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Die Dynamik der physiologischen Epithelregeneration der Darmschleimhaut,
deren Epithel zu den sog. Wechselgeweben gehort, ist seit langem bekannt und
vielfach untersucht (LEBLOND u. Mitarb., 1956; OsHLERT u. BUcuNEr, 1961
u.v.a.). Die Aufrechterhaltung der fiir die einzelnen Darmabschnitte charak-
teristischen Struktur ist abhingig von dem Gleichgewicht der in den Keimzellen
stattfindenden Zellneubildung und dem Verlust der zur Oberfliche bzw. zu den
Zottenspitzen gewanderten und dort abgestoBenen postmitotischen, differen-
zierten Zellen. Stérungen in der Neubildung mit Unterbrechung des Zellersatzes
miissen somit in einer direkten Abhidngigkeit von der Intensitdt und der Zeitdauer
des die Zellneubildung treffenden Reizes stehen und im Hinblick auf die in den
einzelnen Darmabschnitten unterschiedliche Zellneubildungsrate und Lebens-
dauer der differenzierten Zellen unterschiedlich zur Geltung kommen.

Die Wirkung von Antimetaboliten der Folsiure (Aminopterin, Methotrexat)
ist nicht nur wegen der klinischen Anwendung derartiger Substanzen von be-
sonderem Interesse, sondern auch wegen ihrer Parallelen zu anderen Folsiure-
mangelzustinden. Das Hauptaugenmerk der zahlreichen Untersuchungen iiber
die Wirkung von Aminopterin bzw. Methotrexat richtete sich dabei auf die Friih-
verdnderungen an der Dinndarmschleimhaut [zusammenfassende Literatur bei
Jacosson (1954), Grrrant (1963), MuiNnaToN (1965)], wobei trotz zahlreicher
in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen an verschiedenen Untersuchungsobjekten
der Zeitpunkt des Eingriffs in den Generationscyclus von Zellen (Blockade der
Metaphase, Wirkung wéhrend der Telophase, Wirkung wahrend der Interphase)
unterschiedlich beurteilt wurde (Ubersicht s. GELFANT, 1963).

Da folsiureantagonistische Substanzen einerseits innerhalb weniger Stunden
einen zellteilungshemmenden Effekt entfalten, andererseits eine einmalige Dosis
nur einen kurzfristigen Effekt entwickelt, klinisch jedoch verschieden hohe Dosen
kurz- oder langfristig zur Anwendung kommen, war es das Ziel der vorliegenden
Arbeit, die Auswirkungen auf die physiologische Regeneration der Darmschleim-
haut in verschiedenen Abschnitten sowohl im Stofversuch als auch im Langzeit-
versuch néher zu analysieren. Um einen Einblick in die gednderte Dynamik der
Regeneration zu erhalten, wurde deshalb zu den verschiedenen Untersuchungs-
zeitpunkten die Zahl der DNS-synthetisierenden Zellen nach einstiindiger Zufuhr
von H3-Thymidin durch Autoradiographie bestimmt, die PopulationsgréBie der
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Regenerationszone durch quantitative Auszdhlung erfafit, die Zottenhshen bzw.
die Zahl der differenzierten Zellen gemessen und bestimmt und zugleich Anderun-
gen in der Auswanderungsrate durch verschieden lange vorherige Thymidin-
Zufuhr gepriift.

Untersuchungsgut und Methodik

Mit insgesamt 58 weiblichen Mausen (Inzuchtstamm NMRI; Altrominfutter und Wasser
ad libitum) wurden zwei Versuchsreihen durchgefithrt.

A. Langzeitversuch
28 Tiere erhielten tdglich durch Magensonde 0,5 ml Methotrexat (12 ug/100 g Korper-
gewicht). Totung nach 4, 8, 14 und 21 Tagen, 11 Uhr vormittags. Die eine Hilfte der Tiere
erhielt 1 Std, die andere Hilfte 48 Std, bei einem 14 Tage-Wert 24 Std vor der Tétung
0,3 uC H3-Thymidin (1900 mC/mM) i.p.

B. Stofversuch

30 Tiere erhielten einmal 400 11g/100 g Korpergewicht Methotrexat i.m., T6tung nach
4, 8, 16, 24, 48, 72 und 144 Std. 20 Tiere erhielten 1 Std vor der Tétung, 2 Tiere, die nach
24stiindiger Versuchszeit get6tet wurden, 23 Std vor dem Tod und die nach 48, 72 und
144 Std getdteten Tiere 24 Std vor dem Tod jeweils 0,3 uC H*Thymidin i.p.

Von allen Tieren wurde entnommen: Duodenum 1 cem nach dem Pylorus, Jejunum
18 cm proximal der Bauhinschen Klappe, Ileum 1 cm proximal der Bauhinschen Klappe,
Colon ascendens 1 cm im aufsteigenden Schenkel, Colon descendens 1 em nach der Flexur.

