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1 Einführung 

1.1 Allgemeine Einführung in das Darmimmunsystem 

Ohne ein funktionierendes Abwehrsystem kann sich kein Lebewesen im Kampf um die Res-

sourcen dieser Welt gegen die mannigfaltige Konkurrenz behaupten. Es ist von essentieller 

Bedeutung für jedes Individuum Strategien und Mechanismen zu besitzen, um sich von schä-

digenden Einflüssen der Umwelt abgrenzen, freihalten und eventuell befreien zu können.  

Hauptbestandteile des Immunsystemes sind in erster Linie alle immunkompetenten Zellen, 

welche in der Lage sind sich im Individuum aktiv zu bewegen, zu orientieren und/oder zu 

platzieren, sowie die humoralen Bestandteile wie Plasmaproteine, Komplementfaktoren und 

Zytokine, die sich eher passiv verbreiten und in den Interstitien sowie im Blutstrom zirkulie-

ren können. Von grundlegender Bedeutung für die Erfüllung der Aufgaben des Immunsyste-

mes ist die Möglichkeit, dass immunkompetente Zellen neu gebildet werden können und ein 

Teil von ihnen die Fähigkeit zur klonalen Expansion besitzt. Die Lebensdauer der einzelnen 

Zellen kann dabei von wenigen Stunden bis zu vielen Monaten oder auch Jahren reichen (El 

Albani et al. 2010; Germain et al. 2008; Amanna und Slifka 2010). Die Funktionen der oben 

genannten Komponenten sind außerdem von morphologischen Strukturen abhängig. Dadurch 

wird eine Wirkung im Immunsystem allererst ermöglicht und/oder wesentlich effizienter ge-

macht. Zudem bedingen sie den geordneten Ablauf dieses Prozesses. So sind, neben den pri-

mären lymphatischen Organen, wie z.B. dem Thymus oder dem Knochenmark (Medulla ossi-

um rubra) als Bildungsorte der immunkompetenten Zellen (speziesabhängig), die sekundären 

lymphatischen Organe wie die Milz, die reichlich vorhandenen Lymphknoten sowie die in-

nerhalb der Gewebe liegenden Lymphfollikel in die Kreisläufe der Organismen eingeordnet 

(Janeway und Travers 1997). Das Immunsystem realisiert komplexe Abwehrvorgänge, wel-

che das Individuum vor Infektionen, verschiedensten Noxen aus der Umwelt und eigenen 

entarteten Zellen schützen. Obwohl grundsätzlich zwar funktionell ein ursprünglicheres ange-

borenes Immunsystem von einem höher entwickeltem adaptiven Immunsystem unterschieden 

werden kann, wobei sich ersteres hauptsächlich durch das Wirken von phagozytierenden Gra-

nulozyten und Makrophagen manifestiert und letzteres insbesondere durch den Einfluss der 

Lymphozyten realisiert, ist letztendlich das Zusammenspiel beider Komponenten für die um-

fänglichen Leistungen des menschlichen Immunsystems entscheidend (Pancer und Cooper 

2006). 
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Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit sind Bestandteile des mukosaassoziierten lymphati-

schen Gewebes (MALT). Je nach Lokalisation im Organismus lassen sich spezielle muko-

saassoziierte lymphatische Gewebe differenzieren. Abgesehen von konjunktiva-, tränen- und 

speicheldrüsenassoziierten lymphatischen Gewebe wird auch nasopharyngeales, laryngeales, 

bronchus-, magenmucosa- und darmassoziiertes lymphatisches Gewebe neben dem Lymph-

gewebe des Waldeyerschen Rachenringes voneinander abgegrenzt (Liebler-Tenorio und Pabst 

2006). Insbesondere Teile des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (GALT) werden in 

dieser Arbeit näher untersucht. Lymphatisches Gewebe des MALT befindet sich in direkter 

Nähe zur mukosalen Oberfläche und stellt sich durch Lymphfollikel und T-Zell-dominierte 

interfollikuläre Areale dar. Die primären bzw. sekundären Follikel, also Follikel ohne und mit 

Keimzentrum, bestehen aus Netzwerken follikulär dendritischer Zellen, welche zentral haupt-

sächlich von B-Lymphozyten ausgefüllt sind. Im Mantelbereich eines Follikels befinden sich 

neben B-Zellen vermehrt auch T-Zellen und Makrophagen. Im mukosaassoziierten lymphati-

schen Gewebe können die follikulären Strukturen solitär oder in Aggregaten auftreten. Das 

die Follikel überdeckende Epithel ist von Lymphozyten infiltriert. Dieses kann morphologisch 

differente, auf Antigenaufnahme spezialisierte Zellen enthalten. Diese spezialisierten Zellen 

werden, basierend auf ihrer Morphologie in den Peyerschen Platten (PP) des Dünndarmes als 

M-Zellen (microfold oder membrane cells) bezeichnet (Miyazawa et al. 2006; Owen 1999; 

Pabst 1987). Im Bereich der Epithelien werden die Antigene den immunkompetenten Zellen 

durch M-Zellen und/oder dendritische Zellen zugänglich gemacht, es gibt hier keine afferen-

ten Lymphgefäße. Inwieweit die Epithelzellen selbst aktiv oder passiv, trans- oder intraepthe-

lial am Transport der potentiellen Antigene beteiligt sind, lässt sich trotz der Bedeutung dieser 

Frage nicht eindeutig beantworten und ist nach wie vor Gegenstand aktueller Forschungen 

(Artis 2008; Farhadi et al. 2003; Hossain und Hirata 2008; Lapointe et al. 2009; Sewekow et 

al. 2008). Wie z.B. bei den tonsillären Gebilden des Waldeyer Rachenringes, sind die be-

schriebenen Strukturen entweder prinzipiell in definierten Regionen vorhanden oder sie 

kommen zwar grundsätzlich, aber an unterschiedlichen Lokalisationen, wie etwa die PP im 

Jejunum, vor. Außerdem können sie, wie beispielweise im bronchusassoziierten lymphati-

schen Gewebe (BALT) durch Antigenexposition spontan entstehen. Zirkulierende Lymphozy-

ten erreichen das MALT über spezialisierte hochendotheliale Venulen in den interfollikulären 

Arealen. Die Immigration von Lymphozyten ist gewebespezifisch und wird über entspre-

chende Rezeptoren im Endothel der Venulen reguliert (Brandtzaeg und Pabst 2004). Die cha-

rakteristische Organisation des MALT muss abgegrenzt werden von lokalen Lymphozytenin-
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filtrationen ohne eine entsprechende Kompartimentierung und ohne einen vergleichbar direk-

ten Bezug zum Epithel. 

 

 

Abbildung 1: Morphologische Charakteristik des MALT (aus Liebler-Tenorio und Pabst 2006) 
1: Mantelzone eines Follikels; 2: Interfollikläre Zone; 3: Dom; 4: hochendotheliale Venule 

Abbildung 1 zeigt die typische morphologische Charakteristik des im Fokus der Arbeit ste-

henden mukosa- bzw. darmassoziierten lymphatischen Gewebes. Diese Strukturen sind spe-

ziesspezifisch und individuell in unterschiedlicher Anzahl und Lokalisation im Darmrohr vor-

handen (Nickel 1999). Funktionell und räumlich kann der induktive Charakter des GALT 

gegen die resultierenden Effektoraufgaben innerhalb und außerhalb des Darmrohres abge-

grenzt werden. Kennzeichnende Effektorfunktion adaptiver Immunantworten für die Mukosa 

ist die Sekretion von Immunglobulin A (IgA) an ihre Oberfläche (Brandtzaeg und Pabst 

2004). In Kombination mit Komponenten des angeborenen Immunsystemes, wie z.B. die 

Schleimsezernierung durch die Becherzellen und ein steter Abtransport des Schleimfilmes 

inklusive aller potentiell pathogenen Bestandteile, kommt ein wirkungsvoller Schutz zustan-

de. Die Bindung potentieller Pathogene durch IgA verhindert einerseits eine Schädigung der 

Organismen durch Adhäsion und Invasion von viralen, bakteriellen und mykotischen Mikro-

organismen bzw. Schadwirkungen durch deren Toxine, erlaubt und befördert aber anderer-

seits auch deren Aufnahme bei Vorhandensein entsprechender IgA-Rezeptoren. So können 

die mukosalen Oberflächen geschützt und zeitgleich der luminale Inhalt „überwacht“ sowie 

notwendige Immunantworten vorbereitet bzw. intensiviert werden (Favre et al. 2005; Mantis 

et al. 2002).  
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Mukosal im GALT auftretende Antigene können durch B-Zellen, Makrophagen, dendritische 

Zellen aufgenommen, speziell in PP sowie auch allen anderen Bereichen der Mukosa den 

immunkompetenten Zellen präsentiert werden und mit der Lymphe in die nachgeschalteten 

immunsystemmodulatorischen Lymphknotenstationen und Organe gelangen (Hopkins et al. 

2000; Pape et al. 2007). So können notwendige mukosale sowie systemische Antworten aus-

gelöst und erhalten werden, ohne dass eine Erregerinvasion oder Intoxikation stattgefunden 

hat. 

Zentraler Dreh- und Angelpunkt in der Regulation der adaptiven Immunantworten im GALT 

sind neben dem Wirken der dendritischen Zellen auch die vielfältigen Funktionen der T-

Lymphozyten (Rothkötter et al. 1999; Saalmüller et al. 2002). Die intestinale Schleimhaut 

stellt eine immens große Oberfläche dar, an der permanent zwischen Nahrungsaufnahme mit 

entsprechender immunologischer Toleranz oder Ausbildung einer adäquaten Immunantwort 

gegen (potentielle) Pathogene über deren Antigene entschieden werden muss. Durch mannig-

faltige Umwelteinflüsse, wie z.B. Wasser, Futter und Umgebung, ändert sich unablässig mehr 

oder weniger stark das Aufkommen und das Verhältnis (potentiell) pathogener Strukuren und 

anderer apathogener Bestandteile im Darmrohr und damit am GALT. Die aus den Kontakten 

der intestinalen Schleimhaut mit den luminal existierenden Umweltkomponenten resultieren-

den Reaktionen des Immunsystemes sind Anpassungsleistungen des Individuums an seine 

Umwelt und bilden die Grundlage für dessen Konkurrenzfähigkeit und Fitness. Genau an die-

sen Prozessen setzt die vorliegende Arbeit an und geht der Frage nach, wie und in welchem 

Ausmaß sich Umwelteinflüsse auf die Verteilung und Funktion immunkompetenter Zellen im 

jejunalen Schweinedarm auswirken. 

1.2 Das Schwein als Modelltier für das Darmimmunsystem 

Das Schwein qualifiziert sich als Modelltier für die Forschung am Gastrointestinaltrakt insbe-

sondere durch seine relativ gute Vergleichbarkeit mit dem Menschen. Das Schwein ist ein 

Omnivor, dessen Futterspektrum und Verdauungsvorgang weitaus besser mit dem Nahrungs-

spektrum und der Digestion eines Menschen verglichen werden kann als es etwa bei Mäusen, 

Ratten und Kaninchen der Fall ist. Darüber hinaus steht das Schwein auch aufgrund ver-

gleichbarer Größenverhältnisse und großer physiologischer Ähnlichkeiten zum Menschen im 

Fokus der Forschungen zum Thema Xenotransplantation (Rothkötter et al. 2002; Sachs 1994).  

Auch das Immunsystem des Schweines ist, trotz speziesspezifischer Eigenheiten, wie z.B. der 

inversen Lymphknotenstruktur, in vielen Facetten dem humanen System vergleichbar (Binns 
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1982). Beispielsweise ähnelt sich die Verteilung der Toll-like Rezeptoren beim Schwein und 

beim Menschen, während dies etwa auf Mäuse nicht zutrifft (Facci et al. 2010). 

Die Länge eines Schweinedarmes beträgt in etwa das 15-fache der Körperlänge. Bei einem 

adulten Tier entspricht dies 16 bis 21 Meter. Wie bei allen Säugetieren kann ein Intestinum 

tenue (Dünndarm) von einem Intestinum crassum (Dickdarm) differenziert werden. Dabei 

lässt sich der Dünndarm weiter in ein Duodenum, das Jejunum sowie das Ileum unterteilen. 

Im Dickdarm unterteilt man Colon und Rektum, außerdem kann ein Caecum abgegrenzt wer-

den, welches im Gegensatz zum Menschen keine Appendix vermiformes besitzt. Von luminal 

nach serosal besteht die Darmwandung aus der Tunica mucosa (Schleimhaut) mit der Lamina 

epithelialis mucosae (Epithel), der Lamina propria mucosae und der Lamina muscularis mu-

cosae, dieser folgt die Tela submukosae (Submukosa) als Grenze zur Tunica muscularis mit 

dem Stratum circulare und dem Stratum longitudinale. Abschließend bildet die Tunica serosa 

(Bauchfell) mit der Lamina propria serosae und dem Mesothelium serosae die Oberfläche der 

Peritonealhöhle. Die Länge des Dünndarmes neugeborener Ferkel beträgt 2 bis 4 Meter (Pond 

und Mersmann 2001). 

1.2.1 Entwicklung, Morphologie und Darstellung immunkompetenter 

Strukturen 

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit interessierenden immunkompetenten Strukturen kurz 

charakterisiert und mögliche Nachweis- und Analysemethoden aufgezeigt werden.  

Die 1677 vom Schweizer Anatomen Johann Conrad Peyer beschriebenen Strukturen wurden 

1851 als lymphatisches Gewebe erkannt. Seit 1928 kennt man unterschiedliche Entwick-

lungsmuster von jejunalen und ilealen Peyerschen Platten. Dass hier die spezifische Induktion 

der mukosalen Immunantwort (IgA-Sekretion) durch „antigensammelnde bzw. antigendurch-

schleusende M-Zellen“ stattfindet, wird seit 1960 diskutiert (Griebel und Hein 1996). 

Das Schwein gehört mit den Schafen, Kühen, Ziegen, Hunden, Pferden und Menschen zu der 

Gruppe von Organismen, die eine pränatale Entwicklung von Peyerschen Platten im Dünn-

darm zeigen. Demgegenüber weisen Kaninchen, Ratten, Mäuse und Hühner eine solch zeitige 

Ausbildung dieser immunkompetenten Strukturen nicht auf. Beim Schwein treten frühestens 

ab dem 50. Tag der Gestation einzelne lokale lymphoide Infiltrationen in der jejunalen Lami-

na propria auf und um Tag 90 bis 100 bilden sich erste Follikel. Ab Tag 95 bis zur Geburt 

entwickeln die fetalen Schweine im Schnitt 18 Peyersche Platten, postnatal steigt diese An-

zahl nur noch leicht an (z.B. 23 +/- 3,3 jejunale PP mit sieben Monaten (Pabst et al. 1988)) 
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und liegt letztendlich individuell bei 20 bis 30 jejunalen PP. Das markanteste Längenwachs-

tum der PP findet in den letzten zehn Tagen der Gestation und postnatal von Tag 1 bis 42 

(plus ~170%) statt. Danach nimmt die Länge der PP bis zum 18. Monat nur noch um etwa 8% 

zu. Ab Tag 21 bis 35 postnatal besitzen die PP mit separaten T- und B-Zell-Arealen, Domare-

alen sowie primären und sekundären Follikeln alle Reifemerkmale. Trotz Ausnahmen und 

individueller Unterschiede ist die Anzahl von PP im proximalen Darm im Schnitt größer als 

im distalen Abschnitt. Die individuelle Lokalisation vor allem der jejunalen PP bleibt wäh-

rend Wachstum und Entwicklung in Relation erhalten. Die ilealen PP weisen allerdings eine 

altersabhängige Involution auf (Chapman et al. 1974; Kruml et al. 1970; Makala et al. 2000; 

Makala et al. 2001; Rothkötter und Pabst 1989). Ileale PP Follikel erscheinen mehr längsoval 

und erreichen im Alter von zwei Monaten bei konventionell gehaltenen Schweinen eine 

durchschnittliche Ausdehnung von 0,86 mm Höhe und 0,71 mm Breite. Die jejunalen PP Fol-

likel des Schweines sind in diesem Alter insgesamt größer und treten etwas abgeflachter mit 

durchschnittlich 0,89 mm Höhe, aber 1,06 mm Breite auf. Dabei muss aber noch berücksich-

tigt werden, dass die interfollikulären Zonen der jejunalen PP durch ihre größere Ausdehnung 

etwa doppelt so viel Raum bieten. Es muss zudem festgestellt werden, dass die Anzahl der im 

Ileum vorhandenen Follikel mit etwa 78.000 deutlich höher liegt als die Gesamtanzahl der 

~9.000 Follikel im Jejunum (Andersen et al. 1999; Barman et al. 1997; Charerntantanakul und 

Roth 2006; Pabst 1987). 

 

Um die immunkompetenten Strukturen des darmassoziierten lymphatischen Gewebes abbil-

den, auswerten und beschreiben zu können, werden entsprechende Zellmarker benötigt. Ne-

ben einer histochemischen Übersichtsfärbung mit z.B. Methylenblau, lassen sich auch alle 

DNS-haltigen Strukturen (Zellkerne) mit DAPI anfärben. DAPI interkaliert in die DNS und 

fluoresziert blau, wenn es mit ultraviolettem Licht angeregt wird (Kapuscinski 1995). 

Die in das Epithel integrierten M-Zellen sind speziesspezifisch in unterschiedlichem Maße 

und auch in differenten Lokalisationen vorhanden. In der Maus können die M-Zellen etwa 

durch den Marker Ulex europaeus (Stechginster) Agglutinin (UEA-I) dargestellt werden und 

erreichen im follikelassoziierten Epithel einen Anteil von ~ 50% im Bezug auf die Enterozy-

ten. Im Kaninchen lassen sich die M-Zellen durch die Markierung von Vimentin darstellen 

und beim Schwein gelingt dies ebenfalls durch die Benutzung von Antikörpern gegen das 

Intermediärfilament Zytokeratin 18 als Marker. Hier werden etwa 30% der Zellen des Dome-

pithels gekennzeichnet (Brandtzaeg und Pabst 2004; Gebert et al. 1994a; Gebert et al. 1994b; 

Gebert et al. 1996; Gebert und Bartels 1995). 
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Ein CD45-Antikörper gegen die Tyrosinphosphatase der hämatopetischen Zellen als Leuko-

zytenmarker kann die Verhältnisse immunkompetenter zu allen anderen nicht direkt immun-

kompetenten Zellen (Epithel-, M- bzw. Becherzellen, Fibrozyten, Paneth-Zellen, glatte Mus-

kelzellen etc.) der entsprechenden Kompartimente aufzeigen. CD45 als Leukozytenmarker 

beinhaltet alle Lymphozyten inklusive der natürlichen Killerzellen, den Granulozyten sowie 

den Zellen des Monozyten-Makrophagensystemes. Dadurch sind noch weitere Differenzie-

rungen von Subtypen möglich (Binns et al. 1995). 

Die Lymphozyten lassen sich weiter in B-, T- und die natürlichen Killerzellen unterteilen. Die 

Markierung von T-Zellen kann zum einem z.B. durch das in die Adhäsion und Aktivierung 

von T-Zellen involvierte Oberflächenmolekül CD2 erfolgen (Pescovitz et al. 1994a). Das 50 

kDa transmembranale Glykoprotein fungiert als Adhäsionsmolekül mit CD58 als Liganden 

(Saalmüller et al. 1989). CD2
+
 Zellen können die weiteren Subklassen von CD4

+
, CD8

+
, 

CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiven, CD4

-
/CD8

-
 doppelt negativen, TcR-αβ-, TcR-γδ- Zellen, T- 

und natürlichen Killerzellen beinhalten (Piriou-Guzylack und Salmon 2008). 

Zum anderen lässt sich der CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex als spezifischerer Marker zur Dar-

stellung von T-Zellen nutzen. Der CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex ist ein multi- und polypepti-

der Membrankomplex aus hochvariablen, antigenbindenden heterodimeren T-Zell-Rezeptoren 

(αβ oder γδ) und invarianten CD3 Signalpeptidketten (ε,δ,γ,ζ) (Kuhns et al. 2006). Während 

die Proteine CD3ε, CD3δ und CD3γ extrazelluläre Domänen besitzen, vermittelt das homo-

dimere, hauptsächlich im Zytoplasma liegende Protein CD3ζ über spezielle tyrosinbasierende 

Aktivierungsmotive (ITAMs) den Kontakt zu zytosolischen Proteintyrosinkinasen und initi-

iert so die weitere Signalkaskade (Malissen und Malissen 1996). Monoklonale Antikörper 

gegen Epitope der extrazellulären CDε Domäne können T-Zellen mit αβ- oder γδ-T-Zell-

Rezeptoren erkennen. Die Dichte von CD3 auf CD2
+
 und CD8

+
 Zellen ist relativ gering und 

heterogen, während sie auf CD2
-
 und CD8

-
 Zellen höher und eher homogen ist (Pescovitz et 

al. 1998a; Piriou-Guzylack und Salmon 2008; Yang et al. 1996). 

Eine weitere Abgrenzung der u.a. im Fokus dieser Arbeit stehenden T-Zellen lässt sich nach 

der Expression ihrer Korezeptoren durchführen. So wird CD4 hauptsächlich auf extrathymi-

schen T-Helferzellen exprimiert (Pescovitz et al. 1998b). Extrathymische T-Helferzellen be-

inhalten einfach CD4
+
 Zellen und CD4

+
/CD8

+
 doppelt positive Zellen (Charerntantanakul und 

Roth 2006; Saalmüller et al. 1989; Zuckermann und Gaskins 1996). Außerdem existieren 

stark CD4
+
 interferonproduzierende dendritische Zellen im peripheren Blut (Summerfield et 

al. 2003). 
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CD8 kann entweder als Homo- oder Heterodimer auf den Zellen exprimiert werden (Jonjic 

und Koszinowski 1984; Pescovitz et al. 1984). Monoklonale Antiköper gegen ein Epitop auf 

der 35 kDa α-Kette gerichtet, markieren Thymozyten, periphere T-Zellen sowie natürliche 

Killerzellen. CD8 stark positive Zellen sind den zytotoxischen T-Zellen zuzuordnen. CD8 

schwach positive Zellen, welche gleichzeitig CD4
 
exprimieren (= doppelt positive) gehören 

der Subfraktion der Gedächtnis-T-Zellen an (Pescovitz et al. 1985; Pescovitz et al. 1994b; 

Saalmüller et al. 1987; Saalmüller et al. 2002; Zuckermann 1999). Die meisten der γδ-T-

Zellen sind, bis auf eine kleine Minorität, CD8
-
 (Yang und Parkhouse 1996; Yang und Park-

house 1997). 

Die immunglobulintragenden B-Zellen des Schweines lassen sich durch den Einsatz eines 

Antikörpers, welcher an ein Epitop der leichten λ-Kette bindet, visualisieren (Denham et al. 

1998; Sinkora et al. 2001). 

Antigene, die aus Richtung Darmlumen ins Körperinnere gelangen, können von CD3
+
αβ-T-

Lymphozyten nur im Kontext mit MHC I- oder II-Glykoproteinen erkannt werden. Einfluss 

auf die Vorgänge im Immunsystem entsteht durch die Bindung eines Antigen + MHC-

Komplexes mit dem T-Zell- und seinen Korezeptoren, den CD3-, CD4- und/oder CD8-

Molekülen. Abhängig von Herkunft und Größe werden entweder 12 bis 25 Aminosäuren gro-

ße exogene Peptidfragmente, die in Phagolysosomen degradiert wurden, über MHC II an 

CD4
+
 T-Zellen oder 8 bis 9 Aminosäuren lange endogene Peptidfragmente aus dem Zytosol 

über MHC I an CD8
+
 T-Zellen präsentiert (Diaz et al. 2005; Soderholm et al. 2006). MHC I 

ist, außer auf den Erythrocyten und Zellen des neuralen Systemes, auf allen Körperzellen ex-

primiert. Im Gegensatz dazu wird MHC II in den Adulten nur auf den antigenpräsentierenten 

Zellen, zu denen die Makrophagen, die B-Lymphozyten, Mikroglia- und dendritische Zellen 

gehören, exprimiert (Basta et al. 1999; Carrasco et al. 2001; Van der Stede et al. 2005). Durch 

die Verwendung eines Antikörpers gegen eine Determinante auf dem 28/30 kDa MHC II-

DRw Heterodimer sind die entsprechenden MHC II
+
 Zellen des Schweines nachzuweisen und 

können im Kontext des GALT dargestellt werden (Haverson et al. 1998). 

Zur Abgrenzung von myeloiden Zellen kann ein anti-SWC3-Antikörper gegen ein signalregu-

lierendes Protein (SIRP; CD 172a) verwendet werden. Mit diesem Antikörper sind Monozy-

ten, Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten darstellbar (Alvarez et al. 2000; 

Lunney et al. 1994; Piriou-Guzylack und Salmon 2008). Monozyten exprimieren, im Gegen-

satz zu den konventionellen, plasmazytoiden und dendritischen Zellen im Blut, hohe Mengen 

von CD 172a (Summerfield et al. 2003). 
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Folgende Abbildung stellt den Zusammenhang von Leukozyten und den Subtypen in einer 

Übersicht dar. 

Zusammenhang von Leukozyten und Subtypen

Lymphozyten CD45+

T-Zellen CD2+

T-Helferzellen CD4+
Zytotoxische/ Supressor

T-Zellen CD8+

T1-Helferzellen

IL2-/IFNγ-mRNS+

T2-Helferzellen

IL4-/IL10-mRNS+

Granulozyten, Monozyten, 

Makrophagen, Mastzellen,

Dendritische Zellen

Null-Zellen, Natürliche 

Killerzellen (z.T. CD8+)

T-Zellen CD3+

Leukozyten CD45+

Abbildung 2: Zusammenhang von Leukozyten und Subtypen 

 

Die Übersicht zentralisiert die u.a. im Fokus dieser Arbeit stehenden T-Zellen und stellt einen 

Bezug zu ihrer Funktion im Dienste der möglichen adaptiven Immunantworten, die letztend-

lich entweder zur Ausbildung einer Toleranz gegenüber oder zur Entfernung bzw. Neutralisa-

tion eines Immunogens führen, dar. Eine elementare Rolle spielen dabei die CD4
+
 T-

Helferzellen durch deren Expression und Sekretion von Zytokinen eine Initiation sowie Steu-

erung der Immunantwort erfolgt.  

 

Zytokine stellen eine Gruppe von zellregulatorischen Proteinen dar, die außer von T-Zellen 

auch von anderen Zelltypen, wie z.B. Epithelzellen, dendritischen Zellen und B-Zellen, ex-

primiert werden können. Sie spielen eine wichtige Rolle in allen physiologischen Immunant-

worten. Zytokine sind aber auch involviert in pathologische Prozesse, wie z.B. Morbus Crohn 

oder Colitis ulzerosa und besitzen gleichwohl ebenfalls therapeutisches Potential. Zytokine 

existieren als Lymphokine, Monokine, Interleukine sowie Interferone und haben folgende 



Einführung 

 

17 

gemeinsame Eigenschaften. Ihr Molekulargewicht liegt unter 80 kDa und als sekretierte Pro-

teine sind sie oft glykosyliert. Sie regulieren Amplitude und Dauer von Immunität und In-

flammation. Sie werden üblicherweise nur transient und lokal produziert, wobei ihre Wirkung 

eher auf auto- sowie parakrinem statt endokrinem Wege erfolgt. Sie interagieren mit zytokin-

spezifischen hochaffinen Rezeptoren an den Zelloberflächen (nur 10 bis 10.000 pro Zelle) und 

sind so potent, dass Konzentrationen im picomolaren Bereich für ihre Wirkung ausreichen. 

Ihre Bindung an der Zelloberfläche führt unweigerlich zu Veränderungen der zellulären RNS- 

und Proteinsynthese. Die einzelnen Zytokine besitzen überlappende regulatorische Funktio-

nen (Balkwill und Burke 1989). 

Ein Hauptaugenmerk liegt in der vorliegenden Arbeit auf vier Zytokinen, welche bei der Dif-

ferenzierung der Immunantwort entweder in Richtung Toleranz/ humorale Immunität (Th2) 

oder zellvermittelte Inflammation (Th1) eine entscheidende Rolle spielen. 
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Abbildung 3: Mögliche Mechanismen der Immuninduktion in PP nach Sato und Iwasaki (2005) 

(DN) DC: (doppelt negative) dendritische Zelle; CCR: Chemokin-Rezeptor; BCR: B-Zell-Rezeptor; 

TCR: T-Zell-Rezeptor; Th: T-Helferzelle; Tr: T-regulatorische Zelle 

 

Voraussetzung für die in Abbildung 3 dargestellten funktionellen Interventionen der CD4
+
 T-

Helferzellen ist ihr Vorkommen in ausreichender Anzahl. Dazu ist, nach Antigenaufnahme, -

prozessierung und MHC-abhängiger Präsentation der antigenen Peptidfragmente durch bei-

spielsweise dendritische Zellen zunächst eine Antigenerkennung an T-Zellrezeptoren inklusi-

ve Aktivierung über kostimulatorische Signale, gefolgt von einer klonalen Expansion entspre-

chend relevanter T-Zellen nötig. In diesem Zusammenhang ist Interleukin 2, produziert von 

CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen, als typisches Th1-Zytokin entscheidend in der Generation und 

Regulation einer adaptiven Immunantwort (Burmester und Pezzutto 1998; Romagnani 1997; 

Smith 1988). 



Einführung 

 

19 

Als proinflammatorisch wirkendes Glykoprotein kann Interferon γ nach Antigenkontakt von 

CD4
+
 Th1-Zellen, CD8

+
 Zellen, dendritischen und natürlichen Killerzellen exprimiert wer-

den. Neben der Supprimierung der Aktivität von Th2-Zellen, ist eine weitere Hauptaufgabe 

die Aktivierung von Makrophagen. Außerdem wird die Antigenpräsentation durch Einfluss 

auf die Synthese von MHCI- und MHCII-Molekülen gefördert und der Antikörper-

Klassenwechsel von IgM zu IgG positiv und zu IgE negativ beeinflusst (Brett et al. 1992; 

Paludan 1998; Youakim und Ahdieh 1999). 

Gegenspieler einer inflammatorischen Immunantwort ist das Interleukin 4, welches von CD4
+
 

T-Zellen und auch von Mastzellen gebildet werden kann. Es steht funktionell im Dienste der 

Entwicklung einer Immunantwort vom Th2-Typ und ist somit beteiligt an der Proliferation 

und Differenzierung von B-Zellen, der Antikörperproduktion und dem Schutz vor extrazellu-

lären Antigenen und Mikroorganismen (Netea et al. 2005; Neurath et al. 2002; Paludan 1998; 

Romagnani 1997).  

Wie Interleukin 4 gehört auch Interleukin 10 zu den antiinflammatorisch wirksamen Zytoki-

nen, kann von T-Helferzellen und Monozyten gebildet werden und verhindert regulatorisch  

pathogene Th1- sowie Th2-Antworten gegen kommensale Mikroorganismen (Netea et al. 

2005; Romagnani 1997; Sartor 2006).  

