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Die Dynamik der physiologisehen Epithelregeneration der Darmschleimhaut, 
deren Epithel zu den sog. Wechselgeweben geh6rt, ist seit langem bekannt und 
vielfach untersueht (LEBLO~D U. Mitarb., 1956; OE~LERT U. BffCHNER, 1961 
U.V.&). Die Aufl'eehterhaltung der gir die einzelnen Darmabsehnitte eharak- 
teristisehen Struktur ist abhs yon dem Gleiehgewieht der in den Keimzellen 
stattfindenden Zellneubildung und dem Verlust der zur Oberfl/iehe hzw. zu den 
Zottenspitzen gewanderten und dort abgestogenen postmitotischen, dffferen- 
zierten Zellen. St6rungen in der Neubildung mit Unterbreehung des Zellersatzes 
miissen somit in einer direkten AbMngigkeit yon der Intensits and der Zeitdauer 
des die Zellneubildung treffenden Reizes stehen und im Hinbliek auf die in den 
einzelnen Darmabschnitten unterschiedliehe Zellneubildungsrate und Lebens- 
dauer der differenzierten Zellen untersehiedlich zur Geltung kommen. 

Die Wirkung yon Antimetaboliten der Fols/~ure (Aminopterin, Methotrexat) 
ist nieht nut  wegen der klinisehen Anwendung derartiger Substanzen yon be- 
sonderem Interesse, sondern aueh wegen ihrer Parallelen zu anderen Fols/~ure- 
mangelzust/~nden. Das Hauptaugenmerk der zahlreichen Untersuehungen fiber 
die Wirkung von Aminopterin bzw. Methotrexat richtete sieh dabei auf die Friih- 
ver~nderungen an der D/inndarmschleimhaut [zusammenfassende Literatur bei 
Jaco~soN (1954), GELFA•T (1963), MILLINGTON (1965)], wobei tI'otz zahlreicher 
in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen an versehiedenen Untersuehungsobjekten 
der Zeitpunkt des Eingriffs in den Generationseyclus yon Zellen (Blockade der 
Metaphase, Wirkung w/~hrend der Telophase, Wirkung wghrend der Interphase) 
unterschiedlich beurteilt wurde (~bersieht s. GEL~A~T, 1963). 

Da folss Substanzen einerseits innerhalb weniger Stunden 
einen zellteilungshemmenden Effekt entfalten, andererseits eine einmalige Dosis 
nut  einen kurzfristigen Effekt entwiekelt, kliniseh jedoeh verschieden hohe Dosen 
kurz- oder langfristig zur Anwendung kommen, war es das Ziel der vorliegenden 
Arbeit, die Auswirkungen auf die physiologische I~egeneration der Darmschleim- 
haut  in versehiedenen Absehnitten sowohl im Stogversueh als aueh im Langzeit- 
versueh n/~her zu analysieren. Um einen Einbliek in die gegnderte Dynamik der 
l~egeneration zu erhalten, wurde deshalb zu den versehiedenen Untersuehungs- 
zeitpunkten die Zahl der DNS-synthetisierenden Zellen naeh einstiindiger Zufuhr 
yon tP-Thymidin durch Autoradiographie bestimmt, die Populationsgr6ge der 

* I~Ierrn Professor Dr. W. B0~GELE~ zum 65. Geburtstag. 
** Inaug.-Diss. 2r Die Untersuchungen warden mit Unterstiitzung der Deutsehen 
Forsehungsgemeinschaft durchgefiihrt. 



Die Wirkung von Fols~ureantagonisten (Methotrexat) 165 

Regenerat ionszone durch quan t i t a t ive  Ausz/ihlung erfa$t, die Zot tenh5hen  bzw. 

die Zahl  der differenzierten Zelien gemessen un d  bes t immt  und  zugleieh J~nderun- 
gen in der Auswanderungsra te  du tch  verschieden lange vorherige Thymidin-  
Zufuhr  geprfift. 

Untersuchnngsgut  und  Methodik 

Mit insgesamt 58 weibliehen M/~usen (Inzuchtstamm NMRI; Altrominfutter und Wasser 
ad libitum) wurden zwei Versuchsreihen durchgeffihrt. 

A. Langzeitversuch 
28 Tiere erhielten t~gtieh dureh Magensonde 0,5 ml Methotrexat (12 ~g/100 g KSrper- 

gewicht). TStung nach 4, 8, 14 und 25 Tagen, 11 Uhr vormittags. Die eine Hiilfte der Tiere 
erhielt I Std, die andere H~lfte 48 Std, bei einem 14 Tage-Wert 24 Std vor der TStung 
0,3 ~C Ha-Thymidin (1900 mC/mM) i.p. 

B. Stoflversuch 
30 Tiere erhielten einmal 400 tzg/100 g K6rpergewicht Methotrexat i.m., TStung nach 

4, 8, 16, 24, 48, 72 und 144 Std. 20 Tiere erhielten 1 Std vor der T6tung, 2 Tiere, die nach 
24stfindiger Versuchszeit get6tet wurden, 23 Std vor dem Tod und die nach 48, 72 und 
144 Std get6teten Tiere 24 Std vor dem Tod jeweils 0,3 y.C tta-Thymidin i.p. 

