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1. Zusammenfassung

Hintergrund:

Der menschliche Korper unterliegt zu jeder Zeit und je nach Beanspruchung
Veranderungen auf biologischer, physikalischer und chemischer Ebene.! Das Altern
ist ein Prozess, bei dem in der Regel ein Rickgang der physiologischen
Leistungsfahigkeit 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 Stitz-
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
Veranderungen des intramuskularen Bindegewebes (IMCT), insbesondere des
Endomysiums, gewahren 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 y-1, Kollagen 1V,

Kollagen | und Kollagen Il zu quantifizieren.

Material und Methoden:

Im Rahmen der MALICoT-Studie wurden Muskelbiopsien des Musculus soleus von
43 mannlichen Probanden am deutschen Zentrum fur Luft- und Raumfahrt in Kdln
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 gefarbt, fluoreszenzmikroskopiert,
mit Analysesoftware untersucht und mittels R-Skript statistisch ausgewertet. Es
wurden verschiedene Arten der Analyse verwendet. Die Untersuchung der
Bindegewebsanteile Laminin y-1 und Kollagen IV erfolgte mit dem Mikroskop Zeiss
Axio Imager.M2 und der dazugehorigen Software Zeiss Zen 3.4. Die Untersuchung
der Bindegewebsanteile Kollagen | und Il erfolgte ebenso mit dem Mikroskop Zeiss

Axio Imager.M2 und der dazugehérigen Software Zeiss Zen 3.4. Die Analyse der



Kollagene | und Il wurde zusatzlich unter Zuhilfenahme der Programme Irfanview 64

v. 4.60 und Cellprofiler v. 3.0.4 vorgenommen.

Ergebnis:
Anhand der immunhistochemischen Farbungen von Laminin y-1 und Kollagen IV

konnte eine signifikante Zunahme der Dicke des Endomysiums (p=0,08) sowie der
Muskelfaserquerschnittsflache (p=0,045) im Alter unabhangig vom Trainingsstatus
nachgewiesen werden. Das Verhaltnis von Endomysium zur
Muskelfaserquerschnittsflache zeigte keine signifikanten Veranderungen. Dagegen
wurde beim Verhaltnis von Endomysium zu Faserzahl eine, wenn auch nicht
signifikante, altersbedingte Zunahme unabhangig vom Trainingszustand festgestellt
(p=0,07). Die Tortuositat, die Gewundenheit der Muskelfasern und somit auch des
umgebenden Bindegewebes, wurde als mdoglicher Parameter zur Bewertung der
Muskelsteifigkeit herangezogen und zeigte eine signifikante Zunahme bei sportlicher
Betatigung unabhangig vom Alter (p=0,004).

Bei den Farbungen von Kollagen | zeigte sich sowohl bei hoher sportlicher Aktivitat
mit zunehmendem Alter Y.Jump zu O.Jump (p=0,039) eine signifikante Zunahme der
durchschnittlichen Bindegewebsdicke als auch in héherem Alter mit zunehmender
sportlicher Aktivitat O.Control zu O.Jump (p=0,033). Fur die Farbungen von Kollagen
I ergaben sich keine signifikanten Veranderungen der
Muskelfaserquerschnittsflache/CSA (Cross sectional area).

Die Bindegewebsdicke wies fur die Farbungen von Kollagen Il keine signifikanten
Veranderungen auf (alle p>0,05). Fir die Farbungen von Kollagen Ill ergab sich
einerseits eine signifikante Zunahme der Muskelfaserquerschnittsflache/CSA (Cross
sectional area) mit zunehmendem Alter bei gleichbleibend verminderter sportlicher
Aktivitat Y.Control zu O.Control (p=0,039), andererseits zeigte sich eine signifikante
Zunahme der CSA in den Gruppen der Jungen mit zunehmender sportlicher Aktivitat
Y.Control zu Y.Jump (p=0,045). Die Bindegewebsdicke wies fur die Farbungen von
Kollagen Il keine signifikanten Veranderungen auf (alle p>0,05).

Es zeigten sich fir das Verhaltnis von Endomysium zu Faserflache (EFAr) und das
Verhaltnis Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) weder in den Daten flr Kollagen |

noch fir Kollagen lll statistisch signifikante Veranderungen (alle p>0,05).



Schlussfolgerunag:

Im Einklang mit der Hypothese der vorliegenden Arbeit wird das Endomysium durch
das Alter und den Trainingszustand beeinflusst. Bei der Untersuchung von
Veranderungen des Endomysiums ist zu berlcksichtigen, dass die genaue
biochemische Zusammensetzung des Endomysiums nicht schlussendlich
nachgewiesen ist und somit die den jeweiligen Auswertungen zugrundeliegende
Bindegewebs- und Muskelfaserart mit beriicksichtigt werden muss.?* Dass die
verschiedenen Bindegewebssubtypen von Sauge- und Nagetieren unterschiedlich
auf sportliche Betatigung und Alterung reagieren und sich dabei auch das Verhaltnis
der unterschiedlichen Subtypen zueinander andert, ist in der bisherigen Literatur
beschrieben.?® Dies zeigt sich auch in den hier aufgeflihrten Ergebnissen der
Farbungen von Laminin y-1/Kollagen IV, Kollagen | und Ill. 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 Farbungen von Laminin y-1/Kollagen IV und Kollagen
| gezeigt werden.®’ Die gleichzeitige Zunahme der Muskelfaserquerschnittsflache im
Alter, insbesondere bei den Laminin y-1/Kollagen IV und Kollagen Ill Farbungen,
lasst darauf schliellen, dass hier eine Atrophie der funktionellen Faseranteile bei
gleichzeitig erhaltenem oder gar zunehmendem Bindegewebsgerust vorliegt. Der
Einfluss von Sport und Alter spiegelt sich in unseren Daten jedoch nicht in statistisch
signifikanten Effekten im Verhaltnis von Endomysium zu Faserflache (EFAr) oder
dem Verhaltnis von Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) der Farbungen Laminin y-
1/Kollagen IV, Kollagen | und Kollagen IIl wider. Dies kann auf die grof3e Variabilitat
der Faserflachen in den vier Gruppen zurtuckzufuhren sein.

Die in dieser Arbeit angewandten Analysemethoden sind geeignet, alters- und
sportassoziierte =~ Veranderungen des Bindegewebes, insbesondere des
Endomysiums sowie der unterschiedlichen darin enthaltenen Bindegewebsmolekdule,
zu erfassen. Es obliegt zukunftigen Studien mit anderen Untersuchungsmethoden,
weitere Bindegewebssubtypen, -parameter und -zusammensetzung in Abhangigkeit

zu sportlicher Aktivitat und Alterung weiterfihrend zu untersuchen.



2. Einleitung

2.1 Muskulatur des Menschen

Die Muskulatur des Menschen lasst sich in glatte und quergestreifte Muskulatur
unterteilen. Die quergestreifte Muskulatur hat die Aufgabe, Kraft aufzubauen, damit
Korperteile zu bewegen und lebenswichtige Funktionen wie den Herzschlag zu
ermoglichen. Dies geschieht durch Kontraktionsprozesse, die durch das
Zusammenspiel der Myofilamente Aktin und Myosin ermoglicht werden. Eine
Muskelfaser ist das Zellindividuum der Skelettmuskulatur. Skelettmuskulatur besteht
aus langen vielkernigen Zellelementen. Die Kraftibertragung und das reibungslose
Aneinandervorbeigleiten der Muskelbestandteile wird im Bewegungsapparat des
Menschen durch Sehnen und intramuskuléres Bindegewebe ermoglicht.®'" Der
Musculus soleus hat seinen Ursprung an der Dorsalseite des Caput und Collum
fibulae und ist Uber den Arcus tendineus musculi solei an der Linea musculi solei
dorsalseitig an der Tibia befestigt und inseriert GUber die Achillessehne am Tuber
calcanei.® Hier bewirkt er vom N. tibialis innerviert besonders Plantarflexion im
oberen Sprunggelenk und Supination im unteren Sprunggelenk.® Der Musculus
soleus leistet neben anderen Muskeln des Beines einen entscheidenden Beitrag bei
der Kraftliibertragung, wie sie beim Laufen, Springen oder Rennen von grof3er
Bedeutung ist. Dies ist unter anderem auf seine Zusammensetzung zuruckzufuhren,
da er hauptsachlich aus langsam zuckenden ausdauernden, auf oxidativen
Stoffwechsel angewiesenen Typ | Fasern besteht.s12 Er entwickelt dabei, auch wenn
er eher auf Ausdauerleistung ausgelegt ist, relativ groRe Krafte bei vergleichsweise
geringer mechanischer Arbeit und verminderter Ermidbarkeit.®'* Bei schnellen
Sprung- und AbstoRungsbewegungen, wie beim Springen oder Rennen, spielt
besonders die Nutzung der elastischen Speicherkapazitat des Sehnen-Muskel-
Komplexes eine groRe Rolle, um dies zu gewabhrleisten.” Der Musculus soleus ist
aufgrund seiner Anatomie und Physiologie bei solchen Aktivitaten besonders
beansprucht. Veranderungen 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 ausgepragt 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

durchgeflihrt worden, was zudem eine bessere Vergleichbarkeit ermdglicht.
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2.2 Hintergrundwissen Bindegewebe

Muskelfasern sind von intramuskularem Bindegewebe (IMCT) umgeben, welches
wiederum in Endo- und Perimysium unterteilt wird." Das Endomysium umschlieRt
einzelne Muskelfasern und das Perimysium bindelt Gruppen von Muskelfasern. Das
Epimysium, welches auch in die Muskelfaszien Ubergeht, umhullt den gesamten
Muskel." Faszien sind in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Forschung
und des gesellschaftlichen Interesses gerlickt. Das Perimysium ist zudem sehr
wichtig fir die Aufnahme und Organisation von Strukturen wie Nerven und Gefalie,
die fir eine ordnungsgemafe Muskelfunktion erforderlich sind.” Die Schnittstelle
zwischen dem Endomysium und der Zellmembran der Muskelzelle, dem Sarkolemm,
bildet eine spezielle Basalmembran, die hauptsachlich aus Laminin y-1 und Kollagen
IV besteht."'® Laminin kann direkt an Kollagen Typ IV binden.* 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 y-1 und Kollagen IV begrenzten Bereiche
als auch mittels direkter Kollagen | und Kollagen Il Farbung durchgefiihrt wurde.*

Das intramuskulare Bindegewebe besteht aus zwei Hauptkomponenten, den Zellen
und der extrazellularen Matrix (EZM). Die EZM wiederum setzt sich hauptsachlich
aus Proteinfasern, wie Kollagenen und elastischen Fasern sowie einer
Grundsubstanz, die unter anderem Proteoglykane und Glykosaminoglykane
beinhaltet, zusammen.®"" Zur EZM gehdren unter anderem Laminin y-1 und Kollagen
IV sowie die Kollagen-Subtypen | und lll, die am haufigsten im IMCT vorkommen.™*"
Kollagene sind verschiedene Proteine, die eine groflie Rolle bei der Vernetzung von
Zellen spielen.” Im Allgemeinen fungiert Kollagen | als Widerstandskomponente
gegenuber Kraft, Spannung und Dehnung, wahrend Kollagen Il ein flexibles Geflecht
bildet, was den zellularen Aufbau unterstutzt und ein Hilfsgerust fur Muskelfasern
darstellt.”®? Kollagen Typ | kommt im menschlichen intramuskuléren Bindegewebe
vorwiegend im Epimysium vor, Kollagen Typ | und Ill findet man Uberwiegend im
Perimysium und das Endomysium beinhaltet insbesondere Kollagen Typ I, 1l und
V.2" Bei Ratten zeigt sich eine ahnliche Verteilung, Kollagen vom Typ | kommt vor
allem im Perimysium vor, wobei Typ-lll-Kollagen sowohl im Endomysium als auch im
Perimysium exprimiert wird."”> Sehnen, wie beispielsweise die Achillessehne,
bestehen zu einem sehr grol3en Teil aus Kollagen Typ | Fasern, welches auch der
haufigste Fasertyp im menschlichen Korper ist.? Kollagen Typ IV baut netzwerkartige

Strukturen auf und bildet die Basis fur die Basallamina.?® Jede Muskelzelle wird von
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so einer Basallamina mit anliegender Gitterfaserhulle umgeben, welche zusammen
das Endomysium bilden.” Kollagene und elastische Fasern werden von den im
Bindegewebe vorhanden Zellen, den Fibroblasten, produziert und erhalten somit die
Struktur der EZM aufrecht.® Die EZM des Muskels ist sehr formbar, ihre
Beschaffenheit und infolgedessen ihre physiologischen Funktionen konnen durch
korperliches Training, Nichtgebrauch, Alterung oder verschiedene Krankheiten
beeinflusst werden." Bisher ist wenig darliber bekannt wie extrazelluldre Matrix und
damit auch das Bindegewebe auf Trainingsreize reagieren."* Fede et al.
beschreiben, dass Muskelerkrankungen gewdhnlich auf Veranderungen der Grole
und Beschaffenheit der Muskelfasern zurlickzufiihren sind.® Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass pathologische Veranderungen auch im Rahmen einer mit dem
Alter einhergehenden Fibrosierung der EZM auftreten konnten.® Altersbedingte
Veranderungen 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 Veranderungen
beobachten konnten.”?* Wahrend es weitestgehend akzeptiert ist, dass es im
Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses zu Muskelschwund kommt,?627
bleiben die genauen Veranderungen des intramuskularen Bindegewebes unklar.”?%
Alternder Skelettmuskel weist Studien zufolge eine Verminderung der Gewundenheit
der Kollagenfibrilen mit Zunahme der Steifigkeit, besonders derer der
Kollagenkomponenten auf.*® Williams et al. beschreiben eine Zunahme der
Endomysiumdicke nach einer Woche der Immobilisation.* Andere Studien benennen
die Sarkopenie, gekennzeichnet durch den Verlust von Muskelfasern, als eine
physiologische Veranderung des Muskelgewebes bei dlteren Menschen.® Es ist
bekannt, dass Altern mit einer Zunahme der Steifigkeit des IMCT und anderen
physikalischen und biologischen Veranderungen einhergeht.”*> Wahrend 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.?32 Aktuellere
Untersuchungen konnten eine Zunahme des Kollagens bei alteren Mannern und
Frauen zeigen.® Besonders Kollagen | wies eine deutliche prozentuale
Flachenzunahme und Akkumulation bei alteren Menschen und im Mauseversuch
auf.t

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

abschliel3end geklart 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.?