 

Die qualitative sowie quantitave Differenzierung der leukozytären, lymphatischen, nichtlym-

phatischen, immunkompetenten und anderer nichtimmunkompetenter Zellen der oben be-

schriebenen Strukturen erfordert neben den speziesabhängig unterschiedlichen Markern auch 

diverse Untersuchungsmethoden. Eine weit verbreitete Methodik sind durchflusszytometri-

sche Messungen fluoreszenzmarkierter Zellen beispielsweise kombiniert mit dem sequentiel-

len Verdau eines differenzierten intestinalen Gewebes. Im Ergebnis lassen sich damit z.B. 

Zellpopulationen in ihrer chronologischen Entwicklung verfolgen. Dabei lässt sich aber der 

räumliche Bezug der Zellen zueinander nur noch begrenzt nachvollziehen. Die Mikroskopie 

und bildliche Darstellung markierter differenzierbarer Zellen in ihrem natürlichen Gewebe-

verbund lassen eine qualitative und quantitative Auswertung während einer zeitlichen Ent-

wicklung sowie in begrenztem Umfang eine räumliche Interpretation zu und sind daher ein 

weiterer methodischer Pfeiler in der wissenschaftlichen Aufklärung nicht nur der intestinalen 

immunkompetenten Strukturen (Gutman und Weissman 1972; Makala et al. 2001; Rothkötter 

et al. 1994). 
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Neben allgemeinen und speziellen histochemischen Färbungen lassen sich verschiedene Zell-

typen durch immunhistochemische Verfahren sowie idealerweise durch Mehrfachfluoreszenz-

Mikroskopie demonstrieren.  

In Ergänzung zu den oben beschriebenen Untersuchungsmethoden zur qualitativen Darstel-

lung und der Ermöglichung von quantitativen Auswertungen zur Entwicklung diverser Zell-

systeme innerhalb der beschriebenen immunkompetenten Strukturen, können durch die Me-

thodik der (nichtradioaktiven) In-situ-Hybridisierung (isH) zusätzliche Erkenntnisse zu funk-

tionellen Zuständen auf transkriptionaler Ebene gewonnen werden. Die Technik der isH be-

sitzt den Vorteil, dass funktionelle Zustände bestimmter Zelltypen im Gewebe-Kontext veran-

schaulicht und ausgewertet werden können (Bao et al. 1993; Braun et al. 2004; Cappello et al. 

1992; Hines und Frazier 2000; Vitolo et al. 1993; Woywodt et al. 1994). 

 

Ziel dieser Arbeit ist eine intensive qualitative sowie quantitative Darstellung und Betrach-

tung immunologisch relevanter Zellen im morphologischen Kontext in einem funktionell be-

sonders relevanten Areal in vivo. 

 

Dazu wurden speziell PP- sowie Zottenareale ohne Follikel aus den jejunalen Darmabschnit-

ten der Versuchstiere untersucht. Im jejunalen Darmabschnitt findet der erste großflächige 

längeranhaltende Kontakt mit luminalen Nahrungsbestandteilen sowie aufgenommenen Mik-

roorganismen, deren Abbauprodukten wie auch Exotoxinen usw. nach der Magenpassage und 

dem anschließenden pH-Wechsel im Duodenum statt. Man kann davon ausgehen, dass nach 

initialer mechanischer Zerkleinerung und fortgesetztem biochemischen Aufschluss durch 

Speichel-, Magen-, Gallen- und Pankreasdrüsenabsonderungen im jejunalen Dünndarm neben 

bereits voll verdauten Metaboliten auch noch reichlich immunogene, antigene, potentiell pa-

thogene, unverdaute Strukturen und komplette tote sowie vitale Mikroorganismen und Parti-

kel vorhanden sind und Kontakt mit der Darmwand haben können (Stokes et al. 2006). 

Gegenüber den anderen Darmabschnitten ist hier zudem die darmwandschützende Mukus-

schicht am dünnsten und die Aufnahmeraten aus dem Lumen sind am höchsten (Atuma et al. 

2001; Hedemann et al. 2007). 

Ein weiterer Grund für die Auswahl der mukosaassoziierten lymphatischen Gewebe des jeju-

nalen Darmabschnittes als Untersuchungsgegenstand in dieser Arbeit ist der Umstand, dass 

im Vergleich zu den ilealen PP wesentlich mehr Lymphozyten in die jejunalen Peyerschen 

Platten einwandern und hier in situ einen höheren Proliferationsindex besitzen (Pabst und 

Binns 1989; Rothkötter et al. 1991; Rothkötter und Pabst 1989). 
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1.2.2 Veränderungen durch das Absetzen der Ferkel und Fragestellun-

gen der Arbeit 

In der heutigen stark wachstumsorientierten und industrialisierten Fleischproduktion werden 

53% der Ferkel bereits mit 25 bis 28 Lebenstagen (LT) und 17% mit weniger als 25 LT abge-

setzt. Der Absetzvorgang geschieht in der Natur eigentlich diskret und dauert bis zu 12 Wo-

chen, verbunden mit einer schrittweisen Integration in den Familienverband (Hühn et al. 

2007). Neben der Trennung vom Muttertier sind die abrupte Futterumstellung, der plötzliche 

Umgebungswechsel, die Konfrontation mit wurffremden Ferkeln und daraus resultierende 

Aggressionen die Hauptstressoren für die abgesetzten Ferkel (Reiners et al. 2007). Durch die-

se Einflüsse kommt es zu einem vermehrten Auftreten von gastrointestinalen Pathologien 

nach dem Absetzen. Diese gehen auch mit einer erhöhten Mortalitätsrate einher (Zabielski et 

al. 2008). Nachdem der Einsatz von Antibiotika zur Optimierung der Fleischproduktion in-

nerhalb der EU 2006 verboten wurde, kam es zu erhöhten Verlusten in der Ferkelindustrie. 

Die Forschung konzentriert sich aktuell auf die Wirkung von förderlichen (z.B. Probiotika) 

und schädlichen (z.B. Verunreinigungen durch Toxine wie DON (Maresca et al. 2008)) Fut-

terkomponenten auf die Darmwand, den Darminhalt und die Entwicklung, wie etwa die Ge-

wichtszunahme, um durch gezielten Einsatz bzw. Vermeidung die Verluste letztendlich kom-

pensieren zu können (De Walle et al. 2010; Gutierrez 2010).  

Das autochtone mikrobielle Ökosystem im Schweinedarm ist durch das Absetzen großen qua-

litativen und quantitativen Veränderungen ausgesetzt. Dies ist wirtspezifisch und durch Futter 

sowie Umweltfaktoren beeinflusst. Die maximal geschätzte Anzahl unterschiedlicher Spezies 

im Darmlumen liegt allerdings bei 400 bis 1.000 und kann auch mit PCR- und 16S rRNA-

basierten Methoden kaum genau erfasst werden. Die Zusammensetzung der mikrobiellen 

Darmflora kann, wie zumindest an einigen ausgewählten Spezies gezeigt wurde, z.B. durch 

Einsatz von Pre- und Probiotika nicht nur während des Absetzprozesses positiv beeinflusst 

werden (Kemal Isik 2004; Konstantinov et al. 2004; Konstantinov et al. 2008). 

Untersuchungen an durchfallerkrankten Tieren zeigten, dass unabhängig von Hygiene-, tech-

nischen und immunpräventiven Maßnahmen in fast allen Beständen säugender und abgesetz-

ter Ferkel Enteropathogene wie Coronavirus, Rotaviren, enterotoxische E. coli (ETEC) sowie 

die einzelligen Parasiten Isospora suis und Crytosporidium parvum (Kokzidiosen) im Faezes 

nachweisbar sind (Wieler et al. 2001). Bei Durchfallerkrankungen neugeborener bzw. frisch 

abgesetzter Ferkel lässt sich häufig der enteropathogene Stamm E. coli „Abbottstown“ nach-

weisen (Chidlow und Porter 1979; NADIS 2009). 
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Aktuelle Studien zeigen auch, dass die Domestikation von Sus scrofa mit einer langsameren 

Organentwicklung einhergeht. Im Intestinum manifestiert sich dies z.B. in verringerter mitoti-

scher Aktivität in den Krypten und verstärkter Apoptose von Enterozyten. Fehlende biolo-

gisch aktive Substanzen im Futter der Sauen sowie die Fütterung mit Milchersatz statt Sau-

enmilch sind unter anderem verantwortlich. Aufgrund von Produktionsoptimierung stark ver-

kürzte Säugeperioden durch das sehr frühe Absetzen im Alter von 21 bis 28 Lebenstagen (und 

sogar noch eher), tragen dazu bei, dass die negativen Effekte, wie z.B. modifizierte Enzyme, 

zu Veränderungen in der intestinalen Mukosabarriere und damit zu einer erhöhten Suszeptibi-

lität gegenüber Infektionen und Mortalitätsraten der Ferkel bis zu 10% führen können (Za-

bielski et al. 2008). 

Verschiedene Studien kommen bei der Beurteilung von Entwicklung und Verteilung diverser 

immunkompetenter Zellen und Lymphozyten in den darmassoziierten lymphatischen Gewe-

ben von Jejunum und Ileum zum Teil zu unterschiedlichen Ergebnissen (Barman et al. 1997; 

Bianchi et al. 1992; Binns und Licence 1985; Rothkötter et al. 1994; Rothkötter und Pabst 

1989). Als Ursache dafür kommen u.a. Rasseunterschiede sowie genetische Differenzen, ver-

schiedene Haltungskonditionen und die Benutzung differenter Antikörper in Betracht. 

Die Veränderungen im Zusammenhang mit dem Absetzen der Ferkel vom Muttertier und dem 

damit verbundenen Ende der Ernährung durch Sauenmilch werden in der aktuellen Forschung 

meist aus ernährungsphysiologischen, futterstrategischen und entwicklungsorientierten Be-

weggründen untersucht. Arbeiten, die immunologische Vorgänge und Veränderungen bzw. 

Entwicklungen im GALT, an der Grenze von Lumen (= Umwelt) und dem Körperinneren in 

vivo abbilden, sind eher selten. Insgesamt existieren die meisten Daten zur Untersuchung der 

Strukturen und Funktionen des GALT aus in vitro Zellkultur-Experimenten, FACS-Analysen, 

PCR-Techniken basierend auf Gewebelysaten sowie Hybridisierungen von Northern- bzw. 

Southern-Blots, welche letztendlich keine direkten Rückschlüsse auf die ursprünglichen in 

situ/ in vivo Situationen und Lokalisationen der untersuchten Zellsysteme zulassen. In diesen 

Untersuchungen sind die Zellen auch aus ihrem natürlichen Milieu/ Mikroenvironment und 

damit dessen Einfluss entfernt. 

In dieser Arbeit wurden mit den methodischen Mitteln der Immunhistochemie im Zusam-

menhang mit der (Fluoreszenz-) Mikroskopie auf qualitativer sowie quantitativer Ebene und 

der In-situ-Hybridisierung auf dem funktionellen Level folgende Untersuchungen in drei 

Teilbereichen durchgeführt: 
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 Teil 1 

Qualitativ-semiquantitave Analyse der Kolokalisation von M- und immunkompetenten Zellen 

sowie die Verteilung derselben im Kontext des Absetzens im Vergleich von jejunalem Dom- 

und Zottenareal  

(am Beispiel von drei Schweinen) 

 

 Teil 2 

Qualitativ-quantitave Analyse der CD3-, CD4- und CD8 positiven T-Zellpopulationen von 

Dom- und Zottenareal im Kontext des Absetzens  

(fünf Gruppen mit je vier Schweinen) 

 

 Teil 3 

Qualitativ-funktionelle Analyse der Zytokinproduktion auf transkriptionaler Ebene durch In-

situ-Hybidisierung mittels RNS-Sonden im Kontext des Absetzens  

(fünf Gruppen mit je vier Schweinen) 

 

Der Fokus lag dabei auf den Entwicklungen und Veränderungen der untersuchten immun-

kompetenten Zellen des jejunalen Schweinedarmes im Kontext des Absetzens. Im Einzelnen 

wurden die experimentellen Effekte durch das Absetzen, die unterschiedlich langen Einfluss-

zeiten von Futter und Sauenmilch sowie die Wirkung von pathogenen Faktoren direkt auf das 

Epithel und in Abgrenzung dazu auf die tiefer gelegenen Bereiche der Lamina propria jenseits 

der Basalmembran betrachtet. Dabei wurde grundsätzlich zwischen den funktionell immunin-

duktiven Domarealen und den Zottenarealen als Effektorbereich differenziert. Wie in Kapitel 

2 Material und Methoden unter 2.9 beschrieben, wurden zu diesem Zweck unterschiedliche 

Kompartimente definiert und miteinander verglichen. 

Das Absetzen der Ferkel geht mit einer Veränderung und Steigerung der Antigenexposition 

im Darmlumen sowie anderen stressenden Einflüssen einher. Das Immunsystem muss sich 

anpassen und entwickeln, um befähigt zu werden adäquate Immunantworten zur Beseitigung, 

Ausschaltung und Erkennung luminaler (potentiell) pathogener Antigene, Toxine und harmlo-

ser Nahrungsmittelbestandteile entwickeln zu können. In den beschriebenen Kontaktzonen 

zwischen Umwelt und Immunsystem werden im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragen ge-

stellt: 

In welchen Verhältnissen stehen die Zellen innerhalb und zwischen den Kompartimenten zu-

einander, wie verändern sich diese durch das Absetzen? Wie und in welchem Umfang sind 
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die immunkompetenten Zellen mit den M-Zellen und Epithelzellen kolokalisiert? Mit beson-

derem Schwerpunkt auf die verschiedenen Populationen der T-Lymphozyten soll die Frage 

beantwortet werden, ob und wie sich die Relationen in den Kompartimenten durch den Pro-

zess des Absetzens und die oben genannten Einflüsse verändern. Es soll weiterhin festgestellt 

werden, inwiefern durch mRNS-Nachweis mittels in-situ-Hybridisierung die Qualität der 

Immunantwort bzw. die Entwicklung des Immunsystemes nachvollzogen werden kann. Las-

sen sich während des Absetzens und späterer Entwicklungsstadien in den untersuchten Kom-

partimenten bzw. in enger Beziehung dazu (Follikel, Interfollikularzone) funktionelle Prozes-

se am „Ort des Geschehens“ nachweisen? Welche unterschiedlichen Verteilungsmuster funk-

tioneller Aktivität gibt es und kann in einzelnen Kompartimenten oder Arealen die vorherr-

schende Entwicklung zu einer Th1- bzw. Th2-Antwort auf transkriptionaler Ebene nachge-

wiesen werden?  

Im Zusammenhang mit der Beantwortung der aufgeworfenen Fragen steht letztendlich zur 

Diskussion, wie der Schutz durch maternale Einflüsse (= Sauenmilch) auf die einzelnen 

Kompartimente und deren immunkompetenten Zellpool einwirkt und wie sich die Faktoren 

Alter, Futter und Pathogen im Verhältnis dazu auswirken. Durch die manuelle Markierung der 

Flächen und Auszählung der Zellen soll zudem ein hochwertiges Abbild der Verhältnisse im 

jejunalen Schweinedarm an einer entscheidenden Grenze zwischen Umwelt und Individuum 

geschaffen werden. 

Die Arbeit liefert damit einen Beitrag dazu, sowohl die immunologischen Prozesse in den 

beschriebenen Arealen näher zu beleuchten als auch die zellulären Verhältnisse im jejunalen 

Schweinedarm genauer beschreiben zu können. 
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2 Material und Methoden 

Neben einer modernen allgemeinüblichen Laborausstattung, inklusive der Möglichkeit und 

Berechtigung S1-Arbeiten nach dem Gentechnik-Gesetz durchzuführen, wurden die in der 

Übersicht im Anhang (siehe 8.1) aufgelisteten Geräte zur Durchführung der experimentellen 

Arbeiten genutzt. 

2.1 Herkunft, Entnahme, Kryokonservierung von Gewebeproben 

Das verwendete Probenmaterial stammt von insgesamt 24 Landrasseschweinen, die sich fünf 

verschiedenen Gruppen (aufgelistet in Tabelle 1) zuordnen lassen. Alle Tiere aus den Grup-

pen 1, 2, 3 und 5 waren zum Zeitpunkt der Tötung klinisch gesund. Die Schweine der Gruppe 

4 sind nach dem Absetzen am 28. und 29. Lebenstag zusätzlich mit der Gabe von schweine-

pathogenen enterotoxischen E.coli „Abbottstown“ (O149:K91 K88) behandelt worden, besa-

ßen zum Tötungszeitpunkt eine deutliche Durchfallsymptomatik und wurden als krank einge-

stuft (Konstantinov et al. 2008; Sarrazin et al. 2000; Wieler et al. 2001). 

 

Schweinegruppen 

Nummer 

Lebenstage Sauenmilch 

(Tage) 

Futter 

(Tage) 

Gesundheits- 

zustand 

1 28 28 - gesund 

2 39 39 - gesund 

3 39 28 10 gesund 

4 39 28 10 krank 

5 150 28 122 gesund 

Tabelle 1: Übersicht Schweinegruppen 
4 bis 5 Landrasse-Schweine pro Gruppe; krank = Durchfall nach Gabe von 10

10
 KbE E.coli „Abbottstown“ am 

28. und 29. Lebenstag; konventionelles Ferkel- bzw. Schweinefutter 

Im ersten Teil der Arbeit wurde jeweils ein Schwein aus den Gruppen 1, 3 und 5 im Hinblick 

auf die Kolokalisation von M-Zellen mit immunkompetenten Zellen genauer untersucht. Die-

se Schweine wurden dabei wie folgt bezeichnet: 
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 Schwein 1: 28 Lebenstage; nur Sauenmilch; aus Gruppe 1 

 Schwein 2: 39 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 10 Tage konventionelles Futter; aus 

Gruppe 3 

 Schwein 3: 150 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 122 Tage konventionelles Futter; aus 

Gruppe 5 

 

Im zweiten und dritten Teil der Arbeit wurden je vier Schweine in allen fünf Gruppen getes-

tet. 

Die Schweine der Gruppen 1 bis 4 wurden durch eine intrakardiale Injektion mit T61
®
 (Inter-

vet; Unterschleißheim) getötet (Janczyk et al. 2009). Bei den 150 Tage alten Tieren der Grup-

pe 5 erfolgte die Tötung nach Betäubung mit Bolzenschussgerät durch Ausbluten. Im weite-

ren Verlauf wurde das gesamte Eingeweidepaket entnommen und für die Probenentnahme zur 

Verfügung gestellt. 

In jedem Fall wurden proximales Jejunum, distales Ileum und Colon identifiziert. An der an-

timesenterialen Darmseite wurden hauptsächlich in den ersten zwei Dritteln des proximalen 

Jejunums aboral Peyersche Platten aufgesucht und entsprechende Darmstücke exzidiert. Diese 

wurden nach Bedarf mit physiologischer Kochsalzlösung vorsichtig gespült, um eventuell 

vorhandenen Darminhalt zu entfernen. Aus den so vorbereiteten Proben wurden direkt kleine-

re Gewebestücke ausgeschnitten, welche sofort in flüssigen Stickstoff verbracht wurden und 

entsprechend konserviert werden konnten. Die Gewebefragmente mit einem Durchmesser von 

etwa 0,5 bis 0,8 cm und einer Länge von ca. 0,5 bis 2 cm wurden in vorgekühlte 2 ml Kryo-

röhrchen überführt und letztendlich bei –80 °C bis zur Verwendung gelagert. Auf diese Weise 

wurden standardmäßig Proben vom proximalen/distalen Jejunum mit/ohne Peyerschen Plat-

ten, Ileum inklusive Peyerscher Platten, Colon und mesenterialen Lymphknoten entnommen. 

Gelegentlich wurden auch andere Gewebe- bzw. Organproben von Milz, Pankreas, Leber, 

Herz, Skelettmuskel und Ohrknorpel entnommen und ebenso kryokonserviert. 

2.2 Herstellung von Gefrierschnitt-Präparaten 

Zur Herstellung von Gefrierschnittpräparaten wurden die benötigten kryokonservierten Ge-

webeblöckchen mindestens 30 Minuten vor der weiteren Nutzung, zur Akklimatisation, aus 

der –80 °C Lagerung in den auf –20 °C temperierten Arbeitsraum des Kryostaten (siehe 8.1) 

verbracht. Die Gewebeblöcke wurden in entsprechender Orientierung zur Anfertigung von 

Querschnitten durch den Darm mittels Einfriermedium (Jung, Leica) auf das Gewebetisch-
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chen aufgeklebt und in die Schneidevorrichtung eingespannt. Die nun angefertigten 5 µm 

dicken Gefrierschnitte wurden mit Superfrost Plus Objektträgern (Menzel-Gläser; ThermoS-

cientific) vom Schnitttisch aufgenommen und für mindestens zwei Stunden bei Raumtempe-

ratur getrocknet. Durch sofortige Kontrolle am Mikroskop wurde möglichst sichergestellt, 

dass die angefertigten Darmquerschnitte die gewünschten Dom- und Zottenareale in ausrei-

chendem Maße enthalten. Die so angefertigten Gefrierschnitt-Präparate konnten sofort wei-

terverarbeitet oder bei –20 °C bis zur Verwendung gelagert werden. Zur speziellen Präparati-

on von Gefrierschnitten für die isH mit RNS-Sonden siehe 2.8.1. 

2.3 Immunhistologische Fluoreszenzfärbungen 

Sämtliche immunhistologischen Fluoreszenzfärbungen fanden an folgenden drei Schweinen 

statt (siehe auch 2.1).  

 

 Schwein 1: 28 Lebenstage; nur Sauenmilch; entspricht Gruppe 1 

 Schwein 2: 39 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 10 Tage konventionelles Futter; ent-

spricht Gruppe 3 

 Schwein 3: 150 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 122 Tage konventionelles Futter; ent-

spricht Gruppe 5 

 

Von kryokonservierten Gewebeproben dieser Schweine wurden, wie unter 2.2 beschrieben, 

serielle Gewebeschnitte hergestellt. Es wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten Dreifach-

Fluoreszenzfärbungen durchgeführt. Zur besseren Übersicht wurden alle Zellkerne durch eine 

DAPI-Kernfärbung dargestellt (Kapuscinski 1995). Zusätzlich wurden auf ausgewählten Prä-

paraten die in Tabelle 3 aufgeführten Marker in Mehrfach-Fluoreszenzfärbungen dargestellt. 
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Marker 1 Marker 2 Marker 3 

DAPI Cy 90 CD 45 

DAPI Cy 90 CD 2 

DAPI Cy 90 CD 4 

DAPI Cy 90 CD 8 

DAPI Cy 90 MHCII DR 

DAPI Cy 90 sIg 

DAPI Cy 90 SWC 3 

Tabelle 2: Übersicht Dreifach-Fuoreszenz-Färbungen  mit Darstellung der M-Zellen 
Kontroll-, Einzel- und Doppelfärbungen sowie Isotypkontrollen sind nicht dargestellt. Durch die verwendete 

Software Axiovision 4.6 konnten die Einzelbilder einer Mehrfachfluoreszenzaufnahme beliebig zu- und abge-

schaltet werden. Die sekundäre Farbdarstellung der Marker 2 und 3 ist z.T. different. 

 

Marker 1 Marker 2 Marker 3 

DAPI Laminin CD 8 

DAPI CD 21 Autofluoreszenz 

CD 3 CD 4 CD 8 

Tabelle 3: Übersicht der Mehrfach-Fluoreszenz-Färbungen ohne M-Zell-Darstellung 
Kontroll-, Einzel- und Doppelfärbungen sowie Isotypkontrollen sind nicht dargestellt. Durch die verwendete 

Software Axiovision 4.6 konnten die Einzelbilder einer Mehrfachfluoreszenzaufnahme beliebig zu- und abge-

schaltet werden. Die sekundäre Farbdarstellung der Marker ist zum Teil different. 

2.3.1 Färbeprotokoll 

Fixierung und Blockierung 

 90 sec in Methanol-Aceton bei 4 °C (Küvette) fixieren 

 mindestens 5 min in TBS-Tween spülen, TBS-Tween zwischendurch auswechseln 

 Präparate in feuchte Kammer legen und 50 µl 5% Schweineserum zur Blockierung auf 

jedes Präparat pipettieren 

 15 min auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

1. Antikörper  

 Präparate in feuchte Kammer legen 

 50 µl (bzw. je 25 µl bei Mehrfachfärbungen) der Antikörper in entsprechender Kon-

zentration auf Präparat pipettieren (siehe Tabelle 10 im Anhang) 

 2 Stunden bei 4 °C auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 
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2. Antikörper  

 Präparate in feuchte Kammer legen 

 50 µl (bzw. je 25 µl bei Mehrfachfärbungen) der Antikörper in entsprechender Kon-

zentration auf Präparat pipettieren (siehe Tabelle 11 im Anhang) 

 1 Stunde bei 4 °C auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

Konjugate 

 50 µl des Konjugates in entsprechender Konzentration auf Präparat geben (siehe Ta-

belle 12) 

 30 min auf Schüttler inkubieren 

 mindestens 5 min in TBS-Tween spülen 

 

DAPI-Kernfärbung (Kapuscinski 1995) 

 50 µl DAPI 1: 10 in AK-Verdünnungspuffer auf Präparat geben 

 2 min inkubieren 

 2x 5 min in TBS-Tween spülen 

 

Die sekundären fluoreszenzkonjugierten Antikörper sowie die fluoreszierenden Konjugate 

wurden vor Verwendung bei 4 °C und 12.400 U/min abzentrifugiert. Dadurch sollte die Ver-

schleppung von fluoreszierenden Partikeln auf das Präparat verhindert werden. Die gefärbten 

Präparate wurden mit dem Eindeckmedium für Fluoreszenz (siehe Anhang) sowie Deckgläs-

chen (Menzel-Gläser; ThermoScientific) der entsprechenden Größe eingedeckelt, mit han-

delsüblichem farblosem Nagellack versiegelt und bei 4 °C dunkel gelagert. 

Die Methoden zur qualitativen und quantitativen Auswertung sind unter 2.9 beschrieben. 

2.4 Immunhistologische Färbungen 

Die für die immunhistologischen Färbungen verwendeten Gefrierschnitt-Präparate wurden 

entweder wie unter 2.2 beschrieben frisch angefertigt oder es wurden entsprechende, bei  

-20°C aufbewahrte Präparate verwendet. Gelagerte Gefrierschnitt-Präparate wurden vor der 

weiteren Verwendung mindestens zwei Stunden getrocknet. Zur Unterteilung der Objektträ-

ger und zur Begrenzung der eingesetzten Volumina wurden die Gefrierschnitte mit einem 
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PAP-Pen (Dako) nach Bedarf umkreist. Aufgrund enzymatischer Tätigkeit der Alkalischen 

Phosphatase bilden sich letzlich mit dem Diazoniumsalz „Fast Blue“ leicht detektierbare 

blauviolette Azofarbstoff-Komplexe. 

2.4.1 Färbeprotokoll 

Fixierung und Blockierung 

 90 sec in Methanol-Aceton bei 4 °C (Küvette) fixieren 

 mindestens 5 min in TBS-Tween spülen, TBS-Tween zwischendurch auswechseln 

 Präparate in feuchte Kammer legen und 50 µl 5% Schweineserum zur Blockierung auf 

jedes Präparat pipettieren 

 15 min auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

1. Antikörper 

 Präparate in feuchte Kammer legen 

 50 µl des Antikörpers in entsprechender Konzentration auf Präparat pipettieren (siehe 

Tabelle 10 im Anhang) 

 30 min auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

2. Antikörper  

 Präparate in feuchte Kammer legen 

 50 µl des Antikörpers in entsprechender Konzentration auf Präparat pipettieren (siehe 

Tabelle 11 im Anhang) 

 30 min auf Schüttler inkubieren 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

AP-Konjugat 

 Präparate in feuchte Kammer legen 

 50 µl AP-Egg-White Avidin (Jackson Immuno Research) 1: 50 auf Präparat geben 

 30 min auf Schüttler inkubieren 

 mindestens 5 min in TBS-Tween spülen 

 währenddessen 2 mg Fast Blue in 4 ml APAAP-Substrat lösen, 5 min stehen lassen 

und anschließend filtrieren (möglichst frisch einsetzen) 
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Enzymatische Reaktion- Substratumsatz 

 je 50 µl der filtrierten Fast Blue-Lösung (gelblich) auf die Präparate geben 

 ca. 20 min inkubieren, Farbumschlag beobachten! 

 Fast Blue in den Sondermüll abspülen 

 5 min in TBS-Tween spülen 

 

Die gefärbten Präparate wurden mit dem Eindeckmedium Glycergel (Dako) sowie Deckgläs-

chen (Menzel-Gläser; ThermoScientific) der entsprechenden Größe eingedeckelt, mit han-

delsüblichem farblosem Nagellack versiegelt und bei Raumtemperatur gelagert. 

Die Methoden zur qualitativen und quantitativen Auswertung sind unter 2.9 beschrieben. 

2.5 Arbeiten mit Nukleinsäuren; Klonierung 

2.5.1 Vermehrung von E.coli zur Vervielfachung von Plasmiden 

Die zur Vermehrung von E. coli benötigten Nährmedien wurden bei 121 °C für mindestens 20 

Minuten autoklaviert. Hitzelabile Substanzen wie Antibiotikazusätze wurden sterilfiltriert 

(Spritzenfilter 0,22 µm Porengröße; Roth). Festen Medien wurde nach dem Autoklavieren 

und Abkühlen auf <60 °C nach Bedarf das/die nötige/n Antibiotika laut Tabelle 15 (siehe An-

hang) zugegeben. Die Medien wurden steril in Petrischalen gegossen und bis zur Verwendung 

dunkel bei 4 °C gelagert. Den flüssigen Medien wurden die Antibiotika kurz vor der Verwen-

dung steril zugegeben. 

Die Zellanzucht erfolgte ausgehend von Glycerin-Stammkulturen oder Einzelkolonien eines 

Ausstriches. Dazu wurden unter entsprechendem Selektionsdruck 5 bis 30 ml Kulturen bei 

37°C im Schüttelinkubator bei 250 U/min in Über-Nacht-Kulturen angezogen. Die Zellernte 

erfolgte durch Zentrifugation bei 5.000 g für 10 min. 

2.5.2 Präparative Plasmidisolierung aus E. coli 

Die für Restriktionsanalysen, Sequenzierungs- und Klonierungsarbeiten sowie in-vitro-

Transkriptionen nötige Plasmid-DNS aus den verschiedenen E. coli-Stämmen wurde mittels 

des Nucleobond AX Kit (Macherey-Nagel) nach Protokoll aus den Zellernten isoliert. Dabei 

wurde die an Silikat-Säulen gebundene Plasmid-DNS letztendlich in Volumina von 30 bis 



Material und Methoden 

 

32 

100 µl H2O bidest eluiert, die Konzentration bestimmt und bis zur weiteren Verarbeitung bei 

–20 °C gelagert. 

2.5.3 Restriktion von Plasmiden und DNS-Fragmenten 

Die Restriktion von DNS, durch entsprechende Enzyme erfolgte zu analytischen Zwecken in 

20 µl- und zu präparativen Verwendungen in 100 µl-Ansätzen. Dabei wurden die vom Her-

steller mitgelieferten Puffersysteme benutzt. Der Verdau fand in der Regel für ein bis zwei 

Stunden statt. Den Restriktionsansätzen wurden die nach Herstellerangaben benötigten En-

zymmengen zugegeben. Der vollständige Restriktionsverdau wurde anschließend durch elekt-

rophoretische Auftrennung in einem Agarosegel kontrolliert. 

