren  Männern  und 

Frauen  zeigen.6 Besonders  Kollagen  I  wies  eine  deutliche  prozentuale 

Flächenzunahme und Akkumulation  bei  älteren  Menschen und im Mäuseversuch 

auf.6 

Es konnte in den bisherigen Untersuchungen, sowohl an Tieren und Menschen, nicht 

abschließend geklärt werden wie sich die beschriebene altersbedingte Zunahme des 
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Kollagens auf  Perimysium und Endomysium verteilt  und welche Bereiche jeweils 

bevorzugt betroffen sind.2

Kjaer et al. kamen in Bezug auf die körperliche Aktivität zu dem Ergebnis, dass die 

EZM  vermutlich  dynamisch  auf  mechanische  Beanspruchung  reagiert  und  die 

Kollagensynthese  ansteigt.33 Schoenrock  et  al.  beschrieben  im  Rahmen  einer 

Bettruhestudie  keine  Veränderungen  in  der  Dichte  des  Kollagen-I-Netzwerks  bei 

Menschen,  die  sich  nicht  körperlich  betätigten.34 Bei  den  Probanden,  die  ein 

sprungbasiertes Gegenmaßnahme-Übungsprotokoll durchführten, war die Kollagen I 

Menge im Vergleich zu den Ausgangswerten hingegen sogar reduziert. An anderer 

Stelle  beschreiben  Autoren  eine  trainingsinduzierte  Zunahme  der 

Kollagenvernetzung,  aber  nicht  des  gesamten  Kollagengehalts.35 In  einem 

Rattenversuch konnte gezeigt werden, dass körperliche Aktivität nicht unbedingt zu 

einem Anstieg der Kollagenkonzentration führt.36 Ein Mäuseversuch wies auf eine 

Abnahme des Kollagen IV nach einigen Tagen der Immobilisation hin.37 In Thot et al., 

einer Arbeit  aus der gleichen Arbeitsgruppe, aus der auch die vorliegende Arbeit 

stammt und in der mittels ähnlicher Methoden die Veränderungen des Endomysiums 

bei  Immobilisation  dargestellt  wurde,  konnte  keine  absolute  Zunahme  des 

menschlichen Bindegewebes nach Phasen der Immobilisation festgestellt werden.38 

In der gleichen Arbeit wird eine Methode zur Quantifizierung von Laminin γ-1 und 

Kollagen  IV  im  Bindegewebe  des  Musculus  soleus  erwähnt.38 Bisherige 

Untersuchungsergebnisse  liefern,  wie  den  vorangegangen  Schilderungen  zu 

entnehmen  ist,  teilweise  widersprüchliche  Aussagen  bezüglich  alters-  und 

sportassoziierter Veränderungen. Die in der Literatur beschriebenen Diskrepanzen in 

den  Ergebnissen  der  Veränderungen  des  Kollagens  sind  möglicherweise  unter 

anderem  auf  nicht  standardisierte  Untersuchungsverfahren  und  Messmethoden, 

unterschiedliche Fragestellungen in Bezug auf die zu untersuchten Messgrößen und 

Gewebe,  Unterschiede  in  der  untersuchten  Spezies  und  der  Stichprobengröße 

zurückzuführen. 

2.3 Aussichten und Begründung des Forschungsinteresses in diesem 

Bereich

Bislang ist nur wenig über die Anpassung des menschlichen Muskelbindegewebes in 

Bezug  auf  sportliche  Aktivität  und  Alterung  bekannt,  beziehungsweise  ist  die 

bisherige  Studienlage  unzureichend,  uneindeutig  und  teilweise  diskrepant.  Im 

Rahmen  der  MALICoT-Studie  sollte  eine  geeignete  und  zuverlässige  Methode 

gefunden  werden,  die  strukturellen  Veränderungen  der  Fasern  zu  quantifizieren 
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sowie durch Vergleich der verschiedenen Techniken die am besten geeignete zu 

ermitteln.  MALICoT  steht  für  „Master  Athletic  Laboratory  Study  of  Intramuscular 

Connective  Tissue/  Muskelstudie  über  das  Bindegewebe  der  Muskulatur“,  im 

Rahmen welcher verschiedene Untersuchungen wie Blutanalyse, Muskelbiopsien am 

Unterschenkel,  Magnetresonanztomographie  des  Beines,  Kraftmessung  der 

Wadenmuskulatur  am  Dynamometer  etc.  durchgeführt  wurden.  Die  Ergebnisse 

dieser Studie sollen mit den Ergebnissen von Astronauten verglichen werden.  Das 

Hauptinteresse  der  Forschung  in  diesem  Bereich  liegt  darin,  mit  Analysen, 

Beschreibung und weiterem Verständnis von alters- und sportbezogenen Prozessen, 

altersassoziierten  Pathologien  und  damit  verbundenen  Komorbiditäten 

entgegenzuwirken sowie diese frühzeitig und gezielt zu behandeln. Möglicherweise 

könnten daraus auch prophylaktische und therapeutische Empfehlungen abgeleitet 

werden. Bei stetig wachsender Lebenserwartung der Menschen scheint die Rolle der 

körperlichen  Aktivität  und  deren  Auswirkungen  stärker  in  den  Fokus  der 

Naturwissenschaften  und  der  Gesellschaft  im  Allgemeinen  zu  rücken.  Das 

Verständnis  der  strukturellen  Veränderungen  des  menschlichen  Muskel-  und 

Bindegewebes  sollte  auch  eine  bessere  Vorhersage  von  altersbedingten 

myopathologischen  Veränderungen  ermöglichen.  Beispielsweise  sind 

Bindegewebspathologien oft eng mit Veränderungen in der Zusammensetzung und 

Struktur  der  EZM  verbunden.17 Dies  wurde  auch  bei  Erkrankungen  des 

Knorpelgewebes  wie  Arthrose  und  Bandscheibendegeneration  untersucht  und 

beschrieben.17

Im  Rahmen  der  MALICoT-Studie  wurde  Biopsiematerial  von  jungen  und  alten 

trainierten Personen und jeweils einer untrainierten Kontrollgruppe gewonnen. Somit 

war ein Vergleich dieser Gruppen möglich. Die Teilnahme an der Bearbeitung und 

Auswertung dieses Probenmaterials, als Teil der MALICoT-Studie war die Aufgabe 

der vorliegenden Dissertation.

2.4 Ziele der Arbeit

In den bisherigen Studien blieb bis jetzt ungeklärt, inwieweit Sport und insbesondere 

altersabhängiger  Sport  im  menschlichen  Körper  zu  Veränderungen  des 

Bindegewebes und im Speziellen des Endomysiums führt. Insbesondere der Bereich 

der IMCT-Anpassung und -Plastizität ist noch wenig erforscht.15 Wir wissen, dass im 

Alter ein Rückgang der Muskelmasse und der Fähigkeit zur aktiven Krafterzeugung 

auftritt.27 Des  Weiteren  wird  eine  IMCT-Versteifung  und  die  bereits  erwähnte 
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Zunahme  der  IMCT  im  Alter  beschrieben.21 Der  Einfluss  von  Sport  auf  das 

Bindegewebe fand bisher wenig bis keine Berücksichtigung, zudem gibt  es keine 

Informationen  und  Empfehlungen  über  die  beste  und  zuverlässigste  Art  der 

Quantifizierung dieser Veränderungen.27 Andere Untersucher wiesen bereits darauf 

hin, dass der Einfluss von Bewegung auf die Anpassungsvorgänge, die Flexibilität 

und  die  Elastizität  des  gesamten  Muskel-Sehnenapparates  und  des  IMCT  in 

zukünftigen  Forschungsvorhaben  Berücksichtigung  finden  sollte.6,39 Dies  war  ein 

Grund, warum wir uns auf endomysiale Veränderungen und deren Quantifizierung im 

Sport und im Alter konzentriert haben. Um eine Vergleichsgröße der Flexibilität und 

Elastizität  zu  haben,  wurden  in  dieser  Arbeit  Daten  für  die  Darstellung  der 

Gewundenheit der Muskelfasern und damit auch des angrenzenden Endomysiums, 

berechnet. Gosselin et al. konnten am Musculus soleus von Ratten zeigen, dass die 

Kollagenkonzentration des Bindegewebes im Alter zunimmt, während Sport diesen 

Veränderungen  scheinbar  nicht  entgegenwirkt.36 Zudem  konnte  in  einer 

Immobilisationsstudie  eine  Zunahme  der  Kollagen-III-Isoformen  gezeigt  werden.40

Das Alter  stellt  einen entscheidenden Faktor  für  Veränderungen der  molekularen 

Struktur und des molekularen Musters der Gewebe und ihrer Zusammensetzung dar. 