Fixierung je eines Stiickes in Neutralformol 1:4; normale Paraffin-Einbettung. Fixierung
je eines Stiickes in eiskaltem Glutaraldehyd zur Darstellung der alkalischen Phosphatase
im Biirstensaum nach einer frither angegebenen Methode (EpER). Neben normalen Farbungen
wurden von allen Stiicken Autoradiographien angefertigt (flissige Emulsion Ilford K2
und G5 — Entwicklungszeit 14 und 21, bzw. 5 und 7 Tage; Strippingfilm Kodak AR 10 —
Entwicklungszeit 21 Tage).

Die Auszdhlungen erfolgten:

Am Diinndarm an quergetroffenen Krypten mit Bestimmung des Verhiltnisses mar-
kierter zu unmarkierten Zellen, sowie an lingsgetroffenen Krypten mit Auszihlung der
Gesamtpopulation der Regenerationszone bis zum Zottenhals sowie der absoluten Zahl der
markierten Zellen.

Am Dickdarm an quergetroffenen Krypten im Bereich der Regenerationszone, Aus-
zihlung wie am Dunndarm, an lingsgetroffenen Krypten Auszdhlung der Gesamtpopulation
einschlieflich der zugehérigen Oberflichenzellen und Bestimmung des Verhiltnisses der
darin enthaltenen markierten Zellen.

Pro Versuchszeitpunkt wurden mindestens 30 quergetroffene, sowie 10 bis 20 lingsge-
troffene Krypten ausgewertet. Die Hohenmessungen wurden mit einem Okularmikrometer
durchgefiihrt, am Dunndarm die Zottenhohe der jeweils 10 lingsten Zotten, vom Zotten-
hals bis zur Zottenspitze, an 4 Serienschnitten gemessen, am Dickdarm von der Basis bis zur
Schleimhautoberfliche. Die Wanderungsraten wurden ebenfalls mit dem Okularmikrometer
gemessen und sowohl als Absolutwerte als auch als Relativwerte zur jeweiligen Zottenhohe
ausgewertet.

Befunde

A. Langzeitversuch

Diinndarm. Die Bestimmung des Markierungsindex, d.h. der Zahl der in
DNS-Synthese befindlichen Zellen im Verhédltnis zu der in der Regenerations-
zone, d.h. im Xryptengrund vorhandenen Gesamtzellzahl, erfolgte in der {iblichen
Weise, wobei jedoch die Zellen quer und ldngs getroffener Krypten getrennt be-
stimmt wurden. Da bei dieser Methode die Prozentzahl markierter Zellen im
Bereich der Regenerationszone bei beiden Bestimmungsarten nur unwesentlich
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voneinander abwich, wurden die Mittelwerte errechnet. Das Krgebnis ist in der
Tabelle zusammengefalt. Hierbei zeigt sich, dal der Prozentsatz markierter
Zellen bei verschieden langer Dauermedikation von Methotrexat in niedriger
Dosierung keine Anderung aufweist. Dieser Befund steht in einem auffallenden
Gegensatz zu der Tatsache, dafl die vom Zottenhals bis zur Zottenspitze ge-
messenen Zottenhohen in Abhéngigkeit von der Dauer der Medikation eine deut-
liche Verkiirzung der Zotten aufweist, die besonders deutlich am Jejunum zum
Ausdruck kommt, aber auch an den anderen Darmabschnitten, Duodenum und
Ileum, nachweisbar ist (Abb. 1). Die zugleich bestimmte Wanderungsrate nach

4};0 —
N
Zottenhéhe
300~ Wanderung 48(24)Sid
200+
100+
EENNNN
48 ma 4 ¢ 14 2floge
Zellen
50, Krypte:
\ Gesamizellzah!
40+ _\/
sof- \
201 k mark. Zeller/
Hryple
0} N TN
oL Duodenum Jejunum [leum

Abb. 1. Diinndarm: Wirkung von Methotrexat (12 pg/100 g taglich) auf die Zottenhdhe, Wanderungshdhe mar-
kierter Zellen nach H3-Thymidin (48 bzw. 24 Std) sowie die Gesamtzahl und die Zahl markierter Zellen (1h
H3-Thymidin) pro Krypte

48 Std vorhergehender Thymidinmarkierung (zugleich eine Kontrolluntersuchung
mit- Bestimmung der Wanderungsrate nach 24 Std nach 14tégiger Methotrexat-
Dauerdosierung) zeigen, abgesehen von der Tatsache, dall die Zotten kirzer
geworden sind und somit eine kiirzere Strecke zu durchwandern ist, keine Ab-
weichung von der Norm.