Von allen Tieren wurde entnommen: Duodenum 1 cm 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 cm nach der Flexur. 

Fixierung je eines Stfickes in Neutralformol 1:4; normale Paraffin-Einbettung. Fixierung 
je eines Stfickes in eiskaltem GlutarMdehyd zur Darstellung der MkMischen Phosphatase 
im Biirstensanm nach einer frfiher angegebenen Methode (Eo~R). ~'eben normalen F~rbungen 
wurden yon allen Stricken Autoradiographien angefertigt (flfissige Emulsion Ilford K2 
und G5 - -  Entwicklungszeit 14 und 21, bzw. 5 und 7 Tage; Strippingfilm Kodak AR 10 - -  
Entwicklungszeit 21 Tage). 

Die Ausz~hlungen erfolgten: 
Am Diinndarm an quergetroffenen Krypten mit Bestimmung des Verh~ltnisses mar- 

kierter zu unmarkierten Zellen, sowie an l~ngsgetroffenen Krypten mit Ausz~ihlung der 
Gesamtpopulation der Regenerationszone bis zum Zottenhals sowie der absoluten Zahl der 
markierten Zellen. 

Am Dickdarm an quergetroffenen Krypten im Bereich der Regenerationszone, Aus- 
z~hlung wie am Dfinndarm, an l~ngsgetroffenen Krypten Ausz~hlung der Gesamtpopulation 
einsehlieBlich der zugeh5rigen Oberfl~chenzellen und Bestimmung des Verh~iltnisses der 
darin enthaltenen markierten Zellen. 

Pro Versuchszeitpunkt wurden mindes~ens 30 quergetroffene, sowie 10 bis 20 l~ngsge- 
troffene Krypten ausgewertet. Die I~I6henmessungen wurden mit einem Okularmikrometer 
durchgeffihrt, am Dfinndarm die ZottenhShe der jeweils 10 1/ingsten Zotten, yore Zotten- 
hMs his zur Zottenspitze, an 4 Serienschnitten gemessen, am Dickdarm yon der Basis bis zur 
Schleimhautoberfl~ehe. Die Wanderungsraten wurden ebenfMls mit dem Okularmikrometer 
gemessen und sowohl als Absolutwerte als auch Ms Relativwerte zur jeweiligen ZottenhShe 
ausgewertet. 

Befunde 

A.  Langzeitversuch 

Di~nndarm. Die Bes t immung  des Markierungsindex,  d.h.  der Zahl der in 
DNS-Synthese  befindlichen Zellen im Verh~ltnis zu der in  der Regenerat ions-  
zone, d.h.  im K r y p t e n g r u n d  vo rhandenen  Gesamtzellzahl,  erfolgte in  der / ib l i chen  
Weise, wobei jedoch die Zellen quer u n d  1/ings getroffener K r y p t e n  ge t rennt  be- 
s t immt  wurden.  Da bei dieser Methode die Prozentzahl  markier ter  Zellen im 
Bereich der Regenerat ionszone bei beiden Bes t immungsa r t en  nu r  unwesent l ich 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 341 l*2a 
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voneinander abwieh, wurden die Mittelwerte errechnet. Das Ergebnis ist in der 
Tabelle zusammengefal~t. Hierbei zeigt sich, dal~ der Prozentsatz markierter 
Zellen bei verschieden langer Dauermedikation yon Methotrexat  in niedriger 
Dosierung keine ~nderung aufweist. Dieser Befund steht in einem auffallenden 
Gegensatz zu der Tatsache, dal3 die vom Zottenhals his zur Zottenspitze ge- 
messenen ZottenhShen in Abh/~ngigkeit yon der Dauer der Medikation eine deut- 
]iche Verkiirzung der Zotten aufweist, die besonders deutlieh am Je junum zum 
Ausdruck kommt,  abet much an den anderen Darmabschnit ten,  Duodenum und 
Ileum, nachweisbar ist (Abb. 1). Die zugleich best immte Wanderungsrate nach 
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Abb. 1. Dilnndarm: Wirkung yon )Iethotrexat (12 tzg/100 g t~glich) auf die Zottenh6he, WanderungshShe mar- 
kierter Zellen nach Ha-Thymidin (48 bzw. 24 Std) sowie die Gesamtzahl und die Zahl markierter Zellen ( lh  

H~-Thymidin) pro KryDte 

48 Std vorhergehender Thymidinmarkierung (zugleich eine Kontrolluntersuehung 
mit. Bestimmung der Wanderungsrate nach 24 Std n~ch 14t/~giger Methotrexat- 
Dauerdosierung) zeigen, ~bgesehen yon der Tatsache, dab die Zotten kfirzer 
geworden sind und somit eine kfirzere Strecke zu durehwandern ist, keine Ab- 
weichung yon der Norm. 

