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1. Kapitel I: Einleitung

Schweine spielen als lebensmittellieferende Tiere weltweit eine zunehmende Rolle. Sowohl
unter betriebswirtschaftlichen als auch Tierschutzaspekten ist die Tiergesundheitsvorsorge
ein entscheidender Faktor in der landwirtschaftlichen Produktion. In der Schweineproduktion
ist der Zeitpunkt des Absetzens der Ferkel von der Sau eine gesundheitlich kritische Periode.
Zu den haufigsten Komplikationen zahlen Durchfallerkrankungen in den ersten Wochen nach
dem Absetzen.

Eines der Vvielversprechenden Forschungsthemen beschaftigt sich in  diesem
Zusammenhang mit gesundheitsfordernden Eigenschaften von Futterzusatzstoffen. Diese
schlieBen organische Sauren, Probiotika, phytogene Substanzen, Enzyme, aber auch
Spurenelemente ein.

Zink ist ein unverzichtbares Spurenelement fir eine Vielzahl von Enzymen des
Stoffwechsels, wie der RNA Polymerase oder der Carboanhydrase. Daneben wird in einer
Reihe von Studien der positive Effekt der Fitterung bedarfsiiberschreitender Dosen Zinks
auf die Tiergesundheit beschrieben. Dazu zahlen neben erhdhter Futteraufnahme und einem
erhéhten Koérperwachstum insbesondere die Verringerung von Durchfallraten nach dem
Absetzen. Die genauen Wirkmechanismen erhdhter Zinkkonzentrationen im Futter sind
jedoch nur teilweise geklart. Auch adverse und toxische Wirkungen der Verfiitterung von
deutlich Uber dem Bedarf liegenden Zinkdosen, wie etwa die Erhdhung multiresistenter E.
coli im Darm von Ferkeln, werden beschrieben.

Die Auswirkungen von Zink auf die intestinale Mukusschichtdicke wurden bisher nicht
untersucht. Unterschiedliche Zinkgaben kénnten direkt und indirekt die Zusammensetzung
oder die Menge des Mukus beeinflussen. Dies kann von hoher Relevanz sein, da dem
intestinalen Mukus als wichtige physikalische und immunologische Barriere vor dem Epithel
eine Schlisselrolle fur die Darmgesundheit zukommt. Fir die Bewertung dieser Frage ist
jedoch die Variabilitat der bisher verwendeten histologischen Methoden zur Darstellung der
Mukusschicht durchaus problematisch. Dies macht die Entwicklung eines standardisierten
Verfahrens fiir vergleichende Untersuchungen notwendig.

Das Ziel dieser Arbeit schlieft die Erstellung eines standardisierten histologischen
Fixierungs- und Farbeprotokolls zur Darstellung des Mukus im Darm sowie die Untersuchung
des Einflusses von unterschiedlichen Zinkkonzentrationen im Futter auf die
Mukusschichtdicke des Darmepithels von Absetzferkeln ein.

Zu diesem Zweck wurden verschiedene histologische Methoden angewendet und verglichen
mit dem Ziel, ein nachvollziehbares und standardisiertes Verfahren fiir die Erhebung von
Messdaten zu entwickeln. Daneben wurden, nach Erarbeitung der Methodik,
Untersuchungen zum Effekt unterschiedlicher Zinkkonzentrationen im Futter auf den Mukus
durchgeflihrt. Dies schloss neben der Messung der Mukusschichtdicke auch die
Untersuchung der Morphologie des Dickdarms hinsichtlich der Kryptentiefe ein.
Abschlielend wurden die mRNA-Expressionen von Proteinen des intestinalen Mukus
untersucht.

Die vorliegende Arbeit soll somit einen Beitrag zum Verstandnis der Auswirkungen von Zink
auf den intestinalen Mukus leisten sowie eine fiir Untersuchungen am Schwein optimierte
Methodik zur Darstellung des Mukus im Darm liefern.
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2. Kapitel ll: Literaturiibersicht

2.1 Funktionen des Verdauungsapparats

Die Aufgaben des Verdauungsapparats umfassen unter anderem die mechanische
Zerkleinerung und die physikalisch-chemische Zersetzung sowie die Resorption der
Nahrung. Je nach Segment finden unterschiedliche Sekretions- und Resorptionsprozesse
statt. In der Maulhéhle erfolgt die Speichelsekretion (Liebich, 2010). Der Speichel dient dem
Schutz der Schleimhaut, der Erhéhung der Gleitfahigkeit der Nahrung sowie dem Beginn des
enzymatischen Abbaus der Kohlenhydrate beim Schwein (Berendt, 2013). Das sezernierte
Speichelvolumen des Schweins betragt 1 bis 1,5 Liter pro Tag (Aurich und von Engelhardt,
2009). Nach dem Abschlucken gelangt die Nahrung in den Magen. Die Passagezeiten des
Futters im Magen sind speziesspezifisch und betragen beim Schwein in Abhangigkeit vom
aufgenommenen Futter 6-8 Stunden (Brahm et al., 2013). Im Anschluss der Magenpassage
erfolgt der Weitertransport der Nahrung zum Dinndarm. Der Diunndarm dient vornehmlich
der Nahrungsresorption sowie der Sekretion von Verdauungsenzymen und Gallensauren.
Die Dunndarmmotorik unterliegt in diesem Prozess einer komplexen Steuerung und besitzt
unterschiedliche Funktionen. Hierzu zéhlen der Transport des Chymus, die Durchmischung
der Verdauungssekrete mit dem Chymus und die Herstellung des Kontakts von Chymus mit
der Darmwand (Aurich und von Engelhardt, 2009). Schwerverdauliche Nahrungsbestandteile
gelangen in den Dickdarm, hier findet die Resorption von Wasser- und Gallensauren statt
(Aurich und von Engelhardt, 2009, Haller und Hérmannsperger, 2013).

Mit Ausnahme der mehrschichtig verhornten Plattenepithelien an Lippe und Rektum ist der
gesamte Verdauungsapparat mit einer Schleimhautschicht (Mukosa) Uberzogen. Die
Schleimhaut besteht aus mehreren Schichten. Hierzu zahlen die Lamina epithelialis
(einschichtiges Epithel), darauf folgt die Lamina propria mucosae (Bindegewebsschicht) und
anschlieRend die Lamina muscularis mucosae (Schicht aus glatten Muskelzellen) (Liebich,
2010). Die Mukosa weist unter anderem deutliche morphometrische Variationen innerhalb
der einzelnen Segmente auf, die von deren jeweiligen funktionellen Aktivitdten abhangen
(Weiss, 1984). Sie stellt somit den zellularen Kontakt des Organismus mit der AuBenwelt dar
und spielt als hochselektive Barriere eine Schlisselrolle in der Integritat der Organismus.
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2.2 Das Immunsystem des Schweins

Das Immunsystem bietet Schutz vor externen und internen Noxen, wie etwa
Mikroorganismen oder entarteten Zellen. Dazu ist eine Unterscheidung zwischen ,Eigen“ und
.Fremd" notwendig, welche eine effektive Beseitigung der Pathogene mit einem madglichst
nachhaltigen Schutz des Organismus einschlief3t (Vollmar et al., 2013). Eine wichtige Rolle
spielen hierbei Koérpergrenzflachen, zu denen die Hautoberflache, der Gastrointestinal-, der
Respirations- und der Reproduktionstrakt zahlen. Sie bieten ein optimales Habitat fir
Mikroorganismen (Tizard, 2012). Das Abwehrsystem wird Ublicherweise in ein angeborenes
und ein erworbenes Immunsystem unterschieden.

Das angeborene Immunsystem umfasst Epithelzellen, Immunzellen sowie Proteine.
Epithelien bedecken innere und auBere Korperoberflachen. Sie bilden eine physikalische
Barriere durch ihren Verbund (tight junctions) und eine chemische Barriere durch ihre
Sekretionsprodukte, wie z. B. Schleim. Zusatzlich ist die Sekretion von Schleim auch ein
physikalischer Schutz gegen die Anhaftung von Pathogenen (Vollmar et al, 2013).
Physikalische Barrieren stellen die erste und wichtigste Hirde fir Pathogene dar. Der
Zilienstrom an Flimmerepithelien sowie Niesen, Husten, Erbrechen und Durchfall sind einige
Beispiele fur physikalische Abwehrreaktionen. Gleichzeitig spielt die Besiedlung des Epithels
mit kommensalen Mikroorganismen eine beachtliche Rolle in der Verhinderung einer
massiven Vermehrung pathogener Keime (Tizard, 2012, Rokhsefat et al, 2016).
Verschiedene Autoren zeigten, dass kommensale Mikroorganismen eine wichtige Funktion in
der Epithelerneuerung und auch bei Heilungsprozessen einnehmen. Dies erfolgt durch die
Aktivierung bestimmter pattern recognition receptors (PRRs), die Uber Signalkaskaden
(Bildung von ,heat-shock proteins®, ,trefoil factors®, ,epidermal growth factor receptor
ligands® sowie Verdichtung der ,tight junctions®) die Epithelbarriere fordern. Bei fehlender
Besiedlung kommensaler Bakterien verlaufen bereits leichte Epithelschaden letal fir den
Organismus (Cario et al., 2004, Rakoff-Nahoum et al., 2004, Podolsky et al., 2009,
Khutoryanskiy, 2014). Beispiele fir Sekretionsprodukte als chemische Barrieren sind
Enzyme, wie das Lysozym im Speichel oder das Pepsin im Magen. Bei Translokation von
Pathogenen werden diese in der Regel nachfolgend durch phagozytierende Zellen
aufgenommen (Vollmar et al., 2013).

Das erworbene Immunsystem umfasst antigenprasentierende Zellen (APC), Lymphozyten
und l6sliche Faktoren. Es greift ein, wenn die Eliminierung von Pathogenen durch das
angeborene Immunsystem nicht erfolgreich war. Hauptvertreter der APC sind dendritische
Zellen, Makrophagen und B-Zellen. Sie sind vor allem im epithelialen Gewebe zu finden
(Tizard, 2012, Vollmar et al, 2013). Die Lamina propria der Schleimhaut beinhaltet
organisiertes lymphatisches Gewebe, abgekirzt MALT, welches vor allem das Gleichgewicht
zwischen Toleranz und Abwehr von Pathogenen mafgeblich beeinflusst (LUllmann-Rauch,
2012). Lymphatisches Gewebe wird in primare und sekundédre Immunorgane unterteilt.
Primadre Immunorgane, wie der Thymus und das Knochenmark gewahrleisten die
Lymphopoese. Sekundare Immunorgane sind fir die Entwicklung einer erworbenen
Immunantwort zustandig, zu denen auch das MALT zahlt. Ein GrofRteil des MALT befindet
sich im Darm und wird als darmassoziertes lymphatisches Gewebe (GALT) bezeichnet
(Vollmar et al., 2013). Die zum GALT gehdrenden Peyerschen Plaques stellen die groften
Aggregationen lymphatischen Gewebes im Organismus dar. Schweine besitzen zwei Arten
von Peyerschen Plaques: Zum einen lleocaecale Peyersche Plaques, die zu den primar
lymphatischen Organen gehdren, zum anderen jejunale Peyersche Plaques als sekundare
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lymphatische Organe (Tizard, 2012). In den Peyerschen Plaques kommt es zur Aktivierung
und Differenzierung der lymphatischen Zellen. T- und B-Zellen stellen den gréRten Anteil der
Lymphozyten dar und sind fur die Eliminierung von infizierten Zellen als auch fir die
Aktivierung anderer Immunzellen zustandig. Schweine besitzen mindestens funf IgG-
Klassen. Diese stellen 85 % der gesamten Immunglobuline im Serum dar, wahrend IgA nur 3
% einnimmt. Obwohl Peyersche Plaques viele Lymphozyten beinhalten, wird IgA
Uberwiegend in den Lymphknoten und isolierten Plasmazellen produziert. Letztere machen
mindestens 80 % aller Plasmazellen aus. Somit ist IgA trotz niedriger Dosis im Serum das
am haufigsten produzierte Immunglobulin im Organismus (Tizard, 2012).
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2.3 Mukus und Muzine

2.31 Historische Betrachtung des Mukus

Mukus ist auf allen Schleimhduten des Korpers zu finden. Bei Amphibien bedecken
Schleimhaute teilweise die Epidermis (Gendler und Spicer, 1995, Perez-Vilar und Hill, 1999,
Johansson et al, 2008). Mukus ist bereits lange Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen. Die erstmalige Beschreibung erfolgte im 18. Jahrhundert (Hoffbauer und
Juncker, 1734). Bereits um 1900 wurde Mukus in enge Verbindung mit dem Entstehen von
Magenulzera gebracht (Stuart-Low, 1901).

In den 1980er Jahren forcierten die Entdeckung der komplexen Glykolisierung der Muzine
sowie die Beteiligung tumorassozierter Epitope von Muzinen auf malignen Epithelzellen
weitere Untersuchungen (Hanisch und Mdller, 2000). Im Jahr 1976 gelang die biochemische
Analyse von Bronchialmukus des Menschen (Roussel et al., 1976). Die starke Glykolisierung
der Muzine erschwerte lange deren biochemische Untersuchung, da die Entfernung der
Kohlenhydrate haufig zur Zerstérung der Proteine fihrte. Ein entscheidender Schritt folgte
mit der Genanalyse durch die Entschlisselung der Gensequenzen der Muzine in den spaten
80er Jahren des 20. Jahrhunderts (Gum et al., 1989).

Aufgrund der Schwierigkeit der Darstellung des Mukus entstanden Uber viele Jahre
unterschiedliche Methoden zum Mukusnachweis. Diese reichen von einfachen
histologischen Methoden bis hin zu aufwandigen in-vivo Untersuchungen.

2.3.2 Zusammensetzung des intestinalen Mukus

Der intestinale Mukus besteht zu 83-95 % aus Wasser. Weitere Komponenten sind Muzine
(glykosilierte Proteine), andere Proteine, Lipide, Zellbestandteile und anorganische Salze
(Gendler et al., 1990, Larhed et al., 1998, Perez-Vilar und Hill, 1999, Khutoryanskiy, 2014).
Muzine stellen die grofite Gruppe der Proteine im Mukus dar. Sofern die Gensequenz eines
Muzins im humanen Genom verankert ist, wird es als ,MUCx" bezeichnet. Dabei wird das ,x*
durch eine Zahl ersetzt (Dekker et al., 2002). Das Hauptmuzin des intestinalen Mukus ist das
MUC2 (siehe Kapitel 2.3.6). Neben den Muzinen existieren weitere Komponenten des
Mukus. Hierzu zahlt die heterogene Gruppe der antimikrobiellen Peptide (AMP). Lysozym
wurde als erstes AMP von Fleming und Allison entdeckt (Fleming und Allison, 1922).
Epithelzellen des Darms kdnnen eine Reihe dieser AMP sezernieren. Auch Panethzellen
dienen dieser Sekretion, jedoch mit einem anderen Spektrum an AMP. Dazu gehéren
bestimmte Defensine, Cathelecidine und Lysozyme (Kim und Ho, 2010, Peterson und Artis,
2014). Auch beta-Defensine haben eine groRe Bedeutung in der Abwehr von
Mikroorganismen im Darm (Wehkamp et al., 2005). Neben AMP sind auch sogenannte
Trefoil factors (TFFs) Teil der Mukusstruktur. Ein Beispiel ist das ITF (intestinal trefoil factor),
das heute als TFF3 bezeichnet wird. TFF sind Peptide, die ebenfalls von den Becherzellen
produziert werden (Suemori et al., 1991). Durch ihre vernetzenden Eigenschaften tragen sie
wie MUC2 zur typischen Mukusstruktur bei (Tomasetto et al., 2000, Hollingsworth und
Swanson, 2004). Darliber hinaus werden weitere Peptide gefunden wie etwa IgA (Vollmar et
al., 2013) oder das Resistin-like molecule-g (RELM B) (Peterson und Artis, 2014).
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2.3.3 Sekretion des intestinalen Mukus

Die Entleerung des in den Becherzellen gebildeten Mukus findet mittels einer basalen und
einer Ca*-abhangigen Sekretion statt (Kim und Ho, 2010). Durch eine Elektrostimulation der
enterischen Nerven wird durch Ausschuttung von Neurotransmittern der Nervenendigungen
im Darm eine Degranulation von Becherzellen ausgelst. Dies lasst den Schluss zu, dass die
Darmaktivitdt im Zusammenhang mit der Mukusproduktion steht (Phillips et al., 1984).
Chemische Verbindungen wie Acetylcholin, Cholinagonisten, Histamin und andere
Substanzen flihren zur erhéhten Sekretion der Becherzellen. Zu weiteren stimulierenden
Faktoren zahlen Choleratoxin, PGE, IL-1, PGFy, Cysteamin und Senfdl (Bickel und
Kauffman Jr, 1981, Neutra et al., 1982, Specian und Neutra, 1982, LaMont et al., 1983,
Cohan et al.,, 1991). Allerdings scheint die Sekretionssteuerung komplexer zu sein, da
intestinale Peptidhormone wie Cholecystokinin, Sekretin, Substanz P, Neurotensin,
vasointestinales Peptid, sowie das Monamin Serotonin nicht zu einer erhéhten Sekretion
fuhren (Neutra et al., 1982). Bisher sind die genauen Mechanismen der Regulation und
Beeinflussung der Mukusdicke nicht ausreichend bekannt (Johansson et al., 2011a).

2.3.4 Die Schichtung des intestinalen Mukus

Bis heute existieren unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Anzahl der Mukusschichten.
In Lehrbiichern wird teilweise eine innere und eine dulere Schicht beschrieben (Tizard,
2012). Grinde fur die Diskussion Uber die Anzahl der Schichten liegen zum einen in der
Verwendung unterschiedlicher Nachweismethoden des Mukus und zum anderen in der
variierenden Behandlung der Tiere vor und wéahrend der Probennahme, z. B. am
Futterzugang. Dessen Bedeutung hinsichtlich der Messungen des Mukus wird im Kapitel 2.4
und Kapitel 5.3.1 naher erlautert.

Die Beschreibung einer Zweischichtigkeit erfolgte 1997 fur das Kolon beim Menschen
(Matsuo et al., 1997). Demnach ist die innere Mukusschicht vertikal verlaufend, wahrend die
aullere darlberliegend sich mehrschichtig laminiert darstellt. Die Autoren vernachlassigten
Hinweise zum Nahrungszugang der untersuchten Patienten vor der Probennahme,
wenngleich wegen des chirurgischen Eingriffes von einer gewissen Fastenzeit ausgegangen
werden kann. Die Zweischichtigkeit wurde mittels in vivo-Messung des Mukus auch bei
Ratten beschrieben und hierbei in allen Darmsegmenten beobachtet (Atuma et al., 2001).
Demnach war die dufdere Schicht absaugbar, die innere Schicht dagegen nur abzuschaben,
d. h. die Haftungsstarke des Mukus nahm nach luminal ab. Die Versuchstiere fasteten vor
Probennahme. Bei Methacarn-fixierten Proben ist die Zweischichtigkeit im Dinndarm bisher
nicht nachgewiesen. Vielmehr deuten neuere Studien mit Methacarnfixierung sowie in vivo-
Messungen auf das Vorliegen einer Einschichtigkeit im Dinndarm hin (Johansson et al.,
2008, Ermund et al., 2013). Die Zweischichtigkeit ist im Dickdarm in vivo und ex vivo
dagegen wiederholt beschrieben (Johansson et al., 2008, Ermund et al., 2013, Johansson et
al., 2013). Die Zusammensetzung der Proteine in beiden Schichten ist nahezu identisch. Die
innere und die duRere Schicht unterscheiden sich in Teilen jedoch wesentlich. Die innere
Schicht haftet starker an dem Epithel, ist kompakter und opaker. Sie besitzt viele Defensine
und Lysozyme. AuRerdem sind hier kaum Bakterien enthalten. Die kommensalen und
pathogenen Bakterien sind wiederum vielfach in der &uReren Schicht aufzufinden.
Biochemische Untersuchungen zeigen eine vierfach geringere Konzentration des MUC2
Proteins in der aufReren Schicht (Atuma et al., 2001, Johansson et al., 2008, Tizard, 2012).
Durch eine experimentelle Hemmung endogener Proteasen kommt es zum Anstieg der
Konzentration von MUC2 sowie zum deutlicheren Erhalt des Proteingerusts in der duf3eren
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Schicht. Die Schichtdicke ist nach einer Stunde dennoch der ungehemmten Mukusschicht
gleich. Dessen ungeachtet zeigt der Mukus gnotobiotischer Mause ebenfalls eine
Zweischichtigkeit. Hieraus schlussfolgerten die Autoren, dass nicht nur mikrobielle Proteasen
sondern auch endogene Prozesse eine Rolle bei der Quellung des Schleims spielen und die
Zweischichtigkeit des Mukus im Dickdarm aufgrund von kdérpereigenen und mikrobiellen
Proteasen entsteht (Johansson et al., 2008).

2.3.5 Einteilung von Muzinen

Muzine werden in zwei funktionelle Gruppen unterteilt: sekretierte und membrangebundene
Muzine (Gendler et al., 1990, Gendler und Spicer, 1995). Die sekretierten Muzine werden in
Becherzellen produziert und sezerniert (Forstner, 1978). Sie werden in ,gel-forming“ und
,nhon gel-forming“ eingeteilt. Die ,gel-forming“ Muzine tragen mafgeblich zur gelartigen
Struktur des Mukus bei (Gendler und Spicer, 1995). Membrangebundene Muzine sind
Peptide, die in der Zellmembran verankert sind. Sie besitzen eine Vielzahl an Aufgaben.
Hierzu gehort der Schutz des Epithels etwa durch die Bindung bestimmter Bakterien. Sie
besitzen aber auch Rezeptorfunktionen, die zur Aktivierung bestimmter Signalkaskaden
fihren (Hattrup und Gendler, 2008). Trotz groRer Differenzen der Struktur und Funktion von
sekretierten und membrangebundenen Muzinen besitzen sie starke Ahnlichkeit in ihrer
Nukleotidfolge, entweder durch die Sequenz oder durch die Anzahl ihrer Aminosduren
(Gendler und Spicer, 1995).

Die Vielzahl in der Literatur beschriebenen MUC-Gene wird in der nachfolgenden Tabelle 1
dargestellt.
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Tabelle 1: Zusammenfassung bislang entdeckter MUC-Gene "

Sekretierte Muzine

Muzin Gen Subfamilie Vorkommen
MuUC2 Gelformend Mensch
MUC5AC Gelformend Mensch
MUC5B Gelformend Mensch
MUC6 Gelformend Mensch
Muc7 Nicht-gelformend Mensch
MUC8 Nicht-gelformend Mensch
MUC9 2 Nicht-gelformend Mensch
MUC10 Nicht-gelformend Maus *
Muc19 Gelformend Mensch

Membranstédndige Muzine

Muzin Gen Subfamilie Vorkommen
MUC1 Membranstandig Mensch
MUC3A/B Membranstandig * Mensch
MUC4 Membransténdig Mensch
MUC11 Membranstandig * Mensch
MUC12 Membranstandig Mensch
MUC13 Membransténdig Mensch
MuUC14 Membransténdig/EndoMuzin Mensch
MUC15 Membransténdig Mensch
MUC16 Membranstéandig Mensch
MuUC17 Membranstandig Mensch
Muc1s ® Membransténdig Mensch
MUC20 Membranstéandig Mensch
MuUcC21 Membransténdig Mensch
MuUC22 ¢ Membransténdig Mensch

" modifiziert nach Andrianifahanana et al. (2006) sowie erganzt durch
http://www.genenames.org/genefamilies/MUC (01.03.2017) und Melnick et al. (2001)

2 Auch oviductal glycoprotein 1 (OVGP1) genannt

3 Kommt nicht homolog beim Menschen vor (Melnick et al., 2001, Williams et al., 2006)

4 hach Rokhsefat et al. (2016), von HUGO (20.12.2016) als MUC12 gelistet

5Von HUGO nicht als MUC18 gelistet, sondern MCAM oder CD146. Dieses Gen steht auf der Grenze zwischen
Muzin und muzinahnlichem Glykoprotein (Lehmann et al., 1989, Andrianifahanana et al., 2006, Wu et al., 2013)

8 auch Panbronchiolitits-related-mucin-like protein 1 (PBMUCL1) genannt (Jonckheere et al., 2013)
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2.3.6 Der Aufbau von Muzinen

Sekretierte Muzine stellen die Hauptproteine des Mukus dar (Gendler et al., 1990, Perez-
Vilar und Hill, 1999). Einzelne Muzine unterscheiden sich stark in ihrer GroéRe. Die
Kohlenhydrate bedingen 70 bis 90 % des Trockengewichts der Muzine (Perez-Vilar und Hill,
1999, Johansson et al., 2011a). Muzine sind groRe Glykoproteine mit Muzin- respektive
Prolin-Threonin-Serin-Doménen (PTS-Domanen), die stark O-glykolisiert sind. Ihre
genetische Kodierungen werden unter den MUC-Genen zusammengefasst. Dabei handelt es
sich um eine gemeinsame Gengruppe, obwohl die jeweiligen Proteine in Form und Funktion
stark differieren.

Neben den Muzinen existieren andere Proteine mit kiirzeren PTS-Doméanen, wie IgA, die
nicht zu den Muzinen zéhlen (Lang et al., 2007). Muzin- bzw. PTS-Doméanen von echten
Muzinen liegen héaufig in sogenannten ,variable number of tandem repeats“ (VNTRs) vor
(Lancaster et al., 1990). Die Anzahl der VNTRs variiert jedoch bereits zwischen gleichen
Muzinen (Swallow et al., 1987, Gendler et al., 1990). Deshalb steht der Begriff VNTR seit
Uber zehn Jahren in der Kritik (Dekker et al., 2002). Es existieren tierartlich grofle
Unterschiede bezliglich der PTS-Gensequenzen. Dennoch sind die Sequenzen bereits bei
phylogenetisch niederen Tieren nachweisbar. Aufgrund ihrer Heterogenitét ist deren Eignung
fir phylogenetische Stammbaumanalysen fragwirdig. Andere Gensequenzen der Muzine
waren fir solche Untersuchungen jedoch denkbar (Lang et al.,, 2007). Ungeachtet dessen
weisen die einzelnen Muzine weitere spezifische Peptiddomanen auf. Dazu zahlen von-
Willebrand- sowie SEA-Domanen (CORFIELD et al., 2000, Lang et al., 2007). Die Von-
Willebrand-Domanen tragen zur Dimerisierung der Muzine einen substantiellen Anteil bei.
Sie sind reich an Cystein und bilden somit stabile Disulfidbriicken (Gum et al., 1994, Offner
et al., 1998). Die Domanen interagieren zusatzlich mit den zuvor erwadhnten TFFs, eine
Peptidgruppe die unter anderem epithelschiitzende Funktionen aufweist (Tomasetto et al.,
2000, Hollingsworth und Swanson, 2004, Liu, 2014). SEA-Domanen kommen in
membrangebundenen Muzinen vor und dienen als Spaltstelle fiir extrazelluldre Doméanen
(Johansson et al., 2013). Muzine besitzen viele O-Glykolisierungen, die durch die
Aminosduren Serin und Threonin ermdglicht werden (Gendler et al., 1990, Gendler und
Spicer, 1995, Lang et al., 2007). Die O-Glykolisierung und Multimerisierung von Muzinen
erfolgen im Golgi-Apparat, wahrend die jeweilige Faltung, N-Glykolisierung sowie
Dimerisierung des Proteins im rauen endoplasmatischen Retikulum der Becherzellen
stattfinden (Asker et al, 1998, Inoue et al, 1999, Perez-Vilar und Hill, 1999). O-
Glykolisierungen werden durch Glykosyltransferasen aneinandergereiht. N-Acetyl-D-
Galaktosamin stellt dabei immer das erste Kohlenhydrat der Seitenkette dar und ist
charakteristisch fir Muzine (Neutra, 1987, Lang et al., 2007). Weitere Glykolisierungen der
Muzine sind  N-Acetylglukosamine, Fucose, Galaktose und Sialinsdure (N-
Acetylneuraminsaure) sowie Spuren von Mannose und Sulfat (Dekker et al., 2002, Bansil
und Turner, 2006, Corfield, 2015). Galaktose stellt in seinen spezifischen Verbindungen den
am haufigsten vorkommenden Zucker im Muzin dar (Mantle et al., 1981). Dies spielt im
Rahmen der Methodenetablierung bei der Farbung eine Rolle (siehe Kapitel 5.3.6 sowie
Abbildung 1). Die Glykolisierungen beeinflussen die Funktionalitat der Muzine. Durch
posttranslationale Modifikationen werden sie in zwei Gruppen unterteilt: neutrale - und saure
Muzine. Saure Muzine unterscheiden sich weiter in solchen mit Sialin- und solchen mit
Sulfatgruppen (Gendler und Spicer, 1995). Teilweise kommen Sialin- und Sulfatgruppen
zusammen auf einer Glykolisierung vor (Mawhinney et al., 1992). Muzine besitzen eine hohe
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Anzahl an Glykolisierungen, die ihnen eine hohe Wasserbindungskapazitat verleihen und
somit zur schleimartigen Konsistenz des Mukus beitragen (Ramaker, 2009).

MUC?2 stellt das haufigste Muzin im Mukus dar. Es handelt sich um ein Monomer, dessen
Masse 2,5 MDa betragt. MUC2 hat eine netzartige Struktur und trdgt durch seine
Glykolisierungen substantiell zur gelartigen Struktur des Mukus bei (Johansson et al., 2008).
Sofern MUC-Gene tatsachlich eine Multigen-Familie bilden, liegen die jeweiligen Gene auf
verschiedenen Chromosomen verteilt (Forstner et al., 1995). Bei Entdeckung neuer
Muzingene in Tieren wird deren Vorkommen im menschlichen Genom Uberpriift. Falls diese
Gene auf dem menschlichen Genom verankert sind, werden sie von dem Human Gene
Nomenclature Committee (HUGO) als neue MUCs gelistet. Eine aktuelle Liste ist Gber der
Internetseite http://www.genenames.org/genefamilies/MUC abrufbar.

2.3.7 Abgrenzung von Muzinen zu mucin-like molecules

Bei den mucin-like molecules handelt es sich um muzinahnliche Glykoproteine. Urspriinglich
ist der Begriff mucin-like molecules auf die Entdeckung des MUC1 zuriickzufihren. Aufgrund
seiner Membranbindung wurde MUC1 nicht den klassischen Muzinen zugeordnet. Nach
heutiger Definition stellen mucin-like molecules membrangebundene Proteine mit relativ
geringem Molekulargewicht (50-250 kDa) dar. Diese haben ebenfalls eine PTS-Doméane, die
teilweise nicht keine Tandemwiederholung aufweist. Muzinahnliche Glykoproteine besitzen
nicht wie echte Muzine sogenannte VNTRs. Sie bilden eine Gruppe innerhalb der Familie der
CAMs (cell adhesion molecules). Bekannte Vertreter sind Selectin-Liganden wie GlyCAM-1
und CD34. Muzinahnliche Glykoproteine sind somit auch auf nicht-epithelialen Geweben zu
finden (Simmons et al., 2001, Andrianifahanana et al., 2006).

2.3.8 Funktionen der Muzine

Sekretierte, gastrointestinale Muzine sind Glykoproteine, die ein Mukusgel formen (Tizard,
2012).

lhre Funktionen lassen sich einteilen in:

- Funktionen der Darmphysiologie: Feuchthalten des Epithels; Bildung einer
Gleitschicht fir Kot; Schutz des Epithels vor Sauren, Enzymen, Toxinen; Bildung
einer selektiven Diffusionsbarriere.

- Funktionen der Darmgesundheit: Fixation von kommensalen Mikroorganismen;
Fixation von Pathogenen (Bakterien, Viren, Parasiten); Komponente des GALT;
Epithelerneuerung im Zusammenhang mit TFFs; Substrat fir bakterielle Fermentation
(Forstner und Forstner, 1994, Gendler und Spicer, 1995, Perez-Vilar und Hill, 1999,
Montagne et al., 2004, Johansson et al., 2011a, Silbernagl, 2012).

Membrangebundene Muzine formen kein Gel, sondern sind in den Plasmamembranen
verankert. Sie sind Teil der Glykokalix und spielen bei der Interaktion mit der Umwelt durch
Signaltransduktion eine Rolle (Hattrup und Gendler, 2008, Corfield, 2015, Nakada, 2015). Im
medizinischen Bereich kdnnen bestimmte Muzine wie z. B. das MUC1 als Tumormarker
verwendet werden und dirften zukilnftig auf dem Gebiet der Onkologie an Bedeutung
erlangen (Gendler et al., 1990, Braunschweig et al., 2015).
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2.3.9 Verteilung der Muzine im Verdauungstrakt
Das Vorkommen einzelner Muzine ist vom jeweiligen Segment des Verdauungsapparats
abhangig.