Tabelle. Markierungsindex in Prozent nach H3-Thymidin (1 Sid). Mittelwert der Auszihlung
an quer- und ldngsgetroffenen Krypten

4 Tage 8 Tage 14 Tage 21 Tage
Duodenum 36 29 33 35
Jejunum 34 31 33 33
Ileum 34 36 34 30

Die Gesamtzellzahl der in der Krypte, d.h. in der Regenerationszone, vor-
handenen Zellen nimmt dagegen signifikant ab, besonders ausgeprigt im Duo-
denum (von einer mittleren Zellzahl von 50 auf rund 36 Zellen). Auch die absolute
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Zahl der im Kryptenldngsschnitt vorhandenen markierten Zellen nach einstiin-
diger Thymidinzufubhr zeigt eine Verringerung mit zunehmender Dauer der
Methotrexatzufuhr. Hieraus geht hervor, daff die Gesamtpopulation der Regene-
rationszone abgenommen hat, zugleich auch die Zahl der in DNS-Synthese be-
findlichen Zellen geringer geworden ist, so daf die iibliche Bestimmungsmethode
des Markierungsindex (s. Tabelle) keine Veréinderungen des Prozentsatzes ergibt.

Dickdarm. Verdnderungen in der Regeneration der Dickdarmschleimhaut
wurden grundsétzlich, wie in der Methodik angefiihrt, am Colon ascendens und
am Colon descendens getrennt bestimmt. Die Gesamthohe sowie die Hohe der
Regenerationszone nimmt im Colon ascen- 20
dens zwar deutlich, jedoch nicht signifi-
kant ab; am Colon descendens sind keine
eindeutigen Unterschiede gegeniiber der
Norm feststellbar.

Da im Dickdarm im Unterschied zum
Dunndarm keine exakte topographische
Abgrenzung der Regenerationszone von
der Zone der nicht mehr teilungsfihigen
Zellen moglich ist, wurden am Dickdarm B AN -
zwei getrennte Bestimmungsmethoden des
Markierungsindex  verwandt.  Einmal
wurde hier an quergetroffenen Krypten
im Bereich der Regenerationszone das Ver-
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Abb. 2. Dickdarm: wie Abb. 1; Verdnderung des
Markierungsindex (1h H3-Thymidin), 4 Prozent
markierter Zellen bezogen auf die Zellen der
Regenerationszone (gezidhlt an Querschnitten),

B Prozent markierter Zellen bezogen auf die Ge-
samtpopulation der Schleimhaut. Colon
ascendens, Colon descendens

bezogen auf die Gesamtzahl der Epi-
thelien einer Krypte einschlieBlich der
zugehorigen Oberflichenzellen ausgezihlt.
So wurden hierbei zwei verschiedene Bezugsgrofien der nicht markierten
Zellen verwandt, ndmlich einmal nur Zellen, die in der Regenerationszone vor-
liegen und einmal die Gesamtpopulation der Epithelien der Dickdarmschleim-
haut. Hieraus ergeben sich die in Abb. 2 dargestellten unterschiedlichen Prozent-
sétze. Das Ergebnis zeigt, daf} die hier bis zu einer Dauermedikation von 14 Tagen
ermittelten Werte eine signifikante Abnahme der Anzahl DNS-synthetisierender
Zellen zwischen 4- und 8tédgiger Dauermedikation aufweist, wobei nach 14tégiger
Dauermedikation, insbesondere unter Bezug auf die Gesamtpopulation, bei den
Langsschnittauszéhlungen ein Anstieg im Markierungsindex deutlich wird. Gerade
die Langsschnittauszdhlungen zeigen aber, dall grundsétzlich im Colon descendens
eine geringere Anzahl DNS-synthetisierender Zellen unter Bezugnahme auf die
Gesamtpopulation vorliegt, wobei die von der Methotrexatwirkung abhingige
Verdnderung im Colon ascendens und descendens gleichsinnig verliduft. Eine
Ermittlung des Markierungsindex ausschliefflich an den Querschnitten aus der
Regenerationszone 148t diesen Unterschied nicht deutlich werden. Zur Sicherung
dieser Befunde wurden auch Auszéhlungen der Gesamtpopulation sowie der
Zahl der markierten Zellen in absoluten Zahlen an Lingsschnitten durchgefiihrt.
Virchows Arch. path. Anat., Bd. 341 12b
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Letztere zeigen fiir das Colon ascendens (Colon descendens jeweils in Klammern)
4 Tage nach Methotrexat 19 (17), 8 Tage nach Methotrexat 15 (9), 14 Tage nach
Methotrexat 11 (12) markierte Zellen im Mittel pro Krypte.

B. Stopversuch (nach einmaliger hoher Methotrexatgabe )

Diimndarm (s. Abb. 3). Die Zottenhohen aller drei Darmabschnitte zeigen in
Abhéngigkeit von einer einmaligen hochdosierten Methotrexatgabe eine zu-
nehmende Verkiirzung, die am Duodenum am ausgeprégtesten ist und dort ihren
Hohepunkt 72 Std nach Methotrexatzufuhr erreicht. 144 Std nach Methotrexat-
gabe hat die Zottenhohe wieder zugenommen. Im Jejunum und Ileum ist die
stirkste Zottenverkirzung nach 48 Std erreicht, 72 und 144 Std nach Metho-
trexatgabe nehmen die Zotten wieder an GroBe zu.