Bisher wurde eine altersbedingte Anreicherung des Kollagengehaltes in der EZM mit 

einer reduzierten Anzahl elastischer Fasern in der Literatur beschrieben.6

Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass das Endomysium durch das Alter und den 

Trainingszustand  beeinflusst  wird.  Um  einen  detaillierten  Überblick  über  diesen 

Aspekt  zu  erhalten,  wurden  die  Gewebekomponenten  Laminin  γ-1,  Kollagen  IV, 

sowie  Kollagen  I  und  III  im  Rahmen  dieser  Arbeit  untersucht.  Weiterhin  sind 

wesentliche Teile dieser Arbeit zur Zeit in Vorbereitung für eine Veröffentlichung in 

einer wissenschaftlichen Fachpublikation.

3. Material und Methoden

I. Ethikfreigabe

Die  Studie  wurde  von  der  Ethikkommission  der  Ärztekammer  Nordrhein 

(Aktenzeichen 2018143) in Düsseldorf, Deutschland, genehmigt und im deutschen 

Register für klinische Studien (DRKS-ID: DRKS00015764) registriert. Alle Probanden 

gaben  vor  ihrer  Teilnahme  an  der  Studie  ihre  schriftliche  Einwilligung  nach 

Aufklärung.
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II. Studiendesign

Insgesamt wurden 43 gesunde männliche Probanden (Body-Mass-Index ≤ 28 kg/m²) 

in die Studie integriert. Die Probanden wurden in 4 verschiedene Gruppen eingeteilt: 

10 junge männliche Sportler und 12 junge männliche Nicht-Sportler (20 - 35 Jahre), 

10 ältere männliche Sportler und 11 ältere männliche Nicht-Sportler (60 - 75 Jahre). 

Die Probanden wurden mittels Anzeigen auf der Website des Instituts, durch soziale 

Medien,  über  Sportvereine,  Trainer  und  DLR-Mitarbeiter  rekrutiert.  Sie  mussten 

weiterhin  einen  Fragebogen  zu  ihrer  sportlichen  Aktivität  ausfüllen,  es  wurden 

Blutproben  entnommen,  anthropometrische  Daten  erhoben  und  ein 

Vertikalsprungtest  durchgeführt.  In  die  Gruppe der  Sportler  wurde aufgenommen, 

wer  mindestens vier  Stunden pro  Woche Lauftrainings absolviert  und an Sprint-, 

Sprung- und Laufwettbewerben teilnimmt.41 Probanden, die der Gruppe der Nicht-

Sportler zugeordnet wurden, waren wenig, bis gar nicht sportlich aktiv, was anhand 

eines aktivitätsbezogenen Energieverbrauchs von ≤ 2 metabolischen Einheiten pro 

Woche definiert wurde.41 Um den aktivitätsbezogenen Energieverbrauch pro Woche 

zu  ermitteln  wurde  der  Freiburger  Fragebogen  zur  Bemessung  der  körperlichen 

Aktivität herangezogen.42 Die Zuordnung der Messwerte zu den Probanden war für 

die  Untersucher  verblindet.  Für  jeden  Probanden  ergab  sich  eine  dreistellige 

Buchstaben - Zahlenkombination.

3.1 Biopsieerhebung

Bei  den  43  MALICoT-Teilnehmern  wurden  zu  Beginn  der  Studie  unter  sterilen 

Bedingungen  Muskelbiopsien  aus  dem  Musculus  soleus  entnommen.  Die  lokale 

Anästhesie  erfolgte  mit  Lidocain.  Das  Muskelgewebe  wurde  mit  einem  Vacora-

Vakuum-Biopsiesystem (VF2019) von Bard mit Vacora-Biopsienadeln 10G 118mm 

gewonnen. Es wurden etwa 150 - 200 mg Muskelgewebe pro Proband entnommen. 

Die  Muskelbiopsieproben  wurden  mit  Tissue-Tek  O.C.T.  Compound (Sakura)  mit 

einer  auf  den  transversalen  Schnitt  angepassten  Faserausrichtung  ausgerichtet, 

sofort in mit flüssigem Stickstoff vorgekühlten Isopentan schockgefroren und bei 

-80  °C  gelagert.  Die  gefrorenen  Muskelbiopsien  wurden  bei  -20  °C  in  einem 

Mikrotom  (Leica  CM  1850  UV)  geschnitten.  Schnitte  von  6  μm  wurden  auf 

Objektträger übertragen und bis zur Färbung bei -20 °C gelagert.

3.2 Färbeprotokoll Laminin γ-1 und Kollagen IV

Die  Schnitte  wurden  bei  RT  getrocknet  und  anschließend  wurden  die 

Inkubationsbereiche der Proben auf den Objektträgern mit einem Fettstift markiert, 
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10 Minuten  in  0,5%igem PFA fixiert  und  dreimal  5  Minuten  in  PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Proben 30 Minuten mit 5% NGS in PBS und 0,2% Tween-

20 blockiert. Danach wurden die Antikörper anti-Laminin  γ-1 (Immundiagnostik AG, 

AP1001.2,  polyklonaler  Ak)  in  einer  Verdünnung von 1:200 und anti-Kollagen IV 

(abcam,  AB86042,  monoklonaler  Ak)  in  einer  Verdünnung  von  1:100  in 

Blockierlösung aufgetragen. Zur Inkubation ruhten die Proben eine Stunde bei RT in 

einer feuchten Kammer. Dann wurden die Objektträger 6-mal für 10 Minuten in PBS 

gewaschen.  Anschließend  wurden  die  Sekundärantikörper  aufgetragen:  Anti-

Kaninchen Alexa 568 (Invitrogen, A-11011, polyklonaler Ak) und Anti-Maus Alexa 

647 (Invitrogen, A-21236, polyklonaler Ak), beide in einer Verdünnung von 1:500 in 

Blockierlösung zusammen mit  DAPI in einer Verdünnung von 1:1000, gefolgt von 

einer 45-minütigen Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT, geschützt vor Licht. 

Der anschließende Waschschritt erfolgte mit 0,5% Triton X-100, 3-mal für 15 min. 

und PBS 5-mal für 15 min. Danach erfolgte eine kurze Spülung mit Aqua dest. sowie 

die Einbettung in  Mowiol/DABCO. Die Proben wurden bei  RT für  24 Stunden im 

Dunkeln getrocknet und bei 4°C gelagert.

3.3 Färbeprotokoll Kollagen I und III

Für  die  Färbung  von  Kollagen  I  und  III  wurden  die  Schnitte  ebenfalls  nach  der 

Markierung der Inkubationsbereiche mit einem Fettstift für 10 Minuten in 0,5%igem 

PFA fixiert und dreimal für 5 Minuten in PBS gewaschen. Anschließend wurden die 

Proben mit 10% NGS in PBS, 0,15% Glycin und 0,2% Tween-20 für 3h blockiert.  

Danach  wurden  die  Antikörper  anti-Kollagen  Type  I  (Sigma-Aldrich,  C2456, 

monoklonaler Ak) in einer Verdünnung von 1:100 und anti-Kollagen Type III (Merck-

Millipore,  MAB3392,  monoklonaler  Ak)  in  einer  Verdünnung  von  1:100  in 

Blockierlösung aufgetragen. Zur Inkubation ruhten die Proben eine Stunde bei RT in 

einer feuchten Kammer. Dann wurden die Objektträger 6-mal für 10 Minuten in PBS 

gewaschen. Anschließend wurde jeweils der Sekundärantikörper, Anti-Maus Alexa 

647  (Invitrogen,  A-21236,  polyklonaler  Ak),  in  einer  Verdünnung  von  1:500  in 

Blockierlösung zusammen mit DAPI in einer Verdünnung von 1:1000 aufgetragen. 