Kjaer et al. kamen in Bezug auf die korperliche Aktivitat zu dem Ergebnis, dass die
EZM vermutlich dynamisch auf mechanische Beanspruchung reagiert und die
Kollagensynthese ansteigt.®® Schoenrock et al. beschrieben im Rahmen einer
Bettruhestudie keine Veranderungen in der Dichte des Kollagen-I-Netzwerks bei
Menschen, die sich nicht korperlich betatigten.** Bei den Probanden, die ein
sprungbasiertes Gegenmafinahme-Ubungsprotokoll durchfiihrten, war die Kollagen |
Menge im Vergleich zu den Ausgangswerten hingegen sogar reduziert. An anderer
Stelle beschreiben Autoren eine  trainingsinduzierte =~ Zunahme der
Kollagenvernetzung, aber nicht des gesamten Kollagengehalts.®*® In einem
Rattenversuch konnte gezeigt werden, dass korperliche Aktivitat nicht unbedingt zu
einem Anstieg der Kollagenkonzentration flihrt.*® Ein M&useversuch wies auf eine
Abnahme des Kollagen IV nach einigen Tagen der Immobilisation hin.* In Thot et al.,
einer Arbeit aus der gleichen Arbeitsgruppe, aus der auch die vorliegende Arbeit
stammt und in der mittels ahnlicher Methoden die Veranderungen des Endomysiums
bei Immobilisation dargestellt wurde, konnte keine absolute Zunahme des
menschlichen Bindegewebes nach Phasen der Immobilisation festgestellt werden.*
In der gleichen Arbeit wird eine Methode zur Quantifizierung von Laminin y-1 und
Kollagen IV im Bindegewebe des Musculus soleus erwahnt.*® Bisherige
Untersuchungsergebnisse liefern, wie den vorangegangen Schilderungen zu
entnehmen ist, teilweise widerspruchliche Aussagen bezlglich alters- und
sportassoziierter Veranderungen. Die in der Literatur beschriebenen Diskrepanzen in
den Ergebnissen der Veranderungen des Kollagens sind moglicherweise unter
anderem auf nicht standardisierte Untersuchungsverfahren und Messmethoden,
unterschiedliche Fragestellungen in Bezug auf die zu untersuchten Messgrofien und
Gewebe, Unterschiede in der untersuchten Spezies und der Stichprobengrofle

zuriickzufiihren.

2.3 Aussichten und Begriindung des Forschungsinteresses in diesem
Bereich

Bislang ist nur wenig uber die Anpassung des menschlichen Muskelbindegewebes in
Bezug auf sportliche Aktivitdt und Alterung bekannt, beziehungsweise ist die
bisherige Studienlage unzureichend, uneindeutig und teilweise diskrepant. Im
Rahmen der MALICoT-Studie sollte eine geeignete und zuverlassige Methode
gefunden werden, die strukturellen Veranderungen der Fasern zu quantifizieren
13



sowie durch Vergleich der verschiedenen Techniken die am besten geeignete zu
ermitteln. MALICoT steht fir ,Master Athletic Laboratory Study of Intramuscular
Connective Tissue/ Muskelstudie Uber das Bindegewebe der Muskulatur®, im
Rahmen welcher verschiedene Untersuchungen wie Blutanalyse, Muskelbiopsien am
Unterschenkel, Magnetresonanztomographie des Beines, Kraftmessung der
Wadenmuskulatur am Dynamometer etc. durchgefihrt 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 Verstandnis von alters- und sportbezogenen Prozessen,
altersassoziierten  Pathologien und damit verbundenen  Komorbiditaten
entgegenzuwirken sowie diese frihzeitig und gezielt zu behandeln. Mdglicherweise
kénnten daraus auch prophylaktische und therapeutische Empfehlungen abgeleitet
werden. Bei stetig wachsender Lebenserwartung der Menschen scheint die Rolle der
korperlichen Aktivitat und deren Auswirkungen starker in den Fokus der
Naturwissenschaften und der Gesellschaft im Allgemeinen zu ricken. Das
Verstandnis der strukturellen Veranderungen des menschlichen Muskel- und
Bindegewebes sollte auch eine bessere Vorhersage von altersbedingten
myopathologischen Veranderungen ermdglichen. Beispielsweise sind
Bindegewebspathologien oft eng mit Veranderungen in der Zusammensetzung und
Struktur der EZM verbunden."” Dies wurde auch bei Erkrankungen des
Knorpelgewebes wie Arthrose und Bandscheibendegeneration untersucht und
beschrieben."

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 moglich. 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 ungeklart, inwieweit Sport und insbesondere
altersabhangiger Sport im menschlichen Korper zu Veranderungen des
Bindegewebes und im Speziellen des Endomysiums fihrt. Insbesondere der Bereich
der IMCT-Anpassung und -Plastizitat ist noch wenig erforscht.” Wir wissen, dass im
Alter ein Ruckgang der Muskelmasse und der Fahigkeit zur aktiven Krafterzeugung
auftritt.”” Des Weiteren wird eine IMCT-Versteifung und die bereits erwahnte
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Zunahme der IMCT im Alter beschrieben.?’ Der Einfluss von Sport auf das
Bindegewebe fand bisher wenig bis keine Berucksichtigung, zudem gibt es keine
Informationen und Empfehlungen Uber die beste und zuverlassigste Art der
Quantifizierung dieser Veranderungen.?” Andere Untersucher wiesen bereits darauf
hin, dass der Einfluss von Bewegung auf die Anpassungsvorgange, die Flexibilitat
und die Elastizitdit des gesamten Muskel-Sehnenapparates und des IMCT in
zukinftigen Forschungsvorhaben Beriicksichtigung finden sollte.®*® Dies war ein
Grund, warum wir uns auf endomysiale Veranderungen und deren Quantifizierung im
Sport und im Alter konzentriert haben. Um eine Vergleichsgrofie der Flexibilitat und
Elastizitdt zu haben, wurden in dieser Arbeit Daten fur 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, wahrend Sport diesen
Veranderungen scheinbar nicht entgegenwirkt.®® Zudem konnte in einer
Immobilisationsstudie eine Zunahme der Kollagen-lll-Isoformen gezeigt werden.*
Das Alter stellt einen entscheidenden Faktor fur Veranderungen 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.®

Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass das Endomysium durch das Alter und den
Trainingszustand beeinflusst wird. Um einen detaillierten Uberblick (iber diesen
Aspekt zu erhalten, wurden die Gewebekomponenten Laminin y-1, Kollagen 1V,
sowie Kollagen | und Ill im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Weiterhin sind
wesentliche Teile dieser Arbeit zur Zeit in Vorbereitung fur eine Verdffentlichung in

einer wissenschaftlichen Fachpublikation.

3. Material und Methoden

I.  Ethikfreigabe
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Nordrhein
(Aktenzeichen 2018143) in Dusseldorf, Deutschland, genehmigt und im deutschen
Register fur klinische Studien (DRKS-ID: DRKS00015764) registriert. Alle Probanden
gaben vor ihrer Teilnahme an der Studie ihre schriftliche Einwilligung nach

Aufklarung.
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[I.  Studiendesign
Insgesamt wurden 43 gesunde mannliche Probanden (Body-Mass-Index < 28 kg/m?)
in die Studie integriert. Die Probanden wurden in 4 verschiedene Gruppen eingeteilt:
10 junge mannliche Sportler und 12 junge mannliche Nicht-Sportler (20 - 35 Jahre),
10 altere mannliche Sportler und 11 altere mannliche Nicht-Sportler (60 - 75 Jahre).
Die Probanden wurden mittels Anzeigen auf der Website des Instituts, durch soziale
Medien, Uber Sportvereine, Trainer und DLR-Mitarbeiter rekrutiert. Sie mussten
weiterhin einen Fragebogen zu ihrer sportlichen Aktivitdt ausfillen, es wurden
Blutproben  entnommen, anthropometrische Daten erhoben und ein
Vertikalsprungtest durchgefuhrt. In die Gruppe der Sportler wurde aufgenommen,
wer mindestens vier Stunden pro Woche Lauftrainings absolviert und an Sprint-,
Sprung- und Laufwettbewerben teilnimmt.*' Probanden, die der Gruppe der Nicht-
Sportler zugeordnet wurden, waren wenig, bis gar nicht sportlich aktiv, was anhand
eines aktivitadtsbezogenen Energieverbrauchs von < 2 metabolischen Einheiten pro
Woche definiert wurde.*” Um den aktivititsbezogenen Energieverbrauch pro Woche
zu ermitteln wurde der Freiburger Fragebogen zur Bemessung der korperlichen
Aktivitat herangezogen.*? Die Zuordnung der Messwerte zu den Probanden war fiir
die Untersucher verblindet. Fir 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
Anasthesie 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 flissigem Stickstoff vorgekihlten 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 pm wurden auf
Objekttrager Ubertragen und bis zur Farbung bei -20 °C gelagert.

3.2 Farbeprotokoll Laminin y-1 und Kollagen IV
Die Schnitte wurden bei RT getrocknet und anschlieBend wurden die

Inkubationsbereiche der Proben auf den Objekttragern mit einem Fettstift markiert,
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10 Minuten in 0,5%igem PFA fixiert und dreimal 5 Minuten in PBS gewaschen.
AnschlielRend wurden die Proben 30 Minuten mit 5% NGS in PBS und 0,2% Tween-
20 blockiert. Danach wurden die Antikdrper anti-Laminin y-1 (Immundiagnostik AG,
AP1001.2, polyklonaler Ak) in einer Verdinnung von 1:200 und anti-Kollagen IV
(abcam, AB86042, monoklonaler Ak) in einer Verdinnung von 1:100 in
Blockierldsung aufgetragen. Zur Inkubation ruhten die Proben eine Stunde bei RT in
einer feuchten Kammer. Dann wurden die Objekttrager 6-mal fir 10 Minuten in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Sekundarantikbrper aufgetragen: Anti-
Kaninchen Alexa 568 (Invitrogen, A-11011, polyklonaler Ak) und Anti-Maus Alexa
647 (Invitrogen, A-21236, polyklonaler Ak), beide in einer Verdunnung von 1:500 in
Blockierlosung zusammen mit DAPI in einer Verdinnung von 1:1000, gefolgt von
einer 45-mindtigen Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT, geschutzt vor Licht.
Der anschlielende Waschschritt erfolgte mit 0,5% Triton X-100, 3-mal far 15 min.
und PBS 5-mal fur 15 min. Danach erfolgte eine kurze Spulung mit Aqua dest. sowie
die Einbettung in Mowiol/DABCO. Die Proben wurden bei RT fir 24 Stunden im
Dunkeln getrocknet und bei 4°C gelagert.

3.3 Farbeprotokoll Kollagen | und lll

FUr die Farbung von Kollagen | und Ill wurden die Schnitte ebenfalls nach der
Markierung der Inkubationsbereiche mit einem Fettstift fur 10 Minuten in 0,5%igem
PFA fixiert und dreimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen. Anschliellend wurden die
Proben mit 10% NGS in PBS, 0,15% Glycin und 0,2% Tween-20 fur 3h blockiert.
Danach wurden die Antikdrper anti-Kollagen Type | (Sigma-Aldrich, C2456,
monoklonaler Ak) in einer Verdlinnung von 1:100 und anti-Kollagen Type IIl (Merck-
Millipore, MAB3392, monoklonaler Ak) in einer Verdinnung von 1:100 in
Blockierlosung aufgetragen. Zur Inkubation ruhten die Proben eine Stunde bei RT in
einer feuchten Kammer. Dann wurden die Objekttrager 6-mal fur 10 Minuten in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde jeweils der Sekundarantikorper, Anti-Maus Alexa
647 (Invitrogen, A-21236, polyklonaler Ak), in einer Verdinnung von 1:500 in
Blockierlosung zusammen mit DAPI in einer Verdinnung von 1:1000 aufgetragen.
Dem folgte eine 45-mindtige Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT, geschutzt
vor Licht. Der anschlieliende Waschschritt erfolgte mit 0,5% Triton X-100, 3-mal flr
15 min. und PBS 5-mal fir 15 min. Anschlielend erfolgte eine kurze Spllung mit
Aqua dest. sowie die Einbettung in Mowiol/DABCO. Die Proben wurden bei RT fur 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 Ol-Objektiv (NA 1,4) gegenlber der Gruppenzuordnung verblindet
aufgenommen. Fir jeden Probanden erfolgte die gezielte Datenerhebung mit
anschlieBender Analyse anhand eines Schnittbildes jeweils fur die Farbungen von
Laminin y-1 und Kollagen IV, Kollagen | sowie Kollagen Ill. Als Software zur
Untersuchung und Auswertung des Bindegewebes wurde Zeiss Zen 3.4 (blue
edition) verwendet. Fur jede Probe wurde die Region of interest (ROI) als ein Areal
mit fir den Untersucher ersichtlich guter Qualitat hinsichtlich einer transversalen
Orientierung des Muskelfaseranschnitts, einer Abwesenheit von Perimysium und
ohne Schnitt- und Farbeartefakte flr die Analyse ausgewahlt. Jede dieser Regionen
enthielt typischerweise etwa 50 - 200 Muskelfasern. Es wurden Daten fiur die
Faserflache, die ROI-Flache, den Faserumfang, den durchschnittlichen
Faserdurchmesser, das maximale Feret, das minimale Feret, das Feretverhaltnis der
histologischen Schnitte von Laminin y-1 und Kollagen IV erhoben. Ein Feret ist als
Abstand zwischen zwei parallelen Ebenen definiert und kann fir die Beschreibung
der Querschnittsflache eines dreidimensionalen Objekts herangezogen werden. Die
Tortuositat, auch als Gewundenheit einer Struktur bezeichnet, wurde ermittelt, indem
die durch Zeiss Zen ermittelte Umfangslange durch den Umfang einer Ellipse mit den
entsprechenden Feret_min und Feret_max geteilt wurde (siehe s. 34).

Weitere Datensatze fur Kollagen | und Kollagen Il mit Flache, Hohe und Breite der
ROI und dem Anteil von Kollagen | und Kollagen Il Fasern und Muskelgréf3e wurden
erstellt. Der Schwellenwert fir die Fluoreszenzdetektion wurde fir jede Probe
individuell durch den Untersucher festgelegt. Die statistische Analyse wurde in dem

Statistikprogramm R durchgefuhrt.
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3.5 Datenerhebung der Laminin y-1 und Kollagen IV Farbungen
Es wurden Einzelaufnahmen der immunhistochemischen Farbungen von Laminin y-1
und Kollagen IV erstellt. (siehe Abb.1 und 2)

Abb.1 Farbung Laminin y-1, Alexa Fluor 568, in griin, Muskelfasern schwarz, Proband DP4,

19



Abb.2 Farbung Kollagen 1V, Alexa Fluor 647, in rot, Muskelfasern schwarz, Proband DP4,

Sowohl Laminin y-1 als auch Kollagen IV sind essenzielle Bestandteile des
Endomysiums. In der Bildauswertung ergaben sich fur die Messergebnisse der
einzelnen Farbungen keine Unterschiede. Somit wurden beide Fluoreszenzkanale

mittels Software Zeiss Zen 3.4 gemeinsam ausgewertet.

20



3.6 Auswabhlkriterien fir die statistische Analyse von Laminin y-1

und Kollagen IV
Es wurden zunachst verschiedene Grade der Verstarkung der Intensitaten der
immunhistochemischen Gewebemarker miteinander verglichen. Dies sollte dem
Zweck dienen, herauszufinden, ob durch die Verstarkung der Intensitat andere und
gegebenenfalls genauere Messergebnisse erzielt werden kdnnen. Es wurden zum
Beispiel versuchsweise die zusammengefuhrten Laminin_y-

1_Kollagen_IV_Farbungen einmal 10-fach und ein anderes Mal 30-fach verstarkt.

100 pam

Abb.3 histologisches Schnittbild, Gewebefarbung kombinierte Signale Laminin_y-1_Kollagen_IV_10x
(grun), Zeiss Zen ermittelter Umfang Muskelfaser (rot), Region of interest (weiles Viereck), Software
Zeiss Zen 3.4
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Da es keinen Unterschied in den statistischen Ergebnissen bezuglich der
Verstarkung der Intensitat gab, entschieden wir uns, das Laminin y-1- und das

Kollagen IV-Signal unverstarkt fur die statistische Analyse zu wahlen.