Tabelle. Markierungsindex in Prozent nach H3-Thymidin (1 Std). Mittdwert der Ausziihlung 
an quer- und 15ngsgetroMenen Krypten 

4 Tage 8 Tage 14 Tage 21 Tage 

Duodenum 36 29 33 35 
Jejunum 34 31 33 33 
Ilemn 34 36 34 30 

Die Gesamtzellzahl der in der Krypte ,  d.h. in der Regenerationszone, vor- 
handenen Zellen n immt dagegen signifikant ab, besonders ausgepr~gt im Duo- 
denum (yon einer mittleren Zellzahl yon 50 auf rund 36 Zellen). Auch die ~bsolute 
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Zahl der im Kryptenl/~ngssehnitt vorhandenen markierten Zellen naeh einst/in- 
diger Thymidinzufuhr zeigt eine Verringerung mit zunehmender Daner der 
Methotrexatzufuhr. Itieraus geht hervor, dag die Gesamtpopulation der l~egene- 
rationszone abgenommen hat, zugleieh aueh die Zahl der in DNS-Synthese be- 
findliehen Zellen geringer geworden ist, so dab die iibliehe Bestimmungsmethode 
des Markierungsindex (s. Tabelle) keine Ver~nderungen des Prozentsatzes ergibt. 

DicIcdarm. Vergnderungen in der Regeneration der Diekdarmsehleimhaut 
wurden grunds/ttzlieh, wie in der Methodik angefiihrt, am Colon aseendens nnd 
am Colon deseendens getrennt bestimmt. Die Gesamth6he sowie die HShe der 
Regenerationszone nimmt im Colon aseen- 
dens zwar deutlieh, jedoeh nieht signifi- 
kant  ab ; am Colon deseendens sind keine 
eindeutigen Untersehiede gegenfiber der 
Norm feststellbar. 

Da im Diekdarm im Untersehied zum 
D/inndarm keine exakte topographisehe 
Abgrenzung der Regenerationszone yon 
der Zone der nieht mehr teilungsf~higen 
Zellen m6glieh ist, wurden am Diekdarm 
zwei getrennte Bestimmungsmethoden des 
Markierungsindex verwandt. Einmal 
wurde hier an quergetroffenen Krypten 
im Bereieh der Regenerationszone das Ver- 
h/~itnis markierter Zellen zur Gesamt- 
zellzahl dieser Kryptenquersehnitte be- 
stimmt, andererseits an L~ngssehnitten 
dureh Krypten  die Zahl markierter Zellen, 
bezogen auf die Gesamtzahl der Epi- 
thelien einer Krypte  einsehlieglieh der 
zugeh6rigen Oberflaehenzellen ausgez~hlt. 
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Abb. 2. Dickdarm:  wie Abb. 1; Ver/inderung des 
Markierungsindex ( l h  H3-Thymidin), A Prozent 
markier ter  ZclIen bezogcn auf die Zellen der 
l{egenerationszono (gezfihlt an Querschnitten), 
B Prozcnt markier ter  Zellen bczogen auf die Gc- 
samtpopula t ion  dcr Schlcimhaut.  - -  Colon 

asccndcns, - . . . . .  Colon desccndcns 

So wurden hierbei zwei versehiedene Bezugsgr&l~en der nieht markierten 
Zellen verwandt, n/~mlieh einmal nur Zellen, die in der Regenerationszone vor- 
liegen und einmal die Gesamtpopulation der Epithelien der Diekdarmsehleim- 
haut. Hieraus ergeben sieh die in Abb. 2 dargestellten untersehiedliehen Prozent- 
s~tze. Das Ergebnis zeigt, dab die hier bis zu einer Dauermedikation yon 14 Tagen 
ermittelten Werte eine signifikante Abnahme der Anzahl DNS-synthetisierender 
Zellen zwisehen 4- und 8t~giger Dauermedikation aufweist, wobei naeh 14tagiger 
Dauermedikation, insbesondere unter Bezug auf die Gesamtpopulation, bei den 
Lgngssehnittauszghlungen ein Anstieg im Markierungsindex deutlieh wird. Gerade 
die L~ngssehnittauszahlungen zeigen aber, dal~ grundsgtzlieh im Colon deseendens 
eine geringere Anzahl DNS-synthetisierender Zellen unter Bezugnahme auf die 
Gesamtpopulation vorliegt, wobei die yon der Methotrexatwh'kung abh~ngige 
Ver/~nderung im Colon aseendens und deseendens gleiehsinnig verl/tuft. Eine 
Ermittlung des Markierungsindex aussehliel31ieh an den Querschnitten aus der 
Regenerationszone lggt diesen Untersehied nieht dentlieh werden. Zur Sieherung 
dieser Befunde wurden aueh Ausz~hlungen der Gesamtpopulation sowie der 
Zahl der markierten Zellen in absoluten Zahlen an L/ingssehnitten durehgefiihrt. 

Virchows Arch. path.  Anat. ,  Bd. 341 12 b 
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Letztere zeigen fiir das Colon aseendens (Colon deseendens jeweils in Klammern) 
4 Tage naeh Methotrexat  I9 (17), 8 Tage naeh Methotrexat  15 (9), 14 Tage nach 
Methotrexat  11 (12) markierte Zellen im Mittel pro Krypte .  