Dem folgte eine 45-minütige Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT, geschützt 

vor Licht. Der anschließende Waschschritt erfolgte mit 0,5% Triton X-100, 3-mal für 

15 min. und PBS 5-mal für 15 min. Anschließend erfolgte eine kurze Spülung mit 

Aqua dest. sowie die Einbettung in Mowiol/DABCO. Die Proben wurden bei RT für 24 

Stunden im Dunkeln getrocknet und bei 4°C gelagert. 
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3.4 Bilderanalyse

Die Immunfluoreszenzbilder wurden mit dem Zeiss Axio Imager.M2 Mikroskop mit 

40x  Öl-Objektiv  (NA  1,4)  gegenüber  der  Gruppenzuordnung  verblindet 

aufgenommen.  Für  jeden  Probanden  erfolgte  die  gezielte  Datenerhebung  mit 

anschließender Analyse anhand eines Schnittbildes jeweils für die Färbungen von 

Laminin  γ-1  und  Kollagen  IV,  Kollagen  I  sowie  Kollagen  III.  Als  Software  zur 

Untersuchung  und  Auswertung  des  Bindegewebes  wurde  Zeiss  Zen  3.4  (blue 

edition) verwendet. Für jede Probe wurde die Region of interest (ROI) als ein Areal 

mit  für  den  Untersucher  ersichtlich  guter  Qualität  hinsichtlich  einer  transversalen 

Orientierung  des  Muskelfaseranschnitts,  einer  Abwesenheit  von  Perimysium  und 

ohne Schnitt- und Färbeartefakte für die Analyse ausgewählt. Jede dieser Regionen 

enthielt  typischerweise  etwa  50  -  200  Muskelfasern.  Es  wurden  Daten  für  die 

Faserfläche,  die  ROI-Fläche,  den  Faserumfang,  den  durchschnittlichen 

Faserdurchmesser, das maximale Feret, das minimale Feret, das Feretverhältnis der 

histologischen Schnitte von Laminin γ-1 und Kollagen IV erhoben. Ein Feret ist als 

Abstand zwischen zwei parallelen Ebenen definiert und kann für die Beschreibung 

der Querschnittsfläche eines dreidimensionalen Objekts herangezogen werden. Die 

Tortuosität, auch als Gewundenheit einer Struktur bezeichnet, wurde ermittelt, indem 

die durch Zeiss Zen ermittelte Umfangslänge durch den Umfang einer Ellipse mit den 

entsprechenden Feret_min und Feret_max geteilt wurde (siehe s. 34). 

Weitere Datensätze für Kollagen I und Kollagen III mit Fläche, Höhe und Breite der 

ROI und dem Anteil von Kollagen I und Kollagen III Fasern und Muskelgröße wurden 

erstellt.  Der  Schwellenwert  für  die  Fluoreszenzdetektion  wurde  für  jede  Probe 

individuell durch den Untersucher festgelegt. Die statistische Analyse wurde in dem 

Statistikprogramm R durchgeführt.
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3.5 Datenerhebung der Laminin γ-1 und Kollagen IV Färbungen

Es wurden Einzelaufnahmen der immunhistochemischen Färbungen von Laminin γ-1 

und Kollagen IV erstellt. (siehe Abb.1 und 2)

Abb.1 Färbung  Laminin  γ-1,  Alexa  Fluor  568,  in  grün,  Muskelfasern  schwarz,  Proband  DP4,  
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Abb.2 Färbung Kollagen IV, Alexa Fluor 647, in rot, Muskelfasern schwarz, Proband DP4, 

Sowohl  Laminin  γ-1  als  auch  Kollagen  IV  sind  essenzielle  Bestandteile  des 

Endomysiums.  In  der  Bildauswertung  ergaben  sich  für  die  Messergebnisse  der 

einzelnen Färbungen keine Unterschiede.  Somit  wurden beide Fluoreszenzkanäle 

mittels Software Zeiss Zen 3.4 gemeinsam ausgewertet.
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3.6 Auswahlkriterien für die statistische Analyse von Laminin γ-1 

und Kollagen IV

Es  wurden  zunächst  verschiedene  Grade  der  Verstärkung  der  Intensitäten  der 

immunhistochemischen  Gewebemarker  miteinander  verglichen.  Dies  sollte  dem 

Zweck dienen, herauszufinden, ob durch die Verstärkung der Intensität andere und 

gegebenenfalls genauere Messergebnisse erzielt werden können.  Es wurden zum 

Beispiel  versuchsweise  die  zusammengeführten  Laminin_γ-

1_Kollagen_IV_Färbungen einmal 10-fach und ein anderes Mal 30-fach verstärkt.

Abb.3 histologisches Schnittbild, Gewebefärbung kombinierte Signale Laminin_γ-1_Kollagen_IV_10x 
(grün), Zeiss Zen ermittelter Umfang Muskelfaser (rot), Region of interest (weißes Viereck), Software 
Zeiss Zen 3.4
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Da  es  keinen  Unterschied  in  den  statistischen  Ergebnissen  bezüglich  der 

Verstärkung  der  Intensität  gab,  entschieden  wir  uns,  das  Laminin  γ-1-  und  das 

Kollagen IV-Signal unverstärkt für die statistische Analyse zu wählen.

Anschließend wurde für jede Probe eine ROI mit einer ähnlichen Größe ausgewählt. 

Das Programm Zeiss Zen 3.4 war in der Lage, aus den Fluoreszenzsignalen das 

Endomysium  (hohe  Signalintensität)  und  die  Muskelfasern 

(Hintergrundsignalintensität)  zu  identifizieren  und  zeigte  uns  die  gewünschten 

Parameter an. (siehe Abb.3, 4, 5 und 6)

Abb.4 histologisches Schnittbild,  Proband ED5, Laminin_γ-1_Kollagen_IV in grün, eingezeichnete 
ROI (weißes Viereck), Umfang, maximaler und minimaler Feret, korrigierter Umfang der Muskelfasern 
(rote Markierungen), Zeiss Zen 3.4
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Abb.5 histologisches Schnittbild, Proband BW3, Laminin_γ-1_Kollagen_IV in grün,  eingezeichnete 
ROI (weißes Viereck), Umfang, maximaler und minimaler Feret, korrigierter Umfang der Muskelfasern 
(rote Einzeichnungen), Software Zeiss Zen 3.4
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Abb.  6   histologisches Schnittbild,  Laminin_γ-1_Kollagen_IV,  einfach  verstärkt, 
Ausschnittvergrößerung,  Faseranalyse, rot  markiert  sind  Umfang,  maximaler  und  minimaler  Feret 
sowie der korrigierte Umfang der Muskelfasern als roter Kreis, Software Zeiss Zen 3.4

Die  Gesamtfaserzahl  wurde  von  Zeiss  Zen  3.4  bestimmt.  Die  Anzahl  der 

beschnittenen, also der randständigen Fasern,  wurde zusätzlich manuell  ermittelt. 

(siehe Abb.7)
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Abb.7 histologisches Schnittbild, Proband_PN8_Laminin_γ-1_Kollagen_IV in grün, Beispiel für die 
händische Zählung der randständigen Muskelfasern, markiert mit roten Punkten, Region of interest 
(weißes Viereck) 

Es folgte die Prozessierung der Daten mittels folgender Formeln.

Die Endomysiumdicke wurde berechnet mit:

Endomysiumdicke=
ATot Endo

0.5⋅ΣPerimeter−PerimeterROI

Das Endomysium zu Faserflächenverhältnis (EFAr) wurde berechnet mit:

EFAr=100⋅
ATotEndo
ATotFibre
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Das Endomysium zu Faseranzahlverhältnis (EFNr) wurde berechnet mit:

EFNr=
ATot Endo

N Fibreinner
+N outeradjusted

ATot Endo bezeichnet die Gesamtfläche des Endomysiums.  ATot Fibre steht für die gesamte 

Muskelfaserfläche.

Die  Anzahl  randständiger  N Fibreouter und  innerständiger  Fasern  N Fibreinnerfür  die  oben 

aufgeführte Berechnung wurde durch die Software Zeiss Zen ermittelt.

Zur  Identifizierung  der  randständigen  Zellen  wurde  der  Abstand  zum  Rand  in 

Vielfachen des jeweils erhaltenen minimalen Feret gemessen. Als Schwellwert, ab 

dem eine Faser als randständig gezählt wurde, ist durch empirische Überprüfung das 

durchschnittliche  minimale  Feret  des  Datensatzes  des  jeweiligen  Probanden 

festgelegt worden. 

Alle Zellen, deren mittels Software erhaltenen Zentroide (geometrische Zentren der 

Muskelfasern)  näher  zum Rand waren  als  der  jeweils  durchschnittliche  minimale 

Feret des jeweiligen Schnittes wurden als randständige Fasern N Fibreouter gezählt. 

Um die Anzahl der empirisch ermittelten randständigen Fasern auf die gemessene 

Endomysiumfläche anwenden zu können wurde die Anzahl der randständigen 

Fasern N Fibreouter  mittels untenstehender Formel adjustiert N outeradjusted.

N outeradjusted
=
ATotFibreOuter
AMeanFibreOuter

ATot FibreOuter bezeichnet  die  Gesamtfläche der  oben ermittelten  randständigen Fasern. 

Hierfür  wurde die durchschnittliche Faserfläche der randständigen Fasern mit  der 

randständigen  Faseranzahl  multipliziert.  AMeanFibreInner steht  für  die  durchschnittliche 
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Muskelfaserfläche  der  innerständigen  Fasern.  Somit  konnte  dann  die  EFNr 

berechnet werden.

Die Formeln sind an die Methoden der Arbeit von Thot et al. angelehnt, in der die 

Auswirkung von Langzeitimmobilisation auf das Endomysium untersucht wurde.38 

Die Gewundenheit wurde berechnet mit der Formel:

Tortuosität= Peri

2⋅π ⋅
2√ Feret (Min)2+Feret (Max )2

8

Grundlage für diese Formel liefert  die Annahme, dass die Gewundenheit  als das 

Verhältnis  des  gemessenen  Umfangs  durch  den  Umfang  einer  Ellipse  mit  den 

entsprechend  gemessenen  Feret(Min)  und  Feret(Max)-Werten  dargestellt  werden 

kann.