In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die im Verdauungstrakt beschriebenen Muzine dem
jeweiligen gastrointestinalen Segment zugeordnet.

Tabelle 2: Auflistung der im  Verdauungsapparat vorkommenden  Muzine
(tierartiibergreifend)’

Segment Muzin Quelle
MUC1, MUC3, MUC5AC, MUCS, -
Magen MUC13, MUC20 Andrianifahanana et al., (2006)
MUC17 Gum Jr et al., (2002)
MUC1, MUC2, MUC3, MUC6, MUC17, -
MUG20 Andrianifahanana et al., (2006)
Jonckheere und Van Seuningen,
MUC4
201 rfield, (201
Diinndarm (2010), Corfield, (2015)
MUC13 Williams et al., (2001)
MUC15 Pallesen et al., (2002)
MucC21 Itoh et al., (2008)

MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC11,
MUC12, MUC13, MUC17, MUC20

Dickdarm | \iyc1s Pallesen et al., (2002)
MUC21 Itoh et al., (2008)

Andrianifahanana et al., (2006)

" modifiziert nach Andrianifahanana et al. (2006)

11



Kapitel II: Literaturiibersicht

2.3.10 Expression des Muzins MUC2

Die Mechanismen der Expressionen einzelner MUC-Gene sind teilweise aufgedeckt. Sie
erfolgen Uber verschiedene Signalkaskaden und werden von einer Vielzahl von Faktoren
beeinflusst (Theodoropoulos und Carraway, 2007). Eine Steigerung der MUC-Gen-
Expression ist nicht mit einer Mukussekretion gleichzusetzen. In der Mukusschicht des
Verdauungstrakts sind die Gene von MUC2, MUC5AC, MUC5B und MUC6 nachgewiesen.

Die nachfolgende Tabelle 3 veranschaulicht eine Auswahl von Einflussfaktoren fir die
Expression dieser Gene.

Tabelle 3: Einflussfaktoren der MUC-Gen-Expression

Gen Einflussfaktor Quelle
Abnahme der Expression durch Roxithromycin Kim et al., (2004)
Zunalhme del; Expression durch vasointestinales Hokari et al., (2005)
MUC2 Peptid (VIP)
Zunahme der Expression durch Infektion mit Radhakrishnan et al.,
Shigella spp. (2007)
Zunahme der Expression durch Butyrat-Einlauf ® Gaudier et al., (2009)
Zunahme der Expression durch LPS Smirnova et al., (2003)
MUC5AC Zunahme der Expression durch Infektion mit Radhakrishnan et al.,
Shigella spp. (2007)
MUCSB (ZLuFr:;?me der Expression durch Lipopolysaccharid Smimova et al., (2003)
Zulr;iihme der Expression durch Helicobacter Xia et al., (2004)
Muce Z}tl)h der E ion durch Helicobact:
pylr;erai4me er Expression durch Helicobacter Babu et al., (2006)

" modifiziert nach Theodoropoulos und Carraway (2007)
2 Fiihrt nicht zur erhdhten Sekretion innerhalb von 30 min (Neutra et al., 1982)

3 pls Aquivalent zu héherer mikrobieller metabolischer Aktivitat

3in progressiven Stadien der Infektion

Es existieren neben den hier erwahnten weitere Faktoren, die Einfluss auf die Regulation der
Expression verschiedener MUC-Gene zeigten. Dazu zéhlen Probiotika, PMA sowie entartete

Zellen (Reis et al., 1999, Zuhdi Alimam et al., 2000, Lee et al., 2002, Mattar et al., 2002).
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2.4 Einfluss der Fitterung auf den intestinalen Mukus

Der Einfluss der Futterung auf die intestinale Mukusschicht ist in der Literatur wenig
beschrieben. Ergebnisse verschiedener Studien zeigen, dass sowohl die Futterungstechnik
als auch die Futterzusammensetzung sowie die Futterstruktur einen Einfluss auf den Mukus
haben.

Zur Fitterungstechnik zahlt der Zugang zum Futter. Der Futterzugang lasst sich in ad libitum
(Bontempo et al., 2006, Di Giancamillo et al., 2008, Le Bon et al., 2010) oder restriktive
Fuatterung einteilen (Jordan et al., 1998, Atuma et al., 2001). Eine restriktive Futterung fuhrt
aufgrund mangelnden Abriebs des sekretierten Mukus durch Chymus zur Quellung des
Schleims. Dies hat nicht nur Einfluss auf die gemessene Schichtdicke sondern auch auf die
Zusammensetzung des Mukus (Johansson et al., 2008). Die ad libitum Fitterung dagegen
kommt der natlrlichen Futteraufnahme vieler Tierarten naher (liboshi et al., 1994). Der
Futterzugang stellt einen wesentlichen Einflussfaktor auf die Anzahl und der Dicke der
Mukusschichten dar (Kapitel 5.3.8).

Der Einfluss der Futterzusammensetzung auf den Mukus beruht auf direkten und indirekten
Ursachen. Grob strukturiertes Futter flhrt durch Abrasion des Schleims zu einem Anstieg der
Mukussekretion (Montagne et al., 2004). Eine gréflere Mukusschichtdicke durch Fitterung
von grobem Futter konnte in einer Studie mit Absetzferkeln nicht nachgewiesen werden
(Callies, 2012). Dagegen fihrte die Zugabe von Erbsenfasern zur Futterration bei Schweinen
zu héheren Mukusmengen im lleum. Der Mukus wurde hierbei Uber Zentrifugation des
Darminhalts extrahiert (Leterme et al., 1998). Die Infusion freier Fettsduren im Zakum von
Ratten steigerte die Becherzelldegranulation im Dickdarm (Sakata und Setoyama, 1995). Die
Zugabe von Eugenol, einem Phenylpropanoid zum Futter von Mausen erhohte die
Mukusschichtdicke im Kolon (Wlodarska et al., 2015).

Spurenelemente wie Zink oder Mengenelemente wie Eisen kénnen durch die Aktivierung
spezifischer Transkriptionsfaktoren Genexpressionen steigern (Cousins, 1998). Zum Einfluss
von Zink auf die Mukusschichtdicke liegen bisher keine Studien vor. Weitere
Fatterungsvariationen entstehen durch die Gaben von Medikamenten wie Prednisolon
(Swidsinski et al., 2007) oder Zugaben von Mikroorganismen (Bontempo et al., 2006, Le Bon
et al., 2010) und relativieren einen direkten Vergleich gemessener Mukusmengen.
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2.5 Nachweis des intestinalen Mukus

Die histologische Darstellung als auch der quantifizierbare Nachweis des gebildeten Mukus
stellen eine labortechnische Herausforderung dar (Hoyer, 1890, Szentkuti et al., 1990,
Matsuo et al., 1997). Darliber hinaus existiert eine groRe Vielfalt von angewandten Methoden
zur Mukusdarstellung im Verdauungsapparat (Callies, 2012). Neben der Methodik hat auch
die Auswahl der Versuchstiere bzw. der Proben einen erheblichen Einfluss auf das
Nachweisverfahren. Die nachfolgende Abbildung 1 liefert eine systematische
Zusammenfassung der grundlegenden, in der Literatur beschriebenen Schritte sowie die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Methoden des Mukusnachweises. Durch farbliche
Kennzeichnung wird die in dieser Arbeit favorisierte Methode hervorgehoben. Daran schlief3t
sich eine komprimierte Beschreibung der damit zusammenhangenden Methoden und
Einflussfaktoren an.
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Abbildung 1: Zusammenfassende Darstellung der Methoden zum Nachweis des Mukus im Verdauungsapparat
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2.51 Versuchstiere und Probensegment

Bei der Auswahl der Versuchstiere sind die Tierart, das Alter, das Geschlecht sowie die
Haltungsbedingungen der Tiere zu beachten. In Abhangigkeit zur untersuchten Spezies
existieren deutliche Unterschiede in der Mukusschichtdicke (Swidsinski et al., 2007, Callies,
2012, Wlodarska et al., 2015). Altersabhangige Veranderungen des Becherzellenmusters im
Darm von Ferkeln wurden ebenfalls nachgewiesen (Liu et al., 2014a, Liu et al., 2014b). Auch
die Wahl des Darmsegments ist von Bedeutung. Sowohl Schichtdicke als auch der Erhalt
des Mukus variiert zwischen lleum (Bontempo et al., 2006, Callies, 2012) und Duodenum
(Atuma et al., 2001, Varum et al., 2010). Im lleum ist der Mukus homogener und dichter als
in Duodenum und Jejunum (Ermund et al., 2013).

2.5.2 Fitterung der Versuchstiere

Den Einfluss von Futterungstechnik, Futterzusammmensetzung und Futterstruktur auf die
Mukusbildung wurde bereits im Kapitel 2.4 beschrieben. Dessen ungeachtet sind
Futterungsinformationen in der Literatur haufig unzureichend oder gar nicht ausgewiesen.
Neben der Futterung spielt auch der Umgang mit dem Darminhalt eine Rolle. Es kamen
Gaben von Laxantien zur Entleerung des Magen-Darm-Traktes zur Anwendung (Callies,
2012). Manipulation des Darminhalts beeinflussen den Mukus im Verdauungsapparat
(Johansson et al., 2011a).

253 Methoden zum Nachweis des Mukus

Der Nachweis der sekretierten Mukusmenge kann indirekt Uber molekularbiologische
Untersuchungen mittels einer PCR oder direkt Gber morphometrische Messungen mittels
histologischer Methoden erfolgen. Zudem kénnen indirekt histologisch durch die Bestimmung
der Anzahl oder der Art der Becherzellen, die Kryptentiefe, die Lange der Villi intestinales
sowie der Extraktion des Mukus durch Zentrifugation des Darminhalts Aussagen zum Mukus
abgeleitet werden (Leterme et al., 1998, Bontempo et al., 2006, Le Bon et al., 2010).

Im Folgenden wird auf die direkte histologische Methode zur Messung des sekretierten
Mukus eingegangen.

2.5.4 Entnahme der Gewebeproben

Die Gewebeentnahme fiir die histologische Darstellung des Mukus ist in vivo oder ex vivo
durchfiihrbar.

In vivo-Entnahmen sind labortechnisch aufwendiger und die Grof3e der Proben ist begrenzt,
da die Funktionalitat des Darms in der Regel erhalten bleiben soll. Diese Methode wird in der
Humanmedizin haufig angewendet. Dabei werden Proben Uber Stanzungen (Jordan et al.,
1998) oder chirurgische Entfernung bestimmter Darmsegmente (Ota und Katsuyama, 1992,
Matsuo et al., 1997) entnommen. Dieses Verfahren findet vor allem in der Onkologie
Anwendung. Es existiert darlber hinaus eine Messmethode des Mukus ohne
Gewebeentnahme. Hierbei erfolgt die Messung durch eine Mikropipette in vivo (Atuma et al.,
2001, Johansson et al., 2008). Diese Variante ist mit hohem Arbeitsaufwand sowie Kosten
verbunden und wurde bisher nur an Ratten durchgefihrt.

Eine Entnahme ex vivo ist die arbeitstechnisch einfachste Methode, die haufig bei
Tierversuchen zur Anwendung kommt. Ein weiterer Vorteil ist die Entnahme mehrerer
Darmsegmente beliebiger Lange. Dabei wird direkt nach dem Toéten des Tieres die
Bauchhoéhle erdffnet und die zu untersuchenden Darmstiicke werden umgehend fixiert
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(Sakata und Engelhardt, 1981, Jordan et al., 1998, Bontempo et al., 2006). Vor der Fixierung
ist zu entscheiden, ob die Probe prapariert werden soll.

2.5.5 Praparation des Probenmaterials

Die Praparation des Probenmaterials vor der Fixierung ist mdglich. Je nach Zielstellung
differieren die Methoden erheblich. Folgende Verfahren werden angewendet:

- Das antimesenteriale Eréffnen des Darms: Dies beschleunigt das Eindringen der
chemischen Fixierungen und reduziert somit autolytische Prozesse (Matsuo et al.,
1997).

- Das vorsichtige Fillen des Darms mit gekiihlter NaCl-Lésung: Dies verhindert das
Kollabieren der gegenlberliegenden Darmwande bei leerem Darm (Jordan et al.,
1998).

- Das Spillen des Darms mit NaCl-Losung: Hierbei soll lediglich die adhéarente
Mukusschicht erhalten bleiben (Varum et al., 2010). Ein vergleichbares Verfahren ist
die Gabe von Laxanzien vor der Totung (siehe Kapitel 2.5.2).

- Das Fixieren des Gewebes auf einer Unterlage: Dies verhindert das Einrollen der
Darmwand (Otto, 1983).

Eine Fixierung des Probenmaterials ohne vorhergehende Praparation ist ebenfalls
durchfihrbar, wird in der Literatur jedoch selten beschrieben (Bontempo et al., 2006, Le Bon
et al., 2010).

2.5.6 Fixierung des Probenmaterials

Das Ziel einer Fixierung ist der Erhalt des Gewebes in seinem momentanen Zustand. Der
Begriff Fixierung steht sowohl fir die Fixierung von Gewebeproben als auch fir die Fixierung
von Gewebeschnitten. Eine Fixierung von Gewebeschnitten kann z. B. nach Erstellen eines
Gefrierschnittes im Kryostat durchgefiihrt werden. Dies kann als Postfixierung bzw.
Postfixation bezeichnet werden (Mulisch und Welsch, 2010). Postfixationen respektive
Nachfixationen sind Fixationen, die zusatzlich an bereits fixiertem Gewebe stattfinden
(Irintscheff und Davidoff, 1981, Lang, 2006). Der Begriff Fixation wird haufig als Synonym fiir
Fixierung sowohl von Gewebeproben (Titlbach, 1968, Callies, 2012, Ivemark et al., 2013) als
auch Gewebeschnitten (von Deimling, 1964, Irintscheff und Davidoff, 1981, Strehle, 2004)
verwendet.

In dieser Arbeit wird in der Konsequenz der Begriff Fixierung bei Gewebeproben verwendet,
dagegen der Begriff Fixation respektive Postfixation fir Gewebeschnitte.

Die Fixierung der Gewebeproben ist notwendig, um post mortem Prozessen, z. B. der
Autolyse entgegenzuwirken. Es gibt grundsatzlich zwei Mdglichkeiten der Fixierung: die
physikalische und die chemische Fixierung.

Die physikalische Fixierung erfolgt z. B. durch Trocknung, durch Hitze oder durch Kalte
(Mulisch und Welsch, 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde die Fixierung durch Kalte
aufgrund des minimal invasiven Einflusses auf das Gewebe gewahlit. Diese Fixierung wird
als Gefrierfixierung bezeichnet (Mulisch und Welsch, 2010). Schnelle Methoden, z. B. durch
Gefrieren mit flissigem Stickstoff, werden verwendet (Jordan et al., 1998, Rieger J. et al.,
2016), da der Mukus sehr instabil ist. Kombinationen wie Stickstoff mit Isopentan kommen
ebenfalls zur Anwendung (Sakata und Engelhardt, 1981, Ota und Katsuyama, 1992, Mulisch
und Welsch, 2010). Die Verwendung von Isopentan wird genutzt, um das Leidenfrost’sche
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Phanomen zu umgehen. Hierbei handelt es sich um die Bildung eines Gasmantels um das
Probengewebe und somit einer Isolierung, die zu einer verzdgerten Fixierung der Proben
fuhrt (Lang, 2006).

Der Vorteil von Stickstoff gegentiber anderen Fixierungen besteht in der Verhinderung von
Mukusschrumpfungen (Mulberger, 2013) bzw. der Verhinderung der Dehydration von
Gewebe (Varum et al., 2010). Eine vorherige Ummantelung des Probengewebes mit
TissueTek (liboshi et al., 1994) (O.C.T.compound, Sakura Finetek 4583) oder Lebergewebe
liefert anschlieBend, beim Anfertigen der Gefrierschnitte zusatzliche Stabilitat (Jordan et al.,
1998).

Werden die gefrorenen Proben nicht umgehend weiterverarbeitet, erfolgt die Lagerung der
Gewebeproben nach Gefrierfixierung bei -80 °C im Gefrierschrank. Da laut Definition die
Fixierung auf den ,Erhalt® von Gewebe zielt, ist der Begriff Stickstofffixierung fragwiirdig.
Stickstoff erzeugt keine dauerhafte chemische Veranderung des Gewebes und kdnnte somit
als eine Konservierung betrachtet werden. Dennoch wird der Begriff Gefrierfixierung oder
auch Kryofixation in der Wissenschaft Ublicherweise verwendet (Mulisch und Welsch, 2010,
Biemann et al., 2012).

Bei der chemischen Fixierung werden in der Regel Immersions-, Injektions- oder
auftropfende Fixierungen verwendet. Immersionsfixierungen stellen chemische Ldsungen
dar, in denen Gewebestlicke eingetaucht werden (Mulisch und Welsch, 2010). Es gibt reine
Fixierungen wie die Verwendung von Ethanol (Ota und Katsuyama, 1992) aber auch
Lésungen wie Carnoy (Ota und Katsuyama, 1992, Matsuo et al, 1997, Callies, 2012),
Methacarn (Johansson et al., 2008, Johansson et al., 2011a), Bouin (Johansen und Kay,
1969, Ota und Katsuyama, 1992, Le Bon et al., 2010) und Formalinlésungen (Ota und
Katsuyama, 1992, Sakamoto et al., 2000, Bontempo et al., 2006, Di Giancamillo et al.,
2008). Die Temperatur der Fixierung kann als zuséatzliche Komponente Berlcksichtigung
finden (Jordan et al., 1998, Callies, 2012). In der Regel werden die Proben nach chemischer
Fixierung dehydriert und in Paraffin eingebettet. Methacarn ist das derzeit bevorzugte Mittel
fur die chemische Fixierung des Mukus, da es gegenlber der herkdmmlichen Fixierung
mittels Carnoy (Chloroform, Ethanol, Eisessig) Ethanol durch Methanol ersetzt. Dadurch wird
einer Proteinvernetzung und somit dem Kollabieren des Mukus entgegengewirkt (Johansson
et al., 2011a). Die Ergebnisse von Methacarn-fixierten Proben sind mit in vivo-Messungen
vom Mukus vergleichbar, allerdings muss darauf geachtet werden, dass der Darminhalt bei
der Gewebeentnahme sowie der Gewebepraparation nicht entfernt wird (Johansson et al.,
2011a). Die erstmalige Beschreibung der Fixierung durch Methacarn erfolgte 1970 (Puchtler
et al., 1970).

In der Literatur finden auch Kombinationen von Fixierungen Anwendung. Dabei erfolgt z. B.
nach der Gefrierfixierung durch Stickstoff die Stabilisierung der Proben in flissigem Agar und
anschlieRend eine Postfixierung in Carnoy (Pullan et al., 1994).

Neben den genannten Fixierungen existieren Untersuchungen an unfixierten Proben. Dabei
erfolgt eine direkte Farbung mit PAS. Die Proben werden anschlieRend unter einem
invertierten Mikroskop ausgewertet (Kerss et al., 1982).

2.5.7 Schneiden der Gewebeproben

Nach der Probenfixierung erfolgt das Schneiden der Proben. Je nach Fixierung
unterscheidet sich das methodische Vorgehen.

1. Bei physikalischen Fixierungen, wie z. B. Gefrierfixierungen durch Stickstoff, werden die
Proben im Kryostat geschnitten. Messer und Blockhalter befinden sich in einem ca. -20
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°C kaltem Raum. Nach dem Schneiden werden die Schnitte direkt auf einen
Objekttrager aufgezogen und anschlieRend dehydriert (Sakata und Engelhardt, 1981).

2. Bei chemischen Fixierungen werden die Proben in Paraffin eingebettet. Die
Paraffinblécke kénnen an einem Mikrotom geschnitten werden. Dies wird in der Regel
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dem Schneiden werden die Schnitte in ein
Wasserbad verbracht, welches destilliertes Wasser enthalt und eine Temperatur von 37-
40 °C aufweist. AnschlielRend werden die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und
getrocknet (Callies, 2012).

Fur beide Fixierungsmethoden wird eine geeignete Schnittdicke gewahlt. Grundséatzlich gilt:
je dicker der Schnitt, desto einfacher ist das Schneiden aber desto ungenauer die Messung,
da histologische Strukturen schlechter charakterisiert werden kénnen (Mulisch und Welsch,
2010). Gangige Schnittdicken bewegen sich beim Mikrotom zwischen 2-7 ym (Matsuo et al.,
1997, Bontempo et al., 2006, Le Bon et al., 2010, Callies, 2012) und beim Kryostat zwischen
5-20 um (Ota und Katsuyama, 1992, Jordan et al., 1998, Varum et al., 2010).

2.5.8 Auswahl der Objekttrager

Das Aufziehen der Schnitte erfolgt auf Objekttrdgern in verschiedenen ISO-normierten
Ausfiihrungen. Es existieren z. B. silanisierte und nicht-silanisierte Objekttrager, wobei
erstere durch freie Sialinsduren eine bessere Bindung zum Gewebeschnitt eingehen kénnen.
Weitere Variationen ergeben sich aus der Beschichtung der Objekitrager mit einer
Celloidinlésung (Mulisch und Welsch, 2010), einer poly-L-Lysin Beschichtung (Matsuo et al.,
1997) oder einer Albuminpraparation (Sakata und Engelhardt, 1981).

2,59 Trocknung und weitere Behandlung der histologischen Schnitte

Gefrierschnitte kdnnen nach Aufziehen auf den Objekttréger getrocknet werden. Dieser
Schritt wird in der Literatur selten detailliert beschrieben. Vermutlich ist die haufigste
Methode die Lufttrocknung (liboshi et al., 1994). Weitere Mdglichkeiten bestehen in dem
Betropfen des Objekttragers mit Aceton oder Methylalkohol (Sakata und Engelhardt, 1981),
der Schnitttrocknung im Warmeschrank bei 40 oder 60 °C (Mulisch und Welsch, 2010) oder
die Trocknung auf einer Hitzeplatte (Rieger J. et al., 2016). Gefrierschnitte kénnen nach der
Trocknung zusatzlich chemisch nachfixiert werden (Irintscheff und Davidoff, 1981, Strehle,
2004, Frey et al., 2013). Eine direkte Farbung ohne Fixation ist bei Gefrierschnitten ebenfalls
moglich (Mulisch und Welsch, 2010). Die Postfixation der Gefrierschnitte kann in flissigen
Medien wie 4%iger NBF-L6sung, 100%igem Ethanol (Jordan et al., 1998), Celloidinlésungen
(liboshi et al., 1994) oder in gasformigen Medien wie Paraformaldehyddampf (Sakata und
Engelhardt, 1981, Jordan et al., 1998) erfolgen. Je nach verwendeter Postfixation ist eine
Aufbewahrung der Schnitte vor der Farbung mdglich oder eine unmittelbar daran
anschlieRende Farbung notwendig. Die Kombination der Postfixationen von Ethanol und
modifizierter Bouin-Lésung fiihrt zum guten Erhalt von Becherzellen mit intakten Vesikeln die
mit Mukus gefillt sind (Rieger J. et al., 2016).

Bei chemisch fixierten Proben erfolgt nach Herstellung der Gewebeschnitte das
Entparaffinieren. Es existieren hierfur Standardprotokolle (Mulisch und Welsch, 2010). Nach
der Entparaffinierung erfolgt die Farbung.
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2.5.10 Farbung der histologischen Schnitte

Farbungen der Muzine konnen spezifisch Uber anti-MUC Antikdrper erfolgen oder
unspezifisch lber bestimmte Komponenten des Muzins. Hierbei existiert eine Vielzahl von
Farbungen, die zur Variation der gemessenen Mukusschicht fiihren kann (Jordan et al.,
1998, Varum et al., 2010). Nachfolgend werden die flr die vorliegenden Untersuchungen
wichtigen Farbstoffe bzw. Techniken komprimiert beschrieben.

Alcianblau (AB)

AB farbt saure Proteoglykane an. Dadurch ist eine Anférbung des Proteingeriists von MUC2
moglich (Mulisch und Welsch, 2010). So farbt AB bei pH 2,5 carboxylierte und sulfatierte
Proteoglykane (Mowry und Winkler, 1956). Bei pH 1 sind carboxilierte Proteoglykane nicht
mehr negativ geladen und somit kdnnen sulfatierte Proteoglykane selektiv angefarbt werden
(LEV und SPICER, 1964).

Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)

PAS farbt Strukturen mit hohem Kohlenhydratanteil und somit neutrale Muzine an
(McManus, 1948). In einer Studie von Jordan et al. (1998) fuhrte die Modifikation der
verwendeten Postfixation des PAS-Farbeprotokolls zu einer Verdopplung der gemessenen
Mukusschicht.

Lektine

Lektine sind kleine Peptide, die selektiv spezifische Kohlenhydrataste markieren (Mulisch
und Welsch, 2010). Im Vergleich mit herkdmmlichen Farbungen wie AB und PAS eignen sich
Lektine ebenfalls zur Anfarbung der Mukusschicht (Ota und Katsuyama, 1992, Sakamoto et
al., 2000, Callies, 2012). Ein besserer Zugang zur Bindungsstelle firr Lektine ist durch eine
vorherige Behandlung mit Neuraminidase oder mit Enzymverdau erreichbar (Mulisch und
Welsch, 2010). Das Potenzial auf dem Gebiet der Lektinfarbungen ist noch grof3,
insbesondere mit Blick auf die Charakterisierung der Glykolisierungen der Muzine (Callies,
2012).

Neben den aufgeflihrten Farbungen existieren weitere zur Differenzierung der Seitenketten
der Muzine, mit High Iron Diamin-Alcianblau (Matsuo et al., 1997, Bontempo et al., 2006)
sowie unspezifische Farbungen mittels Astrablau oder HE (Varum et al., 2010).

Auch Kombinationsfarbungen mit AB-PAS (Swidsinski et al., 2007, Callies, 2012) oder HE-
PAS sind gangige Varianten und werden in wissenschaftlichen Untersuchungen
angewendet.

2.5.11 Auswertung der Mukusschichtdicke

In der Regel erfolgt die Auswertung der Schleimdicke an zehn (Ota und Katsuyama, 1992,
Jordan et al., 1998, Bontempo et al., 2006) bis zu 40 (Le Bon et al., 2010, Varum et al.,
2010) Messpunkten. Dabei wird die Dicke des Schleims senkrecht zum Epithel gemessen
(Callies, 2012). Eine andere Variante der Mukusdickenmessung, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersucht wird, ist die Messung der Flache der Mukusschicht, die durch
die Lange des darunterliegenden Epithels dividiert wird. Hierbei wird die sezernierte
Mukusschichtdicke berechnet. Dieses Verfahren ist aufwendiger aber vermutlich
mathematisch praziser. Es existiert bereits ein vergleichbarer Ansatz, bei dem ein Verhaltnis
zwischen Mukus und Villusflache gebildet wird (Sakamoto et al., 2000). Diese Methode
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ergibt jedoch ein Verhaltnis, kein somit nicht fir eine

Mukusdickenmessung geeignet.

Langenmal® und st

In der nachfolgenden Tabelle 4 werden Ergebnisse von Messungen der Mukusdicke im
Verdauungstrakt verschiedener Spezies aus der Literatur zusammenfassend dargestelit.

Tabelle 4: Ergebnisse von Messungen der Mukusdicke im Verdauungstrakt verschiedener

Spezies
Spezies Mukusdicke Mukusdicke Fixierung Quelle
P Diinndarm ' (um) Dickdarm " (um) der Proben
(]
E Innere: 2114 (K) Wilodarska et al.,
S ! Auere: - Methacam — 2015)
e Innere: 15£2 Innere: 116£51 Z:’Ci(\g/o Atuma et al.,
© AuRere: 108+5 (J) AuRere: 714+109 (K) (2001) 2
Messung)
Innere: 7,0£3,7 Matsuo et al.,
- / AuBere: 34,418.9 (ak) | "2 @M 4gq7)
[*] C .
a Swidsinski et al.,
é / 56421 Carnoy (2 h) (2007) >
\ Pullan et al.,
+
/ 107448 Keine (1994)
Innere: 2,9+0,09 / 4%Formalin- = Bontempo et al.,
AuRere: - (1) |6sung (24h) | (2006)
Innere: 2,95 Innere: 1,54 4%Formalin- | Di Giancamillo
.% AuRere: - (1) AuRere: - (2) I6sung (24 h) et al., (2008)
s Innere: 3,15+0,05 . Le Bon et al.,
= .
& Aulere: - / Bouin (24 h) (2010)
. Varum et al.,
+ +
28,6+13,7 (J) 31,9417,6 (aK) Stickstoff (2010) *

493 (J)

19151,7 (K)

Carnoy (2 h)

Callies, (2012) ®

" Jejunum, K: Kolon, I: lleum, aK: aszendierendes Kolon, Z: Zakum

2Die Tiere haben 18-24 h vor der Probenentnahme gefastet und erhielten Wasser ad libitum

3 Bei annahrend der Halfte aller Patienten (12 von 25) war kein Mukus zu finden
* Die Schweine wogen 100 kg (n=3), der Darm wurde gespiilt, es folgte eine HE Farbung und ein deutlicher

Substanzverlust beschrieben
5 Die Tiere erhielten ein Laxanz vor der Probenentnahme (im Jejunum), nur wenige Proben erhielten messbaren

Mukus

Die Vielzahl der angewandten Methoden zur Mukusdarstellung sowie die variierenden

Ergebnisse der

Mukusschichtdicke in
Schwierigkeiten bei der Vergleichbarkeit dieser Messungen.

den

jeweiligen

Studien verdeutlichen die

Hieraus lasst sich die Notwendigkeit einer standardisierten Methodik ableiten.
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2.6 Rolle des Spurenelements Zink im Gastrointestinaltrakt

Dem Spurenelement Zink werden vielfaltige Funktionen im Organismus zugeschrieben.
Einerseits ist Zink ein unverzichtbares lon fiir eine Vielzahl von Enzymen (Riordan, 1976).
Andererseits hat Zink schitzende Effekte auf die Zellmembran durch Verlagerung von
redoxaktiven Metallen (Srivastava et al., 1995) oder durch Reduktion der Anzahl von E. coli,
Clostridium spp., Lactobacillus spp. im Darm von Absetzferkeln (Hu et al., 2012, Pieper et
al., 2012b, Hu et al., 2013, Starke, 2014).

Die empfohlene Konzentration von Zink im Futter ist von der Tierart, dem Alter des Tieres
sowie von den Komponenten des Futtermittels abhangig. Das National Research Council
empfiehlt bei Futter, das Phytat enthélt, eine Konzentration von 80 mg Zn je kg Futter (NRC,
2012). Dies gilt bei der ad libitum-Fitterung von Absetzferkeln. Ein direkter Einfluss von
Kalzium auf die Zinkresorption ist nicht nachgewiesen. Vielmehr spielen Komplexierungen
mit Kalzium und Phytinsaure eine Rolle (Larsen und Sandstrom, 1993).

Aufgrund der Umweltbelastung, die durch den Eintrag zinkhaltiger Giille entstehen kann
(Weber, 2012), hat die Europaische Union seit 2003 eine maximale Dosis von 150 mg Zn je
kg Futter mit 88 % Trockensubstanz beim Schwein vorgesehen (EU, 2003a).

Die wirtschaftlichen Verluste durch Diarrhoen bei Absetzferkeln sind weltweit von grofRer
Bedeutung fir die Ferkelproduktion. Einer der Hauptursachen dafir sind enteropathogene E.
coli (Sojka et al., 1960, Fairbrother et al., 2005, Hu et al., 2013). Seit dem Verbot der EU im
Jahr 2006, antibiotische Leistungsférderer als Futtermittelzusatzstoff zu verwenden (EU,
2003b), wird nach Alternativen gesucht, um Diarrhoe bei Absetzferkeln zu bekdmpfen. Die
Versorgung von Absetzferkeln mit hohen Mengen an Zink ist dabei weltweit eine der
favorisierten Methoden, in der Europaischen Union allerdings als Futtermittelzusatzstoff nicht
zulassig. In einigen Landern gibt es davon abweichende Regeln.

Zink erweist sich als gesundheitsstabilisierend und leistungsférdernd (Zentek et al., 2007).
Es ist eines der wichtigsten Spurenelemente im Saugetier (Schroeder et al., 1967), besitzt
Uber 300 Co-Enzymfunktionen und hat Einfluss auf Transkriptions- und Translationsebenen
in der Zelle (Zentek et al., 2007).