B. Stofiversuch (nach einmaliger hoher Methotrexatgabe) 
Diinndarm (s. Abb. 3). Die Zottenh6hen aller drei Darmabschnit te  zeigen in 

Abh/~ngigkeit yon einer einmaligen hochdosierten Methotrexatgabe eine zu- 
nehmende Verktirzung, die am Duodenum am ausgepr/~gtesten ist und dort ihren 
t I6hepunkt  72 Std nach Methotrexatzufuhr erreicht. 144 Std nach Methotrexat- 
gabe hat  die ZottenhShe wieder zugenommen. I m  Je junum und I leum ist die 
sti~rkste Zottenverkiirzung nach 48 Std erreicht, 72 und 144 Std naeh Metho- 
t rexatgabe nehmen die Zotten wieder an Gr613e zu. 

Die sowohl an quer- Ms auch an l/tngsgeschnittenen Kryp ten  ermittelten 
Markierungsindices zeigen einen identischen Kurvenverlauf,  wobei die Messungen 
am L/ingsschnitt jeweils einen niedrigeren Kurvenverlau~ ergeben, der dureh die 
Ausz/thlung der Gesamtzellzahl bis zum Zottenhals hin best immt ist. 4 Std nach 
Methotrexatgabe ist der Prozentsatz markierter Zellen gegeniiber Normwerten 
gleichMter Versuchstiere mit  36 % fiir das Duodenum, 38 % ffir das Je junum und 
38% fiir das I leum nur gering erniedrigt. Zum gleichen Zeitpunkt sind entspre- 
ehend den Angaben yon MILLI?CGTO~ u.a. (1962a) im Kryptenbereieh bereits 
zahlreiche gesch~digte Zellen, z.T. auch bereits im Lumen, nachweisbar (Abb. 4). 
Alle drei Darmabschnit te  zeigen, dag 8 Std nach Methotrexatzufuhr ein erster 
Gipfel im Prozentsatz markierter Zellen nachweisbar ist, der jedoch regelmi~Big 
yon 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 Je junum und I leum die erste Gipfel- 
bildung bei 8 Std iibersehreitet und nahe an den 50 %-Wert  heranreieht. 72 und 
144 Std naeh Methotrexatzufuhr finder sieh dann eine deutliehe Abnahme etwa 
bis zur H6he des Normwertes. Die yon den gleiehen Kryp ten  (s. Abb. 3) ermit- 
telten Gesamtzellzahlen im Kryptenl~ngssehnitt  sowie die absolute Zahl der in 
diesen Kryp ten  vorhandenen markierten Zellen zeigt, dab bereits 4 Std naeh 
Methotrexatgabe die Gesamtzellzahl gering ernieclrigt ist, eine eindeutige Er- 
niedrigung aber nach 8 Std feststellbar ist, wghrend die absolute Zahl der in 
Krylotenlitngssehnitten naehweisbaren markierten Zellen zu diesem Zeitpunkt  
eine kleine Gipfelbildung 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. W/ihrend im Duodenum naeh 16 Std 
die Gesamtzellzahl weiter abgenommen hat, finder sieh im Je junum und I leum 
eine geringe Zunahme der Gesamtzellzahl bis zum 24 Std-Wert. In  dieser Zahl 
sind alle in der Epithelreihe vorhandenen Zellen, gesehi~digte und ungeseh~digte, 
enthalten. Alle drei Darmabschnit te  zeigen abet gleichmi~gig, dab 48 Std naeh 
Methotrexat  die gesamte Zellzahl erneut abnimmt.  Erst  zu diesem Zeitpunkt  
zeigt die Zahl der absolut im Kryptenli~ngssehnitt naehweisbaren markierten 
Zellen eine Zunahme, die im Duodenum und I leum bis zum 72 Std-Wert noeh 
welter ansteigt, um dann leieht abzufallen. Eine siehere Zunahme der Gesamt- 
zellzahl im Kryptenl/~ngssehnitt mit  deutlieher Gipfelbildung ist 72 Std naeh 
Methotrexatzufuhr naehweisbar. 
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Abb. 3. Diinndarm: Schleimhautver~inderungen nach einmaliger Gabe yon ~[ethotrexat (400 t~gil00 g) nach: 
a 4, b 8, c 76, d 24, e 48, / 72 und g 144 Std 

Abb. 4. Sto~versuch, Jejunum. 4 Std nach Methotrexatzufuhr sind im Xryptenbereich zahlreiche geschgdigte 
Zenen nachweisbar, t{.-E., Vergr. ca. 1200• 
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Geseh~digte Zellen, die in das Kryptenlumen austreten, sind bereits naeh 
4 Std naehweisbar. Zur Interpretat ion der Befunde wurden yon den geschs 
Zellen jene, die eindentig verklumpte Kerne naeh Art yon Pyknosen (s. Abb. 4) 
zeigten nnd in der EpitheIreihe waren (und somit in der Gesamtzellzahl mitge- 
zs wurden), in ihrer H/~ufigkeit analysiert (s. Abb. 3). Derartige, in der Epithel- 
reihe naehweisbare geseh~digte Zellen nehmen bei der verwendeten Methotrexat- 

Abb. 5a u. b. StoB,/ersuch, Jejunum, 24 SM nach tIS-Thymidiu, a 24~ Std naeh Methotrexatzufuhr linden sich 
an der Zottenbasis nut wenige markierte Toehterzellen, eine st~rkere Auswanderung fehlt, b 72 Std nach Metho- 
trexatzufuhr sind_ bei vergleiehbarer (24stiindiger) -Wanderungszeit die Zotten fiber die Norm hinaus his fast 

zur S!0itze mit  markierten Tochterzellen besetzt. K2-Emulsion, H~imalaun, u ca. 350• 

dosis bis 24 Std naeh einmaliger Gabe zu, um dann kontinuierlieh weniger zu 
werden. Die Anzahl dieser Zellen ist in Prozent der im Kryptenepithel  naehweis- 
baren Zellen aufgezeiehnet. 