3.7 Datenerhebung der Kollagen I und Kollagen III Färbungen

Die  Datenerfassung  für  die  statistische  Analyse  von  Kollagen  I  und  Kollagen  III 

erfolgte  auf  die  folgend  beschriebene  Weise.  Zunächst  wurden  die 

Bindegewebsbereiche der Immunfluoreszenzaufnahmen (siehe Abb.8) mittels Zeiss 

Zen Software markiert (siehe Abb.9) und die eingezeichneten ROIs mit Irfanview 64 

v.4.60 in schwarz-weiß Bilder umgewandelt.  (siehe Abb.10) Anschließend wurden 

die Daten mittels Cell Profiler v.4.2.1 und mit Irfanview 64 v.4.60 erhoben.
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Abb.8 histologisches  Schnittbild,  Proband_MS7_Kollagen_I_ROI_Auswahl  in  rotem  Viereck, 
Bindegewebe rot, hier Muskelfasern mit stärkerem Hintergrundsignal, Navigatorfenster unten rechts 
zur Orientierung auf dem Schnittbild. 

Die  ROI-Maße  wurden  in  Zeiss  Zen  3.4  vermessen.  So  erhielten  wir  die 
Gesamtfläche, Höhe und Breite jeder Region.

Abb.9 histologisches Schnittbild, Proband_MS7_Kollagen_I, nach Segmentierung durch Zeiss Zen 
3.4  in  grün  dargestellt,  Muskelfasern  mit  schwachrotem  Hintergrundsignal  der  Kollagen-
Fluoreszenzfärbung, Navigatorfenster unten rechts zur Orientierung auf dem Schnittbild
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Abb.10 histologisches  Schnittbild,  Proband_  QP4_Kollagen_I,  konvertiert  in  schwarz-weiß  Bild 
mittels Irfanview. v.4.60, Muskelfaser weiß, Bindegewebe schwarz, Irfanview v. 4.60

Ein erster Versuch einer Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen durch die Software 

Cell Profiler v. 4.2.1 ergab teilweise nicht schlüssige Ergebnisse für die Faser- und 

Bindegewebsflächen, weil die automatisierte Erkennung von Muskelfasern vielfach 

nicht korrekt funktionierte. Daher berechneten wir die Fläche der Fasern und des 

Bindegewebes schließlich manuell, indem wir die Gesamtpixelzahl der ROI, sowie 

die der schwarzen und weißen Pixel nach schwarz-weiß Konvertierung mit Hilfe des 

Histogramms in Irfanview v. 4.60 ermittelten. (siehe Abb.11)
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Abb.11 Proband BK1_Kollagen_I  Muskelfaser  und Bindegewebsanalyse  mittels  Irfanview v.4.60, 
Histogramm mit Angabe der Pixel, Mauszeiger zeigt die Anzahl weißer Pixel an, Muskelfaser weiß, 
Bindegewebe schwarz, Irfanview v.4.60

Mit  Hilfe  des  Open  Source  Programms Irfanview v.  4.60  war  es  damit  möglich, 

Gesamtfläche,  Faserfläche  und  die  Areale,  welche  die  Bindegewebsfärbungen 

aufnahmen,  mittels  Pixelanalyse  zu  quantifizieren.  Gesamtfaseranzahl  und 

randständige Fasern wurden händisch an den schwarz-weißen Bildern ausgezählt. 

Die Fasern des Kollagen-ROI-Bereichs wurden dreimal gezählt, der durchschnittliche 

Wert wurde ermittelt und zur Analyse herangezogen. (siehe Abb.12)
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Abb.12 BK1_Kollagen_I, händische Faserzählung, markiert durch rote Punkte, Muskelfasern weiß, 
Bindegewebe schwarz

Es folgte die Prozessierung der Daten mittels folgender Formeln.

Das Endomysium zu Faserflächenverhältnis (EFAr) wurde berechnet mit:

EFAr=
ATot Endo
ATotFibre

ATot Endo bezeichnet die Gesamtfläche des Endomysiums.  ATot Endo steht für die gesamte 

Muskelfaserfläche.
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Das Endomysium zu Faseranzahlverhältnis (EFNr) wurde berechnet mit:

EFNr=
ATotEndo

N NonBorder+0 ,5⋅N Border

N Border beschreibt  die  Anzahl  der  randständigen  Muskelfasern.  N NonBorder gibt  die 

Anzahl der vollständigen Muskelfasern innerhalb der ROI an. Der Faktor 0,5 wurde 

gewählt,  da  die  händisch  randständig  gezählten  Fasern  aufgrund  ihres  nicht 

vollständigen Vorhandenseins innerhalb der ROI adjustiert  in die Berechnung des 

EFNr einfließen. 

Eine äquivalente Darstellung der Tortuosität von Kollagen I und III, wie bei Laminin γ-

1  und  Kollagen_IV  war  dahingehend  leider  nicht  möglich,  da  die  Methode  zur 

Darstellung  von  Kollagen_I  und  Kollagen_III  den  Umfang  der  einzelnen  Fasern 

(Perimeter) und die Feret(min) und Feret(max) nicht erfassen konnte. 
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4. Ergebnisse 

Nachdem die Daten der vier verschiedenen Gruppen: junge männliche Sportler (20 - 

35 Jahre), junge männliche Nicht-Sportler (20 - 35 Jahre), alte männliche Sportler 

und  alte  männliche  Nicht-Sportler  (60  -  75  Jahre)  erhoben  wurden,  erfolgte  die 

gezielte statistische Auswertung. Die mittels Software Zeiss Zen erhaltenen Daten 

wurden als CSV-Dateien exportiert. Für die Testung der Hypothese, welchen Einfluss 

das  Alter  und  der  Sport  auf  das  Endomysium  haben  und  für  die  explorativen 

Gruppenanalysen  wurde  eine  Analysis  of  variance  (ANOVA)  verwendet.  Für  die 

statistische  Analyse  der  Daten  von  Kollagen  I  und  III  der  jeweiligen  Gruppen 

untereinander wurde der Welch´s t-Test verwendet Das Signifikanzniveau wurde auf 

α=0.05 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistikprogramme 

R, Microsoft Excel und GraphPad PRISM. Die Ergebnisse sind in den Graphen als 

Boxplots  mit  Median  und  Interquartilsabständen  respektive  Median,  Maxima  und 

Minima  dargestellt.41 Eine  tabellarische  Auflistung  der  den  Graphiken  und 

Berechnungen zugrundeliegenden Daten finden sich im Tabellenverzeichnis dieser 

Arbeit (Tab.1 - 7).
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4.1Statistische Analyse Laminin γ-1 und Kollagen IV

Abb.13 Statistische Ergebnisse Laminin_γ-1_Kollagen_IV, dargestellt sind: die Fasergröße CSA, das 
Endomysium zu Faserflächenverhältnis EFAr, das Endomysium zu Faseranzahlverhältnis EFNr und 
die Endomysiumdicke in Abhängigkeit zu den vier Vergleichsgruppen Young Control (Y.Control, n = 
12), Young Jump (Y.Jump, n = 10), Old Control (O.Control, n = 11), Old Jump (O.Jump, n = 10), 
Boxplots mit  Median und Interquartilsabständen,  die Graphik wurde in Zusammenarbeit  mit  Herrn 
Prof. Dr. Jörn Rittweger erstellt

Für die kombinierten Färbungen von Laminin γ-1 und Kollagen IV ergab sich, ohne 

Berücksichtigung der sportlichen Aktivität, für die Muskelfaserquerschnittsfläche, hier 

als  CSA  (Cross  sectional  area)  bezeichnet,  eine  signifikante  Zunahme  im  Alter 

(page=0,045).  Sie  nahm  von  durchschnittlich  3.799  µm²  (SA=837)  in  der  jungen 

Kontrollgruppe (Y.Control)  auf  durchschnittlich 5.344 µm² (SA=1.626) in der alten 

Kontrollgruppe (O.Control)  zu.  Die  durchschnittliche  Muskelfaserquerschnittsfläche 

lag bei 4.922 µm² (SA=1.171) in der jungen Sportgruppe (Y.Jump) und bei 5.052 µm² 

(SA=1.923) in der alten Sportgruppe (O.Jump). Es wurde kein Effekt in Bezug auf 

den Trainingszustand oder eine Interaktion von Alter und Trainingszustand gefunden 