2.5.3.1  Verwendete Restriktionsendonukleasen 

Die Restriktionsenzyme wurden zur Klonierung, wie zur Linearisierung von Plasmiden in 

Vorbereitung für in-vitro-Transkriptionen benutzt.  

Je nach Anwendung wurden entweder 20, 50 oder 100 µl Einzel- oder Doppelverdaue in den 

mitgelieferten Puffersystemen nach Herstellerangaben für 60 bis 90 Minuten durchgeführt. 

2.5.3.2  Agarose Gelelektrophorese  

Die Auftrennung von DNS-Fragmenten zu analytischen und präparativen Zwecken erfolgte in 

horizontalen Elektrophoresekammern, die mit einem ein- bis zweiprozentigen Agarosegel 

beschickt wurden. Durch bereits dem Agarosegel zugegebenem Ethidiumbromid konnten die 

DNS-Banden mittels Geldokumentationssystem (FluorChem; Alpha Innotech Corporation) 

dokumentiert und ausgewertet werden. 

2.5.3.3  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

DNS-Fragmente einer bestimmten Größe, welche in Klonierungsstrategien weitere Verwen-

dung finden sollten, wurden aus dem Gel unter möglichst geringer UV-Belastung auf einem 

UV-Lichttisch ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gelextraction Kit (Qiagen) laut 

Protokoll isoliert. Die Elution der DNS-Fragmente erfolgte in 20 bis 30 µl H2O bidest.  

2.5.4 Ligation von Plasmiden und DNA-Fragmenten 

Für die Ligation von DNS-Molekülen wurde die drei- bis fünffache Menge vom Insert gegen-

über dem Vektor eingesetzt, wenn ein Fragment in einen Vektor integriert werden sollte. Die 

Ligation wurde mit T4 DNS-Ligase (Fermentas) durchgeführt und lief für ein oder 16 Stun-
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den bei 22 bzw. 8 °C in einem Ansatz nach Herstellerangaben ab. Die mitgelieferten Puffer 

enthielten die benötigten Konzentrationen an ATP. Zu Kontrollzwecken wurden Ansätze oh-

ne Insert-DNS mitgeführt. 

2.5.5 Transformation von E. coli 

Um die bei der Ligation neu geschaffenen Plasmide in E. coli zu transformieren, wurde das 

Transform Aid Bacterial Transformations Kit von Fermentas verwendet. Basierend auf der 

Erzeugung chemischer Kompetenz konnte – von original E. coli XL1 Blue MRF` Über-

Nacht-Kulturen (siehe Anhang) ausgehend – die Transformationen nach Herstellerprotokoll 

erfolgreich durchgeführt werden. Hierbei wurden 5 bis 15 µl aus den Ligationsansätzen ein-

gesetzt und außerdem Kontrollen ohne Ligationsansatz mitgeführt. 

2.5.6 Selektion von Transformanten 

Zur Auswahl der plasmid- und inserthaltigen Klone wurde das Verfahren der Blau-Weiß-

Selektion verwendet. Grundsätzlich basierend auf dem Vorgang der α-Komplementation, 

wird hier eine Blau-Färbung der positiven Klone durch Umsatz des Substrates X-Gal (Fer-

mentas) verhindert. Dies geschieht dadurch, dass eine DNS-Insertion in die Multiple Cloning 

Site des Vektors die erfolgreiche Expression des lacZ-Gens, also die α-Komplementation und 

damit auch den letztendlichen Substratumsatz verhindert. Daher wurden zur weiteren Anzucht 

nur weiße Kolonien, welche unter dem Selektionsdruck durch Ampicillin/Tetracyclin bzw. 

Kanamycin/Tetracyclin entstanden sind, übertragen (gepickt). Um Kontaminationen von 

plasmid- und insertnegativen Klonen, die sich unter den gepickten weißen Kolonien befunden 

haben könnten, zu vermeiden, wurden die positiven Kolonien/ Klone nochmals durch fraktio-

nierten Ausstrich vereinzelt bevor Sie zur Herstellung von Stammkulturen vermehrt wurden. 

Selektierte, vereinzelte und vermehrte Klone wurden außerdem durch einen Restriktionsver-

dau der isolierten Plasmide und anschließende analytische Agarosegelelektrophorese auf das 

Vorhandensein eines Inserts in der entsprechenden Größe vor der weiteren Verwendung ge-

testet. 

2.5.7 Herstellung und Lagerung von Stammkulturen 

Positiv selektierte Klone wurden in selektiven 30 ml Kulturen angezogen und anschließend 

bei 5.000 g für 10 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml frischem LB-Medium (siehe 
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Anhang) resuspendiert. In vorbereiteten 2 ml Kryoröhrchen (Roth) wurde die Zellsuspension 

1:1 mit dem Schutzstoff – steriles 30%iges Glycerin (Sigma) – gründlich gemischt. Nach ei-

ner Eindringphase von einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Stammkulturen an-

schließend in einem isopropanolgefüllten Einfriercontainer (Nalgene) langsam bei –80 °C 

eingefroren und gelagert. Die Herstellung und Lagerung dieser gentechnisch veränderten Or-

ganismen wurde gemäß den Vorschriften des Gentechnikgesetzes dokumentiert. 

Alle in der Tabelle 13 im Anhang aufgeführten Plasmide wurden bzw. waren in den Labor-

stamm Escherichia coli XL1 Blue MRF´ von Stratagene (Genotype: Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 

Tn10 (Tetr)]) transfiziert. Dieser Stamm wurde zur Herstellung von Stammkulturen sowie zur 

Vermehrung der Plasmide benutzt. 

2.5.8 Isolation von Gesamt-RNS aus Zellkulturen  

Bei den Arbeiten zur Isolation von Gesamt-RNS wurden die unter 2.5.12 aufgeführten Maß-

nahmen zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen eingehalten. 

 

1. Homogenisierung 

 je 10
7
 Zellen wurden in 1 ml TRIZOL (Quiagen) durch mehrfaches Aufziehen mittels 

einer 1 ml-Spritze homogenisiert 

 

2. Phasenseparation  

 5 min bei Raumtemperatur inkubieren 

 pro ml TRIZOL 0,2 ml Chloroform (Roth) und 15 s kräftig schütteln 

 3 min bei Raumtemperatur stehen lassen 

 15 min bei 4 °C und 12.000 g zentrifugieren 

 

3. RNS- Präzipitation 

 wässrige obere Phase in neues Röhrchen überführen 

 (rosa untere Phase u.U. in DNS-Separation weiterverarbeiten) 

 0,5 ml Isopropylalkohol pro ml TRIZOL hinzugeben und 10 min bei Raumtemperatur 

inkubieren 

 10 min bei 4 °C und 12.000 g zentrifugieren 

 

4. Waschen der RNS 
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 Überstand durch vorsichtiges Abkippen verwerfen 

 Pellet in 75% Ethanol waschen (~2 ml Ethanol pro 1 ml TRIZOL); vortexen 

 bei 7.500 g 5 min bei 4 °C zentrifugieren 

 

5. Resuspendieren der RNS 

 Pellet trocknen lassen 

 Pellet in 10-50 µl RNasefreiem DEPC-Wasser aufnehmen 

 

Die isolierte RNS-Menge wurde durch Konzentrationsmessung (siehe 2.5.11) bestimmt, die 

Konzentration gegebenenfalls auf 1 µg/µl eingestellt und bis zur weiteren Verwendung bei    

–80 °C gelagert. 

2.5.9 Umschreiben von (m)RNS in (c)DNS durch reverse Transkription 

Die Umschreibung von isolierter RNS in DNS erfolgte durch reverse Transkription während 

einer PCR (RT-PCR) unter Verwendung von Oligo-dT-Primern. Dabei wurden die unter 

2.9.12 aufgeführten Maßnahmen zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen eingehalten. 

Es wurde das „RevertAid
TM

 -Kit“ (Fermentas) mit der M-MuLV Reverse Transkriptase, wel-

che eine niedrige Ribunuklease H-Aktivität besitzt, verwendet. Entsprechend den Hersteller-

angaben wurden Gesamt-RNS und Oligo-dT-Primer gemischt, mit Wasser verdünnt und die 

Sekundärstrukturen der RNS für 5 min bei 70 °C denaturiert. Nach Vereinigung mit dem 

Nukleotide- und dem Enzym-Ansatz wurde die cDNS nach untenstehendem Protokoll in ei-

nem PCR Thermoblock (Eppendorf) synthetisiert. 

 

Syntheseprotokoll: 

60 min  42 °C 

10 min  70 °C (Inaktivierung des Enzymes) 

10 min  20 °C 

dann auf 4 °C   

 

Den 20 µl Ansätzen wurden je 80 µl DEPC-H2O zugegeben und diese wurden so bis zur wei-

teren Verwendung bei –80 °C gelagert. 
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2.5.10 Amplifikation von DNS-Fragmenten durch PCR 

DNS-Insert-Fragmente zur Klonierung in Vektoren wurden mittels Polymerase-

Kettenreaktion amplifiziert, um ausreichend Material zu gewinnen. Dabei wurde die Taq-

Polymerase (Fermentas) mit 5 U/µl nach Herstellerangaben verwendet. Die zugehörigen Puf-

fersubstanzen enthielten hierbei bereits die benötigten und optimierten Konzentrationen von 

MgCl2 und KCl. Der dNTP-Mix wurde in einer Endkonzentration von 10 mM zugegeben, die 

benötigten Primer (siehe Anhang Tabelle 14) mit jeweils 100 pmol/µl. Die Amplifikation 

erfolgte in einem PCR Thermoblock (Eppendorf) nach untenstehendem Syntheseprotokoll. 

 

PCR-Syntheseprotokoll: 

Denaturierung  initial 5 min 95 °C, dann 30 sec 95 °C 

Annealing  30 sec 55 °C 

Elongation  30- 45 sec 72 °C; Endelongation 5 min 72 °C 

Zyklen   30- 33 

 

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, dargestellt, kon-

trolliert und dokumentiert. Aus präparativen Gelen wurden die DNA-Fragmente zur weiteren 

Verwendung wie beschrieben isoliert. 

2.5.11 Bestimmung von RNS- und DNS-Konzentrationen 

Die Konzentrationsbestimmung von DNS- sowie RNS-Molekülen erfolgte mittels photomet-

rischer Messung. Bei Unterscheidung von RNS und DNS sowie Eingabe des Verdünnungs-

faktors resultierte eine automatische Berechnung der Konzentrationen durch das Photometer 

SmartSpec 3000 (Biorad). Ansonsten konnte durch visuellen Vergleich von Bandenintensitä-

ten bekannter und unbekannter Nukleinsäurekonzentrationen im Agarosegel der Gehalt grob 

abgeschätzt werden. 

2.5.12 Vorsichtsmaßnahmen beim Arbeiten mit RNS 

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch allgegenwärtige und sehr stabile RNasen wur-

den grundsätzlich folgende Maßnahmen eingehalten:  

 



Material und Methoden 

 

37 

 Sämtliche Plastik- und Einwegmaterialien wie z.B. Pipettenspitzen und Tubes wurden 

zertifiziert RNase-frei erworben.  

 Glasmaterialien wurden bei 180 °C für 8 Stunden gebacken.  

 Hitzeempfindliche Plastikmaterialen wurden mit 1%iger (v/v) Wasserstoffperoxidlö-

sung für 30 min behandelt und mit DEPC-Wasser gespült, um vorhandene RNasen zu 

inaktivieren.  

 Angesetzte Lösungen wurden zur Inaktivierung von RNasen mit DEPC behandelt und 

autoklaviert.  

 Es wurden möglichst RNase-freie Chemikalien verwendet.  

 Sensible Ansätze, wie z.B. RNS in-vitro-Transkriptionen, wurden mit einem RNase-

Inhibitor-Cocktail (Fermentas) versetzt.  

 Sämtliche RNS Arbeiten wurden an einem separaten RNS-Arbeitsplatz durchgeführt. 

 Nötige Arbeiten mit RNasen wurden in anderen Räumlichkeiten durchgeführt.  

2.6 Herstellung von DIG-markierten RNS-Sonden  

Sämtliche Arbeiten zur Herstellung DIG-markierter RNS-Sonden wurden unter besonderen 

Vorsichtsmaßnahmen zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen durchgeführt (siehe 

2.5.12).  

2.6.1 Vorbereitung der Template-DNS 

Zur Herstellung der Template-DNS wurden jeweils die entsprechenden plasmidtragenden E. 

coli-Stämme vermehrt. Mit der Zellernte einer unter selektivem Antibiotikadruck gewachse-

nen 30 ml LB-Medium-Kultur wurde eine Plasmidpräparation mit dem Nucleobond AX Kit 

(Macherey-Nagel) zur Gewinnung der Plasmid-DNS als Template für die in-vitro-

Transkription durchgeführt. Die ringförmige Template-Plasmid-DNS wurde durch einen 

Restriktionsverdau linearisert (siehe 2.5.3), um später in der in-vitro-Transkription definierte 

Sondenlängen zu erhalten. Die benutzten Restriktionsenzyme sind im Anhang in Tabelle 16 

aufgelistet. 

2.6.2 Entfernung von 3`-Überhängen an der Template-DNS 

Da die benutzten Restriktionsenzyme KpnI und SacI 3`-Überhänge produzieren, wurden diese 

hier durch die T4-DNS-Polymerase 3´-5´-Exonuklease-Aktivität (Fermentas) abgebaut 
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(Sambrook et al. 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual). Dazu wurde die Reaktion 

für 5 min bei Raumtemperatur nach Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme im Restrikti-

onsansatz nach Zugabe von 2 mM dNTP Mix durchgeführt. Die Exonuklease-Aktivität wurde 

ebenfalls durch Hitzeinaktivierung bei 75 °C für 10 min gestoppt. 

2.6.3 Aufreinigung der Template-DNS durch Phenol-Chloroform-Fällung 

Um Verunreinigungen der Template-DNS durch Proteine zu beseitigen, wurde eine Phenol-

Chloroform-Fällung durchgeführt. Der Ansatz mit dem linearisierten Plasmid wurde hierzu 

mit einer Phenol-Chloroform-Lösung (Rotiphenol, Roth) Verhältnis 1:1 gemischt und bis zum 

Entstehen einer milchigen Lösung für eine Minute mittels Vortexer stark geschüttelt. Nach 

zweiminütiger Zentrifugation bei Raumtemperatur und 12.000 g wurde die DNS-haltige obere 

wässrige Phase abgenommen und die organische Phase mit den Verunreinigungen verworfen. 

Die wässrige Phase wurde erneut im Verhältnis 1:1 mit Chloroform (Roth) gemischt und für 

eine Minute gevortext. Eine zweite Phasentrennung erfolgte durch eine weitere Zentrifugation 

bei Raumtemperatur und 12.000 g für zwei Minuten. Die abgenommene DNS-haltige wässri-

ge Phase wurde zur Fällung der Template-DNS mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (Sig-

ma) sowie einem Volumen vorgekühltem Isopropanol (Roth) gemischt. Die Fällung fand über 

Nacht bei –20 °C statt. Die ausgefallene Template-DNS wurde für 15 min bei 4 °C und 

15.000 g pelletiert. Nach vorsichtiger Entfernung des Überstandes wurde das Pellet mit 200 µl 

kaltem 70% Ethanol (Roth) gewaschen und erneut für 15 min bei 4 °C und 15.000 g zentrifu-

giert. Anschließend konnte, nach kompletter Entfernung des Ethanols durch Trocknung bei 37 

°C, das Pellet in 10 µl RNase-freiem DEPC-Wasser aufgenommen werden. Es wurde eine 

Konzentrationsbestimmung durchgeführt und die Lagerung bis zur weiteren Verwendung 

erfolgte auf Eis oder bei –20 °C. 

2.6.4 In-vitro-Transkription zur Herstellung DIG-markierter RNS 

Die Herstellung der DIG-markierten RNS-Sonden fand während einer in-vitro-Transkription 

nach folgendem Protokoll statt: 

 

In-vitro-Transkriptionsansatz (einfach; 20 µl) 

1 µg linearisierte aufgereinigte Plasmid-DNS  x µl 

10x Transkriptionspuffer (Roche)    2 µl 

10x DIG-RNS-Labeling-Mix (Roche)   2 µl 
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RNase-Inhibitor (Fermentas)     1 µl 

RNase-freies DEPC-H2O     x µl 

RNS-Polymerase T3 oder T7 (Fermentas)   1 µl 

 

Je nach zur Verfügung stehender Template-DNS-Menge wurden zur Optimierung der Aus-

beute einfache, doppelte bzw. dreifache Ansätze realisiert. Die Reaktion lief für 90 bis 120 

min bei 37 °C und wurde durch die anschließende weitere Aufbereitung der Sonde (LiCl-

Fällung) gestoppt. 

Aus den Tabellen 16 und 17 im Anhang ist zu entnehmen, welche Kombination von lineari-

siertem Plasmid (Angabe des Restriktionsenzymes) und passender viraler Polymerase zur 

Herstellung welcher DIG-markierten RNS-Sonde führt. 

Außerdem wurden zu Kontrollzwecken RNS-Sonden ohne DIG-Markierung hergestellt. Dazu 

wurde der DIG-RNS-Labeling-Mix durch einen entsprechenden Mix mit unmarkierten Nuk-

leotiden ersetzt. 

2.6.5 RNS-Sondenaufbereitung durch LiCl-Fällung  

Die während der in-vitro-Transkription synthetisierte Sonden-RNS wurde durch eine folgende 

LiCl-Fällung aufgereinigt. Durch Zugabe von 1/10 Volumen 4 M LiCl sowie 1 Volumen kal-

tes Isopropanaol (–20 °C) und kräftigem Schütteln (Vortexer) wurde gleichzeitig die in-vitro-

Transkription gestoppt. Die Sonden-RNS wurde über Nacht bei –20 °C gefällt. Die ausgefal-

lene RNS wurde für 20 min bei 4 °C und 12.000 g pelletiert. Nach Entfernung des Überstan-

des wurde das Pellet mit 500 µl kaltem 70% Ethanol (–20 °C) gewaschen und erneut für 20 

min bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert. Nach restloser Entfernung des Ethanols wurde die 

Sonden-RNS in 20- 30 µl RNasefreiem DEPC-Wasser aufgenommen. Die Sondenkonzentra-

tion wurde bestimmt, auf vergleichbare Konzentrationen eingestellt und aliquotiert. Aliquots 

zur zeitnahen Verwendung wurden bei –20 °C aufbewahrt oder längerfristig bei –80 °C gela-

gert. Die Funktionalität der Sonden wurde wie unter 2.7 beschrieben getestet. 

2.7 Kontrolle der DIG-markierten RNS-Sonden 

Zur Kontrolle der hergestellten Sonden wurde ein Northern-Blot mit anschließender Detekti-

on der DIG-markierten RNS-Sonde durchgeführt. Auf diese Weise konnte die korrekte Größe 

der Sonden überprüft und ihre grundsätzliche Detektierbarkeit nachgewiesen werden. Um 

zusätzlich die Signalstärke besser abschätzen zu können, wurde außerdem ein Dot-Blot mit 
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Verdünnungsstufen von 1:1 bis 1:10.000 in RNS-Verdünnungspuffer (siehe Anhang, Benutz-

te Puffer und Lösungen) angefertigt. 

2.7.1 Agarose-Formaldehyd-RNS-Gelchromatographie 

Analog zu Punkt 2.5.3.2 Agarose Gelelektrophorese wurden auch hier 1% ige Agarosegele 

zur Detektion und Dokumentation der per in-vitro-Transkription hergestellten Sonden ver-

wendet. Um die einzelsträngigen RNS-Moleküle an intramolekularen Wechselwirkungen zu 

hindern und linear zu halten, wurde als Denaturierungsmittel Formaldehyd verwendet. Die 

Aldehydgruppen des Formaldehyds bilden hier mit den Aminogruppen der Nukleotidbasen 

Schiffsche Basen, so dass diese nicht mehr zur Bildung von intramolekularen Wasserstoffbrü-

ckenbindungen zur Verfügung stehen. Für den Gellauf wurde MOPS-Puffer als Elekroden-

puffer verwendet. Vor Beladung der Geltaschen erfolgte für 5 min ein Pre-Run. 

2.7.2 RNS-Transfer durch Vakuum-Blot (Northern-Blot) 

Um die RNS aus dem Agarosegel auf einer Nylonmembran weiter bearbeiten zu können, 

wurde ein RNS-Transfer mittels Vakuum Blotsystem (Vacu-Blot VB21; Whatmann Biomet-

ra) durchgeführt. Dazu wurde das RNS-Gel für 2 x 15 min mit DEPC-H2O unter leichtem 

Schütteln (Wipptisch) gewässert und anschließend für weitere 15 min mit 10x SSC-Puffer 

(siehe Anhang; Benutzte Puffer und Lösungen) ebenfalls unter leichtem Schütteln für den 

Blot äquilibriert. Die Nylonmembran (SensiBlot+, Fermentas) und das Filterpapier (3 mm 

dick, Whatmann Biometra) in entsprechender Größe wurden ebenso mit 10x SSC-Puffer vor-

bereitet. Der Vakuum-Blot wurde nach Herstellerangaben zusammengebaut und der RNS-

Transfer fand bei einem Unterdruck von 200 bis 400 mbar für 1 h 40 min mit 10x SSC als 

Laufpuffer statt. Um eine kovalente Bindung der RNS an die Nylonmembranen zu erreichen, 

wurden die Membranen vom Vakuum-Blot sowie vom Dot-Blot (siehe 2.11) zuerst für 15 

min bei 70 °C im Wärmeschrank getrocknet, dann in Folie (Saran) eingeschlagen und für 1 

min auf dem UV-Transilluminator (UV Flächenstrahler N36 M; Benda) bestrahlt.  

2.7.3 Detektion von DIG-markierter RNS auf Nylonmembran 

Zur Detektion der DIG-markierten Moleküle auf der Nylonmembran wurden zuerst die un-

spezifischen Bindungen durch eine 30-minütige Waschung mit PBS-Puffer inklusive 3% BSA 

blockiert. Zum Nachweis der DIG-Markierung wurden die Membranen für 90 min mit einem 
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Anti-DIG-Fab-Fragment und konjugierter Alkalischer Phosphatase (1: 750 in PBS + 3% 

BSA) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für je 5 min in PBS-Puffer erfolgte eine fünf-

minütige Äqulibration der Membranen in APS-Puffer. Sämtliche Wasch- und Inkubations-

schritte fanden unter leichtem Schütteln auf einem Wipptisch statt. Ohne Schütteln fand die 

Färbereaktion mit frisch angesetzter Substratlösung (NBT/ BCIP) in APS-Puffer statt. Die 

Reaktion wurde beobachtet und bei ausreichender Färbung nach etwa 3 bis 5 min konnte de-

kantiert und die Reaktion mit H2O bidest gestoppt werden. Die luftgetrockneten Membranen 

wurden ausgewertet und dokumentiert. Die hergestellten RNS-Sonden ohne DIG-Markierung 

konnten durch diesen Immunoblot nicht nachgewiesen werden, hier kann nur auf die entspre-

chenden Banden im Agarose-Formaldehyd-RNS-Gel verwiesen werden. 

Sämtliche hier und in der In-situ-Hybridisierung zur Detektion der DIG-markierten RNS ver-

wendeten Puffer und Lösungen sind im Anhang aufgeführt. 

2.8 In-situ-Hybridisierung (isH) mit DIG-markierten RNS-Sonden 

Zum Nachweis transkribierter Zytokin-mRNS in einem Gefrierschnitt-Präparat wurde eine in-

situ-Hybridisierung durchgeführt. Aufgrund der Tatsache, dass die RNS-RNS-Bindung stär-

ker als eine DNS-RNS-Hybrid- bzw. eine DNS-DNS-Bindung ausfällt, wurden dazu selbst 

hergestellte DIG-markierte RNS-Sonden (siehe 2.6 + Tabellen 16 und 17 im Anhang) ver-

wendet. 

Sämtliche Bedingungen der einzelnen isH, wie z.B. untersuchte Gewebe, verwendete Sonden, 

entsprechende Salzkonzentrationen der Puffer und Hybridisierungslösungen, die passenden 

Hybridisierungs- und Stringenzwäsche-Temperaturen etc., wurden mittels standardisierten 

Protokollblättern erfasst und dokumentiert. 

2.8.1 Vorbereitung der Gefrierdünnschnitte 

Um die zur Anfertigung von Kryodünnschnitten notwendigen RNase-freien Objektträger mit 

entsprechenden Haftungseigenschaften zu erhalten, wurden diese in einer Lösung von 5 ml 3-

Aminopropyltrieethoxysilane (AES; Sigma) in 250 ml Aceton (Roth) für 60 min bei Raum-

temperatur inkubiert, anschließend 2x in DEPC-H2O für je 10 min gewaschen, abschließend 

für 8 h bei 180 °C gebacken, steril verpackt und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur 

gelagert. 

Prinzipiell wurden für die isH 12 µm dicke Gefrierdünnschnitte angefertigt und so auf den 

Objektträgern positioniert, dass es nachfolgend möglich war, mehrere Gewebeanschnitte mit 
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einem passenden Rahmen (in situ Frame, Fisher Scientific; 30, 60 oder 120 µl) zu umkleben. 

Die angefertigten Gefrierdünnschnitte wurden anschließend für 90 min getrocknet, dann so-

fort weiterverarbeitet oder bei –20 °C gelagert. Gelagerte Objektträger wurden nach dem Auf-

tauen nochmals für 60 min getrocknet. 

2.8.1.1 Fixierung 

Zur Fixierung des Gewebes wurden die Objektträger in einer Küvette mit frisch hergestellter 

4% Paraformaldehydlösung für 10 bis 60 min bei 4 °C inkubiert und anschließend 3 mal für je 

5 min mit PBS-Puffer gewaschen. 

2.8.1.2 Permeabilisierung 

Um das fixierte Gewebe für die Sonden zugänglicher zu machen, wurden die Gewebe für 5 

min in frisch angesetztem 0,4% Triton X-100 in PBS-Puffer inkubiert und anschließend für 5 

min mit PBS-Puffer gewaschen. 

2.8.1.3 Acetylierung 

Zur Neutralisierung positiv geladener Moleküle und um zu verhindern, dass die Sonden später 

an die Objektträgerbeschichtung unspezifisch binden, wurden die Gewebe für 10 min mit ei-

ner 0,1 M TEA-Lösung, welcher frisch 0,25% Acet-Anhydrid (Sigma) zugesetzt wurde, be-

handelt. 

2.8.1.4 Dehydrierung 

Zur Entwässerung der Gewebe wurden die Objektträger für jeweils 3 min in einer aufsteigen-

den Alkoholreihe mit 50, 70, 90 und 100% Ethanol behandelt. Im Anschluss wurden die Ge-

webeschnitte für mindestens 10 min getrocknet und alsdann mit entweder 30, 60 oder 120 µl 

Rahmen (in situ Frame, Fisher Scientific) versehen. 

2.8.2 In-situ-Hybrisierung (isH) (Williams et al. 1999) 

Für die eigentliche in-situ-Hybridisierung wurden die benötigten RNS-Sonde-Aliquots lang-

sam auf Eis aufgetaut. Die DIG-markierten RNS-Sonden wurden in Konzentrationen von 0,5- 

10 ng/µl der entsprechenden auf 60 °C vorgewärmten 2x Hybridisierungslösung zugegeben 

und gut durchmischt. Das ebenfalls auf 60 °C vorgewärmte Dextransulfat-Formamid wurde 

im Verhältnis 1:1 zugegeben, nochmals gut durchmischt und weiter für mindestens 5 min bei 

60 °C inkubiert. Je nach Rahmengröße wurden nun 30, 60 oder 120 µl der RNS-Sonden-

haltigen Hybridisierungslösung in die Rahmen pipettiert. Zu Kontrollzwecken wurden zusätz-
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lich Hybridisierungslösungen ohne RNS-Sonden oder/und mit RNS-Sonden ohne DIG-

Markierung verbracht. Im Anschluss wurden die Rahmen möglichst luftblasenfrei mit De-

ckeln versehen. Durch diese Maßnahme wurde verhindert, dass während der isH Teile der 

Pufferlösung verdunsten und Konzentrationsverschiebungen auftreten. Die Hybridisierung 

fand dann über Nacht in einem programmierbaren Hybridisierungsofen (Omnislide; Hybaid) 

nach folgendem Programm statt. 

 

Omnislide-Hybridisierungs-Programm (allgemein) 

Initial     10 min   80 °C 

Temp.gradient   je 5 min  bei 75, 70, 65, 60, (55), (50), (45) °C  

Hybrid.temperatur  über Nacht  45 - 55 °C 

 

Je nach eingesetzter Sonde und experimentellem Ansatz unterschieden sich der Endpunkt des 

Temperaturgradienten (Werte in Klammern) und die letztendliche Hybridisierungstemperatur. 

Nach der Hybridisierung wurden Deckel samt Rahmen wieder vom Objektträger entfernt. 

2.8.3 Stringenzwäsche 

Zur Regulation der Stringenz und Optimierung des Signal-Hintergrund-Verhältnisses wurde 

wie folgt eine Stringenzwäsche durchgeführt. Nach einer initialen Waschung mit 2x SSC-

Puffer für 10 min bei Raumtemperatur folgten weitere Waschschritte mit 1x und (0,6x), 0,5x, 

(0,4x), (0,2x) SSC-Puffer für ebenfalls je 10 min bei Raumtemperatur. Die anschließende 

entscheidende Stringenzwäsche fand bei einer Temperatur zwischen 58 bis 65 °C für 60 min 

im Wasserbad mit einem SSC-Puffer von 0,2x, 0,4x oder 0,6x statt. Die Salzkonzentrationen 

des SSC-Puffers der eigentlichen Stringenzwäsche wurden je nach RNS-Sonde sowie experi-

mentellem Ansatz ausgewählt bzw. eingestellt und bestimmten so auch die niedrigste Salz-

konzentration der vorangehenden Waschschritte (Werte in Klammern). Abschließend erfolgte 

ein letztes Waschen für 5 min bei Raumtemperatur mit 2x SSC-Puffer. 

2.8.4 Detektion der mRNS-Sonden 

Um störende Einflüsse durch einzelsträngige RNS-Moleküle auf dem Gewebeschnitt zu be-

seitigen, wurde ein 20-minütiger RNase A-Verdau (10 µg/ml RNase A in RNase-Puffer) bei 

37 °C im Wasserbad durchgeführt. Durch die Hybridisierung werden doppelsträngige RNS-

Moleküle aufgrund der RNase A nicht abgebaut und bleiben für die anschließende Detektion 
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erhalten. Um die RNase-Reste gründlich zu entfernen, wurde fünf Mal für je 2 min mit 2x 

SSC-Puffer bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln gewaschen. Zur Äquilibrierung der 

Gewebe für die folgende Blockierung wurde im Anschluss noch drei Mal mit PBS-Puffer für 

je 2 min bei Raumtemperatur gewaschen.  