Anschliellend wurde fur jede Probe eine ROI mit einer ahnlichen Grole ausgewahilt.
Das Programm Zeiss Zen 3.4 war in der Lage, aus den Fluoreszenzsignalen das
Endomysium (hohe Signalintensitat) und die Muskelfasern
(Hintergrundsignalintensitat) zu identifizieren und zeigte uns die gewlnschten
Parameter an. (siehe Abb.3, 4, 5 und 6)

Abb.4 histologisches Schnittbild, Proband ED5, Laminin_y-1_Kollagen_IV in griin, eingezeichnete
ROI (weiles Viereck), Umfang, maximaler und minimaler Feret, korrigierter Umfang der Muskelfasern
(rote Markierungen), Zeiss Zen 3.4

22



Abb.5 histologisches Schnittbild, Proband BW3, Laminin_y-1_Kollagen_IV in griin, eingezeichnete
ROI (weiles 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_y-1_Kollagen_1V, einfach verstarkt,
AusschnittvergrofRerung, 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 randstandigen Fasern, wurde zusatzlich manuell ermittelt.
(siehe Abb.7)
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Abb.7 nistologisches Schnittbild, Proband_PN8_Laminin_y-1_Kollagen_IV in griin, Beispiel fir die
handische Zahlung der randstdndigen Muskelfasern, markiert mit roten Punkten, Region of interest
(weiles Viereck)

Es folgte die Prozessierung der Daten mittels folgender Formeln.

Die Endomysiumdicke wurde berechnet mit:

Tot o4,

0.5 - YPerimeter — PerimeterROI

Endomysiumdicke =

Das Endomysium zu Faserflachenverhaltnis (EFAr) wurde berechnet mit:

Tot oo

A
EFAr=100 - —

Tot pipre
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Das Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis (EFNr) wurde berechnet mit:

1ot o4

NFibre +N

nnnnn

OULer ygjysteq

Az, bezeichnet die Gesamtflache des Endomysiums. Ay, = steht fir die gesamte
Muskelfaserflache.

Die Anzahl randstandiger Ngp. . und innerstandiger Fasern Ng,. fir die oben

outer

aufgefuhrte Berechnung wurde durch die Software Zeiss Zen ermittelt.

Zur ldentifizierung der randstandigen Zellen wurde der Abstand zum Rand in
Vielfachen des jeweils erhaltenen minimalen Feret gemessen. Als Schwellwert, ab
dem eine Faser als randsténdig gezahlt wurde, ist durch empirische Uberpriifung das
durchschnittiche minimale Feret des Datensatzes des jeweiligen Probanden
festgelegt worden.

Alle Zellen, deren mittels Software erhaltenen Zentroide (geometrische Zentren der
Muskelfasern) naher zum Rand waren als der jeweils durchschnittliche minimale

Feret des jeweiligen Schnittes wurden als randstandige Fasern N, gezahit.

Um die Anzahl der empirisch ermittelten randstandigen Fasern auf die gemessene
Endomysiumflache anwenden zu kdnnen wurde die Anzahl der randstandigen

Fasern Ny, mittels untenstehender Formel adjustiert N oyer,,,-

N J— TOtFlbYPOm‘E!

Ourerud/um'd A
Mean ipreouter

Ag..  bezeichnet die Gesamtflache der oben ermittelten randstandigen Fasern.
Hierfir wurde die durchschnittliche Faserflache der randstandigen Fasern mit der

randstandigen Faseranzahl multipliziert. Aje.,,. — steht fir die durchschnittliche
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Muskelfaserflache der innerstandigen 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.*

Die Gewundenheit wurde berechnet mit der Formel:

Peri

5 -i/Feret(Min)%Feret(Max)z
8

Tortuositdt =

Grundlage fir diese Formel liefert die Annahme, dass die Gewundenheit als das
Verhaltnis 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 | und Kollagen lll Farbungen
Die Datenerfassung fur die statistische Analyse von Kollagen | und Kollagen Il
erfolgte auf die folgend beschriebene Weise. Zunachst 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-weil3 Bilder umgewandelt. (siehe Abb.10) AnschlieRend 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_|_ROI_Auswahl in rotem Viereck,
Bindegewebe rot, hier Muskelfasern mit starkerem Hintergrundsignal, Navigatorfenster unten rechts
zur Orientierung auf dem Schnittbild.

Die ROI-MalRe wurden in Zeiss Zen 3.4 vermessen. So erhielten wir die
Gesamtflache, Hohe und Breite jeder Region.

Abb.9 histologisches Schnittbild, Proband_MS7_Kollagen_|, nach Segmentierung durch Zeiss Zen
3.4 in grun dargestellt, Muskelfasern mit schwachrotem Hintergrundsignal der Kollagen-
Fluoreszenzfarbung, Navigatorfenster unten rechts zur Orientierung auf dem Schnittbild

28



Abb.10 histologisches Schnittbild, Proband_ QP4 Kollagen_|, konvertiert in schwarz-wei Bild
mittels Irfanview. v.4.60, Muskelfaser weil3, 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 schllssige Ergebnisse fir die Faser- und
Bindegewebsflachen, weil die automatisierte Erkennung von Muskelfasern vielfach
nicht korrekt funktionierte. Daher berechneten wir die Flache der Fasern und des
Bindegewebes schliel3lich manuell, indem wir die Gesamtpixelzahl der ROI, sowie
die der schwarzen und wei3en Pixel nach schwarz-weil3 Konvertierung mit Hilfe des

Histogramms in Irfanview v. 4.60 ermittelten. (siehe Abb.11)
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Image Histogram n

Update [|R []G [|B [v]Gray  [«]Cuves

R
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{channel) ¥D7D7D7 #D7 #D7 #D7

Abb.11 Proband BK1_Kollagen_| Muskelfaser und Bindegewebsanalyse mittels Irfanview v.4.60,
Histogramm mit Angabe der Pixel, Mauszeiger zeigt die Anzahl weil3er Pixel an, Muskelfaser weil3,
Bindegewebe schwarz, Irfanview v.4.60

Mit Hilfe des Open Source Programms Irfanview v. 4.60 war es damit moglich,
Gesamtflache, Faserflache und die Areale, welche die Bindegewebsfarbungen
aufnahmen, mittels Pixelanalyse zu quantifizieren. Gesamtfaseranzahl und
randstandige Fasern wurden handisch an den schwarz-weilen Bildern ausgezahlt.
Die Fasern des Kollagen-ROI-Bereichs wurden dreimal gezahlt, der durchschnittliche

Wert wurde ermittelt und zur Analyse herangezogen. (siehe Abb.12)
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Abb.12 BK1_Kollagen_I, handische Faserzahlung, markiert durch rote Punkte, Muskelfasern weiR,
Bindegewebe schwarz

Es folgte die Prozessierung der Daten mittels folgender Formelin.

Das Endomysium zu Faserflachenverhaltnis (EFAr) wurde berechnet mit:

T0t g4,

EFAr=

Tot i,

A, bezeichnet die Gesamtflaiche des Endomysiums. Ay, steht fir die gesamte

Muskelfaserflache.
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Das Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis (EFNr) wurde berechnet mit:

Tot oo

EFNr=
NNonBorder+O ’5 ’ NBorder

Ng.4r beschreibt die Anzahl der randstidndigen Muskelfasern. N yo.poqer gibt die
Anzahl der vollstandigen Muskelfasern innerhalb der ROI an. Der Faktor 0,5 wurde
gewahlt, da die handisch randstandig gezahlten Fasern aufgrund ihres nicht
vollstandigen Vorhandenseins innerhalb der ROI adjustiert in die Berechnung des
EFNr einflieen.

Eine aquivalente Darstellung der Tortuositat von Kollagen | und Ill, wie bei Laminin y-
1 und Kollagen_IV war dahingehend leider nicht moglich, da die Methode zur
Darstellung von Kollagen_| und Kollagen_lll 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 mannliche Sportler (20 -
35 Jahre), junge mannliche Nicht-Sportler (20 - 35 Jahre), alte mannliche Sportler
und alte mannliche Nicht-Sportler (60 - 75 Jahre) erhoben wurden, erfolgte die
gezielte statistische Auswertung. Die mittels Software Zeiss Zen erhaltenen Daten
wurden als CSV-Dateien exportiert. Fir die Testung der Hypothese, welchen Einfluss
das Alter und der Sport auf das Endomysium haben und fur die explorativen
Gruppenanalysen wurde eine Analysis of variance (ANOVA) verwendet. Fur die
statistische Analyse der Daten von Kollagen | und Ill der jeweiligen Gruppen
untereinander wurde der Welch's t-Test verwendet Das Signifikanzniveau wurde auf
0=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 Interquartilsabstanden respektive Median, Maxima und
Minima dargestellt.*’ Eine tabellarische Auflistung der den Graphiken und
Berechnungen zugrundeliegenden Daten finden sich im Tabellenverzeichnis dieser
Arbeit (Tab.1 - 7).
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4.1 Statistische Analyse Laminin y-1 und Kollagen IV
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Abb.13 Statistische Ergebnisse Laminin_y-1_Kollagen_IV, dargestellt sind: die Fasergrote CSA, das
Endomysium zu Faserflachenverhaltnis EFAr, das Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis EFNr und
die Endomysiumdicke in Abhangigkeit zu den vier Vergleichsgruppen Young Control (Y.Control, n =
12), Young Jump (Y.Jump, n = 10), OIld Control (O.Control, n = 11), Old Jump (O.Jump, n = 10),
Boxplots mit Median und Interquartilsabstanden, die Graphik wurde in Zusammenarbeit mit Herrn
Prof. Dr. Jérn Rittweger erstellt

Fur die kombinierten Farbungen von Laminin y-1 und Kollagen IV ergab sich, ohne
Berucksichtigung der sportlichen Aktivitat, fur die Muskelfaserquerschnittsflache, hier
als CSA (Cross sectional area) bezeichnet, eine signifikante Zunahme im Alter
(page=0,045). Sie nahm von durchschnittlich 3.799 ym? (SA=837) in der jungen
Kontrollgruppe (Y.Control) auf durchschnittlich 5.344 um? (SA=1.626) in der alten
Kontrollgruppe (O.Control) zu. Die durchschnittliche Muskelfaserquerschnittsflache
lag bei 4.922 ym? (SA=1.171) in der jungen Sportgruppe (Y.Jump) und bei 5.052 ym?
(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). Fur das Verhaltnis von Endomysium zu Faserflache (EFAr)

wurde kein statistischer Effekt beobachtet (alle p>0,45). Das Verhaltnis von
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Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) zeigte einen Trend fur die Zunahme im Alter
(page=0,07) unabhangig 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, unabhangig vom Trainingsstatus, einen Trend fur die Zunahme im Alter
(page=0,08). Die Werte lagen bei durchschnittlich 11,74 ym (SA=1,37) in der Gruppe
Y.Control, beziehungsweise 12,23 um (SA=2,37) in der Gruppe Y.Jump und bei
durchschnittlich 13,84 um (SA=1,9) in der Gruppe O.Control, beziehungsweise 11,98
um (SA=1,53) in der Gruppe O.Jump. Es zeigte sich ein Interaktionseffekt innerhalb
der vier Gruppen (pin=0,04). Ein Haupteffekt fur den Trainingszustand liel3 sich
jedoch nicht feststellen (p=0,24).
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Abb.14 Endomysium Tortuosity/Tortuositat/Gewundenheit, dargestellt in Abhangigkeit 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 Interquartilsabstanden, die Graphik wurde
in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jorn 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) starker ausgepragt war.
Die Gruppe der O.Control wies mit 1,33 (SA=0,12) ebenso eine schwachere
Gewundenheit auf als die der Gruppe O.Jump mit 1,47 (SA=0,13). Es zeigte sich
somit ein signifikanter Haupteffekt fir eine Zunahme der Gewundenheit durch
Training (p=0,004), unabhangig vom Alter. Ein statistisch signifikanter Effekt in Bezug
auf das Alter ohne Beriucksichtigung der sportlichen Aktivitat zeigte sich nicht

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

4.2 Statistische Analyse Kollagen | und Kollagen Il

Fir die Farbungen von Kollagen | ergab sich eine signifikante Zunahme der
durchschnittlichen Bindegewebsdicke der sportlichen Gruppen mit dem Alter
(p=0,039). Sie nahm von durchschnittlich 10,82 pm (SA=1,9) in der jungen
Sportgruppe (Y.Jump) auf durchschnittlich 13,20 pm (SA=2,76) in der alten
Sportgruppe (O.Jump) zu. Ebenso zeigte sich eine signifikante Zunahme der
durchschnittlichen Bindegewebsdicke der Gruppe der Alteren bei erhdhter sportlicher
Aktivitat (p=0,033).

Die durchschnittliche Bindegewebsdicke lag bei 10,79 (SA=1,8) in der alten
Kontrollgruppe (O.Control) und bei 13,2 uym? (SA=2,76) in der alten Sportgruppe
(O.Jump).

Fir die Farbungen von Kollagen | ergaben sich keine signifikanten Veranderungen

der Muskelfaserquerschnittsflache/CSA (Cross sectional area).

Far die Farbungen von Kollagen lll ergab sich eine signifikante Zunahme der
Muskelfaserquerschnittsflache/CSA (Cross sectional area) der Kontrollgruppen im
Alter (p=0,039). Sie nahm von durchschnittlich 4.787 um? (SA=1.242) in der jungen
Kontrollgruppe (Y.Control) auf durchschnittlich 6.661 um? (SA=2.466) in der alten
Kontrollgruppe (O.Control) zu. Die durchschnittliche Muskelfaserquerschnittsflache
zeigte eine signifikante Zunahme der CSA in den Gruppen der jungen mit
zunehmender sportlicher Aktivitat (p=0,045). Sie nahm von 4.787 ym? (SA=1.242) in
der jungen Kontrollgruppe (Y.Control) auf 6.284 pym? (SA=1.848) in der jungen
Sportgruppe (Y.Jump) zu.
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Die Bindegewebsdicke wies fur die Farbungen von Kollagen Il keine signifikanten
Veranderungen auf (alle p>0,05).