(p=0,33 bzw. p=0,11). Für das Verhältnis von Endomysium zu Faserfläche (EFAr) 

wurde  kein  statistischer  Effekt  beobachtet  (alle  p>0,45).  Das  Verhältnis  von 
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Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) zeigte einen Trend für die Zunahme im Alter 

(page=0,07)  unabhängig  vom  Trainingsstatus.  Es  lag  durchschnittlich  bei  1.964 

(SA=434)  in  der  Gruppe  Y.Control,  beziehungsweise  bei  2.414  (SA=666)  in  der 

Gruppe Y.Jump und bei durchschnittlich 2.594 (SA=746) in der Gruppe O.Control, 

beziehungsweise bei 2.494 (SA=784) in der Gruppe O.Jump. Es ergaben sich keine 

Hinweise auf eine Beeinflussung durch den Trainingszustand. Die Endomysiumdicke 

zeigte,  unabhängig  vom  Trainingsstatus,  einen  Trend  für  die  Zunahme  im  Alter 

(page=0,08). Die Werte lagen bei durchschnittlich 11,74 µm (SA=1,37) in der Gruppe 

Y.Control,  beziehungsweise  12,23  µm (SA=2,37)  in  der  Gruppe  Y.Jump und  bei 

durchschnittlich 13,84 µm (SA=1,9) in der Gruppe O.Control, beziehungsweise 11,98 

µm (SA=1,53) in der Gruppe O.Jump. Es zeigte sich ein Interaktionseffekt innerhalb 

der  vier  Gruppen  (pint=0,04).  Ein  Haupteffekt  für  den  Trainingszustand  ließ  sich 

jedoch nicht feststellen (p=0,24).

Abb.14 Endomysium  Tortuosity/Tortuosität/Gewundenheit,  dargestellt  in  Abhängigkeit  zu  den 
Gruppen Young Control (Y.Control, n = 12), Young Jump (Y.Jump, n = 10), Old Control (O.Control, n 
= 11), Old Jump (O.Jump, n = 10), Boxplots mit Median und Interquartilsabständen, die Graphik wurde 
in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jörn Rittweger erstellt
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Die Gruppe Y.Control wies eine Gewundenheit von 1,37 (SA=0,11) auf, wobei die 

Gewundenheit der Gruppe der Y.Jump mit 1,47 (SA=0,16) stärker ausgeprägt war. 

Die  Gruppe  der  O.Control  wies  mit  1,33  (SA=0,12)  ebenso  eine  schwächere 

Gewundenheit auf als die der Gruppe O.Jump mit 1,47 (SA=0,13). Es zeigte sich 

somit  ein  signifikanter  Haupteffekt  für  eine  Zunahme  der  Gewundenheit  durch 

Training (p=0,004), unabhängig vom Alter. Ein statistisch signifikanter Effekt in Bezug 

auf  das  Alter  ohne  Berücksichtigung  der  sportlichen  Aktivität  zeigte  sich  nicht 

(p=0,60). Ebenso wenig ergab sich ein Interaktionseffekt (p=0,56). 

4.2 Statistische Analyse Kollagen I und Kollagen III

Für  die  Färbungen  von  Kollagen  I  ergab  sich  eine  signifikante  Zunahme  der 

durchschnittlichen  Bindegewebsdicke  der  sportlichen  Gruppen  mit  dem  Alter 

(p=0,039).  Sie  nahm  von  durchschnittlich  10,82  µm  (SA=1,9)  in  der  jungen 

Sportgruppe  (Y.Jump)  auf  durchschnittlich  13,20  µm  (SA=2,76)  in  der  alten 

Sportgruppe  (O.Jump)  zu.  Ebenso  zeigte  sich  eine  signifikante  Zunahme  der 

durchschnittlichen Bindegewebsdicke der Gruppe der Älteren bei erhöhter sportlicher 

Aktivität (p=0,033). 

Die  durchschnittliche  Bindegewebsdicke  lag  bei  10,79  (SA=1,8)  in  der  alten 

Kontrollgruppe (O.Control)  und bei  13,2  µm²  (SA=2,76)  in  der  alten  Sportgruppe 

(O.Jump).

Für die Färbungen von Kollagen I ergaben sich keine signifikanten Veränderungen 

der Muskelfaserquerschnittsfläche/CSA (Cross sectional area).

Für  die  Färbungen  von  Kollagen  III  ergab  sich  eine  signifikante  Zunahme  der 

Muskelfaserquerschnittsfläche/CSA (Cross  sectional  area)  der  Kontrollgruppen  im 

Alter (p=0,039). Sie nahm von durchschnittlich 4.787 µm² (SA=1.242) in der jungen 

Kontrollgruppe (Y.Control)  auf  durchschnittlich 6.661 µm² (SA=2.466) in der alten 

Kontrollgruppe (O.Control)  zu.  Die  durchschnittliche  Muskelfaserquerschnittsfläche 

zeigte  eine  signifikante  Zunahme  der  CSA  in  den  Gruppen  der  jungen  mit 

zunehmender sportlicher Aktivität (p=0,045). Sie nahm von 4.787 µm² (SA=1.242) in 

der  jungen  Kontrollgruppe  (Y.Control)  auf  6.284  µm²  (SA=1.848)  in  der  jungen 

Sportgruppe (Y.Jump) zu. 
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Die Bindegewebsdicke wies für die Färbungen von Kollagen III keine signifikanten 

Veränderungen auf (alle p>0,05). 

Es zeigten sich für das Verhältnis von Endomysium zu Faserfläche (EFAr) und das 

Verhältnis Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) weder in den Daten für Kollagen I 

noch für Kollagen III statistisch signifikante Veränderungen (alle p>0,05).

Abb.15 Daten Färbungen Kollagen I, mean fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsfläche (µm²), 

estimated mean endomysium diameter = durchschnittliche Endomysiumdicke (µm), total endomysium 

area/total  fiber area (EFAr)  = Endomysium zu Faserflächenverhältnis,  total  endomysium area/total 

fiber number (EFNr) = Endomysium zu Faseranzahlverhältnis (µm²), dargestellt in Abhängigkeit zu 

den Gruppen Young Control (■, n = 12), Young Jump (▲, n = 10), Old Control (▼, n = 11), Old Jump 

(♦, n = 10), Median mit Minima, Maxima und Interquartilsabständen, Graphik wurde von Herrn Prof. 

Dr. Christoph Clemen erstellt

Abb.16 Daten  Färbungen  Kollagen  III,  mean  fiber  Area  (CSA)  =  Muskelfaserquerschnittsfläche 

(µm²),  estimated  mean  endomysium  diameter  =  durchschnittliche  Endomysiumdicke  (µm),  total 

endomysium area/total fiber area (EFAr) = Endomysium zu Faserflächenverhältnis, total endomysium 

area/total  fiber  number  (EFNr)  =  Endomysium  zu  Faseranzahlverhältnis  (µm²),  dargestellt  in 

Abhängigkeit zu den Gruppen Young Control (■, n = 12), Young Jump (▲, n = 10), Old Control (▼, n 

= 11), Old Jump (♦, n = 10), Median mit Minima, Maxima und Interquartilsabständen, Graphik wurde 

von Herrn Prof. Dr. Christoph Clemen erstellt
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5. Diskussion

In Einklang mit der Hypothese der vorliegenden Arbeit wird das Endomysium durch 

das Alter und den Trainingszustand beeinflusst. Eine wie in der bisherigen Literatur 

beschriebene altersbedingte Zunahme des Bindegewebes konnte auch im Rahmen 

dieser  Studie  durch  den  Anstieg  der  Endomysiumdicke  im  Alter  gezeigt  werden 

(siehe  Abb.13).6,7 Der  Einfluss  von  Sport  und  Alter  spiegelt  sich  jedoch  nicht  in 

statistisch signifikanten Ergebnissen bezüglich des Verhältnisses von Endomysium 

zu  Faserfläche  (EFAr)  oder  Endomysium  zu  Faseranzahlverhältnis  (EFNr)  wider 

(siehe Abb.13). Dies könnte auf eine zu große interindividuelle Variabilität der Werte 

der Muskelfaserfläche (CSA) in den jeweiligen Gruppen zurückgeführt werden. Für 

die durchschnittliche Muskelfaserfläche (CSA) zeigte sich in unseren Ergebnissen 

eine  signifikante  Zunahme  im  Alter  (siehe  Abb.13).  Dieser  Effekt  steht  im 

offensichtlichen  Widerspruch  zu  einer  erwarteten  altersbedingten  Faseratrophie. 

