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1 Einleitung 
Noch bis ins letzte Jahrhundert diente die Nahrungsaufnahme bei Nutztieren als auch beim 

Menschen hauptsächlich zur Bedarfsdeckung und Aufrechterhaltung der körperlichen Funkti-

onen und Leistungsfähigkeit. Mittlerweile steht nicht mehr nur die Sättigung der Tiere im 

Vordergrund, sondern Inhaltsstoffe mit spezifischen Wirkungen gewinnen zunehmend an 

Bedeutung. Von hohem Interesse sind in diesem Zusammenhang Komponenten natürlich vor-

kommender Nahrungsmittel, welche aufgrund ihrer Eigenschaften förderlich auf den Gesund-

heitszustand des Organismus wirken. Die positiven Effekte prae- als auch probiotischer In-

haltsstoffe sollen über eine Beeinflussung der Darmfunktion vermittelt werden. Aufgrund 

ihrer prophylaktischen Wirkung wird auch über den Einsatz dieser Substanzen anstelle von 

Fütterungsantibiotika diskutiert. Aber nicht nur für die Tierernährung sondern auch für die 

Humanernährung wurde ein Zusammenhang zwischen Nahrungsinhaltsstoffen und Gesund-

heitszustand erkannt. Das Angebot aus der Werbung reicht von Säften, welche mit Vitaminen 

angereichert sind, bis hin zu verschiedenen Milchprodukten mit probiotischen Kulturen, des-

sen Verzehr dem Verbraucher eine allgemeine gesundheitsfördernde Wirkung verspricht.   

Der Einsatz bestimmter Stoffgruppen wie zum Beispiel der Praebiotika wird oftmals disku-

tiert, ohne daß Detailmechanismen über deren Wirkung aus experimentellen Versuchen be-

kannt sind. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, experimentell die Wirkung eines be-

stimmten praecaecal nicht verdaulichen Nahrungsmittels auf Proliferationsprozesse des Co-

lons zu untersuchen. Verwendet wurde in diesem Zusammenhang als Vertreter von resistenter 

Stärke rohe Kartoffelstärke, welche im Vergleich zu anderen Nahrungsbestandteilen speziell 

die Bildung von Butyrat fördert.  

Resistente Stärken sind nicht nur ein Bestandteil verschiedener natürlich vorkommender Nah-

rungsmittel, sondern können auch bei der thermischen Behandlung in der Futter- Nahrungs-

mittelindustrie entstehen. Weiterhin sind sie auch in Produkten des Convinience Food- Berei-

ches zu finden, so enthalten zum Beispiel Fertigsuppen sog. modifizierte Stärken. Da diese 

Nahrungsmittel nicht nur in der Tierernährung verstärkt zum Einsatz kommen, ist die Erfor-

schung ihrer Effekte von großer Bedeutung.    
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2  Literaturübersicht 

2.1  Übersicht über den Verdauungsapparat des Schweines 
 

Das Verdauungssystem des Schweines wird in Kopfdarm und Rumpfdarm unterteilt. Der 

Kopfdarm besteht aus Nasen-, Mund- und Schlundkopfhöhle. Der Rumpfdarm läßt sich glie-

dern in den Vorderdarm (Speiseröhre und Magen), den Mitteldarm bzw. Dünndarm (Duode-

num, Jejunum und Ileum), den Enddarm bzw. Dickdarm (Caecum, Colon und Rectum) und 

den After (Liebich, 1998). Der Aufbau des Rumpfdarms ist in Abb. 1 schematisch wiederge-

geben.  

 

 

 

    

Abb. 1: Schematische Darstellung des Rumpfdarmes beim Schwein (nach Koch und Berg, 
1990) 
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Die Länge des gesamten Darmes beträgt beim Schwein 20-27m, etwa das 15-fache der Kör-

perlänge. Das Duodenum mißt ca. 0,95m und der gesamte Dünndarm mit Jejunum und Ileum 

ca. 15-20m. Die Länge des Dickdarmes liegt bei etwa 6m, die des Colons bei ca. 5m (Loeff-

ler, 1991; Bucher & Wartenberg, 1991). 

2.1.1  Morphologische Grundlagen des Gastrointestinaltraktes und deren Besonder-
heiten 

Sämtliche Abschnitte des Rumpfdarms weisen einen ähnlichen Grundbauplan auf (Liebich, 

1998), jedoch bestehen erhebliche Unterschiede bezüglich ihres Wandaufbaues (Abb. 2). Der 

Dünndarm besteht aus zahlreichen Krypten und Zotten. Die Krypten sind kürzer als die des 

Dickdarmes. Im Gegensatz dazu fehlen im Dickdarm die Darmzotten. Charakteristisch ist die 

Ausbildung von Krypten (glandulae intestinales), sie sind unverzweigt und liegen eng neben-

einander. Eigene Verdauungsfermente werden von der Dickdarmschleimhaut nicht ausge-

schieden. Ferner hat der Dickdarm die Fähigkeit der Exkretion von schwerlöslichen Stoffen 

wie zum Beispiel Metallen. Außerdem sind im Gegensatz zum Dünndarm im Dickdarm nicht 

nur peristaltische sondern auch antiperistaltische Bewegungen physiologisch (Bucher & War-

tenberg, 1991). 

 

    

Abb. 2: Unterschiedlicher Wandbau von Dünndarm und Dickdarm (nach Potten, 1992) 
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2.1.2  Morphologische Besonderheiten des Colons 
Das Colon entwickelt sich in der Embryogenese aus Mittel- und Enddarm. Aus dem Mittel-

darm entstehen das Colon ascendens und das proximale Colon transversum und aus dem End-

darm das distale Colon transversum und Colon descendens. Neben dieser unterschiedlichen 

Entwicklung bestehen auch verdauungsphysiologische Unterschiede, so ist der Hauptort der 

Fermentation im proximalen Bereich gelegen, kann jedoch auch abhängig vom aufgenomme-

nen Substrat distal verschoben sein. Weiterhin wird der Verdauungsbrei verstärkt im distalen 

Bereich eingedickt. Aus diesen Gründen wird das Colon in der vorliegenden Arbeit als pro-

ximales und distales Colon bezeichnet. Der proximale Teil besteht aus Colon ascendens und 

proximalem Bereich des Colon transversum, der distale Bereich aus distalem Colon transver-

sum und Colon descendens. 

 

 

2.1.2.1  Allgemeiner Wandbau des Colons 
Der Grundbauplan des Colons besteht aus verschiedenen geschichteten Geweben (Abb. 3), sie 

werden vom Lumen nach außen als Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis, Tela 

subserosa und Tunica serosa bezeichnet. 

   

Abb. 3: Querschnitt durch das Colon (Liebich, 1998) 
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Die Tunica mucosa (Schleimhautschicht) wiederum besteht aus dem Epithelium mucosae 

(Epithel), der Lamina propria mucosae und der Lamina muscularis mucosae (Abb. 4).   

    

Abb. 4: Aufbau der Schleimhautschicht des Colons 

 

Die Krypten können als Einstülpungen in die Lamina propria mucosae verstanden werden. 

Die innere Darmoberfläche stellt die Grenzfläche zum Darmlumen dar. Sie besteht aus einem 

einschichtigen, hochprismatischen Epithel.  

Im Allgemeinen bestehen epitheliale Gewebe aus flächenhaften Zellverbänden, die mit weni-

gen Ausnahmen innere und äußere Körperoberflächen gegenüber den Bindegewebsräumen 

abgrenzen. Epithelien bilden damit vorrangig Grenzschichten zwischen biologisch unter-

schiedlichen Kompartimenten. Unterschieden werden Epithelien hinsichtlich ihrer embryona-

len Herkunft, sie entwickeln sich aus den drei verschiedenen Keimblättern: Ektoderm, Ento-

derm und Mesoderm (Liebich, 1998).  

Einschichtige Epithelien weisen gegenüber den mehrschichtigen eine geringere mechanische 

Belastbarkeit auf. Sie haben vorwiegend resorbierende und sezernierende Eigenschaften. Das 

einschichtige hochprismatische Epithel ist ein Resorptionsepithel und ist beim Monogastrier 

im Gastrointestinaltrakt vom Mageneingang bis zum Anus zu finden. Die Oberfläche der En-

terocyten bzw. Colonocyten im Falle des Colons wird von einem dicken Besatz von Mikrovil-

li bedeckt. Darüber hinaus beinhalten diese Epithelien Zellen mit exokriner Sekretion (z.B.: 

Becherzellen) und Zellen mit endokriner Stoffabgabe (Ruckebusch et al., 1991). 
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Die Lamina propria mucosae ist eine subepitheliale Schicht aus lockerem Bindegewebe. Sie 

ist die Trägerschicht der Schleimhaut und enthält Blut- und Lymphgefäße, Nervenfasern und 

Fibroblasten. Weiterhin finden sich auch in großer Zahl Immunzellen und lymphoretikuläres 

Gewebe. Die Lamina muscularis mucosae besteht aus glatten Muskelzellen und grenzt die 

Schleimhaut von der Tela submucosa ab. 

Die Tela submucosa (Unterschleimhautgewebe) besteht aus lockerem Bindegewebe, welches 

Blut- und Lymphgefäße sowie Nervenzellen enthält. Diese Nervenfasern versorgen die epi-

thelialen Drüsenzellen. Die Struktur der kollagenen Faserbündel ermöglicht die Anpassung an 

Volumen- und Gewichtsveränderungen des Darmes. Weiterhin ist eine große Anzahl von 

Immunzellen wie Makrophagen und Lymphozyten, sowie Lymphfollikel vorhanden. Da Bak-

terien und Keime des Darminhaltes ständig auf die Schleimhaut wirken, übernimmt die Lami-

na propria mucosae und die Tela submucosa wichtige Aufgaben im Rahmen der Immunab-

wehr des Organismus.  

Die Tunica muscularis besteht aus glatter Muskulatur, welche sich in eine innere Zirkulär-

schicht (Stratum circulare) und äußere Längsschicht (Stratum longitudinale) gliedert. Sie sind 

für den Transport der Nahrung verantwortlich. Weiterhin begünstigen die peristaltischen Be-

wegungen die Durchmischung der Nahrung.  

Die Tunica serosa besteht aus einer dünnen, feinfaserigen Bindegewebsunterlage, der Lamina 

propria serosae, und einem einschichtigen Plattenepithel (Mesothelium serosae) (Bucher & 

Wartenberg, 1991). Sie ist mit der bindegewebsartigen Tela subserosa mit der Tunica muscu-

laris verbunden (Liebich, 1998). 
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2.2 Aufgaben des Gastrointestinaltraktes 
Die vorrangige Aufgabe des gastrointestinalen Traktes besteht darin, die aufgenommene Nah-

rung soweit in ihre Bestandteile aufzuschließen, daß eine Aufnahme in das Körperinnere er-

folgen kann. Der Verdauungsprozeß beginnt mit einer mechanischen Zerkleinerung der Nah-

rungsbestandteile in der Mundhöhle. Nach Abschlucken der Nahrung werden Kohlenhydrate, 

Proteine und Fette verdaut. Die Verdauung im Mitteldarm erfolgt über Enzyme. Ein Über-

blick über körpereigene Enzyme beim Abbau von Hauptnährstoffen ist in Abb. 5 gegeben. 

   
Abb. 5: Überblick über körpereigene Enzyme beim Abbau von Hauptnährstoffen (nach Si-

mon, 1995) 

Die Wirksamkeit von Dünndarmenzymen nimmt im Dickdarm kontinuierlich ab. Stattdessen 

übernehmen im Dickdarm kohlenhydrat- und proteinspaltende Darmbakterien und Protozoen 

die Verdauung restlicher Futterbestandteile. Die Aufgaben des Dickdarms bestehen neben der 

Resorption von Mineralien und Wasser, in der Synthese von Vitamin B und K und hauptsäch-
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lich in der Fermentation von Kohlenhydraten, welche praecaecal durch Enzyme des Dünn-

darmes nicht verdaut werden können und im Dickdarm durch Mikroben in kurzkettige flüch-

tige Fettsäuren umgewandelt werden. Zu diesen Fettsäuren gehören Acetat, Propionat und 

Butyrat, sie stellen mit 85-95% den Hauptanteil der gebildeten Fettsäuren. Aus dem mikro-

biellen Abbau von Aminosäuren können Valeriat, Isovaleriat und Isobutyrat resultieren, quan-

titativ sind sie jedoch von untergeordneter Bedeutung (Cummings et al. 1987). Eine Übersicht 

über die Anteile unterschiedlicher SCFA- Gehalte im Kot ist in Tab. 1 gegeben. 

Tab. 1: Prozentuale Zusammensetzung und Bildung von SCFA aus verschiedenen Diäten 
(nach Phillips et al., 1995) 

 

 Acetat Propionat  Iso- 

butyrat 

Butyrat Iso- 

valeriat 

Valeriat Summe

SCFA (%)        

Diät mit wenig 

resistenter Stärke 

61,6 + 6,6 16,0 + 1,7 2,1 + 0,2 14,8 + 2 2,9 + 0,5 2,9 + 0,4 100 

Diät mit viel  

resistenter Stärke 

64,7 + 6,2 11,7 + 1,1 2,1 + 0,3 17,0 + 2 2,1 + 0,3 2,4 + 0,2 100 

 

Verbunden mit diesem Abbau treten Energieverluste in Form von Methan und Gärungswärme 

auf. Weiterhin sind die flüchtigen Fettsäuren mit einer geringeren energetischen Effizienz im 

Intermediärstoffwechsel im Vergleich zur Glukose zu bewerten. Die Energieverluste liegen 

beim Schwein bei ca. 40% (Kirchgessner, 1997). Durch die Resorption von Wasser wird der 

Darminhalt bis zu 75% eingedickt, der von den Becherzellen gebildete Schleim dient als 

Gleitmittel für den Kot.  

Aufgrund seiner Lage und Funktion kommt der gastrointestinale Trakt mit einer Vielzahl kör-

perfremder Stoffe in Kontakt, dazu gehören z.B. Nahrungsbestandteile, Mikroorganismen, 

Viren und Pilze. Neben einer unspezifischen bakteriziden Wirkung des Schleims und des sau-

ren pH- Wertes im Magen beinhaltet der Darm ein spezifisches Immunsystem, welches vor 

einem unkontrollierten Übertreten von Antigen ins Körperinnere schützt. Dieses Immunsys-

tem wird als GALT (Gut- associated lymphoid tissue) bezeichnet. Es enthält pro g Gewebe 

106 Lymphozyten (Brandtzaeg et al., 1989). Schätzungen gehen davon aus, daß etwa 25% der 

intestinalen Mucosa aus Lymphgewebe besteht (Kagnoff, 1987). Es ist ein wichtiges Abwehr-

system, welches den Körper vor der Umwelt schützt. Prinzipiell besteht das GALT aus aggre-

gierten Lymphgewebe in Form der Peyerschen Platten und einzelner Lymphfollikel, weiterhin 
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aus nichtaggregierten einzelnen Immunzellen in der lamina propria (Langkamp- Henken et 

al., 1992).  

 

2.3 Verdauungsphysiologie des Dickdarms 

2.3.1  Die Flora des Dickdarmes 
Der Dickdarm ist ein intensiv besiedeltes mikrobiologisches Ökosystem mit einigen hundert 

Bakterienarten. Im Dickdarm des Menschen werden etwa 1011 – 1012 Bakterien pro Gramm 

Darminhalt gezählt. Die unterschiedlichen Bakterienarten unterscheiden sich hinsichtlich der 

für ihren Stoffwechsel präferierten Substrate und den daraus gebildeten Endprodukten. Im 

Colon befinden sich hauptsächlich anaerobe Vertreter der Arten Bakteroides, Bifidobakterium 

und Eubakterium. Weiterhin werden fakultativ anaerobe Clostridien gefunden. Die Bakterien 

Bakteroides und Bifidobakteria sind die wichtigsten Arten und machen etwa 30% der gesam-

ten Anaerobier aus (Gibson & Macfarlane, 1995).  

Nach der Geburt findet die Besiedelung der Mikroflora im Dickdarm statt. Die Spezieszu-

sammensetzung entwickelt sich im Laufe der Zeit und hängt stark von der Art der Ernährung 

ab. Ist zum Beispiel der Proteingehalt in der Ernährung hoch, so führt dies zu einem Anstieg 

von Bakteroides und proteolytischen Bakterien, die Zahl von Clostridien hingegen nimmt ab 

(Ruckebusch et al. 1991).  

2.3.2  Fermentationsprozesse im Dickdarm 
Die Hauptaufgabe der intestinalen Mikroflora besteht in der Fermentation von Kohlenhydra-

ten, welche im praecaecalen Verdauungstrakt nicht verdaut werden können. Zu dieser Stoff-

gruppe gehören die resistente Stärke sowie die Nicht-Stärke-Polysaccharide (NSP) wie zum 

Beispiel Zellulose, Hemizellulose und Pektin. Weiterhin können unverdauliche Oligosaccha-

ride wie verschiedene Zucker und Proteine als auch Aminosäuren als Substrat von den Bakte-

rien des Colons genutzt werden (Cummings et al., 1997). Neben Sekreten der Verdauungsor-

gane kommen vor allem abgestorbene Zellen der Darmschleimhaut aus dem Dünndarm als 

endogene Quelle von Aminosäuren in Frage (Claus & Raab 1999).  

2.3.2.1  Charakterisierung von Resistenter Stärke 
Im Allgemeinen wird Stärke bereits im Dünndarm enzymatisch verdaut. Stärke, die den 

Dünndarm unverdaut passiert, kann im Dickdarm fermentativ umgesetzt werden. Da diese im 

Dünndarm nicht verdaut werden kann, wird sie Resistente Stärke genannt. Resistente Stärke 

kann wiederum in vier Untergruppen aufgeteilt werden: RS1, RS2, RS3 und RS4 (Tab. 2). 

Die Gruppe RS1 beinhaltet vor allem Samenkörner. Sie können im unzerkleinerten oder grob 
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gemahlenen Zustand von den Enzymen nicht ausreichend gespalten werden. Sie sind auf-

grund ihrer Struktur enzymatisch nicht spaltbar. RS2 kann aufgrund ihrer kristallinen Struktur 

schlecht von α- Amylase gespalten werden. Man findet sie zum Beispiel in grünen Bananen. 

RS3 entsteht durch Retrogradierung. Dies ist ein Prozeß, bei welchen die Stärkekörner in 

Anwesenheit von Wasser und Wärme aufquellen und somit ein Gel bilden. Beim Abkühlen 

dieses Gels verändert sich die Kristallstruktur so, daß der enzymatische Abbau erschwert 

wird. Die Gruppe RS4 beinhaltet chemisch modifizierte Stärken wie zum Beispiel Ester, wel-

che in der Ernährungsindustrie aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften verwendet werden 

(Topping & Clifton, 2001). 

Tab. 2: Arten von resistenter Stärke (nach Topping & Clifton, 2001) 

 

Art der resistenten Stärke Vorkommen/ Erläuterung 

RS 1 unzerkleinerte oder nur grob gemahlene Körner und Sa-

men, aufgrund ihrer Struktur vor enzymatischer Verdauung 

geschützt 

RS 2 rohe Kartoffeln, grüne Bananen, einige Hülsenfrüchte, na-

türlich vorkommende resistente Stärke 

RS 3, retrogradiert gekochte und wiedererkaltete Kartoffeln, Brot, Corn Flakes

RS 4, chemisch modifiziert Ester aus Stärke, industriell verarbeitete Stärke 

2.3.3 Hauptprodukte der Fermentation im Colon 
Die Hauptprodukte der bakteriellen Fermentation im Colon sind die SCFA (short chain fatty 

acids), zu denen vor allem Azetat (C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4) gehören (vgl.:  2.2). 

Weiterhin entstehen Succinat, Valerat und Laktat aus der Kohlenhydratfermentation. Zu den 

entstehenden verzweigten Fettsäuren gehören Isobutyrat, 2- Methylbutyrat und Isovalerat, 

welche aus Aminosäuren gebildet werden dürften. Außerdem entstehen aus Proteinen NH3, 

Phenole, Indole und Amine (Macfarlane & Macfarlane, 1995). Weitere Nebenprodukte sind 

die Gase H2, CO2 und CH4. Die Menge der gebildeten SCFA als auch die molaren Verhältnis-

se zwischen diesen SCFA hängen von dem zur Verfügung stehenden Substrat ab (Tab. 3/  

Tab. 4). 
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Tab. 3: Molare Verhältnisse von Acetat, Propionat und Butyrat nach 24- stündiger Inkubation 
von menschlichem Kot mit verschiedenen Kohlenhydraten (nach Cummings & Macfarlane, 
1997) 

Substrat Ausbeute an 

SCFA (%) 

                           Molare Verhältnisse (%) 

         Acetat                   Propionat               Butyrat 

Stärke 49 62 15 23 

Kleie (Weizen, 

Hafer) 

40 64 16 20 

Fruktooligosaccaride - 78 14 8 

Pektine 39 80 12 8 

andere NSP 38 63 22 8 

    darunter: 

    Guargummi 

    Arabinogalactan 

 

 

62 

43 

 

59 

57 

 

27 

31 

 

11 

11 

 

Nahrungsbestandteile wie Zellulose, Hemizellulosen, Pentosane (Berggren et al., 1993; Bour-

quin et al., 1993; Knudsen et al., 1993) führen zu geringfügiger Butyratfermentation, während 

vor allem von resistenten Stärken erhöhte Butyratkonzentrationen erreicht werden.  

 

Tab. 4: Molare Verhältnisse von Acetat, Propionat und Butyrat nach 24- stündiger Inkubation 

von Schweinekot mit verschiedenen Stärken (nach Martin et al., 1998) 

 

Substrat                                  Molare Verhältnisse (%) 

              Acetat                          Propionat                      Butyrat 

rohe Weizenstärke 56 25 17 

rohe Maisstärke 62 21 16 

rohe Erbsenstärke 62 21 15 

rohe Amylomaisstär-

ke 

47 28 23 

retrogradierte 

Amylomaisstärke 

54 28 14 

rohe Kartoffelstärke 55 19 25 
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Neben der Art des Substrates scheint auch die Dauer der Verfütterung die Butyratbildung zu 

beeinflussen. So wurde gezeigt, daß die Verfütterung von Resistenter Stärke über einen länge-

ren Zeitraum zu einem allmählichen Anstieg der Butyratkonzentration führt (Le Blay et al., 

1999). Das mikrobielle System des Colons scheint sich demnach an die Umsetzung von Re-

sistenter Stärke zu adaptieren.  

2.3.4  Definition von Praebiotika 
Praebiotika können als Nahrungs- bzw. Futterbestandteile definiert werden, welche durch die 

Fermentation im Dickdarm das Wachstum und die Aktivität bestimmter Bakterien fördern 

und aufgrund dieser Fähigkeit positiv auf den Gesamtorganismus wirken können. Sie fördern 

das Wachstum solcher Bakterien, welche eine positive Wirkung auf den Gastrointestinaltrakt 

ausüben, indem z.B. das Wachstum von Pathogenen unterdrückt wird (Gibson & Roberfroid, 

1995). Die gesundheitsfördernde Wirkung von Praebiotika beinhaltet auch die erhöhte Entlee-

rungsrate des Darmes (Roberfroid et al., 1993). Die Fermentation von Praebiotika führt zur 

Bildung von Azetat, Propionat und Butyrat (Roland et al., 1995). 

Die bei der Fermentation entstehenden SCFA senken den pH- Wert des Coloninhaltes. So 

wird durch die Verfütterung von resistenter Stärke eine Senkung des pH- Wertes beobachtet 

(Topping et al., 1993). Die Absenkung des pH- Wertes wird als günstig beurteilt, denn das 

Wachstum von pH sensitiven pathogenen Bakterien kann dadurch unterdrückt werden (Cher-

rington et al., 1991). Weiterhin zeigen Studien an Schweinen, daß eine erhöhte Bildung von 

SCFA die Zahl der pathogenen Erreger vermindert (Prohaszka et al., 1990). 

2.3.5  Definition von Probiotika 
Unter Probiotika sind Lebensmittel- bzw. Futterzusatzstoffe zu verstehen, welche lebende 

Mikroben enthalten und sich günstig auf die Gesundheit auswirken. In der Tierernährung fin-

den vor allem bestimmte Milchsäurebakterienstämme (Bacillus cereus var. Toyoi) Verwen-

dung. Positive Effekte wie eine Verbesserung der Laktoseintoleranz, eine Verbesserung der 

Immunabwehr und eine Verminderung schädlicher Stoffe im Darminhalt werden diskutiert. 

2.3.6 Energetische Verwertung der SCFA 
Im Dickdarm ist Acetat die quantitativ vorherrschende SCFA. Acetat wird vom intestinalen 

Epithel aufgenommen, gelangt über die Pfortader in die Leber und wird in verschiedenen 

Geweben zur Energiegewinnung herangezogen (Cummings & Macfarlane, 1997). Propionat 

spielt vor allem für die Energiebereitstellung beim Wiederkäuer eine zentrale Rolle. Es wird 

in der Leber über die Glukoneogenese zu Glukose umgesetzt. Beim Monogastrier ist dieser 

Syntheseweg von geringerer Bedeutung. Butyrat ist die für das Colonepithel funktionell wich-
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tigste kurzkettige flüchtige Fettsäure. Es dient den Colonocyten als wichtigste Energiequelle, 

da bis zu 70% des Gesamtenergiebedarfes über Butyrat abgedeckt werden kann (Roediger, 

1995). Über die ß- Oxidation in den Mitochondrien entstehen aus einem C4- Molekül zwei 

C2- Bruchstücke, welche letztendlich in Acetyl- CoA umgewandelt werden. Eine wichtige 

Eigenschaft der SCFA ist der trophische Effekt auf das intestinale Epithel (Kirchgessner, 

1997; Topping & Clifton, 2001; Sakata, 1987).  