Die Blockierung fand für 30 min in einer feuchten Kammer mit 1% Schweineserum in PBS-

Puffer statt. Danach wurden die Gewebe kurz mit PBS-Puffer gewaschen und zur Detektion 

der DIG-markierten RNS mit einem anti-DIG-AP-Fab-Fragment (Konzentration 1:200; siehe 

Tabelle im Anhang) in PBS-Puffer mit 1% Schweineserum für 90 min unter leichtem Schüt-

teln in einer feuchten Kammer inkubiert. Zur Entfernung der anti-DIG-AP-Fab-Fragmente 

wurde anschließend drei Mal 5 min mit PBS-Puffer bei Raumtemperatur gewaschen. 

Die enzymatische Färbereaktion fand für 30 min bis 18 Stunden bei 37 °C im Wasserbad un-

ter Lichtausschluss statt. Dazu wurden als Substrat für die alkalischen Phosphatase frisch her-

gestelltes NBT (400 µl/100 ml aus NBT-Stammlösung) und BCIP (332 µl/ 100 ml aus BCIP-

Stammlösung) im APS-Puffer gemischt. Die Reaktion wurde überwacht und bei ausreichen-

dem Signal-Hintergrund-Verhältnis mit H2O bidest gestoppt. Schlussendlich wurden die Ge-

webe auf den Objektträgern mit Glyergel (Dako) luftblasenfrei eingedeckt und bei Raumtem-

peratur bis zur weiteren Verwendung, Auswertung und Dokumentation gelagert. 

2.9 Mikroskopie und Auswertung 

2.9.1 Mikroskopie und Fotographie 

Zur qualitativen und quantitativen Auswertung der angefertigten Gewebeschnitte, immunhis-

tochemischen Färbungen sowie der in-situ-Hybridisierungen wurden entweder das Primostar-

Tischmikroskop (nur Durchlicht, für kurze Beurteilungen und Qualitätskontrollen) oder das 

computergestützte Axioplan 2 imaging Fluoreszenz-Mikroskop (beide Carl Zeiss AG) mit 

angeschlossener Kamera Spot Slider 2000 2.3.1 (Diagnostic Instruments Inc.) und die Axiovi-

sion 4.6-Software (Carl Zeiss AG) benutzt. Die Kamera produziert Bilder mit 1600 x 1200 

Bildpunkten. Die FastBlue-Färbungen aus Teil 2 sowie die in-situ-Hybridisierungen im drit-

ten Teil der Arbeit wurden im Durchlichtmikroskop ausgewertet. Es wurden Aufnahmen mit 

den Vergrößerungsfaktoren 50x, 100x, 200x und 400x erstellt. Für die Beurteilung der Ein- 

oder Mehrfach-Immunfluoreszenzfärbungen aus dem ersten Teil der Arbeit wurden die in den 

Strahlengang einer Quecksilberdampflampe eingeschwenkten Filtersätze Nummer 01 und 49 

für die Fluorochrome DAPI sowie Alexa 350, Nr. 09 und 10 für FITC sowie Alexa 488 und 
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Nr. 15 für TXRD (alle Carl Zeiss AG) verwendet. Aufnahmen wurden hier in den Vergröße-

rungsstufen 200x und 400x realisiert. Um die Fotoaufnahmen zu erstellen, wurde ausschließ-

lich die kamerazugehörige Software Spot Advanced 4.09 benutzt.  

Über eine Einbindung per Twain-Schnittstelle konnten die Aufnahmen zur weiteren Bearbei-

tung und Auswertung in die Axiovision-Software-Anwendung einbezogen werden. Alle Auf-

nahmen wurden als Pixelbilder entweder im *.tiff- oder Axiovision-eigenem *.zvi-Format 

gespeichert und ausgewertet. Diese Formate sind verlustfrei ineinander überführbar. Der Er-

halt aller Informationen, vor allem der korrekten Pixelanzahl, war Grundlage für die zur Aus-

wertung nötigen Flächenberechnungen. Dazu wurden jedem Bild die entsprechenden Skalie-

rungsfiles, passend zum Vergrößerungsfaktor der Aufnahme, zugewiesen. Lediglich zu Do-

kumentations- und Darstellungszwecken wurden Kopien der Aufnahmen im komprimierten 

Zustand als 
 
*.jpg-Bild mit entsprechendem Informationsverlust gespeichert. Die Axiovision-

Software-Anwendung ist in der Lage Mehrfach-Fluoreszenz-Aufnahmen, unter Erhalt der 

Einzelbilder, innerhalb einer *.zvi-Datei zu verwalten, einzeln zu bearbeiten und auszuwerten.  

Grundsätzlich wurden, zur Feststellung der Qualität der Gewebeschnitte sowie der Färbung 

die gesamten Schnittflächen betrachtet und beurteilt. Für die zur Auswertung bestimmten 

Aufnahmen wurden folgende Areale ausgewählt (siehe z.B. Abbildungen 18 und 19): 

 

 Domareal: Lage über einem Follikel; zum Lumen hin und nach basal abgrenzbares 

Epithel 

 Zottenareal: frei ins Lumen ragende Zotten mit abgrenzbarem Epithel 

 

 Follikel: runde bis ovale Form; in Lamina propria bis Grenze zur Lamina muscularis 

gelegen; gegeneinander und gegen Umfeld deutlich abgrenzbar 

 Intrafollikuläre Zone: Bereich lateral eines Follikels bzw. zwischen mindestens zwei 

Follikeln 

 

Je nach experimentellem Ansatz und den Gegebenheiten der einzelnen Gewebeschnitte wur-

den möglichst alle typischen Domareale und eine Auswahl der anderen Areale, insbesondere 

der Zottenareale, fotographisch erfasst.  

2.9.2 Zählung, Auswertung und Statistik 

Um die Anzahl der zu differenzierenden Zellen korrekt erfassen und statistisch Auswerten zu 

können, wurden sämtliche Marker
+
-Zellen per Hand durch Anklicken markiert und dabei au-
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tomatisch durch die Axiovision-Anwendung erfasst und gezählt. Damit vergleichbare Daten 

generiert werden konnten, wurden alle erfassten Zellzahlen auf eine Normfläche von 10.000 

µm
2
 bezogen. Dazu wurden vor der Zellzählung, per Hand, folgende vier Flächen (Kompar-

timente) durch Umranden mit einem Flächen-Markierungswerkzeug der Axiovision-

Anwendung festgelegt. Der Flächeninhalt in µm
2
 wurde dabei automatisch berechnet. 

 

 Domepithel (DE): Abgrenzung zum Lumen; Grenze im Bereich der Basallamina bis 

maximal zur Basis des Domes  

 Subepitheliales Domareal (SED): basal der Basallamina bis maximal zur Basis des 

Domes 

 Zottenepithel (ZE): Abgrenzung zum Lumen; Grenze im Bereich der Basallamina bis 

maximal zur Basis der Zotte 

 Zotten Lamina propria (LP): basal der Basallamina bis maximal zur Basis der Zotte 

 

Alle erfassten Zellen wurden je einer dieser Flächen zugeordnet, sofern sie deutlich innerhalb 

der Grenzen lagen. Die von der Axiovision-Anwendung automatisch registrierten Werte der 

Flächen und die zugehörigen Zellzahlen wurden in die MS Office Anwendung Excel impor-

tiert, dort auf die Normfläche von 10.000 µm
2
 standardisiert und zur folgenden statistischen 

Auswertung mit dem Statistik-Programm SPSS 15.0 (SPSS Inc.) in entsprechenden Datensät-

zen zusammengefasst. Dabei wurden jedem Fall (= auf Fläche normierte Zellzahl) die ent-

sprechenden Merkmale zugeordnet: Marker, Kompartiment, Gruppenzugehörigkeit, Tier-

nummer, Alter, Gesundheitszustand, Futter, Sauenmilch. 

Außerdem wurden in begrenztem Umfang die Gesamtanzahl der Follikel in den Gewebe-

schnitten sowie der Anteil an Follikeln mit einem entprechendem Domareal erhoben. 
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Multiple
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über alle fünf
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Mittelwert-

vergleiche/ ANOVA
Tabellarische

Zusammenfassung

 

Abbildung 4a: Übersicht Stichprobenerhebung und Auswertung 

 

Im ersten Teil der Arbeit (siehe Ergebnisse 3.2) wurden die Proben aus je einem Schwein der 

Gruppen 1, 3 und 5 (siehe 2.1) genauer untersucht. Zur Feststellung der durchschnittlichen 

Gesamtzellzahlen in den einzelnen oben aufgeführten Kompartimenten der Dom- und Zotten-

regionen wurden sämtliche durch die DAPI-Kernfärbung dargestellten Zellen in den entspre-
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chend abgegrenzten Arealen gezählt. Pro Schwein und Marker (siehe Tabelle 2) wurden je 10 

Dom- und je 4 (+/- 2) Zottenareale mit ihren Kompartimenten ausgezählt und so insgesamt 

1.445 Stichproben ermittelt. Die Anzahl der Marker
+
 Zellen pro 10.000 µm² der einzelnen 

Kompartimente wurde zum einen in Bezug zu den ermittelten Gesamtzellzahlen der entspre-

chenden Kompartimente gesetzt und als prozentualer Wert angegeben. Zum anderen erfolgte 

eine statistische Auswertung durch einfache Mittelwertvergleiche für die entsprechenden 

Marker
+
-Zellen im Vergleich zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten. Dabei wur-

den entweder a) nur die Stichproben aus je einem Schwein verwendet, hier sind die gewonne-

nen Daten entsprechend repräsentativ für den jejunalen Darm des Individuums, oder es wur-

den b) die Strichproben aller drei Schweine zur Berechnung herangezogen, in diesem Falle 

sind die Daten in einem begrenzten Rahmen beispielhaft für die dargestellten jejunalen 

Darmkompartimente der untersuchten Landschweinrasse. Fehlerbalken wurden grundsätzlich 

als 95%iges Konfidenzintervall angegeben. 

 

 

Statistische Auswertung mit SPSS

Auswahl der Daten 

aus Gesamtdatensatz
(alle Werte auf 104 µm2 normiert)

Test auf Normalverteilung

+ deskriptive Statistik

Normalverteilung bzw.

Schiefe < 2; Kurtosis < 7

ja

nein

Nichtparametrische Tests

z.B. Kruskal-Wallis-Test; Chi-Quadrat

Einfaktorielle ANOVA

+ Post Hoc Test Tamhane

Test auf Homogenität

der Varianzen (Levene-Test)

nein

Lineare Regression

+ Bestimmung der Effektstärken

Erklärung des Modelles

 

Abbildung 4b: Übersicht der statistischen Auswertung mit dem Programm SPSS  

 

Im zweiten und dritten Teil der Arbeit wurden die Stichproben von jeweils vier Schweinen 

aus fünf differenten Gruppen (siehe 2.1) untersucht und ausgewertet. 
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Um die quantitativen statistischen Auswertungen im zweiten Teil der Arbeit (siehe Ergebnis-

se 3.3) durchführen zu können, wurden von jedem Schwein für jeden Marker und jedes Kom-

partiment jeweils 5 ± 3 Stichproben, wie oben beschrieben, fotographiert, ausgezählt, nor-

miert und in den SPSS-Datensatz übertragen. Jedem Stichprobenwert wurden die Merkmale 

Schweinegruppe (nominal), Tiernummer (nominal), Marker (nominal), Areal (nominal), 

Kompartiment (nominal), Gesundheitszustand (E. coli) (nominal), Alter (metrisch), Sauen-

milch (metrisch) und Futter (metrisch) zugeordnet (insgesamt 3155 Stichproben). Wie in Ab-

bildung 4b in der Übersicht dargestellt, wurden zuerst die entsprechenden Daten aus dem Da-

tensatz ausgewählt und zunächst deskriptiv ausgewertet. Anschließend wurden die Daten da-

raufhin überprüft, ob sie die Anforderungen für die durchzuführenden inferenzstatistischen, 

multivariaten Verfahren erfüllen. Für T-Test auf Mittelwertunterschiede, Einfaktorielle Vari-

anzanalyse (ANOVA) und Lineare Regressionsanalyse (Nosho et al. 2010; Zhu et al. 2009) 

müssen die Daten zumindest approximativ normalverteilt sein. Darüber hinaus sollten die 

Varianzen der zu prüfenden Variablen homogen sein. Die Prüfung auf Varianzgleichheit wur-

de mit Hilfe des Levene-Tests durchgeführt. Zur Analyse der Verhältnisse in den einzelnen 

Kompartimenten und der Unterschiede in den differenten Schweinegruppen wurde eine Ein-

faktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt, die einen Vergleich mehrerer Gruppen 

ermöglicht. Da einige Daten die Voraussetzung der Varianzhomogenität nicht erfüllten, wur-

de anschließend der Tanhame Post-Hoc-Test T2 durchgeführt, der keine Varianzhomogenität 

voraussetzt. Fehlerbalken wurden dabei grundsätzlich als 95%iges Konfidenzintervall ange-

geben. Neben diesen Gruppenvergleichen wurde schließlich auf Basis der Werte sämtlicher 

Stichproben aller Schweine aus den fünf differenten Gruppen für die unterschiedlichen Mar-

ker eine multiple lineare Regressionsanalyse durchgeführt, um die Zusammenhänge zwischen 

mehreren Variablen charakterisieren zu können. In das Regressionsmodell wurden die Zell-

zahlen in den einzelnen Kompartimenten als abhängige Variable sowie die Merkmale Alter, 

Futter, Sauenmilch und „E. coli“ als unabhängige, erklärende Variablen einbezogen, so dass 

eine Analyse des Zusammenhangs zwischen der beobachteten Zellzahl und den erhobenen 

äußeren Faktoren möglich ist. Für die einzelnen erklärenden Variablen wurden die standardi-

sierten Beta-Koeffizienten angegeben, um die Stärke des Einflusses der jeweiligen Variable 

einschätzen zu können. Die Güte des Gesamtmodells wurde schließlich mit Hilfe des Be-

stimmtheitsmaßes R² (korrigiertes R
2
; Determinationskoeffizient) angegeben, das anzeigt, wie 

gut die abhängige Variable durch die unabhängigen Variablen im Modell erklärt wird, indem 

die durch das Modell erklärte Varianz in das Verhältnis zur Gesamtvarianz gesetzt wird.  
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Erreichte bzw. knapp verfehlte Signifikanzniveaus werden entweder als p-Wert direkt im Text 

angegeben oder in Tabellen bei Werten mit p ≤ 0,05 mit einem ( 
*
 ), Werten mit p ≤ 0,01 mit 

zwei ( 
**

 ) und bei Werten mit p ≤ 0,001 mit drei ( 
***

 ) Sternen gekennzeichnet.  

Neben der quantitativen statistischen Auswertung wurden typische Bilder, wiederkehrende 

Muster sowie bemerkenswerte Einzelbeobachtungen qualitativ beschrieben, beispielhaft foto-

graphiert, dokumentiert, dargestellt und tabellarisch zusammengefasst. 
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3 Ergebnisse 

3.1  Anschnitt Jejunum und Darstellung der Basalmembran 

3.1.1 Übersicht Anschnitt 

Abbildung 5 zeigt beispielhaft einen aus Einzelbildern zusammengesetzten Dünnschnitt des 

jejunalen Schweinedarmes mit CD8
+
 Zellen zur Übersicht. Im linken Bildbereich sind 12, mit 

gelben Punkten markierte und innerhalb einer Peyerschen Platte liegende Follikel auf der an-

timesenterialen Darmseite hervorgehoben. Beispielhaft mit einem grünen Oval umrandet, sind 

einzelne Follikel, denen sich deutlich je ein typischer Dom zuordnen lässt. Insgesamt sind in 

diesem Anschnitt sechs typische Domareale so getroffen, dass sie auswertbar sind. Die rote 

Linie verläuft zur besseren Orientierung im Bereich der Tela submucosa und außerdem sind 

die in das Lumen des Darmrohres hineinragenden Kerckringfalten nachvollzogen. Die Kerck-

ringfalten begrenzen nach links den Bereich der Peyerschen Platte mit den Follikeln und im 

rechten Drittel des Bildes drei Bereiche mit typischen Zottenarealen. Am rechten Bildrand ist 

die mesenteriale Seite des Darmrohres abgeschnitten. Im Bereich der Peyerschen Platte ist die 

Häufung von CD8
+
 Zellen im interfolliklärem Raum deutlich zu erkennen. Im Gegensatz dazu 

sind in den Follikelbereichen nur wenige CD8
+
 Zellen zu detektieren. Unterschiede zwischen 

den typischen Dom- und Zottenarealen sind in Abbildung 5 in dieser Auflösung augenschein-

lich nicht feststellbar. 
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Abbildung 5: Gesamter Anschnitt eines jejunalen Schweinedarmes mit CD8
+
 Zellen 

gelbe Punkte: Follikel in Peyerscher Platte auf antimesenterialer Seite; grünes Oval: Follikel mit typischem 

Dom; blaue Zellen: CD8
+
 Zellen; schwarzer Balken = 350 µm; Vergrößerungsfaktor der Einzelbilder: x50; Die 

rote Linie verläuft zur besseren Orientierung im Bereich der Tela submucosa und außerdem sind die in das Lu-

men des Darmrohres hineinragenden Kerckringfalten nachvollzogen. Am rechten Bildrand ist die mesenteriale 

Seite des Darmrohres abgeschnitten, links daneben liegen typische Zottenareale.  

3.1.2 Darstellung der Basallamina 

Abbildung 6 zeigt ein typisches Domareal. Neben den blau dargestellten Zellkernen sowie 

den grünen CD8
+
 Zellen erkennt man hier, rot dargestellt, die Basallamina, Bestandteil der 

Basalmembran, als Grenze zwischen den Kompartimenten DE und SED. Zum Darmlumen 

hin gelegen erkennt man deutlich die z.T. mehrreihig erscheinenden übereinander liegenden 

Zellkerne der hauptsächlich an den Flanken des Domes gelegenen M-zellreichen Regionen. 

Besonders im Vergleich mit den in Abbildung 7 dargestellten Verhältnissen einer zottentypi-

schen Basalmembran fällt augenscheinlich auf, dass die Laminin
+
-Strukturen im Dombereich 

insgesamt schwächer ausfallen und häufigere sowie größere Unterbrechungen aufweisen. Im 

Dom- wie im Zottenepithel sind CD8
+
-Zellen in unterschiedlichen Lokalisationen zu finden. 

Im Bezug zu den Zellkernen der Enterozyten liegen sie a) intraepithelial auf dem gleichen 

Level wie die Enterozytenzellkerne, b) intraepithelial auf einem supranuklearen Level zum 

 
200µm 
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Lumen hin gerichtet oder c) auf einem subnuklearen Level auf der luminalen Seite der Ba-

salmembran. Desweiteren sind CD8
+
-Zellen d) innerhalb der Ebene der Basalmembran in 

einer entsprechenden Lücke und e) subepithelial in der Lamina propria jenseits der Basal-

membran liegend zu erkennen (siehe auch beispielhafte Hervorhebungen in Abbildung 7). Für 

die CD8
+
-Zellen bleibt festzuhalten, dass sich die Mehrzahl, wie unter a), b) und c) beschrie-

ben, im Bereich der Kompartimente DE und ZE befindet. Entsprechende quantitative Aus-

wertungen finden sich in den Teilen 3.2 und 3.3 dieser Arbeit. 
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Abbildung 6: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; Laminin; CD8; DAPI 
Laminin = rot; CD8 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; gelbe Rechtecke = Gefäßanschnitte 

Länge der weißen Linie = 20µm; Domareal mit Abgrenzung zwischen Domepithel und SED 
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Abbildung 7: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales; Laminin; CD8; DAPI 
Laminin = rot; CD8 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen. Länge der weißen Linie = 20µm; 

Zottenareal mit Abgrenzung zwischen Zottenepithel und Zotten-LP; weißer Kreis: intraepitheliale CD8
+
 Zelle 

auf Niveau der Enterozytenkerne (a); rosa Kreis: supranuklear gelegene intraepitheliale CD8
+
 Zelle (b); gelbe 

Kreise: subnuklear gelegene intraepitheliale CD8
+
 Zelle (c); weißes Rechteck: subepitheliale CD8

+
 Zelle (e) 

3.2 Teil1 - Kolokalisation von M- und immunkompetenten Zellen 

Um über die Verteilung von M-Zellen sowie immunkompetenten Zellen in den unter 2.9.2 

beschriebenen Kompartimenten des jejunalen Schweinedarmes eine Übersicht zu bekommen, 

wurden drei Schweine genauer analysiert (siehe Abbildung 4a): 

Zur Festellung der Gesamtzellzahl in den Kompartimenten wurden alle DAPI
+
 Zellkerne ge-

zählt. In folgender Abbildung 8 ist exemplarisch ein Domareal mit entsprechenden DAPI
+
 

Zellkernen dargestellt. Zur Orientierung ist der Bereich des Domepithels (DE) gelb umrandet 

und das Darmlumen mit weißen Sternen markiert. 
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Abbildung 8: DAPI
+
 Zellen (blau) im typischen Domareal 

Gelb umrandet sind DAPI
+
 Zellen im Epithel eines typischen Domareals dargestellt. Weiter innenliegende 

DAPI
+
 Zellen befinden sich im Bereich des subepithelialen Domes. weiße Sterne = Darmlumen, Länge der wei-

ßen Linie = 20µm 

 

Wie aus dem Streudiagramm in Abbildung 9 ersichtlich, zeigt der Mittelwertvergleich zwi-

schen den einzelnen Kompartimenten augenscheinlich z.T. größere Unterschiede. Auch zwi-

schen den Schweinen innerhalb eines Kompartimentes können Differenzen festgestellt wer-

den. In den folgenden Darstellungen werden alle Datenpunkte in Balkendiagrammen zusam-

mengefasst. 

 Domepithel 
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Abbildung 9: Streudiagramm DAPI
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten und 

Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Jeder Datenpunkt repräsentiert eine Stichprobe (= 

Zellzahl im ausgezählten Kompartiment pro 10.000 µm
2
). Die einem bestimmten Kompartiment zugehörigen 

Punktewolken der Stichprobenwerte wurden zur besseren Differenzierung unterschiedlich farbig dargestellt.; 

schwarzer Balken = Mittelwert 

 

Im Vergleich der drei Schweine scheint die Zellzahl in den Kompartimenten des Zottenareals 

mit dem Alter abzunehmen. Zum anderen zeigt sich aber im Domepithel ein gegensätzlicher 

Trend, da hier die Zellzahl mit zunehmendem Alter ansteigt. Ein Blick auf den Bereich des 

subepithelialen Doms macht darüber hinaus deutlich, dass das Schwein mit 39 Lebenstagen 

zehn Tage nach dem Absetzen über die höchste Zelldichte verfügt und sich dahingehend von 

den anderen unterscheidet. In der Zotten-LP sowie im SED ist die Zelldichte des ältesten 
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Schweins deutlich niedriger als bei Schwein 2. Im SED liegt dieser Unterschied bei etwa 

10%. 

Da sich die Zellzahlen zwischen den einzelnen Schweinen innerhalb der Kompartimente stel-

lenweise zwar deutlich, aber nicht erheblich unterscheiden und um kompartimentspezifische 

Mittelwerte zu bestimmen, wurden alle Stichproben von allen drei Schweinen pro Komparti-

ment miteinander verglichen.  

 

 

Abbildung 10: Mittelwertvergleich DAPI
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Nach ANOVA und Post-Hoc Test ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Kompartimenten. Das Diagramm in Abbildung 10 stellt den Mittelwertvergleich dar. 

Die ermittelten Werte zeigen deutlich, dass sich die Zelldichten der einzelnen Kompartimente 

teilweise stark unterscheiden. Während im subepithelialem Dom mit durchschnittlich 156 

Zellen/ 10.000 µm
2
 die höchste Zelldichte herrscht, erreicht sie im Domepithel nur einen Wert 

von 139 Zellen/ 10.000 µm
2
. Der Unterschied zwischen beiden Kompartimenten beträgt da-

mit etwa 11% und ist auf dem Niveau p < 0,01 signifikant. Im Zottenareal sind die Verhält-

nisse umgekehrt, hier besitzt das Zottenepithel mit 149 Zellen/ 10.000 µm
2
 eine wesentlich 

höhere Zelldichte als die Lamina propria mit nur 100 Zellen/ 10.000 µm
2
, so dass sich hier ein 

signifikanter Unterschied von etwa 32% ergibt (p < 0,001) Das Zottenepithel hat demnach 

eine signifikant höhere Zelldichte als das Domepithel.  
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3.2.1 Verteilung von Cy90+ Zellen 

Werden Antikörper gegen das Intermediärfilament Zytokeratin 18 zur Darstellung von M-

Zellen (Gebert et al. 1994a; Gebert et al. 1996) benutzt, ergeben sich beispielhaft folgende 

Bilder im Dom- und Zottenbereich (siehe Abbildung 11 = Dom und Abbildung 12 = Zotten). 

 

 

Abbildung 11: Übersicht Cy90
+
 Zellen (rot) im Domareal 

Zytokeratin 18 = rot; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 10µm; Anschnitt 

eines Domareales mit M-Zellen 

Die im Bereich des Domepithels liegenden Cy90
+
 M-Zellen (Abbildung 11) lassen sich mor-

phologisch sehr gut gegen die im Zottenepithel zu findenden ebenfalls Cy90
+
 Becherzellen 

abgrenzen (Abbildung 12). Die im Dom liegenden M-Zellen besitzen einen im basalen Be-

reich liegenden Zellkern. Von da in luminaler Richtung sind regelmäßig weitere Zellkerne zu 

finden, welche nicht zur M-Zelle gehören (siehe 3.2.2). Diese Zellkerne werden aber auch von 

den Cy90
+
 intermediären Filamenten der M-Zelle eingeschlossen, so dass die Domepithelien 

streckenweise die anderthalb- bis zweifache Dicke (vom Lumen bis zur Basalmembran), ver-

glichen mit einem typischen Zottenepithel (siehe Abbildung 12), erreichen. Solche M-

zellreiche und besonders dicke Areale befinden sich augenscheinlich am häufigsten in den 

Flankenbereichen eines typischen Domareales. 
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Abbildung 12: Übersicht Cy90
+
 Zellen (rot) im Zottenareal 

Zytokeratin 18 = rot; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 10µm; Zottenareal 

mit längs und quer angeschnittenen Becherzellen  

Das in Abbildung 12 dargestellte Zottenareal zeigt dagagen die eher perlschnurartig aufge-

reihten Kerne der Enterozyten und die typische Form längs (kelchförmig) oder quer (kreis-

rund) angeschnittener eingestreuter ebenfalls Cy90
+
 Becherzellen. Eine besondere Akkumula-

tion von Cy90
+
 Zellen wie in den Flankenbereichen der Domareale kann bei den Zotten au-

genscheinlich nicht festgestellt werden. 

Wie im Diagramm der Abbildung 13 gezeigt, erstreckt sich die Verteilung von Cy90
+
 Zellen 

nur auf die epithelialen Kompartimente der Dom- und der Zottenregion. Zytokin 18 positive 

Zellen sind im Bereich des subepithelialen Domes und der Lamina propria der Zotten nicht 

nachzuweisen. 
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Abbildung 13: Mittelwertvergleich von Cy90
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Die 95%igen Konfidenzintervalle der im Domepithel bestimmten Mittelwerte von Cy90
 +

 M-

Zellen überschneiden sich im Vergleich zwischen den Schweinen deutlich. Dementsprechend 

lassen sich auch keine größeren Unterschiede feststellen. Der Anteil Cy90
 +

 M-Zellen liegt 

hier zwischen 30-35 Zellen pro 10.000 µm
2
. Im Gegensatz dazu unterscheidet sich Schwein 2 

im Zottenepithel deutlich in der Dichte seiner Cy90
+
 Becherzellen im Vergleich zu Schwein 1 

und 3. Es besitzt eine etwa 11% höhere Becherzelldichte.  

Folgendes Diagramm in Abbildung 14 stellt den Mittelwertvergleich aller Schweine zwischen 

den Kompartimenten Dom- und Zottenepithel dar. 
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Abbildung 14: Mittelwertvergleich Cy90
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Im direkten Vergleich zwischen Dom- und Zottenepithel besitzt das Domepithel mit etwa 

37% signifikant (p < 0,001) mehr Cy90
+
 Zellen/10.000 µm

2
. Auf die durchschnittlichen Ge-

samtzellzahlen des jeweiligen Kompartimentes bezogen bedeuted dies, dass sich im jejunalen 

Domepithel etwa 24% M-Zellen und im entsprechenden Zottenepithel ungefähr 14% Becher-

zellen befinden. Die M-Zellanteile im Domepithel sind stabil und zeigen im Vergleich dreier 

Schweine kaum Abweichungen. Im Zottenepithel sind bei den Anteilen der Becherzellen da-

gegen, wie im Diagramm in Abbildung 13 dargestellt, größere Schwankungen möglich. 

3.2.2 Verteilung von CD45+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

Mit einem CD45-Antikörper als Leukozytenmarker können alle Lymphozyten inklusive der 

natürlichen Killerzellen, den Granulozyten sowie die Zellen des Monozyten-

Makrophagensystemes kenntlich gemacht werden. Im Folgenden ist die weitere Differenzie-

rung von Subtypen möglich. Durch diese Dreifach-Fluoreszenzfärbung konnten insbesondere 

die immunkompetenten Zellen in ihrem Bezug zu den M-Zellen des Domepitheles dargestellt 

sowie die entsprechenden Lageverhältnisse in den Zottenarealen aufgeklärt werden (siehe 

Abbildung 15 = Domareal mit angeschnittenem Zottenarealen).  
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Abbildung 15: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines typischen Domareales; CD45; Cy90; DAPI 
CD 45 = grün; Zytokeratin 18 = rot; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; zentral: Domareal mit angeschnittenen M-Zellen im Epithel, flankiert von Zottenepithel (perlschnurartig 

aneinander gereihte Epithelzellen) mit längs und quer angeschnittenen Becherzellen (gelbe Dreiecke) 

Das in Abbildung 15 zentral gelegene Domareal lässt an den Flanken rechts und links stark 

Zytokeratin 18
+
 M-Zellbereiche (rot) erkennen. Diese Regionen befinden sich innerhalb des 

Domepithelkompartimentes und sind bis zu 40µm mächtig (vom Lumen bis zur Basalmemb-

ran). Rechts und links, jenseits des Darmlumens, sind in Abbildung 15 auch typische Zotten 

angeschnitten. An der perlschnurartigen Aneinanderreihung der DAPI
+
 Zellkerne kann das 

Zottenepithelkompartiment differenziert werden. Hier sind einige längs bis quer angeschnitte-

ne Zytokeratin 18
+
 Becherzellen (markiert durch gelbe Dreiecke) dargestellt. Die Dicke des 

Zottenepithelkompartimentes erreicht hier maximal 25 µm.  