Die sowohl an quer- als auch an lingsgeschnittenen Krypten ermittelten
Markierungsindices zeigen einen identischen Kurvenverlauf, wobei die Messungen
am Langsschnitt jeweils einen niedrigeren Kurvenverlauf ergeben, der durch die
Ausziblung der Gesamtzellzahl bis zum Zottenhals hin bestimmt ist. 4 Std nach
Methotrexatgabe ist der Prozentsatz markierter Zellen gegeniiber Normwerten
gleichalter Versuchstiere mit 36% fiir das Duodenum, 38% fiir das Jejunum und
38% fiir das Ileum nur gering erniedrigt. Zum gleichen Zeitpunkt sind entspre-
chend den Angaben von MiLLiNeTON u.a. (1962a) im Kryptenbereich bereits
zahlreiche geschédigte Zellen, z.T. auch bereits im Lumen, nachweisbar (Abb. 4).
Alle drei Darmabschnitte zeigen, daBl 8 Std nach Methotrexatzufuhr ein erster
Gipfel im Prozentsatz markierter Zellen nachweisbar ist, der jedoch regelmifBig
von einem steilen Abfall zu den Untersuchungszeitpunkten 16 und 24 Std ge-
folgt wird. Dieser starken Abnahme im Prozentsatz markierter Zellen folgt bei
48 Std eine zweite starke Zunahme, die im Jejunum und Ileum die erste Gipfel-
bildung bei 8 Std tberschreitet und nahe an den 50% -Wert heranreicht. 72 und
144 Std nach Methotrexatzufuhr findet sich dann eine deutliche Abnahme etwa
bis zur Hohe des Normwertes. Die von den gleichen Krypten (s. Abb. 3) ermit-
telten Cesamtzellzahlen im Kryptenldngsschnitt sowie die absolute Zahl der in
diesen Krypten vorhandenen markierten Zellen zeigt, dall bereits 4 Std nach
Methotrexatgabe die Gesamtzellzahl gering erniedrigt ist, eine eindeutige Er-
niedrigung aber nach 8 Std feststellbar ist, wihrend die absolute Zahl der in
Kryptenlangsschnitten nachweisbaren markierten Zellen zu diesem Zeitpunkt
eine kleine QGipfelbildung zeigt. Das Produkt aus der Abnahme der Gesamt-
zellzahl und der Zunahme der markierten Zellen ergibt den steilen Gipfel des
Markierungsindex zum Zeitpunkt 8 Std. Wéhrend im Duodenum nach 16 Std
die Gesamtzellzahl weiter abgenommen hat, findet sich im Jejunum und Teum
eine geringe Zunahme der Gesamtzellzahl bis zum 24 Std-Wert. In dieser Zahl
sind alle in der Epithelreihe vorhandenen Zellen, geschiadigte und ungeschadigte,
enthalten. Alle drei Darmabschnitte zeigen aber gleichméaBig, dafl 48 Std nach
Methotrexat die gesamte Zellzahl erneut abnimmt. Erst zu diesem Zeitpunkt
zeigh die Zahl der absolut im Kryptenldngsschnitt nachweisbaren markierten
Zellen eine Zunahme, die im Duodenum und Ileum bis zum 72 Std-Wert noch
weiter ansteigt, um dann leicht abzufallen. Eine sichere Zunahme der Gesamt-
zellzahl im Kryptenldngsschnitt mit deutlicher Gipfelbildung ist 72 Std nach
Methotrexatzufuhr nachweisbar.



Die Wirkung von Folsdureantagonisten (Methotrexat) 169

o Duodenum Jejunum lleum
Jool-
200\~
IIIII§§ Zottenhéhe
ol 3 AN Wanderung 24 Std
abcdefg abcdefg abcdefyg
%
501~
Hryple :
s e
20k Markierungs-
/ndex
201
Zellén
40
Gesamizellzah!
gyl \/\/\ \/\/\
201
= mark. Zellen/
109 L /\/\ /\//\ /\/\ Y
%
20~
wk oegener Zellen
/\/L /\,\ im Lpithel
ol

Abb. 3. Diinndarm: Schleimhautverinderungen nach einmaliger Gabe von Methotrexat (400 ug/100 g) nach:
a4, b B c¢16,d24, ¢ 48, f 72 und g 144 Std
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ADbb. 4. StoBversuch, Jejunum. 4 Std nach Methotrexatzufuhr sind im Kryptenbereich zahlreiche geschidigte
Zellen nachweisbar, H.-E., Vergr. ca, 1200 x
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Geschidigte Zellen, die in das Kryptenlumen austreten, sind bereits nach
4 Std nachweisbar. Zur Interpretation der Befunde wurden von den geschédigten
Zellen jene, die eindeutig verklumpte Kerne nach Art von Pyknosen (s. Abb. 4)
zeigten und in der Epithelreihe waren (und somit in der Gesamtzellzahl mitge-
zéhlt wurden), in jhrer Haufigkeit analysiert (s. Abb. 3). Derartige, in der Epithel-
reihe nachweisbare geschéidigte Zellen nehmen bei der verwendeten Methotrexat-
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Abb. 5a u. b. StoBversuch, Jejunum, 24 Std nach H3-Thymidin. a 24 Std nach Methotrexatzufuhr finden sich