 

2.4  Funktionalität der Darmmucosa 
Die intestinale Mucosa ist ein Gewebe mit hoher Turnover- Rate der Epithelzellen. Die Tur-

nover- Rate der Dickdarmmucosa beträgt 3-8 Tage (Lipkin et al., 1963; Cole & McKalen, 

1961; Strater et al., 1995). Dem Turnover liegt zunächst eine kontinuierliche Zellteilung in 

den unteren Zellschichten der Krypte zugrunde (Abb. 6).  

 

 

Apoptose

Mitose

Wanderung
entlang der
Kryptenachse
(lumenwärts)

Funktionalität/
Differenzierung/
Reifung

Lumen

 
 

Abb. 6: Darstellung von Krypten der Colonmucosa (modifiziert nach Potten, 1992) 

 

Die neu gebildeten Zellen differenzieren, reifen und wandern lumenwärts entlang der Kryp-

tenachse. Im luminalen Bereich werden sie schließlich durch Zelltod eliminiert  (Eastwood, 

1977; Strater et al., 1995). Die Wanderung der Zellen von der Kryptenbasis bis zur Spitze 

erfolgt in 3-7 Tagen (Moss et al., 1996a). Die Dauer des Zellzyklus dürfte 1-2 Tage betragen 

(Lipkin et al., 1963). Die Apoptose ist ein wichtiger physiologischer Prozeß zur Aufrechter-
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haltung der Gewebshomeostase. Sie steht im engen Zusammenhang zur Mitose, da bei 

gleichbleibender Zellzahl eines Gewebes ebensoviele Zellen gebildet werden wie auch durch 

Zelltod verloren gehen (Kerr et al., 1972). Dementsprechend müssen in Geweben mit ständi-

ger Zellproduktion gut definierte Mechanismen für die Regulation des Zellverlustes bestehen 

(Ansari & Hall, 1992). Ihre Aufgaben liegen in der Beseitigung überflüssiger, geschädigter 

oder infizierter Zellen (Thompson, 1995). 

Fehler in der Apoptose können zu verschiedenen Krankheitsbildern führen. Ein Anstieg führt 

bei gleichbleibender Mitoserate zu Gewebsatrophien. So kann einerseits eine Aktivierung 

proapoptotischer Regelmechanismen zur Degeneration des Gewebes führen (Que & Gores, 

1997), andererseits erleichtern Fehler in der Apoptose die Transformation normalen Gewebes 

in neoplastisches Gewebe. 

Aus diesen Gründen werden pharmakologische Strategien in Bezug auf die Beeinflussung der 

Apoptose diskutiert. Somit könnte eine Inhibierung der Epithelzellapoptose Gewebserneue-

rungen und Reparaturprozesse im Gastrointestinaltrakt verbessern, wohingegen eine Indukti-

on der Apoptose in malignen Geweben von hohem therapeutischen Nutzen sein könnte (Que 

& Gores, 1997). 

 

 

2.4.1  Zellteilung: Mitose 
Den Vorgang der Zellteilung, durch den eine neue Zelle mit derselben Chromosomenzahl wie 

in der Ausgangszelle entsteht, nennt man Mitose. Bei der Mitose spaltet sich jedes Chromo-

som in zwei gleiche Teile, die zu entgegengesetzten Enden der Zelle wandern. Nach der Zell-

teilung hat dann jede der beiden Tochterzellen dieselbe Zahl von Chromosomen und Genen 

wie die ursprüngliche Zelle. Durch Mitose vermehren sich die einfach gebauten Einzeller und 

manche vielzelligen Arten; außerdem wachsen Lebewesen durch diesen Vorgang (Hyperpla-

sie) und verbrauchte Zellen werden ersetzt. Dies steht im Gegensatz zum Zellwachstum (Hy-

pertrophie), welches lediglich als Zunahme an Zellmasse bzw. Zellgröße zu verstehen ist. In 

der Mucosa des Gastrointestinaltraktes gehen die Enterocyten stets aus Stammzellen, welche 

in den unteren Bereichen der Krypte lokalisiert sind, hervor (Bach et al., 2000).   

Um eine proliferierende Zelle zu identifizieren, müssen spezifische Veränderungen detektiert 

werden, wie zum Beispiel Genprodukte, welche mit der Proliferation einhergehen. Als Vertre-

ter dieser proliferations- bezogenen Gene werden u. a. die Onkogene diskutiert. 

Der chronologisch ablaufende Zellzyklus (Abb. 7) ist für die Identifizierung der Mitose von 

großer Bedeutung. Dieser ist in vier Phasen unterteilt (G1, S, G2 und M). Während der S Pha-
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se erfolgt die DNA Synthese, während der M Phase die Mitose mit der Aufteilung der Chro-

mosomen. In den Phasen G1 und G2 (gap Phasen) werden die Vorbereitungen für die Abläufe 

in den jeweils nachfolgenden Phasen S und M getroffen. Zellen, die den Zellzyklus nicht 

durchlaufen, befinden sich in der G0 Phase.  

 

 

  

M

G0G2

S

G1

R

Beginn der
Mitose

Beginn der DNA
Synthese

 

Abb. 7: Schematische Darstellung des Zellzyklus 

 

Der Nachweis der Mitose kann über bestimmte Marker wie PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen) und über die Detektion von nukleärem Antigen (Ki67) bestimmt werden (Potten & 

Loeffler, 1990). Das Protein PCNA wird in teilenden Zellen synthetisiert. Die gegen dieses 

Protein gerichteten Antikörper reagieren mit teilenden Zellen einschließlich Tumorzellen, 

jedoch nicht mit Zellen in der Ruhephase (Mathews et al. 1984). Der Antikörper Ki67 detek-

tiert ein nukleäres Antigen, welches in proliferierenden Zellen aber nicht in Zellen der Ruhe-

phase vorhanden ist. Zellen in zyklischen Phasen einschließlich G1 sind Ki67 positiv, dage-

gen exprimieren Zellen in der G0 Phase das Antigen nicht (Baisch & Gerdes 1990). 



Literaturübersicht 

 I 16

2.4.1.1 Definition der Stammzellen 
Stammzellen werden aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften definiert. Um eine Zelle als 

Stammzelle zu identifizieren, muß ihre Funktion getestet werden, denn sie kann nur schwer 

anhand morphologischer Kriterien bestimmt werden. Sie wird als undifferenzierte Zelle be-

schrieben, welche verschiedene Eigenschaften aufweisen kann. Dazu gehören die Proliferati-

on, Selbsterhaltung und die Produktion einer großen Anzahl von Nachkommen (Lajtha, 

1979a; Steel, 1977; Wright & Allison, 1984; Hall & Watt, 1989). 

.     

 
 

Abb. 8: Modell der Stammzellteilung (nach Ro & Rannala, 2001) 

 

Die Versorgung der Colonkrypten mit Enterocyten wird von Progenitor (Vorläufer)-zellen in 

den unteren Bereichen der Krypte sichergestellt. Die Neubildungsrate von Zellen muß mit 

dem Zellverlust in dynamischer Weise übereinstimmen. Die Selbsterhaltung der Stammzell-

population ist von fundamentaler Bedeutung (Bach et al., 2000). Teilt sich eine Stammzelle 

durch Mitose, muß wiederum eine weitere Stammzelle entstehen. Entstehen durch symmetri-

sche Teilung aus beiden Tochterzellen wiederum Stammzellen, führt dies zu einem Anstieg 

der Stammzellpopulation (Abb. 8c). Geht aus der Teilung eine Stammzelle und eine Tochter-

zelle hervor, welche sich differenziert, spricht man von einer asymmetrischen Teilung, die 

Anzahl der Stammzellen bleibt unter diesen Umständen konstant  (Abb. 8b). Die asymmetri-

sche Teilung wird unter normalen Bedingungen vollzogen, sie sichert eine gleichbleibende 

Stammzellpopulation. Findet eine Differenzierung beider Tochterzellen statt, so wird die ur-

sprüngliche Stammzelle verloren gehen (Abb. 8a). In Abhängigkeit von den bestehenden Be-
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dingungen scheinen für eine Stammzelle alle drei Optionen möglich zu sein, wodurch sie ihre 

eigene Anzahl regulieren als auch die Zellzahl der gesamten Krypte mitsteuern kann (Ro & 

Rannala, 2001) 

 

 

Aus den Stammzellen gehen die Transitzellen hervor, sie sind als Zwischenstufe von Stamm-

zelle und funktionstüchtigen Zellen zu sehen (Abb. 9). Sie unterscheiden sich von den 

Stammzellen durch den teilweise vorhandenen Differenzierungs- und Reifungsgrad. Sie sind 

zwischen dem Stammzellkompartiment und den funktionalen Zellen lokalisiert. Dementspre-

chend besitzen sie sowohl Eigenschaften der Stammzellen als auch der bereits differenzierten 

Zellen, sie können sich 4-6 mal teilen (Bach et al., 2000). Sie sind jedoch auf den Input der 

Stammzellen angewiesen. Werden z.B. die Stammzellen eliminiert, so gehen auch die Tran-

sitzellen verloren und das Gewebe verliert die Fähigkeit der Selbsterhaltung. 

 

Reifung

Differenzierung

S: Stammzelle
T: Transitzelle
M: mature,
      funkt ionstüchtige
      Zelle

 
Abb. 9: Entwicklung von Stammzellen zu maturen Zellen (modifiziert nach Potten & Loeff-

ler, 1990) 

 

2.4.2 Differenzierung der Zellen 
Die Differenzierung einer Zelle wird als qualitative Veränderung des zellulären Phenotyps der 

Zelle gesehen, als Konsequenz der Synthese neuer Genprodukte (Laytha, 1979b). Bei diesem 

Vorgang wird eine morphologische Veränderung der Zelle oder auch eine veränderte Enzym-

aktivität oder Proteinzusammensetzung beobachtet. Es ist eine qualitative Veränderung, wes-

wegen der Differenzierungsgrad nur im Vergleich zu einer anderen Zelle gesehen werden 

kann. Während ihres Lebens ist die Zelle fähig, verschiedene Differenzierungsgrade zu errei-

chen. Dieser Zustand kann durch die Identifizierung neuer Proteinexpression erkannt werden 

(Potten & Loeffler, 1990). 
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2.4.3  Reifung der Zellen 
Die Reifung der Zelle (maturation) kann als quantitative Veränderung des zellulären Phäno-

typs oder der zellulären Proteine verstanden werden, welche die funktionellen Fähigkeiten 

verändert (Lajtha, 1979b). Aufgrund dieser Tatsache kann der Reifungsgrad einer Zelle z.B. 

durch den Nachweis spezifischer zellulärer Proteine bestimmt werden. Im Laufe der Zeit reift 

eine differenzierte Zelle in eine für das jeweilige Gewebe funktionstüchtige Zelle heran (Pot-

ten & Loeffler, 1990). Der Übergang von Stammzellen zu funktionstüchtigen Zellen bedingt 

aber auch, daß die funktionstüchtigen Zellen meist ihre Teilungsfähigkeit verlieren, von we-

nigen Ausnahmen wie z.B. Leberzellen abgesehen.  

 

 

2.4.4  Apoptose 
Der Begriff Apoptose kommt aus dem Griechischen (apo = weg, ptosis = herabfallend) und 

bedeutet soviel wie herabfallendes Laub. Apoptose ist eine Form von programmiertem Zell-

tod mit bestimmten morphologischen und biochemischen Eigenschaften. Die Zelle nutzt dabei 

aktiv ein genetisch kontrolliertes Programm, um ihr Absterben einzuleiten (Que & Gores, 

1996).  

Die Apoptose kann durch eine Vielzahl von Faktoren ausgelöst werden. Dazu gehören virale 

Infektionen, Veränderungen im Stoffwechsel wie Änderung der Glukosekonzentration, Hitze, 

Bestrahlung, Toxine und Chemikalien. Von diesem durch Noxen ausgelösten Zelltod ist der 

„physiologische Zelltod“ abzugrenzen, der im Rahmen des Zellturnovers in die Mechanismen 

der Zellhomeostase eingebettet ist. 

Weiterhin wird in Übersichtsarbeiten eine Beteiligung von Cytokinen, Steroiden und Peptid-

hormonen bzw. das Fehlen dieser Substanzen an Apoptosevorgängen beschrieben (Kiess & 

Gallaher, 1998). Jedoch sind diese Informationen lückenhaft, experimentelle wissenschaftli-

che Arbeiten, in welchen eindeutig die Wirkung dieser Substanzen auf die Apoptose behan-

delt wird, fehlen.  

Es ist bekannt, daß die Wachstumsfaktoren EGF und IGF und ihre Rezeptoren vor Apoptose 

schützen können (Xia et al., 1995; Resnicoff et al., 1995; Kiess & Gallaher, 1998). Interleuki-

ne wie IL-2 und IL-4 inhibieren die von Dexamethason induzierte Apoptose von Thymocyten 

und T- Zellen, jedoch hohe Dosen von IL-2 fördern die Apoptose in diesen Zellen (Migliorati 

et al., 1994; Kiess & Gallaher, 1998 ). Es wird diskutiert, daß Wachstumsfaktoren die Beein-

flussung der Apoptose über Mechanismen steuern, welche den Eintritt der Zellen in den Zell-
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zyklus beinhaltet. So ist bekannt, daß sich in der  Ruhephase (G0) befindliche Tumorzellen die 

Apoptose nicht vollziehen (Kiess & Gallaher, 1998).  

Weiterhin sind auch Steroide zusammen mit den Wachstumsfaktoren und anderen Hormonen 

an der Regulation der Apoptose beteiligt (Evans- Storms & Cidlowski, 1995; Wimalasena et 

al., 1991). Glukokortikoide induzieren die Apoptose von Thymocyten und maturen T Zellen. 

Die Wirkung unterschiedlicher Hormone auf die Apoptose ist vielfältig und kann in dieser 

Arbeit nur teilweise dargestellt werden. Außerdem wirken die einzelnen Hormone unter-

schiedlich auf verschiedene Gewebe. Glukokortikoide zum Beispiel schützen vor Apoptose in 

den Epithelzellen der Prostata, fördern sie hingegen in Osteoblasten (Nijweide et al., 1986). 

Eine Beteiligung von Glukokortikoiden an Apoptoseprozessen von Darmepithelzellen konnte 

jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es wurden jedoch Effekte auf Proliferati-

onsprozesse beschrieben, eine zweimonatige Gabe von Glukokortikoiden führte im Gegensatz 

zu 33 Tagen zu einem Anstieg von Proliferationsparametern in der Colonmucosa von Ratten 

(Gunin & Nikolaev, 2000). Eindeutig scheinen jedoch EGF bzw. der EGR- Rezeptor und So-

matostatin an Apoptoseprozessen von Epithelzellen des Darmes beteiligt zu sein. So konnte 

nachgewiesen werden, daß der EGF- EGF- Rezeptor Komplex vor Apoptose bei Adaptations-

prozessen nach Resektion von Darmabschnitten schützt (Helmrath et al., 1998). Somatostatin 

dagegen erhöhte die Apoptose von Enterocyten (Thompson, 1998). 

 

2.4.4.1  Morphologische Besonderheiten der Apoptose 
Der Apoptosevorgang (Abb. 10) ist durch charakteristische morphologische Kriterien ge-

kennzeichnet. Diese morphologischen Veränderungen können in drei verschiedene Phasen 

unterteilt werden (Arends et al., 1990). In der ersten Phase kondensiert das Chromatin, der 

Nukleus löst sich auf und es entstehen DNA Bruchstücke. Besonders auffallend sind das 

Schrumpfen des Gesamtzellvolumens, die Zunahme in der Zelldichte, das Zusammenpressen 

einiger Organellen und die Ausdehnung des Endoplasmatischen Retikulums. Zu diesem rela-

tiv frühen Zeitpunkt bleibt die morphologische Struktur der Mitochondrien erhalten. In der 

zweiten Phase (blebbig/budding) entstehen aus Nukleus und Zytoplasma viele kleine, memb-

rangebundene apoptotische Körper (apoptotic bodies). Diese apoptotischen Körper werden 

von benachbarten Zellen z.B. Makrophagen phagozytiert oder im Falle der Kryptenspitze ins 

Darmlumen abgegeben. In der dritten Phase werden übrige nukleäre und zytoplasmatische 

Strukturen abgebaut. Das typische morphologische Kennzeichen der Apoptose ist die Kon-

densation des Nukleus, wohingegen andere Organellen relativ gut erhalten sind (Kerr et al., 

1972).  
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Die Spaltung der DNA in Fragmente ist das biochemische Kennzeichen der Apoptose. Zu 

Beginn wird die DNA in 300–500 Kilobasenpaare (kbp) große Abschnitte unterteilt, schließ-

lich erfolgt eine Aufspaltung in 180-200 Basenpaare große Fragmente (Walker et al., 1994; 

Oberhammer et al., 1993). Zusammen mit den charakteristischen morphologischen Verände-

rungen ist der Apoptoseprozeß in der Periode der 180 bp großen Fragmente kennzeichnend 

für den programmierten Zelltod. Jedoch wird die Aufspaltung der DNA auch in anderen For-

men des Zelltodes wie der Nekrose beobachtet. Beide Formen ähneln sich zwar bezüglich der 

Spaltung der DNA in einzelne Fragmente, jedoch bestehen deutliche Unterschiede. Bei der 

Apoptose verdichtet sich das Chromatin, während bei der Nekrose unregelmäßig ausgebildete 

Chromatinklumpen entstehen. Im Gegensatz zur Nekrose werden bei der Apoptose die zy-

toplasmatischen Organellen erst im fortgeschrittenen Stadium abgebaut. Ein wesentlicher 

Unterschied besteht auch bezüglich des Zellvolumens, so schrumpfen die Zellen bei der A-

poptose, dagegen schwellen sie bei der Nekrose an. Werden nun nicht nur einzelne Zellen, 

sondern ganze Gewebsschnitte untersucht, sind bei der Apoptose meist nur einzelne Zellen in 

den für den Zelltod charakteristischen Gewebsschichten zu finden, bei der Nekrose sind je-

doch meist ganze Gruppen von Zellen betroffen. Da die Apoptose in die physiologischen Ab-

läufe der Zelle miteingebunden ist, zeigen sich im Gegensatz zur Nekrose keine Entzündungs-

reaktionen (Columbano, 1995; Afanas´ev et al., 1986; Duvall & Wyllie, 1986; Kerr, 1993). 



Literaturübersicht 

   21

 
 

 

Abb. 10: Schematische Darstellung der Apoptose (nach  Kerr, 1993) 

2.4.4.2 Ablauf der Apoptose 
  
Die Apoptose kann über verschiedene Regelmechanismen initiiert werden (Abb. 11). Zu un-

terscheiden sind in diesem Zusammenhang der Rezeptor vermittelte Apoptosepfad und der 

mitochondriale Pfad. 



Literaturübersicht 

 I 22

Der Rezeptor vermittelte Apoptosepfad wird über Rezeptoren wie CD95 initiiert. Die Bin-

dung von CD95- Ligand an CD95 induziert den Signalkomplex, welcher mittels FADD (Fas 

associated death domain protein) Procaspase 8 Moleküle rekrutiert und somit für die Aktivie-

rung von Caspase 8 verantwortlich ist (Hengartner, 2000).  

Die Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle in der Steuerung der Apoptose ein. Der mito-

chondriale Weg kann über extrazelluläre Faktoren oder auch DNA – Schädigung ausgelöst 

werden. Proteine der Bcl-2 Familie sind an diesem Regulationsmechanismus beteiligt. Die 

pro- und antiapoptotischen Vertreter dieser Familie treten  an den Mitochondrien in Kontakt 

und steuern die Ausschüttung von verschiedenen Molekülen wie zum Beispiel Cytochrom c, 

welches zusammen mit Apaf-1 und Procaspase 9 zur Aktivierung der Effektorcaspasen führen 

kann. Auf weitere im Schaubild dargestellte Detailmechanismen wird in dieser Arbeit nicht 

weiter eingegangen, genauere Erklärungen sind in der Veröffentlichung von Hengartner 

(2000) zu finden.  

  

Abb. 11: Schema der wichtigsten Apoptosepfade (links: Rezeptor vermittelter Apoptosepfad; 
rechts: mitochondriale Apoptosepfad, nach Hengartner, 2000) 
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2.4.4.3 Identifizierung apoptotischer Zellen 
Apoptotische Zellen können mit einer histochemischen / cytochemischen Nachweismethode 

identifiziert werden. Die für die Apoptose typischen DNA – Fragmente können detektiert 

werden, indem die neu geformten DNA – Enden angefärbt werden. Hierzu wird biotinyliertes 

dUTP an das 3`- Hydroxyende der fragmentierten DNA hinzugefügt. Diese Reaktion wird 

durch terminale Deoxy Transferase katalysiert. Die Färbung erfolgt, indem das biotinylierte 

dUTP mit Avidin einen Komplex eingeht und somit mittels der ABC Methode nachgewiesen 

werden kann. Diese Methode (TUNEL) wurde das erste Mal von Gavrieli et al. (1992) be-

schrieben. Der Vorteil dieses Nachweisverfahrens liegt darin, daß nicht nur die Anzahl der 

apoptotischen Zellen mittels Lichtmikroskop einfach und schnell erfaßt werden kann, sondern 

auch Informationen über die Lokalisation im Gewebe vorliegen. Die Verifikation der Apopto-

se kann mittels Elektronenmikroskop erfolgen. Anhand des Transmissions- Elektronenmikro-

skops (TEM) können Details über den Zustand des Nukleus und der Organellen untersucht 

werden. Das Scanning- Elektronenmikroskop (SEM) hingegen liefert ein dreidimensionales 

Bild des apoptotischen Prozesses innerhalb einer Zelle auf makromolekularer Ebene. Der 

Vorteil der Elektronenmikroskopie liegt in der eindeutigen Erfassung apoptotischer Abläufe. 

Jedoch kann mit dieser Methode keine quantitative Auswertung erfolgen, deshalb eignet sie 

sich nur für die Verifikation der Apoptose (Wyllie et al., 1980). 
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2.4.5  Rolle der Suppressorgene 
Suppressorgene kontrollieren den Ablauf des Zellzyklus und sind wesentlich an der geregel-

ten Zellteilung beteiligt. Nach Ausfall ihrer Funktion kommt es zum Verlust der von ihnen 

ausgeübten Kontrolle. Die Folge ist eine unkontrollierte Zellteilung. Der Funktionsausfall 

kann entweder durch Sequenzänderung der Gene (z.B. Punktmutation, Chromosomenverlust) 

oder durch Komplexbildung entweder mit körperfremden Virusprotein oder körpereigenen 

Onkoproteinen erfolgen. Zu einem der am besten charakterisierten Suppressorgene gehört das 

Gen p53. Es wurde p53 bezeichnet, da es aus einem 53 KD Protein besteht (Lane and Craw-

ford, 1979). Es ist ein nukleäres Protein, dessen mRNA prinzipiell in allen Geweben nach-

weisbar ist (Rogel et al., 1985). Es konnte gezeigt werden, daß p53 einer malignen Formation 

entgegenwirkt (Finlay et al., 1989). P53 ist ein Regulatorprotein des Zellzyklus mit prolifera-

tionshemmender Wirkung.  

Während des Zellzyklus wird die DNA auf mögliche Schädigungen untersucht. So verhindert 

der Kontrollpunkt G1-S die Replikation von schadhafter DNA. In diesem Zusammenhang 

wurde beobachtet, daß eine Schädigung der DNA zu einem intranukleären Anstieg von p53 

führt (Kuerbitz et al., 1992). Der Anstieg von p53 wiederum bewirkt eine Transskriptionsak-

tivierung der p53 abhängigen Gene, welche in den Zellzyklus regulierend eingreifen. Dadurch 

wird der Zellzyklus in der Phase G1 angehalten und die Replikation genetisch defekter Zellen 

verhindert. Neben dieser proliferationshemmenden Wirkung kann p53 auch die Apoptose 

geschädigter Zellen bewirken (Clarke et al., 1993; Lowe et al., 1993). Dies kann z.B. über 

Transskriptionsaktivierung des Gens bax erfolgen, dessen Protein die Wirkung des Apoptose-

schutzproteins Bcl-2 aufhebt. P53 wurde aus diesen Gründen auch als „Wächter des Genoms“ 

(guardian of the genome) bezeichnet (Lane, 1992). 

Wesentliche Bestandteile des intrazellulären Apoptosevorgangs stellen Vertreter der Bcl-2 

Familie mit Mitochondrien, Cytochrom c und Caspasen dar. Eine vereinfachte Darstellung ist 

in Abb. 12 wiedergegeben.  
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 Mitglieder der bcl-2- Familie

Cytochrom c Ausschüttung

Aktivierung der Caspasenkaskade

          Apoptose

Mitochondrium

 

Abb. 12: Modell der Apoptosekaskade via Bcl-2, Mitochondrien, Cytochrom c und Caspasen 

 

2.4.5.1 Apoptoseregulierende Proteine: Bcl-2 Familie 
Bcl-2 wurde als Protooncogen identifiziert. Das Gen wurde erstmals in B- cell- Lymphoma 

entdeckt. Experimente an murinen Zellinien zeigten auch eine Wirkung von bcl-2 auf die A-

poptose (Vaux et al., 1988). Während Bcl- 2  in vielen fötalen Geweben gefunden wird, wird 

dieses Protein bei adulten Geweben hauptsächlich in schnell teilenden und differenzierenden 

Zellen exprimiert. In weiteren Untersuchungen wurde eine Anzahl von Genen gefunden, wel-

che Sequenzhomologien zu bcl-2 aufweisen (Yang & Korsmeyer, 1996; Reed, 1997). Die 

Charakterisierung der Aminosäuresequenz, die biologische Wirkung und Funktion führten zu 

verschiedenen Beobachtungen. Demnach gehören zur Familie der Bcl-2 Proteine sowohl Ver-
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treter mit antiapoptotischer als auch mit proapoptotischer Wirkung (Tab. 5). Die Aminosäure-

sequenzhomologie zwischen den Vertretern der Bcl-2 Familie ist gering, sie ist begrenzt auf 

vier spezifische Regionen, den sog. BH- Regionen (Bcl-2 Homology). Diese Regionen ver-

mitteln die Interaktionen zwischen den Proteinen und steuern somit die Bildung von Homo- 

und Heterodimeren (Borner et al., 1994; Yin et al., 1994; Farrow & Brown, 1996). Den ver-

schiedenen Mitgliedern sind meist vier Bindungsregionen (BH1 – BH4) gemein. Die Regio-

nen BH1, BH2, BH3 und der hydrophobe C- Terminus sind bei den meisten Mitgliedern aus-

geprägt, sie sind für die funktionelle Aktivität wichtig. Die Region BH3 scheint für die Zell-

tod- Suppressor- Wirkung von antiapoptotischen Bcl-2 Homologen entbehrlich zu sein, je-

doch notwendig für die cytotoxische Aktivität der proapoptotischen Vertreter (Kelekar & 

Thompson, 1998).  