Es zeigten sich fir das Verhaltnis von Endomysium zu Faserflache (EFAr) und das
Verhéltnis Endomysium zu Faseranzahl (EFNr) weder in den Daten fir Kollagen |

noch fur Kollagen Il statistisch signifikante Veranderungen (alle p>0,05).
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Abb.15 Daten Farbungen Kollagen |, mean fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsflache (um?2),
estimated mean endomysium diameter = durchschnittliche Endomysiumdicke (um), total endomysium
area/total fiber area (EFAr) = Endomysium zu Faserflachenverhaltnis, total endomysium area/total
fiber number (EFNr) = Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis (um?), dargestellt in Abhangigkeit zu
den Gruppen Young Control (m, n = 12), Young Jump (A, n = 10), Old Control (¥, n = 11), Old Jump
(¢, n = 10), Median mit Minima, Maxima und Interquartilsabstadnden, Graphik wurde von Herrn Prof.
Dr. Christoph Clemen erstellt
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Abb.16 Daten Farbungen Kollagen Ill, mean fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsflache
(um?), estimated mean endomysium diameter = durchschnittliche Endomysiumdicke (um), total
endomysium area/total fiber area (EFAr) = Endomysium zu Faserflachenverhaltnis, total endomysium
area/total fiber number (EFNr) = Endomysium zu Faseranzahlverhdltnis (um?), dargestellt in
Abhangigkeit zu den Gruppen Young Control (m, n = 12), Young Jump (A, n = 10), Old Control (¥, n
= 11), Old Jump (¢, n = 10), Median mit Minima, Maxima und Interquartilsabstanden, 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).5” Der Einfluss von Sport und Alter spiegelt sich jedoch nicht in
statistisch signifikanten Ergebnissen bezlglich des Verhaltnisses von Endomysium
zu Faserflache (EFAr) oder Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis (EFNr) wider
(siehe Abb.13). Dies kdnnte auf eine zu grofRe interindividuelle Variabilitat der Werte
der Muskelfaserflache (CSA) in den jeweiligen Gruppen zuriuckgefuhrt werden. Fir
die durchschnittliche Muskelfaserflache (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.
Womoglich  sind die funktionellen  Anteile der Muskelflache  mittels
immunhistochemischer = Farbemethoden, wie im Fall der vorliegenden
Untersuchungen, nicht gut zu erfassen. So zeigen sich in einer Arbeit von Fede et al.
bei Farbungen mit Picrosirius red sowohl fettinfiltrierte und atrophierte Muskelfasern,
bei Erhalt des extrazelluldren Bindegewebsgeriistes.® In einer Arbeit von Kjaer et al.
wird die Anpassung der menschlichen Bindegewebskomponenten an korperliche
Aktivitat und im Alter als sehr vielschichtig, komplex und als bisher wenig untersucht
und verstanden beschrieben.”® Wahrend eine Zunahme der passiven
Muskelsteifigkeit im Alter bereits nachgewiesen werden konnte, werden die
Veranderungen des Kollagens in der Literatur widerspriichlich beschrieben.” Fede et
al. schreiben von einem signifikanten Anstieg des Kollagens beim Menschen und bei
Mausen mit zunehmendem Alter.® Babraj et. al zeigten in Studien mit Ratten eine
erhohte Kollagensyntheserate, aber zugleich auch eine verstarkte Abbaurate des
Kollagens mit Zunahme an Lebensjahren.” Eine Untersuchung von Gosselin et al.
wies in Ubereinstimmung mit der in dieser Studie festgestellten Zunahme der
Bindegewebsdicke ebenfalls auf eine Zunahme des Kollagens in Rattenversuchen im
Rahmen des Alterungsprozesses hin.*® Koharent 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

Ubersichtsarbeit nicht nur, dass der Kollagengehalt mit dem Alter ansteigt, sondern

38


https://www.ingentaconnect.com/search?option2=author&value2=Wojtysiak,+Dorota

in mit Bezug auf eine Vorarbeit aus Hindle et al. an langlebigen gro3en Tieren wie
Weddellrobben, dass im Alter zudem eine Verschiebung des Verhaltnisses von
Kollagen | zu lll, zu Gunsten von Kollagen | stattfindet."® Dies steht im Einklang zu
den Ergebnissen dieser Arbeit, wo auch nur in den Kollagen | Farbungen eine
signifikante Zunahme der Kollagen | Dicke mit dem Alter festgestellt werden konnte
und die Kollagen Il Dicke, weder signifikante alters- noch sportbedingte
Veranderungen zeigte.

Entsprechend den altersbedingten Veranderungen 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.*

Die bereits erwahnten Diskrepanzen in den Ergebnissen verschiedener Studien
zeigen sich auch im Vergleich mit der Arbeit von Wood LK et al.** Die dortigen
Studienergebnisse legen keine Zunahme der Extrazellularmatrix im Rahmen der
Alterung nahe, benennen allerdings eine Zunahme des Kollagens in den muskularen
Strukturen.** Die Untersuchung wurde wie in dieser Arbeit mittels
immunhistochemischer Farbung durchgefuhrt, wobei der untersuchte Muskel mit
dem Musculus tibialis anterior ein anderer war.** Nach Hibino et al. geht
Immobilisation mit verminderter Muskelelastizitat einher, hier benannt als
Muskelkontraktur.®® In dieser Studie wurde auch auf eine Zunahme der
Kollagenkonzentration nach Phasen der Immobilisation hingewiesen.* Die in dieser
Studie festgestellte Zunahme der Endomysiumdicke im Alter unabhangig von der
sportlichen Aktivitat konnte die in der Literatur mehrfach beschriebene altersbedingte
verstarkte Gewebesteifigkeit widerspiegeln.*®*> Dem Mechanismus der Versteifung
liegen mehreren Autoren zufolge unter anderem intermolekulare Cross-Links
(Quervernetzungen) zugrunde.'®*?*° Gosselin et al. beschreiben die Reifung des
Kollagens als Prozess, in dem die Cross-Links gebildet werden.*® Extrazellulares
Kollagen hat nach Aussagen von Wood et al. zufolge eine sehr lange Halbwertszeit
und ist ausgesprochen empfanglich fur AGE-Cross-Links, die zu einer verstarkten
Steifigkeit der Kollagenfibrillen fiihren.** Kjaer et al. beschreiben, dass die
Akkumulation von AGEs in Sehnen zu erhdhter Zugfestigkeit, aber auch erhohter
Steifigkeit fihrt.' AGEs, advanced glycation end products, sind heterogene
Endprodukte, die durch irreversible nicht-enzymatische Glykierung reduzierter
Zucker mit freien Aminogruppen von Proteinen entstehen.** Von Alnageeb et al. wird

berichtet, dass extrazellulares Kollagen fiur die Zunahme der Muskelsteifigkeit im
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Alter verantwortlich ist.*® In dieser Studie wurde noch genauer beschrieben, dass
Kollagen-Cross-Linking besonders im Alter zunimmt.*® Auch Haus et al. beschreiben
sowohl eine Zunahme des absoluten Kollagengehalts als auch der nicht
enzymatischen Quervernetzung des Kollagens im Rahmen der Alterung.®
Interessanterweise zeigten Untersuchungen an Landsaugetieren und Ratten ebenso
eine Zunahme des totalen Kollagengehalts mit dem Alter begleitet von einem
verminderten Muskelfaserflachen zu Kollagengehaltverhaltnis, was in der
Konsequenz auch zu einer erhdhten Steifigkeit flihrte.*4’4® Kollagen-Cross-Linking
verandert die biochemischen und mechanischen Eigenschaften des Muskels mit der
Folge eines altersbegleitenden Elastizitatsverlustes.*® Leider ist durch die im Rahmen
dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungsmethoden keine Aussage bezlglich des
Vernetzungsgrades des Kollagens oder Laminins im Rahmen der Alterung oder
sportlicher Betatigung moglich. Hier eréffnen sich moglicherweise Ansatzpunkte flr
zZielgerichtete Untersuchungen bindegewebiger Strukturen.

Alnageeb et al. beschreiben, dass Sport einen direkten Effekt auf die Muskulatur in
Form einer Reduzierung der Steifigkeit ausiibt.*® Weiterhin wurde hier ein Anstieg der
Endomysiumdicke im Alter festgestellt, was mit einer verminderten Compliance
(Nachgiebigkeit) der Muskulatur assoziiert wurde.*® Die Aussagen dieser Studie
stimmen somit mit unseren Beobachtungen bezuglich Endomysiumdicke und
Trainingseinfluss auf Muskelsteifigkeit beziehungsweise Tortuositat Uberein (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.'*® Es wurde hier sogar detaillierter beschrieben, dass die
Kollagen-Cross-Links, sowohl im Herz- als auch im Skelettmuskel alter trainierter
Ratten abnahmen.*® Der Einfluss von Sport auf die Muskelsteifigkeit war in den
jungen Vergleichsgruppen allerdings nicht eindeutig.®' Dies ist gegebenenfalls auf die
generell geringer ausgepragte Steifigkeit der Muskulatur in der jungen Kontrollgruppe
zurlckzufuhren. In einer Studie am Menschen von Reeves et al. konnte hingegen
eine Zunahme der Sehnensteifigkeit durch Krafttraining festgestellt werden.*
Kovanen et al. beschrieben in ihrer Arbeit an Mausen, dass der Musculus soleus bei
lebenslanger sportlicher Aktivitat steifer wird.*® Weiterhin ist in der bestehenden
Literatur beschrieben, dass intensive exzentrische Ubungen, Uber verstarkte

enzymatische Aktivierung von Matrixmetalloproteasen (MMPs) und
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Gewebeinhibitoren von Metalloproteasen (TIMPs) zu einem Abfall von Kollagen IV im
Skelettmuskel fiihren."® MMPs und TIMPs werden gemeinsam durch korperliche
Aktivitat aktiviert und regulieren, neben anderen physiologischen Prozessen, den
Auf- und Abbau von Kollagen.™ Es ist somit wichtig zu unterscheiden welche Formen
der sportlichen Aktivitaten betrieben und in welchem Umfang diese durchgefuhrt
werden, um den damit einhergehenden Umbau des Gewebes bewerten zu kdnnen.
Bindegewebe und insbesondere das Endomysium ist veranderlich und unterliegt
fortwahrenden Umbauprozessen. Babraj et al. beschreiben in ihrer Arbeit das
Potenzial fur die Veranderlichkeit des Bindegewebes durch sportliche Aktivitat.?
Rosager und Kollegen zeigen anhand von Untersuchungen an Langstreckenlaufern,
dass Ausdauersport zu einer Zunahme der Querschnittsflache der Achillessehne
fuhrt.?2%" Die Achillessehne stellt den bindegewebigen Muskel-Knochen-Ubergang
von Musculus triceps surae, der aus dem Musculus gastrocnemius und Musculus
soleus besteht, zum Fersenbein, dem Calcaneus, dar.® In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Rosager et al. bezuglich Adaptation der Achillessehne an sportliche
Belastung, konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine Zunahme der
Endomysiumdicke bei jungen  Sportlern gegenuber der gleichaltrigen
Vergleichsgruppe festgestellt werden (siehe Abb.13). Die in der Gruppe der alteren
Sportler nicht vorhandene Zunahme der Endomysiumdicke lasst darauf schlieflden,
dass die Anpassungsfahigkeit des Bindegewebes an aullere Einflussfaktoren in
jungen Jahren starker ausgepragt 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 Aktivitatsgrad zunimmt.*? Interessanterweise konnte hier dediziert eine
Abnahme von Laminin mit dem Alter festgestellt werden, wobei das Mal3 der Aktivitat
auf Laminin keinen Einfluss zu haben scheint.”? Die Gesamtmenge von Kollagen IV
in den langsam zuckenden Fasern, wie im M.soleus, scheint generell hoher zu sein
als beispielsweise bei schnell zuckenden Fasern.®? Sowohl Alterung als auch der
Umfang sportlicher Aktivitat Uben jeweils unterschiedliche Einflisse auf die Kollagen
IV Genexpression aus.”> Wie Magnusson et al. schreiben, sind solche
Adaptationsvorgange wichtig, um den durch Sport induzierten erhdhten
Anforderungen an das menschliche Gewebe gerecht zu werden.?

In der bestehenden Literatur wird eine Vielfalt der Zusammensetzung der
Basallamina in Abhangigkeit von Entwicklungsstadium, Trainingsstatus und

Lokalisation mit weitlaufiger Heterogenitat der Subtypen der einzelnen
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Bindegewebskomponenten beschrieben, was eine standardisierte Auswertung der
Daten erschwert."

Der Versuch, in dieser Arbeit die Veranderungen einer 3D-Textur mit einem
histologischen Schnitt und einer 2D-Untersuchung zu beschreiben, ist in seiner
Aussagekraft ein durchaus diskutabler Weg hinsichtlich der Zuverlassigkeit der
Befunde. Es konnten zunachst fur die immunhistochemischen Farbungen von
Laminin y-1 und Kollagen IV zufriedenstellende Daten erhoben werden. Um neben
den Bindegewebsbestandteilen Laminin y-1 und Kollagen IV auch andere
Komponenten zuverlassig 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.?
Immunhistochemische Farbemethoden haben sich als eine Madoglichkeit der
Darstellbarkeit etabliert. Besonders hervorzuheben ist hier die relativ neue Methodik
des high dimensional tissue section imaging, die sich auch als Analysetechnik fur
Muskelgewebeschnitte im Stadium ihrer Etablierung befindet.>®

Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin eine Zunahme der Tortuositat in
Zusammenhang mit dem Trainingsstatus (siehe Abb.14). Kjaer et al. beschreiben
eine Abnahme der Steifigkeit von Muskelgewebe nach Ausdauereinheiten.’ Dieser
Sachverhalt im Kontext mit den vorliegenden Ergebnissen der Tortuositat kdnnte
Hinweise darauf liefern, dass die Berechnung der Tortuositat eine adaquate
Moglichkeit ist, die Steifigkeit von Muskelgewebe zu erfassen, wobei eine starker
ausgepragte 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 schwacher ausgepragten Tortuositat wider.® Inwieweit das Konzept
der Tortuositat als Marker zur Darstellung der Gewebesteifigkeit verwendet werden
kann, bleibt diskutabel und sollte durch weitere Versuche Gberprift werden.

Die bisherige Studienlage impliziert, dass die Veranderungen der Kollagen
Genexpression in Abhangigkeit des untersuchten angrenzenden Muskelgewebes
und der jeweiligen Kollagen Typen variieren kénnen.? Die Ergebnisse der gleichen
Studie von Kanazawa et al. legen beispielsweise nahe, dass Alterung eine Zunahme
der Kollagen | und Kollagen Il Genexpression hervorruft.? In Bezug auf die
Untersuchungen von Kollagen | in dieser Arbeit konnte ausschlie3lich eine

signifikante Zunahme der durchschnittlichen Kollagen | Dicke in den Kontrollgruppen
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(Y.Control, O.Control) mit zunehmendem Alter und in den beiden alteren Gruppen
(O.Jump, O.Control) mit steigendem Mal} an Aktivitat gezeigt werden (siehe Abb.15).
Besonderes Augenmerk ist auf die signifikante Zunahme der durchschnittlichen
Kollagen | Dicke mit dem Alter zu richten. Fede et al. konnten ebenso eine Zunahme
der Kollagen | und lll Genexpression bei Mausen und Menschen mit zunehmendem
Alter feststellen.®

Die signifikante Zunahme der durchschnittlichen Faserquerschnittsflache der
Kollagen IIl Farbungen in jungen Jahren bei vermehrter sportlicher Aktivitat und auch
mit zunehmendem Alter in den Gruppen der nicht sportlich Aktiven weist eine
Parallelitdt zu den Ergebnissen der Zunahme der durchschnittlichen
Muskelfaserquerschnittsflache mit dem Alter in den Farbungen von Kollagen IV und
Laminin y-1 auf. Die Zunahme der Muskelfaserquerschnittsflache mit steigendem
Aktivitatsgrad in jungen Jahren bestatigt die Theorie, in der sportliche Aktivitat, in
diesem Fall explizit aerobes Training, mit einer Muskelfaserhypertrophie und damit
groRerer Muskelfaserquerschnittsflache einhergeht.>**°

Die signifikante Zunahme der durchschnittichen Muskelfaserquerschnittsflache in
den Farbungen von Kollagen Il mit zunehmendem Alter mag im Kontext einer
erwarteten altersassoziierten Muskelfaseratrophie paradox erscheinen, wobei auch
hier bertcksichtigt werden sollte, dass fur bestimmte Muskelgruppen oder -bereiche
keine direkte Korrelation von Querschnittsflache und funktionellen krafterzeugenden
Bereichen angenommen werden kann.”” Mdoglicherweise spielen zudem
Fibroseprozesse eine Rolle, die mit den angewandten Methoden der vorliegenden
Arbeit nicht erfasst wurden.*’

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 ausgepragter
Bewegung zuriickgefiihrt wurde.®® In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in Bezug auf
die gleichen angefarbten Bindegewebskomponenten ebenso keine generelle
Zunahme des Endomysiums bei geringerer Bewegung respektive Immobilisation.
Weiterhin deutet auch die Zunahme des Endomysium zu Faseranzahlverhaltnisses
(EFNr) im Alter, als Parallele zu den Ergebnissen der relativen Zunahme des
Endomysiums aus Thot et al., auf eine eher muskelatrophiebedingte Veranderung
eines solchen Verhaltnisses hin.*® Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Thot et
al. konnte in dieser Arbeit zusatzlich noch eine Zunahme der Endomysiumdicke mit

dem Alter gezeigt werden.*
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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
fuhrt. Sportliche Aktivitat kann einer Steifigkeit der Muskulatur entgegenwirken. Die
Anpassungsvorgangen bindegewebiger Komponenten sind altersabhangig und in
jungeren Jahren starker ausgepragt. Unter Berucksichtigung der Fragestellung ist die
Immunfluoreszenz gut zur Quantifizierung bindegewebiger Strukturen geeignet.