Womöglich  sind  die  funktionellen  Anteile  der  Muskelfläche  mittels 

immunhistochemischer  Färbemethoden,  wie  im  Fall  der  vorliegenden 

Untersuchungen, nicht gut zu erfassen. So zeigen sich in einer Arbeit von Fede et al. 

bei Färbungen mit Picrosirius red sowohl fettinfiltrierte und atrophierte Muskelfasern, 

bei Erhalt des extrazellulären Bindegewebsgerüstes.6 In einer Arbeit von Kjaer et al. 

wird  die  Anpassung  der  menschlichen  Bindegewebskomponenten  an  körperliche 

Aktivität und im Alter als sehr vielschichtig, komplex und als bisher wenig untersucht 

und  verstanden  beschrieben.16 Während  eine  Zunahme  der  passiven 

Muskelsteifigkeit  im  Alter  bereits  nachgewiesen  werden  konnte,  werden  die 

Veränderungen des Kollagens in der Literatur widersprüchlich beschrieben.7 Fede et 

al. schreiben von einem signifikanten Anstieg des Kollagens beim Menschen und bei 

Mäusen mit zunehmendem Alter.6 Babraj et. al zeigten in Studien mit Ratten eine 

erhöhte  Kollagensyntheserate,  aber  zugleich  auch eine  verstärkte  Abbaurate  des 

Kollagens mit Zunahme an Lebensjahren.29 Eine Untersuchung von Gosselin et al. 

wies  in  Übereinstimmung  mit  der  in  dieser  Studie  festgestellten  Zunahme  der 

Bindegewebsdicke ebenfalls auf eine Zunahme des Kollagens in Rattenversuchen im 

Rahmen des Alterungsprozesses hin.36 Kohärent zu diesen Beobachtungen konnte 

auch eine Arbeit von  Wojtysiak am M. longissimus lumborum von Hausschweinen 

zeigen,  dass  sowohl  die  Endomysiumdicke  als  auch  die  Kollagenfaserdichte  mit 

zunehmendem Alter der Schweine angestiegen ist.  Csapo et al. schildern in einer 

Übersichtsarbeit nicht nur, dass der Kollagengehalt mit dem Alter ansteigt, sondern 
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in mit Bezug auf eine Vorarbeit aus Hindle et al. an langlebigen großen Tieren wie 

Weddellrobben,  dass  im  Alter  zudem  eine  Verschiebung  des  Verhältnisses  von 

Kollagen I zu III, zu Gunsten von Kollagen I stattfindet.1,5 Dies steht im Einklang zu 

den  Ergebnissen  dieser  Arbeit,  wo  auch  nur  in  den  Kollagen  I  Färbungen  eine 

signifikante Zunahme der Kollagen I Dicke mit dem Alter festgestellt werden konnte 

und  die  Kollagen  III  Dicke,  weder  signifikante  alters-  noch  sportbedingte 

Veränderungen zeigte.

Entsprechend den altersbedingten Veränderungen der in dieser Arbeit untersuchten 

Bindegewebskomponenten  schildern  Kovanen  und  Kollegen  eine  Zunahme  von 

Kollagen IV in der Basallamina von kurzzuckenden Muskelfasern von Ratten, wobei 

die Lamininmenge mit dem Alter scheinbar abnimmt.43

Die  bereits  erwähnten  Diskrepanzen  in  den  Ergebnissen  verschiedener  Studien 

zeigen sich  auch im Vergleich  mit  der  Arbeit  von Wood LK et  al.44 Die  dortigen 

Studienergebnisse  legen  keine  Zunahme  der  Extrazellulärmatrix  im  Rahmen  der 

Alterung nahe, benennen allerdings eine Zunahme des Kollagens in den muskulären 

Strukturen.44 Die  Untersuchung  wurde  wie  in  dieser  Arbeit  mittels 

immunhistochemischer  Färbung  durchgeführt,  wobei  der  untersuchte  Muskel  mit 

dem  Musculus  tibialis  anterior  ein  anderer  war.44 Nach  Hibino  et  al.  geht 

Immobilisation  mit  verminderter  Muskelelastizität  einher,  hier  benannt  als 

Muskelkontraktur.40 In  dieser  Studie  wurde  auch  auf  eine  Zunahme  der 

Kollagenkonzentration nach Phasen der Immobilisation hingewiesen.40 Die in dieser 

Studie festgestellte Zunahme der Endomysiumdicke im Alter  unabhängig von der 

sportlichen Aktivität könnte die in der Literatur mehrfach beschriebene altersbedingte 

verstärkte Gewebesteifigkeit  widerspiegeln.30,32 Dem Mechanismus der Versteifung 

liegen  mehreren  Autoren  zufolge  unter  anderem  intermolekulare  Cross-Links 

(Quervernetzungen)  zugrunde.16,32,40 Gosselin  et  al.  beschreiben  die  Reifung  des 

Kollagens als  Prozess,  in  dem die  Cross-Links  gebildet  werden.36 Extrazelluläres 

Kollagen hat nach Aussagen von Wood et al. zufolge eine sehr lange Halbwertszeit 

und ist ausgesprochen empfänglich für AGE-Cross-Links, die zu einer verstärkten 

Steifigkeit  der  Kollagenfibrillen  führen.44 Kjaer  et  al.  beschreiben,  dass  die 

Akkumulation von AGEs in Sehnen zu erhöhter Zugfestigkeit,  aber auch erhöhter 

Steifigkeit  führt.16 AGEs,  advanced  glycation  end  products,  sind  heterogene 

Endprodukte,  die  durch  irreversible  nicht-enzymatische  Glykierung  reduzierter 

Zucker mit freien Aminogruppen von Proteinen entstehen.45 Von Alnaqeeb et al. wird 

berichtet,  dass extrazelluläres  Kollagen für  die  Zunahme der  Muskelsteifigkeit  im 
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Alter  verantwortlich ist.46 In  dieser  Studie wurde noch genauer beschrieben,  dass 

Kollagen-Cross-Linking besonders im Alter zunimmt.46 Auch Haus et al. beschreiben 

sowohl  eine  Zunahme  des  absoluten  Kollagengehalts  als  auch  der  nicht 

enzymatischen  Quervernetzung  des  Kollagens  im  Rahmen  der  Alterung.25 

Interessanterweise zeigten Untersuchungen an Landsäugetieren und Ratten ebenso 

eine  Zunahme  des  totalen  Kollagengehalts  mit  dem  Alter  begleitet  von  einem 

verminderten  Muskelfaserflächen  zu  Kollagengehaltverhältnis,  was  in  der 

Konsequenz auch zu einer erhöhten Steifigkeit führte.36,47,48 Kollagen-Cross-Linking 

verändert die biochemischen und mechanischen Eigenschaften des Muskels mit der 

Folge eines altersbegleitenden Elastizitätsverlustes.46 Leider ist durch die im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungsmethoden keine Aussage bezüglich des 

Vernetzungsgrades  des  Kollagens  oder  Laminins  im  Rahmen  der  Alterung  oder 

sportlicher Betätigung möglich. Hier eröffnen sich möglicherweise Ansatzpunkte für 

zielgerichtete Untersuchungen bindegewebiger Strukturen.

Alnaqeeb et al. beschreiben, dass Sport einen direkten Effekt auf die Muskulatur in 

Form einer Reduzierung der Steifigkeit ausübt.46 Weiterhin wurde hier ein Anstieg der 

Endomysiumdicke  im  Alter  festgestellt,  was  mit  einer  verminderten  Compliance 

(Nachgiebigkeit)  der  Muskulatur  assoziiert  wurde.46 Die  Aussagen  dieser  Studie 

stimmen  somit  mit  unseren  Beobachtungen  bezüglich  Endomysiumdicke  und 

Trainingseinfluss  auf  Muskelsteifigkeit  beziehungsweise Tortuosität  überein  (siehe 

Abb.13 und 14). 

Weiterhin  deckungsgleich  mit  unseren  Ergebnissen  berichten  Gosselin  et  al., 

allerdings  im  Tierversuch,  dass  Sport  zwar  keinen  Einfluss  auf  die 

Kollagenkonzentration  bei  Ratten  hat,  die  Steifigkeit  durch  Ausdauersport  aber 

vermindert werden kann.1,36 Es wurde hier sogar detaillierter beschrieben, dass die 

Kollagen-Cross-Links,  sowohl  im Herz-  als  auch im Skelettmuskel  alter  trainierter 

Ratten  abnahmen.36 Der  Einfluss  von  Sport  auf  die  Muskelsteifigkeit  war  in  den 

jungen Vergleichsgruppen allerdings nicht eindeutig.31 Dies ist gegebenenfalls auf die 

generell geringer ausgeprägte Steifigkeit der Muskulatur in der jungen Kontrollgruppe 

zurückzuführen. In einer Studie am Menschen von Reeves et al. konnte hingegen 

eine  Zunahme  der  Sehnensteifigkeit  durch  Krafttraining  festgestellt  werden.49

Kovanen et al. beschrieben in ihrer Arbeit an Mäusen, dass der Musculus soleus bei 

lebenslanger  sportlicher  Aktivität  steifer  wird.50 Weiterhin  ist  in  der  bestehenden 

Literatur  beschrieben,  dass  intensive  exzentrische  Übungen,  über  verstärkte 

enzymatische  Aktivierung  von  Matrixmetalloproteasen  (MMPs)  und 
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Gewebeinhibitoren von Metalloproteasen (TIMPs) zu einem Abfall von Kollagen IV im 

Skelettmuskel  führen.16 MMPs  und  TIMPs  werden  gemeinsam  durch  körperliche 

Aktivität  aktiviert  und regulieren,  neben anderen physiologischen Prozessen,  den 

Auf- und Abbau von Kollagen.16 Es ist somit wichtig zu unterscheiden welche Formen 

der  sportlichen  Aktivitäten  betrieben  und  in  welchem Umfang  diese  durchgeführt 

werden, um den damit einhergehenden Umbau des Gewebes bewerten zu können. 