 

 

antiapoptotische Wirkung proapoptotische Wirkung 

               BCL-2 

               Bcl-X-L 

               Bcl-w 

               Mcl-1 

               A1 

               Bax 

               Bak 

               Bcl-X-S 

               Bad 

               Bid 

               HrK 

               Bim 

               Bok 

Tab. 5  Mitglieder der Bcl-2 Familie (modifiziert nach Antonsson & Martinou 2000) 

 

 

Für die Apoptoseregulation der Bcl-2 Vertreter sind Protein-Protein Interaktionen verantwort-

lich. Viele Mitglieder dieser Familie können Homodimere bilden, jedoch ist die Heterodime-

risierung von pro- und antiapoptotisch wirkenden Vertretern von größerer Bedeutung. Die 

Heterodimerisierung kann als gegenseitige Neutralisierung von pro- und antiapoptotischen 

Proteinen gesehen werden. Zellen mit höheren Anteilen proapoptotischer Proteine neigen eher 

zur Apoptose, während ein Überschuß an antiapoptotisch wirkenden Proteinen den Zelltod 

verhindert. Die beiden Proteine Bax und Bak enthalten die Regionen BH1, BH2 und BH3. 

Die Region BH4 ist nur teilweise ausgebildet. Die cytotoxische Aktivität dieser beiden Prote-

ine hängt von der Region BH3 ab, sie vermittelt die Dimerisierung von Bax / Bak zwischen 
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Bcl-2, Bcl-X-L, Bid oder von sich selbst (Sattler et al., 1997). Bax wirkt dem antiapoptoti-

schen Protein Bcl-2 entgegen, je höher die Konzentrationen von Bax im Vergleich zu Bcl-2 

liegen, desto höher ist dessen Wirkung. Die relativen Verhältnisse von Bax / Bax Homodime-

ren, Bcl-2 / Bax Heterodimeren und Bcl-2 / Bcl-2 Homodimeren sind ausschlaggebend für die 

Ausführung der Apoptose. Überwiegen Bax Homodimere, so kommt es zum Zelltod, ein Ü-

berwiegen von Bax / Bcl-2 Heterodimeren führt eher zum Überleben der Zelle (Sato et al., 

1994). Jedoch wurde in einigen Arbeiten auch gezeigt, daß unabhängig vom Dimerisati-

onsgrad Bcl-2 und Bcl-x die Apoptose inhibieren oder auch Bax die Apoptose fördern kann 

(St Clair et al., 1997; Zha & Reed, 1997)(Abb. 13). Zudem scheint die proapoptotische Wir-

kung von Bak unabhängig von der Heterodimerisierung mit Bcl-X-L und Bcl-2 zu sein (Si-

monian et al., 1997). 

b:

a:

bcl-2

bcl-2

bax

bax

 
 

Abb. 13: Schaubilder über Protein- Protein Interaktion von Vertretern der bcl-2 Familie (a: 

modifiziert nach Mathers, 1998; b: Sato et al., 1994) 
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2.4.5.2 Lokalisation von Mitgliedern der Bcl-2 Familie in der Zelle 
Die Vertreter der Bcl-2 Familie können sowohl membrangebunden als auch im Cytosol loka-

lisiert sein. Da einige Vertreter mit hyrophober Region membrangebunden auftreten und ein 

Fehlen dieser Region zu einer Lokalisation im Cytosol führt, wurde der hydrophobe C-

terminus für die Membranbindung verantwortlich gemacht. Dies kann jedoch nicht verallge-

meinert werden, denn Bax und Bcl-X-L werden auch im Cytosol gefunden, obwohl sie das 

hydrophobe C-terminus enthalten. Wird die Apoptose induziert, so scheint es für Bax spezi-

fisch zu sein, sich, im Cytosol gelegen, den Mitochondrien anzulagern (Hsu et al., 1997; Wol-

ter et al., 1997). Von dieser Stelle aus assoziiert Bax mit Bcl-2 / Bcl-X-L. Unter normalen 

Bedingungen scheint die hydrophobe Region von Bax maskiert zu sein. In dieser Form befin-

det sich das Protein im Cytosol. Durch Proteininteraktionen während des Apoptosevorganges 

scheint sich die hydrophobe Region von Bax zu ändern und eine Verlagerung des Proteins in 

Richtung Mitochondrien stattzufinden. Die Verlagerung von Bax kann als wichtiger Bestand-

teil beim Ablauf der Apoptose gesehen werden (Antonsson & Martinou, 2000).  

2.4.5.3  Regulation und Rolle der Cytochrom c- Ausschüttung 
Eine Schlüsselfunktion von Bcl-2 Vertretern scheint darin zu liegen, die Ausschüttung von 

Cytochrom c von der mitochondrialen Zwischenmembran ins Cytosol zu regulieren (Adams 

& Cory, 1998; Antonsson & Martinou, 2000). Dementsprechend wurde gezeigt, daß die Zu-

gabe von Bax zu isolierten Mitochondrien die Cytochrom c - Ausschüttung induziert. Dieser 

Mechanismus kann durch die Zugabe von Bcl-X-L unterdrückt werden (Jurgensmeier et al., 

1998). Die Ausschüttung von Cytochrom c wiederum ist verantwortlich für die Aktivierung 

der Caspasenkaskade, die schließlich zur Apoptose führt. Bcl-2 Vertreter könnten ihre Wir-

kung vermitteln, indem sie Kanäle für den Proteintransport bilden. Dieser Erklärungsansatz 

basiert auf der Ähnlichkeit von Bcl-X-L zu bestimmten Giften wie zum Beispiel dem Toxin 

des Diphtheriebakteriums, welche Poren formende Eigenschaften aufweisen. Aufgrund ihrer 

Ähnlichkeit könnten Bcl-2 Proteine somit die Bildung von Kanälen in die äußere mito-

chondriale Membran veranlassen. 

Cytochrom c ist meistens in apoptotische Prozesse involviert, wird jedoch die Apoptose durch 

Zelltodrezeptoren induziert, ist der mitochondriale Weg oft nicht beteiligt. Diese Art von Zell-

tod wird somit auch nicht von Bcl-2 beeinflußt (Scaffidi et al., 1998). Die Ausschüttung von 

Cytochrom C scheint hierbei vielmehr ein Ergebnis der Caspasenaktivierung zu sein, als de-

ren Ursache. 
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2.4.5.4  Caspasen: Ausführer der Apoptose 
Da Caspasen (cysteine aspartyl protease) für die meisten sichtbaren Veränderungen während 

des Apoptosevorganges verantwortlich sind, können sie als zentrale Ausführer der Apoptose 

bezeichnet werden. Bezüglich des Zelltodes verursachen die Caspasen die meisten morpholo-

gischen Veränderungen, sie werden sowohl bei Säugetieren als auch bei Insekten und Nema-

toden gefunden (Earnshaw et al., 1999). Sie gehören zur Familie der Ced- 3 like Cystein Pro-

teasen (ced: cell death defective). Als erstes Homolog von ced-3 wurde bei Säugetieren ICE 

identifiziert (Yuan et al., 1993), welches Caspase 1 genannt wurde. 

Die Caspasen 1 und 11 sind bei der proteolytischen Reifung von Cytokinen wie Interleukin 1- 

beta involviert, nehmen jedoch am Apoptoseprozeß nicht teil (Li et al., 1995; Wang et al., 

1998). Die Caspasen –2, -3, -6, -7, -8, -9, -10, -12, -13, und –14 jedoch sind bei der Regu-

lation und Ausführung der Apoptose maßgeblich beteiligt. Diese Caspasen werden während 

des Apoptosevorganges durch Spaltung aktiviert, was letztendlich die Apoptose vermittelt 

und ausführt (Wolf & Green, 1999; Thornberry et al., 1998). Die Caspasen werden als Prä-

kursor Proenzyme synthetisiert, welche proteolytisch in ihre aktive Form umgewandelt wer-

den, d.h. Procaspasen werden durch die Spaltung an einer bestimmten Aspartatposition akti-

viert. Diese aktiven Caspasen enthalten einen katalytischen Cysteinbestandteil und eine klei-

nere Untereinheit, welche die Substratspezifität bestimmt (Zörnig et al.; 2001). Die Caspase 8 

aktiviert sich selbst durch die Interaktion mit einem death receptor signaling complex und das 

aktive Enzym spaltet und aktiviert die Effektor Caspasen 3 und 7, welche die Apoptose aus-

führen (Krammer, 2000). 

Die Caspasen 3, 6 und 7 werden auf diese Weise aktiviert und werden als Effektorcaspasen 

im Apoptoseprozeß gesehen. Diese Art der Aktivierung kann als Verstärkung des proapopto-

tischen Signals gesehen werden. Die Caspase 9 benötigt diese proteolytischen Prozesse nicht, 

jedoch wird sie durch die Bindung mit APAF- 1 aktiviert (Rodriguez & Lazebnik, 1999; 

Stennicke et al., 1999; Zörnig et al.; 2001). Der Komplex aus Apaf-1 und Caspase 9 stellt die 

aktive Form dar (Rodriguez & Lazebnik, 1999). Apaf-1 kann nicht nur als Aktivator gesehen 

werden, sondern stellt eine regulatorische Untereinheit dar (Hengartner, 2000).  

Die Aufhebung der Caspaseaktivität führt zur Verlangsamung oder Verhinderung der Apop-

tose (Earnshaw et al., 1999). Generell führt die von Caspasen bedingte Spaltung von Zielpro-

teinen zu deren Inaktivierung, jedoch können sie auch gezielt Proteine aktivieren. So wird den 

Caspasen eine besondere Bedeutung bezüglich der Aktivierung von Nukleasen zugesprochen, 

welche die Spaltung der DNA in Fragmente von 180 bp veranläßt. Die Bildung dieser Bruch-

stücke wird als Marker für die Apoptose verwendet. Es wurde gezeigt, daß sogenannte CAD 

(caspase – activated DNase) bei lebenden Zellen bereits in inaktiver Form (ICAD) vorliegen 
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liegen (Nagata, 2000). Die Aktivierung dieser Enzyme wird von der Caspase 3 vermittelt (Liu 

et al., 1997; Sakahira et al., 1998; Hengartner, 2000). Weiterhin spalten Caspasen nukleäre 

Bestandteile, welches zur Schrumpfung des Zellkerns führt (Buendia & Courvalin, 1999). Die 

Spaltung von Proteinen wie Fodrin und Gelsolin ist für den Verlust der Zellstruktur verant-

wortlich (Kothakota et al., 1997). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daß Effektorcaspasen im allgemeinen durch andere 

Caspasen aktiviert werden, während Initiatorcaspasen durch Protein-Protein Interaktionen 

aktiviert werden (Hengartner, 2000). 

 

 

2.5 Nutritive Beeinflussung  
Die Mucosa des gastrointestinalen Traktes steht mit der aufgenommenen Nahrung nicht nur 

direkt in Kontakt, sondern antwortet schnell auf die Art und Menge der Diät. Hungern der 

Tiere führt zum Beispiel zu einer Abnahme der Mitose im Colon, während eine Wiederanfüt-

terung zu einer erhöhten Mitoserate führt (Konishi et al., 1996). Die Wirkung der unterschied-

lichen Nahrungsinhaltstoffe erstreckt sich nicht nur auf die Zellteilung, sondern auch auf die 

Apoptose. Für mehrere Nahrungsbestandteile wird eine Rolle in der Regulation der Apoptose 

diskutiert, so soll zum Beispiel der Gehalt von Vitamin B12 (Lewin & Weinstein, 1996) oder 

auch der Calcium- Gehalt der Nahrung (Penman et al., 2000) die Apoptose im Gastrointesti-

naltrakt beeinflussen. Weiterhin werden den Retinoiden Effekte auf die Apoptose zugespro-

chen (Pereira, 1999). Zu der in diesem Zusammenhang wohl am meisten diskutierten Stoff-

gruppe gehören die SCFA, welche im Dickdarmbereich aufgrund fermentativer Umsetzungs-

prozesse entstehen (Kapitel  2.3.3). Erste Hinweise, welche die Wirkung der SCFA beschrei-

ben, wurden in der Entwöhnungsphase von Wiederkäuern beobachtet. Dabei konnte gezeigt 

werden, daß die SCFA an der Entwicklung des Pansens maßgeblich beteiligt sind (Tamate et 

al., 1962). In weiteren Studien konnte diese förderliche Wirkung auch für die Colonmucosa 

von Monogastriern bestätigt werden, so führte die Abnahme der SCFA- Konzentration im 

Colon zu einer Degeneration des Epithels. Eine Supplementierung von Butyrat, welches die 

deutlichsten Effekte auf die Epithelzellen ausübt, führte zu einer Regeneration der Mucosa 

(Sakata, 1987; Kripke et al., 1989). Gleichsinnig dieser wachstumsfördernden Wirkung wurde 

in Inkubationsstudien eine erhöhte Proliferation der Mucosa beobachtet (Bartram et al., 1993; 

Scheppach et al., 1992). Weiterhin konnte gezeigt werden, daß Butyrat als Hauptenergiequelle 

für Enterocyten (Roediger, 1980; Scheppach, 1994) auf die Zellen des Colonepithels trophi-

sche Effekte zeigt (Kripke et al., 1989; Sakata & Yajima, 1984). Außerdem konnte Butyrat 
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mit einer Stimulation der Na- Absorption (Binder & Mehta, 1989) und Bicarbonatsekretion 

(Engelhardt, 1995) als auch mit einer erhöhten Mucussekretion (Finnie et al., 1995) in Ver-

bindung gebracht werden. 

 

2.6  Butyrat und Apoptose 
 

                                                 Effekt von Butyrat 

                  normales Gewebe        neoplastisches Gewebe 

        in vitro        in vivo       in vitro       in vivo 

Apoptose verminderta vermindertb erhöhtc nicht bekannt 

Proliferation erhöhtd erhöhte reduziertf wahrscheinlich 

reduziertg 

Differenzierung unterdrückth unveränderti induziertj nicht bekannt 

Tab. 6: Das Butyrat Paradoxon (modifiziert nach Young & Gibson, 1995) 

a: Hass et al., 1997; b: Mentschel et al., 2002; c: Hague et al., 1993; d: Scheppach et al., 1992; 

e: Sakata, 1987; f: Kim et al., 1980; g: De Cosse et al., 1989; h: Gibson et al., 1992; i: Young 

& Gibson, 1991; j: Barnard & Warwick, 1993 

Butyrat fördert nicht nur das Wachstum und die Proliferation der Colonmucosa, sondern wirkt 

auch auf die Apoptose der Colonocyten. Die Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten scheinen 

sich jedoch zu widersprechen, denn während Butyrat in Tumorzellen in vitro das Wachstum 

inhibiert und die Differenzierung und die Apoptose fördert, stimuliert es das Wachstum nor-

maler Zellen  und inhibiert deren Apoptose. Dementsprechend wurde von Hass et al. (1997) 

berichtet, daß die Abwesenheit von Butyrat im Inkubationsmedium die Apoptose im Gewebe  

der Colonmucosa von Meerschweinchen fördert, welches einhergeht mit erhöhter Expression 

von Bax. Dieses Modell ist dem in vivo Ansatz näher als die Versuche mit Zellinien. Bestätigt 

wurden diese Ergebnisse unter in vivo Bedingungen in eigenen Untersuchungen am Modell 

des Kälberpansens (Mentschel et al., 2002). Unterschiede zwischen den Survivaleffekt von 

Butyrat in vivo und den proapoptotischen Effekten in vitro bleiben jedoch unklar.  

Der Grund hierfür könnte in der unterschiedlichen metabolischen Aktivität liegen, denn nor-

males und neoplastisches Gewebe unterscheiden sich bezüglich ihres Stoffwechsels, es findet 

ein Wechsel von aeroben zu anaeroben Stoffwechsel statt, welches einen Einfluß auf be-

stimmte Regelprozesse in der Zelle haben könnte (Jass, 1985). 

Eine Zusammenfassung über die unterschiedlichen Effekte von Butyrat ist in Tab. 6 gegeben.  
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2.7  Zielsetzung 
 

Der Einfluß der Nahrung auf den Gesundheitszustand des Organismus und speziell der 

Einfluß auf den Darm war in der vergangenen Zeit Schwerpunkt vieler Forschungsprojekte. 

Im Rahmen der nutritiven Beeinflussung der Proliferationsprozesse im Darm nahm die Regu-

lation der Apoptose einen wichtigen Stellenwert ein.  

Für Butyrat, ein Produkt der Kohlenhydratfermentation im Dickdarm, konnte eine Beteiligung 

am Apoptosegeschehen im Darm nachgewiesen werden. Die Ergebnisse werden jedoch kon-

trovers diskutiert, denn einerseits erhöht Butyrat die Apoptose in transformierten Zellen in 

vitro und andererseits scheint es die Apoptose in vivo zu vermindern. Aus diesen Gründen 

war es Ziel dieser Arbeit, die Wirkung von Butyrat in vivo durch Verfütterung von resistenter 

Stärke zu untersuchen. Neben der Klärung der Effekte unter in vivo Bedingungen sollte spe-

ziell die Frage geklärt werden, wie intrazelluläre Prozesse in die Regulation der Apoptose 

eingreifen. In diesem Zusammenhang wurden neben der Bestimmung von Mitose und Apop-

tose speziell die Effekte von Butyrat auf die Vertreter der Bcl-2 Familie untersucht.
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3  Material und Methoden 

3.1  Tierversuch 
Der gesamte Versuch erstreckte sich auf den Zeitraum von September 2000 bis Februar 2001. 

Der Versuch wurde mit insgesamt 18 Versuchstieren durchgeführt, wobei jeweils 6 Schweine 

einer Gruppe zugeteilt wurden. Dabei wurden in zwei aufeinander folgenden Wiederholungen 

3 verschiedene Fütterungsversuche durchgeführt. 

Die Versuche gliederten sich in eine Kontrollgruppe (K) und 2 Behandlungsgruppen. Der 

Kontrollgruppe wurde Quellstärke als Hauptenergiequelle verabreicht. Die Behandlungsgrup-

pen erhielten resistente Stärke als Hauptenergiequelle und unterschieden sich lediglich durch 

eine vorausgegangene Hungerphase voneinander, die Gruppe mit Hungerphase wurde Reali-

mentationsgruppe (RE), die ohne Hungerphase Resistente- Stärke- Gruppe (RS) genannt 

(Abb. 14).  
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19d:
Ration mit resistenter Stärke

7d: Rekon-
valeszenz

10d:
Quellstärke

5d:
Adaptation Einschläfern

RS- Gruppe:

19d:
Ration mit resistenter Stärke

7d: 
Quellstärke

5d: 
Adaptation

3d: 
Hungern

7d: Rekon-
valeszenz

Einschläfern

RE- Gruppe:

19d: 
Ration mit Quellstärke

7d: Rekon-
 valeszenz

Einschläfern
Kontrollgruppe:

 

Abb. 14: Versuchsplan 

Den Versuchstieren wurde jeweils eine Woche vor Versuchsbeginn operativ ein Venenver-

weilkatheter verlegt. Die einwöchige Rekonvaleszenz wurde veranschlagt, damit sich die Tie-

re ausreichend erholen konnten und eventuelle Nachwirkungen aus der Operation sich nicht 

nachteilig auf den Versuch auswirken konnten.  



Material und Methoden 

   35

Die Kontrollgruppe erhielt für einen Zeitraum von 19 Tagen die Ration mit Quellstärke. Die 

RS- Gruppe erhielt parallel zu dieser Fütterung die Ration mit resistenter Stärke, jedoch wur-

de der 19- tägigen Versuchszeit eine Adaptationszeit und eine Quellstärkephase vorgeschaltet. 

Die Quellstärkephase sollte eine Beeinflussung der morphologischen und histologischen Pa-

rameter der Darmmucosa in Richtung Kontrollgruppe gewährleisten, um die aus der anschlie-

ßenden Fütterung mit resistenter Stärke resultierenden Unterschiede eindeutig auf die RS zu-

rückführen zu können. Da sich bei der Umstellung von einer Ration mit hoher praecaecaler 

Verdaulichkeit auf eine Ernährung mit niedriger praecaecaler Verdaulichkeit die Mikroflora 

im Dickdarmbereich adaptieren muß, wurde entsprechend der Literatur eine fünf- tägige A-

daptationszeit durchgeführt (Topping et al., 1993).  

Mit der RE- Gruppe wurde bis auf eine eingeschobene Hungerphase von 3Tagen identisch 

wie mit der RS- Gruppe verfahren. Die RE- Gruppe diente als Vergleich zur RS- Gruppe. Es 

sollte untersucht werden, ob Unterschiede bezüglich der Darmmucosa, welche durch Degene-

rationsphänomene während der Hungerphase verursacht werden, trotz anschließender gleicher 

Behandlung mit resistenter Stärke bis zum Zeitpunkt des Einschläferns weiterbestehen oder 

kompensiert werden können.  

Der Versuchsablauf führte dazu, daß die Tiere, welche mit resistenter Stärke gefüttert wurden, 

zum Zeitpunkt des Einschläferns älter und damit schwerer waren als die Tiere der Kontroll-

gruppe. In dem vorliegenden Versuch ging es vorrangig um die Wirkung von Butyrat auf die 

gastrointestinale Mucosa via Verfütterung von resistenter Stärke, sodaß der Gewichtsunter-

schied keinen Einfluß auf die Ergebnisse haben dürfte. Da in zahlreichen Studien Ergebnisse 

verschiedener Spezies miteinander verglichen werden, dürfte somit ein geringer Altersunter-

schied für die bearbeitete Fragestellung unerheblich sein.  

 

 

3.1.1  Versuchstiere 
Verwendet wurden männliche Kastraten der Rasse Deutsche Landrasse x Pietrain. Sie wurden 

einerseits von der Versuchsstation Unterer Lindenhof der Universität Hohenheim und ande-

rerseits vom Staatsgut Osterseeon, Ebersberg in Bayern bezogen. Die Schweine der beiden 

Herkünfte wurden gleichmäßig auf die drei Fütterungsgruppen aufgeteilt. Das durchschnittli-

che Gewicht der Schweine betrug bei Versuchsbeginn 62,8 (55- 72) kg. 

3.1.2  Verlegen des Venenverweilkatheters 
Um für die Fragestellung relevante Parameter im Blut bestimmen zu können, wurde für eine 

frequente aber dennoch belastungsfreie Gewinnung von Blut den Tieren 7 Tage vor Ver-
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suchsbeginn ein Venenverweilkatheter gelegt. Die Operationstechnik erfolgte nach einer am 

Fachgebiet etablierten Methode (Claus & Gimenez, 1977). Der Verweilkatheter in Form eines 

Silikonschlauches wurde dabei in die Vena cephalica in der Gegend des Buggelenkes verlegt, 

verlief okzipital und dorsal unter der Haut und wurde an der Austrittsstelle am Nacken des 

Tieres in einer Segeltuchtasche verstaut. Details der Verlegung der Venenverweilkatheter sind 

der Dissertation von Zeifang (2000) zu entnehmen. Die Kanulierung und die Durchführung 

des Versuches erfolgten im Rahmen eines genehmigten Tierversuchs.  

3.1.3  Haltung der Tiere 
Um eine exakte Futteraufnahme der einzelnen Tiere zu gewährleisten als auch eine Beschädi-

gung der Katheter durch gegenseitigen Kontakt zu vermeiden, wurden die Tiere in Einzelbo-

xen aufgestallt. Weiterhin wurden die Tiere einstreulos gehalten, um eine unkontrollierbare 

Aufnahme von Einstreu zu verhindern. Der wärmegedämmte Betonboden sicherte die für die 

Gesundheit der Tiere förderliche Isolation. Obwohl die Tiere einstreulos gehalten wurden, 

wurde die Sauberkeit der Tiere nicht negativ beeinflußt, denn es standen pro Schwein ca. 7m2 

Grundfläche zu Verfügung. Um eine ausreichende Beschäftigung der Tiere zu sichern, wur-

den neben der intensiven Tierbetreuung in den Buchten Eisenketten zum Spielen angebracht. 

Außerdem bestand durch die gitterförmige Absperrung Sichtkontakt zwischen den Ver-

suchstieren. Neben den für Schweine konzipierten Futtertrögen und Selbsttränken sorgte das 

bestehende Lüftungssystem für das Wohlbefinden der Tiere. 