Es obliegt, wie auch von Wessner et al. benannt, zukinftigen wissenschaftlichen
Studien, weitere Bindegewebskomponenten und den Einfluss von Sport und
Alterungsprozessen zu untersuchen, um ein besseres Verstandnis alters- und

sportassoziierter Veranderungen zu erhalten.?®
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7. Tabellenverzeichnis

Tab.1 Daten Kollagen_IV_Laminin_ y-1 Farbungen

Variable Young_Ctrl Young Jump Old_Ctrl Old_Jump P_Age |P_Sport |P_Interaction |Test
Number of subjects 12 10 11 10

CSA_Koll_IV_Laminin 3799.82 (837.45) 4922.24 (1171.59) |5344.09 (1626.5) |5052.49 (1923.13) | 0.045*]| 0.33 0.11 ANOVA
Tortuosity_Koll_IV_Laminin 1.37(0.11) 1.47(0.16) 1.33(0.12) 1.47(0.13) 0.6 0.004** ] 0.56 ANOVA
EFAr_Koll_IV_Laminin 52.08 (7.47) 49.87 (12.16) 49.86 (11.35) 52.38(13.84) 0.88 |0.86 0.45 ANOVA
EFNr_Koll_IV_Laminin 1964.78 (434.04) ]2414.72 (666.71) |2594.46 (746.12) |2494.22 (784.03) |0.07 |0.38 0.18 ANOVA
Th_Endo_Koll_IV_Laminin 11.74(1.37) 12.23(2.37) 13.84(1.9) 11.98 (1.53) 0.081 |0.24 0.04* ANOVA
Werte als Mittelwert + Standardabweichung P = Signifikanzwert a=0.05

CSA = Faserquerschnittsflache (um?2), Tortuosity = Gewundenheit, EFAr = Endomysium zu Faserflachenverhaltnis (%), EFNr =
Endomysium zu Faseranzahlverhdltnis (um?), Th_Endo = Endomysiumdicke (um), in Abhangigkeit zu den vier
Vergleichsgruppen Young Control (Young_Citrl, 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. Jorn Rittweger erstellt

Tab.2 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ y-1 Farbungen

|SubjlD  SportGroupC  AgeGroupC  AgeSportGroupC SportGroup AgeGroup AgeSportGroup StainVersion  NFibers_total Fiber_Area_total Perimeter_total FeretMin_total FeretMax_total FeretRatio_total Tortuosity_total

|BIS T2 Al AL T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 152 2657,204612 307,6824867 44,31695159 96,73400572 0493824021 1,202318277
k1 T2 Al ALTZ Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 109 3676,73963 383,372744 53,50823542 104,8507004 0,527452111 1,443805895
|BwW3 T2 Al AL TZ Ctrl Young Young Ctrl C4x01 Lam 157  3008,841025 332,884214 50,39498631 80,26731407 0,578861323 1,434652183
|67 T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 123 4140,591418 348,6214708 51,31106822 118,376575 0459959982 120022638
icQ1 T Al Al T2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 81 2884,658929 327,7007349 50,38983881 89,53153504 0.56594039 1,407383641
DK8 T1 Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 83 6061,503497 464,3419413 69,33314256 126,9264465 0,544631186 1,41822625
DP4 T1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 130 2052,711812 262,0006163 38,2522613 86,17796045 0,482651287 1,236469856
IoYe M A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 03 6687,003486 486,0716366 704720411 142,2118882 0,502364631 1,347979619
[EDS T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 75 5229,155504 506,4933497 57,51962632 139,5034518 0432741193 1,493198695
|ElB T2 Al AL TZ Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 166 3783,774845 364,8035048 51,42168796 118,4801973 046887219 1,258294547
IFP7 M A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01 Lam 149 2356,652095 355,0850193 43,35507579 809,98007308 0.496166082 1,576733693
|GAS Tl Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 63  3622,262965 409,9581315 54,80638443 96,21846466 0,568612463 1,635819887
1613 T. Al Al T2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 95 3957766114 394,648338 56,56638561 102,214782 0.563769531 1493388834
loMs 12 Al ALTZ Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 169 260577341 298,6813626 4750584422 8751590543 0.553894351 1,333866365
|GYE Lul Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 98 4962,252994 375,0633606 59,71025115 123,7511841 0,493798193 1,214648692
|Hag 2 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 114 3154,384883 286470207 4722646813 96,99887908 0,521676586 1,180678728
|[HRZ M1 A2 A2 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 92 3979,821021 386,804561 55,53200778 111,2187273 0,516263518 1,381240037
|IF3 T2 Al Al T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 135 3303,860095 325,1388926 49,17626285 104,8821628 048344034 1,247139641
1K8 T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 97 5521,878635 382,1741105 64,60817239 126,0041438 0,515096878 1,198151268
|[kBs T2 Al AL T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01 Lam 172 2216,809961 2476425579 42,26397837 80,3456014 0,54007772 1,216034985
K07 T Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 93 434601778 4580112577 60,36390244 111,8006057 0,552285168 1,55852849
|LP1 T1 A2 A2T11 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 88 3169,740886 412618791 51,28356939 93,3090823 0.549341053 169576553
Ms7 T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 114 4700,027164 381,0913047 60,74266274 1160392137 0.531096719 1,302914048
|0Y5 T1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 123 4001,960295 398,5119498 574644173 109,8270625 0,539452325 1,409737352
Pi8 T1 Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 119 3813,722425 369,2777938 5472224879 106,1819415 0,536386452 1374514618
|PN8 T2 Al A1 T2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 111 4636,547221 373,6987997 62,82357658 111,2884289 0,564843374 1,29903731
|qce T Al AlT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 161 3593361638 3096,4715061 51,83860445 111,1208194 0484124128 1,444607811
Qs M1 Al AlT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 116 3681,778174 429,8070727 53,82977762 105,6564941 0,521446187 1,507898186
QP4 T A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 109 4719,640751 409,3070457 63,10465212 114,0332321 0,568167121 1,377160665
R4 T2 Al ALTZ Ctrl Young Young Ctrl C4x01 Lam 139 3518,041889 382,8655291 4410767351 120,7647855 0.397516935 1,318641828
RMO T1 Al ALT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 162 3205,763454 336,3162962 5365245818 91,39628359 0595793127 1411193462
IRP9 Tl Al ALT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 95 3672903418 3254924329 5331312201 102,1265778 0.530696285 1,255316951
|RRS T2 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 111  7634,699008 509,006688 76,56201508 149,358592 0521507777 1,342325496
SF6 T2 Al Al T2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01_Lam 210 2973,531863 279,0083065 51,38574715 8699092721 0,598340048 1,233254017
ITNB T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 156 3207,393865 3264711759 50,38552538 9641006964 0,531994805 1,330320365
LIS T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 107  3697,043432 320,6940881 56,9394489 99,48606144 0,579983914 1,284628355
jvos T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 02  3585,105442 342,0289807 5259150264 102,31872 0,525712468 1,324869295
jvp2 T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 96  4905,324927 390,5995838 59,12663755 120,4700734 0509084853 1,290583962
wz T Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 143 4506,307656 373,2430055 6340161227 106,6351454 0,597739553 1,336702123
:XFS T2 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 87 4355,898201 4314024269 58,04459565 1063111941 0550047145 1,574545805
xva 11 A2 A2T1 Sprint 0Old Old_Sprint C4x01_Lam 69 6420,108084 545,0283239 71,15958711 141,4913528 0.519665802 1,530983003
Y62 T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 100 4782671682 394,8514857 646297462 111,1883632 0.588335999 1,362177294
Q2 T2 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 156 2948,283957 2829114172 46,85564672 91,51604594 0,529772593 1,222536689

SubjlID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup,
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C =
concealed/verdeckt), StainVersion = Farbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ y-1), NFibers_total = Anzahl Fasern gesamt im
Bereich der ROI, FiberArea_total (um?) = durchschnittliche Faserflache im gesamten Bereich der ROI, Perimeter_total
(um) = durchschnittlicher Faserumfang der gesamten Fasern im Bereich der ROI, FeretMin_total (um) =
durchschnittliches minimales Feret der Fasern, FeretMax_total (um) = durchschnittliches maximales Feret im gesamten
Bereich der ROI, FeretRatio_total = durchschnittliches Feretverhaltnis der Fasern, Tortuosity total = durchschnittliche
Gewundenheit der Fasern im gesamten Bereich der ROI, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. J6rn
Rittweger erstellt

50



Tab.3 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ y-1 Farbungen

SubjlD  SportGroupC  AgeGroupC  AgeSportGroupC SportGroup AgeGroup AgeSportGroup StainVersion  ATot_ROI ATot_Endo EFNr Th_Endo EFAr

BI5 12 Al AT2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 Lam 600422,7971 1965140161 1434992397 9,600504037 48,65306855
BK1 T2 Al A T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 am 604412,9197 2036483001 2170,008388 11,4557649 50,81493976
BW3 T2 Al AL T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 Lam 792576,0681 320188,0272 2269,758801 14,18618912 67,78072251
ccy |12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Cdx01 Lam 7122229286 202930,1841 1915,100426 11,23393401 39,84543892
cQi 12 Al A T2 Ctrl Young Young Ctrl Céx01 Lam 375077,5125 141420,1393 2235475033 13,06751606 60,52457807
DK8 T Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 741001898 2378972078 3486,721027 15,05670044 4728581647
DP4 T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 4359578141  169105,2786 1470,510532 11,76199629 63,37030982
DY6 1 A2 2Tl Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 8511468304 2292555062 2968,712684 12,14908059 36,86423934
EDS 1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 612576,752  220390,0892 3555,161636 13,90396966 56,19520247
EI9 12 Al Al T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 am 919706,6848 291600,0605 2024510408 11,03375681 46,42524839
FP7 T A2 A2 T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 615700,5959 2645594338 1951910447 11,35022248 75,34275735
GA3 m Al ATl Sprint Young Young_Sprint Cdx01 Lam 385895,7349 157693,1682 3146,988015 15,29610823 69,10227627
GI3 12 Al A T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 Lam 570392938 1944051571 2480768032 1237572271 51,70517954
GMs T2 Al A T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 Lam 668288,1516 227912 4452 1563947234 10,37651965 51,75409132
GYS T Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 657018 1707172066 2210435748 11,28250288 35,10527002
HA4 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 518015884 158416,0074 1642081866 11,78522647 44 05340982
HRS 1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 518015884 1518723501 1954856506 10,18858857 4147391087
IF3 T2 Al A T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 am 643912,0925 197889,7647 1738,384598 10,56814458 44 36768125
K8 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 757466,5607 2218443332 2798,59117 1473779664 4141805955
KBS 12 Al AL T2 Ctrl Young Young_Ctrl Cdx01 Lam 5721343609 190843,0476 1243,892235 10,44466254 50,05176908
K07 Tl Al ATl Sprint Young Young Sprint Céx01 Lam 644508,533 2404188794 3224 599735 13,26308 506,43317222
LP1 Li ! A2 A2 T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 469728,1215 1907909236 2692680844 12 37974267 68,39524004
M37 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 771653,5595 2358504628 2557899673 1285271951 4401812238
0Y5 1i | A2 ATl Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 7715339048 2792927885 2642 270291 13,30274695 56,73902063
P12 1 Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 679018,3385 22518537 2071,355685 12,05742799 49,61855696
PNE 12 Al Al T2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 am 735490,8504 2208341088 2310,884057 12,75789016 4290900925
Qce M Al Al T1 Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 067856,5182 389325,2046 2661,192742 13,91599575 67,20546802
QHS M Al ATl Sprint Young Young_Sprint Cdx01 Lam 582330,9933 1552447251 1633,840852 7,00640147 36,34973462
QP4 T2 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 760062,5383 2756516064 3246523432 1470030258 53,58277841
RL4 12 Al AL T2 Ctrl Young Young Ctrl Céx01 Lam 7800682,5383 3008596156 2524 809774 13,05491873 61,52820847
M8 11 Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 7900682,5383 2707588587 1810,975621 11,43126577 52,13581737
RP9 1 Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 493232429  144306,6042 1820,882979 11,40604504 4135738716
RRS 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 1157626609 3101750191 3231997772 1295204486 36,60091299
SF6 12 Al AT2 Ctrl Young Young_Ctrl Céx01 am 926816,0969 3023744058 1579,583212 11,88336887 4842316104
TNG 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 802959,7173  302606,2743 2130,573297 13,83048959 60,47850347
ui2 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Cdx01 Lam 5828413066 1872576594 2065,572498 12,83954307 4733705772
vog T1 A2 ATl Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 4526482664 122818 5658 1700,128175 9417304105 37,23606365
VP2 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 6852195941 2183088011 2777081025 14,15100944 46,35880487
wz m Al ATl Sprint Young Young_Sprint Céx01 Lam 9084354196 2640374249 2080,164475 11,54286618 4097402352
XF8 12 A2 AR T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 662621,1435 283858 4161668659 18,30255392 7450385409
Xva Li A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 Lam 662821,1435 2198336871 3821,236427 14,14023972 49,62526227
YB2 1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint Céx01 [am 662821,1435 1845539753 2184,753646 11,19134952 38,58805028
YQ2 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl Céx01 Lam 735450,8504 2754025468 2011,937703 1477765484 59,85862815
SubjlD Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup,
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C =

concealed/verdeckt), StainVersion = Farbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ y-1), ATot_ROI (um?® = gesamte Flache ROI,
ATot_Endo (um?) = gesamte Endomysiumflache, EFNr (um?) = Endomysium zu Faseranzahlverhalinis, Th_Endo (um) =
Endomysiumdicke, EFAr (%) = Endomysium zu Faserflachenverhaltnis, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof.
Dr. Jorn Rittweger erstellt
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Tab.4 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ y-1 Farbungen