Die nachfolgende Tabelle 5 fasst einige der vielfaltigen Einfllisse von Zinksupplementen
zusammen.
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Tabelle 5: Effekte der Fiitterung hoher Dosen Zink auf Ferkel nach dem Absetzen '

Parameter Effekt

verfiitterte
Zinkkonzentration
(mg ZnO/kg Futter)

Quelle

Erhohte Futteraufnahme, erhdhtes Wachstum 2
Wachstumsrate

2425; 2500; 3000; 100;
2000; 3000

Carlson et al., (1999),
Mavromichalis et al.,
(2000), Hu et al., (2013),
Martin et al., (2013a),
Martin et al., (2013b)

Holm, (1990), Hu et al.,

Reduzierte Durchfallraten beim Absetzen 3200; 2000 (2013)
Abnahme der jejunalen Transporter fur Zn-Aufnahme
(ZIP4) .
- . . Martin et al., (2013a),
Zunahme der jejunalen Tran.spo.rter fur Zn-Abgabe (;nT1) 2425; 2500 Martin et al.. (2013b)
Zunahme der Zn Konzentration in der Ingesta im Jejunum
Zunahme von Metallotheonein im Jejunum 2
Zink-Homoostase
Anstieg der Zinkausscheidung tiber Urin und Faeces 3000 Case und Carlson, (2002)

Anstieg der Zinkkonzentration in Leber, Niere, Milz,
Pankreas, Knochen und Serum

2500; 2500; 3000

Jensen-Waern et al.,
(1998), Case und Carlson,
(2002), Martin et al.,
(2013b)

Zunahme der Villuslange sowie Steigerung des Verhaltnis

Li et al., (2001), Hu et al.,

3000; 2000
Villuslange:Kryptentiefe nach dem Absetzen * (2012)
Darmmorphologie Zunahme der Schleimhautdicke im Dinndarm 3000 Li et al., (2001)
Zunahme der Flache an Becherzellen mit neutralen und 2500 Hedemann et al., (2006)

sauren Muzinen im Dickdarm
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Reduktion der Bakterien im Mesenteriallymphknoten 3000 Huang et al., (1999)
Erhghung dgr Diversitat der coliformen mikrobiellen 2500 Katouli et al., (1999)
Besiedlung im Darm
lleale Erhéhung von: Weissella spp., Leuconostoc spp.,
Streptococcus spp. 3000 Vahjen et al., (2010)
lleale Verringerung von: Sarcina spp., Neisseria spp.
Reduktion der Laktobazillen im Darm, kurzfristige
Effekte auf die Reduktion der Enterobakterien 2425 Starke, (2014)
intestinale Reduktion bakterieller Metabolite im Darm
Mikrobiota Reduktion von Anaerobiern im lleum
Anstieg der Coliformen in Kolon und Caecum 2500 Hgjberg et al., (2005)
Anstieg der Enterokokken im gesamten Darm
Reduktion von Clostridium spp. im Darm 2500; 2000 Pieper et al., (2012b), Hu et
al., (2013)
Steigerung multi-resistenter E. coli im Darm 2500 Bednorz et al., (2013)
Reduktion von E. coli ®im Darm 2000 Hu et al, (2012), Hu et al,
(2013)
Abnahme der Expression der mRNA von IFN-y, TNF-a im
Jejunum
2000 Hu et al,, (2013
Zunahme der Expression der mRNA von TGF-3 und IL-10 . ( )
Immunantwort im Jejunum : e :
Abnahme der relativen Haufigkeit der yd T-Zellen im Darm .
s ) .6 2425 Liu et al., (2014a)
Niedrigere Expression von B-Defensin 3
Abnahme der relativen Haufigkeit der CD8" yd Zellen im 2425 Liu et al., (2014b)

Darmepithel
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Reduktion des Plasma-D-Laktats und der Aktivitat der

Physiologie

Abnahme der parazelluldren Permeabilitat

2000 Hu et al., (2012
Diaminoxidase (bedeutet parazelluldre Permeabilitat sinkt) uetal, ( )
Héhere Aktivitat bestimmter Enzyme im Pankreas ’ 2500 Hedemann et al., (2006)
Erhéhung der Aktivitat der intestinalen alkalischen 2500 Martin et al., (2013b)
Phosphatase

2000 Hu et al., (2013)

" modifiziert nach Liu (2014)
2 Eine Studie zeigte keine Effekte auf die durchschnittliche Tageszunahme (Li et al., 2001)

® Der mRNA und des Proteins
4 Andere Studien zeigten keine Effekte (Mavromichalis et al., 2000, Hedemann et al., 2006, Liu et al., 2014a)

SE. coli Reduktion war in einer anderen Studie nicht nachweisbar (Jensen-Waern et al., 1998)

€ jedoch nur bei 2425 mg Zn je kg Futter, die mittlere Zinkdosis (164 mg Zn je kg Futter) filhrte zur maximalen Expression

"Der Amylase, der Carboxypeptidase A, des Chymotrypsin, des Trypsin, und der Lipase
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2.7 Fazit

Die Tierproduktion hat sich wachsenden gesundheitlichen Anforderungen zu stellen. Dabei
spielt die Tiergesundheitsvorsorge Uber eine optimierte Erndhrung eine zentrale Rolle. Zur
Prophylaxe von Durchfallerkrankungen bei Absatzferkeln wird auch die vorsorgende
Verwendung von Futtermittelzusatzstoffen untersucht, zu denen das Spurenelement Zink
gehort.

Zink besitzt nachweislich vielfaltige Funktionen im Organismus, wobei deren Mechanismen
haufig nur unzureichend geklart sind. Die Fltterung bedarfsiiberschreitender Mengen dieses
Spurenelements hat durch seine positiven Effekte auf Korpermassenzunahmen bei
Absetzferkeln und seine antidiarrhoischen Effekte als Futtermittelzusatzstoff Interesse
sowohl auf Seiten der Forschung als auch der Wirtschaft geweckt. Jedoch werden auch
negative Auswirkungen auf die Mikrobiota im Darm von Ferkeln beobachtet.

Es ist durchaus denkbar, dass Zink direkt und indirekt Einfluss auf die Menge oder
Zusammensetzung von intestinalen Mukus nimmt.

In den letzten Jahrzehnten ist die Erforschung des Mukus im Verdauungsapparat in den
Fokus medizinischer Betrachtungen gerickt. Hierbei ist ein deutlicher Mangel an definierten
Untersuchungsprotokollen und verlasslichen Messdaten flir das Schwein zu verzeichnen.

Bis heute stellt die histologische Darstellung der Mukusschicht arbeitstechnisch eine
Herausforderung dar. In vivo-Untersuchungen des Mukus von Nagern ergaben auswertbare
und aussagekréftige Ergebnisse. Jedoch sind sowohl die Materialkosten als auch der
technische Aufwand vergleichsweise hoch. Ex vivo-Untersuchungen zum Mukus lieferten
allerdings Uber viele Jahre nur unzureichende Ergebnisse. Die Verwendung der
Methacarnfixierung bietet hierbei eine relativ erfolgreiche Methode. Daneben existieren
jedoch auch andere vielversprechende Fixierungen. Unabhangig von der Auswahl der
Fixierung sind weitere histologische Arbeitsschritte sowie der Umgang mit dem
Ausgangsmaterial entscheidend fur den Erhalt des Mukus und damit fir dessen Darstellung.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung einer geeigneten Methode zur Darstellung
der Mukusschicht beim Schwein. Dazu wurden an ausgewahlten histologischen
Arbeitsschritten verschiedene Methoden miteinander vergleichend betrachtet.

Darlber hinaus war es das Ziel, den Zusammenhang unterschiedlicher Zinkaufnahmen auf
die Mukusschichtdicke sowie weitere morphologische und molekularbiologische Parameter
zu untersuchen.
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3. Kapitel Ill: Material und Methoden

3.1 Versuchsplan, Tiere und Haltung

Far die vorliegenden Untersuchungen (Anzeigenummer: A 0100/13) wurden Proben von
Absetzferkeln verwendet, die Teil einer Fltterungsstudie des Instituts fir Tiererndhrung an
der Freien Universitat Berlin waren. Die jeweils acht friih abgesetzten Aufzuchtferkel (vier
Borge, vier weibliche Tiere) wurden gleichmaRig auf drei Versuchsgruppen mit und ohne
Zulage von Zinkoxid in unterschiedlichen Dosierungen aufgeteilt. Details des
Versuchsplanes sind in Tabelle 6 ausgewiesen.

Tabelle 6: Charakterisierung der Versuchsgruppen

Versuchsgruppe A B Cc
Versuchstiere (n) 8(43;49) 8(43;49) 8(43;49)
Zinkoxid 75%ig (mg/kg Futter) 0 133 1330

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 24 gesunde, frih abgesetzte Ferkel (DANZucht
x Piétrain) im Alter vom 25. bis 38. Lebenstag, davon 12 Tiere weiblich und 12 Bérge. Die
Séaugeperiode betrug im Mittel 25 Tage (24 bis 28 Tage). Wahrend der Sdugeperiode wurde
den Ferkeln kein Ergéanzungsfuttermittel angeboten. Die Tiere stammten aus einem
Zuchtbetrieb in Brandenburg. Nach dem Absetzen wurden die Ferkel in zwei klimatisierte
Ferkelaufzuchtstalle gleicher Bauart (Vollspalten-Flatdeck, Grundflache: 3,4 m?) eingestallt
und auf die einzelnen Versuchsgruppen unter Beriicksichtigung der Geschlechterverteilung
mit je zwei Ferkeln je Einzelbucht zuféllig verteilt. Die Flatdecks waren mit je einer
Schalentranke und einem Breifutterautomaten (B-Breifutterautomat, Siepmann GmbH,
Herdecke, Deutschland) ausgestattet. AuRerdem wurde Beschaftigungsmaterial in Form von
Plastikballen und Spielketten angeboten. Die Einzelbuchten waren durch Kunststoffscheiben
getrennt, sodass ein Sicht- aber kein direkter Kontakt zu anderen Gruppen méglich war. Die
Stalltemperatur lag iber dem gesamten Versuchszeitraum bei 28 °C. Die relative Luftfeuchte
lag im Mittel bei ca. 58 %. Die Liftung wurde auf 0,6 m/s gehalten. Das
Beleuchtungsprogramm gewabhrleistete 16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit.
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3.2 Fiitterung der Versuchstiere und Futterzusammensetzung

Die Aufzuchtperiode betrug zwei Wochen. Hierbei wurden ein Alleinfuttermittel sowie Wasser
ad libitum angeboten. Die Basismischung orientierte sich an den Bedarfsempfehlungen der
Gesellschaft fur Erndhrungsphysiologie (GfE, 2006). Die Zusammensetzung einschlieRlich
der Energie- und Nahrstoffgehalte des Futters sind in Tabelle 7 dargestellt. Die
Basismischung wurde in Ganze hergestellt und anschlieend in die jeweiligen Partien zu je
100 kg aufgeteilt. Diesen wurde in Gruppe A kein Zinkoxid, in Gruppe B 133 mg/kg Zinkoxid
75%ig und in Gruppe C 1330 mg/kg Zinkoxid 75%ig im Austausch mit Sipernat (hochreines
Siliziumdioxid) zugemischt. Der als Kontrolle vorgesehenen Partie (Gruppe A) wurde als
Gewichtsaquivalent  ausschlielich ~ Sipernat zugemischt. Die Herstellung der
Versuchsmischungen erfolgte im institutseigenen Mischfutterbetrieb (Anerkennungsnummer:
oDE-BE-100001; Registriernummer DE-BE-100001). Der Basismischung wurden mit
Ausnahme der zu priifenden Produkte sowie der Aminosauren, Spurenelemente und
Vitamine keine weiteren Futtermittelzusatzstoffe zugesetzt.
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Tabelle 7: Berechnete Rationszusammensetzung und Inhaltsstoffe der Basismischung des
Futters (Alleinfutter fur Aufzuchtferkel: 25. bis 38. Lebenstag)

Zusammensetzung Menge (g/kg)
Optigrain 266
Sojaextraktionsschrot (44 % Rp) 190
Gerstenschrot 170
Weizenschrot 145
Mais 97,0
Sprihmagermilchpulver 70,0
Kohlensaurer Futterkalk 14,0
Mineralst.-Vit.-Vormischung ohne Zn ? 12,0
Sojadl 12,0
Monocalciumphosphat 10,5
Titandioxid 4,50
L-Lysin HCI 3,20
DL-Methionin 2,20
L-Threonin 1,90
Sipernat 1.33-0
Zinkformulierungen 0-1.33
Inhaltsstoffe Berechneter Gehalt (g/kg)

ME 3 13,3 (MJ/kg)
Rohprotein 194
Lysin 12,5
Methionin 5,40
Methionin + Cystin 7,50
Threonin 8,20
Tryptophan 2,50
Rohfaser 30,3
Rohfett 31,6
Rohasche 55,0
Calcium 8,80
Phosphor 6,60
Natrium 2,20

! Gereinigtes und hydrothermisch behandeltes Getreidegemisch: 50 % Weizen, 25 % Gerste, 25 % Mais

2 Gehalte je kg Pramix: 400.000 IE Vit. A; 120.000 IE Vit. Ds; 8000 mg Vit. E (a-Tocopherolacetat); 300 mg Vit.
Ks; 250 mg Vit. B1; 250 mg Vit. B2; 2500 mg Nicotinséure; 400 mg Vit. Bs; 2000 pg Vit. B12; 25000 pg Biotin;
1000 mg Pantothensaure; 100 mg Folsaure; 80000 mg Cholinchlorid; 2000 mg Fe (Eisen-ll-carbonat); 6000 mg
Mn (Mangan-Il-oxid); 1200 mg Cu (Kupfer-ll-sulfat, Pentahydrat); 45 mg J (Calciumjodat, wasserfrei); 30 mg Co
(Kobalt-(Il)-sulfat, Heptahydrat); 35 mg Se (Natriumselenit)) 130 g Na (Natriumchlorid); 55 g Mg
(Magnesiumoxid)

3 Berechnet nach Empfehlungen der Gesellschaft fiir Ernahrungsphysiologie (GfE, 2008)

30



Kapitel 1ll: Material und Methoden

3.3 Futtermitteluntersuchung

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Futtermittel wurden auf ihre Rohnahrstoff- und
Mineralstoffgehalte sowie die Saurebindungskapazitat analysiert. Zur Bestimmung der
Rohnahrstoffe wurde die Weender-Analyse verwendet (Naumann et al., 2004). In Tabelle 9
sind die fur die Futtermitteluntersuchungen eingesetzten Gerate und Chemikalien aufgefihrt.
Die Futtermitteluntersuchungen erfolgten im Institut fiir Tiererndhrung der Freien Universitat
Berlin im Rahmen des Hauptversuchs.

3.3.1  Weender Analyse
Trockensubstanz (TS)

Die Bestimmung des TS-Gehaltes des Futters erfolgte durch Einwaage im Porzellantiegel
und Trocknung im Trockenschrank bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz. Nach Abkihlung im
Exsikkator auf Zimmertemperatur wurden die Proben anschlieRend erneut gewogen und der
resultierende Trockensubstanzgehalt berechnet.

Rohasche (Ra)

Fur die Bestimmung des Ra-Gehaltes wurden die Proben fiir neun Stunden im Muffelofen
bei 600 °C verascht und nach dem Abkuhlen im Exsikkator gewogen.

Rohprotein (Rp)
Fir die Bestimmung des Rp-Gehaltes erfolgte eine Messung des Stickstoffgehaltes des
Futters unter Verwendung eines Makro-Elementaranalysators.

Rohfett (Rfe)

Zur Rohfettanalyse wurde die Methode nach Naumann et al. (2004) modifiziert. Hierbei
wurde auf den Saureaufschluss verzichtet. Die Extraktion des Fettes erfolgte mit Petrolether
fir sechs Stunden nach Soxhlet. Im Anschluss erfolgt die Trocknung bei 80 °C im
Trockenschrank fiir eine Stunde. Nach der Abkiihlung wurde der Rfe-Gehalt anhand der
Gewichtsbestimmung des Probengefalfes mit und ohne Rohfett im Futter rechnerisch
bestimmt.

Rohfaser (Rfa)

Die Ermittlung des Rfa-Gehaltes erfolgte mit Hilfe eines Rohfaseranalysators. Die Proben
wurden zunachst in 1,25%iger Schwefelsdure gekocht, nach dem Absaugen der flissigen
Phase mit 1,25%iger Natronlauge versetzt und anschlieBend mit heiRem destilliertem
Wasser gespult. Daraus folgte die Entnahme der Glasfiltertiegel aus dem
Rohfaseranalysator. Diese wurden drei Minuten in Azeton geschwenkt und anschieRend bei
105 °C im Trockenschrank getrocknet. Nach Gewichtsbestimmung erfolgte das Veraschen
im Muffelofen bei 500 °C. Der Rohfasergehalt errechnete sich aus der Differenz der
Rohasche und des Inhalts der Glasfiltertiegel.

Stickstofffreie Extraktstoffe (NfE)
Der Gehalt an NfE wurde nach der Formel NfE = TS — (Ra + Rp+ Rfa + Rfe) bestimmt.
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3.3.2 Starke

Der Starkegehalt erfolgte mittels enzymatischen UV-Tests. Das Testprinzip basiert auf der
enzymatischen Spaltung von Starke zu D-Glukose. Durch weitere enzymatische
Umwandlungen der D-Glukose entsteht NADPH. Dieses ist als MessgroRe der durch
Hydrolyse der Starke gebildeten Menge an D-Glukose proportional. Die Messung von
NADPH erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 340 nm.

3.3.3  Mineralstoffbestimmung

Zur Bestimmung der Mineralstoffgehalte wurden die Futterproben bei 600 °C im Muffelofen
verascht und mit 6 ml Salzsaure (37-38%ig) sowie 20 ml destilliertem Wasser versetzt. Die
Proben wurden dann fir 50 Minuten bei 200 °C im Sandbad erhitzt. Nach Filtrierung durch
einen Faltenfilter wurden sie mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt. Die Gehalte an
Kalzium, Natrium und Zink wurden mittels Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. Zur
Bestimmung des Phosphorgehaltes wurden 500 pl der Aschelésung in 5 ml einer
Salpetersaurelésung (134 ml, w = 65 %) und den P-Komplexbildnern Ammoniumvanadat
(200 ml) und Ammoniummolybdat (200 ml) vermischt und anschlieBend auf 20 ml mit
destilliertem Wasser aufgefiillt. Phosphor reagiert im salpetersaurem Milieu mit einem gelben
Farbkomplex, dessen Extinktion photometrisch bei einer Wellenlange von 436 nm gemessen
wurde. Der Phosphorgehalt wurde anschlieBend unter Verwendung einer Eichkurve
bestimmt.

3.3.4 Saurebindungskapazitit

Zur Bestimmung der S&urebindungskapazitat wurden 10 g der Futterproben mit 90 ml
destilliertem Wasser versetzt. Nach Bestimmung des pH-Werts wurde die Suspension durch
die Zugabe von Salzsdure (1 mol/l) auf den pH-Wert 3 eingestellt. Die hinzugegebene
Menge (ml) der Salzsdure wurde mit 100 multipliziert. Hieraus berechnete sich die
Séaurebindungskapazitat und wurde als Millidquivalente (mEq) pro kg Futter angegeben.

Die analysierten Daten der Futterproben sind Tabelle 8 zu entnehmen.
3.3.5 Ergebnisse der Futtermittelzusammensetzung

Die Daten der Futtermitteluntersuchungen entsprachen den berechneten Mengen. Die
Ergebnisse sind der nachfolgenden Tabelle 8 zu entnehmen.
Die verwendeten Gerate der Untersuchungen sind in Tabelle 9 dargestellt.

32



Kapitel 1ll: Material und Methoden

Tabelle 8: Analysierte Nahrstoffgehalte (g/kg) im Alleinfutter der Absetzferkel

Gruppe A B C

Trockenmasse 925 927 930
Rohprotein 207 205 207
Rohfaser 32,7 33,0 32,8
Rohfett 31,8 31,5 32,0
Rohasche 55,6 63,3 62,1
Starke 325 327 330
Gesamtzucker 46,6 47,5 49,6
Calcium 8,90 9,00 8,80
Phosphor 6,50 6,60 6,70
Natrium 2,20 2,00 2,10
Zink 46,7 96,4 1090

Tabelle 9: Fir die Futtermitteluntersuchungen eingesetzte Gerate und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Geréte

Analysewaage: Typ Genius

Genius Sartorius AG Géttingen, Deutschland

Atomabsorptionsspektrometer vario 6

Analytik Jena GmbH Jena, Deutschland

Exsikkator: Typ Novus NS 24/29

Schott/Duran Mainz, Deutschland

Heraeus® Trockenschrank T5042

Heraeus Electronic Hanau, Deutschland

Makro-Elemetaranalysator: vario max CN

Elementar Analysesystem GmbH Hanau,
Deutschland

Muffelofen: Heraeus®Thermicon®P

Thermo Scientific Karlsruhe, Deutschland

Photometer: Ultraspec 2000

Pharmacia Biotech Freiburg, Deutschland

Rohfaser-Analysator: Ankom®® Fibre

Analyser

Ankom Technology Macedon, USA

Chemikalien

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat

Carl Roth GmbH&Co0.KG Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniummonovanadat

Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Natronlauge

Carl Roth GmbH&Co0.KG Karlsruhe,
Deutschland

Petroleumbenzin, reinst.

Merck, KGaA Darmstadt, Deutschland

Salpetersaure (65 %)

Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland

Salzsaure (37-38 %)

J.T.Baker Griesheim, Deutschland

Schwefelsaure (95-97 %)

J.T.Baker Griesheim, Deutschland
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3.4 Leistungsparameter der Versuchstiere

Die Aufzuchtferkel wurden zu Versuchsbeginn und anschlielend wochentlich buchtenweise
gewogen (DE Plattformwaage 36K10N, Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) und
hieraus die durchschnittiche Lebendmasseentwicklung je Tier berechnet. Der
Gesundheitszustand der Ferkel wurde taglich anhand klinischer Parameter
(Allgemeinbefinden, Entwicklungs-, Ernahrungs-, und Pflegezustand, Korperhaltung,
Verhalten und Kotkonsistenz) lberwacht. Die Dokumentation der um die Futterverluste
korrigierten Futteraufnahme je Tier und Bucht erfolgte ebenfalls auf der Grundlage der je
Bucht eingestallten Tiere. Fur die Berechnung des Futteraufwandes wurde die je Tier und
Bucht gemittelte Futteraufnahme und Zunahme herangezogen. Die Erfassung und
Bearbeitung dieser Daten erfolgten im Rahmen des Hauptversuchs durch Mitarbeit des
Instituts fUr Tiererndhrung der Freien Universitdt Berlin. Die Daten sind in Tabelle 10
komprimiert dargestellt.

Tabelle 10: Effekte unterschiedlicher Zinkverbindungen auf die zootechnischen Leistungen
der Absetzferkel

Versuchsgruppe A B C
Versuchstiere (n) ' 10(53;59) 10(53;59) 10(53;59)
Zinkoxid 75%ig (mg/kg) 0 133 1330

1. Versuchswoche
(25. - 31. Lebenstag)

Lebendmasse

- Beginn (kg) 6,75+ 1,09 6,74 £ 0,38 6,76 £ 0,38
- Ende (kg) 7,59+ 1,17 7,75+ 0,83 7,87 £ 0,64
Lebendmassezunahme (kg) 0,84 + 0,27 1,01 + 0,58 1,11+ 0,40
Futterverzehr (kg) 1,25+ 0,30 1,34 + 0,78 1,37 + 0,42
Futteraufwand * 1,52 £0,15 1,33 £ 0,05 1,27 £ 0,14

2. Versuchswoche *
(32. - 38. Lebenstag)

Lebendmasse

- Beginn (kg) 7,59 £1,17 7,75+ 0,83 7,87 £ 0,64
- Ende (kg) 8,88+ 1,14 9,56 + 0,69 9,47 + 0,56
Lebendmassezunahme (kg) 1,28 £ 0,22 1,81+0,33 1,60 £ 0,22
Futterverzehr (kg) 1,80 + 0,23 2,38+ 0,37 1,92 + 0,23
Futteraufwand 2 1,42 £ 0,15 1,32 £ 0,05 1,20 £ 0,05

"Pro Gruppe wurden fir diese Arbeit nur acht von zehn Tieren verwendet
2 kg Futter je kg Zunahme
3 Werte auf 38 Lebenstage korrigiert
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3.5 Sektionsgang und Probenentnahme

Zur Tétung wurden die Ferkel mit Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, 10%ig, Serumwerk
Bernburg Ag, Deutschland) und Azaperon (Stresnile, Jansen- Cilag, Neuss, Deutschland)
intramuskular (0,25 ml/ 0,05 ml pro kg KM) tief narkotisiert. Im Anschluss erfolgte die
intrakardiale Gabe eines Kombinationspraparates bestehend aus Tetracainhydrochlorid,
Mebezoniumiodid und Embutramid (T61®, Intervet, Unterschleiheim, Deutschland). Direkt
nach Eintreten des Todes wurde die Bauchhodhle eréffnet und das gesamte Darmkonvolut
vorsichtig entnommen. Der Darm wurde zugig von seiner Aufhdngung am Mesenterium
gelést und Probenmaterial vom mittleren Jejunum und aszendierenden Kolon entnommen.
Aufgrund der hohen Labilitit des Mukus wurden mechanische Manipulationen des
Probenmaterials vermieden bzw. auf ein Minimum reduziert. Fur die vorliegende Arbeit
wurden jeweils drei Proben vom mittleren Jejunum und vom mittleren Teil des
aszendierenden Kolons genommen. Davon wurden jeweils eine Probe von Jejunum und
Kolon fiur die Bestimmung der mRNA-Expression mittels PCR, jeweils eine fir die
histologischen Gefrierfixierungen sowie eine fir die histologisch-chemischen Fixierungen
verwendet.

Molekularbiologische Untersuchung

Fir die molekularbiologische Untersuchung mittels PCR erfolgte eine Probenentnahme von
ca. 5 cm GroRe des Jejunums und des Kolons. Die Proben wurden in kaltem NaCl gespdilt,
anschlieRend in Alufolie eingewickelt und beschriftet. Diese wurden dann umgehend durch
Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff eingefroren. Die Lagerung des Probenmaterials erfolgte
bei -80 °C bis zur Weiterverwendung.

Histologische Gefrierfixierung

Fur die Gefrierfixierung wurde je eine Proben des Jejunums und des Kolons von ca. 5 cm
entnommen. Das Probenmaterial wurde nicht gespllt. Die Proben wurden auf vorgefaltete
Alufolie abgelegt. Danach folgte eine grofRziigige Gabe von TissueTek® (O.C.T.™
Compound, Sakura Finetek, Staufen, Deutschland) um die Serosa herum. Dadurch wurde
eine hohere Stabilitdt des zu schneidenden Probenmaterials erreicht. AnschlieRend erfolgte
das Einfrieren der Proben mittels flissigem Stickstoff (Gefrierfixierung). Die gefrorenen
Proben wurden bei -80 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.

Histologisch-chemische Fixierung

Fir die chemische Fixierung wurden Proben von ca. 8 cm des Jejunums und des Kolons
entnommen. Es folgte keine Spllung der Proben. AnschlieRend wurden die Proben mittels
langer scharfer Klinge (Trimming Klingen 130 mm, FEATHER®, Osaka, Japan) halbiert. Eine
Halfte wurde direkt als geschlossenes Darmrohr fiir zwei Stunden in 4 °C kaltes Methacarn
gelegt. AnschielRend erfolgte eine Entwasserung und Einbettung in Paraffin (Paraplast®,
Leica, Wetzlar, Deutschland), die in den nachfolgenden Kapiteln naher erlautert wird. Die
andere Halfte wurde fir die Erprobung folgender Fixierungsprotokolle verwendet:

- Injektion von Methacarn in ein geschlossenes Darmrohr
- Antimesenteriale Er6éffnung des Darms und Fixierung auf einer Korkplatte
- Verwendung unterschiedlicher Fixierungsdauern von Methacarn

- Verwendung unterschiedlicher Fixierungslésungen
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3.6 Histologische Untersuchungen

Die histologische Darstellung der Mukusschicht stellt einen Schwerpunkt in der vorliegenden
Arbeit dar. Das Ziel war hierfur die Etablierung eines Fixierungs- und Farbeprotokolls zur
Darstellung des intestinalen Mukus. Daher steht eine detaillierte Beschreibung der
erfolgversprechendsten Methoden im Vordergrund. Weitergehende Informationen sind den
Protokollen im Kapitel 7 zu entnehmen. Die Auswahl der Fixierung des Probenmaterials
sowie der Farbung der histologischen Schnitte stellen grundlegende Schritte nach der
Probenentnahme dar und haben einen mafRgeblichen Einfluss auf das weitere Vorgehen
sowie auf den Erfolg des Mukuserhalts. Unabhangig von der Fixierung und der Farbung ist
ein vorsichtiges Arbeiten notwendig. Sowohl mechanische als auch chemische Belastungen
sind auf ein Minimum zu reduzieren. Dies ist die Voraussetzung flr eine Darstellung des
Mukus. Die Grinde sind neben schnellen Autolyseprozessen post mortem die
Wasserloslichkeit und die geringe Stabilitat des Mukus.

Far die Erarbeitung des histologischen Protokolls zur Mukusdarstellung, wurden flr jeden
Protokollvergleich zehn von vierundzwanzig Tiere zuféllig ausgewahlt. Dabei wurde sowohl
auf eine gleichméaBige Verteilung des Geschlechts als auch der Fitterungsgruppe geachtet.

3.6.1 Gefrierfixierung des Probenmaterials sowie anschlieBende histologische
Schritte

Probenentnahme und Lagerung

Die Probenentnahme von Jejunum und Kolon erfolgte ziigig und vorsichtig. Proben von
Kolon und Jejunum wurden jeweils in vorgefaltete und beschriftete Alufolien gelegt und mit
TissueTek® (O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek, Staufen, Deutschland) groRzigig
benetzt.

Folgende Varianten wurden gepruft:

- Serosales Benetzen mittels TissueTek
- Serosales Benetzen sowie luminale Injektion mittels Kantle von TissueTek

AnschlieBend wurde die Alufolie verschlossen. Dabei wurde mdglichst kein Druck auf das
Gewebe ausgefiihrt, um physikalisches Einwirken zu verhindern. Es wurden Offnungen
ausreichender GroRe in der Alufolie gelassen, um das Eindringen des fliissigen Stickstoffs
zum Probenmaterial zu ermdglichen und um das Entstehen einer Lufthille und damit das
Leidenfrost’'sche Phdnomen zu verhindern (siehe Kapitel 2.5.6). Die Proben wurden nach
einigen Minuten Gefrieren in einen -80 °C-Gefrierschrank umgelagert und dort bis zur
weiteren Bearbeitung aufbewahrt.

Schneiden der Proben

Einen Tag vor dem Schneiden der Proben erfolgte die Umlagerung von -80 °C auf -20 °C.
Diese Temperatur entsprach etwa der Innentemperatur des Kryostaten. So wurde das
Zersplittern der Proben aufgrund starker Temperaturdifferenzen zwischen Proben und
Kryostat verhindert. Der Kryostat (Microm HM 560 M, Thermo Fisher, Waltham, USA) wurde
auf eine Blocktemperatur von -18 °C und eine Messertemperatur von -16 °C eingestellt. Es
wurden Schnittdicken von 5, 10 und 20 pym ausprobiert. Teilweise war im Kolon trotz
Verwendung eines Streckblattchens ein Zusammenschieben der Gefrierschnitte nicht zu
verhindern. Dieser Effekt wurde durch optimale Einstellung des Streckblattchens minimiert.
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Sofern weiterhin Schnitte zusammengeschoben wurden, wurde mit einem Pinsel der Schnitt
vorsichtig gestreckt. Dabei wurde der Pinsel an die Serosa angesetzt und ein leichter Zug
ausgeubt. Bei einer zu starken Belastung des Schnittes durch den Pinsel besteht das Risiko
einer Verschiebung der Schichtung von Schleimhaut-Mukus-Kot.

Auswahl der Objekttrager

Es wurden verschiedene silanisierte (silanisiert, Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland) und nicht-silanisierte (Roth, Karlsruhe, Deutschland) Objekttrager gepruft.
Probeweise erfolgte eine anschliefende Celloidinbeschichtung des Gefrierschnittes (siehe
Protokoll 4 im Kapitel 7.1.1) auf nicht-silanisierten Objekttragern (Roth, Karlsruhe,
Deutschland), um deren stabilisierende Wirkung z. B. vor physikalischen Einflissen zu
prifen. Daneben wurde ein anschlieRendes Losen des Celloidins untersucht.

Trocknung der Gefrierschnitte

AnschlieBend wurden die Gefrierschnitte mittels angewarmtem Objekttrager (50 und 80 °C)
durch schnelles Aufsetzen auf den Schnitt aufgezogen und auf eine Trockenplatte (Type
13801, Medac, Wedel, Deutschland) gelegt. Der Schnitt zeigte nach oben. Pro Objekttrager
wurden 2-3 Schnitte aufgezogen. Die Objekttrager lagerten anschiefend mindestens 30 min
auf der Hitzeplatte bei 50 oder 80 °C.