Parallel hierzu wurden die Wanderungsraten markierter Zellen 23 Std naeh 
Methotrexatzufuhr und die 24stfindige Wanderungsrate 48, 72 und 144 Std naeh 
Methotrexatzufuhr bestimmt.  Es zeigt sieh, dag gegenfiber einer Norm-Kontroll-  
gruppe, in der im Duodenum 43, im Je junum 44 und im I leum 48% des Zotten- 
epithels mit  markierten Zellen besetzt sind, naeh 24 und 48 Std keine oder nut  
eine ganz geringe Wanderung in das Zottenepithel stattgefunden hat  (Abb. 5). 
72 Std naeh Methotrexat  ist sowohl eine absolute als aueh vor allem eine gegen- 
fiber den nunmehr stark verkiirzten Zotten relative, weit fibersehiegende Wan- 
derung naehweisbar (Abb. 5), die am Duodenum und am Ileum aueh noeh naeh 
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144 Std feststellbar ist, am Duodenum jedoch dann bereits wieder ifiedriger 
liegt. 

Dickdarm. Unterschiede in der Schleimhantstgrke sind am Dickdarm lediglich 
am Colon ascendens zwischen dem Wert 4 Std nach Methotrexatzufuhr und den 
fibrigen Untersuchungszeitpunkten feststellbar. Da am Dickdurm die Regenera- 
tionszone nieht wie am Dtinndarm topographiseh yon der Zottenzone getrennt 
ist, ist die Abb. 6 nicht direkt mit Abb. 3 (D/inndarm) zu vergleichen, weil in 
der Darstellung der Dickdarmbefunde als Basis der Kryptengrund gew~hlt wurde. 
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Abb. 6. Dickdarm: Sehleimhautver~nderungen nach einmaliger Gabe yon Methotrexat (400 ~zg/100 g) 

Nut im Colon ascendcns zeigt sich parallel mit dcr •nderung der Gcsamth6he 
eine Abnahme in der Breite der Regenerationszone, ebenfalls zwischen 4- und 
8 Std-Wert naeh Methotrexatzufuhr. 

Die Vergndcrung des Markierungsindex wurde ebenso wie im Langzeitversuch 
an Querschnitten durch Krypten  aus der Regenerationszone unter Bezug auf 
die hierin enthaltene Gesamtpopulation, sowie an Lgngsschnitten durch Krypten  
under Bezug anf die Gcsamtpopulation bestimmt. Der Kurvenverlanf bcidcr mit 
versebiedenen Bezugswerten gewghlten Indices ist fast, vollkommen identiseh. Die 
an Querschnitten ermitteRen Werte licgen in der Gr6Benordnung fast vollkom- 
men bei den Prozentwerten, wie sic ffir die Dfinndarmabschnitte dargestellt 
wurden. In Abb. 6 sind deshalb wegen des identischen Kurvenverlaufs lcdiglich 
die auf die Gcsamtpopulation bezogenen Markierungsindices dargcstellt. Es zeigt 
sich, dab die Markierungsindices am Colon ascendens im Kurvenverlanf voll- 
kommen dcm an den verschiedenen Dfinndarmabschnitten entsprechen. Eine 
eindeutige Abweichung finder sich ffir alas Colon descendens lediglieh in der 
Tatsache, dab hier die zwcite Gipfelbildung, d.h. Zunahme des Prozentsatzes 
markierter Zellen, nicht nach 48 Std: sondern nach 72 Std nachweisbar ist. 

Wghrend somi~ die dureh die einmalige Methotrexatgabe bewirkten, zeitab- 
hgngig verlanfenden Xnderungen im ProzentgehaR DNS-synthctisierender Zellen 
(abgesehen yon der erwghnten Abweichung) dem des Dfinndarms entsprechcn, 
zeigt sich, dab die 24stfindige Wanderungszeit markierter Zellen in den oberen 
Schleimhautbereich, in dem keine Rcgenerationszellen mehr vorliegen, keine so 



172 M. EI)m~, H. ROSTOCI~ und G. VOOEL: 

extremen Unterschiede aufweist, wie am Dfinndarm. Zwar ist im Colon ascendens 
24 und 48 Std nach Methotrexat die Wanderungsstrecke geringgradig verkfirzt 
und 72 und 144 Std nach Methotrexat vergrSl~ert, am Colon descendens dagegen 
ist eine derartige ~nderung entsprechend der Verschiebung im Bereich des Mar- 
kierungsindex mit einer etwas verstiirkten Wanderung nur zum Zeitpunkt 144 Std 
nach Methotrexatgabe nachweisbar. Der entscheidende Unterschied gegenfiber 
den Befunden am Dfinndarm ist, dai~ hier ~nderungen in der Wanderungsrate 
zwar nachweisbar sind, jedoch nur sehr undeutlich zum Ausdruck kommen. 