;Sub]ID SportGroupC  AgeGroupC  AgeSportGroupC SportGroup AgeGroup AgeSportGroup  StainVersion  NFibers_inner  FiberArea_inner Perimeter_inner FeretMin_inner FeretMax_inner FeretRatio_inner Tortuosity inner
iBIS T2 Al ALT2 Cirl Young Young_Ctrl C4«01 _Lam 104 2945438626 338,2716516 4548498373 105,387185% 0478703672 1,315008884
|BK1 T2 Al ALT2 Curl Young Young Ctrl C4x01 Lam 66 427041417 432 4948785 58,20476112 115,6855346 0,529311244 1491191278
EBWS T2 Al ALT2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01 Lam 109 334867897 360,1029734 54,28195269 93,77653189 0,598167914 148012171
|cc7 T2 A2 A2 T2 Ctrl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 84  4806,316796 390,6820241 54,05842986 131,5156675 0439778224 1,225800874
ECQI T2 Al ALT2 Crl Yaung Young_Ctrl C4x01 _Lam 42 3693499574 385,7818411 58,05758412 102,1969398 0,590756292 1464144703
|Dkg  T1 Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 47 7373714334 5334564777 79,04036224 141,2067206 0,570484744 1473844996
lop4 1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01 Lam 84 2320,303933 288,5928635 4058539343 95,15739353 0473217554 1,244012556
oY 11 A2 ATl Sprint Old 0Old_Sprint C4x01_Lam 53 8053,096271 546,9179864 77.30028452 159,0558472 0484144813 1,375655447
iEDS Tl A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01 Lam 43 6326450444 579,6675635 63,80534088 155,852915 0436304248 1,543065436
|E)9 12 Al ALT2 Curl Yaung Young_Ctrl C4x01 Lam 113 4361657673 410,3422387 95,38185967 133,1800655 0452436041 1,277186457
EFP? Tl A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4:01 Lam 102 2590,707475 380,0721368 46,62215249 95,07889286 0,511290133 1,599450047
|GA5 1 Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 31 4354,101811 4758379758 6346024596 107,8791583 0,538970718 1,707834544
EG\B T2 Al ALT2 Curl Young Young_Ctrl C4x01 Lam 53 4797310102 456,1582301 64,1732745 1144236352 0,580381362 1,554378255
|6Ms T2 Al ALT2 Curl Young Young Ctrl C4x01 Lam 113 302188135 333,3098891 5236256651 9597507063 0,562234483 1,365636084
EGYB Tl Al AlTl Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 54 6296,592352 4439809322 §9,44446422 145,5094922 0496920498 1,233991406
EHM T2 A2 A2T2 Crl Old 0Old_Ctrl C4x01 Lam 69 3727479604 324,1748234 51,68651131 108,645426 0,51544125 1,206098883
IHR9 1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 50 4712,892363 435,16668 60,8395899 122,5647077 0,511605731 1419512341
%IFS T2 Al ALT2 Curl Young Young Ctrl C4401 Lam 87 2918133535 365,6622464 55,78867074 115,1220899% 0,511179859 1,282563694
EIKE T2 A2 A2T2 Curl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 57 67596934538 4431723414 74,06226843 144,5833724 0,527064348 1,220790604
éKBS T2 Al ALT2 Ctrl Young Young_Ctrl C4x01 _Lam 116 2485211328 267,3384246 45,82900034 85,84108842 0,54890958% 1,229388803
EKD? i Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 Lam 53 5421028328 547,2310851 68,98001956 129,3562529 0,553484749 1,614306551
it T A2 ATl Sprint Old Old_Sprint C4x01 Lam 54 393671164 4644343417 59,19303876 1044147366 0,573704168 1,708630163
éMS? T2 A2 A2T2 Ctrl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 66 5811,014951 431,295265 70,54145608 128,8727704 0,564011203 1,32278278%
oys 1 A2 ATl Sprint Old 0ld_Sprint Cax01 Lam 76 4696,383854 459,6989191 63,80638047 120335046 0,547777839 1496283405
iPJB i Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4«01 Lam 78 4174558496 394,6615885 58,64336753 111,1617287 0,548889241 1401508041
|PNB T2 Al ALT2 Curl Young Young Ctrl C4x01 Lam 63 5385545127 4159763394 68,00294738 1206833847 0,583396836 1,348438574
EQCB T Al ATl Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 114 395449028 428,2718515 54,62711368 119,8833795 0471910214 1458652584
|QHs 1 Al ALT1 Sprint Yaung Young Sprint C4x01_Lam 67 4494780687 5004140627 61,18415717 118,5064021 0,528800298 1,675024475
P4 T2 A2 A2 T2 Curl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 99 6058,803413 478,7938386 72,76679033 133,0533561 0,564491815 1,395844242
IRL4 T2 Al ALT2 Curl Young Young Ctrl C4x01 Lam 95 4103432884 435664629 4778322559 135,9352222 0,373312042 1,351533106
?RMQ T Al ALT1 Sprint Young Young Sprint C4x01 _Lam 107 3473572896 356,0949413 57,64514586 94,12665752 062346675 1443832573
[RPO M1 Al ALT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01_Lam 52 4402,799848 365,1897271 60,38897156 110,1816146 0,567226308 1,303960284
IRRO T2 A2 A2T2 Crl Old 0Old_Ctrl C4x01 Lam 67  8830,37473 567,2445498 8203724705 163,2741259 0,51943844 1,389631112
|SF6 T2 Al ALT2 Curl Young Young_Ctrl C4x01 Lam 1591 3262,04068 207,3167499 5479070243 90,68009976 06184002 1,259235323
;TNB T2 A2 A2T2 Ctrl Old 0ld_Ctrl C4:01 Lam 109 352286048 246,9456915 5402787444 100,1336326 0,55623441 1,358589862
2 12 A2 A2T2 Cirl Old 0ld_Ctrl C4x01 _Lam 59 4363,542217 362,7322377 §3,72124603 107,8203001 0,60364589 1,297830078
vos Tt A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4«01 Lam 50 4565700337 4014320288 61,95872501 116,7079681 0,548177045 1,365585887
P2 12 A2 A2T2 Curl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 58 5990406835 446,1514787 6947667459 133,5735744 0,54078267 1,329219372
EWLZ T Al AlT1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 89 5076,788404 410,5020293 69,02503386 114,6886991 0,610779133 1,372918546
EXFB T2 A2 A2T2 Crl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 50 5556,014053 504,9281293 67,8820878 121,601008% 0,568682131 1,617505672
va M A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01 Lam 38 7700,183843 588,9916689 8041596311 153,5430537 0,549438898 1,525978654
B2 T A2 A2T1 Sprint Old 0ld_Sprint C4«01 Lam 58 5661736289 4359314488 74,1602711 118,1008833 0,641618037 1,401805045
EYQZ T2 A2 A2T2 Curl Old 0ld_Ctrl C4x01 Lam 108 3361,149036 3052101918 50,46656758 97,31213968 0,536709765 1,238938474
SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup,

AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = OIld, C =
concealed/verdeckt), StainVersion = Farbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ y-1), NFibers_inner = Anzahl Faser im Inneren der
ROI, FiberArea_inner (um?) = durchschnittliche Flache im Inneren der ROI, Perimeter_inner (um) = durchschnittlicher
Faserumfang der innerstédndigen Fasern, FeretMin_inner (um) = durchschnittliches minimales Feret der innerstédndigen Fasern,
FeretMax_inner (um) = durchschnittlicher maximales Feret der innerstdndigen Fasern, FeretRatio_inner = durchschnittliches
Feretverhaltnis der innerstandigen Fasern, Tortuosity_inner = durchschnittliche Gewundenheit der innerstandigen Fasern, die
Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jorn Rittweger erstellt
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Tab.5 Rohdaten Kollagen_IV_Laminin_ y-1 Farbungen

SubjiD  SportGroupC  AgeGroupC  AgeSportGroupC SportGroup AgeGroup AgeSportGroup StainVersion  NFibers_outer  FiberArea_outer Perimeter_outer FeretMin_outer FeretMax_outer FeretRatio_outer Tortuosity_outer  Peri_ROI NFibers_outer_adjusted Nfibers_total adjusted

BI5 7 Al A1T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 48 2024,315913 2414059626 -39,59786029 76,68542702 0,526584777 1,243155078  3104,839606 32,94428081 136,9442508
BKI T2 Al A1T2 Cul Young Young Ctrl C4x01 Lam 43 2765518244 307.9759794 465277541 88,22048979 0,524398557 1371074844 3116887225 2784678014 93,84673014
BW3 12 Al AlT2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01 Lam 48/ 223712569 2710749478 41,56833348 79,02763192 0,535019273 1331398465  3561,006273 32,06698345 141,0669835
ccr 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 39 2706,721376 258,0079712 4345521236 90,07699121 0,503428386 1,145142856  3376,184844 21,96320762 105,9632076
cQ1 Mm@ Al AlT2 Cirl Young Young Ctrl C4x01 Lam 39 2013599772 265,1518513. 41,16303618 75,89186835 0,539215573 1347204804 2449613416 21,26178426 63,26178426
D8 T Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 36 4348,339348 374,1090744 56,65082796 108,1652553 0,510877952 1,345612887  3470,101511 21,22948296 66,22049296
opa T1 A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 46 1563,700113 2134408605 3397349827 69,78036961 0,499878103 122269623  2652,780082 30,99766572 114,8976657
o6 T A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 40 4876930345 4054502231 61,42461855 1198936424 0,513255891 1311300146  3732,137225 2422387803 77,22387803
ED5 L A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01_Lam 32 3754,665428 408,165499% 48,9468728 117,5338605 0427853337 1424980888 314262532 18,99158063 61,99158063
El8 7 Al A1T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 53 2551,685044 267,711487 4297830299 87,13896879 0,503915298 1,21801557  3850,696749 31,00640112 1440064011
7 T A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 47 1848702122 300,8576578 36.26482424 7891454715 0463243673 1527424372 3145,089606 33,53871502 135,538715
GAS L Al A1T1 Sprint Young Young Sprint C4x01_Lam 32 2719544083 346,1370323 4660014357 849221677 0,539202802 1,566055688 2604,315797 19,10923696 50,10923696
GI3 7 Al AlT2 Cirl Young Young Ctrl C4x01_Lam 42| 2897,584416 317,0288368 46,96721629 86,8083718 0,542806983 1,416425093  3037,208654 25,3649074 78,3649074
GM§ T2 Al AlT2 Curl Young Young Ctrl C4x01 Lam 56 1766,127032 2284023716 37,70567245 7044651843 0,537065156 126975061 3274327701 32,72898645 145,7289365
GY6 T Al A1T1 Sprint Young Young Sprint C4x01_Lam 44 3324854688 2904827048 47,76371693 97,04780606 0,489966273 1,190909906  3247,494368 2323237684 77.23237684
HAd T2 A2 A2T2 Cul old Old_Ctrl C4x01 Lam 45 2275530645 2286564617 40,38773527 79.14084042 0531237434 1141701004 2886,887225 2747266113 96,47266113
HR9 T A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 42/ 3107,116805 320,2306098 40,00441 97.71160792 0,521808503 1733567777  2886,887225 2768976887 77,68976887
IF3 7 Al A1T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 48 2190,514797 2516903139 37,18946105 86,32227695 0447224862 1,182033546  3221,756273 26,83540755 113,8354076
k8 1] A2 A2 T2 Cul old Old_Ctrl C4x01 Lam 40| 3761923973 2052516314 51,1360841 99,528743 0408043234 1,165890213  3482,696749 22,27000396 79,27000396
KBS T2 Al AlT2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01 Lam 56 1660,835701 206,843977 34,87928875 68,96209257 0,521783136 1188373504 3025434344 3742410081 1534241008
Ko7 T Al ATl Sprint Young Young Sprint C4x01_Lam 40 2921,62854 3418874864 4894754727 88,53837311 0,550685723 1484622559 3212446749 21,55774333 7455774333
LP1 Tl v A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 34 1951610864 330,3235046 3872147097 7567069024 0.507470224 1675333467  2743,684344 16,85537968 70,85537968
Ms7 T2 A2 A2 T2 Cerl oud Old_Ctrl C4x01_Lam 48| 3172418957 3120608592 47,26932191 98.38307328 0,485839305 127558453 3513637225 26,20473553 92,20473553
QY5 T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 47 2942834966 299,5713186 47,06378146 92,7384082 0,525989792 1,269780543  3513,363416 29,70182374 105,7018237
P8 T Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 41/ 3127,253801 320,9866721 47,26255949 96,70820002 0,512600687 1323161278 3295958654 30,71400289 108,7140039
PN T2 Al A1T2 Ctrl Young Young Ctrl C4x01_Lam 48 3653487469 318,2095289 54,7131524 98,95754931 0,537866954 1,23419815  3430,672939 32,56260868 95,56260868
Qce T Al A1T1 Sprint Young Young Sprint C4x01_Lam 47 2717432589 3193387534 45,07498632 89,86695007 0,513749365 1410541766 3939,137225 322972931 146,2972931
QHs T Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 49| 2570,121677 3332628212 4377378927 87,96315037. 0.510023219 149243979  3052,268178 28,01826628 95,01826628
qp4 12 A2 A2 T2 Cerl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 50/ 3139,322611 327,3126302 51,70332803 91,58948587 0,572503982 1,355114045  3555,803892 2590673244 8490673244
R4 T2 Al A1T2 Cirl Young Young Ctrl C4x01_Lam 44 2256972697 2688674726 36,17182242 88,01043366 0448482043 1,247626569  3555,803892 24,20090725 119,2009073
RM3 T1 Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 55 2684752357 297,8378411 45,88485801 86,08446523 0,541955353 1347695556 3555,803892 42,50994122 148,5009412
RPS 1} Al A1T1 Sprint Young Young Sprint C4x01_Lam 43 2790,237968 277 4864027 44,03070129 92,38560312 0486520443 1,196492456  2808,12532 27,25088414 78,25088414
RRO T2 ) A2 T2 Cl old Old_Ctrl C4x01 Lam 44 5814,010077 4203263075 68,22473005 128,1715517 0,524658813 1270291944 4303577701 28,97005969 95,9700596%
SF6 T2 Al A1T2 Cul Young Young Ctrl C4x01 Lam 59 2235,144801 2321511041 42,67137009 775401466 0,546999659 1,166750488  3850,696749 4042670265 101,4267026
TNG 7 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 47 2475779802 2788877249 4193837544 8777457261 0475779552 1,264759189  3585,101511 33,03044539 142,0304454
u2 2 A2 A2T2 Cirl old Old_Ctrl C4x01 Lam 48| 2877805342 2890601124 48,60348993 80,24189306 0.548441068 1268401238  3054,184344 31,65654176 90,65654176
vos Tl A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 42 2417730567 271,3110663 41,43885697 85,18866286 0408968024 1276397162 2691661035 2224076841 72,24076841
VP2 7 A2 A2T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01_Lam 38 3248,147247 305,8098496 43,32921259 1004699928 0460703974 1,23163939  3321,696749 20,61088643 78,61088643
we 1 Al A1T1 Sprint Young Young_Sprint C4x01 Lam 54 3566.070866 311,8346146 5437171371 93,36169572 0,576248392 1277012093 3812363416 37,93103266 1269310327
Xrg T2 A2 A2 T2 Curl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 37 2734120022 332,0433697 4475068734 85,64928219 0,524864732 151649193 3256,803892 18,20773667 66,20773667
XV3 T A2 A2T1 Sprint Old Old_Sprint C4x01_Lam 31 4850,882915 491,1377719 59,81306169 126,7183 0483145234 1,537117367  3256,803862 19,52946494 57.52946494
¥YB2 TL A2 A2T1 Sprint old Old_Sprint C4x01 Lam 42| 3568,725319 338,3601081 51,46854514 1016424882 0,514756041 1,307453255|  3256,803892 26,47358615 8447358615
Y2 12 A2 A2 T2 Ctrl Old Old_Ctrl C4x01 Lam 48 2022,58766 232,7391745 38,73107477 7847483504 0,514163957 1,185632674  3430,672939 28,88423175 136,8842317