Postfixation der getrockneten Gefrierschnitte
Es wurden folgende drei Postfixationen vergleichend betrachtet:

- 4%iges neutral gepuffertes Formalin (4%NBF)

4%NBF ist eine wassrige Fixation mit Formalin. Diese ist eine gebrauchliche Fixationslésung
in der Histologie. Nach dieser Fixation ist eine unmittelbare Farbung im Anschluss
notwendig. Die Fixation mit 4%NBF erfolgte nach dem Protokoll 1 im Kapitel 7.1.1.

- 100%iges Ethanol (Ethanol)

Absolutes Ethanol enthdlt so gut wie keinen wassrigen Anteil. Ziel war eine Losung des
Mukus zu verhindern. Zusatzlich wurde das Ethanol auf -80 °C vorgekuhlt. Die Fixation mit
Ethanol erfolgte nach Protokoll 2 im Kapitel 7.1.1.

- Paraformaldehyddampf (PFA)

PFA ist ein Feststoff, der vor allem bei Erwarmung in Dampf Ubergeht. Ziel war mit dieser
Fixation keine physikalische Belastung durch eine wassrige Phase auf den Mukus, wie etwa
bei der Verwendung einer flissigen Fixation, zu erzeugen. Die Fixation mit PFA erfolgte
Protokoll 3 im Kapitel 7.1.1.

Weitere Postfixationen bzw. Vorgehensweisen
Neben diesen Postfixationen wurden probeweise weitere Fixationen geprift, jedoch aufgrund
des mangelnden Erfolgs hinsichtlich des Mukuserhaltes nicht weiterverfolgt. Hierzu zahlen:

- Die Kombination 100% EtOH und 4%NBF Fixation. Diese Kombination erfolgte nach
dem Protokoll 2 der Ethanolfixation und Protokoll 3 der PFA-Fixation im Kapitel 7.1.1.
Nach 1 h Fixation mit EtOH folgte im Anschluss die Fixation mittels PFA.

- Die Direktfarbung ohne Fixation.
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- Die Celloidinierung des Schnittes mit anschlieBender Direktfarbung nach Protokoll 4
im Kapitel 7.1.1.

- Die Farbung in fixierender Farbstofflosung mit Astrablaulésung sowie
Alcianblaulésung nach Protokoll 5 im Kapitel 7.1.1.

3.6.2 Chemische Fixierung des Probenmaterials sowie anschlieBende histologische
Schritte

Probenentnahme, Einbettung und Lagerung

Die Probenentnahme von Jejunum und Kolon erfolgte ziligig, jedoch vorsichtig. Um
Zeitverluste zu vermeiden wurde die Vorbereitung optimiert. Dies war notwendig, um der
Autolyse maglichst effektiv entgegenzuwirken. Dazu zéhlten die Zubereitung des Methacarns
(Methanol/Eisessig/Chloroform im Verhaltnis 6:3:1) und das Abfiillen in bereits beschriftete
Becher fir die jeweilige Probe. Die beflllten und beschrifteten Becher wurden auf 4 °C
vorgekihlt. Bei Probennahme wurden diese in Eiswasser kalt gehalten. Das
Volumenverhaltnis Probenstiick zu Methacarnfixierung betrug mindestens 1:10, um einer
Verdiinnung der Fixierungslésung durch die Gewebeflissigkeit vorzubeugen.

Folgende Variationen wurden mit dem Ziel einer schnellen Fixierung und somit einem
besseren Erhalt des Mukus untersucht:

- Fixierung ohne Praparation des Probenmaterials: Das Darmstiick wurde direkt in 4 °C
kaltes Methacarn verbracht und anschlieBend fur zwei Stunden im Kuhlschrank (4 °C)
fixiert.

- Fixierung mit Injektion von Methacarn in ein geschlossenes Darmrohr: Das
Darmstilck (etwa 4 cm Lange) wurde an beiden Enden mittels Band zugeschndirt. Ein
Ende wurde direkt verschlossen. Vom anderen Ende wurde eine Kanile luminal
eingefiihrt und vor Verschluss vorsichtig eine Injektion von Methacarn (etwa 1 ml)
durchgefiihrt. Nach Entfernung der Kanile wurde das Ende ebenfalls mittels Band
verschlossen, um ein Auslaufen des Methacarns zu verhindern. Anschlieend wurde
dieses Darmstiick in 4 °C kaltes Methacarn verbracht und fir zwei Stunden im
Kuhlschrank (4 °C) fixiert.

- Fixierung nach antimesenterialem Erdffnen des Darms und Befestigung auf einer
Korkplatte: Das Probenmaterial wurde mittels Schere vorsichtig antimesenterial
erdffnet. AnschlieRend wurde das erdffnete Darmstick auf der serosalen Seite auf
eine Korkplatte (ca. 3 x 3 cm) gelegt und mittels 4-6 Igelstacheln randsténdig auf der
Korkplatte fixiert. Die Korkplatte verhindert das Absinken der Probe auf den
Bechergrund. Die Fixation durch Igelstachel verhindert das Einrollen des Darms. Das
ertffnete, auf einer Korkplatte fixierte Darmstiick wurde in den Methacarnbecher
vorsichtig mit der luminalen Seite zum Bechergrund abgelegt.

- Verwendung unterschiedlicher Fixierungsdauern von Methacarn: Es erfolgte eine
Fixierung der Proben in Methacarn fir 2, 4 und >20 Stunden.

- Verwendung unterschiedlicher Fixierungslésungen: Probeweise erfolgten Fixierungen
mittels Bouin sowie Carnoy.

Nach der Fixierung wurden die Proben in ca. 2 x 2 cm grof3e Probenstiicke geschnitten und
in Einbettkassetten (Rotilabo® Einbettkassette Macro, Roth, Karlsruhe, Deutschland) gelegt.
Anschlieend erfolgte die Entwasserung nach dem Protokoll 11 im Kapitel 7.2.1 sowie das
Einlegen in Paraffin fiir ca. 24 Stunden. Am Folgetag wurden die Einbettkassetten aus dem
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Paraffin genommen, in der Einbettstation (Modell 2081, Bavimed, Birkenau, Deutschland) in
schnittfertige Blocke gegossen und auf 2 °C mittels Kihiplatte (COP 30.010, MEDITE,
Burghof, Deutschland) heruntergekihlt. Die Lagerung der Proben bis zum Schneiden
erfolgte bei -4 °C im Gefrierschrank.

Probeweise erfolgte auch eine Fixierung mittels Carnoy (Ethanol/Eisessig/Chloroform im
Verhaltnis 6:3:1) sowie Bouin (Pikrinsdure, 40 % Formalin und Eisessig in den Anteilen
80/15/5). Hierbei wurde keine Praparation des Probenmaterials vorgenommen. Die Fixierung
erfolgte flr zwei Stunden im Kuihischrank bei 4 °C. Die Entwasserung und Einbettung in
Paraffin erfolgte korrespondierend zur Methacarnfixierung.

Schneiden der Proben

Da sich das Schneiden von kotgefiillten Darmproben durch Zerfall des Kotes schwierig
gestaltete, erfolgte eine Kihlung der Proben. Dies filhrte zu einer besseren Stabilitat der
Schnitte. Die Entnahme der Proben aus dem Gefrierfach erfolgte erst unmittelbar vor dem
Schneiden. In Phasen, in denen nicht geschnitten wurde, lag ein Kiihlakkumulator auf den
Proben. Das Schneiden der Proben erfolgte am Mikrotom (Sledge Microtome, Typ 1400,
Leitz, Wetzlar, Deutschland) mittels Einmalklingen (Microtome Blade, FEATHER®, Osaka,
Japan). In dieser Arbeit wurde eine Schnittdicke von 7 pm verwendet.
Probehalber erfolgten auch Schnittdicken von 5, 10 und 15 um. Direkt nach dem Schneiden
der Proben wurde der Schnitt mittels Pinsel vorsichtig in ein 37 °C warmes Wasserbad
(Paraffin Streckbad 1052, GFL, Burgwedel, Deutschland) gelegt, um eine Streckung des
Schnittes zu erreichen (destilliertes Wasser).

Auswahl der Objekttrager

Die Schnitte wurden aus dem Paraffin-Streckbad auf einen Objekttrdger aufgezogen. Zum
Vergleich wurden silanisierte (silanisiert, Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Deutschland) und
nicht-silanisierte (Th.Geyer, Renningen, Deutschland) Objekttrager verwendet. Je
Objekttrager wurden 2-3 Schnitte aufgezogen.

Der native Schnitt wurde unter dem Mikroskop auf seinen Anschnitt kontrolliert. Waren
Zotten oder Krypten nicht optimal angeschnitten, erfolgte eine Positionskorrektur des
Paraffinblocks am Mikrotom und ein erneuter Schnitt.

Nach Lufttrocknung der Objekttrager erfolgte die Lagerung bis zur Farbung in einem
Trockenschrank (Heraeus® Trockenschrank, T5042, Heraeus electronic, Hanau,
Deutschland) bei 37 °C.

Entparaffinierung

Die Entparaffinierung erfolgte unmittelbar vor der Farbung. Das Gewebe wurde vorsichtig
nach einer Spilung in Xylol in eine absteigende Ethanolreihe gesetzt. AnschlieRend erfolgte
die Farbung. Das Protokoll 12 der Entparaffinierung ist unter Kapitel 7.2.1 einsehbar.
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3.6.3 Farbung der Gefrierschnitte

Bei stickstofffixierten Proben wurden die nachfolgenden Farbungen untersucht:

- Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)

PAS fiihrt bei unsubstituierten Glykolgruppen durch Oxidation zu Aldehydgruppen. PAS farbt
den neutralen Schleim rétlich. Die Farbung mit PAS erfolgte nach Protokoll 6 im Kapitel
7.1.2.

- Alcianblau (AB)
AB farbt polyanionische Glykoproteine. AB farbt den sauren Schleim blaulich. Die AB
Farbung erfolgte bei pH 2,5 und pH 0,5 nach dem Protokoll 7 im Kapitel 7.1.2.

- Alcianblau-Periodsaure-Schiff Reaktion (AB-PAS)
AB-PAS farbt den neutralen und den sauren Schleim. Hierbei wurde die AB Farbung bei pH
2,5 verwendet nach dem Protokoll 8 im Kapitel 7.1.2.

- Lektin Peanut-Agglutinin

Lektine farben selektiv spezifische Kohlenhydrataste an. In dieser Arbeit wurden probeweise
verschiedene Lektine zum Mukusnachweis verglichen'. AnschlieRend wurde bei weiteren
Farbungen das Lektin Peanut-Agglutinin  (PNA) verwendet. PNA farbt N-Acetyl-
Galaktosamine an. Die Anfarbung mittels Lektinen erfolgte nach Protokoll 9 im Kapitel 7.1.2.
" PNA, BSL, EEL, UEA

- Hamatoxylin-Eosin (HE)

HE ist eine gebrauchliche Ubersichtsfarbung, die zur Differenzierung von basophilen und
azidophilen Gewebe verwendet wird. Diese Farbung ist relativ unspezifisch fiir Mukus, reicht
aber fiir Messungen von Krypten aus. Sie erfolgte nach dem Protokoll 10 im Kapitel 7.1.2.

3.6.4 Farbung der Paraffinschnitte
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden folgende Farbungen nach der
chemischen Fixierung verwendet:

- Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)
Die Farbung mit PAS erfolgte nach Protokoll 13 im Kapitel 7.2.2.

- Alcianblau (AB)
Die AB Farbung erfolgte bei pH 2,5 nach Protokoll 14 im Kapitel 7.2.2.

- Alcianblau-Periodsaure-Schiff Reaktion (AB-PAS)
Hierbei wurde die AB Farbung bei pH 2,5 verwendet nach dem Protokoll 15 im Kapitel 7.2.2.

- Hamatoxylin-Eosin (HE)
Die HE-Farbung erfolgte nach dem Protokoll 16 im Kapitel 7.2.2.
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3.6.5

Morphometrische Auswertung der Mukusdicke an Gefrierschnitten

Verwendete Gerate und Programme

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte am Mikroskop (Axioskop 50, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) mit der Kamera DS-Ri1 (Nikon, Tokio, Japan) unter Verwendung
des Programms NIS-Elements Version 3.22.15 (Nikon, Tokio, Japan).

Folgende Einstellungen wurden vor der Auswertung gewahit:

Lichtstarke zwischen 8 und 10 (je nach Tageshelligkeit)

Weilabgleich auerhalb des Schnittes

Autobelichtung: aus

Auflésung: Schnell: 1280x1024 Fine, Normal, Qualitat: 4076x3116 — 8bit
Kontrast: Dynamisch

Vergrofierung: 20-fach

Auswahl der Messstellen der Mukusdicke an Gefrierschnitten

- Voraussetzungen:

Pro Objekttrager waren zwei bis drei Schnitte aufgezogen.

Fir eine Auswertung des Schnittes war ein Minimum von drei messbaren Stellen auf
dem jeweiligen Schnitt die Bedingung.

Die Kriterien einer Messstelle waren folgende:

Eine Mindestlange von 100 ym.
Eine kontinuierliche Schichtung Schleimhaut — Mukus - Darminhalt.

Keine verschobene zusatzliche Schleimschicht Uber dem Kot. Diese kann artifiziell
durch Verschiebungen beim Schneiden am Kryostaten entstehen.

Auswahl der Messstellen:

Zur besseren Orientierung wurde der Schnitt des Darms als Ziffernblatt betrachtet,
sodass zwolf Uhr oben und sechs Uhr unten lag.

Die drei Messstellen des Schnittes wurden wie folgt ausgewahlt:

1.

Suche eines Schnittes, an dem drei Messstellen méglich waren (Suche am Schnitt,
am dichtesten zur Objekttragerbeschriftung beginnend).

. Bei der Betrachtung des Schnittes (OT-Beschriftung liegt links), wurde am

ausgewahlten Schnitt auf acht Uhr (unten links), im Uhrzeigersinn beginnend nach
einer geeigneten Messstelle gesucht. Anschlief3end erfolgt die Messung.

. Der zweite Messpunkt sollte moglichst ca. vier ,Stunden vom ersten Messpunkt

entfernt sein, um einen gewissen Abstand zum ersten Messpunkt zu gewahrleisten.
AnschlieRend erfolgte die zweite Messung.

. Der dritte Messpunkt wurde, sofern der erste und zweite Messpunkt innerhalb von

funf ,Stunden® zueinander lagen, auf der gegenuberliegenden Seite des zweiten
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Messpunktes gesucht um eine aussagekraftige Verteilung der Messpunkte zu
erreichen. Lagen der erste und zweite Messpunkt ohnehin Uber finf ,Stunden®
auseinander, wurde der dritte Messpunkt ebenfalls um funf ,Stunden” nach dem
zweiten Messpunkt gesucht.

Eine optimale Auswahl aller Messstellen ist zu relativieren, da manche Schnitte nicht
geniigend gut verteilte Messpunkte ergaben oder nicht als vollstandiges Darmrohr
vorhanden waren. Dies lag an der Gefrierfixierung, die zum Bruch einiger Proben gefiihrt
hatte. In diesen Fallen lagen die Messpunkte teilweise dichter beieinander.

Morphometrische Auswertung der Mukusdicke
An dem ausgewahlten Schnitt wurden an den drei Messstellen jeweils zwei Messungen wie
folgt durchgefiihrt:

- Zehnpunktemessung: Hierbei wurde die Schleimdicke von der Schleimhautoberflache
bis zum Beginn des Darminhalts gemessen. Die zehn Dickenmessungen lagen in
regelmafBigen Abstdnden zueinander. Der Beginn der Messungen wurde zuféllig
ausgewahlt. Der Messstrahl stand 90 Grad zur Schleimhautoberflaiche. Die Messung
des Mukus endete dort, wo Kotpartikel begannen. Es wurde nicht direkt Uber
Kryptenausgénge gemessen. Die Messung erfolgte durch das Eingabefeld unter ,2-
Punkte®.

- ,Integralmessung*: Hierbei wurde der Schleim an der gesamten Messstelle als
Flache erfasst durch Bildung eines Polygons. Dies erfolgte durch Umrandung des
Mukus an der Messstelle (Eingabefeld ,Flache”). Die BildvergroRerung nach der
Aufnahme erzielt eine hohere Genauigkeit bei der Umrandung der Flache.
AnschlieBend wurde die darunter liegende Lange der Schleimhaut erfasst
(Eingabefeld ,Polylinie*). Hierfir blieb die Linie des Flachenintegrals auf dem Bild
erhalten, um den genauen Anfang und das genaue Ende der Flachenmessungen
visualisieren zu koénnen. Uber die Kryptenausgédnge wurde eine gerade Linie
gezogen, die dem Verlauf der Epitheloberflaiche der Schleimhaut entsprach. Dies
erfolgte sowohl fiir die Flachen- als auch die Langenerfassung, um den sekretierten
Mukus Uber den Krypten berechnen zu kdénnen. Die Flache wurde anschliefend
durch die darunter liegende Lange der Schleimhaut dividiert. Dieser Wert gilt als
Aquivalent der Mukusdicke.

Zum besseren Verstandnis der Verfahren wird auf Abbildung 2 verwiesen.

3.6.6 Morphometrische Auswertung der Mukusdicke an Methacarn-fixierten
Schnitten

Keiner der Methacarn-fixierten Schnitte erfillte vollstdndig die Voraussetzungen des Kapitels
3.6.5 zur Messung der Mukusschicht. Mit Ausnahme eines Schnittes zeigten sich der
Darminhalt und der Mukus durchweg von der Darmwand gel6st. Dennoch wurde die
Dickenmessung an zehn Proben nach den oben genannten Schemata durchgefiihrt. Dies
erfolgte unter Kompromittierung einer intakten Schichtung von Schleimhaut — Mukus -
Darminhalt. An vier der zehn Proben war die Schleimschicht nicht an den anvisierten drei
Punkten messbar. Diese Proben wurden in der statischen Analyse nicht berticksichtigt.
Aufgrund der verschobenen Schichtung von Schleimhaut — Mukus — Darminhalt sind die
Daten der Mukusschicht bei Verwendung der chemischen Fixierung nur bedingt auswertbar.
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3.6.7 Morphometrische Auswertung der Kryptentiefe an Methacarn-fixierten
Schnitten

Die Messungen der Kryptentiefen erfolgte an Methacarn-fixierten Schnitten nach HE
Farbung. Dabei wurde von der Basalmembran bis zur Epitheloberflache gemessen. Pro Tier
wurden an einem Schnitt zehn gerade Krypten gemessen. Die Messung erfolgt durch das
Eingabefeld ,2-Punkte*.
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Die folgende Abbildung 2 veranschaulicht beide Varianten der Mukusdickenmessungen am Kolon von Absetzferkeln.

Abbildung 2: Darstellung beider Verfahren zur Mukusdickenmessung am Kolon. Links: Zehnpunktemessung; Mitte: ,Integralmessung®
(Flachenerfassung); rechts: ,Integralmessung” (Langenerfassung). A: Darmwand, B: Mukusschicht, C: Darmlumen mit Darminhalt.
Fixierung: Stickstoff, Postfixation: PFA, Farbung: AB2,5-PAS, VergréRerung: 20fach.
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3.6.8

Ubersicht der gemessenen Schnitte

Die nachfolgende Tabelle 11 zeigt eine Zusammenfassung der histologischen Schnitte, die
morphometrisch gemessen wurden.

Tabelle 11: Ubersicht morphometrisch erfasster histologischer Schnitte

Tiere (n) Sdcihcnki;t- Probenfixierung Postfixation Farbung Auswertung
Alle (24) 10 um Stickstoff PFA AB2,5 -PAS | Mukusdicke
Alle (24) 10 ym Stickstoff PFA AB2,5 -PAS | Mukusdicke
10 10 ym Stickstoff PFA ABO0,5 —-PAS | Mukusdicke
10 10 ym Stickstoff 4%NBF AB2,5 -PAS | Mukusdicke
10 10 ym Stickstoff EtOH AB2,5 -PAS Mukusdicke
10 7 um Methacarn / AB2,5 -PAS Mukusdicke
Alle (24) 7 um Methacarn / HE Krypten

Mukusdicke ermittelt durch Zehnpunktemessung und ,Integralmessung”

Kryptentiefe ermittelt durch Messung der Tiefe von 10 Krypten
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3.7 Molekularbiologische Untersuchungen (PCR)

3.71 Probenentnahme

Nach Téten des Tieres wurde das gesamte Darmkonvolut zligig entnommen. Jeweils etwa
vier Zentimeter des mittleren Jejunums und des aszendierenden Kolons wurden in kaltem
NaCl gespiilt, in beschriftete Alufolie umwickelt und in flissigen Stickstoff eingefroren. Bis
zur Verwendung wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt.

3.7.2  Probenaufbereitung und Einwaage

Die Proben wurden einzeln aus dem Gefrierschrank genommen und zerkleinert. Ca. 150-200
mg wurden anschlieRend in die zehnfache Menge -80 °C kalten RNAlater®-ICE Frozen
Tissue Transition Solution (Ambion™, Life Technologies, Carlsbad, USA) gelegt. Die Proben
lagerten nachfolgend mindestens 24 h bei -20 °C in der Losung. AnschlieRend wurden ca.
50-70 mg mittels Waage (Sartorius BP 110 S, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)
abgewogen und mit der Extraktion begonnen.

3.7.3 RNA-Extraktion

Die Extraktion erfolgte mittels NucleoSpin® RNA Kitt (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)
nach Hersteller-Protokoll (Kapitel 5.1, S. 20 ff., RNA Purification Schritte 1 bis 9). Bei allen
Proben wurde eine zuséatzliche DNA-Verdauung (Kapitel 7.2, S. 40 ff., rDNase digestion
Punkt A und B) sowie die anschlieRende Aufreinigung der RNA (Kapitel 5.6, S.30 ff., Clean-
up of RNA Nummer 1 bis 4) durchgefiihrt. AbschlieRend erfolgte erneut die Aufbereitung
(Kapitel 5.1, RNA Purification mit den Schritten 5, 8, 9). Die Lagerung der extrahierten RNA
erfolgte bei -20 °C.

3.7.4 Bestimmung der Qualitat und Quantitit der RNA

Die Mengen- und Qualitdtsbestimmungen wurden mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden nach Hersteller-Protokoll
in den RNA Chips (Agilent RNA 6000 Nano Kit, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
eingegeben. Vor der Analyse erfolgte ein griindliches Durchmischen (IKA MS 3 Vortex,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA) der Proben. Die anschlieRende Messung erfolgte
durch das Programm ,Prokaryote Total RNA Nano Series Il.xsy". Die Auswertung der Daten
erfolgte mit dem Programm ,2100 Bioanalyzer Software” (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA). Sofern das Minimum von 95 ng/ul RNA in der jeweiligen Losung nicht enthalten war,
wurde eine erneute Extraktion durchgefihrt, bis die minimale Menge an RNA verfugbar war.
Bei einem Versuchstier (Nummer 12, Gruppe C, weiblich) konnte die gewiinschte Menge an
mRNA im Jejunum nicht erreicht werden. Um eine gleiche GruppengréfRe zu erhalten, wurde
dieses Tier durch ein anderes der gleichen Fitterungsgruppe, jedoch anderen Geschlechts
(Nummer 26, Gruppe C, mannlich) ersetzt. AnschlieRend wurde flr die Synthese der cDNA
ein Ansatz von 10 pl hergestellt, der jeweils eine Konzentration von 95 ng/ul RNA enthielt.
Dies erfolgte durch Verdinnung der Proben mit RNase freiem Wasser (Invitrogen™, Life
Technologies, Carlsbad, USA).

3.7.5 Herstellung der cDNA

Zur Herstellung der cDNA wurde eine reverse Transkription nach Hersteller-Protokoll des
SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, USA)
durchgefiihrt. Zusatzlich zum Kit wurden Random Primer (Invitrogen™, Life Technologies,
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Carlsbad, USA) sowie dNTP Mix (10 mM ea) (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad,
USA) verwendet. Fur die Herstellung wurden die Gerate SureCycler 8800 Thermocycler
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) sowie die PCR Workstation mit UV / Air circulator
(Peqlab, VWR, Radnor, USA) verwendet. Auf die Zugabe von RNaseOUT™ wurde
verzichtet, da die RNA-Menge in den Proben Uber 50 ng/ul betrug. Anstelle der sonst
zugegebenen RNaseOUT™ wurde 1 pl RNase freies Wasser hinzugefigt. Auf eine
zusétzliche Behandlung mit RNase H im Anschluss wurde ebenfalls verzichtet. AnschlieRend
folgte direkt die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR.

3.7.6  Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR

In der folgenden Ubersicht werden die ausgewédhlten Primer dargestellt, die fir die
quantitative Reverse-Transkriptase-PCR verwendet wurden.

Tabelle 12: Ausgewahlte Primer fir die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR

Gen Zielsequenz (von 5'zu 3°) AT (°C) Referenz
RPL13Af:
, CCGTCTCAAGGTGTTCGATG Liu et al.,
RPL13 RPL13A-r: 60 (2014b)
GGATCTTGGCCTTCTCCTTC
SDHA-f: CAAACTCGCTCCTGGACCTC Villodre Tudela
SDHA 2 SDHA-r: 60
CCGGAGGATCTTCTCACAGC etal, (2015)
Bet2glob-f:
CCCCGAAGGTTCAGGTTTAC Liu et al.,
Bet2glob * Bet2glob-r: 60 (2014b)
CGGCAGCTATACTGATCCAC
MUC2-1f:
4 CTGCTCCGGGTCCTGTGGGA; Pieper et al.,
Muc2 MUC2-1r: 60 (2012a)
CCCGCTGGCTGGTGCGATAC
TFF-3-13: Liu et al.
TFF35 AGGATGTTCTGGCTGCTAGTG; TFF- 61 2014b).
3-r3: CACACTGGTTCGCCGACAG
B-def3-f:
. GTGCAGAAGGGGCAATGGTCG Liu et al.,
B-def3 B-def3-r: 60 (2014b)
GTTGCAGGTCTCATGCAGTAAGCA

" RPL13: 60s ribosomal protein L13 (Haushaltsgen)

2 SDHA: succinate dehydrogenase subunit A (Haushaltsgen)
8 Bet2glob: B2-microglublin (Haushaltsgen)

* MUC2: Muzin 2

8 TFF3: Trefoil factor 3

6 B-def3: beta-Defensin 3
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Die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR hatte ein Gesamtvolumen von 25 pl. Diese
setzt sich wie folgt zusammen:

12,5 pl Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix with low ROX (Brilliant 1| SYBR®
Green QRT-PCR 1-Step Master Mix, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

0,5 pl des jeweiligen Primers
10,5 pl RNase freies Wasser (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, USA)
1 pl der hergestellten cDNA

Der Ansatz wurde zentrifugiert (Heathrow Scientific, Gusto™ High-Speed Mini-Centrifuge)
und mittels Stratagene Mx3000P / Mx3005P Thermocycler (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) analysiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,MxPro QPCR Software”
(Mx3005P, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Nach den PCR-Zyklen erfolgte eine
Schmelzkurvenanalyse, um die Differenzierung zwischen spezifischen und unspezifischen
PCR-Produkten zu erreichen.

Die Ergebnisse der Zielgene wurden durch die Haushaltsgene mittels einer mathematischen
Methode standardisiert (Pfaffl, 2001).
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3.8 Statistische Auswertung der Daten

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Version 22 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) verwendet. Sowohl die Mediane als auch die Mittelwerte der Messwerte der
histologischen Messungen wurden nach Kolmogorov-Smirnow und Shapiro-Wilk auf
Normalverteilung geprift. Diese Prifung wurde ebenfalls bei den Ergebnissen der PCR
durchgefiihrt. Der Shapiro-Wilk-Test weist fiir kleine Stichproben eine hohere Sicherheit auf
und war somit ausschlaggebend. Aufgrund der in der Regel nicht normalverteilten Werte
wurden die Mediane aus den Einzelwerten von jedem Tier gebildet. Diese wurden als
Grundlage fur die grafische Darstellung mittels Boxplots, fir die Tests auf Normalverteilung
sowie fir die statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test verwendet. Dieser Uberprift die
GleichmaRigkeit der Verteilung der Rangplatze von mehr als zwei unabhangigen Gruppen in
einer gemeinsamen Rangreihe auf Unterschiede. Soweit das Signifikanzniveau unter 0,05
liegt, ist der Unterschied nachgewiesen, wobei in diesem Fall ber den sogenannten Post
Hoc Test die Gruppen auf Unterschiede paarweise analysiert werden. Das Konfidenzintervall
betrug 95 %.

49



Kapitel I1V: Ergebnisse

4. Kapitel IV: Ergebnisse

4.1 Erarbeitung einer histologischen Methode zur Darstellung des
Mukus im Jejunum und Kolon von Ferkeln nach dem Absetzen

41.1  Vergleich einer chemischen Fixierung mit einer Gefrierfixierung

In den vorliegenden Untersuchungen wurde eine chemische Fixierung durch Methacarn mit
der Gefrierfixierung durch Stickstoff an Gewebeproben von Jejunum und Kolon durchgefihrt
und verglichen.

Chemische Fixierung

Bei der Verwendung von Methacarn fiir die Fixierung war im Jejunum in tber 90 % der
Proben kein Chymus vorhanden. Somit entfiel eine klare Begrenzung des Mukus, welche
Voraussetzung einer morphometrischen Beurteilung ist. Die chemische Fixierung fiihrte zum
Verlust von Mukus, sodass eine morphometrische Messung des Mukus nur bei wenigen
Gewebeproben mdglich war.

Bei der Verwendung der Methacarnfixierung mit Proben aus dem Kolon blieb der Mukus
Uberwiegend erhalten. Allerdings kam es bei Uber 90 % der Proben zur Ablésung des
Darminhalts mit anhaftendem Mukus von der Schleimhaut.

Sofern die Proben vor der Fixierung nicht erdffnet wurden, war das Kolon in allen
untersuchten Fallen mit Darminhalt gefillt. Bei vier von zehn der untersuchten Tiere war
allerdings nach Verwendung der Methacarnfixierung keine Mukusschicht messbar, sodass
diese Tiere in der Bewertung unbericksichtigt blieben.

Gefrierfixierung

Bei der Gefrierfixierung mit flissigem Stickstoff konnte die Mukusschicht in jeder
Gewebeprobe sowohl im Jejunum als auch Kolon erhalten und histologisch dargestellt
werden.

Im Jejunum blieb der Mukus in Abhangigkeit von der anschlieRenden Posffixation des
Schnittes erhalten. Der Einfluss der anschlieRenden Postfixation wird im Kapitel 4.1.2
erlautert. In 90 % der Proben war kein Chymus im Jejunum darstellbar. Ohne Begrenzung
des Mukus durch Chymus ist eine exakte morphometrische Messung nicht mdglich. In zwei
Dritteln der Félle entstanden luminal Substanzverluste oder Kollabierung des Mukus mit der
Folge einer Vermischung des Mukus der gegentiberliegenden Seite der Darmwand.

Im Kolon war in jeder Probe Darminhalt vorhanden. Ahnlich wie im Jejunum blieb die

Schichtung Schleimhaut-Mukus-Darminhalt in Abhangigkeit von der anschlieRenden
Postfixation des Schnittes intakt.
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Vergleich der Mukusschichtdicke im Kolon bei Verwendung von chemischer Fixierung und
Gefrierfixierung

Von zehn Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen,
anschlieRend in flissigem Stickstoff (mit PFA-Postfixation) oder Methacarn fixiert und nach
Probenaufbereitung in AB pH 2,5-PAS gefarbt.

Die Methacarn-fixierten Proben wiesen nicht die fir eine Messung nétige Schichtung von
Schleimhaut-Mukus-Darminhalt auf. Zu Vergleichszwecken wurden diese Messungen
dennoch durchgefiihrt, wobei diese daher nur an sechs von zehn Tieren mdglich waren.
Der Vergleich der Messwerte verschiedener Fixationsverfahren ist in Abbildung 3 und
Tabelle 13 dargestellt.
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Abbildung 3: Quantitativer Mukusdickenvergleich bei Verwendung von Gefrier- und
Methacarnfixierung an Gewebeproben im Kolon von Absetzferkeln (Gefrierfixierung: n=10,
Methacarnfixierung: n=6)
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Tabelle 13: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in ym) nach Gefrier-
und Methacarnfixierung von Gewebeproben aus dem Kolon von Absetzferkeln (n=10)

Parameter Gefrierfixierung Methacarnfixierung
Median 19,2 10,2
Interquartilbereich 10,5 18,4
Min/Max 12,0/48,5 4,84/35,1
P-Wert ' 0,104

" Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen den Schichtdicken nach Anwendung beider
Fixierungen.

Zwischen den Tieren bestand eine relativ hohe Streuung, insbesondere bei der Verwendung
der chemischen Fixierungsmethode.