an der Zottenbasis nur wenige markierte Tochterzellen, eine stirkere Auswanderung fehlt. b 72 Std nach Metho-

trexatzufuhr sind bei vergleichbarer (24stiindiger) Wanderungszeit die Zotten tiber die Norm hinaus bis fast
zar Spitze mit markierten Tochterzellen besetzt. K2-Emulsion, Hamalaun, Vergr. ca. 350 x

dosis bis 24 Std nach einmaliger Gabe zu, um dann kontinuierlich weniger zu
werden. Die Anzahl dieser Zellen ist in Prozent der im Kryptenepithel nachweis-
baren Zellen aufgezeichnet.

Parallel hierzu wurden die Wanderungsraten markierter Zellen 23 Std nach
Methotrexatzufuhr und die 24stiindige Wanderungsrate 48, 72 und 144 Std nach
Methotrexatzufuhr bestimmt. Es zeigt sich, daBl gegeniiber einer Norm-Kontroll-
gruppe, in der im Duodenum 43, im Jejunum 44 und im Ileum 48% des Zotten-
epithels mit markierten Zellen besetzt sind, nach 24 und 48 Std keine oder nur
eine ganz geringe Wanderung in das Zottenepithel stattgefunden hat (Abb. 5).
72 Std nach Methotrexat ist sowohl eine absolute als auch vor allem eine gegen-
{iber den nunmehr stark verkiirzten Zotten relative, weit iiberschieBende Wan-
derung nachweisbar (Abb. 5), die am Duodenum und am Yleum auch noch nach
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144 Std feststellbar ist, am Duodenum jedoch dann bereits wieder niedriger
liegt.

Dickdarm. Unterschiede in der Schleimhautstérke sind am Dickdarm lediglich
am Colon ascendens zwischen dem Wert 4 Std nach Methotrexatzufuhr und den
ibrigen Untersuchungszeitpunkten feststellbar. Da am Dickdarm die Regenera-
tionszone nicht wie am Diinndarm topographisch von der Zottenzone getrennt
ist, ist die Abb. 6 nicht direkt mit Abb. 3 (Diinndarm) zu vergleichen, weil in
der Darstellung der Dickdarmbefunde als Basis der Kryptengrund gewdhlt wurde.

Colorr Ascendens Colon Descendens — Hgpe der:
300
Schiermbavt
200 \ Warderung 245td
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| Regererationszone
o 72 WSt
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0 Markierungsindex
bezogen auf
0 Gesamtpopuiation
5

Abb. 6. Dickdarm: Schleimhautverdnderungen nach einmaliger Gabe von Methotrexat (400 ug/100 g)

Nur im Colon ascendens zeigt sich parallel mit der Anderung der Gesamthéhe
eine Abnahme in der Breite der Regenerationszone, ebenfalls zwischen 4- und
8 Std-Wert nach Methotrexatzufuhr.

Die Verianderung des Markierungsindex wurde ebenso wie im Langzeitversuch
an Querschnitten durch Krypten aus der Regenerationszone unter Bezug aunf
die hierin enthaltene Gesamtpopulation, sowie an Lingsschnitten durch Krypten
unter Bezug auf die Gesamtpopulation bestimmt. Der Kurvenverlauf beider mib
verschiedenen Bezugswerten gewihlten Indices ist fast vollkommen identisch. Die
an Querschnitten ermittelten Werte liegen in der Grdoflenordnung fast vollkom-
men bei den Prozentwerten, wie sie fiir die Dinndarmabschnitte dargestellt
wurden. In Abb. 6 sind deshalb wegen des identischen Kurvenverlaufs lediglich
die auf die Gesamtpopulation bezogenen Markierungsindices dargestellt. Es zeigt
sich, daB die Markierungsindices am Colon ascendens im Kurvenverlauf voll-
kommen dem an den verschiedenen Diinndarmabschnitten entsprechen. Eine
eindeutige Abweichung findet sich fiir das Colon descendens lediglich in der
Tatsache, daB hier die zweite Gipfelbildung, d.h. Zunahme des Prozentsatzes
markierter Zellen, nicht nach 48 Std, sondern nach 72 Std nachweisbar ist.

Wihrend somit die durch die einmalige Methotrexatgabe bewirkten, zeitab-
héngig verlaufenden Anderungen im Prozentgehalt DNS-synthetisierender Zellen
(abgesehen von der erwdhnten Abweichung) dem des Diinndarms entsprechen,
zeigh sich, daB die 24stiindige Wanderungszeit markierter Zellen in den oberen
Schleimhautbereich, in dem keine Regenerationszellen mehr vorliegen, keine so
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extremen Unterschiede aufweist, wie am Dinndarm. Zwar ist im Colon ascendens
24 und 48 Std nach Methotrexat die Wanderungsstrecke geringgradig verkiirzt
und 72 und 144 Std nach Methotrexat vergroBert, am Colon descendens dagegen
ist eine derartige Anderung entsprechend der Verschiebung im Bereich des Mar-
kierungsindex mit einer etwas verstirkten Wanderung nur zum Zeitpunkt 144 Std
nach Methotrexatgabe nachweisbar. Der entscheidende Unterschied gegeniiber
den Befunden am Diinndarm ist, daB hier Anderungen in der Wanderungsrate
zwar nachweisbar sind, jedoch nur sehr undeutlich zum Ausdruck kommen.