SubjID = Probandenidentifikationsnummer, SportGroupC, AgeGroupC, AgeSportGroupC, SportGroup, AgeGroup,
AgeSportGroup = Gruppenzuordnung der Probanden (T1 = Sprint, T2 = Control, A1 = Young, A2 = Old, C = concealed/verdeckt),
StainVersion = Farbeversion (Kollagen_IV_Laminin_ y-1), NFibers_outer = Anzahl der randstandigen Fasern der ROI,
FiberArea_outer (um?) = durchschnittliche Flache der randstandigen Fasern der ROI, Perimeter_outer (um) = durchschnittlicher
Umfang der randstandigen Fasern der ROI, FeretMin_outer (um) = durchschnittliches minimales Feret der randstandigen Fasern,
FeretMax_outer (um) = durchschnittliches maximales Feret der randstdndigen Fasern, FeretRatio_outer = durchschnittliches
Feretverhaltnis der randsténdigen Fasern, Tortuosity_outer = durchschnittiche Gewundenheit der randstdndigen Fasern,
Peri_ROI (um) = Umfang der ROI, NFibers_outer_adjusted = adjustierte Faseranzahl fir die randstandigen Fasern,
NFibers_total adjusted = adjustierte Faseranzahl gesamt, die Tabelle wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jorn
Rittweger erstellt

53



Tab.6 Daten Kollagen_|

Collagen | Y.Control
Malicot_KB5 | _Malicot 613 | Malicot PN8 | Malicot E19 | Malicot BK1 | Malicot IF3 | Malicot 85| Malicot GM5 | Malicot 5F6 | Malicot 8W3 | Malicot_cat Malicot_RLA [AvERAGE Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SRT(Pixel factor area) 1216041956 1515124033 1217810497 120648602 1898369283 1210084362 1215829527 2363290393 1212931339 1212326509 1522185288 1208713926
i ROl iss ZEN in pm? i imag 1478758034 2205600835 1483062406 1455608517 360380593 1464304164 147824144 5585141479 1471202434 1469735782 2317048051 146100386
ROI Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 324899 163564 322899 369000 182750 191828 228780 83220 266716 274758 231812 318071
ROI Area [um] (from Zeiss ZEN) 480447,0065, 375477,655  478879,3679 5371195427 6585955348  280894,5392  338192,0766 464795,4739 3923932284 4038216639 537119,5427 464702,9589
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 6902738095 6022440476 6997202381 7401071420 818827381 5358452381 5982738005 6757619048 617577381 6570642857 7401071429 6757613048
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 6950238095 62304642857 6843869048 7257321420 8043154762 5242083333 5652797619  687,8095238 635575 6137440476 7257321429 687672619
Total Number of ibers. 151 66 66 112 ) 7 &5 123 82 ) 108 8
Number of Intact Fibers E) 39 a1 68 58 a5 38 81 45 a1 7 se
Number of Trimmed Fibers a1 27 25 a a1 30 27 a2 36 29 7 30
Total Fiber Area [px] (from Irfanview. v 60) 230021 138134 254115 308476 156525 169959 169198 68015 211588 233717 191457 238899
Total Fiber Area [um] (white] 3547851063 3171005258 3768684034 4490202020 5640857241 2488716714 2501154951 3798901532 3112887806 3435022377 4436150686 343032,3613
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [x'] 2171230769 263112381 4749813084 3427511111  1993,049045 2786213115 3285398058  666,8431373 33060625 4211117117 2139184358 3462,304348
act + 1/2 trimmed fibers) [um’] 3210724944 6040010015 7044269222 4989114365 7185805403 4079863466 4856611556 3724413266 4863887197 6189200508 4956502946 5058440018 5183,246526 1234706021
Total Endomysium Area [px’] (from Irfanview. v.4.60) 84978 25430 68784 60524 26225 21869 59582 15202 55128 41081 40355 79172
Total Endomysium Area [um] (black) 1256619002 5837712024 1020109646 8809924088 9450981067 3202286777 8807658147 8490532077 8110444779  60319,42622  93504,47409 1156705976
Total Endomysium Area / ROI Area 0261552052 015547431 021302017 016402168 0143502052  0,11400317 0260433604 0182672435 0206691762 0149371447  0,174085034 0208912079
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 1059866376 6749016304 1348385074  7,46457958 4947567133 4665199889 1493363071 3605192263 1041369013 5039100516 6352098265 1350111393
ated Mean Endomysium Diameter [um] 1288841979 1022559771 1642077497 900501001 9392309472 5645285433 1815674917 8732812374 1263109112 9746015384 9669070527 1631306543 1156342519 3,76043616¢
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0354191588 0184096602 0270680507 019620327 0167545121  0,12867209 0352143642 0223490662 0260544076 0175601261 0210778399 0331403648 0237346673 0075824911
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [p<7] 7690316742 4843809524 1285682243  672,4888880 3340764331 3585081967 1156932039  149,0392157 851575 7394774775 4508938547 1147,82020
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [um’] 1137211767 1111945319 1306747001 978805542 1203946633 5249650453 171024883 832,4051056 1267256397 1086836508 1044,742727 1676385473 1206795668 390692575
Collagen | Ydump
Malicot QH5 | Malicot GAS | Malicot 6Y6 | Malicot RP9 | Malicot W2 | Malicot DKE | Malicot KO7 | Malicot QC6 | Malicot RS | Malicot PI8 [AVERAGE Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SQRT(Pixel factor area) 120809793 1887743531 120305875 1506681587 1522722885 1213881623 1521460875 1086279006 0972936242 1518105157
Pixel factor iss ZEN in imag 1459500618 356357564 1447350355 2270080404 2318684986 1473508504 2314843193 1180002078 0946604932  2,304643268
ROI Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 255420 104610 287826 177888 285688 324864 185752 342216 426600 137982
ROI Area [um’] (from Zeiss ZEN) 3727856477 3727856477 4165850634 4038216639  662420,4762 4786898958  453232,4081 4038155912 403821,6639 318003 8967
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 6218214285 6218214286 6433154762 6570642857  817,1845238 6995833333 6754880952 6581011905 6579642857 5963571429
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 5995050524 5995050524 6475595238 6137440476 8106130952 68025 6709702381 6136071429 6137440476 533,2840476
Total Number of Fibers 7 6 56 50 121 57 85 88 o k)
Number of Intact Fibers a7 39 28 32 ) 0 a7 58 61 a3
Number of Trimmed Fibers 30 25 28 28 a1 27 39 30 35 27
Total Fiber Area [p<] (from Irfanview. v 60) 215874 84351 238800 150723 262754 285425 166783 276038 347030 108350
Total Fiber Area [um] (white) 3150682363 3005011688 3456272640 3421546852 562870055 4205761904 3860764922 3257206937 3285003095 2534185737
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact + /2 trimmed fibers) (o] 348183871 1637883495 5685714286 3276586057 2415462687 6561494253 2508015038 3781287671 4420764331 194619469
ated Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [um] 5081745747 5836721725 8229220593 7438145331 5600697065 966841817 580661537 446192731 4184717318 4485284491 6079253929 1808,066957
Total Endomysium Area [px?] (from Irfanview. v.4.60) 39545 20258 49026, 27165 42934 39439 29011 66182 79570 28028
Total Endomysium Area [um] (black) 5771741142 721944789 7095779853 6166697866 9955042118 5811370543 6715591587 7808480754 7532135442 6458532204
Total Endomysium Area / ROI Area 0154827343 0193662174 0170332076 0152708445 0150282826 0121401571 0148171037 0193302477 0186521331  0,203096011
ated Mean Endomysium Diameter [px] 7468583422 7047748805 117065261 759196632 5546591485 5272900578 5931874485 9972493015 1016923556 8013952472
Mean Endomysium Diameter [um] 9022780201 1330434239 1408363865 1143867585 8445921791 1004232198 9025114941 108320098 9894017835 1216602258 108255746 1902272665
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0183190194 0240174983 0205301508 0180231285 0176862173 0138176404 0173944587 0239760319 0229288534 0254856311 020217863 0037662115
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/:1 intact + 1/2 trimmed fibers) [px] 6378387097 3933786408 1167285714 5005434783 427039801 9066436782 4352556391 9066027397 1013630573 as6
Collagen |
Malicot CC7_| Malicot MS7 | _Mealicot Y02 | Malicot QP4 | Malicot 1K | Malicot TN6 | Malicot RS | Malicot VP2 | Malicot HA4 | Malicot XF8 | Malicot UI2 | AVERAGE standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SQRT(Pixel factor area] 1516445918 1514822215 1507873723 0952791448 1521423020 1212557855 1215326378 151593534 0970425602 1212786288 120909296
iss ZEN in m? / total p imag 2209608221 294686344 2073683163 007811544 2314728034 1470296553 1477018205 2208059954 0941725848 1047085058 10461905787
RO Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 219282 259081, 215295 323190 195804 314621 314685 216208 280819 183183 187916
ROI Area [um] (from Zeiss ZEN) 50426269  594509,6327 4895126166 2933956129 4532330079 4625861717 4647954739 4968612445 2644585109 2694388218 2747154878
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 6880833333 773380052 6997202381 5435488095 6753511905 6902738095 6757619048 7123154762 5244821420 517061905 5268095238
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 7328511005 7688571420 6995833333 5306785714 671071420 6701488005 6878005238 6975207619 5042202381 520922619 52104702381
Total Number of Fibers &6 82 13 75 59 50 51 7 76 ) 58
Number of Intact Fibers: 35 a9 7 a3 3 a8 25 a8 a8 a 29
Number of Trimmed Fibers a1 E 35 E 26 52 26 e 28 26 29
Total Fiber Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 184147 217650 175911 248276 165632 260051 282469 186819 230178 150230 151580
Total Fiber Area [un] (white] 423659551 490438,4828 3009658789 2253875180 3833930337 3823667918 4172118554 4293012625 2205314757 2209658826 2215956791
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [ox'] 3646475248 3322,900763 1842 4208067797 3600695652 4063453125 7433304737 2042031496 3777064516 2635614035 3484597701
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [um’] 8385460458 7625015004 4188124386 3820132523 8334631167 5974481122 1097925935 6760964763 3556050285 3876594432 5094153544 6235950003 2405709451
Total Endomysium Area [px’] (from Irfanview. v.4.60) 35135 41431 39384, 74914 30172 54560 32216 29390 46641 32953 36336
Total Endomysium Area [um] (black) 8079673486 9507114902 895467377 68007734 6383997423 8021937991 475836185 6753938204 4392303528 4846893916 5311980867
Total Endomysium Area / ROI Area 016022747 0159915239 0182930398 07231795538 0154092868  0,173¢14998 0102375391 0135933287 0166089189 0179891147  0,193362992
Estimated Mezn Endomysium Diameter [px] 8316057714 7511807687 5210573793 1392006191 504471963 9223208340 747723735 5844674109 5479156681 7958600236 1068184922
Estimated Mean Endomysium Diameter [um] 1261085177 1137908346 9364761024 1326567904 1223942171 1118369799 9087283786 BSG014803 5208300723 9652081237 129153487 1079873522 1818657835
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0190798655 0190356076  0,223885942 0301736777  0,182162867 0209796932 0114051453 057318045 0199169008 0219350329 0239715002 0.202576453 0047540522
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) (5] 6957425743 6325343511 4123079058 1269728814 6559130435 8525 8477834737 4628346457 7522741335 575122807 5353103448
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) fum’] 1599935344 1451467938  937.6621748 1152674475 1518260309 1253427811 1252200487 1063621764 708436053 850332266 1221145027 1182651261 279,4198497
Collagen | OJump.
Malicot FP7_| Walicot DP4 | Malicot LP1 | Malicot HR9 | Wealicot Y62 | Malicot ED5 | Malicot VOB | Malcot XV3 | Malicot DY6 | Malicot OV5 |AVERAGE [Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SQRT(Pixel factor area) 097305291 0970249254 191505195 0967784764 1522851467 1212361942 0972050103 1211400142 1897312985 151617473
Pixel factor iss ZEN in um? i imag 0946831966 0041383615 3667423972 093660735  2,319076580 1469821478 0044881403 1467430305 3590796564  2,008785812
ROI Area [px?] (from Irfanview. v.4.60) 255915, 218400 126711 398017, 285688, 255458 285152 333506 221298 219028,
ROI Area [um?] (from Zeiss ZEN) 2423085025 2055981816 464702,9589 3727856477 6625323527 375477,655 2694348218 4894168215 796627,78 503489,2636
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 503672619 4400119048 6757613048 6218014286  B17,1845238 602440476 5172061905 6997202381 8764642857  712,8630952
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 4810833333 4672550524 687672619 5995059524 81075 6234642857 50902619 6994464286  S0B9107143 7062916667
Total Number of Fibers 61 sa a9 & 107 6 a5 7 76 [
Number of Intact Fibers 35 0 25 a1 7 39 2 a1 a7 se
Number of Trimmed Fibers 26 20 2a 29 E E) 2 E) 29 0
Total Fiber Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 204817 163311 106427 332760 202178 219147 230103 269358 177628 176315
Total Fiber Area [un] (white) 193927827 1537382096 3903129311 3116654619 5616293303 3221069673 2211995711 3952802534 639424664 4007128487
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [px'] 4267020833 3888,357143 2876405405  7313,406593 2676 4058277778 668857143 409964286 288B260163 2526304345
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [um’] 4040151723 3660,435705 1054899814 6849790371 6205848953 5064043830 6319987745 7058575054  10397,14901  5807,432501 6685331403 2277207815
Total Endomysium Area [px’] (from Irfanview. v.4.60) 51098 55089 20284 65257 43510 36311 51049 64148 43670 44708
Total Endomysium Area [un] (black) 4838121978 5185988100 7433002785  61120,18585 1009030224 5337068767 4823525074 9413656805 1572031159 1027764149
Total Endomysium Area / RO Area 0199667858 0252239011 0160080814 0163955308  0,152299012 0142140782  0,179023819 0192344366 0197335719  0,204128315
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 1203183579 1635762405 7970564182 1241048588 6022033524 7474350343 1422415059 1175380201 923562242 8828469041
Estimated Mean Endomysium Diameter [um] 1170761283 1587007256 1526404448 1201067915  9,170662584 9061617895 1382658705 1423855742 1752324581 1338550166 1320504814 2760707802
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0249481244 0337325716 0190530734 0196108306  0,179661241 0165692435 0218062135 0238151456 0245850870 0256483951 022774081 0043866587
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [<] 1064541667 1311642857 5482162162 143421978 4807734807  672,4258250 1458542857 11655 7100813008 6479565217
Total Endomusium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) lum’] 1007342078 1234759095 2010541293 1393300788 1114950524 985346068 1378150021 1681010144 2556148227 1489513259 148046615 4907012058

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 | Farbungen mit Angabe des Mittelwertes und der Standardabweichungen von Estimated Mean
Fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsflache (um?), Total Endomysium Area/Total Fiber Area (EFAr) = Endomysium
zu Faserflachenverhaltnis, Total Endomysium Area/Total Fiber Number (EFNr) = Endomysium zu Faseranzahlverhaltnis
(um?), Estimated Mean Endomysium Diameter = durchschnittliche Endomysiumdicke (um), die Tabellen wurden in
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Christoph Clemen erstellt
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Tab.7 Daten Kollagen_lII