Typische histologische Bilder fiir Gefrierfixierung und chemische Fixierung sind in Abbildung
4 dargestellt. Hier zeigen sich deutlich die Zusammenhangstrennungen, die nach
Verwendung der chemischen Fixationsmethode auftraten.

Abbildung 4: Darstellung der Mukusschicht von Gewebeproben des Kolons; Gefrierfixierung
mit flissigem Stickstoff und anschlieRende Postfixation durch Paraformaldehyddampf (links)
bzw. nach Fixierung durch Methacarn (rechts); Farbung: AB2,5-PAS
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4.1.2 Vergleich von drei Postfixationen an histologischen Gefrierschnitten

In den vorliegenden Untersuchungen wurden Serienschnitte von gefrierfixierten
Gewebeproben (Jejunum und Kolon) mittels drei unterschiedlicher Postfixationen behandelt
und anschlieBend deren Einfluss auf qualitative und quantitative Parameter der
Mukusschicht Gberpriift.

Vierprozentige neutral gepufferte Formalinlésung (4%NBF)

Bei der Verwendung von 4%NBF blieb die Mukusstruktur weitgehend erhalten. Nach
anschlieRender AB-PAS Farbung zeigte sich der Mukus jedoch inhomogen angefarbt. Um
die Becherzellen entstand ein Alcianblau-positiver Hof.

Die Verwendung von 4%NBF im Jejunum flhrte luminal haufiger zu Substanzverlusten des
Mukus, verglichen mit der Fixation durch Paraformaldehyddampf. Fir morphometrische
Messungen der Schichtdicke des Mukus mangelte es luminal an einer Begrenzung durch
Chymus.

Im Kolon blieb bei Verwendung von 4%NBF mehr Schleim erhalten als im Jejunum. Es kam
teilweise zur Quellung des Mukus, sodass dieser teils Uber die natirlichen Begrenzungen
durch Schleimhaut bzw. Darminhalt hinaus reichte. Dadurch waren morphometrische
Messungen nicht in jedem Fall durchfihrbar.

Ethanol

Bei der Verwendung von Ethanol blieb der Mukus Uberwiegend erhalten. Nach
anschlielRender AB-PAS Farbung zeigte sich teilweise eine Inhomogenitat der Anfarbung des
Mukus. PAS-positiver Schleim sowie PAS-positive Becherzellen waren teilweise nur
schwach angefarbt.

Bei der Fixation der Gefrierschnitte mit Ethanol lag der Mukus im Jejunum in schollenartiger
Struktur vor. Fir morphometrische Messungen der Schichtdicke des Mukus mangelte es
luminal an einer Begrenzung durch Chymus.

Im Kolon zeigte sich der Mukus in netzartigen Strukturen. Diese wurden durch eine
Inhomogenitat der Anfarbung des Mukus verursacht.

Paraformaldehyddampf (PFA)

Bei der Verwendung von PFA blieb der Mukus nahezu vollstdndig erhalten. Nach
anschlielender Farbung stellte sich der Mukus homogen dar. Die Farbeintensitat von
Alcianblau war jedoch geringer als bei Ethanol und 4%NBF. Die Farbeintensitat von PAS war
vergleichsweise hoher.

Im Jejunum stellte sich der Mukus ebenfalls in schollenartiger Struktur dar. Die Farbung der
einzelnen Schollen war homogen. Fiir morphometrische Messungen der Schichtdicke des
Mukus mangelte es luminal zumeist an einer Begrenzung durch Chymus.

Im Kolon war die Mukusschicht sehr gut erhalten. Der Mukus stellte sich in laminarer
Schichtung dar.

Durch Verwendung von PFA konnten Bakterien mittels Gramfarbung (Protokoll nach
(Mulisch und Welsch, 2010)) im Mukus dargestellt werden. Die grampositiven Stabchen
reichten teilweise bis an das Epithel des Jejunums heran.
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Die Kombinationen der Fixationen Paraformaldehyddampf mit Ethanol erbrachten weder
Vorteile bezlglich des Erhaltes des Mukus noch hinsichtlich der Homogenitat bei der

Anfarbung des Mukus.

Tabelle 14: Qualitative Bewertung von Serienschnitten gefrierfixierter Gewebeproben aus

dem Kolon von Absetzferkeln nach Verwendung unterschiedlicher Postfixationen

Parameter 4%NBF Ethanol PFA
Mukuserhalt * *k *kk
Farbehomogenitat * * *kk
Féarbeintensitat bl * o
Darmgewebeerhalt ke *x *x
Becherzellerhalt * * o

* nur teilweise erreicht mit deutlichen Verlusten

** erreicht mit einigen Verlusten

ek

nahezu vollstandig erreicht
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Vergleich der Postfixation mit Paraformaldehyddampf und Ethanol an Gefrierschnitten des
Kolons von Absetzferkeln

Von zehn Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen.
Nach Gefrierfixierung wurden die histologischen Serienschnitte mit PFA oder Ethanol fixiert
und in AB pH 2,5-PAS gefarbt. Der Vergleich der Messwerte nach PFA- und Ethanolfixation
ist in Abbildung 5 und Tabelle 15 dargestellt.
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Abbildung 5: Quantitativer Mukusdickenvergleich bei Verwendung unterschiedlicher
Postfixationen (PFA und Ethanol) der Gefrierschnitte im Kolon von Absetzferkeln (n=10 je
Gruppe)
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Tabelle 15: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in pm) nach PFA- und
Ethanolfixation von Gefrierschnitten im Kolon von Absetzferkeln (n=10)

PFA-Fixation Ethanolfixation
Parameter
Median 18,2 15,1
Interquartilbereich 15,0 10,2
Min/Max 11,6/39,0 4,22 /524
P-Wert ' 0,226

" Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen den erhaltenen Schichtdicken nach Anwendung
beider Postfixationen.

Zwischen den Tieren bestand eine relativ hohe Streuung, insbesondere bei der Verwendung
der Ethanolfixation.

Typische histologische Bilder fir die beschriebenen Fixationen sind in der Abbildung 6
dargestellt.
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Abbildung 6: Darstellung der Mukusschicht von Gewebeproben des Kolons; Gefrierfixierung
mit flissigem Stickstoff und anschlieRende Postfixation durch Paraformaldehyddampf (links)
bzw. Ethanol (rechts); Farbung: AB2,5-PAS
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Vergleich der Postfixation mit Paraformaldehyddampf und mit 4%NBF an Gefrierschnitten
des Kolons von Absetzferkeln

Von zehn Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen.
Nach Gefrierfixierung wurden die histologischen Serienschnitte mit PFA oder 4%NBF fixiert
und in AB pH 2,5-PAS gefarbt. Der Vergleich der Messwerte nach PFA- und 4%NBF-
Fixation ist in Abbildung 7 und Tabelle 16 dargestellt.
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Abbildung 7: Quantitativer Mukusdickenvergleich bei Verwendung unterschiedlicher
Postfixationen (PFA und 4%NBF) an Gefrierschnitten des Kolons von Absetzferkeln (n=10 je
Gruppe)
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Tabelle 16: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in pm) nach PFA- und
4%NBF-Fixation von Gefrierschnitten im Kolon von Absetzferkeln (n=10)

Parameter PFA-Fixation 4%NBF-Fixation
Median 17,9 12,4
Interquartilbereich 9,68 1,7
Min/Max 8,56 /40,7 9,44 /30,1
P-Wert ' 0,406

" Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen den erhaltenen Schichtdicken nach Anwendung
beider Postfixationen.

Zwischen den Tieren bestand eine relativ hohe Streuung, insbesondere bei der Verwendung
von Paraformaldehyddampf.

Typische histologische Schnitte fur die beschriebenen Fixationen sind in Abbildung 8
dargestellt. Bei der Verwendung von 4%NBF-Fixation ist deutlich zu erkennen, dass sich
alcianblau-positiver Mukus uber die Begrenzungen der Schleimhaut bzw. des Darminhalts
hinaus ausdehnt.

Abbildung 8: Darstellung der Mukusschicht aus Gewebeproben des Kolons; Gefrierfixierung
mit flissigem Stickstoff und anschlieRende Postfixation durch Paraformaldehyddampf (links)
bzw. 4%NBF (rechts); Farbung: AB2,5-PAS
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Vergleich von Serienschnitten Paraformaldehyddampf-fixierter Gefrierschnitte im Kolon von
Absetzferkeln

Von zehn Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen.
Nach Gefrierfixierung wurden die histologischen Serienschnitte mit PFA fixiert und in AB pH
2,5-PAS gefarbt. Der Vergleich der Messwerte nach PFA-Fixation von Serienschnitten ist in
Abbildung 9 und Tabelle 17 dargestellt.
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Abbildung 9: Quantitativer Mukusdickenvergleich an Serienschnitten mit PFA-Fixation im
Kolon von Absetzferkeln (n=10 je Gruppe)
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Tabelle 17: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in pm) an
Serienschnitten nach PFA-Fixation von Gefrierschnitten im Kolon von Absetzferkeln (n=10)

Parameter Objekttrager 1 Objekttrager 2
Median 24,5 20,1

IQR 12,4 10,6
Min/Max 10,6 /35,2 10,9/354
P-Wert ' 0,705

" Kruskal-Wallis-Test
Es bestand kein Unterschied zwischen den erhaltenen Schichtdicken der Serienschnitte.
Zwischen den Tieren bestand eine relativ hohe Streuung. Die Streuung der Messwerte

zwischen beiden Objekttragern war sehr gering.

Typische histologische Bilder nach PFA-Fixation sind in der Abbildung 10 dargestellt.

_S0pm_ 200 ym

Abbildung 10: Darstellung der Mukusschicht aus Gewebeproben des Jejunums (links mit
LUT) bzw. Kolons (rechts); Gefrierfixierung mit flissigem Stickstoff und anschlieRende
Postfixation durch Paraformaldehyddampf; Farbung: AB2,5-PAS
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4.1.3  Vergleich verschiedener Farbungen an histologischen Gefrierschnitten

In den vorliegenden Untersuchungen wurden verschiedene Farbungen nach PFA-Fixation
der Gefrierschnitte im Jejunum und Kolon durchgefiihrt und anschliefend deren Einfluss auf
qualitative und quantitative Parameter der Mukusschicht Gberpruft.

Der Mukus war durch Farbungen mit AB pH 2,5, AB pH 0,5, PAS und Lektinen gut
darstellbar. Die Kombinationsfarbung AB pH 2,5-PAS ermdglichte eine gute Darstellung und
Differenzierung der unterschiedlichen Mukusanteile. Bei der Anfertigung der Farbelésung AB
pH 0,5 kam es zur unvollstindigen Lésung des Farbstoffes und somit uneinheitlichen
Farbelésung verschiedener Ansatze. Es wurde eine geringere Farbintensitat des Mukus bei
pH 0,5 gegeniber pH 2,5 sichtbar. Eine quantitative Bestimmung der Mukusschichtdicke
wurde bei der Farbung mit Lektinen nicht durchgefihrt. Bei der Verwendung
unterschiedlicher pH-Werte der AB-Farbung wurde kein Unterschied in der angefarbten
Menge des Mukus beobachtet.

Jejunum

Im Jejunum wurde das Lektin PNA aufgrund einer deutlicheren Anfarbung des Mukus
gegenlber den Lektinen BSL, EEL und UEA bevorzugt. Durch die Verwendung von PNA
wurde eine intensivere Anfarbung des Mukus als bei der Verwendung von AB oder PAS
erreicht. Dabei erzielte das Lektin Peanut-Agglutinin (PNA) die deutlichste Anfarbung des
Mukus. Die Farbeintensitat der Lektine nahm von epithelial nach luminal ab. Eine vorherige
Behandlung des histologischen Schnittes mit Neuraminidase fihrte zusatzlich zu einer
intensiveren Anfarbung des Mukus durch das Lektin PNA sowohl luminal, als auch zwischen
den Villi intestinales.

Bei Verwendung der Kombinationsfarbung AB pH 2,5-PAS wurde die Menge des
angefarbten Mukus nicht beeinflusst. Die nach luminal abnehmende Farbintensitat wurde
hierbei ebenfalls beobachtet.

Kolon

Im Kolon fiihrte die Verwendung von Lektinen nicht zu einer intensiveren Anféarbung
gegenlber AB oder PAS. Eine Veranderung der Farbeintensitat von epithelial nach luminal
war mit keiner Farbung zu erkennen.

Bei der Verwendung der Kombinationsfarbung AB pH 2,5-PAS wurde kein
Mengenunterschied des dargestellten Mukus ermittelt. Mittels der Kombinationsfarbung war
saurer von neutralem Mukus differenzierbar. Bei der Farbung AB pH 2,5-PAS war die
Abgrenzung zum Nachbargewebe deutlicher darstellbar als bei der Verwendung von
Lektinen.

Fur eine deutliche Darstellung des Mukus war eine hohe Farbedauer von AB notwendig (>6
Stunden). PAS dagegen erforderte eine maximale Farbezeit von 45 Sekunden, um eine
Uberfarbung zu verhindern.
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Vergleich der Mukusschichtdicke bei Verwendung von AB pH 2,5-PAS- und AB pH 0,5-PAS-
Farbung von Gefrierschnitten im Kolon von Absetzferkeln

Von zehn Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen.
Nach Gefrierfixierung wurden die histologischen Serienschnitte mit PFA postfixiert und in AB
pH 2,5-PAS oder AB pH 0,5-PAS gefarbt. Der Vergleich der Messwerte nach verschiedenen
Farbungen ist in Abbildung 11 und Tabelle 18 dargestellt.
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Abbildung 11: Quantitativer Mukusdickenvergleich nach PFA-Fixation der Gefrierschnitte
bei Verwendung unterschiedlicher Farbungen (AB pH 2,5-PAS- und AB pH 0,5-PAS) im
Kolon von Absetzferkeln (n=10 je Gruppe)
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Tabelle 18: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in ym) nach PFA-
Fixation der Gefrierschnitte mit AB pH 2,5-PAS- und AB pH 0,5-PAS-Farbung im Kolon von
Absetzferkeln (n=10)

AB pH 2,5-PAS AB pH 0,5-PAS
Parameter
Median 17,2 11,5
Interquartilbereich 13,5 12,4
Min/Max 8,56 /28,1 6,41/29,1
P-Wert ' 0,226

" Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen den erhaltenen Schichtdicken nach Anwendung
beider Farbungen.

Zwischen den Tieren bestand eine relativ hohe Streuung, insbesondere bei der Verwendung
der AB pH 0,5-Farbung.

Typische histologische Bilder nach AB pH 2,5-PAS und AB pH 0,5-PAS-Farbung sind in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Darstellung der Mukusschicht aus Gewebeproben des Kolons;
Gefrierfixierung mit flissigem Stickstoff und anschlieBender Postfixation durch
Paraformaldehyddampf; Farbung: AB 2,5-PAS (links) bzw. AB 0,5-PAS (rechts)
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41.4 Vergleich einer Integralmessung mit einer Zehnpunktemessung der
Mukusschichtdicke

Jejunum

Die Auswertung der Mukusdicke war im Jejunum nicht méglich. Ursachen daflr waren das
Kollabieren des Darms aufgrund mangelndem Darminhalts und somit fehlender Grenzen des
Mukus zur gegeniberliegenden Darmwand sowie der Substanzverlust im Darmlumen
aufgrund mangelnder Stabilitat des histologischen Schnittes.

Kolon

Im Kolon war eine morphometrische Auswertung mit beiden Messmethoden mdéglich. Es gab
keine Unterschiede in den Ergebnissen der Mukusschichtdicke im Vergleich beider
Messmethoden.
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Vergleich der Mukusschichtdicke bei Verwendung von einer Integralmessung und einer
Zehnpunktemessung im Kolon von Absetzferkeln

Von 24 Ferkeln wurden Gewebeproben aus dem aszendierenden Kolon entnommen. Nach
Gefrierfixierung wurden die Schnitte mittels PFA postfixiert, in AB pH 2,5-PAS geféarbt und
die Mukusschichtdicke mittels Integral- und Zehnpunktemessung gemessen. Der Vergleich
der Messwerte ist in Abbildung 13 und Tabelle 19 dargestellit.
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Abbildung 13: Quantitativer Mukusdickenvergleich bei Verwendung von zwei
unterschiedlichen Messmethoden (Integral- und Zehnpunktemessung) im Kolon von
Absetzferkeln (n=10 je Gruppe)
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Tabelle 19: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in yum) nach Integral-
und Zehnpunktemessung von Gewebeproben aus dem Kolon von Absetzferkeln (n=24)

Parameter Integralmessung Zehnpunktemessung
Median 16,5 16,7
Interquartilbereich 13,1 13,8
Min/Max 9,94 /47,5 9,87 /49,6
P-Wert ' 0,606

" Kruskal-Wallis-Test
Es bestand kein Unterschied zwischen den gemessenen Schichtdicken nach Anwendung

beider Messmethoden.
Innerhalb den Messmethoden bestand eine relativ geringe Streuung.
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4.2 Einfluss verschiedener Zinkkonzentrationen im Futter auf die
Morphometrie und mRNA-Expression im Jejunum und Kolon von
Ferkeln nach dem Absetzen

421 Ergebnisse der morphometrischen Messungen im Kolon

Einfluss der Fitterung unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die Schichtdicke des Mukus
im Kolon von Absetzferkeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Schichtdicke des Mukus nach
Gefrierfixierungen an Gewebeproben im Kolon mit anschlieBender PFA-Postfixation in
Abhangigkeit zu drei unterschiedlichen Zinkgehalten im Futter (A=0 mg ZnO/kg Futter,
B=100 mg ZnO/kg Futter, C=1000 mg ZnO/kg Futter) mit der Integralmessung gemessen
und verglichen. Die Ergebnisse werden in Abbildung 14 und Tabelle 20 zusammenfassend
dargestellt.
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Abbildung 14: Quantitativer Mukusdickenvergleich im Kolon von Absetzferkeln bei
Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je Gruppe)
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Tabelle 20: Ergebnisse des Vergleichs der Schichtdicke des Mukus (in pm) im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je

Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 17,0 14,3 16,7
Interquartilbereich 9,27 15,7 12,4
Min/Max 11,5/27,6 9,97 /47,5 9,94 /28,8
P-Wert ? 0,846

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen

der Schichtdicke des Mukus der drei

Fitterungsgruppen. Die Streuung der Werte war insbesondere innerhalb von Gruppe B

relativ hoch.
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Einfluss der Fiitterung unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die Kryptentiefe im Kolon
von Absetzferkeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Kryptentiefe nach chemischer Fixierung
durch Methacarn an Gewebeproben im Kolon in Abhangigkeit zu drei unterschiedlichen
Zinkgehalten im Futter (A=0 mg ZnO/kg Futter, B=100 mg ZnO/kg Futter, C=1000 mg
ZnO/kg Futter) gemessen und verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 und Tabelle
21 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 15: Quantitativer Vergleich der Kryptentiefe im Kolon von Absetzferkeln bei
Verfiitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je Gruppe)
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Tabelle 21: Ergebnisse des Vergleichs der Kryptentiefe (in um) im Kolon von Absetzferkeln
bei Verfutterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 376 364 329
Interquartilbereich 126 77,6 97,1
Min/Max 232 /497 269 / 541 256 / 453
P-Wert * 0,652

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen den Kryptentiefen der drei Futterungsgruppen. Die
Streuung der Messwerte innerhalb der Fltterungsgruppen war relativ hoch.
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4.2.2 Untersuchungen zur mRNA-Expression im Jejunum und Kolon

Einfluss der Futterung unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die MUC2-mRNA-
Expression im Jejunum und Kolon von Absetzferkeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die MUC2-mRNA-Expression im Jejunum und
Kolon in Abhangigkeit zu drei unterschiedlichen Zinkgehalten im Futter (A=0 mg ZnO/kg
Futter, B=100 mg ZnO/kg Futter, C=1000 mg ZnO/kg Futter) mittels gqRT-PCR gemessen
und verglichen. Die Ergebnisse fiir die MUC2-mRNA-Expression werden in Abbildung 16
und Tabelle 22 sowie Abbildung 17 und Tabelle 23 jeweils fir das mittlere Jejunum und das
aszendierende Kolon zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 16: Quantitativer Vergleich der MUC2-mRNA-Expression im Jejunum von
Absetzferkeln bei Verfiitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)

71



Kapitel I1V: Ergebnisse

Tabelle 22: Ergebnisse des Vergleichs der MUC2-mRNA im Jejunum von Absetzferkeln bei
Verfutterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 1,10 0,935 1,13
Interquartilbereich 0,632 0,650 0,865
Min/Max 0,482/1,43 0,638/2,67 0,561/2,15
P-Wert * 0,996

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen der MUC2-mRNA-Expression im Jejunum der drei
Fitterungsgruppen.
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Aszendierendes Kolon
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Abbildung 17: Quantitativer Vergleich der MUC2-mRNA-Expression im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfiitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)
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Tabelle 23: Ergebnisse des Vergleichs der MUC2-mRNA im Kolon von Absetzferkeln bei
Verfutterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 0,959 1,24 0,793
Interquartilbereich 0,553 0,702 1,02
Min/Max 0,526 /1,92 0,527 /2,60 0,406 /1,74
P-Wert * 0,333

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen der MUC2-mRNA-Expression im Kolon der drei
Fitterungsgruppen.
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Einfluss der Fitterung unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die TFF3-mRNA-
Expression im Jejunum und Kolon von Absetzferkeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die TFF3-mRNA-Expression im Jejunum und
Kolon in Abhangigkeit zu drei unterschiedlichen Zinkgehalten im Futter (A=0 mg ZnO/kg
Futter, B=100 mg ZnO/kg Futter, C=1000 mg ZnO/kg Futter) mittels qRT-PCR gemessen
und verglichen. Die Ergebnisse fur die TFF3-mRNA-Expression werden in Abbildung 18 und
Tabelle 24 sowie Abbildung 19 und Tabelle 25 jeweils fir das mittlere Jejunum und das
aszendierende Kolon zusammenfassend dargestellt.

Mittleres Jejunum
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Abbildung 18: Quantitativer Vergleich der TFF3-mRNA-Expression im Jejunum von
Absetzferkeln bei Verfltterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)
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Tabelle 24: Ergebnisse des Vergleichs der TFF3-mRNA-Expression im Jejunum von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 0,855 1,16 1,39
Interquartilbereich 0,858 1,54 0,608
Min/Max 0,565/ 3,08 0,527 /3,10 0,440/2,14
P-Wert 0,619

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen der TFF3-mRNA-Expression im Jejunum der drei
Fitterungsgruppen.
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Aszendierendes Kolon
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Abbildung 19: Quantitativer Vergleich der TFF3-mRNA-Expression im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfiitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)
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Tabelle 25: Ergebnisse des Vergleichs der TFF3-mRNA-Expression im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je
Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) ' C (1000 mg ZnO) *
Median 0,945 0,737 1,33
Interquartilbereich 0,517 0,347 0,824
Min/Max 0,396 /1,77 0,571/1,2 0,548 /3,34
P-Wert * 0,075

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter
2 Kruskal-Wallis-Test

Die Analyse ergab einen tendenziellen Unterschied zwischen der TFF3-mRNA-Expression
im Kolon der drei Futterungsgruppen. Die Streuung der Werte war vergleichsweise gering.
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Einfluss der Fitterung unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die B-Defensin 3-mRNA-
Expression im Jejunum und Kolon von Absetzferkeln

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die B-Defensin 3-mRNA-Expression im Jejunum
und Kolon in Abhangigkeit zu drei unterschiedlichen Zinkgehalten im Futter (A=0 mg ZnO/kg
Futter, B=100 mg ZnO/kg Futter, C=1000 mg ZnO/kg Futter) mittels qRT-PCR gemessen
und verglichen. Die Ergebnisse fir die -Defensin 3-mRNA-Expression werden in Abbildung
20 und Tabelle 26 sowie Abbildung 21 und Tabelle 27 jeweils fir das mittlere Jejunum und
das aszendierende Kolon zusammenfassend dargestellt.

Mittleres Jejunum
Bei funf Tieren konnte keine Expression der B-Defensin 3-mRNA gemessen werden,

darunter zwei Tiere aus Futterungsgruppe A und drei Tiere aus Fltterungsgruppe C. Diese
Tiere wurden in der Analyse nicht berlicksichtigt.
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Abbildung 20: Quantitativer Vergleich der B-Defensin 3-mRNA-Expression im Jejunum von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (Gruppe A:
n=6, Gruppe B: n=8, Gruppe C: n=5)
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Tabelle 26: Ergebnisse des Vergleichs der B-Defensin 3-mRNA-Expression im Jejunum von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je

Gruppe)

Parameter A (0 mg ZnO) ' B (100 mg ZnO) * C (1000 mg ZnO) *
Median 1,77 0,556 102
Interquartilbereich 4,56 7,58 506
Min/Max 0,169/ 5,88 0,068/ 38,9 2,23 /892
P-Wert ? 0,055

! Zugabe von Zinkoxid je kg Futter

2 Kruskal-Wallis-Test

Die Analyse ergab einen tendenziellen Unterschied zwischen der (B-Defensin 3-mRNA-
Expression im Jejunum der drei Fitterungsgruppen. Die Streuung der Werte ist generell

hoch.
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Aszendierendes Kolon

Bei funf Tieren konnte keine Beta-Defensin 3-mRNA-Expression gemessen werden, darunter
drei Tiere aus Futterungsgruppe B und zwei Tiere aus Futterungsgruppe C. Diese Tiere
wurden in der Analyse nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 21: Quantitativer Vergleich der B-Defensin 3-mRNA-Expression im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (Gruppe A:
n=8, Gruppe B: n=5, Gruppe C: n=6)
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Tabelle 27: Ergebnisse des Vergleichs der B-Defensin 3-mRNA-Expression im Kolon von
Absetzferkeln bei Verfitterung von drei unterschiedlichen Zinkkonzentrationen (n=8 je

Gruppe)

Parameter A (0Omg ZnO) ' B (100mg ZnO) ' C (1000mg ZnO) '
Median 0,587 0,596 0,084
Interquartilbereich 75,7 460 17,3
Min/Max 0,009/ 135 0,086 / 920 0,009/37,3
P-Wert ? 0,476

1Zugabe von Zinkoxid (75%ig) je kg Futter

2 Kruskal-Wallis-Test

Es bestand kein Unterschied zwischen der 3-Defensin 3-mRNA-Expression im Kolon der drei

Fitterungsgruppen.
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5. Kapitel V: Diskussion

5.1 Hintergrund und Zielstellung

Der histologische Nachweis der Mukusschicht stellt seit langem eine Herausforderung dar. In
der Literatur werden unterschiedliche Methoden zur Darstellung des Mukus beschrieben.
Bereits bei den direkten histologischen Nachweisverfahren existiert eine groe Anzahl
verschiedener Fixierungs- und Farbeprotokolle (Abbildung 1). Dies liegt sowohl an der
Vielzahl der histologischen Arbeitsschritte als auch dem breitem Spektrum an Versuchstieren
und Probengeweben. Aufgrund der Vielzahl dieser histologischen Protokolle zur
Mukusdarstellung sind Ergebnisse von Mukusmessungen haufig nicht miteinander
vergleichbar. Auch die Herstellung eines ,Goldstandards® zum Mukuserhalt wurde bisher
nicht etabliert. Daher stellte die Erarbeitung einer optimierten Methode zur Mukusdarstellung
ein Ziel dieser Arbeit dar. Zu diesem Zweck wurden verschiedene histologische Methoden
qualitativ und quantitativ verglichen.

Zink hat als Spurenelement vielfaltige Auswirkungen auf den Organismus. In der
Schweinehaltung wird Zink weltweit haufig zur Prophylaxe gegen Diarrhoe angewendet.
Dabei sind viele Wirkungsmechanismen von Zink nur unzureichend geklart. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen verschiedener Zinkkonzentrationen im
Futter auf die Schichtdicke und Zusammensetzung des sezernierten Mukus im Darm von
Absetzferkeln.
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5.2 Kritik an der Methode

5.21 Kritik an der Etablierung eines Fixierungs- und Farbeprotokolls zur
histologischen Darstellung von Mukus im Darm

Zur histologischen Mukusdarstellung existieren seit vielen Jahren verschiedene Fixierungs-
und Farbeprotokolle (Kapitel 2.5.11, Tabelle 4). Aufgrund fehlender oder mangelnder
Einheitlichkeit ist eine vergleichende Betrachtung der jeweiligen Ergebnisse nur
eingeschrankt oder gar nicht moéglich. Wegen der Vielzahl von Arbeitsschritten, von der
Auswahl der Tiere bis zur Auswertung der Mukusdicke als Teil des methodischen
Vorgehens, koénnen die ermittelten Daten mehr oder minder starken Verzerrungen
unterliegen. Aus der Menge dieser Arbeitsschritte werden in der vorliegenden Arbeit einige
wesentliche unter Berlicksichtigung der Literatur betrachtet. Mit zehn Tieren pro Gruppe liegt
die Probenzahl auf einem ausreichend hohem Niveau und ist vergleichbar zu anderen
Studien. Dessen ungeachtet stellt sich die Streuung der Messwerte innerhalb der Gruppen
aber auch der Individuen bei einzelnen ausgewiesenen Methoden als relativ hoch dar. Fur
eine weitere Optimierung des Protokolls sind weitere Untersuchungen und gréfRere Gruppen
denkbar. Ungeachtet dessen kann die vorliegende Arbeit zur Entwicklung eines Leitfadens
fir ein entsprechend standardisiertes Fixierungs- und Férbeprotokolls beim Schwein
beitragen.

5.2.2 Kritik am Fiitterungsversuch verschiedener Zinkkonzentrationen an
Absetzferkeln

In vorangegangenen Studien wurden bei der Supplementierung von Zink sowohl positive als
auch negative Auswirkungen auf die Darmgesundheit von Absetzferkeln beschrieben.

Die Wirkungen von Zink auf die Mukusschichtdicke im Darm sind in der Literatur bislang
nicht untersucht. Ein Grund daflr kdnnte in der schwierigen histologischen Darstellung des
Mukus liegen. In der vorliegenden Untersuchung gelang die Darstellung des Mukus, die
Ergebnisse sind jedoch aufgrund der Vielzahl einzelner Arbeitsschritte durch mdgliche
systematische Fehler zu relativieren. Darliber hinaus zeigten sich in der histologischen
Darstellung starke tierindividuelle Unterschiede. Dies konnte auch mittels biochemischer
Verfahren Uber die Expression verschiedener mRNA bestatigt werden.

Eine abschlieRende Aussage zur Auswirkung des Spurenelements Zink auf den Mukus im
Darm von Absetzferkeln kann diese Arbeit daher nicht liefern.
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5.3 Fixierungs- und Farbeprotokoll zur histologischen Darstellung von
Mukus im Darm von Absetzferkeln

5.3.1  Versuchstiere, Fiitterung und Probenauswahl

Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden Ferkel nach dem Absetzen untersucht. Sie besitzen ein
relativ kleines Darmkaliber. Dies ermdglicht ein einfaches Sammeln und Bearbeiten der
Proben. Die Handhabung grofer Darmlumina ist schwieriger als die kleiner. Die eigenen
Untersuchungen zeigen, dass Darminhalt aufgrund mangelnden zelluldren Verbunds nach
der Fixierung zur Fragmentation neigt. Das Verhaltnis von Darminhalt zur Darmwand ist bei
kleineren Darmlumina geringer. Ein weiterer Grund liegt in der Bauweise von Kryostaten
bzw. Mikrotomen, da diese eine begrenzte rdumliche Kapazitat aufweisen.

In der Literatur finden sich bereits eine Reihe von Studien zum Mukus von Ferkeln in
vergleichbarem Alter (Bontempo et al., 2006, Le Bon et al., 2010, Callies, 2012), deren
Zielstellungen sich auf den Einfluss der Futterstruktur und den Zusatz von Probiotika
fokussieren.