Besprechung 
Bei der Beurteflung yon •nderungen im Regenerationscyclus der Darm- 

schleimhaut kommt den Unterschieden im l%egenerationsvorgang in den einzelnen 
Darmabschnitten eine besondere Bedeutung zu. Bereits die verschiedenen Dfinn- 
darmabschnitte zeigen bei im Prinzip gleichem Regenerationsmodus nach Art 
eines Wechselgewebes wesentliche Unterschiede. Diese finden ihren Ausdruck im 
unterschiediichen Verh~ltnis des differenzierten Epithels zur Populationsgr6i3e 
der Regenerationszone. In engem Zusammenhang hiermit steben Unterschiede 
in der Wanderungsgeschwindigkeit beim Ersatz des difierenzierten Epithe]s, 
aui die bereits OEHLEI~T u. BgCltl~ER (1961) hingewiesen haben. In einem noch 
deutlicheren Gegensatz tfierzu steht der Regenerationsmodus der Dickdarm- 
schleimhaut, bei der die Regenerationszone nicht wie am Dfinndarm topogra- 
phiseh abgegrenzt ist, sondern das untere Kryptendri t tel  einnimmt. Wie die 
Befunde zeigen, ist hierbei die l%egenerationszone sowohl in ihrer Breite als auch 
in der Zahl der in DNS-Synthese befindlichen Zellen gr613er als im Colon des- 
cendens (vgl. Abb. 7). Zahlreiche Literaturangaben fiber den t~egenerations- 
vorgang und seine ~nderung an der Dickdarmschleimhaut werden hierdurch 
problematisch, weft zumeist keine exakten Angaben fiber den untersuchten Ab- 
schnitt des Dickdarms vorliegen. DaI3 der Ersatz differenzierter Zellen im Dick- 
darm ]angsamer vonstatten geht, als im Diinndarm, ist bereits yon 0Et tL~T 
u. BOClt~mr (1961) betont worden. Der Verglcich mit den in den Befunden 
nicht niiher angeffihrten Untersuchungen an IxTormaltieren 1s darauf schliel~en, 
dal3 hierbei wahrscheinlich Colon descendens untcrsucht wurde, denn auch der 
Zellersatz (die Wanderungsrate) verl~uft im Colon descendens langsamer als im 
Colon ascendens des hier verwandten Versuchstieres, der Maus. 

Zur Analyse yon Ver~nderungen der l%egeneration der Dickdarmschleimhaut 
k6nnen deshalb nicht die gleichen Methoden verwandt werden, wie sie am Dfinn- 
darm zur Anwendung kommen. Auch die Beurteflung bietet hierbei besondere 
Probleme, z.B. bei der Eriassung der Wanderungsgesehwindigkeit, da am Kryp- 
tengrund vom Dickdarm lokalisierte Zellteiinngen Tochterzellen abgeben, die 
ein Drittel der gesamten Dickdarmschleimhaut dnrchwandern miissen, ehe sie 
die l%egenerationszone verlassen. Erst  die Berficksichtigung dieser, durch den 
anatomisehen Bau bedingten und im Regenerationsmodus vorhandenen Unter- 
schiede der verschiedenen Dfinndarmabschnitte erkl~Lrt die unterschiedlichen 
Auswirkungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Wirkung der fol- 
s~ureantagonistisch wirksamen Substanz (Methotrexat). 

Der Langzeitversuch bei niedriger Dosierung, die etwa mit der therapeuti- 
schen Dosis beim Menschen vergleichbar ist, ffihrt innerhalb der Versuchszeit 
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yon 14 Tagen bis 3 Wochen zu einer langsam fortsehreitenden Zottenverk/ir- 
zung, die vor al]em im Duodenum zum Ausdruck kommt. Diese ist bedingt 
dutch eine Verringerung der Regenerationspopulation, wghrend der Markierungs- 
index und die Wanderungsrate der allerdings verkfirzten Zotten unvergndert 
sind. Es mug somit ein sehleichender Ver]ust yon teilungsfahJgen Zellen im 

Abb. 7a u. b. a Colon ascendens, b Colon descendens. Vergleich der unterschiedlichen Schleimhautdicke sowie 
der unterschiedlichen tI6he und Markierungsintensit[ i t  der Ilegenerationszone. X2-Emuls ion,  tt&malaun, Vergr. 

ca.. 350 • 

Kryptengrund eingetreten sein. Die mit der zahlenm~l~igen Verringerung der 
regenerationsf/~higen Zellen einhergehende Abnahme der Zahl der in DNS-Syn- 
these befindlichen Zellen ist auch in den Dickdarmabschnitten nachweisbar. 
Ob auf die Dauer bei noch lgngeren Behandlungszeitr~umen parallel mit der 
klinischen Erfahrung einer Anpassung such die Ver/~nderungen der Darm- 
schleimhautregeneration aufgehoben werden, bleibt dahingestellt. 