3.1.4  Fütterung 
Grundvoraussetzung für den Versuch war eine dem Alter der Schweine bedarfsgerechte Ver-

sorgung mit Nährstoffen zu gewährleisten. Dabei sollte die K- Gruppe eine Ration mit hoher 

praecaecaler Verdaulichkeit erhalten, die Behandlungsgruppen eine Ration mit niedriger 

praecaecaler Verdaulichkeit, welche die mikrobielle Bildung speziell von Butyrat fördert. Um 

das Schwein auch als Modell für humane gastrointestinale Fragestellungen anzubieten, sollten 

die Hauptkomponenten aus Substanzen bestehen, welche auch in der menschlichen Ernährung 

eingesetzt werden.  

Die Komponenten der beiden Rationen bestanden demzufolge aus verschiedenen Kartoffel-

stärken, Kartoffeleiweiß, Weizenkleber, Weizenkleie, Mineralien und Vitaminen (Tab. 7). 

Kartoffeleiweiß und Weizenkleber wurden aufgrund ihrer hohen Proteingehalte eingesetzt. 

Weizenkleie wurde wegen des hohen Rohfasergehaltes verfüttert, somit konnte mit relativ 

wenig Weizenkleie eine ausreichende Versorgung an Rohfaser gewährleistet werden. Die 

verabreichte Stärke aus Kartoffeln diente jeweils als Hauptenergiequelle. Die K- Gruppe er-

hielt Quellstärke, die bereits im Dünndarm enzymatisch aufgespalten wird, so daß den Tieren 
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hauptsächlich Glucose als Energiequelle bereitstand. Die Rohstärke aus Kartoffeln (Behand-

lungsgruppen) hingegen wird aufgrund ihrer niedrigen praecaecalen Verdaulichkeit vermehrt 

zu SCFA im Dickdarm der Tiere umgewandelt und fördert speziell die Bildung von Butyrat 

(Martin et al., 1998). Die Stärken wurden von der Firma Südstärke in Schrobenhausen 

(Deutschland) bezogen. Die rohe Kartoffelstärke wird unter der Bezeichnung „Kartoffelstärke 

Superior“ und die Quellstärke unter der Bezeichnung „Spezialstärke 6007“ gehandelt. Unter-

schiede zwischen beiden Stärken werden durch eine thermische Behandlung im Falle der 

Quellstärke erzielt.  

Da resistente Stärke aufgrund energetischer Verluste durch die mikrobielle Fermentation und 

der geringen energetischen Effizienz von SCFA gegenüber Glucose im Intermediärstoffwech-

sel niedriger bewertet werden muß, war es nötig, den tatsächlichen Gehalt von resistenter 

Stärke in den jeweiligen Stärkearten zu bestimmen. Aus diesem Grund wurde mit der Quell-

stärke als auch mit der rohen Kartoffelstärke ein in vitro- Verdauungsversuch nach den Me-

thoden von Morales et al. (1997) und Saura- Calixto et al. (1993) durchgeführt.  

3.1.4.1  Berechnung der Futterration 
Aufgrund der Ergebnisse des in vitro Verdauungsversuches wurde bei der Berechnung davon 

ausgegangen, daß Quellstärke keine resistente Stärke enthält, bei roher Kartoffelstärke wurde 

jedoch ein Gehalt von 80% ermittelt. Diese Werte entsprechen den Angaben aus der Literatur, 

bei denen für rohe Kartoffelstärke ein Gehalt an resistenter Stärke von 78- 85% angegeben 

wird (Morales et al., 1997; Saura- Calixto et al., 1993; Faisant et al., 1995). Da die Energie-

verluste beim Schwein bei etwa 40% liegen, wurde der Energiewert von resistenter Stärke mit 

nur ca. 60 % im Vergleich zur Quellstärke bewertet. Die Art der Berechnung wurde aus dem 

für Schweine typischen Bewertungssystem für bakteriell fermentierbare Substanz (BFS) abge-

leitet, bei dem sich der energetische Wert der im Dickdarm fermentierten Substanz auf etwa 

60 % des Energiewertes der im Dünndarm abgebauten Kohlenhydrate beläuft (Kirchgessner, 

1997). 

Weiterhin wurde bei der Rationszusammenstellung darauf geachtet, daß die Tiere der ver-

schiedenen Fütterungsgruppen ähnliche Mengen der Einzelkomponenten erhielten und somit 

bezüglich Energie- und Proteinversorgung gleichgestellt waren. Da die rohe Kartoffelstärke 

jedoch für die Tiere einen geringeren Wert an umsetzbarer Energie darstellt, wurde den Tie-

ren der Behandlungsgruppen mehr Futter pro Tag zugeteilt, um eine identische energetische 

Versorgung der Tiere zu gewährleisten (Tab. 7/ Tab. 8/ Tab. 9).  

Tab. 7: Zusammensetzung der Futterrationen 
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Komponente Ration mit Quellstärke Ration mit resistenter Stärke 

 g/kg TS g/d TS g/kg TS g/d TS 

Quellstärke 523 1146   

rohe Kartoffel-

stärke 

  615,5 1690 

Kartoffeleiweiß 54,8 120 43,6 120 

Weizenkleber 91,4 200 72,8 200 

Weizenkleie 306,3 670 243,9 670 

Mineralien und 

Vitamine 

24,2 53 24,2 66 

XP  173,5 380,5 138,7 381 

MJ ME 14,13 31 11,28 31 
 
 
Tab. 8: Nährstoffgehalte der Ration mit roher Kartoffelstärke (pro kg Trockensubstanz) 
 
Komponente g/kg TS MJ ME/ kg TS XP g/ kg TS 

rohe Kartoffel-

stärke 

615,5 6,77 1,84 

Kartoffeleiweiß 43,6 0,80 36,7 

Weizenkleber 72,8 1,42 61,3 

Weizenkleie 243,9 2,29 38,9 

Mineralien und 

Vitamine 

24,2   

Gesamtration 1000 11,28 138,7 
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Tab. 9: Nährstoffgehalte der Quellstärkeration (pro kg Trockensubstanz) 

 

Komponente g/kg TS MJ ME/ kg TS XP g/ kg TS 

Quellstärke 523 8,48 1,97 

Kartoffeleiweiß 54,8 1,0 46,0 

Weizenkleber 91,4 1,78 76,89 

Weizenkleie 306,6 2,87 48,85 

Mineralien und 

Vitamine 

24,2   

Gesamtration 1000 14,13 173,7 

 

 

3.1.4.2 Wiegen der Tiere 

 

Neben der Erfassung des Körpergewichtes zu Versuchsbeginn und –ende wurden die Tiere 

der RS und RE Gruppe einmal pro Woche und die der Kontrollgruppe aufgrund der allgemein 

kürzeren Versuchszeit zweimal pro Woche gewogen. Diese relativ frequente Gewichtserfas-

sung wurde gewählt, um in der kurzen Behandlungszeit ausreichend Daten für den Gewichts-

verlauf zu erhalten. Das Wiegen erfolgte standardisiert nach der Futteraufnahme. 

 

 

 

3.1.5  Ablauf der Fütterung 
Das für jedes Tier täglich eingewogene Futter wurde auf zwei Mahlzeiten verteilt. Die Fütte-

rung erfolgte jeweils um 8 und 15 Uhr. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, daß die Vermi-

schung von Quellstärke mit Speichel beim Fressen zu Problemen bei der Futteraufnahme 

führte, denn Quellstärke bildet mit etwas Flüssigkeit eine klebrige und damit schlecht 

abschluckbare Masse. Aus diesem Grund wurde diese Ration mit ausreichend Wasser (im 

Verhältnis 1:1) vermischt, welches aufgrund des hohen Flüssigkeitsgehaltes zu einer verbes-

serten Aufnahme führte. Die Ration mit resistenter Stärke konnte hingegen aufgrund geringe-

rer Klebeeigenschaften trocken verfüttert werden. Beim gesamten Versuch und besonders bei 

der Variante der Flüssigfütterung wurde auf eine stringente und regelmäßige Reinigung und 

Hygiene der Futtertröge geachtet.  
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3.1.6  Probenentnahme 

3.1.6.1  Blutentnahme 
Die Blutentnahme erfolgte zweimal am Tag, um 10 und 17 Uhr, jeweils zwei Stunden nach 

der Fütterung über die Venenverweilkatheter. Die Blutprobe (10 ml) wurde in ein heparini-

siertes Röhrchen gefüllt und 15 min. bei 3000 U/ min und 4°C zentrifugiert. Das gewonnene 

Plasma wurde bei –20°C tief gefroren. Nach jeder Blutentnahme wurde der Katheter mit einer 

Heparinlösung (1g Heparin/ l Kochsalzlösung, versetzt mit 50ml Gentamycin) gespült. Zur 

Desinfektion wurde der Dreiwegehahn mit 70%igem Alkohol mit H2O2- Zusatz (3%) durch-

gespült. In dieser Arbeit werden jedoch die im Blut gemessenen Parameter nicht dargestellt. 

3.1.6.2  Erfassung von Kotproben 
Zur Erfassung der gebildeten SCFA als auch der Trockensubstanz wurde darauf geachtet, 

möglichst frische Kotproben zu sammeln. Dies erfolgte stets unmittelbar nach der Blutpro-

benentnahme am Vormittag. Der Kot wurde auf zwei Szintillationsgefäße aufgeteilt und bei –

20°C tief gefroren.  
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3.1.6.3  Einschläfern der Tiere und Entnahme der Gewebsproben 
Für die immunocytochemische Auswertung und analytischen Meßmethoden der Gewebspro-

ben war es erforderlich, das Gewebe so schnell wie möglich nach Eintreten des Todes zu fi-

xieren bzw. in flüssigem Stickstoff einzugefrieren. Die Tiere wurden durch Infusion von 20-

30 ml Narcodorm- n® (Alvetra, Neumünster) eingeschläfert. Unmittelbar nach dem Herztod 

wurde der Bauchraum eröffnet und das gesamte Darmpaket entnommen. Neben den in dieser 

Arbeit dargestellten Bereichen des Colons wurde auch aus Duodenum und Jejunum Gewebe 

sichergestellt (Abb. 15). Die benötigten Darmbereiche wurden mit eiskalter physiologischer 

Kochsalzlösung gespült, um den Verdauungsbrei ohne Gewebsverletzungen zu entfernen.  

Anschließend wurde das entnommene Gewebe für verschiedene Fragestellungen aufgearbeitet 

und fixiert (siehe Kapitel  3.2). 

 

Abb. 15: Gewebsentnahmeregionen (nach Raab, 1998) 
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3.2  Vorgehensweise bei der Aufarbeitung der Proben 

3.2.1 Aufarbeitung für analytische Nachweismethoden 
Das gewonnene, bereits gereinigte Gewebe wurde in flüssigen Stickstoff tiefgefroren, an-

schließend in Alupapier eingewickelt und mit einem Stößel zerkleinert. Die auf diese Art ge-

wonnenen Gewebsstückchen wurden daraufhin im Ultrafreezer gelagert.  

3.2.2  Fixation des Gewebes für Immunocytochemie 
Für die immunocytochemische Färbemethoden wurde das Gewebe mit 4%igem Formalin 

fixiert (Romeis, 1989). Für eine ausreichende Haltbarkeit mußte das Gewebe ausreichend lang 

fixiert werden, jedoch sollte die Dauer im Fixationsmedium nicht zu lange sein, damit das 

Färberesultat der verschiedenen Antikörper nicht negativ beeinflußt wird. Somit wurde das 

Gewebe während der Fixation stichprobenartig auf eine ausreichende Fixierung getestet. Nach 

24h war der Fixationsprozess abgeschlossen. Bis zum Einbetten in Paraffin wurde das Gewe-

be in Phosphatpuffer gelagert. Um für die statistische Auswertung auf genügend Gewebe zu-

rückgreifen zu können, wurden pro Region jeweils drei Proben entnommen.  

3.2.3  Fixation des Gewebes für Elektronenmikroskopie 
Um sich die Möglichkeit offen zu halten, auf weitere Untersuchungsverfahren wie zum Bei-

spiel die Rasterelektronenmikroskopie zurückgreifen zu können, wurde parallel zur Fixation 

für die Immunocytochemie Darmgewebe mit Glutaraldehyd fixiert (Tab. 10). Die Lagerung 

der Proben erfolgt am Institut für Veterinäranatomie, -histologie und –embryologie von Herrn 

Prof. Leiser (Justus- Liebig- Universität, Gießen).  

Tab. 10: Fixation der Gewebsproben 

Medium Dauer der Fixation Zwischenlagerung Lagerung/ Einbettung 

N2 10-15 min -- -80°C 

Formalin  Phosphatpuffer 

+4°C 

Paraffin- 

blöckchen 

Glutaraldehyd 4-5h Phosphatpuffer 

+4°C 

Epon 
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3.2.4  Einbetten des Gewebes 
Die für die Immunocytochemie fixierten Gewebsschnitte wurden nach einem Standard-

Verfahren in Paraffin eingebettet (Romeis, 1989). 

 

3.3  Immunocytochemie 

3.3.1  Durchführung der Immunocytochemie 
Mit einem Schlittenmikrotom wurden aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe 2-3µm dicke 

Schnitte angefertigt. Diese wurden auf silanbeschichtete Objektträger aufgezogen und über 

Nacht im Wärmeofen getrocknet (<60°C). Die Vorgehensweise der Färbemethode war bei 

allen verwendeten Antikörpern ähnlich, so wurden die im Wärmeofen getrockneten Gewebs-

schnitte in einem Chloroformbad 30min. entparaffiniert. In einer absteigenden Alkoholreihe 

wurden sie langsam dem Wasser zugeführt. Nach dem Spülen in Citratpuffer wurden die Ob-

jektträger 6 mal 5min. in einem Mikrowellenofen in Citratpuffer gekocht, um die Antigene zu 

demaskieren und somit die Sensibilität der Antikörper zu erhöhen, ohne jedoch die Spezifität 

zu beeinträchtigen (Pellicer & Sundblad, 1994). Um endogene Peroxidaseaktivitäten zu blo-

cken, wurden die Schnitte in einer Methanol- H2O2- Lösung für 15. min. inkubiert. Nach dem 

Spülen in Aqua dest. wurden die Gewebsschnitte zum Blockieren der unspezifischen Bindung 

mit einem Blutserum jener Spezies, in der auch der zweite Antikörper erzeugt wurde, in einer 

Feuchtkammer bei einer Verdünnung von 1:10 mit TBS- BSA- Lösung 30 min. inkubiert. 

Nach Abtropfen des Serums wurde der Erstantikörper aufgetragen, anschließend wurden die 

Präparate in einer Feuchtkammer über Nacht in den Kühlschrank gestellt. Als Nächstes er-

folgte die Zugabe des Zweitantikörpers für einen Zeitraum von 30 min. Da der Zweitantikör-

per, welcher an den ersten binden kann, mit Biotin konjugiert war, wurde ein Peroxidase- 

konjugierter Avidin- Biotin- Komplex (ABC) ebenfalls für 30 min. zugegeben. Schließlich 

wurde die Färbung der Schnitte mit DAB (3,3`-Diaminobenzidin- tetrahydrochlorid) entwi-

ckelt, mit Hämatoxylin nach Mayer 30 sec. gegengefärbt und mit Histogel eingedeckt (Ro-

meis, 1989). 

Zwischen den Reaktionsschritten erfolgte jeweils eine Inkubation der Schnitte in TBS, ledig-

lich vor Inkubation des Erstantikörpers wurde darauf verzichtet. Die Negativkontrolle wurde 

jeweils durch Weglassen des Erstantikörpers erhalten. 

3.3.2  Verwendete Reagenzien für die Immunocytochemie 
Die verwendeten Reagenzien wurden wie in Tab. 11 dargestellt angesetzt.  
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Tab. 11: Verwendete Reagenzien für Immunocytochemie 

Reagenzien Zusammensetzung pH- Wert Gebrauchslösung/ 

Besonderheiten 

TBS- Stammlösung 

(Tris buffered saline) 

60,6g Tris Ultrapure (Merck 

1083820500) 

163,6g NaCl 

2000 ml Aqua dest. 

7,5 1:10 mit Aqua dest.

Citratpuffer 21g Citronensäuremonohydrat 

(Merck 244) 

1 l Aqua dest. 

6,0 1:10 mit Aqua dest.

Substratpuffer 21g  

Citronensäuremonohydrat 

(Merck 244) 

34g Imidazol (Fluka 56749) 

29,2g NaCl 

500ml Aqua dest. 

7 unverdünnt 

Methanol- H2O2- 

 Lösung 

250 ml Methanol 

6ml H2O2 (30%) (Roth 80702) 

-- unverdünnt 

TBS- BSA 100mg bovines Serum 

Albumin (BSA, Merck, 

1120180100) 

100ml TBS 

-- eine Woche im 

Kühlschrank 

haltbar 

StreptAB-

Complex/HRP 

 

1ml TBS- BSA 

5 µl Reagenz A 

5 µl Reagenz B (Dako, 

K3077) 

-- 30 min. vor 

Gebrauch ansetzen 

DAB  

(3,3`-Diaminobenzidin- 

tetrahydrochlorid) 

100mg DAB (Fluka, 32750) 

20ml Substratpuffer 

66,6µl H2O2 

200 ml Aqua dest. 

-- dunkel lagern, vor 

Gebrauch filtrieren 
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3.3.3  Verwendete Antikörper 
Unter Verwendung des dargestellten Färbeschemas wurden verschiedene immunocytochemi-

sche Färbungen durchgeführt. Sie dienten zur Erfassung der Mitose, von EGF und proapopto-

tischer als auch antiapoptotischer Genprodukte, welche maßgeblich an der Regulation der 

Apoptose beteiligt sind. Aufgrund antikörperspezifischer Eigenschaften wurde das Färbepro-

tokoll an die unterschiedlichen Antikörper angepaßt (Tab. 12). 

 

Tab. 12: Verwendete Antikörper 

Erst-

antikörper 

Funktion Eigenschaft Bezug Besonder-

heiten/ Ver-

dünnung/ 

Blocken 

Zweit-

antikörper 

bax (p- 19): 

sc- 526 

proapoptotisch polyclonal 

rabbit 

Santa Cruz, 

California, 

USA 

1 : 200 

Sheep- Serum 

sheep- anti- 

rabbita 

(1:400) 

bak  

(A3538) 

proapoptotisch polyclonal 

rabbit 

Dako,  

Hamburg, 

Deutschland 

40min. Mik-

rowelle 

1:100 

Sheep- Serum 

sheep- anti- 

rabbit 

(1:400) 

bcl-2 

(M0887) 

antiapoptotisch monoclonal

mouse 

Dako, 

Hamburg, 

Deutschland 

1:80 

Rabbit- Serum 

rabbit- anti- 

mouse b 

(1:400) 

Ki- 67  

(MIB 1, 

E059) 

Mitosenachweis monoclonal

mouse 

Histoprime, 

Camon, 

Wiesbaden, 

Deutschland 

1:4 

Goat- Serum 

goat- anti-  

mousec 

(1:400) 

EGF Wachstums-  

Reparaturfaktor 

polyclonal 

rabbit 

Institut für 

Tierhaltung  

1:1000 

Sheep- Serum 

sheep- anti- 

rabbit 

(1:400) 

 

 

a: sheep- anti- rabbit IgG, biotinyliert, Biozol, Eching, Deutschland, 2AB02B 

b: rabbit- anti- mouse, biotinyliert F(ab`)2 , Dako, Hamburg, Deutschland, E0413 

c: goat- anti- mouse IgG, biotinyliert, Dako, Hamburg, Deutschland, E0433 



Material und Methoden 

 I 46

Die verwendeten Antikörper wurden jeweils mit der TBS- BSA- Lösung verdünnt. Der 

Nachweis von Bax im Colongewebe erwies sich aufgrund nichtspezifischer bzw. nicht zufrie-

denstellender Färberesultate als problematisch. Versuche, mit Seren anderer Spezies zu blo-

cken als auch die Antigenstellen mit proteolytischen Enzymen zu demaskieren, führten nur zu 

einer geringen Verbesserung. 

3.3.4  Apoptose- Nachweis 
Der Apoptose- Nachweis wurde nach einer von Gavrieli et al.(1992) modifizierten Methode 

durchgeführt. Diese Färbung wird als TUNEL- Methode (terminal deoxynucleotidyl transfe-

rase- mediated dUTP nick end labeling) bezeichnet. Die Proben wurden nach herkömmlichen 

Verfahren entparaffiniert und dem Wasser langsam zugeführt. (Das Entparaffinieren als auch 

das langsame Zuführen zu Wasser entsprechen der Vorgehensweise des bereits beschriebenen 

herkömmlichen Färbeprotokolls.) Um eine Andauung der nukleären Proteine zu erreichen, 

wurden die Gewebsschnitte 10 min. mit Proteinase K inkubiert. Nach der Behandlung mit 

2%igem H2O2 (5 min.) wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer mit TdT- Puffer benetzt 

(10 min.). Bei der anschließenden einstündigen Inkubation (37°C) vermittelte die terminale 

deoxynucleotidyl Transferase die Polymerisation von Biotin- 16- dUTP an die freien 3´- OH- 

Enden der DNA- Fragmente. Als Nächstes erfolgte eine Spülung der Präparate in TB- Puffer 

für 2 x 5 min. und eine Behandlung mit einer BSA- TBS- Lösung für 20 min. Der StreptAB- 

Complex/ HRP wurde zur Detektion des Biotins verwendet. Anschließend erfolgte die Ent-

wicklung der Färbung in DAB, die weitere Vorgehensweise wie Gegenfärben und Eindecken 

entsprach dem üblichen Verfahren für Immunocytochemie. Weiterhin wurden die Gewebs-

schnitte vor und nach der Inkubation mit H2O2 mit Aqua bidest. gespült. Nach der Behandlung 

mit TB- Puffer, BSA- TBS- Lösung und StreptAB- Complex/ HRP wurden die Schnitte für 

jeweils 2 x 5min. in TBS gestellt. Positivkontrollen wurden erhalten, indem die Schnitte mit 

DN Puffer für 10 min. und anschließend mit DNAase I inkubiert wurden. Dieser Behand-

lungsschritt führt zur Spaltung der DNA in sämtlichen Zellen und bewirkt eine intensive Fär-

bung aller Zellkerne. Negativkontrollen wurden durch das Weglassen der Transferase erhal-

ten. Eine Zusammenstellung der verwendeten Reagenzien ist aus Tab. 13, Tab. 14 und Tab. 

15 zu entnehmen. 
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Tab. 13: Verwendete Puffer 

Puffer Zusammensetzung pH 

TBS 0,05M 6,1g Tris Ultrapure (Merck, 1083820500) 

37ml 1n HCl 

9g NaCl 

1000 ml Aqua bidest. 

7,6 

TB 1,75g NaCl 

0,88g Na- Citrat 

100ml Aqua bidest 

8 

TdT 0,36g Tris Ultrapure (Merck 1083820500) 

3,0g Na- Cacodylat (Merck 1032560100) 

0,024g Kobaltchlorid (Merck 1592420050) 

100ml Aqua bidest 

7,2 

Tris- HCl 0,05 M 6,1g Tris 

37ml 1 N HCl 

1000 ml Aqua bidest 

7,6 

DN  3,63g Tris 

29,96g Natriumcacodylat 

0,81g Magnesiumchlorid 

0,0154g DTT (Dithiothreitol, Sigma, D9779) 

1000ml Aqua bidest 

7,2 

PBS 0,01M 1,48g Na2HPO4 x 2H2O 

0,43g KH2PO4 

7,2g NaCl 

1000ml Aqua bidest 

7,4 

TBS- BSA 10 ml TBS- Puffer 

300mg BSA 
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Tab. 14:   Zusammensetzung des Inkubationsmediums 

Zusammensetzung des Inkubationsmediums Inkubationsbedingungen 

25U/ 25µl terminale deoxynukleotidyl Transferase, (Böhringer, 

220582, Orginallösung mit PBS/ Glycerin 50% (v/v) 1:25 ver-

dünnen) 

5nM/ 50µl Biotin dUTP, (Böhringer, 1093070, Orginallösung 

mit PBS 1:10 verdünnen) 

500µl TdT Puffer 

60min. 

37°C 

feuchte Kammer 

 

Tab. 15:  Verwendete Reagenzien 

Reagenzien Zusammensetzung 

H2O2- Lösung 5ml H2O2 (30%ig) 

70ml Aqua bidest 

DNAase  250U/ 250µl DNAase, 

(Böhringer, 776785, Orginallösung 10000U mit 10ml Tris- HCl Puf-

fer/ Glycerin 50% (v/v) verdünnen) 

Proteinase- K  10µg Proteinase- K (Fluka 82456) 

1 ml TBS 

3,3`-

Diaminobenzidin- 

tetrahydrochlorid 

50mg DAB (Fluka 32750) 

200ml TBS 

93,3µl H2O2 

 

3.4  Auswertung der Gewebsschnitte 
Um den Effekt der Behandlung anhand der immunocytochemischen Parameter zu erfassen, 

wurden die gefärbten Gewebsschnitte des distalen und proximalen Colons im Lichtmikroskop 

ausgewertet. Untersucht wurde vorrangig die Epithelschicht der Darmmucosa. Neben der In-

tensität/ Spezifität der Färbung wurde vor allem die Lokalisation der angefärbten Zellen ent-

lang der Krypte untersucht. Entsprechend dem in Abb. 16 dargestellten Auswertungsschema 

wurde die Lamina epithelialis mucosae der Hemikrypten in drei gleich große Auszählfelder 

unterteilt, indem die Gesamtzellzahl des einschichtigen Epithels ausgezählt und durch drei 

dividiert wurde. Die Anzahl der positiv gefärbten Zellen wurde im Verhältnis zur Gesamtzell-

zahl der jeweiligen Auszählungsfelder dargestellt (Mitosefärbung) oder als Anzahl pro Kom-

partiment bzw. Hemikrypte dargestellt. Neben der Ermittlung der angefärbten Zellen in den 
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einzelnen Kompartimenten entlang der Kryptenachse wurde auch die Anzahl in der gesamten 

Hemikrypte ermittelt. Ausgewertet wurden nur intakte vollständig dargestellte Krypten, deren 

basales Kompartiment direkt an die Lamina muscularis mucosae anschloß.  