Probenauswahl
Das Jejunum stellt etwa 90 % des Diinndarms dar (Laerke und Hedemann, 2012). In der
Literatur werden im lleum héhere Mukusschichten als im Jejunum beschrieben (Atuma et al.,
2001, Varum et al., 2010). Das Jejunum erwies sich fiir Untersuchungen des Schleims als
ungeeignet. Die im Jejunum entnommenen Proben enthielten zwar Mukus, konnten jedoch
aufgrund eines Mangels an Chymus als luminale Begrenzung in der vorliegenden Arbeit
keiner Messung unterzogen werden. Eine moégliche Ursache ist die hohe motorische Aktivitat
in diesem Darmsegment. Diese ist im Jejunum gegeniber dem lleum héher (Lindberg und
Ogle, 2001). AuRerdem herrschen unterschiedliche physikalische und chemische
Eigenschaften zwischen diesen beiden Segmenten (Kararli, 1995) und kdénnten somit den
Mukus beeinflussen. Zudem ist die Bedeutung des im Jejunum gegeniber dem lleum
héheren Wassergehalts zu bericksichtigen (Bargmann, 2013, Steinhausen, 2013). Diese
kénnten ein Abwaschen des wasserldslichen Mukus begtinstigen.
Trotz ahnlicher Zusammensetzung des Mukus verhalt dieser sich in verschiedenen
Darmabschnitten ungleich (Faderl et al, 2015). In Abhangigkeit zum jeweiligen
Dinndarmsegment existieren unterschiedliche Resorptionsmechanismen (Ermund et al.,
2013). Diese konnten den Mukus beeinflussen. Hierbei ist auch zu berlcksichtigen, dass
anders als im lleum die Mukusschicht im Jejunum nicht die gesamten Villi intestinales
bedeckt (Atuma et al., 2001, Johansson et al, 2011a, Johansson et al., 2011b). Das
Vorhandensein von Diinndarmzotten erschwert die histologische Darstellung des Mukus
(Johansson et al., 2011b). Der Kontakt zur gegeniiberliegenden Darmwand wird durch lange
Villi intestinales gefoérdert und steht dadurch einer morphometrischen Messung des Mukus
entgegen. Die Lange der Diinndarmzotten fallen im lleum im Vergleich zum Duodenum und
Jejunum am geringsten aus (Vollmerhaus, 2004).
Im Dickdarm wurde im Rahmen dieser Arbeit das aszendierende Kolon untersucht. Dies
hatte sich bereits in anderen Studien als vorteilhaft erwiesen, da es mit Darminhalt gefullt
war (Callies, 2012, Wlodarska et al., 2015). Die Fiillung kann durch die ad libitum-Futterung
der Tiere, durch den Verzicht auf Laxanzien bzw. durch das Auslassen der Spllung des
Probenmaterials nach Probenentnahme begriindet werden. Letztere fuhrt zum Verlust von
vorhandenem Mukus (Pullan et al., 1994).
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Fatterung

Fatterungsunterschiede sind wesentliche Faktoren, die eine Vergleichbarkeit von Studien
erschweren. Die Fultterung umfasst die Futterungstechnik, die Futterzusammensetzung
sowie die Futterstruktur und beeinflusst den intestinalen Mukus (Brunsgaard, 1998).

Zur Futterungstechnik zahlt der Zugang zum Futter. Die Futterung ad libitum ist sinnvoll, um
den ,natirlichen* Zustand des Organismus zu reflektieren und um die hormonelle und
nervale Steuerung der Mukussekretion nicht zu beeinflussen (liboshi et al., 1994). Hierbei
kann ein gefillter Dinndarm jedoch nicht immer gewahrleistet werden. Bei restriktiver
Fitterung bzw. bei Fasten sind Diinn- als auch Dickdarm in der Regel nicht gefiillt. Ein nicht
mit Darminhalt gefiillter Darm kollabiert. Die Mukusdarstellung ist dann zwar noch méglich,
eine exakte morphometrische Dickenmessung des Mukus jedoch nicht. Fir eine prazise
Mukusdickenmessung ist Chymus als luminale Begrenzung essenziell, da der Kontakt vom
Mukus zum Mukus der gegeniiberliegenden Darmseite eine korrekte histologische
Abgrenzung der Mukusdicke unmdglich macht (Jordan et al.,, 1998). Mangelnde Abtragung
bzw. mangelnde Begrenzung des Mukus durch Darminhalt fiihrt zur Quellung des Mukus.
Messungen an gequollenem Mukus sind mit ungequollenen Mukusmessungen nicht
vergleichbar. Zudem besitzt gequollener Mukus einen schwéacheren Zusammenhalt
(Johansson et al., 2008), was eine mdgliche Erklarung fir den luminalen Substanzverlust
von Mukus im Jejunum ist, der teilweise beim Aufziehen der Schnitte auf die Objekttrager in
dieser Arbeit beobachtet wurde. Eine exakte morphometrische Messung des Mukus war in
solchen Fallen nicht méglich.

Neben der Fuitterungstechnik nimmt die Futterstruktur Einfluss auf den Mukus. Grob
strukturiertes Futter steigert die Mukusproduktion, gleichzeitig aber auch die Abrasion des
Mukus (Montagne et al., 2004). In einem Versuch mit Absetzferkeln blieb die Schichtdicke
des Mukus durch grob teiliges Futter unbeeinflusst (Callies, 2012). Vermutlich stehen die
Stimulation der Mukusproduktion und Abrasion der Mukusschicht durch grob teiliges Futter
im Gleichgewicht (Montagne et al., 2004).

Auch die Futterzusammensetzung beeinflusst den Mukus. Die Zugabe von Eugenol in das
Futter von Mausen fiihrte zu einer Erhéhung der Mukusschichtdicke (Wlodarska et al., 2015).
Die Zugabe von Erbsenfasern zur Futterration von Schweinen flihrte zu einer Steigerung der
Mukussekretion (Leterme et al., 1998, Lien et al., 2001).

In den vorliegenden Untersuchungen variierte lediglich der Zinkgehalt des Futters innerhalb
der Futterungsgruppen. Dabei ergaben die Analysen, dass die Menge des Spurenelements
Zink keinen Einfluss auf die Schichtdicke und somit auf die sezernierte Menge des Mukus
hat. Der Gruppenvergleich unterschiedlicher Zinkfltterungen wird in Kapitel 5.4 erlautert.

Schlussfolgerung

Die Futterung und die Behandlung der Tiere vor der Probenentnahme sind bei histologischen
Untersuchungen in der Literatur teilweise unzureichend beschrieben. Deren Auswirkungen
auf Messungen des Mukus sind jedoch entscheidend. Daher ist die Entwicklung eines
Leitfadens fiir eine korrekte methodische Vergleichbarkeit von Studien bedeutsam.
Hinsichtlich einer exakten morphometrischen Messung der Mukusdicke im Dinndarm lassen
sich vor diesem Hintergrund folgende L&sungsansatze ableiten: Denkbar wére eine
synchronisierte, letztmalige Futterung der Tiere zur Herstellung eines gefiiliten Dinndarms
vor der Probennahme. Aufzerdem kénnte eine Probennahme an einem zur Mukusdarstellung
geeigneten Dunndarmabschnitt, wie z. B. dem lleum erfolgen (Bontempo et al., 2006,
Johansson et al., 2011b). Neben diesen Empfehlungen ist fur eine prazise Beurteilung und
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Messung des sezernierten Mukus die Vermeidung Uberflissiger oder fehlerhafter
Manipulationen am Probenmaterial eine wesentliche Voraussetzung. Zu diesen
Manipulationen zahlen indirekt auch die bereits erwahnte restriktive Fitterung, die Gabe von
Laxanzien sowie die fehlerhafte Praparation der Proben nach der Entnahme. Der Erhalt von
Darminhalt im Darm ist essenziell fir den Mukuserhalt in einer Gewebeprobe (Johansson et
al., 2011a). Dennoch wurde beschrieben, dass das Vorhandensein von Chymusresten einer
Mukusmessung aufgrund mangelnder Abgrenzbarkeit entgegensteht (Callies, 2012). In der
vorliegenden Arbeit wurde das nicht bestatigt. Eine Unterscheidung von Darminhalt zum
Mukus stellte mit der AB-PAS Farbung keine Schwierigkeit im Rahmen von Messungen dar.
In den folgenden Abschnitten wird auf weitere Risiken maoglicher Manipulationen
eingegangen.

5.3.2 Gewebeentnahme fiir die histologischen Untersuchungen

Eine Mukusmessung nach Gewebeentnahme ist weniger aufwendig und kostengtinstiger als
eine in vivo-Messung. Ein weiterer Vorteil der Gewebeentnahme ist die vereinfachte
Méglichkeit von Messungen an mehreren Abschnitten im Darm sowie die Probensammiung
zur Berlcksichtigung weiterer Untersuchungstechniken. Ex vivo-Versuche fihren jedoch zur
Schrumpfung des Mukus (Atuma et al, 2001). Dessen Ausmalfd ist von der jeweiligen
Fixierung des Probenmaterials abhangig und fallt bei der Gefrierfixierung am geringsten aus
(Mulberger, 2013).

Zur histologischen Darstellung des Mukus wurde in der vorliegenden Arbeit direkt nach dem
Tod der Tiere das Darmkonvolut entfernt. Dies erwies sich als gut durchfiihrbar. Eine zligige
Bearbeitung der Proben ist notwendig, um autolytischen Prozessen entgegenzuwirken (Otto,
1983, Callies, 2012). Die Entnahme des Darms stellt eine mechanische Belastung bzw.
Manipulation dar, die auf ein Minimum zu reduzieren ist (Varum et al., 2010, Callies, 2012).
Die Viskositat des Darminhalts ist fitterungsabhangig (McDonald et al., 2001). Dadurch kann
das Schneiden unter minimaler mechanischer Belastung eine Herausforderung darstellen.
Die Entnahme ausreichend groRer Darmproben sowie die Verwendung langer und scharfer
Klingen minimiert nach eigenen Erfahrungen die Gefahr artifizieller Verschiebungen des
Mukus.

5.3.3 Gewebepraparation der histologischen Proben

Das antimesenteriale Eroffnen des Darms fiihrte vor allem im Kolon zur Ablésung des
Darminhalts von der Schleimhaut. Dabei kam es zu Substanzverlust des Mukus. Neben der
mechanischen Belastung kann das Eréffnen des Darmrohres zur schnelleren Dehydration
und somit zur schnelleren Schrumpfung des Darminhalts gegeniiber der Schleimhaut fiihren.
Dies wirde einen weiteren Substanzverlust erklaren. Zudem fuhrt ein Er6ffnen des
Darmrohres zu einem gewissen Stabilitatsverlust des Gewebes aufgrund des Fehlens einer
physikalischen Abgrenzung des Darminhalts durch die Schleimhaut (Berendt, 2013).

Eine weitere Praparationsmdglichkeit des Gewebes war in der vorliegenden Arbeit die
Injektion von Methacarn in das Darmlumen. Dies flihrte zu einem Verlust von Mukus, vor
allem im Jejunum. Der Verlust kann auf die Druckentstehung sowie auf Spulungsartefakte
zuriick zu flhren sein. Die Auswirkungen der Injektion von Methacarn waren im Kolon
geringer als im Jejunum. Die Ursache konnte in der hdheren Stabilitdt durch eine groRere
Menge an Darminhalt im Kolon begriindet sein.

Bei histologischen Schnitten ohne vorherige Praparation des Probengewebes konnte mehr
Mukus erhalten werden als bei Schnitten mit vorheriger Praparation. Dies dlrfte in der
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Labilitdt des Schleims begriindet liegen. Ein intaktes, mit Darminhalt gefilltes Darmrohr wirkt
stabilisierend auf den Mukus (Johansson et al., 2011a). Vor diesem Hintergrund ist der
weitgehende Verzicht auf eine Praparation der Proben fur eine exakte morphometrische
Messung des Mukus notwendig.

5.3.4 Gefrierfixierung des Probenmaterials

Durch Fixierung des Probenmaterials wird der Erhalt des natirlichen Zustands des Gewebes
unterstutzt. Eine umgehende Fixierung der Proben ist entscheidend, um autolytischen
Prozessen vorzubeugen. Die Auswahl der Fixierung ist teilweise von der darauffolgenden
Farbung abhangig (Mulisch und Welsch, 2010). Die Dehydration ist ein wesentlicher
Bestandteil der Fixierung. In der Regel fuhrt Dehydration zur Schrumpfung von Mukus
(Pullan et al., 1994). Dem Ziel von Fixierungen, den urspriinglichen Zustand des Gewebes
moglichst zu erhalten, kommt die Kryopraparation am nachsten (Mulisch und Welsch, 2010).
Grundsatzlich bestand kein Unterschied in den Ergebnissen der Mukusschichtdicke
zwischen der Gefrierfixierung und der Methacarnfixierung. Somit diirfte die Schrumpfung des
Mukus aufgrund der Dehydration bei beiden Fixierungen vergleichbar sein. Dennoch waren
deutliche Unterschiede im Erhalt der Schichtung von Schleimhaut-Mukus-Darminhalt
erkennbar. Bei der Gefrierfixierung durch Stickstoff wird das Gewebe in gefrorenem Zustand
geschnitten und in seiner urspriinglichen Struktur auf dem Objekttrager aufgezogen. Die
Silanisierung der Objekttrager kann eine bessere Haftung des Gewebes bewirken (Mulisch
und Welsch, 2010). Verschiebungen von Darminhalt, Mukus und Darmgewebe beim
Gefrieren der Proben sind grundsatzlich nicht auszuschlieRen. Dagegen spricht jedoch, dass
die Schichtung dieser drei Anteile auf den histologischen Schnitten in den vorliegenden
Untersuchungen uberwiegend erhalten blieb. Dies war ein wesentlicher Vorteil gegeniiber
den chemischen Fixierungen. Gefrierfixierungen durch Stickstoff erzielten in dieser Arbeit die
besten Ergebnisse, da die Mukusschichtdicke bei allen Schnitten unter den beschriebenen
Voraussetzungen (siehe Kapitel 3.6.5) morphometrisch messbar war. Eine vorangegangene
Studie konnte trotz vorheriger Spulung der Proben ebenfalls in allen Gefrierschnitten den
Mukus erhalten (Varum et al., 2010). Im Rahmen einer Dissertation zur Untersuchung des
Mukus bei Absetzferkeln wurden die Fixierungen mit flissigem Stickstoff und nach Carnoy
verglichen. Hierbei wurde beim Mukuserhalt kein Unterschied zwischen Stickstoff und
Carnoy festgestellt (Callies, 2012). Die Dehydration sowie die Postfixation der Gefrierschnitte
wurden in den Untersuchungen von der Autorin nicht beschrieben. Die Postfixation stellte in
der vorliegenden Arbeit dagegen einen wesentlichen Faktor zum Erhalt des Mukus dar.
Grundsatzlich kann das Gefrieren von Proben wasserhaltige Strukturen schiitzen (Conger
und Fairchild, 1953). Der Vorteil der Verwendung von Stickstoff ist die Verhinderung von
Mukusschrumpfung (Mulberger, 2013), die durch andere Fixierungen bzw. durch
Dehydration entstehen kénnen (Varum et al.,, 2010). Die Dehydration bei Gefrierfixierung
erfolgt erst, nachdem der Gefrierschnitt auf dem Objekttrager haftet. Dieses stellt einen
wesentlichen Unterschied zur chemischen Fixierung dar.
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5.3.5 Chemische Fixierung des Probenmaterials

Chemische Fixierungen zum Mukuserhalt werden derzeit in der Literatur am haufigsten
beschrieben. Nachfolgend werden die in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten
chemischen Lésungen diskutiert.

Methacarn

Methacarn ist gegenwartig die von vielen Autoren favorisierte chemische Fixierung zur
Mukusdarstellung. Der Vorteil gegeniiber Carnoy und reinem Ethanol ist der Ersatz des
Ethanols durch Methanol. Ethanol hat Protein-vernetzende Eigenschaften, die Methanol
nicht besitzt (Johansson et al., 2011a). Dennoch fihrt auch Methacarn zur Schrumpfung des
Mukus (Ermund et al, 2013). In den vorliegenden Untersuchungen fiihrte Methacarn zu
einem gewissen Erhalt des Mukus, jedoch wurde eine ungleich schnellere und starkere
Dehydration des Darminhalts im Vergleich zur Darmwand beobachtet. Dies duRerte sich in
der Ablésung des Darminhalts von der Darmwand. Dabei war haufig der Mukus vollstandig
vom Epithel getrennt. Eine exakte morphometrische Messung des Mukus dieser Proben war
daher nicht durchfiihrbar. In vorangegangenen Studien von Wlodarska et al. (2015) sowie
Johannson et al. (2008), bei denen Methacarn verwendet wurde, sind Abldsungen des
Mukus von der Darmwand ebenfalls erkennbar. Darminhalt besitzt einen héheren Gehalt an
Wasser als das Darmgewebe (Armbruster et al., 2013, Bargmann et al., 2013) und durfte
somit einer starkeren Schrumpfung bei der Dehydration unterliegen. Unterschiedliche
Fixierungsdauern Uber zwei Stunden mittels Methacarn ergaben keinen Unterschied im
Mukuserhalt. Das deutet darauf hin, dass nach zwei Stunden eine vollstédndige Fixierung des
Gewebes erreicht ist. Die Ergebnisse des Mukusdickenvegleichs nach Gefrier- oder
Methacarnfixierung sind in Kapitel 5.3.4 diskutiert. In dem Fixierungsvergleich waren bei der
Verwendung von Methacarn vier von zehn Proben nicht auswertbar, da in diesen Schnitten
der Mukus nicht erhalten blieb. Bei den restlichen sechs Proben war die Voraussetzung der
intakten Schichtung von Schleimhaut-Mukus-Darminhalt nicht gegeben. Die Messungen der
Schichtdicken wurden zu Vergleichszwecken dennoch durchgefiihrt.

Carnoy

Die Fixierung mittels Carnoy wurde in dieser Arbeit lediglich probeweise durchgefiihrt. Es
konnte kein Vorteil gegenuber der Methacarnfixierung festgestellt werden. Die Ablésungen
des Darminhalts und des Mukus von der Darmwand waren hierbei ebenfalls erkennbar.
Mehrere Studien weisen darauf hin, dass der Mukuserhalt bei Verwendung von Carnoy nur
teilweise gelingt (De Lisle et al., 2007, Callies, 2012).

Bouin

Eine Bouin-Fixierung erleichtert durch die enthaltene Pikrinsaure das Eindringen von Formol
in das Gewebe und fordert so die schnellere Fixierung (Mulisch und Welsch, 2010). In den
vorliegenden Untersuchungen wurde Bouin als Fixierung des Mukus probeweise
durchgefiihrt und fluhrte hierbei nur stellenweise zum Mukuserhalt. Bouin 16st eine starke
Gelbfarbung des Gewebes aus (Hedinger und Dhom, 2013). Die Verwendung der PAS
Farbung ist somit ungiinstig, da eine Abgrenzung von Mukus und Epithel erschwert wird. In
einer weiteren Studie wurden unterschiedliche Fixierungen hinsichtlich des Mukuserhalts
vergleichend betrachtet. Hierbei flihrte Bouin zu einer geringeren Mukusschichtdicke als
herkémmliche Fixierungen (Le Bon et al., 2010).
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5.3.6  Histologische Schritte nach der Gefrierfixierung

Schnittdicke bei der Gefrierfixierung

Der Erhalt des Mukus wird von der Schnittdicke indirekt beeinflusst. Bei zu geringer
Schnittdicke ist ein Substanzverlust des Mukus unausweichlich. Generell nimmt die
Schnittdicke Einfluss auf die Intensitat Farbung (Mulisch und Welsch, 2010) und somit auf
die Messdaten.

Darminhalt besitzt keinen zellularen Verbund und einen hohen Wassergehalt (Lewis und
Heaton, 1997), daraus resultiert eine geringe Stabilitat. Diese Labilitat ist durch die Erhéhung
der Schnittdicke zum Teil kompensierbar. Dies spielt vorrangig beim Kolon eine Rolle. Der
Grund dafur ist die vergleichsweise hohe Menge an Darminhalt gegenliber dem
Darmgewebe. Bei geringer Schnittdicke ,zersplitterte® der Darminhalt, was haufig zu
Substanzverlust des Mukus fuihrte. Das Jejunum war in der Regel nicht oder geringgradig mit
Chymus geflllt. Auch hieraus resultierte oft ein Stabilitatsverlust des Mukus.

Verwendete Objekttrager fiir die Gefrierschnitte

Die Sialinsduren von silanisierten Objekttragern wirken als Haftvermittler zwischen Glas und
Gewebeschnitt (Mulisch und Welsch, 2010) und kénnten dadurch zu einem ho&heren
Mukuserhalt beitragen. Das Hauptprotein MUC2 tragt eine hohe Zahl an Sialinsduren
(Holmén Larsson et al., 2009), die solche Bindungen eingehen kénnen (Grébe, 2008).
Celloidinbeschichtungen von Objekttragern und von Schnitten wirken ebenfalls stabilisierend
auf labile Strukturen (Mulisch und Welsch, 2010). Die Celloidinbeschichtung fiihrte in der
vorliegenden Arbeit zu einem guten Erhalt von Mukus, was durch deren Wirkung als
Schutzschicht gegen physikalische und chemische Belastungen bedingt ist (liboshi et al.,
1994). Allerdings schlieft die AB-positive Anfarbung des Celloidins die Nutzung zum
Mukuserhalt aus. Ein anschlieBendes Abwaschen des Celloidins hatte der AB-positiven
Farbung entgegenwirken kénnen, fiihrte jedoch zum Mukusverlust. Der Substanzverlust
durch Abwaschen des Celloidins lasst sich durch die mégliche Bindung zwischen Celloidin
und Mukus erklaren. Denkbar ist jedoch auch die Ablésung des Mukus aufgrund der
histologischen Spllung.

In der vorliegenden Arbeit wurden Objekttrager auf einer Hitzeplatte vorgewarmt (50 °C),
was zum erleichterten Aufziehen der Schnitte auf den Objekttréger und zum besseren Erhalt
der Mukusschicht gegenulber Iuftgetrockneten Schnitten flihrte. Dies kénnte an der
schnelleren Dehydration liegen, die zu einer Minimierung von Schrumpfungsartefakten fuhrt.
Die Anwendung von Hitzeplatten kann allerdings antigene Eigenschaften zerstéren (Mulisch
und Welsch, 2010). Bezuglich der Fragestellung der Darstellung der Mukusschicht wurde in
dieser Arbeit kein negativer Einfluss der Hitzeplatte auf den Erhalt respektive der Anfarbung
des Mukus festgestellt.

Dehydration der Gefrierschnitte

Die Lufttrocknung als Mittel der Dehydration ist vermutlich aufgrund ihrer mangelnden
Geschwindigkeit weniger geeignet. Neben der héheren Geschwindigkeit der Dehydration bei
Verwendung einer Hitzeplatte kdnnte auch die vorherige Erwdrmung des Objekttréagers
entscheidend sein. Die Trocknung mittels Hitzeplatte hatte sich fir den Becherzellerhalt
bereits als positiv erwiesen (Rieger J. et al., 2016). Die Verwendung einer Hitzeplatte mit 80
°C fihrte nicht zu mehr Mukuserhalt als bei 50 °C. Um potenziellen negativen Effekten wie
etwa Koagulationen entgegenzuwirken, wurde in dieser Arbeit eine Temperatur der
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Hitzeplatte von 50 °C bevorzugt. Fir eine Schnitttrocknung finden Temperaturen bis zu 60
°C Anwendung (Mulisch und Welsch, 2010).

Postfixation der Gefrierschnitte

- Farbungen ohne Postfixation und fixierende Farbelésungen

Farbungen ohne Posffixation und fixierende Farbeldsungen flihrten vermutlich aufgrund des
Wasseranteils in den Lésungen sowie den physikalischen Einwirkungen von Flissigkeiten
zum Verlust des Mukus. Die unspezifische Anfarbung des Mukus (z. B. mittels Astrablau) ist
ebenfalls ein Hindernis, das einer morphometrischen Auswertung der Mukusschichtdicke
entgegensteht. Eine Fixation des Gefrierschnittes stellte sich als notwendig heraus, um
Verlust des Mukus bei weiteren histologischen Schritten vorzubeugen.

- 4%iges neutral gepuffertes Formalin (4%NBF)

Bereits als chemische Fixierungen filihren Formalinldsungen zu sehr geringen
Mukusschichten (Bontempo et al., 2006, Di Giancamillo et al., 2008). Dies kdnnte auf einen
nachteiligen Effekt von Formalin als Postfixation hinweisen. Der Nachteil der Verwendung
von 4%NBF als Postfixation liegt im Wassergehalt dieser Losung. Dadurch wies der Mukus
eine inhomogene Anfarbung auf. Bei der Verwendung von 4%NBF war Mukus Uber die
natirlichen Begrenzungen durch Schleimhaut bzw. Darminhalt hinaus sichtbar und erschien
gequollen. Die wasserhaltige Losung kénnte die Ursache der Quellungsartefakte sein. Das
Quellungsverhalten kénnte auch eine Erklarung dafir sein, dass bei dieser Fixation keine
schollenartige Struktur wie bei der Ethanol- und PFA-Fixation im Jejunum zu beobachten
war. Formol besitzt proteinvernetzende Eigenschaften (Mulisch und Welsch, 2010). Dies
koénnte ursachlich fir das Fehlen der schollenartigen Struktur sein. Ein zusatzlicher Nachteil,
der generell bei flissigen Fixationen auftritt, besteht in der mechanischen Belastung fir die
Schnitte durch den Kontakt zu flissigen Ldsungen. Generell fiihren konventionelle
Fixationen, wie Formalinldsungen, zu Verlust oder Schrumpfung des Mukus (Johansson et
al., 2011a).

- Ethanol

Die Verwendung von -80 °C kaltem Ethanol flhrt im Vergleich zur PFA-Fixation zu einem
geringeren Erhalt des Mukus. Die Ethanolfixation farbte den Mukus inhomogen an, d. h. sie
scheint nachteilige Effekte auf das Gewebe zu besitzen. Das kénnte an den vernetzenden
Eigenschaften von Ethanol liegen (Johansson et al., 2011a).

Im Jejunum lag der Mukus wie bei der PFA-Fixation in schollenartiger Struktur. Dies war im
Kolon nicht zu beobachten, was als ein weiterer Hinweis auf unterschiedliche
Mukuseigenschaften der jeweiligen Darmabschnitte gedeutet werden kann, wie es bereits
beschrieben wurde (Faderl et al, 2015). Es ist denkbar, dass neben differierenden
chemischen und physikalischen Voraussetzungen der einzelnen Darmsegmente auch die
jeweilige postranslationale Modifikation des MUC2 einen Einfluss auf das unterschiedliche
Mukusverhalten darstellt (Johansson et al., 2013). Allerdings koénnte die schollenartige
Struktur auch ein Zeichen fiur eine schnelle Dehydration auf der Hitzeplatte oder flr
Schrumpfungsartefakte durch die Stickstofffixierung sein. Dagegen spricht jedoch, dass sie
im Kolon nicht beobachtet wurde.

Im Kolon lag bei Verwendung von Ethanol die Mukusschicht in netzartigen Strukturen. Da
Ethanol keinen Wasseranteil enthalt, kénnte die ,Schollenbildung® ein Phanomen sein,
welches mittels Quellung durch wasserhaltige Fixationen umkehrbar ist.
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- Paraformaldehyddampf (PFA)

Bei der Verwendung von PFA war im Jejunum ebenfalls eine schollenartige Struktur des
Mukus erkennbar, jedoch nicht im Kolon. Die mdgliche Ursache wurde bei der
Ethanolfixation bereits erortert.

Nach Fixation durch Paraformaldehyddampf zeigte der Mukus im Kolon eine laminare
Schichtung. Dies ist ein Zeichen eines guten Mukuserhalts und war ein Unterschied
gegenliber den anderen Postfixationen. Die guten Ergebnisse durch PFA kénnte durch den
geringen physikalischen und chemischen Einfluss und durch die Abwesenheit von Wasser
erklarbar sein. Positive Eigenschaften durch PFA hinsichtlich des Mukuserhalts wurden
bereits in einer vorangegangenen Studie beschrieben (Jordan et al., 1998).
Paraformaldehyddampf scheint gegeniber Fixationslésungen ein schonenderes Verfahren
darzustellen. Grundsatzlich bestand jedoch kein Unterschied in der gemessenen
Mukusschichtdicke im Vergleich von PFA und Ethanol sowie PFA und 4%NBF. Diese
Ergebnisse geben einen Hinweis auf einen guten Fixierungserfolg durch Verwendung der
Gefrierfixierung mit anschlieBender Dehydration auf einer Hitzeplatte. Der mangelnde Erfolg
von Direktfarbungen bestarkt jedoch die Verwendung einer geeigneten Posffixation. In den
eigenen Untersuchungen stellte PFA die favorisierte Fixation dar. Im Vergleich von PFA-
fixierten Serienschnitten zeigen sich geringe Streuungen der Mukusschichtdicken, die auf
eine gute Reproduzierbarkeit dieses Fixationsprotokolls deuten. Nach Fixierung der
Objekttrager mit Paraformaldehyddampf war eine lange Lagerungsdauer Uber mehrere
Wochen mdglich, was somit als guter Fixationserfolg durch PFA gewertet werden kann.
Grundsatzlich ist die Alterung von histologischen Schnitten auf Objekttragern ein Faktor, der
erheblichen Einfluss auf die Messdaten nehmen kann (Mirlacher et al., 2004). Nach einer
Fixationsdauer von sechs Stunden im Trockenschrank bei 60 °C war der Schnitt in den
eigenen Untersuchungen vollstandig fixiert, d. h. eine langere Fixationsdauer erbrachte
keinen weiteren Vorteil. Die geringere Farbeintensitat von Alcianblau nach PFA-Fixation
konnte auf einen chemischen Einfluss von PFA auf die Muzine hinweisen. Denkbar ist eine
chemische Veranderung der Bindungsstellen fiir Alcianblau.

Eine zuséatzliche Beobachtung bei der PFA Fixation lag in der guten Darstellung von
Bakterien, die mittels Gramfarbung sichtbar wurden. Die grampositiven Stdbchen im
Jejunum reichten dabei teilweise bis an das Epithel heran. Dies koénnte fir
mukuszersetzende Eigenschaften der Bakterien sprechen. In der Literatur wurden bereits
pathogene Bakterien wie auch gesundheitsférdernde Kommensale mit diesen Eigenschaften
beschrieben (Deplancke et al., 2002, Everard et al., 2013).

- Kombination von Postfixationen
Die Kombination von PFA und Ethanol erbrachte hinsichtlich des Mukuserhalts keine
Vorteile. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch eine friihere Studie (Jordan et al., 1998).

Angewendete Farbungen bei den Gefrierschnitten

Unter Verwendung von PFA als Postfixation wurde der Mukuserhalt nicht von der
anschlieRenden Farbung beeinflusst. Der Erhalt gelang bei allen verwendeten Farbungen.
Ungeachtet dessen erwiesen sich spezifischere Anfarbungen als geeigneter, um den Mukus
darzustellen. Aufgrund der mangelnden Spezifitat der HE- und der Astrablau-Farbung waren
genaue Messungen des Mukus mit diesen Farbungen nicht mdglich. Spezifischere
Anfarbungen des Mukus werden z. B. mit AB, PAS oder bestimmten Lektinen durchgefiihrt
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(Mulisch und Welsch, 2010). Die Verwendung von PAS, AB, AB-PAS oder dem Lektin PNA
zeigte keinen Vorteil im Mukuserhalt und kann somit als Hinweis auf eine gute Fixation der
Schnitte gewertet werden. Dafir spricht auch der fehlende Einfluss unterschiedlicher pH-
Werte von Alcianblau auf den Mukuserhalt. Neben der unvollstdndigen Lésbarkeit von
Alcianblau bei pH 0,5, war der Kontrast zwischen Mukus und Darminhalt bei AB pH 2,5-PAS
deutlicher als bei Verwendung von AB pH 0,5-PAS. Das kénnte vor allem daran liegen, dass
bei pH 2,5 alle sauren Gruppen angefarbt werden, bei pH 0,5 lediglich die sulfatierten
(Mowry und Winkler, 1956, LEV und SPICER, 1964). Hieraus resultierte die Praferenz von
AB pH 2,5. Der Vorteil der Kombinationsfarbung AB-PAS gegeniber den anderen
Farbungen liegt in der deutlicheren Abgrenzbarkeit des Mukus gegeniiber dem Darminhalt.

- Jejunum

Im Jejunum gelangen die Anfarbungen des Mukus mittels AB, PAS und Lektinen. Die
Kombinationsfarbung AB pH 2,5-PAS ermdglichte eine gute Darstellung und Differenzierung
des Mukus wie auch der restlichen Strukturen. Die Farbintensitdt des Mukus nahm nach
luminal ab. Aufgrund des fehlenden Chymus war, wie bereits im Kapitel 5.3.1 beschrieben,
eine morphometrische Dickenmessung im Jejunum nicht méglich.