MILLI~GTO~ (1965), GEI~FA~T (1963) u.a. haben gezeigt, dal3 bei hoher Do- 
sierung yon fols~uresntagonistisehen Substanzen innerhalb yon wenigen Stnnden 
der Generationseyclus teilungsfghiger Zellen unterbroehen wird. Hiermit steht 
in I)bereinstimmung, dab im Stol3versuch nach einm~liger hoher Dosierung 
bereits naeh 4 Std zahlreiehe pyknotisehe Zellkerne, bei denen es sieh vermutlich 
um arretierte Mitosen handelt, naehweisbar sind. Der 8 Std naeh einmaliger 
Dosierung auftretende Gipfel im Markierungsindex ist z.T. anf einen Verlust 
yon Zellen im Kryptengrund zurfickzufiihren, die im Kryptenlnmen naehweisbar 
sind, z.T. aber auf eine absolute Zunahme der Zahl der in DNS-Synthese be- 
find]iehen und nach H3-Thymidin-Zufuhr markierten Zellen. Theoretisch k6nnte 
dies dutch eine methotrexatbedingte Verl/tngerung der DNS-Synthese-Phase 
zustande kommen. Da aber am Co]on deseendens g]eiehzeitig eine Verbreiterung 
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der Zone regenerationsf~higer Zellen nachweisbar ist, erscheint die Deutung 
wahrscheinlicher, dub als Ausdruck einer Kompensation des Zellverlustes bzw. 
der Unterbreehung einer umschriebenen Phase des Generationscyclus die rest- 
lichen regenerationsf~higen Zellen vorzeitig in DNS-Synthese eiutreten, was nur 
dureh Verkiirzung dcr Gl-Phase mSglich ist. Nur ein Teil der gesch~digten Zellen 
wird in das Lumen ausgestol~en und geht hereits im Kryptengrund verloren. 
Ein relativ grol~er Prozentsatz bleibt in der Epithelreihe liegen. Die Zahl dieser 
gesch~digten Zellen nimmt bis 24 Std nach einmaliger Methotrexatzufuhr zu. 
Durch diesen Stau gesch~tdigter Zellen kommt eine kleine Gipfelbildung bei der 
Ausz~hlung der Gesamtzellzahl 24 Std nach Methotrexatzufuhr am Danndarm 
zustande. Die Zahl regenerationsfahiger Zellen nimmt bis 24 Std ab, was ein- 
deutig in dcr Verringerung DNS-synthetisierender Zellen bis zu diesem Zeitpunkt 
zum Ausdruck kommt. Dcr gcstSrten t~egeneration entspricht eine weitgehendc 
Unterbrcchung der Auswanderung differenzierter Zellen, die such naeh 48 Std 
noch nachweisbar ist. Als Folge dieses mangelnden Zellnachschubs finder insbe- 
sondere am Duodenum eine fortschreitende Zottenvcrk~irzung statt;  die parallele 
Untersuchung dnrch histochemischen Nachweis der Biirstensaumenzyme zeigt 
keine Ver~nderung der nieht mehr zeitgereeht ersetzten differenzierten Zellen, 
wie iiberhaupt die yon MII, nISGTO~ u. Mitarb., (1962a) beschriebenen Ver~tnde- 
rungen am Zottenepithel in den vorliegenden Untersuchungen nicht beobachtct 
wurden. 