Zur Erfassung morphologischer Unterschiede wurde die Epitheldicke des Gewebes bestimmt, 

indem die Gesamtzellzahl entlang der Kryptenachse ausgezählt wurde.  

Pro Versuchstier und Region wurden mindestens 30 Krypten ausgewertet. Jeder Parameter 

wurde stets von nur einer Person bearbeitet. Um die Auswertung der Gewebsschnitte neutral 

bzw. objektiv zu gestalten und nicht durch Kenntnis der Gruppenzugehörigkeit Einfluß darauf 

zu nehmen, wurden die Objektträger mit Nummern codiert.  

 

 

 

Krypte

Luminales Kryptenkompart iment

Mittleres Kryptenkompartiment

Basales Kryptenkompartiment

 

Abb. 16: Auswertungsschema 

 

 

Die Auszählung erfolgte mit einem Lichtmikroskop der Marke Leitz (DM RBE) bei einer 

Objektivvergrößerung von 40. Zur Übersicht wurde die Objektivvergrößerung 20 verwendet, 
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zum Erkennen von Detailstrukturen die Objektivvergrößerung 100. Zur Dokumentation wur-

den spezifische Gewebsregionen photographiert. Vermendet wurde hierzu die Kamera Leitz 

Wild MPS 52 (Heerburgg Schweiz) und der Film Kodak Professional 100T. 

3.5  Analytische Methoden 
Für die Auswertung mittels analytischer Verfahren wurden etablierte Verfahren verwendet, 

die nachfolgend zitiert sind. Details sind den Originalzitaten zu entnehmen.  

3.5.1  Messung des pH- Wertes im Kot 
Die verwendete Methode wurde von Topping et al. (1993) beschrieben. Jeweils 0,5g Kot 

wurde mit der 4-fachen Menge Aqua bidest vermischt und 15min. lang bei 3000 G zentrifu-

giert. Der pH- Wert wurde im Überstand mittels einer pH- Elektrode ermittelt. 

3.5.2  Bestimmung der kurzkettigen flüchtigen Fettsäuren (SCFA) 
Die SCFA wurden gaschromatographisch in Anlehnung an Tangerman und Nagengast (1996) 

erfaßt. Jeweils 0,4g Kot wurden mit Aqua bidest auf 0,5g aufgefüllt. Nach Zugabe von 2,5ml 

0,25 M Schwefelsäure wurde das Gemisch 5 min. bei 3000G zentrifugiert. 1.5 ml des Über-

standes wurden wiederum bei 14000 G für 10 min. zentrifugiert und 900µl davon zu 100µl 

von 19,6 µmol/ ml 2- Methylvaleriansäure als Internen Standard pipettiert. Details sind aus 

der Veröffentlichung Claus et al. 2003 zu entnehmen. Die Ergebnisse wurden auf den Tro-

ckenmassegehalt (TM) bezogen, welcher mittels einer herkömmlichen Methode ermittelt wur-

de (Aerts et al. 1974). 

3.6  Statistik 
 

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM wiedergegeben. Die Überprüfung auf Normalvertei-

lung erfolgte mittels Kolmogorov – Smirnov – Test. Bei den analytischen Ergebnissen wur-

den Gruppenunterschiede mittels t-Test für unabhängige Stichproben berechnet. Unterschiede 

zwischen Fütterungsphasen innerhalb der Gruppe erfolgte mittels t-Test für abhängige Stich-

proben. Für die Berechnung der histologischen/ immunocytochemischen Daten wurde für 

jedes Tier der Mittelwert positiv gefärbter Zellen in den einzelnen Regionen von mindestens 

30 Hemikrypten ermittelt. Von diesen Mittelwerten + SEM wurden Gruppenmittelwerte be-

rechnet. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem t-Test für unabhängige Stich-

proben ermittelt, die Unterschiede zwischen Regionen anhand des t-Testes für abhängige 

Stichproben.  

Sämtliche Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 11; Chicago; USA durch-

geführt.  
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Folgende Wahrscheinlichkeitsgrenzen wurden festgelegt: 

 ns (nicht signifikant):  p> 0,05 

 *: (signifikant):   p< 0,05 

 **: (sehr signifikant):  p< 0,01 

 ***: (höchst signifikant):  p< 0,001 
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4  Ergebnisse 

4.1  Kurzkettige Fettsäuren (SCFA) im Kot 
In Abb. 17 wird der Verlauf der SCFA im Kot der Kontrolltiere wiedergegeben. Erwartungs-

gemäß liegen die Werte von Acetat mit durchschnittlich 190 + 6,22 µmol/g TS deutlich über 

den durchschnittlichen Konzentrationen von Propionat (67 + 2,55µmol/g TS) und Butyrat (65 

+ 3,85µmol/g TS). Es bestehen Schwankungen, sie zeigen jedoch keine systematischen Ver-

änderungen während des erfaßten Versuchsabschnitts. 
 
 

Acetat:

Propionat:

Butyrat:

7d: Rekon-
valeszenz

19d:
Ration mit Quellstärke

SCFA: Kontrollgruppe

100

200

300

400

µmol/g
TS

Versuchstage

 

Abb. 17: Verlauf der SCFA- Konzentrationen im Kot der Kontrollgruppe (Mittelwerte) 

Die in Abb. 18 dargestellten Konzentrationen der SCFA geben die Mittelwerte in den einzel-

nen Versuchsabschnitten von der RS- Gruppe wieder, Standardfehler sind nicht angegeben. In 

der mit Quellstärke gefütterten Phase liegen die Konzentrationen von Acetat (226 + 9,1 

µmol/g TS) erwartungsgemäß über den Werten von Propionat (90 + 4,76 µmol/g TS) und 
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Butyrat (63 + 3,99 µmol/g TS), weiterhin liegen die durchschnittlichen Werte auf ähnlichem 

Niveau wie diejenigen der Quellstärkefütterung in der Kontrollgruppe. Mit Beginn der Futter-

umstellung (Adaptationsphase) steigen die Werte von Acetat und Butyrat deutlich an und 

nach einer 10-tägigen Fütterung von RS wird ein Plateau erreicht. Die durchschnittlichen 

Werte von Acetat, Propionat und Butyrat liegen in der 19-tägigen Hauptphase bei 372 + 7,88 

µmol/g TS, 83 + 4,5 µmol/g TS und 136 + 8,1 µmol/g TS. Während bei Acetat das höchste 

Niveau im zweiten Drittel der 19-tägigen Hauptphase erreicht wird, stellen sich bei Butyrat 

die höchsten Konzentrationen im ersten Drittel ein. Der durchschnittliche Acetat - Wert der 

19-tägigen Hauptphase liegt 1.6- fach sehr signifikant (p < 0,001) über dem Wert der Quell-

stärkephase, der Butyrat – Wert dementsprechend ebenfalls sehr signifikant 2,2- fach (p < 

0,001). 

 

Acetat:

Propionat:

Butyrat:
SCFA: RS- Gruppe

7d: Rekon-
valeszenz

10d: Quell-
 stärke

 5d: Ad-
 aptation

19d:
Ration mit resistenter  Stärke

Dot/Lines show
Means

100

200

300

400

µmol/
TS

Versuchstage

 

Abb. 18: Verlauf der SCFA- Konzentrationen im Kot der RS- Gruppe (Mittelwerte) 
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Wie aus Abb. 19 hervorgeht, wird in der RE- Gruppe ein ähnlicher Einfluß der Fütterung auf 

den Verlauf der SCFA beobachtet wie in der RS- Gruppe. Die durchschnittlichen Mittelwerte 

der einzelnen Fettsäuren in der Quellstärkephase unterscheiden sich nur geringfügig von den 

entsprechenden Werten der RS- Gruppe. Jedoch werden in der darauffolgenden Hungerphase 

deutlich niedrigere Werte beobachtet. Der Abfall bezüglich der durchschnittlichen SCFA- 

Konzentrationen bei den drei gemessenen SCFA ist signifikant (p < 0,001). Es wird ein Abfall 

der Acetatkonzentration um 52,3%, der Propionatkonzentration um 56,5% und der Butyrat-

konzentration um 72,1% beobachtet. Durch die anschließende Realimentation der Tiere mit 

resistenter Stärke wird ein steiler Anstieg vor allem von Acetat und Butyrat erzielt. In der 19-

tägigen Hauptphase erreichen der durchschnittliche Butyrat- und Acetatwert im ersten Drittel 

das höchste Niveau, der durchschnittliche Mittelwert von Butyrat liegt dabei mit 185,1 + 

11,33 µmol/g TS sogar signifikant (p< 0,05) über denjenigen der RS Gruppe.  
 

Acetat:

Propionat:

Butyrat:SCFA: RE- Gruppe

 3d:
 Hun-
 gern

7d: Rekon-
valeszenz

7d: Quell-
stärke

 5d: Ad-
 aptation

19d:
Ration mit resistenter Stärke

Versuchstage0

100

200

300

400

µmol/ g
TS

 

Abb. 19: Verlauf der SCFA- Konzentrationen im Kot der RE- Gruppe (Mittelwerte) 
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4.2  pH- Wert im Kot 

7d: Rekon-
valeszenz

10d: Quell-
 stärke

 5d: Ad-
 aptation

19d:
Ration mit resistenter Stärke

3d:
Hun-
gern

7d: Rekon-
valeszenz

7d: Quell-
stärke

 5d: Ad-
 aptation

19d:
Ration mit resistenter Stärke

7d: Rekon-
valeszenz

19d:
Ration mit Quellstärke

Punkte/Linien zeigen Mittelwert

5

6

7

8

pH - Wert

Kontrollgruppe:

RS- Gruppe:

RE- Gruppe:

 

Abb. 20: Verlauf des pH – Wertes in Abhängigkeit von der Fütterung (Mittelwerte) 

In Abb. 20 ist der Verlauf des mittleren pH – Wertes in den unterschiedlichen Gruppen in 

Abhängigkeit von der Fütterung dargestellt. Die Werte der Kontrollgruppe zeigen in der 19- 

tägigen Fütterung der Quellstärkeration keine wesentlichen Schwankungen auf, der Verlauf 

ist mit den Ergebnissen der RS- Gruppe und RE- Gruppe in der Quellstärkephase vergleich-

bar. Während der Hungerphase in der RE- Gruppe wird ein Anstieg beobachtet. Ab dem Zeit-

punkt der Fütterung mit resistenter Stärke ist in der RS- als auch RE- Gruppe ein steiler Ab-

fall zu verzeichnen, die Werte pendeln sich auf ein niedrigeres Niveau ein, die Schwankungen 
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liegen dabei zwischen pH 5-5,5. Die Unterschiede zwischen Quellstärkephase und der Phase 

mit resistenter Stärke sind jeweils signifikant (p<0,001). 

4.3  Gewichtsentwicklung 
Die einzelnen Versuchsgruppen erzielten entsprechend der vergleichbaren nutritiven Versor-

gung ähnlich hohe tägliche Zunahmen. Die täglichen Zunahmen der Kontrollgruppe lagen in 

der Hauptversuchsphase bei 614 + 43,3g (SEM), die der RS Gruppe bei 628,3 + 12,1g (SEM). 

Die Tiere der RE Gruppe erreichten in dieser Zeitspanne tägliche Zunahmen von 711,0 + 8,0g 

(SEM).  

 

4.4  Ergebnisse der histologischen Parameter 
 
Die Ergebnisse sind nachfolgend als Säulendiagramme zur besseren Vergleichbarkeit darge-

stellt. Die Daten sind im Tabellenanhang dokumentiert.  
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4.4.1  Kryptentiefe 
 

 

Die Auswertung der histologischen Untersuchungen im Lichtmikroskop ergab deutliche Un-

terschiede zwischen den Fütterungsgruppen. In Abb. 21 ist die Kryptentiefe, ausgedrückt 

durch die Anzahl der Zellen, als Marker für die unterschiedliche Epithelentwicklung wieder-

gegeben. Sowohl im proximalen als auch im distalen Colon ist bei den mit Resistenter Stärke 

gefütterten Tieren ein Epithelzuwachs zu beobachten. Im proximalen Colon liegen die Werte 

der RS Gruppe 19% und die Werte der RE Gruppe 27% über denjenigen der Kontrollgruppe. 

Im distalen Bereich ist in der RS Gruppe eine Zunahme von 16% und in der RE Gruppe von 

13% im Vergleich zur Kontrollgruppe zu verzeichnen. Die Unterschiede zwischen den Tieren 

der Behandlungsgruppen und der Kontrolle in den jeweiligen Regionen waren deutlich und 

signifikant. Die Unterschiede zwischen den Regionen (proximal/ distal) innerhalb der ver-

schiedenen Fütterungsgruppen waren gering und nicht signifikant.  

 

 

Abb. 21: Darstellung der Kryptentiefe (Mittelwerte + SEM) im Epithelgewebe des Colons bei 
den unterschiedlichen Fütterungsgruppen 
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4.5  Ergebnisse der Immunocytochemie mit Kryptenachse als Bezugsbasis  
 
Da sich die Werte der RS - und RE – Gruppen hinsichtlich der dargestellten Parameter nur 

geringfügig unterscheiden, wurde auf eine graphische Darstellung verzichtet. Die Daten sind 

jedoch im Tabellenanhang dokumentiert.  
 

4.5.1  Ergebnisse der Mitoseauswertung in den verschiedenen Fütterungsgruppen 
In Abb. 22 sind die Ergebnisse der Ki- 67 Färbung der Kontrollgruppe und der RS Gruppe 

dargestellt. Aus dem Balkendiagramm kann entnommen werden, daß sich die beiden Fütte-

rungsgruppen hinsichtlich ihrer mitotischen Aktivität in den Krypten nur geringfügig und 

nicht signifikant unterscheiden. Die Behandlung mit resistenter Stärke hatte somit keinen 

Einfluß auf die Mitoseaktivität. 

 

Abb. 22:   Vergleich der Mitoserate zwischen Kontrollgruppe und RS Gruppe (Mittelwerte + 
SEM) 
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4.5.2 Darstellung der Apoptosedaten 
Die apoptotischen Zellen wurden anhand der TUNEL- Färbung ermittelt. Die Werte sind in 

Anzahl der Zellen pro Hemikrypte wiedergegeben. Die Auswertung im Lichtmikroskop er-

gab, daß die Apoptose im Epithel der Krypten der mit resistenter Stärke gefütterten Tiere 

deutlich erniedrigt war. Während sich die Werte zwischen den beiden Regionen des Colons 

innerhalb einer Gruppe nicht signifikant unterschieden (p>0,05), war in der RS Gruppe des 

proximalen Colons im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante (p<0,01) Verminderung 

der Apoptose um etwa 40% und im distalen Bereich eine signifikante Abnahme (p<0,05) von 

54% zu verzeichnen, so daß die Gesamtapoptoseaktivität durch die Rohstärkefütterung nur 

mehr rund die Hälfte der Kontrollwerte betrug (Abb. 23).  

  

Abb. 23: Anzahl der apoptotischen Zellen im Kryptenbereich des Colons, Kontrollgruppe und 
RS Gruppe im Vergleich (Mittelwerte + SEM) 

 

 

4.5.3  Mitglieder der Bcl-2 Familie 
Entsprechend der Vorgehensweise bei der Bestimmung der Apoptose ist die Expression der 

Vertreter der Bcl- 2 Familie jeweils in Anzahl der gefärbten Zellen pro Hemikrypte angege-

ben.  
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4.5.3.1  bak 
Bak gehört zu den proapoptotischen Vertretern der bcl-2 Familie. Die Auswertung dieses 

Genprodukts ergab eine unterschiedliche Expression abhängig von der Fütterung. Die Expres-

sion (n pro Hemikrypte) war bei den mit Quellstärke gefütterten Tieren (Kontrolle) geringer 

ausgeprägt als bei den RS Tieren. Im proximalen Bereich war eine hoch signifikante 

(p<0,001) Verringerung um ca. 67% zu beobachten, jedoch war der im distalen Bereich um 

ca. 30% erniedrigte Wert nicht signifikant. Unterschiede zwischen den Regionen innerhalb 

der Fütterungsgruppen bestanden bei der Kontrollgruppe (p<0,01), waren jedoch im Falle der 

RS Gruppe nicht signifikant (vgl. Abb. 24). 

  

Abb. 24: Anzahl Bak- positiver Zellen im Kryptenbereich des Colons von Kontrollgruppe und 
RS Gruppe (Mittelwerte + SEM) 
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4.5.3.2 bcl-2 
Von den antiapoptotisch wirkenden Genprodukten wurde bcl-2 immunocytochemisch be-

stimmt. Die ermittelten Werte von der Kontrollgruppe und der RS Gruppe sind in Abb. 25 

zusammengefaßt. Zwischen den Fütterungsgruppen innerhalb derselben Region ist in der 

Kontrollgruppe eine deutliche und signifikante Abnahme (44% proximal mit p<0,001 und 

50% distal mit p<0,01) zu verzeichnen. Innerhalb der Gruppen ist die Abnahme von proximal 

zu distal im Falle der Kontrollgruppe signifikant (p<0,01). 

  
 

Abb. 25:  Mittelwerte (+ SEM) der bcl-2 positiven Zellen des Kryptenbereichs, Kontrollgrup-
pe und RS Gruppe 
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4.5.4 EGF (epidermal growth factor) 
EGF wurde immunocytochemisch erfaßt, weil EGF mitogen wirkt und an der Aufrechterhal-

tung der funktionalen Integrität vieler Organe beteiligt ist, indem es Survival- Funktionen 

übernimmt. In Abb. 26 werden die Daten der EGF Auswertung der Kontrollgruppe und RS 

Gruppe wiedergegeben, dargestellt ist der Anteil der positiv gefärbten Gobletzellen. Signifi-

kant sind lediglich die Unterschiede zwischen beiden Gruppen im distalen Bereich (p<0,05). 

  

Abb. 26: Anteil EGF (epidermal growth factor) positiv gefärbter Zellen (in %) im Kryptenbe-
reich, Kontrollgruppe und RS Gruppe (Mittelwerte + SEM) 

 

Neben der prozentualen Expression von EGF entlang der Kryptenachse wurde die durch-

schnittliche Fläche der EGF angefärbten Gobletzellen ermittelt. Hierbei wurde mittels eines 

speziellen Auszählgitters im Lichtmikroskop die Fläche der positiv gefärbten Schleimblasen, 

welche aus den Gobletzellen münden, erfaßt.  Der Anstieg der positiv angefärbten Zellen als 

auch die Erhöhung der Mucusfläche scheinen für eine erhöhte Funktionalität von EGF ver-

antwortlich zu sein (Claus et al., 2001).  

In Abb. 27 ist die durchschnittliche Mucusfläche der EGF positiv gefärbten Becherzellen 

wiedergegeben. Die RS Gruppe unterscheidet sich sowohl im proximalen als auch distalen 

Colonabschnitt deutlich von den Werten der Kontrollgruppe, im proximalen Bereich der RS 

Gruppe liegt die durchschnittliche Mucusfläche ca. 90% signifikant (p<0,001) über den Wer-

ten der Kontrollgruppe, im distalen Bereich besteht ein signifikanter Unterschied (p<0,01) 
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von ca. 65%. Zwischen der distalen und proximalen Region innerhalb einer Gruppe bestehen 

jeweils keine signifikanten Unterschiede. 

  

Abb. 27:  Durchschnittliche Mucusfläche EGF positiv gefärbter Becherzellen (µm2), Kon-
trollgruppe und RS Gruppe, Mittelwerte + SEM 

4.5.5  Verteilung in den einzelnen Kompartimenten entlang der Kryptenachse 
Neben der Expression der unterschiedlichen Parameter in den Krypten der Colonmucosa wur-

de weiterhin die Verteilung der immunocytochemischen Färbung entlang der Kryptenachse 

untersucht. Ausgewertet wurde jeweils nur eine der beiden Kryptenhälften, die sog. He-

mikrypte. Weiterhin wurden die Hemikrypten anhand der Zellzahl in drei gleich große 

Kompartimente unterteilt, welche als basales, mittleres und luminales Kompartiment 

bezeichnet wurden (vgl. Abb. 16). Die Einteilung entsprechend dieses Schemas soll der 

unterschiedlichen Funktionalität der Epithelzellen entlang der Kryptenachse entsprechen, so 

findet im basalen Kompartiment vorrangig die Zellteilung statt, im mittleren sind die bereits 

differenzierten Zellen funktionstüchtig und im luminalen Bereich werden die Zellen durch 

Apoptose beseitigt. Da sich die proximalen und distalen Darmregionen innerhalb der 

Versuchsgruppen nur geringfügig unterscheiden, wird in der Darstellung der Kompartimente 

darauf nicht näher eingegangen. Dargestellt werden jeweils die Unterschiede zwischen den 

Kompartimenten innerhalb der Gruppen und zwischen den jeweiligen Kompartimenten der 

RS Gruppe und der Kontrollgruppe.  
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4.5.5.1  Mitose 
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Abb. 28: Prozentuale Verteilung der Ki-67 positiven Zellen entlang der Kryptenachse (%), 

Kontrollgruppe und RS Gruppe, Colon proximal, Mittelwerte + SEM 

 

In Abb. 28 ist die Verteilung der Ki-67 Färbung entlang der Kryptenachse wiedergegeben. In 

der Kontrollgruppe sind ca. 81% bzw. 2.9% der Zellen im basalen bzw. luminalen Bereich 

angefärbt, in der RS Gruppe hingegen ca. 51% bzw. 8,5%. Die Mitoserate ausgedrückt in 

Prozent ist im basalen Kompartiment am höchsten und im luminalen am geringsten ausge-

prägt. Die Werte zwischen den Gruppen innerhalb eines Kompartiments unterscheiden sich 

signifikant voneinander (p<0,001). Die Daten zwischen den Kompartimenten innerhalb der 

Gruppen weisen ebenfalls signifikante Unterschiede auf. Im Falle der Kontrollgruppe und der 

RS Gruppe (zwischen Kryptenöffnung und Mitte als auch Basis) wird jeweils eine Signifi-

kanz von p<0,001 erreicht, zwischen Mitte und Basis der RS Gruppe ein Wert von p<0,01. 

Auffallend ist die erhöhte Anzahl mitotischer Zellen im basalen Kompartiment der Kontroll-
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gruppe (81%). In der RS Gruppe sind im Vergleich zur Kontrollgruppe wesentlich mehr mito-

tische Zellen (40% vs. 16%) im mittleren Kompartiment lokalisiert. Da sich die Anzahl der 

mitotischen Zellen in der Gesamtkrypte nicht unterscheidet (vgl. Abb. 22), scheint die verrin-

gerte Mitoserate des basalen Kompartiments in der RS Gruppe durch eine erhöhte Mitoserate 

im mittleren Kompartiment kompensiert zu werden.  

 

Im Vergleich der distalen Regionen zwischen Kontrollgruppe und RS Gruppe (Abb. 29) wer-

den ähnliche Verhältnisse ersichtlich wie im proximalen Bereich. Die Unterschiede sind je-

weils signifikant und erreichen Werte bis hin zu p<0,001. Im basalen Bereich liegen die Mito-

sewerte deutlich unter den Werten der Kontrolle (um ca. 27 Prozentpunkte), im mittleren Be-

reich überwiegt jedoch die Mitoserate der RS Gruppe (ca. 23 Prozentpunkte). 
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Abb. 29: Prozentuale Verteilung der Ki-67 positiven Zellen entlang der Kryptenachse (%), 

Kontrollgruppe und RS Gruppe, Colon distal, Mittelwerte + SEM 
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Die Verteilung Ki-67 positiver Zellen entlang der Kryptenachse ist in der Abb. 28 und Abb. 

29 wiedergegeben. Der Schwerpunkt der Mitose befindet sich zwar in beiden Gruppen im 

basalen Bereich der Krypte, jedoch lassen sich in der RS Gruppe mehr mitotische Zellen im 

mittleren Kompartiment nachweisen, während in der Kontrollgruppe wesentlich mehr mitoti-

sche Zellen im basalen Kompartiment lokalisiert sind.  

 

4.5.5.2  Verteilung der Apoptose entlang der Kryptenachse 
 

In Abb. 30 wird die durchschnittliche Anzahl TUNEL positiver Zellen als auch die prozentua-

le Verteilung dieser Zellen in den verschiedenen Kompartimenten des proximalen Colons 

beider Gruppen dargestellt. Während die einzelnen Balken die absoluten Zahlen apoptotischer 

Zellen in den Kompartimenten der Hemikrypten wiedergeben, wird durch die Prozentangaben  

die Verteilung der angefärbten Zellen entlang der drei Abschnitte der Krypte beschrieben. Da 

sich die Prozentangabe auf eine unterschiedliche Anzahl apoptotischer Zellen in der Ge-

samtkrypte der jeweiligen Gruppen (vgl. Abb. 23) bezieht, ist ein statistischer Vergleich der 

Prozentangaben zwischen den jeweils gleichen Kompartimenten beider Gruppen nicht zuläs-

sig, gibt jedoch wertvolle Informationen über das Verteilungsmuster innerhalb der jeweiligen 

Gruppen.  