Lektine farben spezifische Kohlenhydrate an (Mulisch und Welsch, 2010). Sie erreichten eine
intensivere Anfarbung gegeniiber AB-PAS, die ebenfalls von epithelial nach luminal abnahm.
Die intensivere Anfarbung durch die Verwendung von Lektinen ware dadurch erklarbar, dass
die Kohlenhydrate nicht wesentlich von PFA-Dampf beeinflusst wurden. Die Abnahme der
Farbintensitat kénnte einen kontinuierlichen Ubergang von nicht gequollenem zu
gequollenem Mukus darstellen. Die Diskussion Uber die Anzahl der Mukusschichten wird im
Kapitel 5.3.8 geflhrt. Aufgrund der braunlichen Farbung der Lektine war jedoch die
Differenzierung zwischen Mukus und Chymuspartikeln weniger pragnant als bei AB-PAS.
Das Lektin PNA flihrte gegentiber den anderen Lektinen zu der intensivsten Anfarbung des
Mukus. Die Intensitat von PNA liegt vermutlich an der Bindung an N-Acetyl-Galaktosamine
sowie Galaktoseketten. N-Acetyl-Galaktosamine wurden als eine der haufigsten
Zuckerverbindungen der Muzine beschrieben (Dekker et al., 2002, Bansil und Turner, 2006,
Corfield, 2015). Galaktose ist wiederum der am haufigsten vorkommende Zucker in den
Muzinen (Mantle et al., 1981). Eine Behandlung des Schnittes mit Neuraminidase vor der
Verwendung von Lektinen fiihrt zu einer vermehrten Anfarbung des Mukus (Mulisch und
Welsch, 2010). Durch die Verwendung von Neuraminidase wurde in der vorliegenden Arbeit
der Schleim zwischen den Villi intestinales deutlicher angefarbt. Die Bindungsstellen fur die
Lektine sind haufig belegt, z. B. durch Sialinsauren. Neuraminidase spaltet Sialinsduren und
setzt diese Bindungsstellen anschliefend frei. MUC2, welches das Hauptmuzin im Schleim
darstellt, besitzt Sialinsduren als haufigste Glykolisierung (Holmén Larsson et al., 2009). Die
Verwendung von Neuraminidase ist bereits bei anderen Untersuchungen des Mukus
erfolgreich angewendet worden, um die Sialinsdure abzuspalten (Strous, 1979).

- Kolon

Im Kolon konnte durch Verwendung von Lektinen ebenfalls der Mukus nachgewiesen
werden. Dies wurde bereits in friheren Studien gezeigt (Ota und Katsuyama, 1992). Lektine
fuhrten jedoch nicht zu einem besseren Erhalt des Mukus gegenuber AB-PAS gefarbten
Schnitten. Die Darstellung des Mukus im Kolon hangt folglich weniger von der verwendeten
Farbung als von den Fixierungs- und Fixationsprotokollen ab. Eine Abnahme der
Farbeintensitat nach luminal war mit keiner der im Kolon verwendeten Farbungen erkennbar.
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Dies konnte ein Hinweis flr die Quellung des Mukus (Johansson et al., 2008) als Ursache
der inhomogenen Anfarbung im Jejunum sein. Im Kolon waren die Farbungen AB und PAS
geeignet, den Mukus darzustellen. Die Kombinationsfarbung AB pH 2,5-PAS ermdglichte
eine klare Abgrenzbarkeit des Mukus zum benachbarten Gewebe und damit eine
Differenzierung von saurem und neutralem Schleim. Der pH-Wert von Alcianblau hat einen
Einfluss auf die Anféarbung des Mukus (Mulisch und Welsch, 2010). Dennoch war bei pH 0,5
im Vergleich mit pH 2,5 kein Unterschied in der Mukusschichtdicke messbar. Es ist denkbar,
dass sich vor allem die unterschiedlichen Seitenketten der einzelnen MUC2-Proteine
unterschiedlich anfarben, wobei sich die Menge des angefarbten Mukus nicht &ndert. Die
Farbedauer, die bei AB durch PFA-Fixation vergleichsweise lang ausfallt, wurde bereits
diskutiert. Die maximale Farbezeit von 45 Sekunden mit PAS ist auf die steigende Intensitat
und damit einer potenziellen Uberfarbung zuriickzufilhren, die das ohnehin schwach
farbende AB Uberdeckt.

Auswertung der Mukusschichtdicke an den Gefrierschnitten

Die Auswertung der Mukusdicke war im Jejunum nicht méglich. Griinde dafiir lassen sich auf
das Kollabieren des Darms, auf mangelnden Darminhalt und somit fehlende Abgrenzung des
Mukus sowie auf Substanzverlust im Darmlumen zurlickfiihren.

Im Kolon dagegen war eine Auswertung der Schichtdicke mdglich. Es bestand kein
Unterschied in der gemessenen Mukusschichtdicke zwischen der Zehnpunkte- und der
Integralmessung. In den meisten Untersuchungen des intestinalen Mukus werden zehn bis
vierzig Punkte gemessen (Jordan et al., 1998, Le Bon et al., 2010). Dagegen weist jedoch
die Integralmessung aufgrund der Bildung eines Polygons eine hoéhere mathematische
Genauigkeit auf und kann einer potenziell subjektiven Auswahl der Messstellen
entgegenwirken.

5.3.7 Histologische Schritte nach der chemischen Fixierung

Fixierungsdauer der Proben bei chemischer Fixierung

Eine unterschiedliche Fixierungsdauer mit Methacarn ergab keine Vorteile im Erhalt des
Mukus. Denkbar ist, dass nach zwei Stunden bereits eine ausreichende Dehydration
stattgefunden hat. Diese Zeitspanne kam auch in anderen Studien zur Anwendung (Matsuo
et al., 1997, Swidsinski et al., 2007).

Schnittdicke der Paraffinschnitte

Paraffinblocke besitzen aufgrund des umgebenden und eingedrungenen Paraffins eine
bessere Stabilitat als stickstofffixierte Proben. Dies ermdglicht diinnere Schnittdicken. Dabei
kann die Schnittdicke grundsétzlich Einfluss auf das zu untersuchende Gewebe haben
(Whitehead und Sheehan, 1971, Mulisch und Welsch, 2010). Neben der Schnittdicke ist das
vorherige Kihlen der Paraffinblocke nach eigenen Untersuchungen ein relevanter Faktor fir
die Schnittstabilitdt. Offensichtlich ist dies durch das Zusammenziehen des Gewebes
aufgrund der niedrigen Temperatur begrindet. Demnach wirden dinnere Schnittdicken
gekuhlter Paraffinblécke dickeren Schnittdicken ungekihlter Paraffinblécke entsprechen.
Denkbar sind daneben Veranderungen der Eigenschaften des Paraffins oder des
Darminhalts bei niedrigeren Temperaturen, die eine kleinere Schnittdicke begiinstigen. Die
Schnittdicke spielt im Jejunum fir die Stabilitdt eine geringere Rolle als im Kolon. Die
Instabilitat ist vorrangig im Darminhalt begrindet, was wiederum durch einen Mangel des
zellularen Verbunds des Darminhalts verursacht werden durfte.
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Im Kolon erwiesen sich gréRere Schnittdicken vorteilhaft auf den Mukuserhalt. Die generell
groRe Menge an Darminhalt fihrte haufig zum Zersplittern des Schnittes bei ungekuhlten
Proben. Die schwierigere Handhabung grofRRer Darme koénnte abhangig von der
Altersauswahl der Versuchstiere bei anderen Untersuchungen einen Einfluss haben.

Verwendete Objekttrager bei den Paraffinschnitten

Ein Vorteil silanisierter Objekttrager liegt in der hdheren Bindungsfahigkeit des Schnittes
(Mulisch und Welsch, 2010). Bei Paraffinproben war in den eigenen Untersuchungen kein
Vorteil im Mukuserhalt erkennbar. Die Bindungsstellen des Gewebes an die silanisierten
Objekttrager kénnten durch die Paraffineinbettung verandert sein. Nach der Einbettung in
Paraffin ist bereits der chemische Einfluss auf den Mukus erfolgt. Der Vorteil silanisierter
Objekttrager bei Methacarn-fixierten Proben wurde in dieser Arbeit nicht beobachtet.

Durchgefiihrte Farbungen an den Paraffinschnitten

Der relativ geringe Einfluss einzelner Farbungen auf den Erhalt des Mukus kann in der
Fixierung vor der Farbung begriindet liegen. Kombinationsfarbungen wie AB-PAS flihrten zu
einer vereinfachten Abgrenzung von Glykokonjugaten (Mulisch und Welsch, 2010) und somit
einer besseren Abgrenzung von Schleim zu Darminhalt bzw. zur Schleimhaut. Die
Anwendung dieser Kombinationsfarbung zur Mukusdarstellung ist eine gangige Methode
(Callies, 2012).

Auswertung der Mukusschichtdicke an den Paraffinschnitten

Die Vorteile der Integralmessung gegenuber der Zehnpunktemessung wurden bereits im
Kapitel 5.3.6 beschrieben.

Grundsatzlich besteht das Risiko, den Blrstensaum des Jejunums mit der Mukusschicht zu
verwechseln, da sich der Burstensaum ebenfalls PAS positiv farbt. Bei einem
Schraganschnitt weist er neben der mukusahnlichen Anfarbung eine Dicke von bis zu 3 ym
auf. Diese Dicke stimmt mit Messergebnissen der Mukusdicke anderer Autoren Uberein
(Bontempo et al., 2006, Di Giancamillo et al., 2008, Le Bon et al., 2010). Die Unterscheidung
ist unter Verwendung eines 100-fach Olimmersionsobjektivs eindeutig, wobei sich der
Burstensaum radiar gestreift darstellt. Eine Abgrenzung ist auch durch die Modifikation des
Feinfokus zu visualisieren. Hier werden Zellen des Epithels im schrag angeschnittenen
Burstensaum erkennbar.

5.3.8 Anzahl der Mukusschichten

Manipulationen am Darm schlieRen eine restriktive Fltterung, die Gabe von Medikamenten
bzw. Laxantien sowie die Praparationen von Proben nach ihrer Gewinnung ein. Diese
Einflussfaktoren sind als Ursache widersprechender Ergebnisse hinsichtlich einer Ein- oder
Mehrschichtigkeit des Darmschleims denkbar.

Im Jejunum wurde in den vorliegenden Untersuchungen bei der Verwendung der AB-PAS
Farbung keine Zweischichtigkeit des Mukus nachgewiesen. Andere Autoren bestatigen die
Ergebnisse (Bontempo et al., 2006, Le Bon et al., 2010, Ermund et al., 2013). Bei den
Farbungen sowohl mit AB-PAS als auch mit dem Lektin PNA zeigte der Mukus eine
Abnahme der Farbeintensitdt nach luminal. Dies kann auf eine Konzentrationsabnahme des
MUC2-Proteins deuten, wie in der Literatur bereits beschrieben (Johansson et al., 2008). Die
abnehmende Farbeintensitdt kann als sekundar entstandene Mehrschichtigkeit des Mukus
gedeutet werden. Der Unterschied in der MUC2-Konzentration lasst sich durch eine
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zunehmende Mukuszersetzung und Quellung des Mukus begriinden (Cayuela, 2000,
Johansson et al.,, 2008). Bei einer in vivo-Studie, in der die Tiere fasteten, wurde die
Zweischichtigkeit im Dinndarm beschrieben, die sich jedoch nicht kontinuierlich darstellte
(Atuma et al., 2001). Das Vorliegen einer Zweischichtigkeit konnte in einer spateren in vivo-
Studie jedoch nicht bestatigt werden (Ermund et al., 2013).

Im Mukus des Kolons wurde in den vorliegenden Untersuchungen eine Zweischichtigkeit des
Mukus nicht nachgewiesen. Der Mukus erschien laminiert geschichtet. Becherzellen
gewahrleisten eine permanente Sekretion von Mukus (Kim und Ho, 2010), hierbei kénnten
sich aufgrund des kontinuierlichen Weitertransports des Darminhalts die einzelnen
sezernierten Schichten der Krypten (bereinander schieben (Johansson et al., 2013). Je
weiter luminal sich der Schleim befindet, umso mehr endogene und exogene proteolytische
Prozesse und Quellungseffekte sind im Mukus zu erwarten (Johansson et al., 2008). Diese
Prozesse flihren zum Aufbrechen des Muzingitters. Die Mukuszersetzung unterliegt einer
mehrstufigen Aufspaltung durch Glykosidasen, Esterasen und Proteinasen. Der vollstandige
Ablauf ist bisher nicht restlos geklart (Roberton und Wright, 1997, Cayuela, 2000, Johansson
et al., 2008). Durch die Aufspaltung des Muzingitters resultieren eine Quellung des Mukus
und eine Besiedlung durch Mikroorganismen. Der Mukus verliert somit an Stabilitat und wird
durch den Weitertransport von Darminhalt kontinuierlich abgetragen (Montagne et al., 2004,
Johansson et al., 2008). Bei fehlender Abtragung, z. B. aufgrund mangelnden Darminhalts,
kann eine sekundare Mehrschichtigkeit entstehen. Eine solche Mehrschichtigkeit wurde bei
restriktiver Fltterung bei Mausen im Dickdarm beschrieben. Hierbei stellte sich die innere
Schicht multilaminiert dar. Die &uRere Schicht erschien wiederum gequollen und von
Mikroorganismen besiedelt (Johansson et al., 2011b, Johansson et al., 2013).

Da bestimmte Darmabschnitte nicht dauerhaft mit Darminhalt gefillt sind, ist im Jejunum
eine temporare Mehrschichtigkeit des Mukus denkbar.

Die Diskussion Uber die Anzahl der Mukusschichten bedarf somit einer Definition des
Futterzugangs der Versuchstiere sowie der Behandlung der Darmproben.
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5.4 Einfluss unterschiedlicher Zinkkonzentrationen im Futter auf die
Mukusschichtdicke und Kryptentiefe des Kolons von Absetzferkeln

5.4.1 Einfluss unterschiedlicher Zinkkonzentrationen im Futter auf die Mukusdicke

Futterinhaltsstoffe kénnen die Expression bestimmter Gene im Organismus beeinflussen.
Dies geschieht einerseits durch Bindung an spezifische Tranksriptionsfaktoren, andererseits
durch indirekte Interaktionen vermittelt (ber die Freisetzung von Hormonen oder Zytokinen.
Zink ist zur Bindung an spezifische Tranksriptionsfaktoren fahig und wirkt zudem als
Katalysator der RNA-Polymerase (Cousins, 1998). Eine Aktivierung bestimmter Gene durch
hohe Dosen von Zink kann also zu Veranderungen der Mukusschicht fihren. In einer Studie
an Mausen wurde aufgrund unterschiedlicher Darmflora ein Einfluss auf die Durchlassigkeit
des Mukus fir Mikroorganismen nachgewiesen. Als Grund wurden dabei
immunstimulierende sowie entziindungsférdernde Mechanismen bestimmter Bakterien
diskutiert (Jakobsson et al., 2015). Durch Verfltterung hoher Zinkdosen ist beim Schwein ein
Einfluss auf die Zusammensetzung der Muzine im Darm dargestellt worden, hierbei wurden
die schleimproduzierenden Becherzellen und nicht der Mukus untersucht (Liu et al., 2014a).
Eine Veranderung der mikrobiellen Besiedlung aufgrund hoher Zinkdosen ware hierfir als
Ursache denkbar (Liu, 2014). In den vorliegenden Untersuchungen wurde kein
Zusammenhang zwischen der Mukusschichtdicke im Kolon von Absetzferkeln und
unterschiedlichen Zinkkonzentration im Futter nachgewiesen. Die Fitterungsgruppe mit der
niedrigsten Zinkkonzentration wies den hochsten Medianwert der Mukusdicke auf. Die
Streuung der Mukusschichtdicke war in allen Futterungsgruppen relativ hoch. Die
Spannbreite der Werte der einzelnen Gruppen variierte um das Drei- bis Fiinffache. Ein
Grund fiir den mangelnden Einfluss Zinks auf die Mukusschichtdicke in dieser Arbeit, konnte
in der untersuchten Zinkkonzentrationen liegen (47 mg Zn je kg Futter in der Kontroligruppe),
da dieser Zinkgehalt in der Literatur teilweise als marginal bedarfsdeckend angesehen wird
(Buttner et al., 2013). Adverse Effekte hoher Dosen Zink auf die Reifung der Schleimhaut im
Kolon von Absetzferkeln wurden in vorangegangen Untersuchungen diskutiert. Hierbei fuhrte
die Fitterung von 164 mg ZnO je kg Futter zu gréReren Kryptenflachen als die Fiutterung von
2425 mg ZnO je kg Futter (Liu et al., 2014a). In der vorliegenden Arbeit konnte kein Hinweis
zur Auswirkung von unterschiedlichen Zinkgehalten auf die Mukusschichtdicke
nachgewiesen werden. Zum Einfluss von unterschiedlichen Zinkkonzentrationen im Futter
auf die Mukusschichtdicke existieren bisher keine vergleichbaren Untersuchungen, was sich
unter anderem durch die Labilitdt des Mukus und somit der methodischen Schwierigkeit der
Darstellung des Mukus erklaren lasst. Hohe Zinkkonzentrationen im Futter steigerten die
Anzahl an Becherzellen mit gemischt neutral-sauren Muzinen sowie die Gesamtzahl der
Becherzellen im Kolon von Absetzferkeln (Liu et al., 2014a). Die Autoren werteten dies als
Hinweis auf einen besseren Schutz gegen Diarrhoe und pathogene Mikroorganismen.

In Rahmen von Untersuchungen zum Einfluss der Futterstruktur auf die Darmmorphologie
von Schweinen konnte gezeigt werden, dass grob vermahlenes Futter einen positiven
Einfluss auf den Magen-Darm-Trakt hat (Brunsgaard, 1998, Callies, 2012). Dabei wurde die
zahlenmaRige Zunahme der Becherzellen mit einer Erhdhung der Mukusproduktion
gleichgesetzt (Brunsgaard, 1998). Eine Erhéhung der Mukusschichtdicke durch grob
strukturiertes Futter konnte mittels morphometrischer Messungen des Mukus im lleum und
Zakum allerdings nicht nachgewiesen werden (Callies, 2012).

Zahlreiche Publikationen, die in Tabelle 5 (Kapitel 2.6) bereits aufgefiihrt wurden, bestatigen
die Effekte von Zink auf den Organismus. Untersuchungen zum Einfluss von oral
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zugefiihrten Zinkmengen auf die Mukusdicke liegen beim Schwein und anderen Tierarten
bisher jedoch nicht vor.

5.4.2 Einfluss unterschiedlicher Zinkkonzentrationen im Futter auf die Kryptentiefe

Die Kryptentiefe im Kolon blieb in den eigenen Untersuchungen von unterschiedlichen
Zinkkonzentrationen im Futter unbeeinflusst. Dies stimmt mit Ergebnissen anderer Arbeiten
am Dickdarm uberein (Hedemann et al, 2006, Liu et al., 2014a). Ein fehlender
Zusammenhang zwischen Zinkkonzentration im Futter und der Kryptentiefe kann dadurch
bedingt sein, dass bereits bei oraler Gabe niedriger Zinkdosen eine Bedarfsdeckung erzielt
wird, welche flr die Zellerneuerung in den Krypten ausreicht (Liu et al., 2014a). Es ist jedoch
nicht auszuschlieRen, dass Zink keinen Einfluss auf die Wachstumsrate von Epithelzellen
hat. Denkbar ist, dass die Untersuchungen der Kryptentiefe zu einem Zeitpunkt erfolgten, an
dem sich die Morphologie der Krypten bereits stabilisiert hatte (Hedemann et al., 2006). Dies
bedeutet, dass vor dem Absetzen mdglicherweise grofiere Unterschiede zu erwarten waren.
Auffallig ist, dass trotz fehlender statistischer Signifikanz die Futterungsgruppe mit der
hochsten Zinkkonzentration im Mittel die niedrigsten Kryptentiefen aufwies. Das Ergebnis
deckt sich mit Ergebnissen einer anderen Studie (Liu et al., 2014a) und koénnte auf adverse
Effekte hoher Zinkdosen auf die Entwicklung der Schleimhaut deuten. Die Autoren konnten
in ihren Untersuchungen eine altersabhéangige Zunahme der Kryptenflachen im Kolon von
Absetzferkeln nachweisen (Liu et al., 2014a). Diese wurde mit der Reifung des Darms infolge
des hoéheren Alters der Tiere erklart.

Im Dinndarm wurden die Kryptentiefen und die Villuslangen in der vorliegenden Arbeit nicht
berlcksichtigt. Vorangegangene Studien konnten im Dinndarm keinen Einfluss
unterschiedlicher ZinkfUtterungshéhen auf die Kryptentiefen nachweisen (Mavromichalis et
al., 2000, Li et al., 2001, Hedemann et al., 2006, Liu et al., 2014b). Zu einem mdglichen
Einfluss der Zinkversorgung auf die Villuslange existieren jedoch unterschiedliche Angaben.
Einige Studien wiesen einen Einfluss auf die Villuslange nach (Li et al., 2001, Hu et al.,
2012), anderen gelang dieser Nachweis nicht (Mavromichalis et al., 2000, Hedemann et al.,
2006, Liu et al., 2014b).

Eine Assoziation zwischen Zink und Kryptentiefen sowie Villusldngen ist dennoch denkbar
und konnte sich deutlich komplexer darstellen. Hierfiir sprechen Ergebnisse einer Studie, die
eine Abhangigkeit der Morphologie des Dinndarmepithels bei unterschiedlichen Zinkquellen
nachwies. Diese zeigen demnach einen differierenden Einfluss auf Villuslange und
Kryptentiefe im Diinndarm (Hu et al., 2012).
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5.5 Einfluss unterschiedlicher Zinkkonzentrationen im Futter auf die
mRNA-Expression verschiedener Gene im Jejunum und Kolon von
Absetzferkeln

5.5.1 Expression der mRNA von MUC2

In den vorliegenden Untersuchungen wurde kein Einfluss der Futterung verschiedener
Zinkkonzentrationen auf die Expression der mRNA von MUC2 im Jejunum oder Kolon von
Absetzferkeln nachgewiesen. Bisher existieren wenige und zudem widersprechende Studien
zu den Auswirkungen von Futterinhaltstoffen auf die Expression der mRNA von MUC2 (Liu
et al., 2014a). So flihrte Algenextrakt bei Ferkeln zu einer erhéhten MUC2-mRNA-
Expression im Kolon (Leonard et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl im
Dinndarm als auch im Dickdarm die mRNA-Expressionen von MUC2 mittels qRT-PCR
bestimmt. In keinem Darmabschnitt ergaben die Messungen einen Unterschied zwischen
den Futterungsgruppen. Diese Ergebnisse decken sich mit anderen Studien, die zeigten,
dass die mRNA-Expression von MUC2 in keinem der beiden untersuchten Darmabschnitte
durch verschiedene alimentéare Zinkkonzentrationen bei Absetzferkeln beeinflusst wurde.
Allerdings konnten die Autoren eine Steigerung der Expression mit zunehmendem Alter der
Versuchstiere beobachten (Liu et al., 2014a, Liu et al., 2014b). In einer Studie an Hiihnern
wurde bei Untersuchungen der MUC2-mRNA-Expression in Abhangigkeit zur Zinkfiitterung
im lleum ebenfalls kein Unterschied ermittelt (Zhang et al., 2012). Die Fitterung von Anethol
fihrte bei Mausen zur Erhohung der MUC2-mRNA-Expression im Kolon. Carvacrol und
Zimtaldehyd dagegen, die ebenfalls Bestandteile pflanzlicher Zusatzstoffe sind, reduzierten
die Expression von MUC2 (Wlodarska et al., 2015). MUC2-mRNA bildet die Grundlage fir
das MUC2 Protein, als Hauptprotein des Schleims (Johansson et al., 2008). Eine signifikant
héhere Expression der MUC2-mRNA sollte demnach zu einer groReren Mukusdicke fiihren.
Eine signifikante Steigerung der MUC2-mRNA-Menge konnte einerseits durch eine hdhere
Anzahl von Becherzellen entstehen. Dies wirde sich gegebenenfalls in einer groReren
Kryptentiefe zeigen. Andererseits ware bei gleicher Anzahl von Becherzellen auch eine
héhere Expression der mRNA denkbar. Die von Zink unbeeinflusste MUC2-Expression im
Dickdarm ist verglichen mit den vorherigen Ergebnissen der Mukusdicke und der Krypten
plausibel. Sowohl Kryptentiefe als auch sezernierter Mukus waren im Kolon nicht in
Abhangigkeit von der Futterung unterschiedlicher Zinkdosen verandert.

5.5.2 Expression der mRNA von TFF3

Trefoil factors sind Peptide, die in den Becherzellen produziert werden (Suemori et al., 1991)
und die durch vernetzende Eigenschaften zur Mukusstruktur beitragen (Tomasetto et al.,
2000, Hollingsworth und Swanson, 2004). Es existieren nur wenige und in ihren Ergebnissen
divergierende Studien, die sich mit der futterungsabhangigen mRNA-Expression von Trefoil
factors beschaftigen. In dieser Arbeit wurden sowohl im Jejunum als auch im Kolon die
mRNA-Expressionen von TFF3 mittels qRT-PCR gemessen. In keinem Darmabschnitt
konnte ein fitterungsbezogener Unterschied nachgewiesen werden. Dies bestétigen
Messungen im Dinndarm von Absetzferkeln, die ebenfalls keinen Einfluss hinsichtlich
unterschiedlicher Zinkfitterungshéhen auf die mRNA-Expression von TFF3 nachweisen
konnten (Liu et al., 2014b). Allerdings ergaben sich Unterschiede durch die Futterung von
Ferkeln mit bovinem Kolostrum, bei denen ein positiver Einfluss auf die TFF3-mRNA-
Expression in einer in vitro-Studie im Dinndarm nachgewiesen werden konnte (Huguet et
al., 2007). Ein weiterer Versuch an Mausen zeigte eine Erhdhung der TFF3-Expression bei
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der Futterung von 100 mg je kg je Tag konjugierter Linolsaure (Borniquel et al., 2012). Die
Gabe von 13,3 g je ml Trinkwasser Anethol oder Paprikaextrakt verringerte demgegeniiber
die Expression der mRNA von TFF3 im Kolon von Mausen (Wlodarska et al., 2015). Eine
bedarfsdeckende Fitterung von Zink scheint nach den eigenen Untersuchungen fur die
TFF3-Expression bereits auszureichen. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass die
Expression von TFF3 unabhdngig vom Zinkgehalt verlduft bzw. nur infolge einer
Mangelerscheinung und der damit verbundenen Infektionsanfalligkeit beeinflusst wird.

5.5.3 Expression der mRNA von beta-Defensin 3

Beta-Defensine gehdren zur Gruppe der antimikrobiellen Peptide und werden als protektive
Faktoren im Rahmen der angeborenen Immunantwort diskutiert (Wehkamp et al., 2005). Die
antimikrobiellen Peptide sind eine sehr heterogene Gruppe (Corrales-Garcia et al., 2011). Es
existieren nur wenige Studien, die sich mit der futterungsabhangigen mRNA-Expression von
beta-Defensinen beschaftigen. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl im Jejunum als
auch im Kolon die mRNA-Expressionen von beta-Defensin 3 mittels qRT-PCR ermittelt.

Im Dinndarm zeigten sich nur tendenzielle Unterschiede zwischen den Fitterungsgruppen,
insbesondere, da die Streuung innerhalb der Gruppen vergleichsweise grof® war. Zudem
konnten in finf Proben keine Messwerte ermittelt werden. Die Gruppe mit dem hdchsten
Zinkanteil im Futter wies den héchsten Gehalt an mRNA von beta-Defensin 3 auf. Darauf
folgte die Futterungsgruppe ohne Zusatz von Zinkoxid, gefolgt von der mittleren
Fatterungsgruppe. In einer anderen Studie war die mMRNA-Expression von beta-Defensin 3
bei hoher Zinkfutterung (2425 mg ZnO/kg TM) reduziert, wahrend die bedarfsdeckend
versorgte-Gruppe (164 mg ZnO/kg TM) die héchste Expression zeigte (Liu et al., 2014b).
Eine weitere Studie untersuchte den Einfluss von Zinksulfat an kultivierten Epithelzellen der
IPEC-J2 Zelllinie des Diinndarms von neonatalen Ferkeln und zeigte erhdhte Expressionen
der mRNA von beta-Defensin 1, 2 und 3 bei der Behandlung mit 100 ymol je ml Zinksulfat fir
zwolf Stunden. Ein Rickgang dieser Expressionen war bei der Behandlung mit 250 und 500
pumol je ml Zinksulfat zu verzeichnen (Mao et al., 2013).

Der Einfluss einer unterschiedlichen Zinkaufnahme auf die beta-Defensin 3-Expression bleibt
demnach umstritten. In den eigenen Untersuchungen verzerrte die hohe Streuung der Daten
innerhalb der Gruppen als auch fehlende Werte die Aussagekraft der Messungen. Denkbar
ware, dass die bedarfsdeckende Futterung von Zink fiir eine beta-Defensin 3-Expression
bereits ausreicht.

Im Dickdarm war kein Unterschied zwischen den Gruppen bei Verfiitterung verschiedener
Zinkkonzentrationen nachweisbar. Die Werte unterlagen wie im Jejunum innerhalb der
Futterungsgruppen einer hohen Streuung. Unter fiinf Proben, fiir die keine Messwerte
bestimmbar waren, befanden sich zwei Tiere, bei denen bereits im Diinndarm keine beta-
Defensin 3-mRNA zu ermitteln war. In einer der wenigen verfligbaren Studien, die sich mit
der Expression von beta-Defensinen im Dickdarm beschaftigt, konnte bei einer in vitro-
Untersuchung an kultivierten humanen Kolonzellen eine erhdhte Expression von beta-
Defensin 1 durch eine Behandlung mit Arginin, Isoleucin sowie Albumin nachgewiesen
werden (Sherman et al., 2006). Es bleibt zu hinterfragen, ob ein Einfluss von Zink auf die
Expression von beta-Defensin 3 existiert oder ggf. aufgrund von Mangelerscheinungen oder
Sekundarerkrankungen bei niedrigen Zinkkonzentrationen entstehen kann.
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5.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Schweine spielen als Nutztier traditionell in vielen Regionen weltweit eine herausragende
Rolle. Die Zeit nach dem Absetzen der Ferkel ist wegen haufig auftretender
Darmerkrankungen eine kritische Phase und somit sowohl betriebswirtschaftlich als auch
ethisch relevant. Durch eine Reihe wissenschaftlicher Untersuchungen wurde eine
beachtliche Bandbreite an Wirkungen des Spurenelements Zink auf den Organismus
abgeleitet. Untersuchungen der Auswirkungen von Zink auf die intestinale
Mukusschichtdicke existieren bisher nicht.

Mukus nimmt als eine der ersten Abwehrbarrieren vor der Epithelschicht eine Schliisselrolle
fir die Darmgesundheit ein. Die histologische Darstellung des Schleims wird in der Literatur
mit einer Vielzahl differierender histologischer Methoden beschrieben. Auch wenn viele
Studien ahnliche Methoden verwenden, ist fir die Vergleichbarkeit erhobener Messdaten ein
nachvollziehbares und reproduzierbares Verfahren zur Darstellung des Mukus zwingend
erforderlich. Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die wesentlichen methodischen
Verfahrensschritte am Kolon und am Jejunum aus der Literatur zu systematisieren und einer
kritischen Betrachtung zu unterziehen.