CD45
+
 Zellen sind in allen vier dargestellten Kompartimenten vorhanden. In den Zotte-

nepithelkompartimenten liegen die CD45
+
 Zellen einzeln oder in Clustern. Im Bezug zu den 

Enterozyten liegen sie entweder intraepithelial direkt zwischen den Enterozyten oder eben-

falls intraepithelial, aber subnuklear direkt unterhalb der Enterozyten. In der Lamina propria 

der Zotten ist die große Mehrzahl der Zellen positiv für das Oberflächenmolekül CD45. 
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Im Domepithel finden sich die meisten der CD45
+
 Zellen in enger Nachbarschaft zu den Zy-

tokeratin 18
+
 intermediären Filamenten der markierten M-Zellen. Daneben findet man (z.B. in 

Abbildung 15 in der apikalen Spitze des Domes) auch einzeln gelegene intraepitheliale 

CD45
+
 Zellen ohne konkreten Bezug zu Zytokeratin 18

+
 intermediären Filamenten. Die in 

enger Nachbarschaft zu den Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamenten gelegenen CD45

+
 Zel-

len im Domepithel liegen entweder supranuklear in einer Ebene über den eng mit den Zytoke-

ratin 18
+
 intermediären Filamenten umgebenen DAPI

+
 M-Zellkernen zum Lumen hin oder 

subnuklear noch intraepithelial bzw. am Übergang zum profunder gelegenem SED direkt un-

terhalb der M-Zellkerne. 

Im folgenden Diagramm der Abbildung 16 sind die quantitativen Verhältnisse zwischen 

Schweinen und Kompartimenten zusammengefasst. 

 

Abbildung 16: Mittelwertvergleich von CD45
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Der Mittelwertvergleich zwischen den Kompartimenten und Schweinen zeigt auf, dass es 

zwischen den Schweinen innerhalb der einzelnen Kompartimente keine nennenswerten Unter-

schiede im Anteil an CD45
+
 Zellen gibt.  

Im Vergleich der Kompartimente miteinander sind allerdings deutliche Differenzen im Anteil 

an CD45
+
 Zellen zu erkennen. Dieser Umstand ist im folgenden Diagramm der Abbildung 17 

zusammenfassend dargestellt. 
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Abbildung 17: Mittelwertvergleich von CD45
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Abbildung 17 zeigt deutliche Differenzen im Anteil an CD45
+
 Zellen zwischen den einzelnen 

Kompartimenten, die auf dem Niveau p < 0,001 signifikant sind. Bezieht man die Mittelwerte 

auf die durchschnittlichen Gesamtzellzahlen der einzelnen Kompartimente, ergibt sich fol-

gendes Bild: In den Kompartimenten subepithelialer Dom (SED) und Zotten Lamina propria 

(LP) sind nahezu alle Zellen auch positiv für den Marker CD45 (93-99%). Im Domepithel 

(DE) befinden sich demzufolge etwa 37% CD45
+
 Zellen, von denen die meisten in engem 

Kontakt mit Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamenten der M-Zellen zu finden sind. Im Kom-

partiment Zottenepithel (ZE) sind nur 17% der Zellen CD45
+
. Eine besondere Assoziation zu 

den Zytokeratin 18
+
 Filamenten der Becherzellen kann hier nicht festgestellt werden.  

3.2.3 Verteilung von CD2+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

Die Immunfluoreszenzmarkierung und Darstellung von T-Zellen erfolgte durch das Oberflä-

chenmolekül CD2 (Pescovitz et al. 1994a). In den folgenden Abbildungen ist die Verteilung 

der CD2
+
 Zellen anhand eines typischen Domareals (Abbildung 18) sowie anhand eines typi-

schen Zottenareals (Abbildung 19) beispielhaft dargestellt.  
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Abbildung 18: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; CD2; Cy90; DAPI 
CD2 = grün; Zytokeratin 18 = rot; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; rote Linien und Zahlen = Kompartimentgrenzen mit errechnetem Flächeninhalt in µm
2
; farbige Kreuze = 

gezählte Zellen; Domareal mit angeschnittenen M-Zellen 

In Abbildung 18 ist ein typisches Domareal dargestellt. Beispielhaft sind die zur Auswertung 

nötigen Markierungen in diesem Bild beibehalten worden. Die roten Linien kennzeichnen die 

gezogenen Kompartimentgrenzen, die roten Zahlen beziffern die dazugehörigen errechneten 

Flächeninhalte in µm
2
. Die verschiedenfarbigen kleinen Kreuze markieren die Zählungen der 

unterschiedlichen Zellen innerhalb der Kompartimente. CD2
+
 Zellen sind in beiden Kompar-

timenten der Domareale vorhanden. Im DE sind reichlich CD2
+
 Zellen existent, die in enger 

Beziehung zu den Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamenten liegen. Aber auch einzeln und in 

Gruppen intraepithelial, basal und apikal im DE gelegene CD2
+
 Zellen kommen vor. Sube-

pithelial im Dom (SED) finden sich deutlich weniger CD2
+
 Zellen im Vergleich zu den 

CD45
+
 Zellen. 
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Abbildung 19: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales mit Auswerte-Annotationen; 

CD2; Cy90; DAPI 
CD2 = grün; Zytokeratin 18 = rot; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; rote Linien und Zahlen = Kompartimentgrenzen mit errechnetem Flächeninhalt in µm
2
; farbige Kreuze = 

gezählte Zellen; Zottenareal mit angeschnittenen Becherzellen 

In Abbildung 19 ist ein typisches Zottenareal dargestellt. Auch hier sind beispielhaft die zur 

Auswertung nötigen Markierungen beibehalten worden. Die roten Linien markieren die gezo-

genen Kompartimentgrenzen, die roten Zahlen beziffern die dazugehörigen errechneten Flä-

cheninhalte in µm
2
. Die verschiedenfarbigen kleinen Kreuze kennzeichnen die Zählungen der 

unterschiedlich markierten Zellen innerhalb der Kompartimente. CD2
+
 Zellen sind in beiden-

Kompartimenten des Zottenareales vorhanden. Im Zottenepithel lässt sich, wie bei CD45, 

kein besonderer Bezug von CD2
+
 Zellen an Cy90

+
 intermediäre Filamente von markierten 

Becherzellen feststellen. Wie im SED kommen auch in der LP der Zotten augenscheinlich 

weniger CD2
+
 Zellen im Vergleich zu den CD45

+
 Zellen dieses Kompartimentes vor. In fol-

gendem Diagramm der Abbildung 20 sind die Quantitäten der CD2
+
 Zellen in den Schweinen 

und untersuchten Kompartimenten zusammengefasst. 
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Abbildung 20: Mittelwertvergleich von CD2
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Wie Abbildung 20 zeigt, sind die meisten CD2
+
 Zellen in allen Kompartimenten beim ältesten 

Schwein 3 vorhanden. Am deutlichsten tritt diese Steigerung im Domepithel auf. Hier besitzt 

auch das jüngste Schwein 1 (28 LT) mehr CD2
+
 Zellen als das mit 39 LT etwas ältere 

Schwein 2. In den anderen drei Kompartimenten (SED, ZE, LP) steigt der Anteil an CD2
+
 

Zellen mit dem Alter an. In nachfolgender Tabelle 4 sind die prozentualen Anteile an CD2
+
 

Zellen im Bezug zu den Gesamtzellzahlen der Kompartimente in der Übersicht dargestellt. 

 

 

Kompartiment 

Schwein 1 

28 LT 

Schwein 2 

39 LT 

Schwein 3 

150 LT 

DE 9% 
 

5% 
 

35% 
 

SED 21%
 

25% 45% 
 

ZE 14% 
 

28% 
 

40% 
 

LP 26% 
 

37% 48% 
 

Tabelle 4: Übersicht CD2
+
 Zellen-Anteile in den Kompartimenten 

DE: Domepithel; SED: subepithelialer Dom; ZE: Zottenepithel; LP: Zotten Lamina propria; LT: Lebenstage 

Die massivsten Änderungen des Anteils an CD2
+
 Zellen erfährt das Domepithel. Während der 

Anteil beim jüngsten und nicht abgesetzten Schwein 1 bei 9% liegt, fällt der Anteil beim 39 

Tage alten Schwein 2, das nach dem Absetzen am 28. Tag noch 10 Tage konventionelles Fer-

kelfutter erhalten hat, auf 5% CD2
+
 Zellen ab. Das mit 150 Tagen älteste Schwein erreicht 
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allerdings einen Anteil von 35% CD2
+
 Zellen im Domepithel, was eine Steigerung um mehr 

als das Dreifache bedeutet. 

Im SED steigt der Prozentsatz an CD2
+
 Zellen mit dem Alter. Die Differenz zu Schwein 3 ist 

in diesem Kompartiment mit einer Steigerung auf annähernd doppelt so hohe Werte am deut-

lichsten. Der Anteil an CD2
+
 Zellen erreicht hier 45%. Damit befinden sich im SED etwa 

10% mehr CD2
+
 Zellen als im darüberliegenden Domepithel. 

Während im Domareal die Unterschiede zwischen den jüngeren Schweinen 1 und 2 eher ge-

ring ausfallen, findet im ZE eine Verdoppelung des CD2
+
 Zell-Anteiles von 14% auf 28% 

statt. Zum Schwein 3 gibt es auch hier wieder eine Erhöhung des Anteiles an CD2
+
 Zellen auf 

40%.  

Relativ gleichmäßig, um jeweils 11 Prozentpunkte, stellt sich die Zunahme der CD2
+
 Zellen 

in der Lamina propria der Zotten (LP) von Schwein 1 bis 3 dar. 

 

 

Abbildung 21: Mittelwertvergleich von CD2
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Abbildung 21 zeigt die Zusammenfassung der Werte aller Schweine und stellt die Anteile an 

CD2
+
 Zellen als Durchschnittswerte in den einzelnen Kompartimenten dar. Hier spiegelt sich 

im großen Konfidenzintervall die Heterogenität zwischen den Schweinen wider. Die deutlich 

geringeren Werte im DE sind letztendlich durch die geringeren Anteile an CD2
+
 Zellen bei 

den beiden jüngeren Schweinen innerhalb dieses Kompartimentes begründet. 
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3.2.4 Verteilung von CD4+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

Neben stark CD4
+
 interferonproduzierenden dendritischen Zellen im peripheren Blut (Sum-

merfield et al. 2003) wird CD4 hauptsächlich auf extrathymischen T-Helferzellen (Pescovitz 

et al. 1998b) exprimiert. Diese im Fokus der Arbeit stehenden CD4
+
 T-Helferzellen beinhal-

ten die einfach CD4
+
 Zellen und CD4

+
/CD8

+
 doppelt positive Zellen (Charerntantanakul und 

Roth 2006; Saalmüller et al. 1989; Zuckermann und Gaskins 1996). 

In folgender Abbildung 22 findet man ein typisches Domareal mit einer Dreifach-

Fluoreszenzfärbung, welche die Verteilung der CD4
+
 Zellen zeigt, dargestellt. Im Gegensatz 

zu den vorhergehenden Abbildungen sind hier die Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamente 

der M-Zellen grün dargestellt. Augenscheinlich gut zu erkennen ist die Konzentration der rot 

präsentierten CD4
+
 Zellen auf das Kompartiment SED. Im Epithel des Domes sind CD4

+
 Zel-

len nur sehr vereinzelt vorhanden und ein besonderer Bezug zu den M-Zellen lässt sich nicht 

erkennen. 

 

 

Abbildung 22: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; CD4; Cy90; DAPI  
CD4 = rot; Zytokeratin 18 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Domareal mit angeschnittenen M-Zellen (grün)  

 

Abbildung 23 zeigt ein Zottenareal mit entsprechender Dreifach-Fluoreszenzfärbung. Wie im 

Domareal sind auch hier die CD4
+
 Zellen hauptsächlich profund in der Lamina propria zu 

finden. Nur ausgesprochen selten sind CD4
+
 Zellen intraepithelial dargestellt. 
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Abbildung 23: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales; CD4; Cy90; DAPI  
CD4 = rot; Zytokeratin 18 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Zottenareal angeschnittenen Becherzellen (grün) 

 

Das Diagramm in Abbildung 24 zeigt die Quantitäten der CD4
+
 Zellen in den Schweinen und 

untersuchten Kompartimenten. 

 

 

Abbildung 24: Mittelwertvergleich von CD4
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Neben den nur vereinzelt vorkommenden CD4
+
 Zellen im Dom- und Zottenepithel sind im 

SED mittlere Zellzahlen von 17 bis 26 CD4
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zu finden.  
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Im der Zotten-LP fallen die Konfidenzintervalle größer aus, da hier die Stichprobenanzahl 

geringer ist. Nichtsdestotrotz lässt sich zwischen den Schweinen ein Trend zum geringeren 

Konfidenzintervall mit steigendem Schweinealter (Schwein 1 > Schwein 2 > Schwein 3) fest-

stellen. Die beobachteten Unterschiede zwischen den Schweinen erreichen dabei kein Signifi-

kanzniveau. 

 

 

Abbildung 25: Mittelwertvergleich von CD4
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

In Abbildung 25 zeigt der Mittelwertvergleich mit allen Stichproben der drei Schweine zwi-

schen den Kompartimenten ähnliche Zahlen für SED und Zotten-LP. Auf die Gesamtzellzah-

len der Kompartimente bezogen bedeutet dies einen Anteil von 13% CD4
+
 Zellen im SED 

und mit 24% fast doppelt soviele CD4
+
 Zellen in der Zotten-LP. Ob das höhere Konfidenzin-

tervall in der Zotten-LP auf eine generell höhere Streuung oder auf die geringere Stichproben-

anzahl zurückzuführen ist, lässt sich nur durch Untersuchungen an unterschiedlichen, aber 

intern homogenen Schweinegruppen ermitteln (siehe auch 3.3). 

3.2.5 Verteilung von CD8+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

CD8 kann entweder als Homo- oder Heterodimer auf den Zellen exprimiert werden (Jonjic 

und Koszinowski 1984; Pescovitz et al. 1984). Der in dieser Arbeit benutzte monoklonale 

Antiköper stellt Thymozyten, periphere T-Zellen sowie natürliche Killerzellen dar. In folgen-

der Abbildung 26 ist ein Domareal und in Abbildung 27 ein Zottenareal mit einer Dreifach-
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Fluoreszenzfärbung, welche die Verteilung von CD8
+
 Zellen zeigt, dargestellt. Auch hier sind 

die Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamente der M- und Becherzellen grün und die CD8

+
 

Zellen rot präsentiert. 

 

 

Abbildung 26: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; CD8; Cy90; DAPI 
CD8 = rot; Zytokeratin 18 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Domareal mit angeschnittenen M-Zellen (grün) 
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Abbildung 27: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales; CD8; Cy90; DAPI 
CD8 = rot; Zytokeratin 18 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Zottenareal mit angeschnittenen Becherzellen (grün) 

 

Im Gegensatz zu den CD4
+
 Zellen verteilen sich die rot dargestellten CD8

+
 Zellen innerhalb 

aller vier Kompartimente in unterschiedlichen Anteilen. Innerhalb des Domepitheles befinden 

sich viele der CD8
+
 Zellen in enger Nachbarschaft zu den grün dargestellten Zytokeratin 18

+
 

intermediären Filamenten der M-Zellen, aber auch einzeln und in Gruppen intraepithelial ba-

sal (subnuklear) und apikal (supranuklear) im DE gelegene CD8
+
 Zellen kommen vor. 

Im Zottenareal liegen die CD8
+
 Zellen ebenso intraepithelial und basal im Epithel und zeigen 

keinen besonderen Bezug zu den Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamenten der Becherzellen. 

Relativ gleichmäßig, in Gruppen oder einzeln liegend sind die CD8
+
 Zellen innerhalb der 

Kompartimente SED und Zotten-LP zufällig verteilt. Folgendes Diagramm in Abbildung 28 

zeigt die quantitativen Verhältnisse zwischen den Schweinen und Kompartimenten auf. 
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Abbildung 28: Mittelwertvergleich von CD8
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Die größten Unterschiede zwischen den untersuchten Schweinen sind innerhalb des Dome-

pithels zu finden. Hier fällt der Anteil an CD8
+
 Zellen zwischen Schwein 1 und 2 mit dem 

Absetzen von 9 auf 4 Zellen/10.000 µm
2
 ab. Der Anteil an CD8

+
 Zellen beim ältesten 

Schwein 3 steigt dagegen auf einen mittleren Wert von 33 Zellen/10.000 µm
2
 an. 

Im SED liegen die absoluten Werte höher und nur Schwein 3 unterscheidet sich deutlich von 

Schwein 2 und Schwein 1. Der Anteil an CD8
+
 Zellen beim abgesetzten Schwein 2 zeigt die-

selbe Tendenz wie im Domepithel und scheint geringer zu sein.  

Im Zottenepithel wie in der Zotten-LP liegen die Werte von Schwein 2 und 3 etwa doppelt bis 

dreifach über den Werten von Schwein 1. Im Zottenareal ist das Konfidenzintervall, im Ver-

gleich zwischen den Schweinen, beim 39 Tage alten und abgesetzen Schwein am größten, 

was für eine hohe Schwankung zwischen den Stichprobenwerten spricht. Dies ist im Dom-

areal gerade umgekehrt. 
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Abbildung 29: Mittelwertvergleich von CD8
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Abbildung 29 zeigt den Mittelwertvergleich zwischen den Kompartimenten mit den Stichpro-

ben aller drei Schweine. Da sich die Schweine, wie vorher dargestellt, stellenweise stark un-

terscheiden, sind auch hier größere intern homogene Gruppen für weitere Untersuchungen 

nötig (siehe Teil 2 unter 3.3). Diese Mittelwerte zugrundegelegt, ergeben sich im Bezug zur 

gemittelten Gesamtzellzahl der einzelnen Kompartimente folgende Anteile an CD8
+
 Zellen: 

Im DE befinden sich etwa 12% CD8
+
 Zellen und im ZE liegt der Anteil an CD8

+
 Zellen mit 

13% auf etwa dem gleichen Niveau. In der Zotten-LP ist der Anteil an CD8
+
 Zellen mit 29% 

fast doppelt so hoch wie im SED mit 16%. 

3.2.6 Verteilung von MHCII+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

MHC II wird auf den antigenpräsentierenden Zellen, zu denen die Makrophagen, die B-

Lymphozyten und dendritische Zellen gehören, exprimiert (Basta et al. 1999; Carrasco et al. 

2001; Van der et al. 2005).  

In Abbildung 30 ist ein typisches Domareal im Überblick dargestellt. Angrenzend sind auch 

Abschnitte von Zottenarealen zu erkennen. 
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Abbildung 30: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales mit angrenzenden Zotten; 

MHCII; Cy90; DAPI 
Zytokeratin 18 = rot; MHCII = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; zentral gelegenes Domareal mit M-Zellen sowie angrenzenden Zottenarealen mit angeschnittenen Be-

cherzellen 

In dieser Dreifach-Fluoreszenzfärbung sind die MHC II DR
+
 Zellen grün dargestellt. Zytoke-

ratin 18
+
 intermediäre Filamente der M-und Becherzellen sind rot dargestellt. Im Domepithel 

treten MHC II DR
+
 Zellen häufig in Bezug zu den Zytokeratin 18

+
 intermediären Filamenten 

der M-Zellen auf, in Zytokeratin 18-freien Bereichen des Domepithels kommen MHC II DR
+
 

Zellen augenscheinlich seltener vor. Außerdem scheinen die MHC II DR
+
 Zellen subepithelial 

unter Bereichen mit hoher M-Zelldichte besonders zu akkumulieren (Bimczok et al. 2006). Im 

Gegensatz zum Domepithel kommen MHC II DR
+
 Zellen im Zottenepithel, bis auf wenige 

vereinzelte Zellen, nicht vor.  

Folgendes Diagramm in Abbildung 31 zeigt die quantitative Verteilung der MHC II DR
+
 Zel-

len in den Kompartimenten und zwischen den Schweinen. 
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Abbildung 31: Mittelwertvergleich von MHCII
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimen-

ten und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Der Mittelwertvergleich zeigt im Domepithel bei allen drei Schweinen ähnliche Werte von 26 

bis 30 MHC II DR
+
 Zellen/10.000 µm

2
 mit stark überlappenden Konfidenzintervallen an. 

Aussagekräftige Unterschiede zwischen den Schweinen gibt es hier nicht. Im Zottenepithel 

sind keine nennenswerten Anteile von MHC II DR
+
 Zellen detektierbar.  

Im SED ebenso wie in der Zotten-LP gibt es augenscheinlich denselben Trend einer geringen 

Erhöhung des Anteiles an MHC II DR
+
 Zellen beim abgesetzten und 10 Tage älteren Schwein 

2 (138 bzw. 62 MHC II DR
+
 Zellen/10.000 µm

2
) gegenüber dem jüngsten Schwein 1 (122 

bzw. 73 MHC II DR
+
 Zellen/10.000 µm

2
). In beiden Kompartimenten fällt dann der Anteil an 

MHC II DR
+
 Zellen beim ältesten Schwein 3 (100 bzw. 44 MHC II DR

+
 Zellen/10.000 µm

2
) 

deutlich gegenüber Schwein 1 und 2 ab. 
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Abbildung 32: Mittelwertvergleich von MHCII
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimen-

ten 
Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

In Abbildung 32 sind die Stichprobenwerte aller drei Schweine pro Kompartiment per Mit-

telwertvergleich zusammenfassend dargestellt. Die Anteile an MHCII
+
 Zellen unterscheiden 

sich zwischen den Kompartimenten deutlich voneinander (p < 0,01). Aus den Mittelwerten im 

Vergleich zu den gemittelten Gesamtzellzahlen der jeweilgen Kompartimente ergibt sich fol-

gendes Bild: Neben dem Zottenepithel ohne MHCII
+
 Zellanteile besitzt das Domepithel etwa 

20% MHCII
+
 Zellen, der SED 77% und die Zotten-LP 60% MHCII

+
 Zellen. 

3.2.7 Verteilung von Ig+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

Durch den Einsatz des anti-Ig-Antikörpers lassen sich die immunglobulintragenden B-Zellen 

des Schweines darstellen. Dabei bindet der Antikörper an ein Epitop der leichten λ-Kette 

(Denham et al. 1998; Sinkora et al. 2001). Ig
+
-Zellen und -Strukturen sind grün und Zytokera-

tin 18
+
 intermediäre Filamente der M- und Becherzellen rot abgebildet. 
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Abbildung 33: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales mit benachbarten Zotten; Ig; 

Cy90; DAPI 
Zytokeratin 18 = rot; Ig = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 20µm; 

zentral gelegenes Domareal mit darüber angeschnittenem Zottenarealen; gelb umrandet sind apikal an die M-

Zellen angelagerte Ig
+
 Konglomerate (Vorkommen nur bei nicht abgesetztem Schwein 1!)  

Wie in Abbildung 33 beispielhaft dargestellt ist, finden sich die meisten Ig
+
 Zellen im SED. 

Vereinzelt sind auch Ig
+
 Zellen innerhalb des Domepitheles zu erkennen. Besonders auffällig 

zeigen sich die gelb eingekreisten Ig
+
-Strukturen, die direkt von luminal an Zytokeratin 18

+
 

intermediäre Filamente der M-Zellen assoziiert sind. Diese Ig
+
-Konglomerate sind nur beim 

nicht abgesetzten Schwein 1 zu detektieren. Die in dieser Abbildung dargestellte, oben rechts 

liegende angeschnittene Zotte beinhaltet keine Ig
+
 Zellen. Dies spiegelt sich ebenso im Ge-

samtbild und der quantitativen Darstellung der Verhältnisse zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen im folgenden Diagramm der Abbildung 34 wider. 
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Abbildung 34: Mittelwertvergleich von Ig
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Im Zottenareal konnten bei allen drei Schweinen in beiden Kompartimenten keine Ig
+
 Zellen 

detektiert werden. 

Während im Domepithel bei den jüngeren Schweinen 1 (28 LT) und 2 (39 LT) noch wenige 

Ig
+
 Zellen detektiert werden, sind beim 150 Tage alten Schwein 3 keine Ig

+
 Zellen in diesem 

Kompartiment zu finden. 

Im SED lassen sich allerdings markante Unterschiede zwischen den Schweinen feststellen. 

Die durchschnittliche Anzahl von 10 Ig
+
 Zellen/10.000 µm

2
 beim Schwein 1 ist deutlich ge-

ringer als der Anteil bei Schwein 2, bei dem 17 Ig
+
 Zellen/10.000 µm

2
 beobachtet werden 

konnten. Der Anteil von nur 5 Ig
+
 Zellen/10.000 µm

2 
 bei Schwein 3 ist wiederum deutlich 

geringer als bei Schwein 2 und Schwein 1. 
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Abbildung 35: Mittelwertvergleich von Ig
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimenten 

Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Wenn man auch hier, wie in Abbildung 35 dargestellt, nur die Kompartimente miteinander 

vergleicht, indem die Stichproben aller drei Schweine zusammengefasst werden, ergeben sich 

in Bezug zur gemittelten Gesamtzellzahl der Kompartimente des Domareales weniger als 1% 

Ig
+
 Zellen im Domepithel und 7% Ig

+
 Zellen im SED. Das große 95% ige Konfidenzintervall 

im SED spricht dafür, weitere Untersuchungen mit größeren intern homogen Schweinegrup-

pen durchzuführen, um letztendlich aussagekräftigere Werte zu erhalten. 

3.2.8 Verteilung von SWC3+ Zellen und Bezug zu M-Zellen 

Der anti-SWC3-Antikörper stellt Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und Gra-

nulozyten dar (Alvarez et al. 2000; Lunney et al. 1994; Piriou-Guzylack und Salmon 2008). 

In den folgenden Abbildungen 36 (Domareal) und 37 (Zottenareal) ist deutlich zu erkennen, 

dass die hier grün dargestellten SWC3
+
 Zellen vorwiegend im SED und in der Zotten-LP zu 

finden sind. Augenscheinlich ist auch kein bemerkenswerter Bezug der SWC3
+
 Zellen an rot 

dargestellte Zytokeratin 18
+
 intermediäre Filamente der M- und Becherzellen innerhalb der 

Dom-und Zottenepithelkompartimente bzw. subepithelial zu erkennen. 
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Abbildung 36: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; SWC3; Cy90; DAPI 
Zytokeratin 18 = rot; SWC3 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Domareal mit angeschnittenen M-Zellen 

 

 

Abbildung 37: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales; SWC3; Cy90; DAPI 
Zytokeratin 18 = rot; SWC3 = grün; Zellkerne = blau; weiße Sterne = Darmlumen; Länge der weißen Linie = 

20µm; Zottenareal mit angeschnittenen Becherzellen 

 

Im Diagramm der Abbildung 38 stellen sich die quantitativen Verhältnisse zwischen den 

Kompartimenten und Schweinen wie folgt dar: 
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Abbildung 38: Mittelwertvergleich von SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimen-

ten und Schweinen 
Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, ge-

sund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Bei Schwein 1 befinden sich 7 SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 im Domepithel, bei Schwein 2 und 

3 mit jeweils 3 SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 weniger als die Hälfte. Diese Unterschiede errei-

chen dabei kein Signifikanzniveau und markieren daher maximal einen entsprechenden 

Trend. 

Im SED scheinen die Verhältnisse umgekehrt, hier befinden sich bei Schwein 1 etwa 51 

SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 im Kompartiment, während bei Schwein 2 und 3 die Werte auf 65 

bzw. 67 SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 steigen.  

Im Zottenareal können nur sehr vereinzelt im Epithel liegende Zellen beobachtet werden. In 

der Zotten-LP fällt allerdings der markante Abfall an SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 beim abge-

setzten Schwein 2 auf.  
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Diagramm 39: Mittelwertvergleich von SWC3
+
 Zellen/10.000 µm

2
 zwischen den Kompartimen-

ten 
Zusammenfassung der kompartimentspezifischen Werte von Schwein 1 bis 3; Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauen-

milch (SM), kein Futter, gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T 

SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Aufgrund der pro Kompartiment zusammengefassten Daten aller drei Schweine, wie im Dia-

gramm 18 dargestellt, ergeben sich folgende prozentuale SWC3-Zellanteile. Im Zottenepithel 

bleibt der Anteil an SWC3
+
 Zellen unter 1%, im Domepithel liegt er bei 3%. Im Vergleich zur 

Zotten-LP mit 22% SWC3
+
 Zellen liegt der Anteil mit 39% SWC3

+
 Zellen im SED fast dop-

pelt so hoch. Die individuellen Unterschiede zwischen den Schweinen können hierbei natür-

lich nicht mehr erfasst werden. Um weitere Aussagen zu erhalten, wären auch hier Untersu-

chungen an größeren intern homogenen Schweinegruppen erforderlich. 

3.2.9 Zusammenfassung Teil 1 

In der folgenden Tabelle 5 sind die Daten und Zahlen, die sich aus den Dreifach-

Immunfluoreszenzen der Serienschnitte von jedem der drei Schweine ergeben einzeln zu-

sammengefasst. Es sind die Relationen der Marker zu den durch die DAPI-Kernfärbung er-

mittelten durchschnittlichen Gesamtzellzahlen für jedes Schwein in den unterschiedlichen 

Kompartimenten zusammenfassend und prozentual dargestellt. Die bei einem Marker auftre-

tenden signifikanten Unterschiede zwischen den Schweinen innerhalb eines Kompartimentes 

sind durch „*“ entsprechend hervorgehoben.  
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Marker 

S
ch

w
ei

n
 Kompartimente: Zellzahl/10.000 µm

2
 (≙% Anteil) 

Domareal Zottenareal 

DE SED ZE LP 
 

DAPI 
(Gesamtzellzahl) 

1 
133 (≙100%) 155 (≙100%) 153 (≙100%) 106 (≙100%) 

2 
140 (≙100%) 165 

*
(≙100%) 151 (≙100%) 104 (≙100%) 

3 
143 

*
 (≙100%) 149 

***
 (≙100%) 142 (≙100%) 90 

*
 (≙100%) 

Zytokeratin 18 
(M-Zellen; Be-

cherzellen) 

1 
33 (≙25%) - 18 (≙12%) - 

2 
31 (≙22%) - 27 (≙18%) 

**
 - 

3 
35 (≙24%) - 19 (≙13%) - 

 

CD45 
(Leukozyten) 

1 
44 (≙33%) 152 (≙98%) 20 (≙13%) 99 (≙93%) 

2 
62 (≙44%) 163 (≙99%) 25 (≙17%) 102 (≙98%) 

3 
52 (≙36%) 145 (≙97%) 34 (≙24%) 88 (≙98%) 

CD2 
(T-Zellen; nat. 

Killerzellen) 

1 
13 (≙10%) 

* 
33 (≙21%) 21 (≙14%) 

* 
26 (≙25%) 

* 

2 
7 (≙5%) 

* 
39 (≙24%) 43 (≙28%) 

* 
37 (≙36%) 

3 
49 (≙34%) 

*** 
70 (≙47%) 

**(*) 
61 (≙43%) 

** 
46 (≙51%) 

* 

CD4 
(T-Helfer-Zellen) 

1 
2 (≙2%) 20 (≙13%) - 37 (≙35%) 

2 
1 (<1%) 17 (≙10%) 1 (<1%) 17 (≙16%) 

3 
1 (<1%) 26 (≙17%) 1 (<1%) 16 (≙17%) 

CD8 
(zytotox./regulat. 