Aus der Abbildung geht hervor, daß in der Kontrollgruppe der Schwerpunkt der Apoptose im 

luminalen Kompartiment liegt, so werden in der Kontrollgruppe ca. doppelt soviel Zellen als 

in der RS Gruppe angefärbt. Der Unterschied ist hoch signifikant (p<0,001). Weiterhin befin-

den sich in der Kontrollgruppe 63,2% der Zellen im luminalen Bereich, gegenüber 44,4% in 

der RS Gruppe. Im mittleren Kompartiment liegen die Werte der Kontrollgruppe mit fast 20% 

signifikant (p<0,01) über denen der RS Gruppe, jedoch bestehen nur geringe Unterschiede 

hinsichtlich des Verteilungsmusters (16.6% vs. 19,5%). Im basalen Bereich ist die erhöhte 

Anzahl apoptotischer Zellen der RS Gruppe nicht signifikant unterschiedlich von der Kon-

trollgruppe. Jedoch wird aufgrund des Verteilungsmusters ersichtlich, daß in der RS Gruppe 

39% der Zellen basal angefärbt sind, während es in der Kontrollgruppe nur 17,3% sind. Die 

im luminalen Kompartiment verminderte Apoptose der RS Gruppe scheint basal durch eine 

erhöhte Anzahl kompensiert zu werden.  
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Abb. 30: Anzahl TUNEL positiver Zellen (Mittelwerte + SEM) in den Hemikrypten und pro-
zentuale Verteilung (%) entlang der Kryptenachse, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Colon 
proximal 

 

Im distalen Bereich des Colons (Abb. 31) liegt der Schwerpunkt der Apoptose in der Kon-

trollgruppe statistisch signifikant ebenfalls im luminalen Kompartiment. Im Vergleich zur RS 

Gruppe werden in der Kontrollgruppe ca. dreimal soviel apoptotische Zellen gefunden 

(p<0,001). Dementsprechend befindet sich in der Kontrollgruppe im Vergleich zur RS Grup-

pe ein deutlich höherer Anteil positiv gefärbter Zellen im luminalen Kompartiment (50,9 % 

vs. 35,8%). Die Werte des mittleren Kompartiments unterscheiden sich nur geringfügig und 

nicht signifikant voneinander. Im basalen Bereich in der Kontrollgruppe werden im Vergleich 

zur RS Gruppe zwar mehr apoptotische Zellen gefunden (0,39 vs. 0,23), jedoch ist in dieser 

Gruppe auch die Anzahl der gesamten apoptotischen Zellen pro Hemikrypte deutlich erhöht. 

Damit sind in der RS Gruppe mit 45,4% wesentlich mehr apoptotische Zellen im basalen 



Ergebnisse 

 I 68

Kompartiment lokalisiert als in der Kontrollgruppe mit 34,8%. Der Schwerpunkt der Apopto-

se liegt somit in der RS Gruppe deutlich im basalen Bereich der Krypte.  

 

 

ns

*

***

***

*

*

ns

*

***

Kontrolle

RS

RE

Bars show Means0,0 0,2 0,4 0,6

Colon distal

Anzahl TUNEL positiver Zellen (N)

35,8%

50,9%

18,8%

14,3%

45,4%

34,8%

 

Abb. 31: Anzahl TUNEL positiver Zellen (Mittelwerte + SEM) in den Hemikrypten und pro-
zentuale Verteilung (%) entlang der Kryptenachse, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Colon 
distal 

 

 

 

Die Verteilung TUNEL positiver Zellen entlang der Kryptenachse ist in der Abb. 30, Abb. 31 

zusammengestellt. Von besonderer Bedeutung ist der Unterschied zwischen der Kontroll-

gruppe und der RS Gruppe. Während sich in der Kontrollgruppe das Haupt- Apoptosekom-

partiment luminal befindet, ist es in der RS Gruppe basal lokalisiert.  

 



  Ergebnisse 

   69

4.5.5.3  Verteilung von Mitgliedern der Bcl-2 Familie 

4.5.5.3.1  Verteilung von Bak (proapoptotisches Protein) 
In Abb. 32 wird die Anzahl Bak positiver Zellen, also jener Zellen, die das proapoptotische 

Protein exprimieren, in den Kompartimenten des proximalen Colons von Kontrollgruppe und 

RS Gruppe verglichen. Die Zahl gefärbter Zellen liegt in der RS Gruppe sowohl im basalen 

als auch luminalen Kompartiment hoch signifikant (p<0,001) über den Werten der Kontroll-

gruppe. Im basalen Bereich unterscheiden sie sich um den Faktor  3,5 und im luminalen um 

den Faktor 3. Im Falle der Kontrollgruppe liegt der Schwerpunkt der Expression im luminalen 

Bereich, welcher sich von den anderen beiden Kompartimenten signifikant unterscheidet 

(p<0,001 für Lumen vs. Mitte und p<0,05 für Lumen vs. Basis). In der RS Gruppe fallen im 

Gegensatz dazu die Unterschiede zwischen basalem und luminalem Kompartiment geringer 

und nicht signifikant aus. Der Schwerpunkt der Bak Expression liegt somit in der RS Gruppe 

nicht nur im luminalen Kompartiment. Die Werte des basalen und luminalen Kompartiments 

liegen somit in der RS Gruppe auf einem ähnlich hohen Niveau bzw. sind nicht signifikant 

unterschiedlich.   
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Abb. 32: Durchschnittliche Anzahl Bak positiver Zellen (N) in den Kompartimenten des pro-
ximalen Colons, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Mittelwerte + SEM 

Wie auch im proximalen Colon werden im basalen Kompartiment des distalen Colons der RS 

Gruppe (Abb. 33) wesentlich mehr Bak positive Zellen beobachtet als in der Kontrollgruppe 

(1,9- fach). Der Unterschied ist mit p<0,05 signifikant. Der luminale Bereich unterscheidet 

sich jedoch nicht signifikant zwischen beiden Gruppen. Die Werte des luminalen und basalen 

Kompartiments innerhalb der Gruppen unterscheiden sich jeweils signifikant bis hoch signifi-

kant vom mittleren Kompartiment, d.h., daß bak – positive Zellen unabhängig von der Gruppe 

eine bimodale Verteilung aufweisen, mit Maxima im basalen und zusätzlich luminalen Kom-

partiment.   
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Abb. 33: Durchschnittliche Anzahl Bak positiver Zellen (N) in den Kompartimenten des 
distalen Colons, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Mittelwerte + SEM 

Insgesamt zeigt die Verteilung Bak positiver Zellen (Abb. 32 und Abb. 33) deutliche Unter-

schiede zwischen Kontrollgruppe und RS Gruppe. Auffällig ist die erhöhte Anzahl Bak posi-

tiver Zellen im basalen Bereich der RS Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch ist 

die Anzahl Bak positiver Zellen in der RS Gruppe auch im luminalen Bereich erhöht.  

 

4.5.5.3.2  Verteilung von Bcl-2 (antiapoptotisches Protein) 
 

In Abb. 34 wird die Expression von Bcl-2 in den Zellen der Epithelschicht des proximalen 

Colons wiedergegeben. In der Kontrollgruppe sind im basalen (p<0,01) und luminalen Kom-

partiment (p<0,001) erheblich weniger positive Zellen vorhanden als in der RS Gruppe. In  

beiden Bereichen liegt der Unterschied bei ca. 55%. Der Vergleich der einzelnen Komparti-

mente innerhalb der Gruppen läßt jeweils eine erhöhte Zahl gefärbter Zellen im basalen und 

luminalen Bereich erkennen, im Falle der RS Gruppe liegt der Schwerpunkt der Expression 
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im luminalen Bereich, dieser unterscheidet sich jedoch, wie auch in der Kontrollgruppe, nicht 

signifikant vom basalen Kompartiment.   
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Abb. 34: Darstellung Bcl-2 positiver Zellen (N) in den Kompartimenten entlang der Krypten-
achse, Colon proximal, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Mittelwerte + SEM 

 

Der Vergleich Bcl-2 positiver Zellen im distalen Bereich von Kontrollgruppe und RS Gruppe 

(Abb. 35) zeigt im luminalen Kompartiment der Kontrollgruppe eine deutlich erniedrigte Ex-

pression von Bcl-2 (ca. 70%). Dieser Unterschied ist mit p<0,001 hoch signifikant. Bei der 

RS Gruppe werden die meisten positiven Zellen im luminalen Bereich gefunden, der Unter-

schied zum mittleren Kompartiment ist hoch signifikant (p<0,001), der zum basalen jedoch 

nicht signifikant. In der Kontrollgruppe dagegen werden die meisten Zellen in der basalen 

Region gefunden, der Unterschied zum mittleren und luminalen Kompartiment ist jeweils mit 

p<0,01 signifikant. Weiterhin zeigt bcl-2, besonders deutlich ausgeprägt in der RS Gruppe, 

die bereits diskutierte bimodale Verteilung.  
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Abb. 35: Darstellung Bcl-2 positiver Zellen (N) in den Kompartimenten entlang der Krypten-
achse, Colon distal, Kontrollgruppe und RS Gruppe, Mittelwerte + SEM 

 

 

Zusammenfassend zeigen die Bcl-2 Färbungen (Abb. 34 und Abb. 35) eine erhöhte Expressi-

on im luminalen Bereich der RS Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Außerdem liegen 

die Werte Bcl-2 positiver Zellen im basalen Bereich dieser Gruppe auch über den Werten der 

Kontrollgruppe, jedoch sind die Unterschiede luminal deutlicher ausgeprägt. Antiapoptotisch 

wirkendes bcl-2 scheint in der RS Gruppe im luminalen Bereich von großer Bedeutung zu 

sein.  
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4.5.5.4 Verteilung von EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) 
 

Eine orientierende Betrachtung der auf EGF gefärbten Schnitte ergab Anhaltspunkte dafür, 

daß EGF - positive Zellen in einem der Kompartimente gehäuft auftreten, bzw. daß die Be-

handlung irgendeinen Einfluß auf die Zahl positiver Zellen hat. Weiterhin ergaben sich Hin-

weise, daß die sekretorische Aktivität, charakterisiert durch die Fläche der sezernierten 

Schleimtropfen, Unterschiede aufweist. Daher wurde dieses Kriterium näher quantifiziert und 

analysiert.  
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Abb. 36: Durchschnittliche Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen (µm2), Kontrollgruppe 
und RS Gruppe, Colon proximal, Mittelwerte + SEM 

In Abb. 36 ist die durchschnittliche Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen in den einzel-

nen Kompartimenten der Kontrollgruppe und RS Gruppe dargestellt. In der RS Gruppe weist 

die durchschnittliche Fläche der Mucusblasen in allen drei Kompartimenten höhere Werte als 

in der Kontrollgruppe auf. So ist die luminale Mucusfläche der RS Gruppe doppelt so hoch 
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wie in der Kontrollgruppe (p<0,001). Tendenziell, jedoch nicht signifikant, nimmt die Mu-

cusfläche vom Lumen bis zum basalen Kompartiment kontinuierlich ab, während in allen drei 

Kompartimenten signifikant höhere Flächen bei der RS Gruppe aufgefunden wurden.   

 

Wie im proximalen Colon weisen auch im distalen Colon (Abb. 37) die Mucusflächen der  RS 

Gruppe unabhängig vom Kompartiment größere Werte als die der Kontrollgruppe auf. Sie 

unterscheiden sich jedoch nur im mittleren (p<0,01) und luminalen Kompartiment  (p<0,001) 

signifikant. Im Vergleich der Kompartimente ist in der RS Gruppe von luminal zu basal ein 

deutlicher Unterschied (p<0,001) zu erkennen, ähnlich verhält es sich im Vergleich des lumi-

nalen und des mittleren Kompartiments (p<0,05).  
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Abb. 37:  Durchschnittliche Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen (µm2), Kontrollgruppe 
und RS Gruppe, Colon distal, Mittelwerte + SEM 
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Insgesamt zeigt die Analyse der EGF -haltigen Mucusflächen, daß die Resistente Stärke im 

Vergleich zur Ration der Kontrollgruppe sehr wohl einen Einfluß auf die sekretorische Akti-

vität der Gobletzellen hat.    

In der RS Gruppe lag die durchschnittliche Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen über 

den Werten der Kontrollgruppe. Neben dieser allgemeinen Erhöhung EGF positiv gefärbter 

Mucusblasen war tendenziell die Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen in der RS Grup-

pe im luminalen Bereich erhöht. Die allgemeine Erhöhung der positiv gefärbten Fläche in der 

RS Gruppe scheint im Vergleich zur Lokalisation im Gewebe der wichtigere Aspekt zu sein.  

4.6  Photographische Darstellung der immunocytochemisch nachgewiesenen Para-
meter 

Im vorangegangenen Teil der Arbeit wurden die Auszählungsergebnisse der immunocyto-

chemischen Färbungen graphisch dargestellt. Um die Spezifität der Färbung als auch die Lo-

kalisation der gefärbten Zellen im Gewebe beurteilen zu können, ist im folgenden Teil eine 

exemplarische photographische Dokumentation wiedergegeben. Erstellt wurden die Photos im 

Lichtmikroskop, gegengefärbt wurde mit Hämatoxylin nach Mayer (Romeis, 1989). Da 

Gruppenunterschiede anhand einzelner Photos nur schwer zu erkennen sind, wurden die ver-

schiedenen Färbungen nur exemplarisch dargestellt.  

 

4.6.1  TUNEL- Färbung 
In Abb. 38 sind verschiedene Gewebsschnitte der TUNEL- Färbung abgebildet. Die bräunlich 

angefärbten apoptotischen Zellen befinden sich in der Lamina epithelialis mucosae sowohl im 

luminalen (A) als auch basalen (B) Kompartiment der Krypte. Die Färbung ist sehr spezifisch, 

denn es werden nur einzelne Zellen angefärbt und die für die TUNEL- Färbung spezifischen 

Kriterien werden erfüllt. So fehlt die oft beobachtete und nichtspezifische Anfärbung des ge-

samten cytoplasmatischen Bereiches ganzer Zellverbände. Weiterhin ist die unspezifische 

Anfärbung des Hintergrundes nicht ausgeprägt und bei der Negativkontrolle (D) sind keine 

positiven Zellen vorhanden. Die gehäufte Anfärbung der Zellen bei der Positivkontrolle (C) 

resultiert aus der DNAse Behandlung der Gewebsschnitte, diese gezielte Anfärbung der durch 

DNAse bewirkten Veränderungen der DNA ist ein wichtiges Indiz für die Spezifität der Fär-

bung.  
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Abb. 38: Gewebsschnitte der Apoptosefärbung (TUNEL) des distalen Colons der RS Gruppe 
(A), RE Gruppe (B), einer Positivkontrolle (C) und einer Negativkontrolle (D). Die apoptoti-
schen Zellen sind braun angefärbt. Der einkopierte schwarze Balken entspricht in Wirklich-
keit:  36µm 
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4.6.2  Mitose (KI-67)- Färbung 
 

In Abb. 39 ist ein Beispiel für die Ki-67 Färbung wiedergegeben. Der Gewebsschnitt stammt 

aus dem proximalen Bereich eines Kontrolltieres. Die mitotischen Zellen sind bei dieser Fär-

bemethode braun angefärbt, sie befinden sich in der Lamina epithelialis mucosae vorrangig 

im basalen und mittleren Kompartiment der Krypte. Entsprechend der Lokalisation der 

Stammzellen findet die Mitose vorrangig im basalen und mittleren Bereich der Krypte statt. 

Der Bereich der Lamina propria mucosae, welcher ebenfalls zahlreiche Mitosen aufweist, 

wurde in dieser Arbeit nicht ausgewertet. Die spezifische Anfärbung des Zellkerns, die Loka-

lisation im Gewebe als auch das Fehlen Ki-67 positiver Zellen bei der Negativkontrolle spre-

chen für die Spezifität der Färbung.  

 

   
 

   

Abb. 39: Photographie einer Ki-67 – Färbung (A) bzw. Negativkontrolle (B); die mitotischen 
Zellen befinden sich in der Lamina epithelialis mucosae (A) vorrangig im basalen und mittle-
ren Kompartiment (Pfeile); proximales Colon eines Kontrolltieres; Der einkopierte schwarze 
Balken entspricht in Wirklichkeit:  36µm 
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4.6.3  EGF- Färbung 
In Abb. 40 wird die immunocytochemische Färbung des Epidermalen Wachstumsfaktors 

(EGF) in der Mucosaschicht des Colons wiedergegeben. EGF positiv gefärbte Becherzellen 

sind durch Pfeile beispielhaft gekennzeichnet. Ausgewertet wurden die Zellen der Lamina 

epithelialis mucosae. Angefärbt sind vorrangig die Becherzellen bzw. deren apikale Schleim-

blasen, mit Schwerpunkt im vom Lumen abgewandten lateralen Bereich der Blasen (Insert). 

Die durchschnittliche Fläche EGF positiv gefärbter Mucusblasen liegt in der RS Gruppe über 

den Werten der Kontrollgruppe. Dieser Sachverhalt ist jedoch in der Darstellung nicht ersicht-

lich, er wurde bei der Auswertung der Gewebsschnitte im Lichtmikroskop erhalten (siehe 

Abb. 27).  
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Abb. 40: Photographische Darstellung des immunocytochemisch angefärbten Epidermalen 
Wachstumsfaktors (EGF) in Gewebsschnitten des distalen Colons der RE Gruppe (A) und 
Kontrollgruppe (B) mit Detailaufnahme. Die bräunlich angefärbten Zellen (Pfeile) repräsen-
tieren EGF positive Zellen. In der Abbildung der Negativkontrolle (C) ist keine EGF Färbung 
ersichtlich. Der einkopierte schwarze Balken entspricht in Wirklichkeit:  36µm 
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4.6.4  Bak- Färbung 
In Abb. 41 sind immunocytochemisch Bak positiv gefärbte Zellen in verschiedenen Gewebs-

schnitten des distalen und proximalen Colons der RS- Gruppe dargestellt. Positiv gefärbte 

Zellen (Pfeile) befinden sich in der Lamina epithelialis mucosae sowohl im luminalen als 

auch basalen Bereich der Krypten. Entsprechend der Ergebnisse in Abb. 24 können zahlreiche 

Zellen als Bak – positiv identifiziert werden. Angefärbt ist einerseits der gesamte cytoplasma-

tische Bereich mit Schwerpunkt in der perinukleären Region (Detailaufnahme B), andererseits 

werden granular- artige Strukturen erkannt (Detailaufnahme C). Bei der systematischen Aus-

wertung im Lichtmikroskop konnte aufgrund fließender Übergänge beider Erscheinungsfor-

men nicht zwischen rein- cytoplasmatischer und granularartiger Färbung differenziert werden.  
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Abb. 41: Photographische Darstellung der immunocytochemischen Bak Färbung in Gewebs-
schnitten des distalen (A, C), des proximalen (B) Colons der RS- Gruppe und einer Negativ-
kontrolle. Die bräunlich angefärbten Zellen (Pfeile) stellen Bak positive Zellen dar. Der ein-
kopierte schwarze Balken entspricht in Wirklichkeit:  36µm 
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4.6.5  Bcl-2- Färbung 
Die immunocytochemische Färbung von Bcl-2 ist in der Abb. 42 dargestellt. Die Aufnahmen 

repräsentieren Gewebsschnitte eines Kontrolltieres. Neben der zahlreichen Anfärbung in der 

Lamina epithelialis mucosae wird ebenfalls eine Färbung in der Lamina propria mucosae be-

obachtet. Die für Bcl-2 charakteristische Färbung im Cytoplasma der Zellen ist teilweise auch 

perinukleär ausgeprägt (A). Das Fehlen der Anfärbung bei der Negativkontrolle einerseits als 

auch die Lokalisation (basaler Bereich der Krypte, Cytoplasma) andererseits sprechen für die 

Spezifität der Färbung. Die in den Lymphfollikeln des Colons ausgeprägte Anfärbung (D) 

dient als interne Positivkontrolle.  
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Abb. 42: Gewebsschnitte der immunocytochemischen bcl-2 Färbung des distalen Colons ei-
nes Kontrolltieres (A, B), entsprechende Negativkontrolle (C) und Lymphfollikel des Colons 
als interne Positivkontrolle (D). Pfeile zeigen Beispiele Bcl-2 positiv gefärbter Zellen. Der 
einkopierte schwarze Balken entspricht in Wirklichkeit:  36µm 
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5  Diskussion 
 

Überblick und Bedeutung von Butyrat für den Dickdarm: 

Die Funktionalität einzelner Organe und damit auch des Verdauungstraktes wird durch die 

Aufrechterhaltung der Gewebshomeostase gesichert, welche durch ein geordnetes Zusam-

menspiel von Mitose und Apoptose bedingt wird. Pro Zeiteinheit müssen ebensoviel Zellen 

nachgebildet werden wie durch den Zelltod verloren gehen. Eine Verschiebung dieses 

Gleichgewichtes kann entweder zu einem Zuwachs des Gewebes oder zur Degeneration bzw. 

Abnahme desselben führen. Beide Inbalancen können krankhafte Gewebsentwicklungen zur 

Konsequenz haben, so führt eine Abnahme der Zellzahl zu einer Gewebsatrophie, eine Zu-

nahme zur Hyperproliferation, die wiederum als Vorstufe von Tumoren gilt (Young & Gib-

son, 1995). Hinsichtlich des Gastrointestinaltraktes wurden solche Entgleisungen vor allem 

im Colon beobachtet (Potten et al., 1992), so daß Colontumore (als häufigste Ursache tumor-

bedingter Todesfälle) in ihrer Entstehungsgeschichte durch die charakteristische Sequenz Hy-

perproliferation - Polypenbildung – Tumor gekennzeichnet sind. Neben einer genetischen 

Disposition greifen auch nutritive Faktoren steuernd in die Regulationsprozesse des Zell- 

Turnovers ein. Eine besondere Bedeutung spielen in diesem Zusammenhang die kurzkettigen 

flüchtigen Fettsäuren (SCFA, short chain fatty acid), welche im Dickdarmbereich bei der 

Fermentation praecaecal unverdaulicher Kohlenhydrate entstehen. So verursachen reduzierte 

Gehalte an SCFA degenerative Erscheinungen an der Darmmucosa. Vor allem Butyrat scheint 

eine zentrale Rolle zu spielen, denn die Infusion dieser flüchtigen Fettsäure kann die Regene-

ration einer atrophischen Colonschleimhaut induzieren (Sakata, 1987; Kripke et al., 1989). 

Um die Ursachen der von Butyrat bedingten Gewebsveränderungen herauszufinden, wurde in 

zahlreichen Studien die Wirkung von Butyrat auf die Zellteilung, die Differenzierung und die 

Apoptose untersucht. Entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeiten wird die Wirkung von 

Butyrat kontrovers diskutiert, denn die Versuche führten im Vergleich von in vivo zu in vitro 

Studien als auch im Vergleich von gesunden und neoplastischen Geweben zu widersprüchli-

chen Resultaten. So wird die Apoptose in vitro bei normalem Gewebe durch Butyrat vermin-

dert, während sie bei neoplastischem Gewebe erhöht ist. Die Widersprüche sind so eklatant, 

daß sie in der Literatur mitunter als Butyrat- Paradox bezeichnet werden (Velazquez et al., 

1996).  

Studienvergleich und das Modell Schwein: 

Abgesehen von den zahlreichen in- vitro Studien, wurde eine Vielzahl dieser Arbeiten an Rat-

ten durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind jedoch nur bedingt auf den Menschen 
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übertragbar, denn einerseits können Versuche unter in vitro Bedingungen nur teilweise mit 

den komplexen in vivo Abläufen verglichen werden, andererseits sind Ratten aufgrund ver-

dauungsphysiologischer Eigenschaften nur bedingt mit dem Menschen vergleichbar.  

Demzufolge war es Ziel dieser Arbeit, ein Tiermodell aufzubauen, mit dem die Effekte von 

Butyrat auf Turnover Phänomene im Colon untersucht werden können und dessen Ergebnisse 

auf den Menschen großteils übertragbar sind. Die Bildung von Butyrat sollte durch die Verab-

reichung von Nahrungsmitteln erreicht werden, welche auch in der humanen Ernährung ein-

gesetzt werden. Aus diesen Gründen wurde rohe Kartoffelstärke als Hauptenergiequelle ge-

wählt. Das Schwein ist ein gutes Modell für humane Ernährungsstudien, da die Anatomie des 

Gastrointestinaltraktes, die Verdauungsphysiologie und die nutritiven Ansprüche dem Men-

schen ähnlicher sind als bei anderen Tierarten (Graham & Aman, 1982; Miller & Ullrey, 

1987). Zudem ist die Fermentation praecaecal unverdaulicher Kohlenhydrate bei Schweinen 

und Menschen vorrangig im Colon lokalisiert, während sie bei Ratten hauptsächlich im Cae-

cum abläuft.  

Diskussion der Methodik: 

Abgesehen von den beschriebenen Vorteilen sind die Forschungsmöglichkeiten bei Schwei-

nen limitiert, so sind nur begrenzt porcine Antikörper für die Immunocytochemie kommer-

ziell verfügbar. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper zeichneten sich durch 

eine hohe Speziesspezifität aus, da sie zum Teil gegen recombinant hergestellte Proteine des 

Schweines erzeugt worden waren (z.B. EGF), bzw. die Aminosäuresequenzen wenig Unter-

schiede zwischen den Spezies aufweisen, so daß ratten- oder humanspezifische Antiseren 

auch beim Schwein kreuzreagieren. Zudem wird durch das Fehlen jeglicher Anfärbung bei 

der Negativkontrolle die Anwendbarkeit der Antikörper auf porcinen Gewebe bestätigt. Hin-

zukommend wurde ein Teil der Antikörper wie bcl-2 (Smith et al., 1998) und KI-67 (Shayan 

et al., 1999; Garrett et al., 1999) bereits an porcinen Gewebe getestet. Da bei der TUNEL- 

Technik DNA – Bruchstücke detektiert werden, gilt die Anwendung als speziesunabhängig. 