Eine Methode zum Erhalt des Mukus wurde im Kolon und Jejunum erfolgreich etabliert. Eine
morphometrische Dickenmessung war jedoch nur im Kolon méglich. Das Jejunum war
aufgrund mangelnden Darminhalts und mangelnder luminaler Begrenzung des Mukus nicht
auswertbar. Die Griinde hierflr liegen weniger in der unzureichenden histologischen
Methodik als vielmehr in der Physiologie in diesem Bereich des Dinndarms, der keine
dauerhafte Fillung mit Darminhalt aufweist. Es ist denkbar, dass die in der vorliegenden
Arbeit vorgestellte Methodik im lleum bessere Ergebnisse liefern kdnnte, Gberprift wurde
dies in den eigenen Untersuchungen jedoch nicht. Neben der Etablierung eines Fixierungs-
und Farbeprotokolls zur Darstellung des Mukus im Kolon wurde der Effekt der Gabe
unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf die Darmmorphologie und mRNA-Expression
mehrerer Gene untersucht. Aus den vorliegenden Untersuchungen konnte kein Einfluss
unterschiedlicher Zinkgehalte im Futter auf die Schichtdicke des sezernierten Mukus im
Kolon abgeleitet werden. Auch die Expression des Hauptproteins MUC2 war sowohl im
Jejunum als auch im Kolon unverandert. Die Ergebnisse der morphometrischen Auswertung
der Kryptentiefen im Kolon bestarken Hinweise auf den fehlenden Einfluss bedarfsdeckender
bzw. -Uberschreitender Zinkkonzentrationen. Die Expressionsmuster zweier antimikrobiell
wirkender Peptide (Trefoil factor 3 und beta-Defensin 3) wiesen sowohl im Jejunum als auch
im Kolon keine nachweisbaren Unterschiede auf. Lediglich im Jejunum war die Expression
von beta-Defensin 3 bei der hdchsten Zinkkonzentration im Futter tendenziell erhoht. Dieses
Ergebnis kann jedoch auch als zufélliger Effekt gewertet werden. Gegebenenfalls sind
Effekte einer unterschiedlichen Versorgung mit Zink auf die untersuchten Parameter bereits
durch bedarfsgerechte Dosierungen ausgeschopft.
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6. Kapitel VI: Zusammenfassung / Summary

6.1 Zusammenfassung

Thema: Etablierung eines histologischen Protokolls zur intestinalen Mukusdarstellung
sowie Untersuchungen des Einflusses unterschiedlicher Zinkaufnahmen auf den
Mukus im Darm von Absetzferkeln

Die Forderung der Tiergesundheit ist aus 6konomischen sowie ethischen Aspekten ein
zentrales Anliegen wissenschaftlicher Untersuchungen. In der Schweineaufzucht ist das
Absetzen der Ferkel von der Sau eine besonders kritische Phase, insbesondere hinsichtlich
der Darmgesundheit. Eine bedarfsiiberschreitende Fitterung des Spurenelements Zink
erwies sich in wissenschaftlichen Untersuchungen als wirksam gegen Durchfall nach dem
Absetzen und zeigte positive Auswirkungen auf die Futteraufnahme und die
Gewichtszunahme sowie Einfluss auf die Mukuszusammensetzung im Darm. Der Mukus
wird von Becherzellen produziert und stellt eine wichtige physikalische und immunologische
Barriere vor dem Schleimhautepithel dar. Da bisher keine Untersuchungen zu Auswirkungen
von Zink auf die intestinale Mukusschichtdicke vorliegen, war das Ziel dieser Arbeit, den
Effekt unterschiedlicher alimentarer Zinkdosen auf die Mukusschichtdicke und die
Kryptentiefe der Schleimhaut im Kolon sowie der Expression verschiedener Peptide des
Mukus im Jejunum und im Kolon von Absetzferkeln zu untersuchen. Die histologische
Darstellung und Quantifizierung des Mukus ist aus methodischer Sicht duRerst schwierig.
Zudem existiert eine Vielzahl von Nachweismethoden, deren Spektrum von den (blichen
histologischen Fixierungsprotokollen bis zu aufwendigen in vivo-Untersuchungen reicht,
sodass eine Vergleichbarkeit der jeweiligen Ergebnisse nicht uneingeschréankt méglich ist.
Vor diesem Hintergrund war die Etablierung eines optimierten Fixierungs- und
Farbeprotokolls zur intestinalen Mukusschichtdarstellung ein Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 24 gesunde, frih abgesetzte Ferkel im Alter
vom 25. bis 38. Lebenstag, davon 12 Tiere weiblich und 12 Bérge. Die Saugeperiode betrug
im Mittel 25 Tage. Wahrend der Saugeperiode wurde den Ferkeln kein
Erganzungsfuttermittel angeboten. Die  Aufzucht erfolgte in klimatisierten
Ferkelaufzuchtstallen (Vollspalten-Flatdeck) mit zwei Ferkeln je Einzelbucht. Es wurden
jeweils acht Ferkel (vier Borge, vier weibliche Tiere) gleichmaRig auf drei Versuchsgruppen
mit und ohne Zulage von Zinkoxid in unterschiedlichen Dosierungen aufgeteilt (A = 0 mg
ZnO/kg Futter, B = 100 mg ZnO/kg Futter, C = 1000 mg ZnO/kg Futter). Die Aufzuchtperiode
betrug zwei Wochen. Hierbei wurden ein Alleinfuttermittel sowie Wasser ad libitum
angeboten. Unmittelbar nach der Tétung der Tiere wurden Proben des mittleren Jejunums
und aszendierenden Kolons entnommen und umgehend physikalisch mittels fllissigem
Stickstoff oder chemisch mittels Methacarn, probeweise auch mittels Carnoy und Bouin
fixiert.

Stickstofffixierte Schnitte wurden anschlieRend mit einer Hitzeplatte dehydriert. Neben der
probeweisen Durchfiihrung von Direktfarbungen wurden die histologischen Gefrierschnitte in
der Regel vor der Farbung mittels Paraformaldehyddampf (PFA), vierprozentiger neutral
gepufferter Formalinlésung (4%NBF), Ethanol und weiteren Fixationen postfixiert. Bei der
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anschlieRenden Farbung wurden Alcianblau, PAS, Alcianblau-PAS, Hamatoxylin-Eosin,
Astrablau und verschiedene Lektine verglichen.

Die Ermittlung der Mukusschichtdicke erfolgte einerseits Uber eine ,Zehnpunktemessung®
senkrecht zum Epithel bis zum Darminhalt. Zum anderen wurde die Mukusflache durch
Bildung eines Polygons als Ganzes berechnet und die berechnete Flache durch die Lange
der darunter liegenden Schleimhaut dividiert (,Integralmessung®).

AnschlieRend wurde die Auswirkung unterschiedlicher Zinkdosen im Futter von Absetzferkel
auf die Schichtdicke des Mukus sowie die Kryptentiefe im Kolon untersucht. Dariiber hinaus
wurden die Expressionshéhen der mRNA von MUC2, Trefoil factor 3 sowie beta-Defensin 3
mittels qRT-PCR im mittleren Jejunum und im aszendierenden Kolon analysiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Gefrierfixierung durch Stickstoff zu einem zuverlassigen
Mukuserhalt fihrte. Bei Verwendung von Methacarn waren in der Regel Ablésungen des
Darminhalts sowie der Mukusschicht von der Darmwand zu beobachten. Der Vergleich der
Mukusschichtdicke nach Gefrier- oder chemischer Fixierung ergab keinen Unterschied. Der
entscheidende Vorteil der Gefrierfixierung lag in der Uberwiegend intakten Schichtung von
Darmwand — Mukus — Darminhalt.

Die Postfixation der Gefrierschnitte erwies sich als notwendig fir den Mukuserhalt. Der
Vergleich von Ethanol, 4%NBF und PFA als Postfixationen ergab keinen Unterschied in den
gemessenen Mukusschichtdicken. Dagegen hatte die Auswahl der anschlieBenden
Postfixation einen Einfluss auf die Mukusdarstellung. PFA zeigte gegenuber Ethanol und
4%NBF eine laminare Schichtung des Mukus im Kolon, der dem bisherigen Verstandnis des
Schleims entspricht. In der anschlieRenden AB-PAS-Farbung wurde keine Abhangigkeit der
Mukusdicke von unterschiedlichen pH-Werten der Alcianblaulésung nachgewiesen.
Alcianblau pH 2,5-PAS wurde jedoch aufgrund der vollstandigen Léslichkeit des Farbemittels
gegenulber Alcianblau pH 0,5-PAS bevorzugt. Auch die Auswertung der Mukusschichtdicke
mittels Zehnpunkte- bzw. Integralmessung ergab keinen Einfluss auf die Messergebnisse der
Mukusschicht. Durch die Bildung eines Polygons ist die Integralmessung wahrscheinlich
mathematisch préaziser und verringert die Gefahr von Ergebnisverzerrungen.

Die Parameter fir die favorisierte Methode lassen sich wie folgt definieren:

- Verwendung von Absetzferkeln bei ad libitum-Futterung.

- Vorsichtige Probenentnahme unmittelbar post mortem.

- Verwendung der Gefrierfixierung des intakten Darmrohres durch Stickstoff, ohne
Spulung des Darms oder andere Gewebepraparationen.

- Schneiden der Proben im Kryostaten und Aufziehen der Schnitte auf vorgewarmte
(50 °C), silanisierte Objekttrager.

- Trocknung der Schnitte auf einer Hitzeplatte (mindestens 30 min bei 50 °C) und
anschlieRende Postfixation mittels Paraformaldehyddampf fur 6 h bei 60 °C im
Brutschrank.

- Farbung der histologischen Schnitte mittels Alcianblau pH 2,5-PAS und Eindecken
mittels Roti-Histokitt.

- Messung und Auswertung der Mukusschichtdicke mittels ,Integralmessung*.

Im Jejunum konnte Mukus auf diese Weise histologisch dargestellt werden. Allerdings war in
diesem Darmabschnitt aufgrund mangelnder Begrenzung durch Chymus keine
morphometrische Schichtdickenmessung méglich. Fir weitere Studien am Dunndarm ist die
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Auswahl eines anderen Darmsegments oder eine gezielte letztmalige Futterung zur
Herstellung eines gefiiliten Jejunums denkbar.

Hinsichtlich der Futterung unterschiedlicher Zinkdosen wurde im Kolon kein Einfluss auf die
Mukusdicke, die Kryptentiefe oder die MUC2-Expression nachgewiesen. Bei Betrachtung der
Kryptentiefe als einen Parameter fiir die Anzahl der Becherzellen bzw. die MUC2-Expression
als einen Parameter fir die Aktivitdt der Becherzellen, erscheint plausibel, dass die
Mukusschichtdicke von unterschiedlichen Zinkgehalten unbeeinflusst blieb. Die MUC2-
Expression im Jejunum sowie die Expression von Trefoil factor 3 im Jejunum und im Kolon
wiesen ebenfalls keinen Einfluss unterschiedlicher Zinkgehalte im Futter auf. Lediglich die
Expression von beta-Defensin 3 im Jejunum zeigte sich bei hoher Zinkfitterung tendenziell
erhoht. Aufféllig ist die hohe Streuung der Messungen innerhalb der Gruppen. Dieses
Ergebnis ist somit eher als zufalliger Effekt der Messdatenverteilung zu interpretieren.

In der vorliegenden Arbeit war der Mukuserhalt abhangig von der Auswahl des
Fixierungsprotokolls. Die Verwendung der Gefrierfixierung mit anschlieRender Dehydration
auf einer Hitzeplatte sowie Verwendung von Paraformaldehyddampf als Postfixation fiihrte
im Kolon zu einem zuverldssigen Mukuserhalt und ergab reproduzierbare Ergebnisse.
Chemische Fixierungen wie Methacarn oder Carnoy waren fir den Mukuserhalt nicht
geeignet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnten zur Etablierung eines ,Goldstandards® fir
die histologische Mukusdarstellung im Kolon von Schweinen beitragen.

Die Auswertung der Fltterung unterschiedlicher Zinkdosen zeigte keinen Einfluss auf die
Mukusschichtdicke im Kolon von Absetzferkeln.
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6.2 Summary

Subject: Establishing a histological standard protocol for the depiction of intestinal
mucus, and an examination of the influence of different zinc intakes on the mucus in
the intestines of weaned piglets

Promoting animal health is a central concern in scientific research, for economical as well as
ethical reasons. In pig breeding, the period after weaning is particularly critical, especially
with regard to intestinal health. Feeding the trace element zinc in amounts above the
normally required level has been proven by scientific studies to be effective in preventing
diarrhoea after weaning and has shown positive effects on food intake and weight gain as
well as an effect on the mucus consistency in the colon.

Mucus is produced by goblet cells and is an important physical and immunological barrier to
the epithelium of mucosa. As there are no studies to date about the effect of zinc on the
thickness of the intestinal mucus layer, the aim of this thesis was to examine the effects of
different alimentary zinc dosages on the mucus layer thickness, crypt depth of the intestinal
mucosa in the colon and the expression of different mucus peptides in the jejunum and the
colon of weaned piglets.

The histological description and quantification of the mucus is very difficult from a
methodological point of view. In addition, there are a large number of standard protocols
ranging from the usual histological fixation method to complex in vivo studies, so that the
various results may not lend themselves to direct comparison. Therefore, the establishing of
an optimised fixation and staining standard protocol for the intestinal mucus layer was
another focus of this thesis.

The test animals were 24 healthy piglets, which had been weaned early and were between
25 and 38 days old. 12 were female, 12 male. The lactation period was 25 days on average.
During the lactation period the piglets were offered no feed supplements. They were bred in
climatized pig breeding stables with two piglets per bay. Three test groups of eight piglets
(four males, four females each) were formed and given various amounts of zinc oxide
(respectively: A = 0 mg ZnO per kg of feed, B = 100 mg ZnO per kg of feed, C = 1000 mg
ZnO per kg of feed). During the two-week feeding period, feed and water were offered ad
libitum. Immediately after putting the animals to death, specimens of the middle part of the
jejunum and ascending colon were taken and instantly fixed by means of liquid nitrogen, or
chemically by means of methacarn, and, for test purposes, of Carnoy’s and Bouin’s
solutions.

Nitrogen fixed specimens were then dehydrated by means of a heating plate. Apart from
direct staining on a trial basis, the histological frozen sections were, as a rule, postfixed
before the staining using paraformaldehyde vapour (PFA), a 4% neutrally buffered formalin
solution (4%NBF), ethanol, and other fixations. In the staining, Alcian blue, PAS, Alcian
blue/PAS, haematoxylin-eosin, Astra blue and various lectins were compared.

In order to determine the thickness of the mucus layer, two methods were compared. Firstly,
a "ten point measurement" was performed where the mucus layer thickness between the
epithelium and the colon contents was measured at ten points, vertically to the epithelial
layer. Secondly, the mucus area as a whole was calculated by forming a polygon and
dividing the calculated area by the length of the mucosa underneath ("calculus / integral
measurement").
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Subsequently, the effect was examined which different doses of zinc in the feed of weaned
piglets have on the mucus layer thickness and the crypt depth in the colon. Furthermore, the
expression of MUC2, trefoil factor 3 as well as beta-defensin-3 mRNA were analysed by
means of the reverse transcription quantitative PCR in the middle section of the jejunum and
the ascending colon.

The results showed that the nitrogen freeze fixation resulted in reliable mucus preservation.
When using methacarn, a detachment of the colon contents and the mucus layer from the
intestinal epithelium could generally be observed. The comparison of the mucus layer
thickness after nitrogen or after chemical fixation returned no differences. The decisive
advantage of freeze fixation is the largely intact layering of: intestinal epithelium - mucus -
colon contents.

The postfixation of the freeze specimens proved necessary for the preservation of the
mucus. The comparison of ethanol, 4% NBF and PFA as postfixations showed no
differences between the measured mucus layer thicknesses. However, the choice of the
subsequent postfixation had an effect on the description of the mucus. Unlike ethanol and
4% NBF, PFA displayed a laminar layering of the mucus in the colon which corresponds to
the hitherto existing understanding of the mucus.

In the subsequent AB-PAS staining, a dependency of the mucus thickness on the different
pH-values of the Alcian blue solution could not be detected. However, Alcian blue with a pH-
value of 2.5-PAS was preferred to Alcian blue with a pH-value of 0.5-PAS due to its complete
solubility. The evaluation of the mucus layer thickness by means of the 10 point
measurement vs. the calculus / integral measurement returned no effect either on the
measurement results of the mucus layer. The calculus method based on the polygon is
probably mathematically more precise and reduces the risk of result distortion.

The parameters of the favoured method can be defined as follows:

- use of weaned piglets with ad libitum feeding

- careful specimen-taking immediately post mortem

- use of freeze fixation of the intact colon by means of nitrogen, without rinsing the
colon or preparing the tissue in any other way

- sectioning of specimens in the cryostat and mounting them on silanized slides pre-
heated to 50°C

- drying of specimens on a heating plate (30 mins minimum at 50°C) and subsequent
postfixation by means of paraformaldehyde vapour for 6 hours at 60°C in the
incubator

- staining of histological specimens by means of Alcian blue pH 2.5-PAS and covering
them with Roti-Histokit

- measuring and evaluating the mucus layer thickness by means of the "calculus /
integral measurement".

In the jejunum, mucus could be described histologically by use of the favoured method.
However, a morphometric layer thickness measurement was not feasible in this section of
the colon because of interference with chyme. For further studies on the small intestine, the
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selection of a different colon segment or a targeted last feed for the purpose of a filled
jejunum are conceivable.

Concerning the feeding of different doses of zinc, there was no effect on the mucus
thickness, the crypt depth or the MUC2 expression. Regarding the crypt depth as a
parameter for the number of goblet cells or the MUC2 expression as a parameter for the
activity of the goblet cells, it seems plausible that the mucus layer thickness remained
unaffected by different zinc contents. The MUC2 expression in the jejunum or the expression
of trefoil factor 3 in the jejunum and the colon were not affected, either, by different zinc
contents in the feed. Only the expression of beta-defensin-3 in the jejunum appeared
tendentiously increased with a high zinc dosage. There is a striking variance in the
measurements within the groups. As a consequence, this result can be considered as a
coincidental effect of the dispersal of the measured data.

In this study, the mucus preservation proved dependent on the choice of the fixation method.
Using freeze fixation with subsequent dehydration on a heating plate as well as postfixation
by means of paraformaldehyde vapour led to reliable mucus preservation in the colon with
reproducible results. Chemical fixations by means of methacarn or Carnoy's solution proved
unsuitable. These studies might serve as a contribution to establishing a "Gold Standard" for
the histological description of mucus in the colon of pigs.

The analysis of different zinc dosages in the feed returned no relation to the thickness of the
mucus layer in the colons of weaners. The positive effects of zinc on the quantity of the
secreted mucus may already be exhausted by feeding the normally required concentration. It
is possible that zinc only has an effect on the quality and thereby the composition of the
mucus.
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109



Kapitel VI: Zusammenfassung / Summary

110



Protokolle

7. Protokolle

7.1 Protokolle der Gefrierfixierung

711 Postfixationsprotokolle der Gefrierschnitte

Protokoll 1: 4%iges neutral gepuffertes Formalin (4%NBF)

Herstellung der 4%NBF-Fixation:

11 ml 37 % Formol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

+ 50 ml doppelt konzentrierte PBS-Lésung, aus Pulver angesetzt (VWR, Radnor, USA);
ad 100 ml (Auffillung mit Ag.bidest.)

Anschlielend Kihlung auf 4 °C.

Fixation mittels 4%NBF:

Einstellen der Objekttréger in die Fixationslésung 2hbei4°C
Spulung in PBS (einfach konzentriert) 2 x5 min
Spulung in Ag. bidest. 2 X 2 min

Weiter mit Farbung

Protokoll 2: 100%iges Ethanol

Herstellung der Ethanol-Fixation:

100 % Ethanol (Berkel, Ludwigshafen, Deutschland) in Kiivette ca. 2 h vorkiihlen auf -80 °C
im Tiefklihlschrank.

Fixation mittels Ethanol:

Einstellen der Objekttrager in die Fixationslésung 1 h bei-80 °C
Trocknung auf Trockenplatte bei 50 °C 30 min
Weiter mit Farbung

Protokoll 3: Paraformaldehyddampf (PFA)

Herstellung der PFA-Fixation:

1 Loffel PFA (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf den Boden der Kiivette geben.

Dartber zur Abdeckung unter der Farbebank 1 Stlick Papier (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
legen.

Fixation mittels PFA:
Farbebank in Kiivette stellen und mittels Parafilm abdichten

Fixierung der Schnitte Uber Nacht /6 h
bei 60 °C *
Schnitte unter Abzug abkiihlen und entgasen 30 min

AnschlieBend entweder:
- Lagerung (bis zu mehreren Wochen)
- Weiterverarbeitung:
Spllung in PBS (einfach konzentriert) 2 x5 min
Spiilung in Ag.bidest. 2 x2 min
Weiter mit Farbung
* Aufheizung ab Einstellung der Kiivette im Brutschrank (Heraeus B 5042, Hanau, Deutschland)
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Protokoll 4: Farbung ohne Postfixation
Celloidinbeschichtung: *

OT eintauchen in Ether / abs. Ethanol 1:1 wenige sek
0,2 % Celloidin (Merck, Darmstadt, Deutschland) 1 min

OT ablaufen lassen in Ether / abs. EtOH 1:1 **

80 % Ethanol 1 min
Spilung in Ag. bidest. 2 min
Anschlielend Farbung: AB 2,5 — PAS siehe Farbung

*  Die Celloidinbeschichtung wurde probeweise vor sowie nach dem Aufziehen der histologischen Schnitte

durchgefihrt. Im zweiten Fall wiirde die Celloidinbeschichtung als Postfixation betrachtet werden konnen, da
der Schnitt zusétzlich fixiert wird

** bis Tropfen zahfliissig sind

Direktfarbung:
Hierbei wurden die Objekttrager direkt nach der Lufttrocknung mit Astrablau gefarbt.

Protokoll 5: Farbung in fixierender Farbstofflésung

Astrablaulésung

Herstellung der Astrablauldsung:

1 ml 37 % Formol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

+ 4 ml Astrablau (Chroma, Waldeck, Minster, Deutschland) 0,5 % in 2,0 % wassriger
Weinsaureldsung (L+-Weinsaure, Merck, Art. Nr. 100804)

Farbung mittels Astrablauldsung:

OT liegend auf der Bank in feuchter Kammer

Farbelésung auftropfen 10 min *
nach Trocknung auf Hitzeplatte bei 50 °C 30 min

Alcianblaulésung

Herstellung der Alcianblaulésung:

11 ml 37 % Formol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
+ 39 ml Alcianblau 0,5 % in 0,1 M HCI pH 1,0

Farbung mittels Alcianblaulésung:

Schnitte ohne Lufttrocknung direkt nach Aufziehen in die Losung 2h*

Spulung in 0,1 M HCI 20 sek
Spulung in PBS 2 x5 min
Spulung in Ag. bidest. 2 min
Entwasserung, Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland) siehe Farbung

* Bei Raumtemperatur

7.1.2  Protokolle zur Farbung der Gefrierschnitte

Protokoll 6: Periodsdure-Schiff-Reaktion (PAS)

Herstellung der Reagenzien PAS:

1 % wassrige Periodsaure (aus Periodaure, Merck, Darmstadt, Deutschland) (frisch
angesetzt mittels Rihrfisch), bis zur vollstandigen Lésung.
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Nutzung von Schiff'sches Reagenz (Merck, Art. Nr. 9033; frische Lésung) sowie Hamalaun
nach Mayer (Roth, Karlsruhe, Deutschland) als Gegenfarbung.
Anschlieflend Eindeckung mittels Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland).

PAS-Farbung:

1% wassrige Periodsaure 10 min
Spilung in Ag. bidest 3 X2 min
Farbung in Schiff'sches Reagenz im Dunklen ** 10 sek / 45 sek /5 min / 10 min*
Spiilung in flieBenden Leitungswasser 5 min/ 10 min
Spiilung in Ag. bidest 2 X2 min
Farbung in Hadmalaun n. Mayer ** 5 min ***
Blauung in flieRendem Leitungswasser 10 min ***

70 % Ethanol 2 min

80 % Ethanol 2 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 10 min

Xylol 2 x5 min

Roti-Histokitt

* Es wurde die Farbung mit unterschiedlichen Farbezeiten verglichen

*k

Bei Raumtemperatur

*** Zum Teil wurde diese Gegenférbung ausgelassen

Protokoll 7: Alcianblau (AB)

Herstellung der Reagenzien AB pH 2,5:

Alcianblau (Chroma, Waldeck, Minster, Deutschland) 1,0%ig 16sen in 3 % Essigsaure durch
Ruhrfisch, bis zur vollstdndigen Lésung. AnschlieRend Filtration durch Filterpapier
(Rotilabo®-Rundfilter, Typ 111A, @ 185 mm, Roth, Karlsruhe, Deutschland).

AB pH 2,5-Farbung:

Einstellen in 3 % Essigsaure 3 min bei *
Farbung in Farbeldsung 2h/5h/12h*
Spllung in 3 % Essigsaure 30 sek

Spulung in Ag. bidest 3 X2 min

70 % Ethanol 2 min

80 % Ethanol 2 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 10 min

Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

* Bei Raumtemperatur
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Herstellung der Reagenzien AB pH 0,5:

Alcianblau (Chroma, Waldeck, Munster, Deutschland) 1,0%ig I6sen in 0,2 M Salzsaure durch
Ruhrfisch, bis zur vollstandigen Lésung. AnschlieRend Filtration durch Filterpapier
(Rotilabo®-Rundfilter, Typ 111A, @ 185 mm, Roth, Karlsruhe, Deutschland).

AB pH 0,5-Farbung:

Einstellen in 0,2 M Salzsaure 3 min bei *
Farbung in Farbelésung 2h/5h/12h*
Spiilung in 0,2 M Salzsaure 30 sek

Spiilung in Ag. bidest 3 X2 min

70 % Ethanol 2 min

80 % Ethanol 2 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 10 min

Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt

* Bei Raumtemperatur

Protokoll 8: Alcianblau-PAS

Herstellung der Reagenzien AB-PAS:

Siehe oben ,Farbung AB pH 0,5/2,5" und ,Farbung PAS* *

AB-PAS-Férbung:

Einstellen in 3 % Essigsaure / 0,2 M Salzsaure 3 min bei **
Farbung in AB-Farbelésung 2h/5h/12h**
Spiilung in 3 % Essigsaure / 0,2 M Salzsaure 30 sek

Spiilung in Ag. bidest 3 X2 min

1% wassrige Periodsaure 10 min

Spiilung in Ag. bidest 2 X2 min
Farbung in Schiff'sches Reagenz im Dunklen 10 sek / 30 sek / 5 min / 10 min **
Spulung in flieRenden Leitungswasser 5 min/ 10 min
Spulung in Ag. bidest 2 X2 min

70 % Ethanol 2 min

80 % Ethanol 2 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 10 min

Xylol 2 x5 min

Roti-Histokitt
*  Ohne Verwendung von Hamalaun nach Mayer

** Bei Raumtemperatur
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Protokoll 9: Lektine

Herstellung der Reagenzien:

Lektin: Peanut-Agglutinin, Biotinylated (Linaris, Dossenheim, Deutschland), Stammlésung: 5
mg I6sen in Ag. dest, Lagerung der Aliquots bei -20 °C. Endkonzentration: 5-20 pg in TBS
empfohlen.

Ethanol 96 %-absol

Blockreagenz: 3 % BSA-LSG in TBS (Biotinfrei)

Korrespondierender Zucker: Galaktose + N-Acetylgalactosamin 200 mM in TBS + 1 % BSA
PBS-Puffer nach Dulbecco (Serva, Heidelberg, Deutschland)(0,02 M)

TBS: 0,05 M TRIS-HCI pH 7,6 + 0,9 % NaCl

Inkubationspuffer: Lektin in 1 % BSA in TBS (Biotinfrei)

StrepABComplex/HRP von Dako K 0377: 2,5 ml TBS in Flasche geben + 20 yl Reagenz A+
20 pl Reagenz B, gut mischen, 30 min stehen lassen; 3 Tage bei 4 °C lagern
HRP-Nachweis: 10 mg DAB (Tablette von Sigma, St. Louis, USA) in 10 ml PBS pH 7,6
I6sen. Filtration durch Filter SS 593. Vor Gebrauch 10 pl H,0, (30 %) /10 ml zusetzen, End-
pH 7.,6.

Lektin-Farbung:

Spllung in TBS 10 min *
Vorinkubation 3 % BSA in TBS 20 min
1 pl Lektin in 1 ml TBS+1 % BSA => verdiinnen 1:20 in

TBS+1 % BSA

*k

je Schnitt ca. 40 pl aufgeben

Inkubation Uber Nacht, 4 °C, feuchter
Kammer

Spilung in TBS 2 x 3 min

Strept/ABC-Komplex (10 pl / 10 plin 1 ml PBS) 45 min, 4 °C

Spiilung in PBS 2 x 3 min ***

Spiilung in Ag. bidest 2 min

70 % Ethanol 2 min

80 % Ethanol 2 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 10 min

Xylol 2 x5 min

Roti-Histokitt
*  Alternativ zu diesem Schritt erfolgte eine Neuraminidase-Behandlung mit folgenden Schritten:
Na-Acetatpuffer pH 5,5 0,1 % CaCl2 20 Minuten
Neuramidase 1/3 in Na-Acetatpuffer 0,1 % CaCl2 Uber Nacht 37 °C
**In der negativ-Kontrolle wurde das Lektin mit D-Galaktose + N-Acetylgalactosamin (200 mM) in TBS + 1 %

BSA vorinkubiert, bevor es auf die Objekttrager aufgegeben wurde
Bei Raumtemperatur
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Protokoll 10: Hamatoxylin-Eosin (HE)

Herstellung der Reagenzien:

Hamalaun nach Mayer:

Hamatoxylin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 1 g auf Magnetrihrer I6sen in Ag. bidest. 1000
ml Natriumjodat (Na JO3) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 200 g und Kalialaun
(Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 50 g zugeben und
I6sen => Farbe der Losung blauviolett Chloralhydrat (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 50 g und
Zitronensaure (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 1 g zugeben und I6sen => Farbumschlag nach
rotviolett.

Lésung sofort gebrauchsfertig. Vor Gebrauch filtrieren. Haltbarkeit der Lésung (in gut
verschlossener Flasche) ca. 1 Jahr.

Eosin:

Eosin 0,1 % in Aq. bidest.: 0,2 g Eosin (gelblich) I6sen in 100 ml Aq. bidest.

Vor Gebrauch filtrieren. Bei schlechtem Farbeerfolg Losung ansduern: 1 Tropfen Eisessig
(100 % Essigsaure) zusetzen. Lésung 1-2 Monate haltbar; bei Triibung verwerfen.
AnschlieBend Eindeckung mittels Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland).

HE-Féarbung:

Einstellen in Mayer's Hamalaun 5 min
Spulung in Leitungswasser 10 min
Spilung in Ag.bidest. 1 min
Einstellen in Eosin 7 min
Spilung in Ag.bidest. 30 sek
70 % Ethanol 30 sek
80 % Ethanol 30 sek
90 % Ethanol 30 sek
96 % Ethanol 2 x1 min
100 % Ethanol 2x1 min
Spiilung in Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt
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7.2 Protokolle der chemischen Fixierungen

7.21 Protokolle zur Probenvorbereitung

Protokoll 11: Entwésserung
Reagenzien: 99 % Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), Methanol (Sigma), Xylol (Roth,
Karlsruhe, Deutschland), Paraffin (Leica, Wetzlar, Deutschland)

99 % Ethanol 2 x 30 min
Methanol 2 x20 min
Xylol 2 x 15 min
Einlegen in Einbettkéastchen in Paraffin 60 °C Uber Nacht

Protokoll 12: Entparaffinierung
Reagenzien: Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 70/80/96/100 % Abs. Ethanol (Roth,
Karlsruhe, Deutschland), Ag. bidest

Xylol | 10 min
Xylol Il 10 min
100 % Ethanol 2Xx3min*
96 % Ethanol 3 min

80 % Ethanol 3 min

70 % Ethanol 3 min

Aq. bidest. | 3 min

Aq. bidest. Il 3 min

* Dieser Schritt ist auch mittels 2 x 3 min Isopropanol ersetzbar und teilweise durchgefiihrt worden.
7.2.2 Protokolle zur Farbung der Schnitte

Protokoll 13: PAS-Farbung
Reagenzien: Aq. bidest, PAS staining Kit (Merck, Darmstadt, Deutschland), 70/96/100 %
Abs. Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Spulung in Ag.bidest. 2 min
Reagenz 1 (Periodsaurelésung) 10 min
Spulung in Leitungswasser 3 min
Spulung in Ag.bidest. 2 min
Reagenz 2 (Schiff's Reagenz) 15 min
Spulung in Leitungswasser 3 min
Spulung in Ag.bidest. 2 min

70 % Ethanol 2 x 1 min
96 % Ethanol 2x 1 min
100 % Ethanol 2 x 1 min
Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Protokoll 14: Alcianblau-Farbung
Reagenzien: Aq. bidest, Alcianblau 8GS (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 70/96/100 % Abs.
Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Spilung in Ag.bidest. 2 min
Farbung in Alcianblau 5 min
Spilung in Leitungswasser 3 min
Spiilung in Ag.bidest. 2 X 2 min
70 % Ethanol 2x1 min
96 % Ethanol 2x1 min
100 % Ethanol 2 x1 min
Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Protokoll 15: AB-PAS-Farbung

Reagenzien: Ag. bidest, PAS staining Kit (Merck, Wetzlar, Deutschland), Alcianblau 8GS
(Roth, Karlsruhe, Deutschland), 70/96/100 % Abs. Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland),
Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Spllung in Ag.bidest. 2 min
Farbung in Alcianblau 5 min
Spilung in Leitungswasser 3 min
Spilung in Ag.bidest. 2 min
Spilung in Ag.bidest. 2 min
Reagent 1 (Periodsaurelésung) 10 min
Spilung in Leitungswasser 3 min
Spiilung in Ag.bidest. 2 min
Reagent 2 (Schiff's Reagenz) 15 min
Spilung in Leitungswasser 3 min
Spiilung in Ag.bidest. 2 min

70 % Ethanol 2 x1 min
96 % Ethanol 2 x 1 min
100 % Ethanol 2 x 1 min
Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Protokoll 16: HE-Farbung

Reagenzien: Aq. bidest, Hdmatoxilyn (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 70/80/90/96/100 %
Abs. Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), siehe
auch Protokoll 10 (Kapitel 7.1.2)

Einstellen in Mayer's Hdmalaun 5 min
Spilung in Leitungswasser 10 min
Spiilung in Ag.bidest. 1 min
Einstellen in Eosin 7 min
Spiilung in Ag.bidest. 30 sek
70 % Ethanol 30 sek
80 % Ethanol 30 sek
90 % Ethanol 30 sek
96 % Ethanol 2 x 1 min
100 % Ethanol 2 x 1 min
Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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