T-Zellen) 

1 
9 (≙7%) 

** 
23 (≙15%) 9 (≙6%) 15 (≙14%) 

2 
4 (≙3%) 

** 
19 (≙12%) 26 (≙17%) 

0,09 
43 (≙41%) 

0,07 

3 
33 (≙23%) 

*** 
34 (≙23%) 

** 
26 (≙18%) 

** 
30 (≙33%) 

* 

MHC II DR 
(Antigen-präsent. 

Zelle) 

1 
30 (≙23%) 122 (≙79%) 1 (<1%) 62 (≙58%) 

2 
28 (≙20%) 138 (≙74%) - 73 (≙70%) 

3 
26 (≙18%) 100 (≙67%) 

* - 44 (≙49%) 
* 

Ig 
(kurze Immun-

globulinkette λ) 

1 
1 (<1%) 10 (≙6%) 

**; 0,056 - - 

2 
2 (≙1%) 17 (≙10%) 

** - - 

3 - 5 (≙3%) 
** - - 

 

SWC3 

(myeloide Zelle) 

1 
7 (≙5%) 51(≙33%) 1 (<1%) 29 (≙27%) 

2 
3 (≙2%) 65 (≙39%) - 6 (≙6%) 

** 

3 
3 (≙2%) 67 (≙47%) 2 (≙1%) 32 (≙35%) 

Tabelle 6: Zusammenfassung der Dreifach-Fluoreszenzen-Daten aus 3.1.1– 3.1.8 

-: nicht vorhanden bzw. durchschnittliche Zellzahl/10.000 µm
2
 <1; ≙: entspricht prozentualem Anteil im Bezug 

zur durchschnittlichen Gesamtzellzahl des jeweiligen Kompartimentes und Schweines; Schwein1: 28 LT, nicht 

abgesetzt; Schwein 2: 39 LT, am 28. Tag abgesetzt + 10 Tage konventionelles Ferkelfutter; Schwein 3: 150 LT, 

abgesetzt am 28. Tag, dann konventionelles Schweinefutter; *: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 
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Im Domepithel stellt sich die Entwicklung zwischen einem 28 Tage alten und nur gesäugten, 

einem 39 Tage alten abgesetzten und einem 150 Tage alten Landschwein wie folgt dar. Mit 

einer gemittelten Zelldichte von 139 Zellen/10.000µm
2
 ist das Domepithel um etwa 7% weni-

ger dicht als das Zottenepithel. Im Domepithel befinden sich 22 bis 25% Zytokeratin 18
+
 M-

Zellen, welche sich sehr gut morphologisch gegen die ebenfalls Zytokeratin 18
+
 Becherzellen 

des ZE abgrenzen lassen. Durchschnittlich 37% der Zellen in diesem Kompartiment sind 

CD45
+
 und die meisten CD45

+
 Zellen besitzen einen starken Bezug zu den Zytokeratin 18

+
 

intermediären Filamenten der M-Zellen im Domepithel. Sie liegen zu einem großen Teil auf 

der luminalen Seite im Bezug zu den M-Zellkernen.  

CD2
+
 Zellen als Subklasse der CD45

+
 Zellen unterliegen großen Schwankungen von 5 bis 

34%. CD4
+
 Zellen, als Subklasse der CD2

+
 Zellen, spielen im Kompartiment DE mit Vor-

kommen von maximal 2% offensichtlich keine herausragende (quantitative) Rolle. Der Anteil 

eventuell doppelt positiver T-Zellen (CD4
+
/CD8

+
) kann demzufolge die hier angegebenen 

Werte in diesem Kompartiment nicht überschreiten.  

CD8
+
 Zellen, als weitere Subklasse der CD2

+
 Zellen, kommen im DE dagegen wesentlich 

häufiger vor. Die Werte differieren zwischen 3 bis 23%. Die Änderungen der Verhältnisse im 

Anteil an CD8
+
 Zellen spiegeln sich in den Änderungen der Verhältnisse an CD2

+
 Zellen wi-

der. Dabei liegt der Anteil an CD8
+
 Zellen bei Schwein 1 und 2 etwa 2 bis 3% unter dem An-

teil an CD2
+
 Zellen und bei Schwein 3 sogar 11% darunter.  

MHC II DR
+
 Zellen besitzen im Domepithel einen Anteil von 18 bis 23%. 

Zellen, die für den Ig-Marker positiv sind, findet man nur bis zu einem Anteil von maximal 

1% im Kompartiment DE. Bemerkenswert ist hier allerdings bei Schwein 1 das Auftreten von 

luminal liegenden Ig
+
 Konglomeraten in engstem Bezug zu den Zytokeratin 18

+
 M-Zellen.  

Der Anteil an SWC3
+
 Zellen liegt in diesem Kompartiment bei 2 bis 5%. 

 

Im SED befinden sich durchschnittlich 156 Zellen/10.000µm
2
. Dieses Kompartiment weist 

damit die höchste Zelldichte auf. Die Zelldichte beim abgesetzten Schwein 2 liegt allerdings 

gegenüber Schwein 1 mit 165 Zellen/10.000µm
2 

um 6% höher. Demgegenüber weist das äl-

teste Schwein 3 mit 149 Zellen/10.000µm
2
 die geringste Zelldichte auf. Während in diesem 

Kompartiment keine Zytokeratin 18
+
 Zellen zu beobachten sind, liegt der Anteil an CD45

+
 

Zellen bei 97 bis 99%.  

Der Anteil an CD2
+
 Zellen im SED steigt von 21% bzw. 24% bis auf 47% beim 150 Tage 

alten Schwein 3. Die im Gegensatz zum DE im SED mit einem Anteil von 10 bis 17% vor-

handene Subfraktion der CD4
+
 Zellen weist beim abgesetzten Schwein 2 mit 10% den ge-
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ringsten Anteil, aber die größte Streuung auf. Auch die zweite Subfraktion der CD8
+
 Zellen 

zeigt, mit leicht höheren Anteilen von 12% bis 23%, das gleiche Muster. Der Anteil an CD4
+
 

Zellen markiert auch hier gleichzeitig den maximal möglichen Anteil putativ vorhandener 

CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiver T-Zellen. Im SED liegt der Anteil an MHC II DR

+
 Zellen zwi-

schen 67% und 79% und damit etwa dreimal so hoch wie im DE. Ig
+
 Zellen kommen in nen-

nenswerten Mengen nur im SED in unterschiedlichen Anteilen von 6, 10 und 3% vor. Der 

Anteil myeloider SWC3
+
 Zellen ist in diesem Kompartiment mit 33 bis 47% insgesamt am 

höchsten. Die Stichprobenwerte weisen eine große Schwankungsbreite auf. 

 

Das Zottenepithel besitzt mit durchschnittlich 149 Zellen/10.000µm
2
 nach dem SED die  

zweithöchste Zelldichte. Während der Anteil an Zytokeratin 18
+
 M-Zellen im DE annähernd 

gleich bleibt, ist der Anteil an Zytokeratin 18
+
 Becherzellen im ZE beim abgesetzten Schwein 

2 gleichzeitig signifikant unterschiedlich. Hier steigt der Anteil an Zytokeratin 18
+
 Becherzel-

len mit dem Absetzen bis zum 39. Lebenstag auf 18% und liegt damit 50% über dem Niveau 

von 12% beim nicht abgesetzten Schwein 1 bzw. 13% beim alten Schwein 3. Der Anteil 

CD45
+
 leukozytärer Zellen beträgt in diesem Kompartiment 13 bis 24%. Es fällt auf, dass die 

Schwankungsbreite der Stichprobenwerte beim ältesten Schwein 3 am größten und beim 

jüngsten Schwein 1 am kleinsten ist. Im Kompartiment ZE liegt der Anteil an CD2
+
 Zellen 

bei 28 bis 43% und damit fast doppelt so hoch wie der Anteil an CD45
+
 Zellen. CD4

+
 Zellen 

kommen im ZE, wie im DE, nur vereinzelt, insgesamt mit einem Anteil unter 1% vor und 

fallen daher quantitativ nicht auf. Im Gegensatz dazu steigert sich der Anteil an CD8
+
 Zellen 

von 6 auf 18%. Im Zottenepithel treten MHC II DR
+
-, sIg

+
- und SWC3

+
 Zellen quantitativ 

nicht in Erscheinung. 

 

Die Zotten Lamina propria besitzt mit durchschnittlich nur 100 Zellen/10.000µm
2
 die gerings-

te Zelldichte der vier Kompartimente. Auch hier gibt es keine Zytokeratin 18
+
 Zellen. Ver-

gleichbar mit dem SED liegt der Anteil an CD45
+
 Leukozyten mit 93 bis 98% ebenfalls sehr 

hoch. Die Schwankungsbreite der Stichprobenwerte ist auch hier beim ältesten Schwein 3 am 

größten und beim jüngsten Schwein 1 am kleinsten. Wie im darüber liegenden Zottenepithel 

steigt auch in der Zotten Lamina propria der Anteil an CD2
+
 Zellen hier von 25 auf 51% an 

und liegt letztlich um 8% Punkte höher als im Zottenepithel. Damit ist der Anteil an CD2
+
 

Zellen im Vergleich zwischen allen vier Kompartimenten hier am größten. Bei einem durch-

schnittlichen Anteil von 24% CD4
+
 Zellen in der Zotten-LP fällt zudem auf, dass die 
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Schwankungsbreite der Stichprobenwerte hier beim jüngsten Schwein 1 am größten und beim 

alten Schwein 3 am kleinsten ist.  

In der zweiten Subfraktion der T-Zellen ist auch in der Zotten Lamina propria, wie im ZE, 

eine starke Steigerung des Anteiles an CD8
+
 Zellen von 14 bis zu 41% zu beobachten. MHC 

II DR
+
 Zellen erreichen in diesem Kompartiment einen Anteil zwischen 70 und 49%. Dabei 

sinkt der Anteil MHC II DR
+
 Zellen beim 150 Tage alten Schwein 3 wie auch im SED gegen-

über Schwein 1und 2 signifikant ab. Unter den Zellen der Zotten Lamina propria sind bei den 

untersuchten Schweinen keine Ig
+
 Zellen nachzuweisen. Während die myeloiden SWC3

+
 Zel-

len im Kompartiment SED bei Schwein 2 eine Vergrößerung ihres Anteiles erfahren, fällt er 

gleichzeitig in der Zotten-LP signifikant von 27% beim Schwein 1 auf nur noch 6% beim ab-

gesetzten Schwein 2 ab. Schwein 3 weist dann wieder einen hohen Anteil von 35% auf. 

 

Zusammenfassend lassen sich beim Vergleich der Marker und Schweine signifikante Verän-

derungen feststellen, die abhängig vom Absetzen, vom Alter des Schweines und zudem spezi-

fisch für bestimmte Kompartimente sind. Durch die Multifluoreszenzfärbungen der Serien-

schnitte von den jejunalen Darmgewebeproben dieser drei Schweine konnten sehr genaue 

individuelle Zellzahlen für das typische Dom- sowie Zottenareal ermittelt werden. Die größ-

ten und markantesten Veränderungen finden unter den CD2
+
 und CD8

+
 Zellen statt. Ein be-

sonders starker Bezug von immunkompetenten Zellen an Zytokeratin 18
+
 Zellen kann im 

Domareal im Bereich der M-Zellen beobachtet werden. Dabei findet man die im Bezug zu 

den Zytokeratin 18
+
 intermediären Filamenten liegenden immunkompetente Zellen entweder 

luminal (supranuklear) im Bezug zu den M-Zellkernen gelegen oder basal (subnuklear) davon 

innerhalb des Domepithels im Übergangsbereich zum SED. 

3.3 Teil 2 - Verteilung von CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen 

Um die unter 3.2 fest- und dargestellten Differenzen in den Verhältnissen immunkompetenter 

Zellen der beschriebenen Kompartimente der jejunalen Dom- und Zottenareale quantitativ 

und qualitativ noch genauer zu beleuchten, wurden die im Abschnitt Material und Methoden 

(siehe 2.1) aufgelisteten fünf Schweinegruppen mit je vier Tieren hinsichtlich der Oberflä-

chenmarker CD3, CD4 und CD8 ausführlicher untersucht.  

Abbildung 5 im Abschnitt 3.1.1 zeigt einen aus Einzelbildern zusammengesetzten kompletten 

Dünnschnitt des jejunalen Schweinedarmes. Derart aufbereitete Schnitte inklusive der be-
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schriebenen immunhistochemischen Darstellungen der oben genannten Marker bildeten die 

Grundlage für die im Folgenden dargelegten Ergebnisse. 

3.3.1 CD3+ Zellen im Jejunum 

Die hier verwendeten monoklonalen anti- CD3-Antiköper erkennen Epitope auf der extrazel-

lulären CDε Domäne von T-Zellen mit αβ- oder γδ-T-Zell-Rezeptoren. In folgender Abbil-

dung 40 ist ein Dom- und in Abbildung 41 ein Zottenareal beispielhaft dargestellt. Außerdem 

sind die eingezeichneten Kompartimentgrenzen durch rote Linien, die angegebenen Flächen-

inhalte in µm
2
 (rote Zahlen) sowie die gezählten Zellen durch farbige Kreuze visualisiert 

worden.  

 

 

Abbildung 40: Domareal mit CD3
+
 Zellen und Auswerte-Annotationen 

Fast Blue-Färbung (siehe 2.4); blau: CD3
+
 Zellen; rote Linien/Zahlen: Kompartimentgrenzen mit Angabe des 

Flächeninhaltes; farbige Kreuze: gezählte Zellen; typisches Domareal, schwarzer Balken = 30 µm 
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Abbildung 41: Zottenareal mit CD3
+
 Zellen und Auswerte-Annotationen 

Fast Blue-Färbung (siehe 2.4); blau: CD3
+
 Zellen; rote Linien/Zahlen: Kompartimentgrenzen mit Angabe des 

Flächeninhaltes; farbige Kreuze: gezählte Zellen; typisches Zottenareal, schwarzer Balken = 20 µm (oben im 

Bild) 

 

Die in den Abbildungen 40 und 41 dargestellten Dom- und Zottenareale entstammen einem 

150 Tage alten Schwein aus der Gruppe 5. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die Populati-

on der CD3
+
 Zellen über alle Kompartimente erstreckt. Dies ist ebenso bei den anderen 

Schweinegruppen der Fall. Im Folgenden werden die Quantitäten von CD3
+
 Zellen in den 

einzelnen Kompartimenten der fünf Schweinegruppen dargestellt und miteinander verglichen. 
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Abbildung 42: Mittelwertvergleich von CD3
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im DE und ZE 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Das Diagramm in Abbildung 42 zeigt, dass im Domepithel wie im Villusepithel ähnliche Ver-

teilungsmuster der CD3
+
 Zellen zwischen den Gruppen existieren. Im DE und VE haben die 

39 Tage alten und nicht abgesetzten Schweine der Gruppe 2 sowie die 150 Tage alten 

Schweine der Gruppe 5 jeweils signifikant (p < 0,05) mehr CD3
+
 Zellen als die Schweine der 

Gruppen 1, 3 und 4. Im Domepithel liegt der Durchschnitt an CD3
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 bei 

Gruppe 1, 3 und 4 bei 8, während die Zellzahl bei Gruppe 2 mit durchschnittlich 14 CD3
+
 

Zellen/ 10.000µm
2
 fast doppelt so hoch ist und sich damit signifikant von den anderen ge-

nannten Gruppen unterscheidet (p < 0,05; p < 0,001). Die Werte der 39 Tage alten Schweine 

in den Gruppen 3 und 4 bewegen sich mit durchschnittlich 8 bzw. 10 CD3
+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 eher auf dem Niveau der 28 Tage alten Schweine aus Gruppe 1. Ein noch deutli-

cherer signifikanter Unterschied (p < 0,01; p < 0,001) ist bei der Gruppe der 150 Tage alten 

Schweine zu beobachten, die im DE einen Wert von 24 CD3
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 aufweist. 

Damit existieren in den Domepithelien der älteren Schweine etwa dreimal soviele CD3
+
 Zel-

len wie in den nur 28 Tage alten Vergleichstieren.  

Während sich im Zottenepithel die 28 Tage alten Schweine mit durchschnittlich nur 8 CD3
+
 

Zellen/ 10.000µm
2
 ebenso wie die 150 Tage alten Schweine mit etwa 35 CD3

+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 signifikant (p < 0,001) von allen anderen Gruppen unterscheiden, zeigen die Un-

terschiede zwischen den 39 Tage alten Schweinen zwar deutliche Trends, aber nur der Ver-

gleich von Gruppe 2 und Gruppe 3 verweist auf einen signifikanten Unterschied (p < 0,001; 
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Gruppe 2 gegen Gruppe 4: p = 0,16; Gruppe 3 gegen Gruppe 4: p = 0,09). Im ZE wird der 

Anteil an CD3
+
 Zellen im Vergleich der 5 Schweinegruppen mit zunehmendem Alter höher 

und liegt bei den 150 Tage alten Schweinen viermal so hoch wie bei den 28 Tage alten 

Schweinen.  

Im Gegensatz zum DE sind die Unterschiede im Anteil an CD3
+
 Zellen zwischen den 39 Tage 

alten Schweinen und den 28 Tage alten Schweinen deutlich größer. 

 

 

Abbildung 43: Mittelwertvergleich von CD3
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im SED und LP 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Das Diagramm in Abbildung 43 zeigt für die Kompartimente SED und LP der Zotten einen 

steten Anstieg des Anteiles an CD3
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 von Gruppe 1 bis Gruppe 5 auf. Sig-

nifikante Unterschiede finden sich dabei im SED insbesondere zwischen den Werten der 28 

Tage alten nicht abgesetzten Schweine (Gruppe 1; p < 0.001) und den Werten der ebenfalls 

nicht abgesetzten 39 Tage alten Schweine (Gruppe 2; p < 0,01) gegenüber den Werten der E. 

coli behandelten Schweine mit Durchfallsymptomatik aus Gruppe 4. Außerdem zeigen die 

Werte von Gruppe 4 intern die geringsten Schwankungen. Die 150 Tage alten Schweine aus 

Gruppe 5 setzen sich nur durch einen unwesentlich höheren Mittelwert von CD3
+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 unsignifikant und mit einer größeren Streuung der Werte gegen Gruppe 4 ab. Die 

Mittelwertdifferenz dieser Gruppe 5 ist im Vergleich zu Gruppe 1 signifikant (p < 0,05).  

Kompartiment

Zotten Lamina propria LPsubepithelialer Dom SED

M
it

te
lw

e
rt

 Z
e

ll
z
a

h
l

50

40

30

20

10

Fehlerbalken: 95% CI

Gruppe5

Gruppe4

Gruppe3

Gruppe2

Gruppe1

Schweinegruppen



Ergebnisse 

 

94 

In der Lamina propria der Zotten fällt der Unterschied zwischen den Gruppen 1 und 2 gegen 

Gruppe 5 mit p < 0,001 deutlicher aus, während die Differenz zur E. coli Gruppe 4 mit p = 

0,037 bzw. 0,038 in diesem Kompartiment nur ein geringeres Signifikanzniveau erreicht.  

Um die Einflussgrößen genauer ermitteln und beschreiben zu können, wurde mit sämtlichen 

Stichproben aller Tiere aus allen Gruppen für die vier Kompartimente jeweils eine lineare 

Regression mit der abhängigen Variable Zellzahl CD3
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 und den unabhän-

gigen Variablen Alter, Futter, Sauenmilch und „E. coli“ berechnet. In folgender Tabelle 6 

sind diese Werte übersichtlich zusammengefasst. 

 

 

Kompartiment 

Standardisierte Beta-Koeffizienten Bestimmt-

heitsmaß 

(korr. R
2
) 

Alter Futter Sauenmilch „E. coli“ 

DE --- ,80 ,39 ,08 ,57 

SED --- ,39 ,08 ,29 ,15 

ZE --- ,90 ,55 ,28 ,71 

LP --- ,47 ,08 ,19 ,24 

Tabelle 6: Zusammenfassung Lineare Regression CD3 
Die angegebenen Werte resultieren aus den Berechnungen „Multiple Lineare Regression“ mit dem Statistikpro-

gramm SPSS 15. Sämtliche Stichproben der Schweine aller fünf Gruppen des jeweiligen Kompartimentes liegen 

zugrunde. Die Null vor dem Komma wurde weggelassen. ---: ausgeschlossene Variablen 

Wie in Tabelle 6 dargestellt, sind die Werte des Beta-Koeffizienten für die Variable Alter in 

keinem der Kompartimente berechnet wurden. Aufgrund höchster Korrelation zwischen den 

Variablen Alter und Futter wurde die Variable Alter zugunsten der Variable Futter, welche 

höhere Signifikanzen erreicht und weniger stark mit den anderen Variablen korreliert, ausge-

schlossen. Die Variablen Futter, Sauenmilch und „E. coli“ zeigen dagegen nur eine sehr ge-

ringe bis geringe Korrelation untereinander.  

Wie dem Bestimmtheitsmaß R² zu entnehmen ist, können im DE 57% der Variabilität des 

Anteiles an CD3
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 durch den Einfluss der Variablen Futter, Sauenmilch 

und „E. coli“ erklärt werden. Dabei hat die Variable Futter mit einem Beta-Koeffizienten von 

0,8 die größte Gewichtung, gefolgt vom etwa halb so starken Einfluss durch die Sauenmilch. 

Der Faktor „E. coli“, repräsentiert durch den Einfluss des pathogenen E. coli Stammes, wirkt 

auf die CD3
+
 Zellpopulation im Domepithel mit einem Beta-Koeffizienten von 0,08 nur ge-

ring ein.  

Auch im Zottenepithel können 71% der Varianz durch den Einfluss der Variablen Futter, 

Sauenmilch und „E. coli“  erklärt werden. Den stärksten Einfluss besitzt auch hier das Futter, 

gefolgt vom etwa halb so großen Einfluss durch die Sauenmilch. Während der Einfluss der 

Variable „E. coli“ im DE nur sehr gering ist, liegt er im ZE deutlich höher und erreicht einen 
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fast vier Mal so großen Wert. Im Vergleich mit dem DE ist im ZE die Bedeutung der Variable 

„E. coli“ in Relation zur Variable Futter deutlich größer.  

Im SED lassen sich nur 15% der Varianz der CD3+ Zellen mit diesem Modell erklären. Al-

lerdings ist neben dem stärksten Einfluss durch das Futter in diesem Kompartiment die Wir-

kung der Variable „E. coli“ deutlich größer als der Einfluss durch den Faktor Sauenmilch. 

Ein ähnliches Muster ergibt sich für die Lamina propria des Zottenareales. Hier erklären die 

Variablen 24% der Varianz im CD3
+
 Zellpool. Neben dem noch etwas stärkeren Einfluss 

durch das Futter, im Vergleich zum SED, ist auch hier der Effekt durch die Variable „E. coli“ 

größer als durch Sauenmilch.  

3.3.2 CD4+ Zellen im Jejunum 

Wie bereits im Kapitel 3.2.4 ausgeführt, wird CD4 hauptsächlich auf T-Helferzellen expri-

miert. Die Zellen können als einfach CD4
+
 oder als CD4

+
/CD8

+
 doppelt positive Zellen vor-

kommen (Charerntantanakul und Roth 2006; Pescovitz et al. 1998b; Saalmüller et al. 1989; 

Zuckermann und Gaskins 1996). 

Im anschließenden Diagramm der Abbildung 44 sind die Verteilungsverhältnisse der CD4
+
 

Zellen in den Kompartimenten Domepithel und Zottenepithel dargestellt. Wie schon unter 

3.2.4 gezeigt, befinden sich intraepithelial pro 10.000 µm
2
 Fläche nur vereinzelt CD4

+
 Zellen. 

Lediglich im Kompartiment DE hebt sich die Anzahl CD4
+
 Zellen mit 4 pro 10.000 µm

2
 in 

der Gruppe der 150 Tage alten Schweine signifikant gegenüber den anderen Gruppen ab (p < 

0,01). Im Zottenepithel gibt es dagegen zwischen den Gruppen keinen erkennbaren Unter-

schied, hier kommen CD4
+
 Zellen pro 10.000 µm

2
 Fläche in allen Gruppen annähernd gleich 

selten vor. 

 



Ergebnisse 

 

96 

 

Abbildung 44: Mittelwertvergleich CD4
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im DE und ZE 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

 

 

Abbildung 45: Mittelwertvergleich CD4
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im SED und LP 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

In Abbildung 45 sind die Verteilungsverhältnisse der CD4
+
 Zellen in den tiefer gelegenen 

Kompartimenten SED und Zotten-LP dargestellt. Wie schon den Daten aus den Dreifach-

Fluoreszenzfärbungen (siehe Kapitel 3.2.4) zu entnehmen ist, sind im SED etwa 10 bis 17% 
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und in der Zotten-LP ca. 16 bis 35% der Zellen des jeweiligen Kompartimentes positiv für 

CD4. Im SED schwankt die mittlere Zellzahl an CD4
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 zwischen 16 in 

Gruppe 3 und 24 Zellen in Gruppe 5. Nur zwischen diesen beiden Gruppen lässt sich mit p = 

0,098 ein Wert in der Nähe des untersten Signifikanzniveaus feststellen. Die Werte der 28 

Tage alten Schweine aus Gruppe 1 weisen ebenso wie die schweineindividuellen Daten aus 

Teil 1 der Arbeit insgesamt eine größere Streuung als die 39 Tage alten Schweine aus den 

Gruppen 2 bis 4 auf. 

In der Zotten-LP steigt die mittlere Zellzahl an CD4
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 von 19 Zellen in den 

Gruppen 1 und 2 über 22 bzw. 24 Zellen in den Gruppen 3 und 4 auf 29 Zellen in Gruppe 5 

an. Während es zwischen den Gruppen 1 bis 4 keine signifikanten Unterschiede gibt, ist die 

Mittelwertdifferenz zwischen den Gruppen 1 und 2 zur Gruppe 5 sowie zwischen den Grup-

pen 3 und 5 hochsignifikant (p < 0,01 bzw. 0,001). Der Unterschied zwischen Gruppe 4 und 5 

verfehlt mit p = 0,059 nur knapp das 5%ige Signifikanzniveau.  

Um die Einflussgrößen auch hier besser darstellen zu können, wurde mit sämtlichen Stich-

proben aller Tiere aus allen Gruppen für drei der vier Kompartimente jeweils eine lineare Re-

gression mit der abhängigen Variable Zellzahl CD4
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 und den unabhängi-

gen Variablen Alter, Futter, Sauenmilch und „E. coli“ berechnet. In folgender Tabelle 7 sind 

diese Werte übersichtlich zusammengefasst. 

 

 

Kompartiment 

Standardisierte Beta-Koeffizienten Bestimmt-

heitsmaß 

(korr. R
2
) Alter Futter Sauenmilch „E. coli“ 

DE --- ,58 ,03 ,02 ,31 

SED --- ,34 ,01 ,05 ,10 

ZE n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 

LP --- ,53 ,07 ,15 ,28 

Tabelle 7: Zusammenfassung Lineare Regression CD4 
Die angegebenen Werte resultieren aus den Berechnungen „Multiple Lineare Regression“ mit dem Statistikpro-

gramm SPSS 15. Sämtliche Stichproben der Schweine aller fünf Gruppen des jeweiligen Kompartimentes liegen 

zugrunde. Die Null vor dem Komma wurde weggelassen.; ---: ausgeschlossene Variablen; n.b.: nicht berechnet 

Wie in Tabelle 7 dargestellt, ist die Variable Alter aufgrund höchster Korrelation zwischen 

den Variablen Alter und Futter ausgeschlossen worden. Außerdem wurden die Beta-

Koeffizienten und das Bestimmtheitsmaß für das Kompartiment Zottenepithel nicht berech-

net, da hier keine relevanten Werte und Unterschiede dargestellt werden konnten. 

Obwohl die absoluten Mittelwerte im Kompartiment Domepithel mit nur einer bis vier CD4
+
 

Zellen/ 10.000µm
2
 auf einem sehr niedrigen Niveau liegen, zeigt das Bestimmtheitsmaß, dass 
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mit diesem Modell dennoch 31% der Varianz dieser Variable erklärt werden können. Dabei 

hat das Futter mit einem Beta-Koeffizienten von 0,58 den größten Anteil, die Faktoren Sau-

enmilch mit 0,03 und „E. coli“ mit 0,02 liegen in derselben Größenordung und fallen gegen-

über der Variable Futter kaum ist Gewicht.  

Im SED können mit dem Modell insgesamt nur 10% der Varianz aufgeklärt werden, so dass 

dieses hier keine große Erklärungskraft besitzt. Mit einem Beta-Koeffizienten von 0,34 hat 

auch hier das Futter den größten Einfluss. Obwohl die Wirkung der Variablen Sauenmilch mit 

0,01 und „E. coli“ mit 0,05 sehr klein ausfällt, hat dabei die Komponente „E. coli“ einen 

fünffach höheren Anteil. 

In der Zotten-LP kann das statistische Modell 28% der Varianz erklären. Auch hier stellt die 

Variable Futter mit einem Beta-Koeffizienten von 0,53 den größten Einfluss auf die Anzahl 

an CD4
+
 Zellen im Kompartiment dar. Die Einwirkung der Variable Sauenmilch mit 0,07 und 

der Variable „E. coli“ mit 0,15 ist in diesem Kompartiment mehrfach größer als in den Kom-

partimenten des Domareales. Dabei hat der Faktor „E. coli“ hier einen doppelt so starken 

Einfluss wie die Sauenmilch. 

Sämtliche Korrelationswerte der in Tabelle 7 aufgeführten unabhängigen Variablen, deren 

Werte in die lineare Regression eingegangen sind, liegen unter 0,5 und zum Teil unter 0,2. 

Die Variablen korrelieren untereinander daher nur sehr gering bis gering. 

3.3.3 CD8+ Zellen im Jejunum 

Wie im Teil 1 Kapitel 3.2.5 bereits ausgeführt, kann der auch hier benutzte monoklonale An-

tiköper periphere T-Zellen und natürliche Killerzellen darstellen. Im Vergleich zu den CD3
+
 

und CD4
+
 Zellen stellt sich der Unterschied in der Verteilung der CD8

+
 Zellen zwischen den 

Gruppen in den Kompartimenten DE, ZE und LP besonders deutlich dar. Am geringsten sind 

die Unterschiede im SED ausgeprägt. In Abbildung 46 sind die Verhältnisse und Anteile an 

CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 in den epithelialen Kompartimenten DE und ZE im Vergleich dar-

gestellt. 

 



Ergebnisse 

 

99 

 

Abbildung 46: Mittelwertvergleich CD8
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im DE und ZE 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Es ist zu erkennen, dass sich die Verteilungsmuster zwischen den Gruppen im Dom- und im 

Zottenepithel ähneln. Dabei liegen die absoluten Zahlen der Mittelwerte im Villusepithel in 

den Gruppen 2 bis 5 höher und in Gruppe 1 etwas niedriger.  