Besprechung

Bei der Beurteilung von Anderungen im Regenerationscyclus der Darm-
schleimhaut kommt den Unterschieden im Regenerationsvorgang in den einzelnen
Darmabschnitten eine besondere Bedeutung zu. Bereits die verschiedenen Diinn-
darmabschnitte zeigen bei im Prinzip gleichem Regenerationsmodus nach Art
eines Wechselgewebes wesentliche Unterschiede. Diese finden ihren Ausdruck im
unterschiedlichen Verhéltnis des differenzierten Epithels zur Populationsgrofe
der Regenerationszone. In engem Zusammenhang hiermit stehen Unterschiede
in der Wanderungsgeschwindigkeit beim Ersatz des differenzierten Epithels,
auf die bereits OBHLERT u. BUcHNER (1961) hingewiesen haben. In einem noch
deutlicheren Gegensatz hierzu steht der Regenerationsmodus der Dickdarm-
schleimhaut, bei der die Regenerationszone nicht wie am Dinndarm topogra-
phisch abgegrenzt ist, sondern das untere Kryptendrittel einnimmt. Wie die
Befunde zeigen, ist hierbei die Regenerationszone sowohl in ihrer Breite als auch
in der Zahl der in DNS-Synthese befindlichen Zellen grofer als im Colon des-
cendens (vgl. Abb. 7). Zahlreiche Literaturangaben iiber den Regenerations-
vorgang und seine Anderung an der Dickdarmschleimhaut werden hierdurch
problematisch, weil zumeist keine exakten Angaben iiber den untersuchten Ab-
schnitt des Dickdarms vorliegen. DaB der Ersatz differenzierter Zellen im Dick-
darm langsamer vonstatten geht, als im Diinndarm, ist bereits von OEHLERT
u. Btcaner (1961) betont worden. Der Vergleich mit den in den Befunden
nicht ndher angefithrten Untersuchungen an Normaltieren 148t darauf schlieflen,
daB hierbei wahrscheinlich Colon descendens untersucht wurde, denn auch der
Zellersatz (die Wanderungsrate) verlduft im Colon descendens langsamer als im
Colon ascendens des hier verwandten Versuchstieres, der Maus.

Zur Analyse von Versnderungen der Regeneration der Dickdarmschleimbaut
konnen deshalb nicht die gleichen Methoden verwandt werden, wie sie am Diinn-
darm zur Anwendung kommen. Auch die Beurteilung bietet hierbei besondere
Probleme, z.B. bei der Erfassung der Wanderungsgeschwindigkeit, da am Kryp-
tengrund vom Dickdarm lokalisierte Zellteilungen Tochterzellen abgeben, die
ein Drittel der gesamten Dickdarmschleimhaut durchwandern miissen, ehe sie
die Regenerationszone verlassen. Erst die Berticksichtigung dieser, durch den
anatomischen Bau bedingten und im Regenerationsmodus vorhandenen Unter-
schiede der verschiedenen Diinndarmabschnitte erklirt die unterschiedlichen
Auswirkungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Wirkung der fol-
siureantagonistisch wirksamen Substanz (Methotrexat).

Der Langzeitversuch bei niedriger Dosierung, die etwa mit der therapeuti-
schen Dosis beim Menschen vergleichbar ist, fithrt innerhalb der Versuchszeit
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von 14 Tagen bis 3 Wochen zu einer langsam fortschreitenden Zottenverkiir-
zung, die vor allem im Duodenum zum Ausdruck kommt. Diese ist bedingt
durch eine Verringerung der Regenerationspopulation, wihrend der Markierungs-
index und die Wanderungsrate der allerdings verkiirzten Zotten unverdndert
sind. Es muf} somit ein schleichender Verlust von teilungsfdhigen Zellen im

Abb. 7a u. b. a Colon ascendens, b Colon descendens. Vergleich der unterschiedlichen Schleimhautdicke sowie
der unterschiedlichen Hohe und Markierungsintensitit der Regenerationszone. K 2-Emulsion, Himalaun, Vergr.
ca. 350 X

Kryptengrund eingetreten sein. Die mit der zahlenméfigen Verringerung der
regenerationsfahigen Zellen einhergehende Abnahme der Zahl der in DNS-Syn-
these befindlichen Zellen ist auch in den Dickdarmabschnitten nachweisbar.
Ob auf die Dauer bei noch lingeren Behandlungszeitrdumen parallel mit der
klinischen Erfahrung einer Anpassung auch die Verinderungen der Darm-
schleimhautregeneration aufgehoben werden, bleibt dahingestellt.