Collagen Il Y.Control
Malicot KB5 | Malicot GI5 | Malicot PN8 | Malicot £19 | Malicot BK1 | Malicot IF3 | Malicot B15 | Malicot GM5 | Malicot_SF6 | Malicot BW3 | Malicot cat Malicot RL4__|Average Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SQRT(Pixel factor area) 0570026066 1515175815 1511812433 1508337187 1889327601 1036049942 1216892566 1218538771 0969753908 1516285818 1216571061 1516600478
i R0l iss ZEN in pm® i Irfanview. v.4.60 094095057 2295757743 2285576843 2278096743 3569558785 1073399482 1480827517 1484836736 0940422662  2,099122683  1,480045145 230007701
ROl Area [px7] (from Irfanview. v.4.60) 197100 163590 264438 310566 156414 261620 272700 313028 417252 262880 362976 202038
ROI Area [um’] (from Zeiss ZEN) 185461,3573 3755630102 6043933709 7075000142 5583289678 2808227726  403821,6639 4647954739 3923932284 604393,3708  537220,8669 464702,9589
ROl Width [um] (from Zeiss ZEN) 4372738085 6023809524 802672613 865922613 7429821429 5358452381 6579642857 6757619048 617577381  B02,672619 7401071429 6757619048
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 4201309526 623642857 7529761305 517047619 7514702381 526083333 6137440476 6878085238 635375 7529761905 7258690476 687672619
Total Number of Fibers &3 78 75 128 £ 65 100 140 97 106 115 107
Number of Intact Fibers. 36 a8 a7 85 57 30 68 B 65 76 7 65
Number of Trimmed Fibers 27 30 2 a5 35 a1 2 a2 32 0 B 2
Total Fiber Area [px’] (white, from Irfanview. v.4.60) 166080 139567 198481 207239 131485 230014 227932 245650 s51002 206587 299185 156881
Total Fiber Area [um] (white) 1562730706 3204120218 4536435786 5632348551 4693434368 2473262684 3375279776 3647501463 3301278453 4703935036 4428087871 360838,3814
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [ox°] 3355151515 2215349206 3253786885 234349763 1764899329 4654528283 271347619 2064285714 4333851852 2245318681 3116520833 1820197678
Estimated Mean Fiber Area (/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [um?] 3157,03173 5085905108 7436779978 5338713006 6299911904 499649027 401819021 3065127263 4075652411  5169,160479 4612591532 195795132 4787612918 1262891441
Total Endomysium Area [p] (black, from Irfanview. v.4.60) 31020 20023 65957 63327 20929 31208 24768 67378 66210 58283 63790 45157
Total Endomysium Area [um?] (black) 2918828667 5515098841 1507497923 1442651591 8898553095 3349650425 6629368628 1000453296 6226538316 1339997673 9441207986 1038645775
Total Endomysium Area / ROI Area 015738204 0146848823 0249423305 0203908348  0,150378317 0113279672 016416575 021524592  OIS8681085 0221709525  0,175741647 0223507458
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 783650094 5570660823 1345751127 793137583 5329441169 6528197833 6720708036 7857175418 5193575609 86046825 7677640792 813301588
st Mean Endomysium Diameter [um] 7601611302 5440530551 2038523286 1197112048 100690603 686714398 5178379647 9574272877 7945752163 13,43499716  9,340395603 1234363537 1050934436 3708051585
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0186777657 0172125216  0332308885| 0256136775 0189595771 0135¢3¢478|  0196c0sass|  02742essi|  oism0ss1|  028ase7sas| 0213211868 0287842377 022666700 0058955965
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [px] 6266666667 3813174603 1081262295 6002559242 3346174497 6304242426 532952381 5662016807  B17,4074074  640,4725275 6644791667 5250813953
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 infact + 1/2 trimmed fibers) (um’] 580662357 8754125144 247130807 1367,042266 119436657 6766070555 789210551  B407I70S57 768708431 1472524016 0834591653 1207,727646 1103108891 512,4288485
Collagen Il Ydump
Malicot QM5 | _Malicot GAS | _Malicot GY6 | _Malicot RPS | Malicot WL2 | Walicot DKE | Malicot KO7 | Walicot GC6 | Walicot M9 | _Wialicot PJ5_|Average Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SQRT(Pixel factor area) 3700986012 1216499851 1506549444 121361263 1895146252 1906879204 1513371365 1210016737 0981735795 1215018517
Pixel factor. iss ZEN in um? / total pixel Irfanview. v.4.60 1569729746 1479871887 2269691228 1472855625  3,591579315 3636188298 2200292832 1464140503 0963805171 1476263996
ROl Area [px7] (from Irfanview. v.4.60) 27216 251904 221832 274176 184468 178464 259578 275808 419074 341055,
ROI Area [um’] (from Zeiss ZEN) 3727856477 3727856477 5034901446 4038216639 662531453 6489287083  594509,6327 4038216639 4039056884 503489,2636
ROl Width [um] (from Zeiss ZEN) 6218214286 6218214286 7127261305  657,9542857 5173214286 7915833333 7688571420 6579642857 6561011305 7128630952
RO Hight [um] (from Zelss ZEN) 5995059524 5995059524 7064285714 6137440476 510613095  B197857143 7730380952 6137440476 6137440476 7052916667
Total Number of Fibers 68 50 & 6 118 &7 88 105 B B
Number of Intact Fibers. ) 33 35 39 5 a2 55 65 61 63
Number of Trimmed Fibers 28 27 a1 30 ) 25 3 ) 36 29
Total Fiber Area [px’] (white, from Irfanview. v.4.60) 21858 207271 195302 228013 155303 148809 213285 237072 338980 275056
Total Fiber Area [um] (white) 2993955279 3067345258 443366024 3364193719  557926,7055 5412429915 4885080095 3471067174 326710677 406056,9201
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [ox’] 4047777778 445744086 3793048544 422087037 1585132653 2731174312 2983146853 2756651163 4290886076 3543,108677
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [un] 5500361620 6506441416  §603,049000 6220088360  5603,120648 0031064072 6832279854 4036124621  G135S7R10 523044413 6284,746084 1848844110
Total Endomysium Area [px] (black, from Irfanview. v.4.60) 5083 44633 26490 45763 20125 29615 46283 38736 80092
Tota| Endomysium Area [um?] (black) 60623363 6605112192 6012412064 6740220138 1045047475 1076857164 1060016231 5671494653 771950114 6743234345
Total Endomysium Area / ROI Area 0186765138 0177182577 0119414692 0166911035  0,157886463 0165343832 0178300935 0140445527  0,91121377 0193514243
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 3,359850050 1062406756 5940053352 985748562 4785077747  7,352013866 8025974724 559056806 1032304345 9567830376
Estimated Mean Endomysium Diameter [um] 12,43479508 129241766 8948984077 1126930177  9,070127788 1409567751 1214628017 6764801922 1013450717 1162509107 1094137432 2203638816
Tota! Endomysium Area / Total Fiber Arca 0232546635 0215335444 0135608318 020035199 0187488332  O09B95002 0216990553 0163393399 0236279427 0239947502 0202630242 0033440582
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [px] 93,12952963 9598494624 514363332 547,462963  207,1938776 5433944954 6473146853 4504186047 1013848101 8516
Total End Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [um’] 1289321537 1420454235 1167,458653 _ 1245,190592 _ 1067,395383 1975884705 1482500184 6594761225 977152043 1257191529 1256506438 345 568494
Collagen Il
Malicot (C7_|_Malicot M57_|_Malicot ¥Q2 | Walicot Qpa | Malicot IX8_| Malicot TN6 | _Malicot RRS | Malicot VP2 | Malicot HAG | _Malicot XF8 | Malicot Uiz _[Average standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor line = SQRT{Pixel factor area) 1212518895 1508127525 0928124057 1208462829 1521422022  1SOBEISE9 1897344764 1208126969 1216983299 1215465652 07789237
Pixel factor iss ZEN in urm’ i image 1470202312 2274448631 0861814265  146280033¢ 231472497 20276525394 3599917153 1459570774 148104835 1477356762 060672213
RO Area [px?] (from Irfanview. v.4.60) 187165 221368 568155 266207 195804 177422 184041 340816 114920 182328 452904
ROI Area [um?] (from Zeiss ZEN) 275170,4158  503490,1446 4894168215  389407,6884 4532324081  403905,6884  662532,3527 4968612445 170202,0764 269363505 2747868796
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 5014821420 7127261305 6997202381 6323630952 6754880952 6581011905 6171845238 7123154762 4149583333 5170892857 5263464286
RO Hight [um] (from Zeiss ZN) 5487142857 7064285714 6994464286 615797619  670,9702381 6137440476 81075 697,5297619 4101666667 520922619 5214702381
Total Number of Fibers 7 6 122 7 a7 7 69 7 51 a2 81
Number of Intact Fibers. 20 a 7 a 2 as 38 a1 5 19 a7
Number of Trimmed Fibers 7 27 a5 29 23 32 31 30 26 23 34
Total Fiber Area [px?] (from Irfanview. v.4.60) 158918 187749 423066 208354, 161130 154038 152671 275488 93138 148705 395986
Total Fiber Area [u] (white) 2336616111 4270254561 3644350873 3047803007 3729716345 3527202914 5496029516 4020956920 1379418812 2196903383 240253,4694
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [px’] 5576070175 3382864865 4251919598 3687681416 4535873239 2539967213 2853663551 4919446429 2e51 487557377 6187,28125
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [um?] 8197951266 7694152362 3662664134 5394341606 1050624322 576229986  10272,95237 718028023 3630049506 7202961913 3753960459 6661623362 2466,357305
Total Endomysium Area [px’] (from Irfanview. v.4.60) 28247 33619 145089 57853, 34674 22484 31370 64927 21782 33623 56918
Total Endomysium Area [um?] (black] 4152880472 7645658853 1249817342 846273877 8026077352 5118539695  112328,4011 9476555163 3226019516 4967316665 345334102
Total Endomysium Area / ROI Area 0150920311 0151869285 0255368633 0217323361 0177085240 0126726111 0170451148 0190728403 018954055 0184403416 0125673432
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 1119087332 7349993708 1456556015 1205753614 1150678489 5038226571 7892708425 1175671616 9051098385 1317858109 7716204475
Estimated Mean Endomysium Diameter [um] 1356916667 1108472782 1351864678 1458314176 1750667593 7601756313 1388032176 1620602212 1101503557 1601811275 5010334538 1272672017 3497024461
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0177745756 0179063537 0342946481 0277666855 0215192702  D14S116111 0205474517 0235679102 0233868024 0226105376 0143737405 0216599625 0058230958
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [px°] 991120807 6057477477 1458180305  1023,396903 9767323944 3685901639 5863551402 1159410714 5732105263 1102393443 889,34375
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact + /2 trimmed fibers) [um] 145751083 1377742135 1256007832 1497820871 2060866863 539,104868 2110829927 163241993  BABOSIS042 1628628415 5395845343 1409911817 5268375676
Collagen Il OJump
Malicot FP7 ___ Walicot DP4___ Malicot LP1___Malcot HRS __Malcot Y52 Malicot ED5 __Malicot VOB Malicot XV3 __Malicot DY6 __Malicot OV5 |Average Standard deviation
Number of ROI 1 1 1 1 1 1 1 1
Pixel factor fine = SQRT(Pixel factor area) 097018116 0968514035 1212881588 1208407323 1518606531 096807151 0374078373 1518181131 1895198853 1517633088
Pixel factor area = ROI Area Zeiss ZEN in um? / total pixel number ROI area from Irfanview. v.4.60 0941251484 0938018435 147108177 1460263724 2306165795 0937162448 0948829857 2304873345 3591778696 230339231
ROl Area [px] (from Irfanview. v.4.60) 196386 266682 315828 184464 287287 249444 284040 221368 221792 218548
ROI Area [unv] (from Zeiss ZEN) 1848486139 1501528992 4646088132 269363,505 662531453 2337695495 2695056325 5102253357 79652778 5033925683
ROI Width [um] (from Zeiss ZEN) 412,9067619  490,3928571 675625 5170892857  £173214286 4765654762 5172261905 7143690476  676,642857 7127261305
RO Hight [um] (from Zeiss ZEN) 76785714 5101071429 667672619 50922619 5106130952 4905297619 5210595238 7162321429 9089107143 7052916667
Total Number of Fibers st 7 62 a 16 65 53 2 &3 o1
Number of ntact Fibers 2 a2 57 19 75 35 28 39 53 55
Number of Trimmed Fibers 27 29 E 22 a1 30 25 33 0 36
Total Fiber Area [px’] (white, from Irfanview. v.4.60) 162380 205626 251872 152261 235466 210577 243600 181078 184252 172931
Total Fiber Area [um] (white] 152860416 1928811845 3705203076 2223390831 5430236353 1973448567 2966279322 4173619648  G617924078  398327,9355
Estimated Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [px] 4330133333 363939823 5088323232 5075366667 2465612565 421154 6162962963 3262666667 2709588235 2366917808
st Mean Fiber Area (1/1 intact + 1/2 trimmed fibers) [um’] 4075746426 3413826275 7485339547  7411,302772  5685,111364 3946897135 58470503265 7520035395 9732001202 5456547051 6057564853 1984,058186
Total Endomysium Area [px] (black, from Irfanview. v.4.60) 34006 61056 63956 32203 51821 38867 34440 40290 37540 45613
Total Endomysium Area [un] (black) 3200813787 5727171469 9408450563 4702442185 1195078177 3642469285 3267770027 9286337120 1348353722 1050646334
Total Endomysium Area / ROI Area 0173158983 0228946835 0202502628 0174576069 0180380595  0,155614532  0,121250528 0182004625 0169257683 020871312
Estimated Mean Endomysium Diameter [px] 1075726021 1285133145 1328573478 1259665083 7059977907 5653158228 5147550787 9037071625 7225899665 5711293614
Estimated Mean Endomysum Diameter [um] 104364912 1244669489  1611¢02323 1522165058 1072132856 837687595 793635795 1371991162 1369451676 1322107011  12,18889208 275251852¢
Total Endomysium Area / Total Fiber Area 0209422343 0295927431 0253922627 0211438677 0220078483  0,184573814  0,137980768 0222500801 02037627 026376416 022044118 0043933456
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [px’] ‘ 906,8266667 1080637168 1292040404  1073,433333  542,6282723 77734 8503703704 7259459459 5520588235 6248356164
Total Endomysium Area / Fiber Number (1/1 intact +1/2 trimmed fibers) [u] 8535519458 1013658667 190097084 1567,080728 _ 1251,330761 7284938571 8068567967 1673213897 1982,87312 1439241554 1321745861 4502084316

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 lll Farbungen mit Angabe des Mittelwertes und der Standardabweichungen von Estimated
Mean Fiber Area (CSA) = Muskelfaserquerschnittsflache (um?), Total Endomysium Area/Total Fiber Area (EFAr) =
Endomysium zu Faserflachenverhaltnis, Total Endomysium Area/Total Fiber Number (EFNr) = Endomysium zu
Faseranzahlverhaltnis (um?), Estimated Mean Endomysium Diameter = durchschnittliche Endomysiumdicke (um), die
Tabellen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Christoph Clemen erstellt
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