Bindegewebe  und  insbesondere  das  Endomysium ist  veränderlich  und  unterliegt 

fortwährenden  Umbauprozessen.  Babraj  et  al.  beschreiben  in  ihrer  Arbeit  das 

Potenzial  für  die  Veränderlichkeit  des  Bindegewebes  durch  sportliche  Aktivität.29 

Rosager und Kollegen zeigen anhand von Untersuchungen an Langstreckenläufern, 

dass  Ausdauersport  zu  einer  Zunahme der  Querschnittsfläche  der  Achillessehne 

führt.22,51 Die  Achillessehne stellt  den  bindegewebigen  Muskel-Knochen-Übergang 

von Musculus triceps surae, der aus dem Musculus gastrocnemius und Musculus 

soleus besteht, zum Fersenbein, dem Calcaneus, dar.10 In Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen von Rosager et al. bezüglich Adaptation der Achillessehne an sportliche 

Belastung,  konnte  auch  in  der  vorliegenden  Arbeit  eine  Zunahme  der 

Endomysiumdicke  bei  jungen  Sportlern  gegenüber  der  gleichaltrigen 

Vergleichsgruppe festgestellt werden (siehe Abb.13). Die in der Gruppe der älteren 

Sportler nicht vorhandene Zunahme der Endomysiumdicke lässt darauf schließen, 

dass  die  Anpassungsfähigkeit  des  Bindegewebes  an  äußere  Einflussfaktoren  in 

jungen Jahren stärker ausgeprägt ist als im Alter. 

Kovanen et al. zeigten bereits 1987 in einer Untersuchung an kurzzuckenden Fasern 

von Ratten, dass die Kollagen IV Konzentration sowohl mit steigendem Alter als auch 

steigendem Aktivitätsgrad zunimmt.52 Interessanterweise konnte hier dediziert eine 

Abnahme von Laminin mit dem Alter festgestellt werden, wobei das Maß der Aktivität 

auf Laminin keinen Einfluss zu haben scheint.52 Die Gesamtmenge von Kollagen IV 

in den langsam zuckenden Fasern, wie im M.soleus, scheint  generell höher zu sein 

als beispielsweise bei  schnell  zuckenden Fasern.52 Sowohl Alterung als auch der 

Umfang sportlicher Aktivität üben jeweils unterschiedliche Einflüsse auf die Kollagen 

IV  Genexpression  aus.52 Wie  Magnusson  et  al.  schreiben,  sind  solche 

Adaptationsvorgänge  wichtig,  um  den  durch  Sport  induzierten  erhöhten 

Anforderungen an das menschliche Gewebe gerecht zu werden.22 

In  der  bestehenden  Literatur  wird  eine  Vielfalt  der  Zusammensetzung  der 

Basallamina  in  Abhängigkeit  von  Entwicklungsstadium,  Trainingsstatus  und 

Lokalisation  mit  weitläufiger  Heterogenität  der  Subtypen  der  einzelnen 
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Bindegewebskomponenten beschrieben,  was eine standardisierte  Auswertung der 

Daten erschwert.11 

Der  Versuch,  in  dieser  Arbeit  die  Veränderungen  einer  3D-Textur  mit  einem 

histologischen  Schnitt  und  einer  2D-Untersuchung  zu  beschreiben,  ist  in  seiner 

Aussagekraft  ein  durchaus  diskutabler  Weg  hinsichtlich  der  Zuverlässigkeit  der 

Befunde.  Es  konnten  zunächst  für  die  immunhistochemischen  Färbungen  von 

Laminin γ-1 und Kollagen IV zufriedenstellende Daten erhoben werden. Um neben 

den  Bindegewebsbestandteilen  Laminin  γ-1  und  Kollagen  IV  auch  andere 

Komponenten zuverlässig zu quantifizieren, ist es erforderlich eine Analysemethode 

zu etablieren, die auch schwer zu differenzierende Bereiche auswerten kann. Babraj 

et. al. merken an, dass es schwierig ist, Umbauprozesse des Bindegewebes, speziell 

des  Kollagens,  an  lebenden  menschlichen  Individuen  darzustellen.29

Immunhistochemische  Färbemethoden  haben  sich  als  eine  Möglichkeit  der 

Darstellbarkeit etabliert. Besonders hervorzuheben ist hier die relativ neue Methodik 

des  high dimensional tissue section imaging, die sich auch als Analysetechnik für 

Muskelgewebeschnitte im Stadium ihrer Etablierung befindet.53

Unsere  Ergebnisse  zeigen  weiterhin  eine  Zunahme  der  Tortuosität  in 

Zusammenhang mit  dem Trainingsstatus (siehe Abb.14).  Kjaer et  al.  beschreiben 

eine Abnahme der Steifigkeit von Muskelgewebe nach Ausdauereinheiten.16 Dieser 

Sachverhalt  im Kontext  mit  den vorliegenden Ergebnissen der  Tortuosität  könnte 

Hinweise  darauf  liefern,  dass  die  Berechnung  der  Tortuosität  eine  adäquate 

Möglichkeit  ist,  die Steifigkeit  von Muskelgewebe zu erfassen, wobei eine stärker 

ausgeprägte Gewundenheit mit verminderter Steifigkeit zu assoziieren ist. Die von 

Fede et  al.  festgestellte  Zunahme der  Steifigkeit  von EZM im Alter,  spiegelt  sich 

somit  in  unseren  Ergebnissen  ebenso  in  einer,  wenn  auch  nicht  signifikanten, 

altersassoziierten schwächer ausgeprägten Tortuosität wider.6 Inwieweit das Konzept 

der Tortuosität als Marker zur Darstellung der Gewebesteifigkeit verwendet werden 

kann, bleibt diskutabel und sollte durch weitere Versuche überprüft werden.

Die  bisherige  Studienlage  impliziert,  dass  die  Veränderungen  der  Kollagen 

Genexpression  in  Abhängigkeit  des  untersuchten  angrenzenden  Muskelgewebes 

und der jeweiligen Kollagen Typen variieren können.2 Die Ergebnisse der gleichen 

Studie von Kanazawa et al. legen beispielsweise nahe, dass Alterung eine Zunahme 

der  Kollagen  I  und  Kollagen  III  Genexpression  hervorruft.2 In  Bezug  auf  die 

Untersuchungen  von  Kollagen  I  in  dieser  Arbeit  konnte  ausschließlich  eine 

signifikante Zunahme der durchschnittlichen Kollagen I Dicke in den Kontrollgruppen 
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(Y.Control, O.Control) mit zunehmendem Alter und in den beiden älteren Gruppen 

(O.Jump, O.Control) mit steigendem Maß an Aktivität gezeigt werden (siehe Abb.15). 

Besonderes  Augenmerk  ist  auf  die  signifikante  Zunahme  der  durchschnittlichen 

Kollagen I Dicke mit dem Alter zu richten. Fede et al. konnten ebenso eine Zunahme 

der Kollagen I und III Genexpression bei Mäusen und Menschen mit zunehmendem 

Alter feststellen.6

Die  signifikante  Zunahme  der  durchschnittlichen  Faserquerschnittsfläche  der 

Kollagen III Färbungen in jungen Jahren bei vermehrter sportlicher Aktivität und auch 

mit  zunehmendem  Alter  in  den  Gruppen  der  nicht  sportlich  Aktiven  weist  eine 

Parallelität  zu  den  Ergebnissen  der  Zunahme  der  durchschnittlichen 

Muskelfaserquerschnittsfläche mit dem Alter in den Färbungen von Kollagen IV und 

Laminin  γ-1  auf.  Die  Zunahme der  Muskelfaserquerschnittsfläche mit  steigendem 

Aktivitätsgrad in jungen Jahren bestätigt die Theorie, in der sportliche Aktivität,  in 

diesem Fall explizit aerobes Training, mit einer Muskelfaserhypertrophie und damit 

größerer Muskelfaserquerschnittsfläche einhergeht.54-56

Die  signifikante  Zunahme  der  durchschnittlichen  Muskelfaserquerschnittsfläche  in 

den  Färbungen  von  Kollagen  III  mit  zunehmendem  Alter  mag  im  Kontext  einer 

erwarteten altersassoziierten Muskelfaseratrophie paradox erscheinen, wobei auch 

hier berücksichtigt werden sollte, dass für bestimmte Muskelgruppen oder -bereiche 

keine direkte Korrelation von Querschnittsfläche und funktionellen krafterzeugenden 

Bereichen  angenommen  werden  kann.57 Möglicherweise  spielen  zudem 

Fibroseprozesse eine Rolle, die mit den angewandten Methoden der vorliegenden 

Arbeit nicht erfasst wurden.57 

In  Thot  et  al.  wurde  eine  relative  Zunahme  des  Endomysiums  im  Rahmen  von 

Immobilisation beschrieben, was darin eher auf eine Abnahme der Muskulatur, als 

auf eine absolute Zunahme des Endomysiums bei keiner oder gering ausgeprägter 

Bewegung zurückgeführt wurde.38 In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in Bezug auf 

die  gleichen  angefärbten  Bindegewebskomponenten  ebenso  keine  generelle 

Zunahme des  Endomysiums  bei  geringerer  Bewegung  respektive  Immobilisation. 