MrrrneTon (1965), GELFANT (1963) u.a. haben gezeigt, dal bei hoher Do-
sierung von folsdureantagonistischen Substanzen innerhalb von wenigen Stunden
der Generationseyclus teilungsfahiger Zellen unterbrochen wird. Hiermit steht
in Ubereinstimmung, daB im StoBversuch nach einmaliger hoher Dosierung
bereits nach 4 Std zahlreiche pyknotische Zellkerne, bei denen es sich vermutlich
um arretierte Mitosen handelt, nachweisbar sind. Der 8 Std nach einmaliger
Dosierung auftretende Gipfel im Markierungsindex ist z.T. auf einen Verlust
von Zellen im Kryptengrund zuriickzufiihren, die im Kryptenlumen nachweisbar
sind, z.T. aber auf eine absolute Zunahme der Zahl der in DNS-Synthese be-
findlichen und nach H3-Thymidin-Zufuhr markierten Zellen. Theoretisch konnte
dies durch eine methotrexatbedingte Verlingerung der DNS-Synthese-Phase
zustande kommen. Da aber am Colon descendens gleichzeitig eine Verbreiterung
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der Zone regenerationsfahiger Zellen nachweisbar ist, erscheint die Deutung
wahrscheinlicher, daf} als Ausdruck einer Kompensation des Zellverlustes bzw.
der Unterbrechung einer umschriebenen Phase des Generationseyclus die rest-
lichen regenerationsfihigen Zellen vorzeitig in DNS-Synthese eintreten, was nur
durch Verkiirzung der G;-Phase mdglich ist. Nur ein Teil der geschidigten Zellen
wird in das Lumen ausgestofen und geht bereits im Kryptengrund verloren.
Ein relativ groBer Prozentsatz bleibt in der Epithelreihe liegen. Die Zahl dieser
geschadigten Zellen nimmt bis 24 Std nach einmaliger Methotrexatzufuhr zu.
Durch diesen Stau geschédigter Zellen kommt eine kleine Gipfelbildung bei der
Auszihlung der Gesamtzellzahl 24 Std nach Methotrexatzufuhr am Diinndarm
zustande. Die Zahl regenerationsfahiger Zellen nimmt bis 24 Std ab, was ein-
deutig in der Verringerung DNS-synthetisierender Zellen bis zu diesem Zeitpunkt
zum Ausdruck kommt. Der gestérten Regeneration entspricht eine weitgehende
Unterbrechung der Auswanderung differenzierter Zellen, die auch nach 48 Std
noch nachweisbar ist. Als Folge dieses mangelnden Zellnachschubs findet insbe-
sondere am Duodenum eine fortschreitende Zottenverkiirzung statt; die parallele
Untersuchung durch histochemischen Nachweis der Biirstensaumenzyme zeigt
keine Verdnderung der nicht mehr zeitgerecht ersetzten differenzierten Zellen,
wie iiberhaupt die von MrLLingTON u. Mitarb., (1962a) beschriebenen Verdnde-
rungen am Zottenepithel in den vorliegenden Untersuchungen nicht beobachtet
wurden.