Im Domepithel des jejunalen Darmes befinden sich bei den 28 Tage alten Schweinen der 

Gruppe 1 durchschnittlich nur 4 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
. In der nicht abgesetzten und 39 

Tage alten Gruppe 2 liegt dieser Wert mit 9 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 doppelt so hoch und 

unterscheidet sich damit signifikant von dem der jüngeren Gruppe (p < 0,01). Darüber hinaus 

liegt er bei der E. coli belasteten Gruppe 4 sogar bei 11 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 und damit 

fast drei Mal so hoch wie in der Gruppe 1 (p<0,001). Die abgesetzte Gruppe 3 ohne E. coli 

Belastung zeigt gegenüber Gruppe 1 auch den Trend zur Zunahme von CD8
+
 Zellen. Bei den 

Gruppen der 39 Tage alten Tiere untereinander ist der Unterschied zwischen Gruppe 3 und 4 

signifikant (p=0,001). Zwischen Gruppe 3 und 2 sowie zwischen den Gruppen 2 und 4 gibt es 

keine signifikanten Unterschiede. Die Gruppe 5 der 150 Tage alten Schweine hebt sich mit 

durchschnittlich 24 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 signifikant von den anderen Gruppen ab (p < 

0,001).  

Im Zottenepithel besitzen die 28 Tage alten Schweine der Gruppe 1 durchschnittlich nur 2 

CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
, so dass der Unterschied zu den 39 Tage alten Schweinen mit im 

Mittel 14 bzw. 15 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 bei Gruppe 2 bzw. 4 und 8 CD8

+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 bei Gruppe 3 noch deutlicher ausfällt. Außer bei Gruppe 2 und Gruppe 4, zwi-

Kompartiment

Zottenepithel ZEDomepithel DE

M
it

te
lw

e
rt

 Z
e

ll
z
a

h
l

50

40

30

20

10

0

Fehlerbalken: 95% CI

Gruppe5

Gruppe4

Gruppe3

Gruppe2

Gruppe1

Schweinegruppen



Ergebnisse 

 

100 

schen denen keine signifikanten Differenzen festgestellt werden können, unterscheiden sich 

alle anderen Gruppen signifikant untereinander (p < 0,001). Das Kompartiment Zottenepithel 

zeigt bei der Anzahl an CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 im Vergleich mit allen anderen Komparti-

menten und Markern insgesamt die größten Unterschiede. Durchschnittlich 2 CD8
+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 bei den 28 Tage alten Schweinen stehen hier durchschnittlich 38 CD8

+
 Zellen/ 

10.000µm
2
 bei den 150 Tage alten Schweinen gegenüber, ein Wert, der immerhin fast um das 

Zwanzigfache größer ist.  

 

 

Abbildung 47: Mittelwertvergleich CD8
 +

 Zellen/ 10.000µm
2
 im SED und LP 

Gruppe 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, krank; Gruppe 5: 

150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund; Fehlerbalken = 95% Konfidenzintervall 

Das Diagramm in Abbildung 47 zeigt die im Gegensatz zu den Kompartimenten DE und ZE 

unterschiedlichen Verteilungsmuster von CD8
+
 Zellen zwischen den Gruppen in den Kompar-

timenten SED und LP auf. Während der Anteil an CD8
+
 Zellen im SED in allen Gruppen auf 

einem hohen Level annähernd gleich ist und sich nur die E. coli belastetete Gruppe 4 von 

Gruppe 3 und gegen Gruppe 2 signifikant absetzt (p < 0,05), gestaltet sich das Verteilungs-

muster in der Zotten Lamina propria ähnlich wie in den epithelialen Kompartimenten. Gruppe 

1 mit durchschnittlich 10 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 unterscheidet sich signifikant von Gruppe 

2 mit 13 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
(p < 0,05), von Gruppe 5 mit 24 CD8

+
 Zellen/ 10.000µm

2
 

(p < 0,01) sowie von Gruppe 4 mit 18 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 (p < 0,001). Darüber hinaus 

unterscheidet sich Gruppe 3 mit 12 CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 von Gruppe 4 (p < 0,01) und von 
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Gruppe 5 (p < 0,05). Zudem setzt sich Gruppe 4 ebenso signifikant gegen Gruppe 2 ab (p < 

0,05).  

Zur besseren Darstellung der entscheidenden Einflussgrößen, wurde auch in diesem Falle mit 

sämtlichen Stichproben aller Tiere aus allen Gruppen für die vier Kompartimente jeweils eine 

lineare Regression mit der abhängigen Variable Zellzahl CD8
+
 Zellen/ 10.000µm

2
 und den 

unabhängigen Variablen Alter, Futter, Sauenmilch und „E. coli“ berechnet. In folgender Ta-

belle 8 sind die ermittelten Werte zusammengefasst. 

 

 

Kompartiment 

Standardisierte Beta-Koeffizienten Bestimmt-

heitsmaß 

(korr. R
2
) Alter Futter Sauenmilch „E. coli“ 

DE --- ,88 ,24 ,26 ,66 

SED --- ,05 ,02 ,27 ,04 

ZE --- ,99 ,32 ,27 ,81 

LP --- ,59 ,15 ,32 ,30 

Tabelle 8: Zusammenfassung Lineare Regression CD8 
Die angegebenen Werte resultieren aus den Berechnungen „Multiple Lineare Regression“ mit dem Statistikpro-

gramm SPSS 15. Sämtliche Stichproben der Schweine aller fünf Gruppen des jeweiligen Kompartimentes liegen 

zugrunde. Die Null vor dem Komma wurde weggelassen. ---: ausgeschlossene Variablen 

Im Domepithel können, wie das Bestimmtheitsmaß R² zeigt, 66% der Varianz mit diesem 

Modell erklärt werden. Den größten Anteil hat auch hier mit einem Beta-Koeffizienten von 

0,88 die Variable Futter. Mit den Beta-Koeffizienten 0,24 und 0,26 ist der Einfluss der Vari-

ablen Sauenmilch und „E. coli“ in diesem Kompartiment annähernd gleich groß, beträgt aber 

nur etwa ¼ von dem der Variable Futter. 

Im profunder gelegenen Kompartiment SED reicht das Modell nur zur Erklärung von 4% der 

Varianz aus und ist damit nur beschränkt geeignet, diese angemessen zu fassen.  

Im Kompartiment Zottenepithel können jedoch immerhin 81% der Varianz an CD8+ Zellen 

mit diesem Modell erklärt werden. Während die Variable Futter mit dem im Vergleich höchs-

ten Beta-Koeffizienten von 0,99 auch hier den größten Einfluss hat, erreichen die Variablen 

Sauenmilch und „E. coli“ mit den Beta-Koeffizienten 0,32 und 0,27 jeweils nicht ganz 1/3 

dieser Wirkung.  

In der Zotten Lamina propria kann das Modell 30% der Varianz an CD8
+
 Zellen erklären. Mit 

dem Beta-Koeffizienten von 0,59 ist auch in diesem Kompartiment des Zottenareales der Ein-

fluss des Futters am größten. Die Variable „E. coli“ trägt hier mit einem Beta-Koeffizienten 

von 0,32 nur etwa halb so stark wie die Variable Futter zur Varianzaufklärung bei. Die Vari-

able Sauenmilch mit ihrem Beta-Koeffizienten von 0,15 erreicht wiederum nur die Hälfte des 

Einflusses der Variable „E. coli“. 
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Zur Berechnung wurde auch hier die Variable Alter aufgrund sehr hoher Korrelation mit der 

Variable Futter zugunsten der Variable Futter, welche z.T. höher mit der abhängigen Variable 

korreliert, ausgeschlossen. Alle anderen Variablen zeigen sehr geringe Korrelationen unter-

einander. 

3.3.4 Darstellung CD3, CD4 und CD8 durch Fluoreszenzfärbungen  

Um neben den immunhistochemischen Einzelfärbungen der Marker CD3, CD4 und CD8 zu-

sätzliche Informationen zu deren Verteilung und ihrem Bezug zueinander zu erhalten, wurde 

die in den folgenden Abbildungen 48 (Domareal) und 49 (Zottenareal) dargestellte Dreifach-

fluoreszenz-Färbung etabliert. Diese Darstellung erfolgte nur an Proben der 39 Tage alten 

Tiere aus der gesunden abgesetzten Schweinegruppe 3. 

Es lässt sich feststellen, dass im Zotten- wie im Domareal nahezu alle CD4
+
 und CD8

+
 Zellen 

auch CD3 positiv sind. Der Anteil an CD3
-
 Zellen, die entweder CD4

+
 oder CD8

+
 sind, liegt 

unter 1%.  

Im Domareal liegt der Anteil einfach CD3
+
 Zellen im Epithel wie im subepithelialen Bereich 

unter 1%. Diese wenigen Zellen sind außerdem augenscheinlich besonders stark positiv für 

den Marker CD3 im Vergleich mit den für mehrere Marker positiven Zellen. Die Verteilung 

der CD3
+
 und CD3

+
/CD8

+
 doppelt positiven Zellen erstreckt sich deutlich über beide Kom-

partimente des Domareales. CD4
+
 sowie CD3

+
/CD4

+
 und CD4

+
/CD8

+
 doppelt bzw. 

CD3
+
/CD4

+
/CD8

+
 dreifach positive Zellen erscheinen dagegen fast nur im SED. Die Fraktion 

der CD4
+
/CD8

+
 doppelt bzw. CD3

+
/CD4

+
/CD8

+
 dreifach positiven Zellen beträgt maximal 

1% der markierten Zellen im gesamten untersuchten Domareal. 
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Abbildung 48: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Domareales; CD3; CD4; CD8 
CD3 = rot; CD8 = grün; CD4 = blau; weiße Sterne = Darmlumen. Länge der weißen Linie = 20µm; Domareal, 

unten im Bild die zugrundeliegenden Einzelbilder mit entsprechender farblicher Umrandung 

Im Zottenareal (siehe Abbildung 49) sind CD3
+
 und CD3

+
/CD8

+
 doppelt positive Zellen in 

beiden Kompartimenten zu finden. Im Zottenepithel sind 40 bis 60% der markierten Zellen 

CD8
-
 und dabei stark CD3

+
. Die CD3

+
 einfach positiven Zellen liegen intraepithelial eher 

zum Darmlumen hin. Die CD3
+
/CD8

+
 doppelt positiven Zellen etwas tiefer auf der epithelia-

len Seite der Basalmembran (siehe auch Abbildung 7 in Abschnitt 3.1.2). CD4
+
 einfach-, 

CD3
+
/CD4

+
-, CD4

+
/CD8

+
 doppelt bzw. CD3

+
/CD4

+
/CD8

+
 dreifach positive Zellen erscheinen 

auch hier, bis auf einzelne Ausnahmen, nur in der Zotten Lamina propria. Der Anteil 
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CD4
+
/CD8

+
 doppelt bzw. CD3

+
/CD4

+
/CD8

+
 dreifach positiver Zellen ist auch im untersuch-

ten Zottenareal nicht größer als 1%. 

 

 

 

 

   

Abbildung 49: Dreifach-Fluoreszenzfärbung eines Zottenareales; CD3; CD4; CD8 
CD3 = rot; CD8 = grün; CD4 = blau; weiße Sterne = Darmlumen. Länge der weißen Linie = 20µm; Zottenareal, 

rechts im Bild die zugrundeliegenden Einzelbilder mit entsprechender farblicher Umrandung 

3.3.5 Zusammenfassung CD3/4/8 T-Zell-Verteilung in Dom und Zotten 

Die Mittelwertvergleiche inklusive der Tamhane-Posthoc-Mehrfachvergleiche zur Ermittlung 

der Signifikanzen stellen deutlich die existierenden starken Differenzen a) zwischen den 

Schweinegruppen, b) zwischen den Dom- und Zottenarealen und c) zwischen den epithelialen 

Kompartimenten DE/ ZE und den tiefer gelegenen Kompartimenten SED/ LP dar und liefern 
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zugleich belast- sowie vergleichbares Zahlenmaterial für die definierten Kompartimente. Die 

aus den fünf Schweinegruppen extrahierbaren Einflussgrößen Futter, Sauenmilch und „E. 

coli“ wirken a) verschieden auf die dargestellten Zellpopulationen und b) auch unterschied-

lich stark auf die differenzierten jejunalen Schweinedarmkompartimente ein.  

Für das aus den unterschiedlichen Schweinegruppen abgeleitete lineare Regressionsmodell 

mit den Einflussgrößen bzw. unabhängigen Variablen Alter/ Futter, Sauenmilch und „E. coli“ 

lässt sich zusammenfassend feststellen, dass die Effekte auf das Epithel im Dom- wie im Zot-

tenareal stets größer sind. Im Umkehrschluß sind die Einflüsse der unabhängigen Variablen 

des Modelles auf die tiefer gelegenen Kompartimente insgesamt stets kleiner. Die Verhältnis-

se der Einflussgrößen zueinander sind zwischen den Markern und Kompartimenten unter-

schiedlich. Die gleichzeitige Darstellung der Marker CD3, CD4 und CD8 mittels Dreifach-

Fluoreszenzmarkierung zeigt beispielhaft die Lage und den Bezug der Marker sowie Zellen 

zueinander auf. 

3.4 Teil 3 In-situ-Hybridisierung von IL2-, IL4-, IL10- und IFNγ-

mRNS 

Aufgrund geringer Mengen sowie zeitlich begrenzter Lagerungsfähigkeit der per in-vitro-

Transkription hergestellten DIG-markierten RNS-Sonden wurden diese, wie unter 2.6. be-

schrieben, regelmäßig neu hergestellt und anschließend entsprechend getestet und eingestellt 

(siehe 2.7). 

In der Auswertung wurden nur die Zellen als positiv bewertet, welche bei Einsatz der entspre-

chenden antisense-Sonde einen deutlichen Farbniederschlag im Zytoplasma bei gleichzeitig 

aufgehelltem Kernareal zeigten, während die parallel durchgeführte Hybridisierung mit der 

komplementären sense-Sonde keine analogen Signale lieferte. Aufgrund eines nicht elimi-

nierbaren Hintergrundsignales vor allem im Bereich der Becherzellen und Kryptenregionen, 

konnte nicht immer ein optimales Signal-Hintergrund-Verhältnis dargestellt werden. 

Die Einteilung der Schweinegruppen ist unter 2.1 in Tabelle 1 dargestellt. Die in-situ-

Hybridisierungen wurden wie unter 2.8 beschrieben durchgeführt. 

3.4.1 Verteilung von IL2-mRNS+ Zellen 

Der Nachweis von IL2-mRNS
+
 Zellen per isH stellt den funktionellen (Teil-) Status der T-

Zellen auf transkriptioneller Ebene, ungeachtet transkriptioneller und translationaler Regula-
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tionsmöglichkeiten, in situ dar. In folgender Abbildung 50 ist eine Übersicht ausgewählter in-

situ-Hybridisierungen aus den Gruppen 1, 3 und 5 inklusive einer negativen Kontrolle (Grup-

pe 5; sense-Sonde) beispielhaft dargestellt. Dabei ist auf der rechten Seite jeweils ein vergrö-

ßerter Ausschnitt des linken Bildes zu sehen.  
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Abbildung 50: Übersicht IL-2 mRNS In-situ-Hybridisierung 
links: ausgewählte Domareale aus den Gruppen 1, 3 und 5; Vergrößerung x 200, roter Maßstabsbalken = 50 µm; 

rechts: vergrößerte Ausschnitte aus den Abbildungen von links; weitere Erklärungen im folgenden Text 
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In Abbildung 50, in den oberen beiden Bildern, sind links in 200facher Vergrößerung (siehe 

roter Maßstabsbalken a 50 µm) zwei nebeneinander liegende Domareale aus einem Schwein 

von Gruppe 1 (28 Lebenstage; nur Sauenmilch) dargestellt. Rechts ist der vergrößerte Aus-

schnitt mit den beiden Anteilen Domepithel und subepithelialer Dom zu erkennen. In den 

Domarealen aus den jejunalen Peyerschen Platten der Schweine der Gruppe 1 sind keine IL2-

mRNS
+
 Zellen darstellbar. Ebenso sind in den Domarealen der Gruppe 2 (39 Lebenstage; 39 

Tage Sauenmilch; nicht abgesetzt; gesund) keine IL2-mRNS
+
 Zellen nachzuweisen. 

Die zweite Bildzeile in Abbildung 50 zeigt links wieder ein komplettes Domareal aus einem 

Schwein der Gruppe 3 und rechts den entsprechenden markierten und vergrößerten Aus-

schnitt. Beispielhaft ist hier für die Gruppe 3 (39 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 10 Tage 

konventionelles Ferkelfutter; gesund) und die Gruppe 4 (39 Lebenstage; 28 Tage Sauenmilch; 

10 Tage konventionelles Ferkelfutter; krank; Durchfall nach E. coli „Abbottstown“) ein Do-

mareal aus Gruppe 3 mit einigen IL2-mRNS
+
 Zellen in den Bereichen Domepithel und sube-

pithelialer Dom dargestellt. Im Ausschnitt rechts ist bei den IL2-mRNS
+
 Zellen deutlich der 

im Zytoplasma gelegene Farbniederschlag und das gleichzeitig aufgehellte Kernareal der Zel-

le zu erkennen. In den Gruppen 3 und 4 stehen einige wenige Domareale mit wenigen IL2-

mRNS
+
 Zellen (wie beispielhaft dargestellt) neben einer Mehrheit von Domarealen ohne IL2-

mRNS
+
 Zellen. Außerdem lassen sich insbesondere innerhalb dieser beiden Gruppen markan-

te Unterschiede in der Anzahl darstellbarer IL2-mRNS
+
 Zellen, deren Färbeintensität und dem 

Signal-Hintergrundverhältnis zwischen den einzelnen Schweinen feststellen. Auch innerhalb 

eines Gewebeschnittes, z.B. in zwei verschiedenen Domarealen, lassen sich derartige Unter-

schiede diagnostizieren.  

In den vier Bildern der dritten und vierten Zeile in Abbildung 50 ist zweimal das Domareal 

eines Schweines aus der Gruppe 5 (150 Lebenstage; links in Vergrößerung x 200 + rechts 

entsprechender Ausschnitt) gezeigt. Während in der untersten Zeile 4 die negative Kontrolle 

mit der entsprechenden IL-2 sense Sonde (ohne IL2-mRNS
+
 Zellen) zu sehen ist, sind in Zeile 

3 viele sich deutlich vom Hintergrund abhebende IL2-mRNS
+
 Zellen, vor allem im subepithe-

lialen Dom, zu erkennen. Innerhalb der Gruppe 5 beinhalten die meisten Domareale größere 

Anhäufungen von deutlich IL2-mRNS
+
 Zellen. Aber auch hier sind einige Domareale ohne 

bzw. mit nur sehr wenigen IL2-mRNS
+
 Zellen zu finden.  

Die in den Follikeln vorhandenen IL2-mRNS
+
 Zellen befinden sich hauptsächlich im Bereich 

des Follikelmantels und sind bei den Schweinen aus den Gruppen 4 und 5 am deutlichsten 

darstellbar. 
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Im Gegensatz zu den Domarealen sind im Bereich der Zotten (Epithel und Zotten Lamina 

propria) in keiner Schweinegruppe deutlich IL2-mRNS
+
 Zellen detektierbar. Es kann aller-

dings nicht gänzlich ausgeschlossen werden, dass sich im Bereich eines stärkeren Hinter-

grundsignales vor allem in den epithelialen Regionen der Krypten nicht darstellbare IL2-

mRNS
+
 Zellen befinden. 

3.4.2 Verteilung von IL4-mRNS+ Zellen 

Die in den folgenden Abbildungen 51 und 52 durch die isH dargestellten IL4-mRNS
+
 Zellen 

spiegeln einen Teil des funktionellen Zustandes der CD4
+
 T-Zellen in den betrachteten Area-

len auf transkriptioneller Ebene wider. In folgender Abbildung 51 ist eine Übersicht ausge-

wählter in-situ-Hybridisierungen aus den Gruppen 1, 2, 4 und 5 beispielhaft dargestellt. Dabei 

ist auf der linken Seite jeweils mindestens ein Domareal inklusive dem dazugehörigen Folli-

kel beispielhaft aus einer Schweinegruppe mit einem Vergrößerungsfaktor x 100 (roter Maß-

stabsbalken = 100 µm) und rechts das gleiche Domareal ohne Follikel mit einem Vergröße-

rungsfaktor x 200 (roter Maßstabsbalken = 50 µm) zu sehen. In Abbildung 52 sind links die 

gleichen Domareale aus den gleichen Schweinegruppen dargestellt wie in Abbildung 51, 

rechts befindet sich hier jeweils der vergrößerte markierte Ausschnitt. 
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Abbildung 51: Übersicht IL-4 mRNS In-situ-Hybridisierung 
links: ausgewählte Domareale mit dazugehörigem Follikel aus den Gruppen 1, 2, 4 und 5 Vergrößerung x 100, 

roter Maßstabsbalken = 100 µm; rechts: die gleichen Domareale wie links in der Vergrößerung x 200, roter 

Maßstabsbalken = 50 µm; weitere Erklärungen im Text 
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Abbildung 52: Übersicht IL-4 mRNS In-situ-Hybridisierung 
links: ausgewählte Domareale aus den Gruppen 1, 2, 4 und 5 Vergrößerung x 200,  roter Maßstabsbalken = 50 

µm (siehe Abbildung 51); rechts: vergrößerte Ausschnitte aus den Abbildungen von links; weitere Erklärungen 

im Text 
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Wie aus den Bildern der isH von Gruppe 1 (28 Lebenstage) hervorgeht, kommen in dieser 

Schweinegruppe zwar deutlich IL4-mRNS
+
 Zellen in den Mantelzonen der Follikel und intra-

follikulär vor, aber in keinem Domareal sind entprechende IL4-mRNS
+
 Zellen nachweisbar 

(siehe Bilder in Zeile 1 der Abbildungen 51 und 52). Auch wenn das Domareal nah über dem 

Follikel liegt, enthält es keine IL4-mRNS
+
 Zellen. Im Vergleich zu den anderen Gruppen sind 

die Signale etwas schwächer ausgeprägt. 

In den Gruppen 2, 3 und 4 (alle 39 Lebenstage; nicht abgesetzt + gesund; abgesetzt + gesund; 

abgesetzt + krank) erscheint die Verteilung ähnlich. In allen drei Gruppen gibt es viele deut-

lich IL4-mRNS
+
 Zellen, vor allem in den Mantelzonen der Follikel (siehe Bilder in Zeile 2 

und 3 in Abbildung 51 und Zeile 3 in Abbildung 52). Wie an dem Domareal von einem 

Schwein aus Gruppe 2 beispielhaft dargestellt (siehe Zeile 2 in Abbildung 52), sind in diesen 

Domarealen keine deutlich IL4-mRNS
+
 Zellen zu finden. Bei der Mehrheit der Domareale in 

diesen Gruppen reichen die IL4-mRNS
+
 Zellen nicht bis in den subepithelialen Dom hinauf.  

Die mit Abstand deutlichsten IL4-mRNS
+
 Zellen sind in den Follikeln und Domarealen der 

Proben aus den Schweinen der Gruppe 5 (150 Lebenstage) zu finden (siehe Bilder der Zeilen 

4 in Abbildung 51 und 52). Dabei besitzt die Mehrzahl der Domareale dieser Gruppe viele 

deutlich positive IL4-mRNS
+
 Zellen.  

In allen Schweinegruppen sind gruppen- wie auch objektinterne Differenzen in der Anzahl 

der positiven Zellen, der Intensität der Färbungen und im Signal-Hintergrundverhältnis zu 

beobachten.  

Im Bereich des zum Lumen hin gerichteten Zottenepithels und der Zotten Lamina propria 

können in keiner Schweinegruppe deutlich IL4-mRNS
+
 Zellen detektiert werden. Lediglich an 

der Basis einiger Zotten, in direkter Assoziation zu einem stark positiven Follikel bei Schwei-

nen aus Gruppe 5, lassen sich entsprechende Zellen nachweisen. Es kann auch hier nicht völ-

lig ausgeschlossen werden, dass sich im Bereich eines stärkeren Hintergrundsignales, vor al-

lem in den epithelialen Regionen der Krypten, nicht darstellbare IL4-mRNS
+
 Zellen befinden. 

3.4.3 Verteilung von IL10-mRNS+ Zellen 

In nachfolgender Abbildung 53 ist auf transkriptionaler Ebene der funktionelle Zustand von 

IL10-mRNS
+
 Zellen verschiedener Schweine in den betrachteten Kompartimenten durch die 

isH festgehalten. Dabei sind auf der linken Seite Domareale mit dazugehörigen Follikeln mit 

einem Vergrößerungsfaktor x 100 (roter Maßstabsbalken = 100 µm) und rechts jeweils der 

vergrößerte markierte Ausschnitt dargestellt. 
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Abbildung 53: Übersicht IL10 mRNS In-situ-Hybridisierung 
links: ausgewählte Domareale mit dazugehörigem Follikel aus den Gruppen 1, 3, 4 und 5 Vergrößerung x 100, 

roter Maßstabsbalken = 100 µm; rechts: vergrößerte Ausschnitte aus den Abbildungen von links; weitere Erklä-

rungen im Text 
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Die Bilder in der ersten Zeile unter Abbildung 53 zeigen beispielhaft, dass bei den Schweinen 

aus der Gruppe 1 (28 Lebenstage), im Mantel des Follikels sowie im Domareal deutlich IL10-

mRNS
+
 Zellen zu finden sind. Neben Domarealen ohne IL10-mRNS

+
 Zellen konnten in der 

Gruppe 1 bei zwei von vier Schweinen einzelne Domareale mit eindeutig IL10-mRNS
+
 Zellen 

dargestellt werden. Weiterhin sind IL10-mRNS
+
 Zellen in den interfollikulären Zonen nach-

zuweisen. 

Auch in den Gruppen 2, 3 und 4 mit 39 Lebenstagen sind Follikel mit IL10-mRNS
+
 Zellen, 

vornehmlich innerhalb der Mantelzone, sowie interfollikulär gelegene IL10-mRNS
+
 Zellen 

darstellbar. In allen drei Gruppen sind teilweise beieinanderliegende Domareale ohne und mit 

IL10-mRNS
+
 Zellen in unterschiedlicher Anzahl und Intensität zu finden. Die Bilder in Zeile 

2 aus Abbildung 53 zeigen im vergrößerten Ausschnitt recht intensiv IL10-mRNS
+
 Zellen im 

Domareal eines Schweines aus Gruppe 3, während in Zeile 4, im Ausschnitt eines Domarea-

les von einem Schwein aus Gruppe 4, keine entsprechend positiven Zellen zu finden sind. 

In den Proben der 150 Tage alten Tiere aus Gruppe 5 lassen sich, wie in den Bildern aus Zeile 

4 der Abbildung 53 dargestellt, in den meisten Follikeln und Domarealen viele stark IL10-

mRNS
+
 Zellen nachweisen. Ebenso sind regelmäßig auch interfollikulär gelegene IL10-

mRNS
+
 Zellen zu finden. 

In der Lamina propria der Zotten sind in keiner Gruppe deutlich IL10-mRNS
+
 Zellen detek-

tierbar. Durch ungünstige Signal-Hintergrund-Verhältnisse im Bereich der Krypten und Be-

cherzellen kann das Vorhandensein von IL10-mRNS
+
 Zellen in den entsprechenden Epithe-

lien jedoch nicht ausgeschlossen werden. 

3.4.4 Verteilung von IFNγ-mRNS+ Zellen  

In der folgenden Abbildung 54 spiegeln die per isH dargestellten IFNγ -mRNS
+
 Zellen einen 

Teil des funktionellen Zustandes in den betrachteten Arealen auf transkriptioneller Ebene wi-

der. Gezeigt sind links Domareale von Schweinen aus den Gruppen 1, 3, 4 und 5 in den Ver-

größerungen x 100 und x 200 (100 µm und 50 µm Maßstabsbalken) mit und ohne dazugehö-

rigem Follikel. Rechts ist der jeweils markierte vergrößerte Ausschnitt aus dem linken Bild 

dargestellt. 
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Abbildung 54: Übersicht IFNγ mRNS In-situ-Hybridisierung 
links: ausgewählte Domareale mit/ohne dazugehörigem Follikel aus den Gruppen 1, 3, 4 und 5 Vergrößerung x 

100 und x 200, roter Maßstabsbalken = 100 µm bzw. 50 µm; rechts: vergrößerte Ausschnitte aus den Abbildun-

gen von links; weitere Erklärungen im Text 
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In den 28 Tage alten Schweinen der Gruppe 1 finden sich IFNγ-mRNS
+
 Zellen regelmäßig in 

den Mantelregionen der Follikel sowie interfollikulär. Auch einige Domareale in dieser Grup-

pe besitzen wenige IFNγ-mRNS
+
 Zellen. In Abbildung 54 sind in der Zeile 1 im linken Bild 

zwei nebeneinander liegende Domareale mit Follikel inklusive IFNγ-mRNS
+
 Zellen gezeigt. 

Der vergrößerte Ausschnitt rechts stellt einige am Übergang vom Follikel zur Basis des Do-

mareales gelegene IFNγ-mRNS
+
 Zellen dar. 

In den 39 Tage alten Schweinen der Gruppen 2, 3 und 4 sind IFNγ-mRNS
+
 Zellen außer im 

Follikelmantel ebenfalls in vereinzelten Domarealen epithelial wie subepithelial vorhanden 

(siehe Bild links in Zeile 3, Abbildung 54; Gruppe 4). Die Mehrheit der Domareale ist aber 

auch hier frei von IFNγ-mRNS
+
 Zellen, wie in Zeile 2 unter Abbildung 54 an einem Aus-

schnitt aus einem Schwein von Gruppe 3 gezeigt ist. 

Die 150 Tage alten Schweine der Gruppe 5 besitzen in den meisten ihrer Domareale (epitheli-

al wie subepithelial) viele deutlich IFNγ-mRNS
+
 Zellen. Dies ist in den beiden Bildern in Zei-

le 4 von Abbildung 54 exemplarisch dargestellt. Auch in dieser Gruppe existieren entspre-

chende IFNγ-mRNS
+
 Zellen hauptsächlich in den Mantelzonen der Follikel sowie interfolli-

kulär. 

In keiner der Gruppen sind IFNγ-mRNS
+
 Zellen im Bereich der Zotten Lamina propria nach-

weisbar. Im Bereich der Zottenepithelien kann, vor allem in den Kryptenregionen, aber ein 

Vorhandensein IFNγ-mRNS
+
 Zellen aufgrund des schlechteren Signal-Hintergund-

Verhältnisses nicht gänzlich ausgeschlossen werden. 

3.4.5 Zusammenfassung isH 

Die relativ starken und deutlichen Unterschiede der Anteile immunkompetenter Zellen in den 

Kompartimenten von Dom- und Zottenareal können auf funktioneller Ebene durch die Dar-

stellung der Zytokin-mRNS nur in gewissen Grenzen ergänzt werden. Wie in den vorange-

gangenen Kapiteln dargestellt, liegt die meiste Aktivität auf transkriptionaler Ebene in den 

tiefer gelegenen Bereichen der Follikel und hier, neben wenigen interfollikulär gelegenen 

positiven Zellen, hauptsächlich in den Gebieten der Mantelzone. Die Region des Follikelman-

tels mit ihren Zytokin-mRNS-positiven Zellen stellt sich nie ringförmig geschlossen, sondern 

immer zum Dom hin geöffnet dar. Im Vergleich zu IL-2 sind die IL-4-, IL-10- und IFNγ-

mRNS-positiven Zellen in diesem Areal auch bei den jüngeren Schweinen deutlicher darstell-

bar.  
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Eindeutige stark positive Signale für alle untersuchten Zytokine gibt es in den Domarealen 

der 150 Tage alten Schweine der Gruppe 5. Die große Mehrheit der positiven Zellen liegt 

dabei immer im SED.  