Weiterhin deutet auch die Zunahme des Endomysium zu Faseranzahlverhältnisses 

(EFNr)  im  Alter,  als  Parallele  zu  den  Ergebnissen  der  relativen  Zunahme  des 

Endomysiums aus Thot et al., auf eine eher muskelatrophiebedingte Veränderung 

eines solchen Verhältnisses hin.38 Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Thot et 

al. konnte in dieser Arbeit zusätzlich noch eine Zunahme der Endomysiumdicke mit 

dem Alter gezeigt werden.38
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Zusammenfassend  kann  die  Aussage  getroffen  werden,  dass  Alterung  zu  einer 

Zunahme des Endomysiums des Musculus soleus begleitet von einer Fibrosierung 

des Bindegewebes bei gleichzeitiger Abnahme der Anteile der elastischen Fasern 

führt. Sportliche Aktivität kann einer Steifigkeit der Muskulatur entgegenwirken. Die 

Anpassungsvorgängen  bindegewebiger  Komponenten  sind  altersabhängig  und  in 

jüngeren Jahren stärker ausgeprägt. Unter Berücksichtigung der Fragestellung ist die 

Immunfluoreszenz gut zur Quantifizierung bindegewebiger Strukturen geeignet.

Es obliegt,  wie auch von Wessner et  al.  benannt,  zukünftigen wissenschaftlichen 

Studien, weitere  Bindegewebskomponenten  und  den  Einfluss  von  Sport  und 

Alterungsprozessen  zu  untersuchen,  um  ein  besseres  Verständnis  alters-  und 

sportassoziierter Veränderungen zu erhalten.28
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SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup, 
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C = 
concealed/verdeckt), StainVersion = Färbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ γ-1), NFibers_total = Anzahl Fasern gesamt im 
Bereich der ROI, FiberArea_total (µm²) = durchschnittliche Faserfläche im gesamten Bereich der ROI, Perimeter_total 
(µm) = durchschnittlicher Faserumfang der gesamten Fasern im Bereich der ROI, FeretMin_total (µm) = 
durchschnittliches minimales Feret der Fasern, FeretMax_total (µm) = durchschnittliches maximales Feret im gesamten 
Bereich der ROI, FeretRatio_total = durchschnittliches Feretverhältnis der Fasern, Tortuosity_total = durchschnittliche 
Gewundenheit der Fasern im gesamten Bereich der ROI, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jörn 
Rittweger erstellt

7. Tabellenverzeichnis

50

CSA = Faserquerschnittsfläche (µm²), Tortuosity = Gewundenheit, EFAr = Endomysium zu Faserflächenverhältnis (%), EFNr = 
Endomysium  zu  Faseranzahlverhältnis  (µm²),  Th_Endo  =  Endomysiumdicke  (µm),  in  Abhängigkeit  zu  den  vier 
Vergleichsgruppen Young Control (Young_Ctrl, n = 12), Young Jump (Young_Jump, n = 10), Old Control (Old_Ctrl, n = 11), 
Old  Jump  (Old_Jump,  n  =  10),  P_Age  =  Signifikanzwerte  Alter,  P_Sport  =  Signifikanzwerte  Sport,  P_Interaction  = 
Signifikanzwerte Interaktionen, Test = statistischer Test (ANOVA = Analysis of variance), die Tabelle wurde in Zusammenarbeit 
mit Herrn Prof. Dr. Jörn Rittweger erstellt

Tab.1 Daten Kollagen_IV_Laminin_ γ-1 Färbungen

Tab.2 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ γ-1 Färbungen
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Tab.3 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ γ-1 Färbungen

SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup, 
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C = 
concealed/verdeckt), StainVersion = Färbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ γ-1), ATot_ROI (µm²) = gesamte Fläche ROI, 
ATot_Endo (µm²) = gesamte Endomysiumfläche, EFNr (µm²) = Endomysium zu Faseranzahlverhältnis, Th_Endo (µm) = 
Endomysiumdicke, EFAr (%) = Endomysium zu Faserflächenverhältnis, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. 
Dr. Jörn Rittweger erstellt
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Tab.4 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ γ-1 Färbungen

SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup, 
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C = 
concealed/verdeckt), StainVersion = Färbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ γ-1), NFibers_inner = Anzahl Faser im Inneren der 
ROI, FiberArea_inner (µm²) = durchschnittliche Fläche im Inneren der ROI, Perimeter_inner (µm) = durchschnittlicher 
Faserumfang der innerständigen Fasern, FeretMin_inner (µm) = durchschnittliches minimales Feret der innerständigen Fasern, 
FeretMax_inner (µm) = durchschnittlicher maximales Feret der innerständigen Fasern, FeretRatio_inner = durchschnittliches 
Feretverhältnis der innerständigen Fasern, Tortuosity_inner = durchschnittliche Gewundenheit der innerständigen Fasern, die 
Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jörn Rittweger erstellt
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Tab.5 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ γ-1 Färbungen

SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup, 
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C = concealed/verdeckt), 
StainVersion = Färbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ γ-1), NFibers_outer = Anzahl der randständigen Fasern der ROI, 
FiberArea_outer (µm²) = durchschnittliche Fläche der randständigen Fasern der ROI, Perimeter_outer (µm) = durchschnittlicher 
Umfang der randständigen Fasern der ROI, FeretMin_outer (µm) = durchschnittliches minimales Feret der randständigen Fasern, 
FeretMax_outer (µm) = durchschnittliches maximales Feret der randständigen Fasern, FeretRatio_outer = durchschnittliches 
Feretverhältnis der randständigen Fasern, Tortuosity_outer = durchschnittliche Gewundenheit der randständigen Fasern, 
Peri_ROI (µm) = Umfang der ROI, NFibers_outer_adjusted = adjustierte Faseranzahl für die randständigen Fasern, 
NFibers_total_adjusted = adjustierte Faseranzahl gesamt, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jörn 
Rittweger erstellt
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Tab.6 Daten Kollagen_I

Young Control (Y.Control, n = 12), Young Jump (Y.Jump, n = 10), Old Control (O.Control, n = 11), Old Jump (O.Jump, n =  
10), Rohdaten der Kollagen I Färbungen mit Angabe des Mittelwertes und der Standardabweichungen von Estimated Mean 
Fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsfläche (µm²), Total Endomysium Area/Total Fiber Area (EFAr) = Endomysium 
zu Faserflächenverhältnis, Total Endomysium Area/Total Fiber Number (EFNr) = Endomysium zu Faseranzahlverhältnis 
(µm²),  Estimated  Mean  Endomysium  Diameter  =  durchschnittliche  Endomysiumdicke  (µm),  die  Tabellen  wurden  in 
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Christoph Clemen erstellt
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Tab.7 Daten Kollagen_III

Young Control (Y.Control, n = 12), Young Jump (Y.Jump, n = 10), Old Control (O.Control, n = 11), Old Jump (O.Jump, n =  
10), Rohdaten der Kollagen III Färbungen mit Angabe des Mittelwertes und der Standardabweichungen von Estimated 
Mean  Fiber  Area  (CSA)  =  Muskelfaserquerschnittsfläche  (µm²),  Total  Endomysium  Area/Total  Fiber  Area  (EFAr)  = 
Endomysium  zu  Faserflächenverhältnis,  Total  Endomysium  Area/Total  Fiber  Number  (EFNr)  =  Endomysium  zu 
Faseranzahlverhältnis  (µm²),  Estimated  Mean  Endomysium  Diameter  =  durchschnittliche  Endomysiumdicke  (µm),  die 
Tabellen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Christoph Clemen erstellt
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