48 Std nach Methotrexatzufuhr setzt mit Abklingen der Wirkung eine inten- 
sive DNS-Synthese der noch verbliebenen regenerationsfahigen Zellen ein, die 
such noch nach 72 8td naehweisbar ist. Selbst unter Berficksichtigung der M5g- 
lichkeit, da~ bei Berechnung des Markierungsindex ein Prozentsatz gesch~digter 
Zellen zu den nicht markierten Zellen gerechnet wurde, liegt der Markiernngs- 
index etwa nm 50%. In dieser Gr5~enordnung entspricht er in Vergleichsunter- 
suchungen dem jugendlicher, wachsender Tiere, er scheint dem HSchstwert bei 
~ul~erster t~egeneration in der t~egenerationszone des Dgnndarms zu entsprechen. 
Als Folge dieser vermehrten DNS-Synthese mit naehfolgender Mitose nimmt die 
Gesamtzahl der im Kryptengrund vorhandenen Zellen mit entsprechender zeit- 
lieher VerzSgerung zu. Erst zu diesem Zeitpunkt (72 und 144 Std naeh Metho- 
trexatgabe) findet ein Ersatz des differenzierten Epithels durch Auswandern 
der Zellen statt, deren Wanderungsgeschwindigkeit nun sowohl relativ (bezogen 
auf die verkiirzten Zotten) als such absolut welt aber der Norm liegt, so da~ 
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 ZottenhShe am Duodenum, an dem die 
GrSBenschwanknngen am deutlichsten zum Ausdruek kommen, wieder zu. 
144 Std nach Methotrexatzufuhr zeigen alle Werte (Wanderungsrate, Mar- 
kierungsindex sowie Gesamtzellzahl und absolute Zahl markierter Zellen im 
Kryptengrund) eine Einpendelung auf den Normwert. Auffgllig ist die weit- 
gehende Identit~t der Mel~daten im Bereich der l~egenerationszone mit ihren 
yon der Methotrexatgabe abh~tngigen Ver~tnderungen an den drei Diinndarm- 
abschnitten. Die davon abh~ngigen Veranderungen an den Zotten sind um so 
starker ausgepr~gt, je hSher die Zotten sind, d.h. im Duodenum am st~rksten. 
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Noch eindeutiger werden die Unterschiede bei der Untersuchung der Dick- 
darmabsehnitte Colon ascendens und Colon descendens. W~hrend das Colon 
ascendens eine qualitativ v611ig gleiehartige nnd quantitativ ghnliche, yon der 
Methotrexatgabe abhgngige Ver~nderung an den regenerationsf~higen Zellen 
zeigt, findet sieh am Colon descendens eine in Bezug auf die wieder einsetzende 
DNS-Synthese zeitliehe VerzSgerung. Wahrseheinlich h~ngt dies damit zusam- 
men, dab generell am Colon descendens der Regenerationsvorgang, wie oben 
dargestellt, gegenfiber den anderen Darmabsehnitten langsamer verlguft. Am 
eindrueksvollsten ist aber die Feststellung, dug trotz der Xhnlichkeiten der 
St6rungen im Bereieh der Regenerationszone die Unterschiede in der Auswan- 
derungsrate zwar am Colon aseendens noeh deutlieh, jedoch keinesfalls in der 
Intensit~t mit denen der Dfinndarmabsehnitte vergleiehbar sind. Die dureh eine 
einrnalige Methotrexatgabe ausgel6ste St6rung im Generationseyelus ist often- 
siehtlieh im Hinbliek ant die langsamer ablaufende Regeneration der Diek- 
darmsehleimhaut zu kurzfristig, Ms dug diese in entsp~ehendem MaBe mitbe- 
tefligt wfirde. Damit steht dieser Befund in guter 1)bereinstimmung mit den 
Untersuehungen yon M]sI~-RuGE u. GRAV~xL~, (1963) sowie eigenen friiheren 
Untersuehungen ( E D ~  u. L6g~s, 1965), in denen bei Verwendnng einer hem- 
menden Substanz dosis- nnd zeitabh~ngig untersehiedliche Lokaiisationen an 
den versehiedenen Darmabsehnitten gefunden wurden. Die untersehiedtiehe 
physiologische Regeneration der versehiedenen Diinn- und Diekdarmabsehnitte 
ist mitentseheidend f/Jr die Auswirkungen yon StSrungen der Regeneration, 
wobei limitierend die Intensitgt und die Zeitdauer der Regenerationsst6rung 
wirken. 

Zusammenfassung 

In vergleiehenden Untersuehungen wird die Wirknng der fols~ureantago- 
nistiseh wirksamen Snbstanz Methotrexat ant die Regeneration der Sehleimhaut 
von Duodenum, Jejunum, Ileum, Colon aseendens und Colon descendens von 
M/iusen gepriift, 

hn Langzeitver~uch findet sich eine bis zu 3 Woehen fortschreitende langsame 
Zottenatrophie, vor allem am Duodenum, die ant einen Zellverlust in der Popu- 
lation der Regenerationszone zurfickzuf/ihren ist. 

Bei einmaliger hoehdosierter Zufuhr yon Methotrexat (Stofiversuch) wh'd die 
Regenerationszone geseh/~digt, wobei anfangs der Verlust regenerationsfs 
Zellen mit einer gesteigerten DNS-Synthese der gestpopulation beantwortet 
wh'd; fiber eine gesteigerte Zellneubildung ist nach 4 Tagen die Regenerations- 
zone wieder weitgehend hergestellt. Wghrend der Blockade der Regenerations- 
zone ist die Auswanderung differenzierter Zellen auf die Zotten unterbrochen 
bzw. verz6gert; naeh Wiederherstellung lindet sieh ein besehleunigter Zellersatz. 
Entspreehend dem langsameren physiologischen Zellersatz am Colon aseendens 
und Colon deseendens ist hier eine Methotrexatwirkung in Form einer voriiber- 
gehenden Blockade nur in abgeschwgchter Form feststellbar. 

The Action of l%lic 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 mueosa of the duodenum, jejunum, ileum, 
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ascending and  descending colon of the  mouse.  I n  chronic exper iments  an  a t r o p h y  
of vil l i  s lowly deve loped  up  to  three  weeks, especial ly  in the  duodenum.  The 
a t r o p h y  was r e l a t ed  to  a loss of some of the  cells of the  regenera t ion  zone. On 
admin i s te r ing  a single large dose of Me tho t r exa te  (push-exper iment)  the  regene- 
r a t ion  zone was damaged .  Consequent ly ,  a t  the  onset  the  loss of the  cells capable  
of regenera t ing  p rovoked  an  increased D N A  synthes is  of the  remain ing  cells. 
Af te r  four  days  the  regenera t ive  zone was nea r ly  res tored  b y  an  increased  renewal  
of cells. Dur ing  the  block of the  regenera t ion  zone, the  migra t ion  of differen- 
t i a t e d  cells to  the  vil l i  was i n t e r r u p t e d  or de layed .  Af ter  r es to ra t ion  there  was 
an  acce le ra ted  renewal  of cells. I n  the  ascending and  descending colon, where 
the  physiologica l  renewal  of cells is slower t h a n  in o ther  pa r t s  of the  intest ine,  
the  effect of Me tho t r exa te  became a p p a r e n t  in a d iminished  form as a t empo-  
r a r y  block.  
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