Außerdem war bei der mitgeführten Positivkontrolle eine hohe Färbeintensität zu beobachten 

und es war keine Hintergrundanfärbung zu beobachten. Weiterhin wurde die TUNEL- Fär-

bung bereits bei Schweinen getestet (Wakiyana et al., 2002; Sirotkin & Makarevich, 2002), 

die Anzahl TUNEL positiver Zellen in der Colonmucosa entspricht den Angaben aus der Lite-

ratur (Moss et al., 1996b). Der speziell für porcines Gewebe entwickelte Antikörper für EGF 

ist institutseigen (Claus et al., 2001).  
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Auswirkungen der Fütterung auf die erfaßten Parameter: 

Neben der Spezifität der immunocytochemischen Färbungen galt für das Gelingen der Arbeit 

die Bildung von Butyrat aus roher Kartoffelstärke als Voraussetzung für den Versuch. Kon-

trolliert wurde die Bildung von Butyrat über die Messung der SCFA in den täglich gesammel-

ten Kotproben. Da bei der Probenerfassung darauf geachtet wurde, frisch abgesetzten Kot zu 

sammeln, kann davon ausgegangen werden, daß emissive Verluste zu vernachlässigen sind. 

Der Verlauf der SCFA und speziell der von Butyrat kann in deutlicher Abhängigkeit zur Füt-

terung gesehen werden. Demnach stiegen die SCFA Konzentrationen im Allgemeinen und 

speziell von Butyrat während der Phasen mit Fütterung von resistenter Stärke deutlich an. 

Nach Futterumstellung von Quellstärke auf rohe Kartoffelstärke war in der RS Gruppen ein 

Butyratanstieg um das 2,2-fache zu verzeichnen (Abb. 18). Bei der Gruppe mit vorgeschalte-

ter Hungerphase (RE) war der Anstieg noch deutlicher ausgeprägt. Einen weiteren Hinweis 

für die Abhängigkeit der Butyratbildung von der Fütterung roher Kartoffelstärke geben der 

Vergleich der 19-tägigen Hauptphase der Kontrollgruppe und der Vorphase der Behandlungs-

gruppen, denn in beiden voneinander unabhängigen Versuchszeiträumen wurden unter der 

Fütterung von Quellstärke ähnlich niedrige Konzentrationen von SCFA gemessen. Die in die-

sem Versuch beobachtete Butyratbildung aus roher Kartoffelstärke bestätigt Ergebnisse ande-

rer Arbeitsgruppen (Martin et al., 1998; Le Blay et al., 1999). Die Messung von Butyrat im 

Kot läßt auf eine Bildung im Dickdarmbereich schließen, jedoch können keine Aussagen über 

den hauptsächlichen Bildungsort getroffen werden. Ähnliche bzw. nur geringe Unterschiede 

bezüglich der immunocytochemisch gemessenen Parameter im Vergleich von proximalen und 

distalen Colon innerhalb der Gruppen lassen darauf schließen, daß die Verteilung von Butyrat 

im Colon relativ konstant gewesen sein dürfte. Hinweise bezüglich der Richtigkeit dieser 

Aussage können auch aus der Literatur entnommen werden. So konnte gezeigt werden, daß 

bei der Verfütterung von resistenter Stärke und Weizenkleie an Schweine die Konzentrationen 

von Butyrat zwischen proximalen und distalen Colon nur geringfügig voneinander abweichen 

(Govers et al., 1999). Unter Berücksichtigung der dargestellten Ergebnisse scheint rohe Kar-

toffelstärke ein geeignetes Futtermittel zu sei, um die Butyratbildung im Colon zu fördern. 

Außerdem lagen die gemessenen Konzentrationen von Butyrat im Kot innerhalb der für 

Schweine diskutierten Schwankungsbreiten (Schnabel et al., 1990). 

Parallel zum SCFA- Anstieg bei der Futterumstellung von Quellstärke auf die Ration mit re-

sistenter Stärke war ein Abfall des pH Wertes um zwei Stufen zu verzeichnen. Ähnliche Re-

aktionen wurden auch von Younes et al. (1995) berichtet. Durch den Einsatz von roher Kar-

toffelstärke in der Ration wurde in diesen Versuchen ein pH- Abfall im Caecum von 7.22 auf 
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5,42 erreicht. Andere Ursachen wie die Verfügbarkeit von Substanzen mit unterschiedlicher 

Pufferkapazität können wohl ausgeschlossen werden, da die unterschiedlichen Futterrationen 

bis auf die verschiedenen Stärkearten sehr ähnlich zusammengesetzt waren. Weiterhin ist be-

kannt, daß der pH- Wert negativ mit der SCFA- Bildung aus resistenter Stärke korreliert 

(Campell et al., 1997; Yanahira et al., 1997). Da die beobachteten Schwankungen des pH- 

Wertes innerhalb der physiologischen Streuung lagen (Topping & Clifton, 2001), sind keine 

negativen Auswirkungen auf die Epithelzellen zu erwarten. Allerdings könnte die veränderte 

sekretorische Aktivität der Gobletzellen eine Schutzmaßnahme darstellen. Auch im Rahmen 

der histologischen Untersuchungen konnten weder Entzündungen noch Nester nekrotischer 

Zellen oder Hinweise auf pathologische Prozesse festgestellt werden. Außerdem werden ei-

nem niedrigen pH- Wert sogar positive Effekte zugesprochen. So wurde zum Beispiel gezeigt, 

daß eine hohe Azidität (pH 5), durch SCFA verursacht, E. coli- Bakterien abtöten können 

(Cherrington et al., 1991). Weiterhin wurde bei der Berechnung der Futterrationen darauf ge-

achtet, sämtliche Versuchstiere hinsichtlich der Nährstoffversorgung adäquat und im Grup-

penvergleich gleichwertig zu versorgen. Da es sich im vorliegenden Fall nicht um einen 

Mastversuch handelte, wurden mittlere Gewichtszunahmen angestrebt. Eine ausgeglichene 

Energie- und Proteinversorgung der Versuchstiere sollte gewährleisten, daß Unterschiede 

hinsichtlich der gemessenen Parameter eindeutig auf die unterschiedlichen Stärkearten zu-

rückzuführen sind und nicht aus eventuellen Mangelerscheinungen resultieren. Kontrolliert 

wurde dies teilweise über die Erfassung des Körpergewichtes. Wie aus den Ergebnissen her-

vorgeht, verlief die Gewichtsentwicklung in den Versuchsgruppen während der Hauptfütte-

rungsphase sehr ähnlich, wenn auch tierindividuelle Unterschiede bestanden. Dies wurde je-

doch zum Teil durch das Versuchsdesign bedingt, denn bei den Tieren der RE Gruppe war 

während der Hungerphase eine Gewichtsreduzierung festzustellen. Die anschließende Anfüt-

terung führte zu kompensatorischen Wachstumserscheinungen mit kurzzeitig erhöhten tägli-

chen Zunahmen. Zusammenfassend betrachtet wurde im Versuch die erstrebte Gewichtszu-

nahme erreicht, es kann davon ausgegangen werden, daß eine ausreichende Nährstoffversor-

gung gewährleistet war. 

Um die Auswirkung der unterschiedlichen Fütterung auf das Colonepithel zu ermitteln, wurde 

die Morphologie des Colonepithels der verschiedenen Fütterungsgruppen im Lichtmikroskop 

untersucht. Dabei wurde bei den mit resistenter Stärke gefütterten Tieren ein Epithelzuwachs 

von 20 % im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Ermittelt wurde der Epithelzuwachs, 

indem die Anzahl der Colonocyten entlang der Kryptenachse von den Kontrolltieren mit de-

nen der Behandlungsgruppen verglichen wurde. Bezüglich des Epithelzuwachses als auch der 
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weiteren gemessenen Parameter wurden keine bzw. nur geringe Unterschiede zwischen der 

RS und RE Gruppe festgestellt. Die bei der Versuchsplanung aufgestellte Hypothese, durch 

eine vorgeschaltete Hungerphase gewebliche Unterschiede im Vergleich zur RS Gruppe fest-

zustellen, konnte nicht bestätigt werden. Diese Beobachtung dürfte auf die relativ lange 

Hauptphase zurückzuführen sein, denn die durchschnittliche Lebensspanne von Zellen des 

gastrointestinalen Traktes liegt bei ca. 3-5 Tagen (Potten, 1992). Aus diesem Grund werden 

im folgenden Teil nur die Ergebnisse der RS Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe disku-

tiert. Es kann angenommen werden, daß die Effekte des Epithelzuwachses auf die erhöhte 

Bildung von Butyrat zurückzuführen ist. Laut Literaturangaben könnte auch Propionat oder 

Azetat für diesen Behandlungseffekt verantwortlich sein (Jacobasch et al., 1999). In der vor-

liegenden Arbeit kann die Wirkung dieser beiden Fettsäuren vernachlässigt werden, da zum 

einen entsprechend den Messungen im Kot kein Propionatanstieg festgestellt wurde, zum an-

deren die Wirkung von Acetat auf lokale Regulationsprozesse wesentlich geringer ist als die-

jenige von Butyrat (Hague et al., 1993). Außerdem wird Azetat hauptsächlich im Muskelge-

webe metabolisiert und Propionat in der Leber, während Butyrat hauptsächlich im Epithel des 

Colons verstoffwechselt wird (Cummings & Macfarlane, 1997).  

Bedeutung der Mitose und Apoptose und deren Regulation: 

Die fördernde Wirkung von Butyrat auf das Wachstum der Mucosa im Colon wurde bereits in 

der Literatur beschrieben (Bartram et al., 1993; Sakata, 1987). Da Butyrat die Hauptenergie-

quelle für Colonocyten darstellt (Roediger, 1980), wäre eine mitosefördernde Wirkung von 

Butyrat zu erwarten. Tatsächlich kann jedoch die unterschiedliche Epithelhöhe nicht auf eine 

erhöhte Zellteilungsrate in den Behandlungsgruppen zurückgeführt werden, denn die Mitose-

rate lag bei den Tieren der unterschiedlichen Behandlungsgruppen auf einem ähnlichen Ni-

veau. Diese Beobachtung scheint zahlreichen Studien, in denen Butyrat eine mitogene Wir-

kung zugesprochen wurde zu widersprechen (Scheppach et al., 1993; Sakata, 1987). Jedoch 

wurde in diesen Versuchen unter dem Einfluß von Butyrat nur eine kurzzeitige Erhöhung der 

Mitoserate beobachtet. In Versuchen über einen längeren Zeitraum konnte entsprechend den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit dagegen kein mitogener Effekt beobachtet werden 

(Goodlad, 1981). Selbst wenn eine erhöhte Mitoserate vorhanden ist, führt dies nicht zwangs-

läufig zu einem erhöhten Epithelzuwachs, denn in Geweben mit einer hohen Turn-over Rate 

wie zum Beispiel im Colon ist stets die Balance zwischen Zellteilung und Zelltod für die Auf-

rechterhaltung der Zellzahl verantwortlich (Kerr et al., 1972). Demnach könnte ein Epithel-

zuwachs selbst durch eine verminderte Mitoserate erreicht werden, wenn das Ausmaß der 

Reduzierung der Apoptose verhältnismäßig über demjenigen der Mitose liegt. Im vorliegen-
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den Fall konnte in den Gruppen mit erhöhter Butyratbildung der Epithelzuwachs auf eine all-

gemeine Verminderung der Apoptose bei unveränderter Mitoserate zurückgeführt werden, 

denn bei den mit resistenter Stärke gefütterten Tieren lag die Anzahl apoptotischer Zellen pro 

Hemikrypte deutlich unter der Anzahl der Kontrollgruppe. Diese auf Butyrat zurückzuführen-

de Reduktion der Apoptose steht im Widerspruch zu zahlreichen in vitro Studien an transfor-

mierten Zellen (z.B. Mandal et al., 2001), in welchen für Butyrat eine apoptosefördernde 

Wirkung nachgewiesen wurde. Eine Apoptosehemmung durch Butyrat wurde in Inkubations-

studien (Hass et al., 1997) beschrieben und war auch Ergebnis von in vivo Versuchen am 

Kälberpansen (Mentschel et al., 2002). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen 

somit beide bereits in der Literatur beschriebenen Effekte von Butyrat, nämlich die Förderung 

der Apoptose in neoplastischen Geweben, als auch die Reduktion der Apoptose in normalen 

Zellen in vivo (Hague et al., 1997b).  

Da luminale Nahrungsbestandteile des Verdauungsbreies das Muster der Gen- Expression 

verändern können und somit das Ausmaß der Apoptose beeinflussen können (Hague et al., 

1997a), wurden zur Klärung der Apoptoseregulation Vertreter der Bcl-2 Familie untersucht. 

Diese Proteine der Bcl-2 Familie nehmen bei der Regulation der Apoptose eine wichtige 

Funktion ein, eingeteilt werden sie nach ihrer Wirkung in antiapoptotische (z.B.: Bcl-2, Bcl-

XL) und proapoptotische Proteine (z.B.: Bax, Bak).  

Im vorliegenden Versuch scheint die allgemeine Verminderung der Apoptose mit der ver-

mehrten Expression von bcl-2 in den Krypten der Behandlungsgruppen übereinzustimmen. 

Jedoch wurde neben der erhöhten Expression dieses antiapoptotisch wirkenden Proteins eben-

falls eine erhöhte Expression des proapoptotisch wirkenden Proteins Bak beobachtet. Da die 

proapoptotischen Vertreter der bcl-2 Familie antagonistisch zu den antiapoptotischen Mitglie-

dern wirken, indem Heterodimere gebildet werden, ist nicht das Einzelprotein sondern die 

Gleichgewichtslage ausschlaggebend für die apoptoseregulierende Wirkung solcher Proteine 

(Hsu & Youle, 1997; Knudson & Korsmeyer, 1997). Daher scheint im vorliegenden Versuch 

die Hemmung der Apoptose anhand der beiden untersuchten Vertreter der bcl-2 Familie nicht 

ausreichend charakterisiert zu sein. Zudem waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen 

nur im proximalen Colon signifikant. Im Gegensatz dazu scheint der ebenfalls immunocyto-

chemisch gemessene Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) mit der Reduzierung der Apoptose 

in Zusammenhang zu stehen. EGF ist neben seiner mitogenen Wirkung auch an der Aufrecht-

erhaltung der funktionellen Integrität vieler Organe beteiligt (Claus et al., 2001). Zwar lag der 

Anteil EGF positiv gefärbter Zellen bei der Behandlungsgruppe nur geringfügig über den 

Wert der Kontrolle, jedoch lag die EGF positiv gefärbte Mucusfläche bei der RS- Gruppe 
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hoch signifikant über den Werten der Kontrolle. Gestützt wird dieser Sachverhalt aus Anga-

ben aus der Literatur. So ist bekannt, daß EGF Zellen vor der Induktion der Apoptose schüt-

zen kann (Survivalfunktion) (Hague et al., 1997c). Weiterhin wird vermutet, daß EGF die 

Apoptose von Enterocyten verzögert, indem die Expression spezifischer Mitglieder der bcl-2 

Familie reguliert wird (O`Brien et al., 2001). Zudem wurde beobachtet, daß EGF die Apopto-

se von Enterocyten während Adaptationsprozessen nach einer Resektion eines Darmabschnit-

tes hemmt und Butyrat die Bildung von Mucus im Colon fördert (Smith et al., 1998).  

Detailmechanismen der Apoptose: 

Unter Berücksichtigung der verminderten Apoptose von 40 % im proximalen und 54% im 

distalen Colon der RS Gruppe im Vergleich zur Kontrolle liegt der beobachtete Epithelzu-

wachs von 20 % bei gleicher Mitoserate unter den Erwartungen. Aufschluß über den relativ 

geringen Epithelzuwachs gibt die Verteilung der Apoptose entlang der Kryptenachse. Wäh-

rend bei den Kontrolltieren der Schwerpunkt der Apoptose im luminalen Kompartiment lag, 

wurden bei den Tieren der RS Gruppe wesentlich mehr Zellen im basal gelegenen Komparti-

ment beseitigt als bei den Tieren der Kontrollgruppe. Diese erhöhte Apoptose im basalen Be-

reich ist letztendlich für den nur um 20% erhöhten Epithelzuwachs verantwortlich. Der Grund 

hierfür dürfte in der Eliminierung von Colonocyten bereits im Stammzellbereich liegen. Auf-

grund dieses Prinzips der vorzeitigen Apoptose, sinkt die durchschnittliche Lebensdauer der 

Zellen und der Epithelzuwachs fält in der RS Gruppe geringer aus, obwohl in beiden Gruppen 

ebensoviel Zellen gebildet werden. Im Allgemeinen beinhaltet der Prozeß der Erneuerung der 

Colonmucosa die Proliferation von Enterocyten in den basal gelegenen Regionen der Kryp-

ten, die Differenzierung und Wanderung entlang der Kryptenachse in Richtung Oberflächene-

pithel und schließlich den Verlust der Zellen durch Absonderung von der luminalen Oberflä-

che. Im vorliegenden Fall jedoch handelt es sich um einen weiteren Mechanismus zur Besei-

tigung von Enterocyten in der Colonmucosa, bei welchem die apoptotischen Zellen durch 

benachbarte Zellen (Lifshitz et al., 1998) aufgenommen werden. Diese Art der Apoptose ist 

im Gegensatz zur Extrusion an der luminalen Oberfläche in den basal gelegenen Komparti-

menten innerhalb der Proliferationszone gelegen (Sträter et al., 1995). Entsprechend den Er-

gebnissen in der vorliegenden Arbeit wird angenommen, daß die Positionierung der Apoptose 

in den basalen Bereichen der Krypte vor einer Hyperplasie des Gewebes schützt (Loeffler et 

al., 1993). Gleichsinnig wird diskutiert, diese Art der Apoptose beseitige zu viel produzierte 

Zellen (Haake et al., 1993). Da diese Art der Apoptose auch nach Bestrahlung des Gewebes 

als auch nach Gabe cytotoxischer Substanzen beobachtet wurde, wird zudem diskutiert, daß 

auf diese Weise eventuell geschädigte Zellen beseitigt werden können (Potten et al., 1992; 
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Sträter et al., 1995; Ijiri & Potten, 1987). Demnach wäre es möglich, daß unter dem Einfluß 

von Butyrat, welches eine allgemeine Reduzierung der Apoptose bewirkt, der Organismus 

sich es leisten kann, eventuell geschädigte Zellen zu eliminieren. In der vorliegenden Arbeit 

konnte jedoch nicht untersucht werden, ob es sich um geschädigte Zellen handelte.  

Einhergehend mit der erhöhten Apoptose im basalen Kryptenbereich der RS Gruppe wurden 

bei dieser Fütterungsgruppe relativ mehr Zellen im mittleren Kompartiment nachgebildet. 

Dabei dürfte es sich um sog. Transitzellen handeln, welche aus Stammzellen hervorgehen und 

als Zwischenstufe von Stammzellen und funktionstüchtigen Zellen zu sehen sind. Sie unter-

scheiden sich von den Stammzellen durch den teilweise vorhandenen Differenzierungs- und 

Reifungsgrad in Richtung maturer Zellen. Sie sind zwischen dem Stammzellkompartiment 

und den funktionalen Zellen lokalisiert. Dementsprechend besitzen sie sowohl Eigenschaften 

der Stammzellen als auch der bereits differenzierten Zellen, sie können sich vier- bis sechsmal 

teilen (Potten & Loeffler, 1990). Die erhöhte Mitoserate im mittleren Kompartiment und so-

mit die Ausdehnung der Proliferationszone könnte als Gegenspieler zu der basal gelegenen 

Apoptose gesehen werden, indem der Organismus versucht basal eliminierte Zellen zu erset-

zen und somit die Effekte auf den Epithelzuwachs zu kompensieren. Die Auswirkung auf die 

durchschnittliche Lebensspanne der Colonocyten dürfte jedoch aufgrund der Lage im mittle-

ren Kompartiment deutlich geringer ausfallen als die Wirkung der basalen Apoptose, da Zel-

len, welche im mittleren Kompartiment nachgebildet werden, aufgrund der Wanderung ent-

lang der Kryptenachse relativ nahe zum luminalen Apoptosebereich gelegen sind und somit 

um so schneller beseitigt werden. Weiterhin wird bei der TUNEL- Färbung ein nur sehr kur-

zer Zeitraum (2-4h) erfaßt (Colucci, 1996). Bei der Messung der Mitose mittels KI-67 wird 

hingegen ein wesentlich längerer Zeitraum bestimmt, dessen Länge (12-32h) wiederum stark 

variieren kann (Potten & Loeffler, 1990). Eine exakte mathematische Berechnung zur Über-

prüfung des Epithelzuwachses anhand der vorliegenden Daten wäre somit fehlerhaft.  

Entsprechend dem Auswertschema bei der Apoptose wurde die Verteilung von bcl-2 und bak 

entlang der Kryptenachse untersucht. Dabei stellte sich heraus, daß der Schwerpunkt der Bcl-

2 Expression in der RS Gruppe im luminalen Kompartiment lag. Diese erhöhte Expression 

von bcl-2 steht im Einklang mit der verminderten Apoptose im luminalen Bereich. Die Werte 

von bak lagen zwar in der RS Gruppe in diesem Kompartiment geringfügig über denjenigen 

der Kontrolle, jedoch wurde in der RS Gruppe auch mehr bcl-2 exprimiert. Außerdem waren 

absolut gesehen in der RS Gruppe weniger Zellen bak positiv angefärbt als bcl-2 (Zellen). In 

der Kontrolle hingegen waren weniger Zellen bcl-2 als bak positiv angefärbt. Die reduzierte 
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Apoptoserate im luminalen Bereich der Krypten in der RS Gruppe scheint somit von Vertre-

tern der bcl-2 Familie geregelt zu werden.  

Gleichsinnige Phänomene werden im basalen Bereich beobachtet. So wurden in der RS Grup-

pe im basalen Kompartiment verhältnismäßig mehr bak positive Zellen gefunden als im Ge-

webe der Kontrolltiere, jedoch auch mehr bcl-2 Zellen. Weiterhin waren absolut gesehen in 

der RS Gruppe mehr Zellen bak positiv als bcl-2 positiv angefärbt und in der Kontrollgruppe 

weniger bak positiv als bcl-2. Bcl-2 und bak scheinen somit bei erhöhten Butyratkonzentrati-

onen an der Regulation der Apoptose im Colon maßgeblich beteiligt zu sein. Die Beteiligung 

von bcl-2 und bak an den von Butyrat beeinflußten Zelltod wurde bereits in anderen Studien 

beschrieben. Demnach wurde in Untersuchungen an Krebszellinien des Colons erhöhte Werte 

des Proteins Bak nach einer Behandlung mit Butyrat nachgewiesen (Moss et al., 1996a). Aus 

anderen Untersuchungen an Krebszellinien wird sogar gefolgert, daß unter der Wirkung von 

Butyrat eine Überexpression von bcl-2 nicht vor bak vermittelter Apoptose schützen kann 

(Hague et al., 1997a). In diesen Studien scheint bcl-2 nicht in der Lage zu sein, den proapop-

totischen Eigenschaften von bak entgegenzuwirken.  

EGF scheint bezüglich der Kompartimentierung der Apoptose eine untergeordnete Rolle zu 

spielen. Im distalen Colon war zwar lumenwärts die Fläche EGF positiv gefärbter Zellen dop-

pelt so groß als im basalen Bereich, jedoch waren die Unterschiede im proximalen Colon 

nicht signifikant. Somit scheint unter Butyratwirkung EGF an der Regulation der gesamten 

Apoptose in der Colonmucosa beteiligt zu sein. Der Einfluß auf die einzelnen Kompartimente 

scheint vernachlässigbar zu sein.  

Weitere Diskussionsansätze: 

Aus der Beteiligung von Mitgliedern der bcl-2 Familie an dem von Butyrat vermittelten A-

poptoseprozessen ergeben sich weitere interessante Diskussionsansätze. Aus zahlreichen Stu-

dien ist bekannt, daß die Vertreter der bcl-2 Familie am mitochondrialen Apoptosepfad betei-

ligt sind (Adams & Cory, 2001; Gross et al., 1999). Mitochondrien nehmen wiederum eine 

zentrale Stellung beim Ablauf der Apoptose ein, so vermitteln sie z.B. über die Ausschüttung 

von Cytochrom c letztendlich die Aktivierung von Effektorcaspasen, welche für die apoptoti-

schen Veränderungen verantwortlich sind (Kluck et al., 1997; Liu et al., 1996; Susin et al., 

1996, 1999; Yang et al., 1997; Zamzami et al., 1996). Neben dieser zentralen Bedeutung beim 

Ablauf der Apoptose werden die Mitochondrien aufgrund ihrer Funktion bei der Energiebe-

reitstellung als Kraftwerke (powerhouse) der Zellen bezeichnet (Pedersen, 1999). Da Butyrat 

die Hauptenergiequelle für  Colonocyten darstellt (Roediger, 1980), scheint es sehr interes-

sant, daß Butyrat über die Mitochondrien- Funktion für das Schicksal der Zelle verantwortlich 
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ist, zum einen als Energiequelle und zum anderen als Mediator von Apoptose. Die Rolle von 

Mitochondrien einerseits als „cell´s powerhouse“ und andererseits deren zentrale Bedeutung 

bei der Kontrolle der Apoptose werden in der Literatur beschrieben (Ravagnan et al., 2002) 

und als Schwerpunkt neuster Forschungsbereiche verstanden. Die Beteiligung von Butyrat an 

diesen Regulationsprozessen ist jedoch ein neuer Diskussionsaspekt. 

Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals ein Konsens aus den in vitro und in vivo 

Studien beschrieben werden. Unter der Wirkung von Butyrat wird einerseits eine allgemeine 

Reduzierung der Apoptose in der gesamten Colonmucosa beobachtet. Bestätigt werden hier-

durch Ergebnisse, welche in Inkubationsstudien und am in-vivo Modell beobachtet wurden 

(Hass et al., 1997; Mentschel et al., 2002). Andererseits wurde neben dieser allgemeinen 

Verminderung der Apoptose relativ mehr apoptotische Zellen im basalen Kompartiment beo-

bachtet, diese Beobachtung entspricht den in vitro Ergebnissen von transformierten Zellen. 