48 Std nach Methotrexatzufubhr setzt mit Abklingen der Wirkung eine inten-
sive DNS-Synthese der noch verbliebenen regenerationsfahigen Zellen ein, die
auch noch nach 72 Std nachweisbar ist. Selbst unter Beriicksichtigung der Mog-
lichkeit, dafl bei Berechnung des Markierungsindex ein Prozentsatz geschadigter
Zellen zu den nicht markierten Zellen gerechnet wurde, liegt der Markierungs-
index etwa um 50%. In dieser GroBenordnung entspricht er in Vergleichsunter-
suchungen dem jugendlicher, wachsender Tiere, er scheint dem Hochstwert bei
auBerster Regeneration in der Regenerationszone des Diinndarms zu entsprechen.
Als Folge dieser vermehrten DNS-Synthese mit nachfolgender Mitose nimmt die
Gesamtzabl der im Kryptengrund vorhandenen Zellen mit entsprechender zeit-
licher Verzogerung zu. Erst zu diesem Zeitpunkt (72 und 144 Std nach Metho-
trexatgabe) findet ein Ersatz des differenzierten Epithels durch Auswandern
der Zellen statt, deren Wanderungsgeschwindigkeit nun sowohl relativ (bezogen
auf die verkiirzten Zotten) als auch absolut weit iiber der Norm liegt, so daf
bereits nach 24 Std am Duodenum und Jejunum das Zottenepithel bis fast zur
Spitze durch ausgewanderte markierte Zellen besetzt ist. Als Folge dieser ge-
steigerten Auswanderung nimmt die Zottenhohe am Duodenum, an dem die
GroBenschwankungen am deutlichsten zum Ausdruck kommen, wieder zu.
144 Std nach Methotrexatzufuhr zeigen alle Werte (Wanderungsrate, Mar-
kierungsindex sowie CGesamtzellzahl und absolute Zahl markierter Zellen im
Kryptengrund) eine Einpendelung auf den Normwert. Auffillig ist die weit-
gehende Identitit der MeBdaten im Bereich der Regenerationszone mit ihren
von der Methotrexatgabe abhéingigen Verdnderungen an den drei Diinndarm-
abschnitten. Die davon abhéngigen Verdnderungen an den Zotten sind um so
stérker ausgeprigt, je hoher die Zotten sind, d.h. im Duodenum am stérksten.
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Noch eindeutiger werden die Unterschiede bei der Untersuchung der Dick-
darmabschnitte Colon ascendens und Colon descendens. Wihrend das Colon
ascendens eine qualitativ vollig gleichartige und quantitativ dhnliche, von der
Methotrexatgabe abhingige Verdnderung an den regenerationsfihigen Zellen
zeigt, findet sich am Colon descendens eine in Bezug auf die wieder einsetzende
DNS-Synthese zeitliche Verzégerung. Wahrscheinlich hingt dies damit zusam-
men, dal generell am Colon descendens der Regenerationsvorgang, wie oben
dargestellt, gegeniiber den anderen Darmabschnitten langsamer verlduft. Am
eindrucksvollsten ist aber die Feststellung, daB trotz der Ahnlichkeiten der
Storungen im Bereich der Regenerationszone die Unterschiede in der Auswan-
derungsrate zwar am Colon ascendens noch deutlich, jedoch keinesfalls in der
Intensitit mit denen der Dinndarmabschnitte vergleichbar sind. Die durch eine
einmalige Methotrexatgabe ausgeloste Storung im Generationscyclus ist offen-
gichtlich im Hinblick auf die langsamer ablaufende Regeneration der Dick-
darmschleimhaut zu kurziristig, als daB diese in entsprechendem MaBe mitbe-
teiligt wiirde. Damit steht dieser Befund in guter Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von MEIER-RUGE u. GRAUWILER, (1963) sowie eigenen fritheren
Untersuchungen (EpEr u. Lémrs, 1965), in denen bei Verwendung einer hem-
menden Substanz dosis- und zeitabhingig unterschiedliche Lokalisationen an
den verschiedenen Darmabschnitten gefunden wurden. Die unterschiedliche
physiologische Regeneration der verschiedenen Diinn- und Dickdarmabschnitte
ist mitentscheidend fir die Auswirkungen von Stérungen der Regeneration,
wobei limitierend die Intensitdt und die Zeitdauer der Regenerationsstérung
wirken.

Zusammenfassung

In vergleichenden Untersuchungen wird die Wirkung der folsdureantago-
nistisch wirksamen Substanz Methotrexat auf die Regeneration der Schleimhaut
von Duodenum, Jejunum, Ileum, Colon ascendens und Colon descendens von
Méusen gepriift.

Im Langzeitversuch findet sich eine bis zu 3 Wochen fortschreitende langsame
Zottenatrophie, vor allem am Duodenum, die auf einen Zellverlust in der Popu-
lation der Regenerationszone zuriickzufihren ist.

Bei einmaliger hochdosierter Zufuhr von Methotrexat (Stofversuch) wird die
Regenerationszone geschidigt, wobei anfangs der Verlust regenerationsfahiger
Zellen mit einer gesteigerten DNS-Synthese der Restpopulation beantwortet
wird; iiber eine gesteigerte Zellneubildung ist nach 4 Tagen die Regenerations-
zone wieder weitgehend hergestellt. Wéhrend der Blockade der Regenerations-
zone ist die Auswanderung differenzierter Zellen auf die Zotten unterbrochen
bzw. verzogert; nach Wiederherstellung findet sich ein beschleunigter Zellersatz.
Entsprechend dem langsameren physiologischen Zellersatz am Colon ascendens
und Colon descendens ist hier eine Methotrexatwirkung in Form einer voriiber-
gehenden Blockade nur in abgeschwichter Form feststellbar.

The Action of Folic Acid Antagonists (Methotrexate)
on the Regeneration of the Intestinal Mucosa

Summary
Comparative studies were made of the action of Methotrexate, the folic acid
antagonist, on the regeneration of the mucosa of the duodenum, jejunum, ileum,
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ascending and descending colon of the mouse. In chronic experiments an atrophy
of villi slowly developed up to three weeks, especially in the duodenum. The
atrophy was related to a loss of some of the cells of the regeneration zone. On
administering a.single large dose of Methotrexate (push-experiment) the regene-
ration zone was damaged. Consequently, at the onset the loss of the cells capable
of regenerating provoked an increased DNA synthesis of the remaining cells.
After four days the regenerative zone was nearly restored by an increased renewal
of cells. During the block of the regeneration zone, the migration of differen-
tiated cells to the villi was interrupted or delayed. After restoration there was
an accelerated renewal of cells. In the ascending and descending colon, where
the physiological renewal of cells is slower than in other parts of the intestine,
the effect of Methotrexate became apparent in a diminished form as a tempo-
rary block.
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