Sowohl die von Butyrat bedingte Hemmung der Apoptose als auch die lokale Förderung im 

Stammzellbereich könnten aus physiologischen Gesichtspunkten als erstrebenswert eingestuft 

werden. 
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6  Zusammenfassung 
 

Der Einfluß der Ernährung auf den Gesundheitszustand sowohl des Menschen als auch von 

landwirtschaftlichen Nutztieren ist ein aktuelles Forschungsgebiet. Von hohem Interesse sind 

in diesem Zusammenhang Komponenten natürlich vorkommender Nahrungsmittel, welche 

fördernd auf den Gesundheitszustand des Organismus wirken. In der Tierernährung  werden 

positive Effekte prae- als auch probiotischer Inhaltsstoffe diskutiert, um aufbauend auf ihrer 

prophylaktischen Wirkung den Einsatz von Antibiotika zu verringern. In der Humanernäh-

rung wird aufgrund epidemiologischer Studien der Rohfaser in der Nahrung eine hemmende 

Wirkung auf die Coloncarcinogenese zugesprochen. Eine besondere Bedeutung spielen in 

diesem Zusammenhang die Short Chain Fatty Acids (SCFA), welche im Dickdarm durch 

Fermentation praecaecal unverdaulicher Kohlenhydrate entstehen. So führen z.B. reduzierte 

Gehalte an SCFA zu degenerativen Erscheinungen an der Darmmucosa. Vor allem Butyrat 

spielt eine zentrale Rolle, denn die Infusion von Butyrat kann die Regeneration einer atrophi-

schen Colonschleimhaut induzieren. Neben diesen regenerativen Eigenschaften wird ange-

nommen, daß speziell Butyrat vor Dickdarmkrebs schützt.  

Um die Ursachen der von Butyrat bedingten Gewebsveränderungen zu klären, wurde in zahl-

reichen Studien die Wirkung von Butyrat auf die Proliferation, die Differenzierung der Zellen 

und die Apoptose untersucht. Dabei zeigte sich, daß sich die Wirkung von Butyrat im Ver-

gleich von in vivo - und in vitro - Studien deutlich unterscheidet. So wird die Apoptose bei 

gesunden Geweben in vivo vermindert und bei neoplastischen Geweben in vitro erhöht. Die 

Ursachen dieses Phänomens als auch die Regulation der Apoptose unter Butyrat-einfluß in 

vivo konnten bisher nicht geklärt werden.  

Aus diesen Gründen wurde in dieser Arbeit der Einfluß von Butyrat auf Proliferationsprozes-

se des Colons untersucht. Schwerpunkt war in diesem Zusammenhang die Apoptose der Co-

lonocyten und deren Regulation. Um eine erhöhte Butyratbildung im Colon von Schweinen 

zu erreichen, wurde resistente Kartoffelstärke verabreicht. 

Zur Klärung der Fragestellung wurden 18 männliche Kastraten der Rasse DL x Pietrain ver-

wendet, welche in drei homogene Gruppen mit jeweils 6 Tieren aufgeteilt wurden.  

Die Kontrollgruppe erhielt in der 19-tägigen Hauptphase eine Ration mit Quellstärke (14,13 

MJ ME und 173,5g XP/kg Trockensubstanz) als Hauptenergiequelle, welche eine hohe prae-

caecale Verdaulichkeit aufweist.  

Die Tiere der Behandlungsgruppe RS (resistant starch) erhielten eine Ration mit resistenter 

Kartoffelrohstärke als Hauptenergiequelle (11,28 MJME und 138,5 g XP/ kg DM) für einen 
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Zeitraum von 19 Tagen. Kartoffelrohstärke weist eine niedrige praecaecale Verdaulichkeit auf 

und fördert im Dickdarm die Bildung von Butyrat. Da diese Tiere auch in der Vorphase die 

Ration mit Quellstärke verabreicht bekamen, wurde der 19-tägigen Hauptphase eine 5-tägige 

Adaptationsphase vorgeschaltet. In dieser Phase sollte sich die gastrointestinale Flora auf die 

Ration mit resistenter Stärke einstellen.  

Die Tiere der zweiten Behandlungsgruppe (RE für Realimentation) wurden identisch versorgt, 

jedoch war der Behandlungsphase eine dreitägige Hungerphase vorgeschaltet worden. Um 

eine ausgeglichene Nährstoffversorgung der Tiere zu gewährleisten, wurde den Behandlungs-

gruppen aufgrund der geringeren Energiedichte der Ration mit resistenter Stärke entsprechend 

mehr Futter verabreicht.  

Zur Erfassung der Effekte der unterschiedlichen Fütterung, wurden täglich Blut- und Kotpro-

ben gesammelt. Die Tiere wurden am Ende des Versuchs eingeschläfert und Gewebsmaterial 

aus dem Verdauungstrakt für immunocytochemische und histologische Fragestellungen si-

chergestellt.  

Die Verfütterung von resistenter Stärke führte im Vergleich zur Quellstärkeration zu einem 

Anstieg der Butyratkonzentration im Kot der Tiere um den Faktor 2,2. Um die Auswirkung 

dieses Butyratanstieges auf das Colonepithel zu erfassen, wurde das Colongewebe histolo-

gisch untersucht. Dabei wurde bei den mit resistenter Stärke gefütterten Tieren ein Epithelzu-

wachs (Zellzahl) von 20 % im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Dieser Epithelzu-

wachs konnte, da sich die Mitoserate zwischen den Behandlungsgruppen nicht unterschied, 

eindeutig auf eine um ca. 40% verringerte Apoptoserate zurückgeführt werden. Diese allge-

meine Reduzierung der Apoptoserate ging einher mit einer erhöhten Expression von EGF, 

denn die Werte der positiv gefärbten Mucusfläche der Becherzellen lag bei der RS Gruppe im 

Durchschnitt ca. 50% über den Werten der Kontrollgruppe. EGF scheint in diesem Zusam-

menhang an der Regulation der Apoptose im Colon beteiligt zu sein.   

Eine Reduzierung der Apoptose um ca. 40% würde bei gleicher Mitoserate einen höheren 

Epithelzuwachs erwarten lassen. Die Erklärung für den insgesamt geringen Zuwachs ist auf 

die Verschiebung der Apoptose entlang der Kryptenachse zurückzuführen, denn unter Butyra-

teinfluß waren etwa 39% der apoptotischen Zellen im basalen Bereich lokalisiert, in der Kon-

trollgruppe jedoch nur 17%. Diese Erhöhung der Apoptose in der Stammzellregion der Kryp-

ten führte zu einer Reduzierung der durchschnittlichen Lebensspanne der Zellen und ist somit 

für den unter den Erwartungen gebliebenen Epithelzuwachs verantwortlich. 

Die Verschiebung der Apoptose wird von den pro- und antiapoptotischen Vertretern der bcl-2 

Familie geregelt, denn in den Colonkrypten der Tiere, welche unter verstärkten Butyrateinfluß 
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standen, wurde parallel zur erhöhten Apoptoserate im basalen Kompartiment in mehr Zellen 

das proapoptotisch wirkende Protein Bak exprimiert. Der Faktor lag im proximalen Bereich 

bei 3,5. Gleichsinnig zu dieser Beobachtung wurde im luminalen Bereich der Krypten dieser 

Gruppen parallel zur verminderten Apoptose eine erhöhte Expression des antiapoptotisch 

wirkenden Proteins Bcl-2 (55%) beobachtet. Die Ergebnisse der beiden Behandlungsgruppen 

RS und RE unterschieden sich nur geringfügig. Die Gründe hierfür dürften in der relativ lan-

gen Behandlungsphase von 19 Tagen liegen, denn die Zellen in der Mucosa des Colons unter-

liegen einer hohen Turnoverrate. Die Effekte des Hungerns vor der Behandlungsphase schei-

nen somit durch die 19-tägige Fütterung von resistenter Stärke kompensiert worden zu sein. 

Die Hintergründe über die gesundheitsfördernde Wirkung von Butyrat bzw. über die unter-

schiedlichen Ergebnisse zwischen in - vivo und in – vitro Studien konnten anhand der vorlie-

genden Arbeit nicht komplett geklärt werden, jedoch wurden wertvolle Erkenntnisse über 

Detailmechanismen der Apoptose in vivo erhalten. 
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7 Summary 
 
Effects of nutrition on health status were examined in numerous studies for human as well as 

animal species. The interest is mainly focused on those components which are known to exert 

a beneficial effect on health. Specifically prae- and probiotic substances are discussed to 

decrease the use of antibiotics in animal nutrition. Moreover epidemiological studies suggest 

that a higher fiber content reduces the risk for carcinogenesis. The effects seem to be 

mediated by short chain fatty acids (SCFA). SCFA are major products of microbial 

fermentation of fiber in the hindgut and are essential for normal colonic function. Butyrate has 

been shown to have the most significant effects on colonic epithelium. For example colonic 

recovery after mucosal atrophy is improved due to butyrate supply.  

To examine the principles of the butyrate dependent effects, in numerous studies the effects of 

butyrate on mitosis, cell differentiation, and apoptosis of epithelial cells were determined. It 

has been shown that butyrate increases proliferation of normal cells both in vitro and in vivo, 

but decreases proliferation in neoplastic cells in vitro. In addition the incubation of adenoma 

and tumour cell lines with butyrate induced apoptosis whereas the absence of butyrate from 

the incubation medium triggered apoptosis in guinea pig colonic mucosa. This antiapoptotic 

function of butyrate has been confirmed in the bovine ruminal epithelium. The reasons for 

these contradicting results and the regulation of butyrate mediated apoptosis have not been 

examined so far. 

In the present study, therefore, the effects of butyrate on colonic epithelium were investigated 

by feeding resistant potato starch. Effects were verified by determining immunocytochemical 

parameters. 

The experiments were performed with 18 castrated male pigs (German Landrace x Pietrain). 

They were divided into the control group, the resistant starch group (RS), and the 

realimentation group (RE). At the end of the feeding period the pigs were killed and tissue 

samples for immunocytochemical studies were obtained. 

The controls were fed during the whole treatment period (19d) with a ration containing 

pregelatinized starch with a high ileal digestibility (14,13 MJME and 173,5g XP / kg DM).  

The RS group received the same diet for 10 days. Thereafter a ration with a lower ileal 

digestibility containing raw potato starch (11,28 MJME and 138,5g XP/ kg DM) was fed for 5 

days in the adaptation period and for 19 d in the treatment period. 

The pigs of the RE group were fed identically, however after the control diet a starvation 

period of 3 days was included.  
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Due to the lower energy content of resistant starch compared to pregelatinized starch the 

average energy and protein content differed between the two rations. To ensure an equal 

energy and protein supply the RS and RE group received a higher amount of the resistant 

starch ration.  

For later analytical determination of pH and SCFA, representative amounts of fresh faeces 

were collected every morning. They were stored deep frozen (-20°C). At the end of the 

experimental period pigs were killed and colonic tissue samples were taken for histological 

and immunocytochemical analysis. 

Feeding of resistant starch led to a 2.2-fold increase of butyrate in faeces. The morphological 

results revealed a significant increase of crypt depth (20%) in the resistant starch groups. This 

difference, however, can not be explained by a different mitotic rate which was nearly 

identical in both groups. Thus the morphological difference has to be attributed to the 

differences in the apoptotic activity which was significantly lower (40%) in the groups fed 

with resistant starch. This decrease of apoptosis was paralleled by an increase of the mucus 

area of goblet cells which were shown to contain EGF (epidermal growth factor). The 

difference was about 50%. The results indicate a link between apoptosis and EGF in the 

colonic epithelium.  

A reduction of apoptosis by 40% and no change of mitotic rate should lead to higher 

differences in epithelial development. The low increase of crypt depth can be explained by the 

shift of apoptosis along the crypt axis. In the group with high butyrate levels 39% of the 

apoptotic cells were located in the basal compartment of the crypts, in the control-group, 

however, only 17%. This higher incidence of apoptosis in the stem-cell compartment led to an 

decrease of average lifespan of colonocytes and consequently to the relative low increase of 

epithelium.  

The compartmental distribution of apoptosis is regulated by pro- and antiapoptotic members 

of the bcl-2 family. Compared to the control group the higher apoptotic rate in the basal 

compartment of the butyrate group was paralleled by the higher expression (3,5- fold) of the 

proapoptotic protein Bak. In addition the expression of the antiapoptotic protein Bcl-2 was 

increased in the luminal compartment by 55%.  

The results of the RS and RE group did not differ significantly. Due to the treatment-period of 

19 days and the high turnover-rate in the colon the effects of starvation seem to be 

compensated.  
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In conclusion the results demonstrate that under in vivo conditions in the pig butyrate is an 

inhibitor of apoptosis, but additional mechanisms ensure that the resulting proliferation is 

limited.  
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9 Anhang 

Kryptentiefe in Anzahl der Zellen (Mittelwerte + SEM) 

colon proximal colon distal 

K RS RE Sig. K RS RE Sig. 

65,79 + 2,0 78,1 + 1,3  *** 69,8 + 2,1 81,1 + 2,2  ** 

 78,1 + 1,3 83,9 + 2,0 *  81,1 + 2,2 79,5 + 2,1 ns 

65,79 + 2,0  83,9 + 2,0 *** 69,8 + 2,1  79,5 + 2,1 ** 

 

Mitotische Zellen (% + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

15,4 + 0,9 15,7 + 0,9 ns 16,5 + 1,1 17,8 + 1,2 ns 
15,4 + 0,9   16,5 + 1,1  ns 

 15,7 + 0,9   17,8 + 1,2 ns 
 

Mitotische Zellen (% + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

15,7 + 0,9 21,7 + 0,8 *** 17,8 + 1,2 18,3 + 0,6 ns 
15,7 + 0,9   17,8 + 1,2  ns 

 21,7 + 0,8   18,3 + 0,6 ** 
 

Apoptotische Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

0,9 + 0,08 0,55 + 0,06 ** 1,1 + 0,15 0,53 + 0,09 * 
0,9 + 0,08   1,1 + 0,15  ns 

 0,55 + 0,06   0,53 + 0,09 ns 
 

Apoptotische Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

0,55 + 0,06 0,45 + 0,07 ns 0,53 + 0,09 0,44 + 0,04 ns 
0,55 + 0,06   0,53 + 0,09  ns 

 0,45 + 0,07   0,44 + 0,04 ns 
 

 

 



 

   

Bak positive Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

1,7 + 0,2 5,3 + 0,8 *** 3,7 + 0,6 5,1 + 0,8 ns 
1,7 + 0,2   3,7 + 0,6  ** 

 5,3 + 0,8   5,1 + 0,8 ns 
 

Bak positive Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

5,3 + 0,8 3,5 + 0,6 ns 5,11 + 0,8 5,4 + 0,9 ns 
5,3 + 0,8   5,11 + 0,8  ns 

 3,5 + 0,6   5,4 + 0,9 ns 
 

Bcl-2 positive Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

3,4 + 0,3 6,0 + 0,4 *** 2,8 + 0,3 5,6 + 0,5 ** 
3,4 + 0,3   2,8 + 0,3  ** 

 6,0 + 0,4   5,6 + 0,5 ns 
 
 

Bcl-2 positive Zellen pro Hemikrypte (Mittelwerte + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

6,0 + 0,4 6,3 + 0,3 ns 5,6 + 0,5 5,4 + 0,2 ns 
6,0 + 0,4   5,6 + 0,5  ns 

 6,3 + 0,3   5,4 + 0,2 ns 
 
 

EGF positive Zellen (% + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

33,8 + 1,2 37,6 + 1,8 ns 33,8 + 1,2 39,8 + 2,8 * 
33,8 + 1,2   33,8 + 1,2  ns 

 37,6 + 1,8   39,8 + 2,8 ns 
 
 

EGF positive Zellen (% + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

37,6 + 1,8 36,8 + 1,0 ns 39,8 + 2,8 42,1 + 1,3 ns 
37,6 + 1,8   39,8 + 2,8  ns 

 36,8 + 1,0   42,1 + 1,3 *** 
 
 
 
 

 



 

  

EGF positiv gefärbte Mucusfläche der Gobletzellen (µm2 + SEM), Vergleich K, RS 

colon proximal colon distal 
K RS Sig. K RS Sig. 

12 + 1 23 + 2 *** 12 + 1 20 + 2 ** 
12 + 1   12 + 1  ns 

 23 + 2   20 + 2 ns 
 
 

EGF positive gefärbte Mucusfläche der Gobletzellen (µm2 + SEM), Vergleich RS, RE 

colon proximal colon distal 
RS RE Sig. RS RE Sig. 

23 + 1,9 19,9 + 1,9 ns 20 + 2 19 + 1,8 ns 
23 + 1,9   20 + 2  ns 

 19,9 + 1,9   19 + 1,8 ns 
 
 
 
 
Anteil KI-67 positiver Zellen (% + SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, Kontrolle 
und RS 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

80,9 + 1,7 16,11 + 1,5  *** 51,2 + 2,6 40,2 + 2,0  * 
 16,11 + 1,5 2,9 + 0,6 ***  40,2 + 2,0 8,5 + 1,5 *** 

80,9 + 1,7  2,9 + 0,6 *** 51,2 + 2,6  8,5 + 1,5 *** 
 
 
Anteil KI-67 positiver Zellen (% + SEM) in den Kompartimenten, colon distal, Kontrolle und 
RS 
 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

76,8 + 2,5 18,4 + 2,2  *** 48,9 + 1,7 41,2 + 1,3  * 
 18,4 + 2,2 4,7 + 1,0 ***  41,2 + 1,3 9,7 + 1,2 *** 

76,8 + 2,5  4,7 + 1,0 *** 48,9 + 1,7  9,7 + 1,2 *** 
 
 
 
Anteil KI-67 positiver Zellen (% + SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, RS und 
RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

51,2 + 2,6 40,1 + 2,0  * 48,0 + 1,9 40,1 + 1,1  * 
 40,1 + 2,0 8,5 + 1,5 ***  40,1 + 1,1 11,6 + 1,6 *** 

51,2 + 2,6  8,5 + 1,5 *** 48,0 + 1,9  11,6 + 1,6 *** 
 
 
 
 
 
 
 



 

   

Anteil KI-67 positiver Zellen (% + SEM) in den Kompartimenten, colon distal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

48,9 + 1,7 41,2 + 1,3  * 56,4 + 2,1 35,2 + 1,3  *** 
 41,2 + 1,3 9,7 + 1,3 ***  35,2 + 1,3 8,2 + 1,2 *** 

48,9 + 1,7  9,7 + 1,3 *** 56,4 + 2,1  8,2 + 1,2 *** 
 
 
 
Anzahl TUNEL positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, Kontrolle 
und RS 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

0,16 + 0,02 0,17 + 0,01  ns 0,21+ 0,03 0,09 + 0,02  * 
 0,17 + 0,01 0,54 + 0,04 ***  0,09 + 0,02 0,24 + 0,02 ** 

0,16 + 0,02  0,54 + 0,04 *** 0,21 + 0,03  0,24 + 0,02 ns 
 
 
Anzahl TUNEL positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, Kontrolle und 
RS 
 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

0,39 + 0,05 0,15 + 0,02  *** 0,23 + 0,04 0,10 + 0,01  * 
 0,15 + 0,02 0,57 + 0,04 ***  0,10 + 0,01 0,19 + 0,01 * 

0,39 + 0,05  0,57 + 0,04 * 0,23 + 0,04  0,19 + 0,01 ns 
 
 
Anzahl TUNEL positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, RS und 
RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

0,21 + 0,03 0,09 + 0,02  * 0,23 + 0,03 0,07 + 0,02  *** 
 0,09 + 0,02 0,24 + 0,02 **  0,07 + 0,02 0,15 + 0,02 ns 

0,21 + 0,03  0,24 + 0,02 ns 0,23 + 0,03  0,15 + 0,02 ns 
 
 
Anzahl TUNEL positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

0,23 + 0,03 0,10 + 0,02  * 0,17 + 0,02 0,11 + 0,01  ns 
 0,10 + 0,02 0,19 + 0,03 *  0,11 + 0,01 0,14 + 0,02 ns 

0,23 + 0,03  0,19 + 0,03 ns 0,17 + 0,02  0,14 + 0,02 ns 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

Anzahl Bak positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, Kontrolle und 
RS 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

0,57 + 0,09 0,22 + 0,04  ** 2,00 + 0,23 0,41 + 0,16  *** 
 0,22 + 0,04 0,90 + 0,13 ***  0,41 + 0,16 2,83 + 0,52 *** 

0,57 + 0,09  0,90 + 0,13 * 2,00 + 0,23  2,83 + 0,52 ns 
 
 
Anzahl Bak positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, Kontrolle und RS 
 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

1,14 + 0,21 0,61 + 0,15  * 2,17 + 0,37 0,69 + 0,19  *** 
 0,61 + 0,15 1,90 + 0,39 **  0,69 + 0,19 2,24 + 0,30 *** 

1,14 + 0,21  1,90 + 0,39 ns 2,17 + 0,37  2,24 + 0,30 ns 
 
 
Anzahl Bak positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

2,00 + 0,23 0,41 + 0,16  *** 1,00 + 0,16 0,33 + 0,10  ** 
 0,41 + 0,16 2,87 + 0,52 ***  0,33 + 0,10 2,18 + 0,45 *** 

2,00 + 0,23  2,87 + 0,52 ns 1,00 + 0,16  2,18 + 0,45 ** 

 

Anzahl Bak positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

2,17 + 0,37 0,69 + 0,19  *** 2,43 + 0,40 0,55 + 0,13  *** 
 0,69 + 0,19 2,24 + 0,30 ***  0,55 + 0,13 2,41 + 0,43 *** 

2,17 + 0,37  2,24 + 0,30 ns 2,43 + 0,40  2,41 + 0,43 ns 

 

Anzahl Bcl-2 positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, Kontrolle 
und RS 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

1,32 + 0,19 0,82 + 0,09  * 2,33 + 0,23 1,10 + 0,12  *** 
 0,82 + 0,09 1,20 + 0,13 **  1,10 + 0,12 2,63 + 0,25 *** 

1,32 + 0,19  1,20 + 0,13 ns 2,33 + 0,23  2,63 + 0,25 ns 
 
 



 

   

Anzahl Bcl-2 positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, Kontrolle und 
RS 
 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

1,49 + 0,23 0,50 + 0,08  ** 1,98 + 0,23 0,90 + 0,17  *** 
 0,50 + 0,08 0,82 + 0,12 *  0,90 + 0,17 2,72 + 0,33 *** 

1,49 + 0,23  0,82 + 0,12 ** 1,98 + 0,23  2,72 + 0,33 ns 
 
 
Anzahl Bcl-2 positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

2,33 + 0,28 1,10 + 0,12  ** 2,17 + 0,15 0,96 + 0,09  *** 
 1,10 + 0,12 2,63 + 0,25 ***  0,96 + 0,09 3,14 + 0,28 *** 

2,33 + 0,28  2,63 + 0,25 ns 2,17 + 0,15  3,14 + 0,28 * 

 

Anzahl Bcl-2 positiver Zellen (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

1,98 + 0,23 0,90 + 0,17  *** 2,22 + 0,06 0,84 + 0,10  *** 
 0,90 + 0,17 2,72 + 0,33 ***  0,84 + 0,10 2,37 + 0,19 *** 

1,98 + 0,23  2,72 + 0,33 ns 2,22 + 0,06  2,37 + 0,19 ns 

 

Fläche EGF gefärbter Mucusblasen in µm2 (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, 
Kontrolle und RS 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

13,22 + 1,32 11,63 + 1,38  ns 20,71 + 2,34 25,51 + 2,55  ns 
 11,63 + 1,38 13,18 + 1,47 *  25,51 + 2,55 26,60 + 2,56 ns 

13,22 + 1,32  13,18 + 1,47 ns 20,71 + 2,34  26,60 + 2,56 ns 
 
 
Fläche EGF gefärbter Mucusblasen in µm2 (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, 
Kontrolle und RS 
 
 

Kontrolle RS 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

12,14 + 1,24 12,89 + 1,49  ns 14,84 + 2,09 21,63 + 2,51  ** 
 12,89 + 1,49 12,33 + 1,86 ns  21,63 + 2,51 27,77 + 2,10 * 

12,14 + 1,24  12,33 + 1,86 ns 14,84 + 2,09  27,77 + 2,10 *** 
 
 
 
 
 
 



 

  

Fläche EGF gefärbter Mucusblasen in µm2 (+ SEM) in den Kompartimenten, colon proximal, 
RS und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig. 

20,71 + 2,34 25,51 + 2,55  ns 16,99 + 1,85 21,57 + 3,00  ns 
 25,51 + 2,55 26,63 + 2,56 ns  21,57 + 3,00 23,53 + 3,05 ns 

20,71 + 2,34  26,63 + 2,56 ns 16,99 + 1,85  23,53 + 3,05 ns 

 

 
Fläche EGF gefärbter Mucusblasen in µm2 (+ SEM) in den Kompartimenten, colon distal, RS 
und RE 
 
 

RS RE 
Basis Mitte Öffnung Sig. Basis Mitte Öffnung Sig.

14,84 + 2,09 21,63 + 2,51  ** 17,17 + 1,97 18,30 + 1,83  ns 
 21,63 + 2,51 27,77 + 2,19 *  18,30 + 1,83 25,69 + 2,37 ** 

14,84 + 2,09  27,77 + 2,19 *** 17,17 + 1,97  25,69 + 2,37 ***
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