Dagegen finden sich nur in einigen Domarealen von 28 Tage alten Schweinen aus der Gruppe 

1 nur wenige IFNγ-mRNS
+
- und etwas mehr IL-10-mRNS

+
 Zellen. IL-2- und IL-4-mRNS 

konnten in dieser Gruppe 1 im Domareal nicht nachgewiesen werden. 

In den Gruppen 2, 3 und 4, bei den Schweinen mit je 39 Lebenstagen und unterschiedlichen 

Einflüssen durch Futter, Sauenmilch und pathogenen E. coli Bakterien gibt es in jeder Gruppe 

vereinzelte Domareale mit einigen deutlich positiven Zellen für die untersuchten Zytokine, 

die zwischen der Mehrheit von Domarealen ohne entsprechend positive Zellen liegen.  

Vergleichbar deutlich Zytokin-mRNS-positive Zellen, wie in den Follikel- und Domarealen, 

sind in den Zottenarealen des jejunalen Schweinedarmes für keines der untersuchten Zytokine 

nachzuweisen. Einschränkend muss erwähnt werden, dass das Vorhandensein Zytokin-

mRNS-positiver Zellen in den Kryptenepithelien und epithelialen Bereichen mit vielen Be-

cherzellen, in denen ein schlechtes Signal-Hintergrund-Verhältnis besteht, nicht völlig ausge-

schlossen werden kann.  

Innerhalb aller Schweinegruppen sowie auch innerhalb einzelner Gewebeschnitte existieren, 

trotz weitgehend homogener Versuchsbedingungen, Schwankungen in der Anzahl und der 

Signalintensität der nachweisbar Zytokin-mRNS-positiven Zellen in den untersuchten Kom-

partimenten. Es können dadurch aktivere und weniger bis nicht aktive Areale abgegrenzt wer-

den. 

Folgende Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der isH für alle Zytokin-mRNS-Nachweise abschlie-

ßend zusammen. 
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IF
N

γ
 

5
 - (++) +(++) - - +++ + 

4
 - (+) - (+) - - +++ - (+) 

3
 - (+) - (+) - - +++ - (+) 

2
 - (+) - (+) - - +++ - (+) 

1
 - - (+) - - ++(+) - (+) 

IL
-1

0
 

5
 - (+) +(++) - - +++ + 

4
 - - (+++) - - +++ - (+) 

3
 - - (+++) - - +++ - (+) 

2
 - - (+++) - - +++ - (+) 

1
 - - (+++) - - ++(+) - (+) 

IL
-4

 

5
 - ++(+) - - (+) +++ + 

4
 - - (+) - - +(++) - (+) 

3
 - - (+) - - +(++) - (+) 

2
 - - (+) - - +(++) - (+) 

1
 - - - - ++(+) - (+) 

IL
-2

 

5
 - (+) +++ - - +++ + 

4
 - (+) +(+) - - +(++) - (+) 

3
 - (+) +(+) - - +(++) - (+) 

2
 - - - - +(++) - (+) 

1
 - - - - +(+) - 
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Tabelle 9: Übersicht Zytokin mRNS Transkription in den Kompartimenten (IL-2-, IL-4-, IL-10- 

und IFNγ-mRNS) 
- : nicht nachweisbar; +: 1-9 positive Zellen; ++: ≥ 10 positive Zellen; +++: ≥ 20 positive Zellen pro Komparti-

ment; Mehrfachangaben und Klammern symbolisieren Differenzen innerhalb der Gruppen sowie auch innerhalb 

der Gewebeschnitte. 
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4 Diskussion 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen sind vor dem Hintergrund zu betrach-

ten, dass sich das intestinale Epithel im Zeitraum von etwa drei Tagen durch mitotische Tei-

lungen der in den Krypten gelegenen epithelialen Stammzellen mit nachfolgender Differen-

zierung der Zellen während ihrer Wanderung über die Flanken zum apikalen Dom- bzw. Zot-

tenpol permanent erneuert (Altmann und Enesco 1967; Leblond und Walker 1956). Insofern 

stellt jede einzelne Untersuchung die Momentaufnahme eines zeitlich begrenzten Zustandes 

dar, während das gesamte System beeinflusst durch verschiedene Umweltfaktoren kontinuier-

lich umgebaut wird. Es kommt dabei stetig entweder lokal oder systemisch und in unter-

schiedlichen Geschwindigkeiten zu kleinen oder auch großen Veränderungen. Einflussgrößen 

dieses Wandels sind z.B. das Eindringen von Viren, Adhärenz oder gar die Invasion von Bak-

terien, toxische oder mechanische Beanspruchungen, die Zusammensetzung des Futters, die 

Wasserverfügbarkeit oder der pH-Wert.  

 

Die vorliegende Arbeit liefert in diesem Bedingungsrahmen einen detaillierten qualitativen 

sowie quantitaven Einblick in die Entwicklung und Verteilung der immunkompetenten Zellen 

des jejunalen Schweinedarmes während des Absetzens der Ferkel und darüber hinaus. Im Fo-

kus dieser Arbeit standen dabei insbesondere die direkt an das Darmlumen angrenzenden 

epithelialen Areale der Domregionen der Peyerschen Platten sowie der Zotten (DE und ZE) 

und die durch eine Basalmembran abgegrenzten direkt darunter gelegenen Kompartimente 

subepitheliaer Dom (SED) sowie die Zotten Lamina propria (LP) im direkten Vergleich zuei-

nander. Insgesamt wurden fünf differente Schweinegruppen sowie drei ausgewählte Einzeltie-

re miteinander verglichen. Zur Darstellung der relevanten Zellpopulationen wurden von kryo-

konservierten Proben hergestellte Kryodünn-Serienschnitte mit (mehrfach-) fluoreszenz- und 

immunhistochemischen Methoden behandelt. Die gewählte Schnittdicke von nur 5µm ermög-

licht dabei die Darstellung nur einer Lage der Zellen des Gewebes. Damit wird die Differen-

zierung einzelner markierter Zellen deutlich erleichtert. Sämtliche derart dargestellten Zellpo-

pulationen wurden für die folgenden quantitativen Auswertungen separat „per Hand“ am 

Mikroskop ausgezählt. Dadurch konnten alle relevanten Zellen a) korrekt den einzelnen 

Kompartimenten zugeordnet werden, b) korrekt gegeneinander abgegrenzt sowie c) ggf. ein-

zeln qualitativ beurteilt und augenscheinlich in Bezug zu anderen angrenzenden Zellen gesetzt 

werden. Unvermeidliche Schwankungen in der Intensität der Färbungen (vor allem der Mehr-

fach-Fluoreszenzdarstellungen) sowie Probleme mit vielen einzelnen aber eng beieinander 
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liegenden Zellen, welche von automatisierten Systemen gar nicht, schlecht bzw. nur mit gro-

ßen Fehlern behaftet ausgewertet werden könnten, sind bei der Zählung „per Hand“ leicht 

auszugleichen bzw. treten gar nicht erst auf. Nachteilig erweist sich hierbei aber der deutlich 

höhere Zeitaufwand.  

Für die Ermittlung der individuellen Gesamtzellzahlen und als Grundlage für den Vergleich 

aller Zellzahlen der einzelnen definierten Kompartimente sowie zwischen den einzelnen Tie-

ren und Schweinegruppen war die Normierung der Zellzahlen auf eine Fläche von 10.000µm
2
 

nötig, um diese miteinander vergleichbar zu machen. Bestehende Zählweisen wie etwa die 

Ermittlung von Zellen pro 100 Enterozyten (Chu et al. 1982), Zellen pro mm Basalmembran 

oder Zellen pro Sichtbereich bei einem bestimmten Vergrößerungsfaktor waren für die spezi-

fische Fragestellung der Arbeit ungeeignet. So wären zum einen alle Enterozyten nur durch 

eine zusätzliche Markierung darstell- und gegen andere Zelltypen im Epithel abgrenzbar. Zum 

anderen unterscheidet sich ihr Anteil zwischen Zotten- und Domareal, so dass eine Zählung 

über die Enterozyten diese Differenzierung nicht hätte abbilden können. Aufgrund der Tatsa-

che, dass das Epithel im Domareal durch in den M-Zelltaschen beherbergte Lymphozyten 

streckenweise „mehrschichtig“ oder zumindest mächtiger ist als das Epithel im Zottenareal, 

sind beide Kompartimente nicht direkt miteinander vergleichbar. Zudem ließe sich auf der 

Basis eines solchen Vorgehens nur schwer ein Bezug zu den größeren subepithelialen Kom-

partimenten herstellen (Makala et al. 2000). Gleiches gilt darüber hinaus auch für den Bezug 

der Zellen zur Basalmembran, insbesondere dann, wenn beispielsweise nicht nur eine direkte 

Assoziation von Zellen in eben diesem Bereich betrachtet werden soll (Bimczok et al. 2006). 

Eine Auszählung pro Sichtfeld würde auch nur dann sinnvoll erscheinen, wenn jedes gezählte 

Sichtfeld immer nur eines der Kompartimente repräsentieren würde, was in den Experimenten 

dieser Arbeit nicht zu verwirklichen war (Bianchi et al. 1992). 

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurden für die Darstellung der Mittel-

wertunterschiede der T-Test eingesetzt sowie darüber hinaus Einfaktorielle Varianzanalysen 

(ANOVA) durchgeführt. Um zusätzliche Erkenntnisse gewinnen und die untersuchten Ein-

flußgrößen (Alter, Futter, Sauenmilch und „E. coli“) in ihren Wirkungen auf die Komparti-

mente genauer beschreiben zu können, wurden speziell im Teil 2 der Arbeit, wie in den Ab-

bildungen 4a und 4b übersichtlich dargestellt, zusätzlich lineare Regressionsanalysen durch-

geführt (Benmarzouk-Hidalgo et al. 2011; Nosho et al. 2010; Petrescu et al. 2010; Zhu et al. 

2009). Vorraussetzung für derartige Analysen ist eine Normalverteilung der Daten. Während 

nicht-parametrische Tests auf Normalverteilung, wie etwa der Kolmogorov-Smirnov-Test, 

stets auf eine perfekte Normalverteilung hin prüfen, liegen mittlerweile einige Simulations-
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studien vor, die prüfen, ab welchen Werten von einer extremen Abweichung von der Normal-

verteilung auszugehen ist, die verzerrte Modellschätzungen nach sich ziehen kann. Dabei wird 

von Grenzwerten ausgegangen, die eine Schiefe der Verteilung >|2| und eine Kurtosis >|7| als 

problematisch einstufen (Chou et al. 1991; Finch und West 1997). Die in die Analyse einbe-

zogenen Daten zeigten vor diesem Hintergrund keine extreme Abweichung von der Normal-

verteilungsannahme.  

Neben der Datenerhebung zur qualitativen und quantitaven Darstellung der Entwicklung und 

Verteilung von immunkompetenten Zellen im jejunalen Schweinedarm wurden in dieser Ar-

beit auch funktionelle Untersuchungen durchgeführt, um den Immunstatus der beteiligten 

Zellen in den betrachteten Gewebeabschnitten und Kompartimenten in situ demonstrieren zu 

können. Zu diesem Zweck wurden für den Nachweis funktioneller regulatorischer Prozesse 

auf Transkriptionsebene eine Reihe (DIG-markierter-) RNS-Sonden kreiert sowie entspre-

chende Plasmide hergestellt und kloniert. In diesem Zusammenhang musste festgestellt wer-

den, dass trotz intensiver Bemühungen, den Prozess der Sondenherstellung durch Standardi-

sierungen soweit als möglich zu optimieren, qualitative sowie quantitative Schwankungen der 

Sondenqualität nicht gänzlich zu vermeiden waren. Durch entsprechende qualitative Absiche-

rungen, interne Kontrollen und Vergleiche von Probe-In-situ-Hybridisierungen der hergestell-

ten Sonden konnte ein vertretbarer Standard etabliert werden. Zudem wurden möglichst meh-

rere verschiedene Gewebeschnitte unterschiedlicher Gruppen, inklusive Kontrollen, in einem 

Ansatz mit derselben Sondencharge durchgeführt, um eine direkte Vergleichbarkeit zu ge-

währleisten. Aufgrund eines nicht eliminierbaren Hintergrundsignales, vor allem im Bereich 

von Becherzellen und in den Kryptenregionen, konnte nicht immer ein optimales Signal-

Hintergrund-Verhältnis dargestellt werden, so dass eine korrekte Auswertung hier nicht mög-

lich war und das Vorhandensein Zytokin-mRNS-positiver Zellen in diesen Arealen nicht ab-

schließend beurteilt werden konnte. Im Rahmen der Untersuchungen (isH) wurde zudem fest-

gestellt, dass sich die Schnittdicke von 5µm, welche für die Fluoreszenz- und Immunhisto-

chemische Darstellung ideal war, eher als nachteilig herausgestellt hat, da hier nur sehr 

schwache Signale erhalten werden konnten. Als vorteilhaft für die Signalstärke hat sich eine 

Schnittdicke von 12µm erwiesen, welche im Teil 3 der Arbeit daher konsequent beibehalten 

wurde. Nachteil hierbei ist die Tatsache, dass die Zelldichte im Schnitt höher liegt und bildli-

che Darstellungen der in-situ-Hybridisierungen teilweise etwas unscharf erscheinen können. 

 

In den folgenden Abschnitten der Diskussion wird auf die einzelnen Marker und die dadurch 

repräsentierten Gewebebestandteile sowie Zellpopulationen spezifisch eingegangen. Dabei 
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werden die Ergebnisse der Arbeit in funktionelle, physiologische Abläufe eingeordnet und die 

ermittelten Daten zum aktuellen Forschungsstand in Beziehung gesetzt. 

 

Eine Hauptfunktion des GALT ist die u.U. lebenswichtige Unterscheidung zwischen harmlo-

sen und potentiell gefährlichen Antigenen. Dafür stehen dem Organismus schon auf der ersten 

Verteidigungsstufe der angeborenen Immunität verschiedene Erkennungssysteme zur Verfü-

gung. Neben einer ganzen Reihe von Toll-like-Rezeptoren (TLR), die in der Lage sind Bakte-

rien, Viren, Pilze sowie Protozoen zu erkennen, existieren mit den NOD-like-Rezeptoren 

(NLR), welche bakterielle Produkte erkennen können und RIG-like-Rezeptoren (RLR), die 

virales Material detektieren, synergistisch wirkende Systeme, deren intrazellulär wirkende 

Schlüsselfaktoren beispielsweise NFκB, MAP-Kinasen und Caspase 1 sind. Auf dieser Ebene 

bestehen bereits regulative Mechanismen, die die Balance zwischen positiver und negativer 

Regulation des Immunsystems steuern und eine Immun-Homöostase erhalten können. Der 

Erkennung von Antigenen mit pathogenem Potential muss entsprechend eine Immunantwort 

folgen. So wird z.B. TLR 5 vorwiegend in die Lamina propria abgegeben, wo es dann bakte-

rielles Flagellin detektieren kann, was wiederum die Bildung von IgA-bildenden Plasmazellen 

induziert und die Entwicklung von antigenspezifischen Th1 Zellen fördert (Creagh und 

O'Neill 2006; Kanneganti et al. 2007; Kelly und Conway 2005).  

Eine weitere lange bekannte Schnittstelle zum adaptiven Immunsystem stellt die Sekretion 

von Interleukin-1 dar. Es ist beteiligt an der Induktion lokaler Entzündungsreaktionen sowie 

an der Entstehung von Fieber. Außerdem wird in den Endothelzellen die Bildung von Selekti-

nen stimuliert und so auch die Diapedese der in der Blutbahn zirkulierenden Leukozyten er-

möglicht. Durch eine Entzündungsreaktion können Endothelzellen verdrängt und die Ba-

sallamina sowie das umliegende Bindegewebe geschädigt werden. Unter anderem sind auch 

die M-Zellen Bildungsorte für Interleukin-1 (Pappo und Mahlman 1993; Shirkey et al. 2006; 

Vezina et al. 1995).  

Sind keine pathogenassoziierten Merkmale und Virulenzfaktoren vorhanden, auf welche die 

oben genannten Systeme reagieren können, wie dies bei Nahrungsmittelbestandteilen im All-

gemeinen sowie bei der kommensalen Mikroflora zumindest zum Teil der Fall ist, dürfen ent-

zündliche Prozesse nicht eingeleitet, sondern müssen abgeschaltet bzw. herunterreguliert und 

durch Toleranzmechanismen ersetzt werden. Dies geschieht, den durch die Umweltfaktoren 

vorgegebenen Umständen entsprechend, im Wechselspiel mit bzw. in der Weiterführung zur 

zytokinregulierten adaptiven Immunantwort bzw. Toleranzinduktion. Dabei werden die kom-

plexen regulatorischen Systeme auf der einen Seite durch den Wirt kontrolliert sowie anderer-
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seits durch die mikrobiellen Einflüsse im positiven wie im negativen Sinne manipuliert (Kelly 

et al. 2005).  

Das Absetzen der Ferkel vom Muttertier geht mit einschneidenden Veränderungen für den 

Organismus und großen Modifikationen im Darmlumen einher. Neben den in dieser Arbeit 

speziell ausgewählten und untersuchten Einflussgrößen Alter, Futter, Sauenmilch sowie der 

Reaktion auf den pathogenen Erregerstamm E. coli „Abbottstown“ existieren noch viele wei-

tere bei lebenden Tieren nicht auszuschließende Einflussgrößen, welche letztendlich in der 

Gesamtbetrachtung ebenfalls berücksichtigt werden müssen (De Walle et al. 2010; Gutierrez 

2010; Hühn et al. 2007; Maresca et al. 2008; Reiners et al. 2007; Zabielski et al. 2008).  

 

Ein wichtiger Punkt sowie eine Voraussetzung für die Beantwortung der Fragestellungen die-

ser Arbeit war zunächst die Visualisierung der Basalmembran als diejenige Komponente, 

welche die zum Lumen hin gelegenen epithelialen Kompartimente (Dom- und Zottenepithel; 

DE und ZE) von den tiefer gelegenen Kompartimenten subepithelialer Dom (SED) und Zot-

ten Lamina propria (LP) als natürliche Grenze trennt. Für die Darstellung der Basalmembran 

wurde der monoklonale anti-Laminin-beta 1 Antikörper (Klon LT3, siehe Tabelle 10 im An-

hang) eingesetzt. Die Basallamina ist Bestandteil der Basalmembranen und deren Laminine 

sind große heterotrimere, nichtkollagene Glykoproteine, die ubiquitär in derselben vorkom-

men. Sie interagieren miteinander und bilden so mehr oder weniger kontinuierliche Membra-

nen. Außerdem sind sie assoziiert mit Entactin (Nidogen), Kollagen Typ IV und dem Proteo-

glycan Heparansulfat (Eriksen et al. 1990; Yamamoto et al. 2008).  

Wie in den Abbildungen 6 (Domareal) und 7 (Zottenareal) des Ergebnisteiles (3.1.2) veran-

schaulicht, lässt sich die Basallamina insgesamt sehr gut darstellen. Dabei fällt augenschein-

lich auf, dass die Laminin
+
-Strukturen im Dombereich insgesamt schwächer ausfallen und im 

Vergleich mit dem Zottenareal häufigere sowie größere Unterbrechungen aufweisen. Dieser 

Befund ist in ähnlicher Weise auch bei anderen Tieren zu finden (McClugage et al. 1986; 

Neutra et al. 2001; Takeuchi und Gonda 2004). Auch dem follikelassoziierten Epithelium der 

Kaninchen fehlen die subepithelial gelegenen Myofibroblasten, welche unter dem Zotte-

nepithel eine Scheide bilden. Außerdem ist auch bei Ratten und Affen die Basallamina des 

follikelassoziierten Epitheliums vom Dom gegenüber den Zotten durch fehlendes Laminin-2 

und eine höhere Porösität gekennzeichnet. Die vorhandenen Löcher sind in Zotten- sowie 

Dombereich unterschiedlich verteilt und in der Nähe vieler M-Zellen größer. Die Existenz der 

Poren in der Basalmembran korrespondiert mit der Passage immunkompetenter Zellen in die 

Taschen der M-Zellen bzw. in das Epithel der Zotten. Dies ist auch auf den oben angegeben 
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Abbildungen nachvollziehbar (McClugage et al. 1986; Neutra et al. 2001; Takeuchi und Gon-

da 2004). Weil das in dieser Arbeit dargestellte Laminin-beta 1 ubiquitär und somit auch in 

den Basallaminas der Gefäßwände vorkommt, können auch die multiplen Anfärbungen in der 

Lamina propria des SED und der Zotten erklärt werden. Es dürfte sich hierbei hauptsächlich 

um die Basallaminas der subepithelial gelegenen Gefäßnetze handeln. In den gefäßlosen 

epithelialen Komponenten kommen derartige zusätzliche Anfärbungen dementsprechend so 

nicht vor.  

 

Bemerkenswert und zu beachten ist auch die unterschiedliche Lage der in den epithelialen 

Kompartimenten zusätzlich dargestellten immunkompetenten Zellen in ihrem Bezug zur Ba-

salmembran. Es ist deutlich eine intraepithelial zwischen den Enterozyten liegende Zell-

schicht (nukleares Level) ohne Kontakt zur Basallamina von einer etwas tiefer unterhalb der 

Enterozyten gelegenen (subnuklearen, intraepithelialen) Schicht mit deutlichem Kontakt zur 

Basallamina zu unterscheiden. Bereits 1982 wurde durch Chu et al. eine Einteilung der 

epithelialen Lymphozyten nach ihrer Lage im Bezug zu den Epithelzellen (subnukleares, nuk-

leares und supranukleares Level) geschaffen (Chu et al. 1982). Ähnliche Verhältnisse be-

schreibt Vega-Lopez auch 1993, wobei sich die „apikal im Epithel“ (= intraepithelial zwi-

schen den Enterozyten und supranuklear davon) gelegenen Zellen CD2
+
 CD4

-
 CD8

-
 darstel-

len. Die subnuklear an der Basalmembran gelegenen Zellen exprimieren dagegen CD8
+
 

(Vega-Lopez et al. 1993). Wie die Dreifachfluoreszenzbilder mit der Darstellung von CD3
+
, 

CD4
+
 und CD8

+
 Zellen illustrieren, stellen sich auch hier zwei zu differenzierende in-

traepitheliale Zellpopulationen dar. Während sich vor allem im Zottenepithel die intraepitheli-

al zwischen den Enterozyten liegenden Zellen fast ausschließlich CD3
+
 darstellen, sind die 

tiefer subnuklear gelegenen intraepithelialen Zellen mit Kontakt zur Basallamina außerdem 

deutlich CD8
+
. Die klar erkennbaren Intensitätsunterschiede in der CD3-Darstellung lassen 

sich darauf zurückführen, dass die Dichte von CD3 auf CD2
+
 und CD8

+
 Zellen relativ gering 

und heterogen ist, während sie auf CD2
-
 und CD8

-
 Zellen höher und eher homogen erscheint 

(Pescovitz et al. 1998a; Piriou-Guzylack und Salmon 2008; Yang et al. 1996). Da diese Be-

obachtungen in der Arbeit nur beispielhaft dargestellt wurden, fanden diese Differenzen bei 

der Auszählung intraepithelialer Lymphozyten im DE und ZE in der Folge keine Berücksich-

tigung. Eine ähnliche Trennung differenter Zellen konnte innerhalb des Domepithels nicht 

festgestellt werden. Gleichwohl markiert auch hier die Basallamina deutlich die Grenze zwi-

schen den Kompartimenten und trennt dabei Areale mit unterschiedlichen Konzentrationen 

von differenten immunkompetenten Zelltypen gegeneinander ab. Von der Basallamina als 
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Grenze zur Lamina propria hin betrachtet, kommt es augenscheinlich vor allem im Zottenare-

al eher zu einer geringgradigen Akkumulation von immunkompetenten Zellen in Richtung 

Basallamina als zum Zentrum hin. Im subepithelialem Dom ist dieser Effekt offensichtlich 

wesentlich geringer und die immunkompetenten Zellen erscheinen eher gleichmäßig verteilt.  

 

Die in dieser Arbeit ermittelten Gesamtzellzahlen der einzelnen jejunalen Kompartimente 

sind hier als Grundlage für die Angabe von Relationen weiterer Zelltypen verwendet worden 

und können so auch künftig ein adäquates Bezugssystem für weitere Forschungen darstellen. 

Die repräsentativen Gesamtzellzahlen aus dieser Arbeit verdeutlichen, wie sehr sich die Zell-

dichte in den verschiedenen Kompartimenten, trotz ihrer Nähe zueinander, z.T. grundlegend 

unterscheidet. Dieser Umstand bleibt in vielen Studien völlig unberücksichtigt.  

Unabhängig von der Darmlänge lassen sich für die so beobachteten Zellen „komparti-

mentspezifische Konzentrationsmaße“ ermitteln und letzendlich in unterschiedlichen Studien 

vergleichen. Die Ergebnisse sind hier also sehr spezifisch für den jejunalen Schweinedarm 

und können nicht auf andere Bereiche übertragen werden. Zum einen ändert sich die Zusam-

mensetzung der Zellen in den unterschiedlichen Darmabschnitten und zum anderen sind die 

Abschnitte morphologisch unterschiedlich gestaltet sowie individuell unterschiedlich lang 

(Barman et al. 1997; Garside et al. 2004; Larsen und Landsverk 1986; Pabst 1987; Pabst und 

Rothkötter 2006; Pond und Mersmann 2001). Die relative Verteilung der von Pabst und Tre-

pel geschätzten Gesamtanzahl von 320 x 10
9
 Lymphozyten im gesamten Lymphsystem bzw. 

den pro Tag in den mesenterialen Lymphknoten 7 x 10
9
 neugebildeten Lymphozyten stellt 

sich nach den durchgeführten Labelling- und Migrationsexperimenten für den Darmbereich 

wie folgt dar. In die Dünndarmmukosa wandern etwa 38,6-55,4% der Lymphozyten, auf die 

PP entfallen 1,2-2,7% der Zellen. Im Colon halten sich 2,1-3,2% der Lymphozyten auf, wobei 

in den mesenterialen Lymphknoten 14,2-24,8% der untersuchten Zellen wiederzufinden sind. 

Die restlichen Zellen verteilen sich in dieser Untersuchung auf Milz, Knochenmark, Blut, 

Leber, Lunge, inguinale und zervikale Lymphknoten sowie die Tonsillen (Pabst und Trepel 

1979). Kenntnisse darüber, in welchem Zeitrahmen sich welche Zielzellen mit welcher Dauer 

in den Kompartimenten tatsächlich aufhalten existieren bislang jedoch nicht. Darüber hinaus 

kann in diesem Zusammenhang auch die Frage nach dem Einfluss von Zottenlänge und Kryp-

tentiefe auf die Zellzahlen gestellt werden. Zottenlänge und Kryptentiefe werden u.a. durch 

die lokal in der Lamina propria gelegene und vegetativ innervierte Lamina muscularis mu-

cosae reguliert. Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass beide Eigenschaften nicht durch 

Probiotikagabe wie z.B. Enterococcus faecium affektiert werden (Scharek et al. 2005). Ande-
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re Faktoren wie z.B. psychologischer Stress besitzen demgegenüber deutliche Auswirkungen 

auf die Zottenlänge, die Kryptentiefe, die Apoptoserate sowie die Enzymfunktionen und da-

mit auch auf die Zellzahlen und die Darmgesundheit (Boudry et al. 2007).  

 

Im Teil 1 dieser Arbeit wurden auch die M-Zellen in den Domepithelien der Peyerschen Plat-

ten des jejunalen Schweinedarmes untersucht. Nachgewiesenermaßen exprimieren M-Zellen 

selbst neben den Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR4 auch den TLR9, was darauf schließen 

lässt, dass sie über die LPS-Detektion hinaus auch durch die Möglichkeit der Erkennung von 

bakteriellen bioaktiven Oligonukleotiden und ihren engen Kontakt zu dem konduktiven Teil 

des Immunsystemes initial an der Immunantwort beteiligt sind (Brayden et al. 2005; Shimosa-

to et al. 2005; Tohno et al. 2005; Tyrer et al. 2006). Sie unterscheiden sich von Epithelzellen 

durch eine fehlende hochorganisierte „brush border“ (Mikrovilli) mit ihrer Glykokalyx samt 

digestiver Enzyme. Sie können dafür aber zur Antigentranslokation mehr Transportsysteme, 

wie z.B. Clathrin-vermittelte-Endozytose, Aktin-abhängige-Phagozytose, Flüssig-Phase-

Pinozytose realisieren (Neutra et al. 2001; Niedergang und Kweon 2005). Die M-Zellen kön-

nen mit immunkompetenten Zellen besetzte Taschen besitzen und kommen augenscheinlich 

am häufigsten und ausgeprägtesten an den Flanken der Domareale vor. Speziell das follikel-

assoziierte Epithel entwickelt sich nach Makala ab Tag 10 von einer ein- zu einer vielschich-

tigen Struktur (Makala et al. 2000). Dieser Befund scheint insbesondere auf die mit Lympho-

zyten beladenen Taschen der M-Zellen zurückzuführen zu sein, da sich die immunkompeten-

ten Zellen in Bezug zu den Zellkernen der M-Zellen hauptsächlich in den Taschen auf der 

luminalen Seite befinden (supranuklear). Die immunkompetenten Zellen können aber auch 

direkt „unterhalb“ der M-Zellen (subnuklear) sowohl auf der epithelialen Seite als auch auf 

der dem subepithelialem Dom zugewandten Seite der Basalmembran liegen (siehe Abbildung 

15).  

Die in dieser Arbeit detektierten immunkompetenten Zellen im Bereich der M-Zellen waren 

positiv für mindestens einen der Marker CD45, CD2, CD4; CD8, MHCII DR, Ig oder SWC3. 

Ein augenscheinlich verstärkter Bezug zu den M-Zellen ließ sich für CD45
+
-, CD2

+
-, CD8

+
- 

sowie MHCII DR
+
- und SWC3

+
-positive Zellen feststellen.  

Untersuchungen haben gezeigt, dass eine aktive Rolle der M-Zell-assoziierten Lymphozyten 

bei Induktion und Regulation der Immunantwort naheliegend ist, da ihre Anzahl nach Appli-

kation von Bakterien zunimmt. Außerdem konnte beobachtet werden, dass unter derartigen 

Umständen große Mengen von Lymphozyten per M-Zell-vermittelter Diapedese auch ins 

Darmlumen übertreten können (Makala et al. 2004; Regoli et al. 1994). Die M-Zellen können 
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daher als spezielle Verlängerung der Keimzentren der Follikel angesehen werden, da sich ihr 

funktioneller Einfluss durch B- und T-Zell-Interaktionen letztlich auch auf die Vorgänge im 

Keimzentrum zur Differenzierung und zum Überleben von B-Zellen auswirkt (Farstad et al. 

1994; Yamanaka et al. 2001). Ältere Kanülierungsexperimente weisen die jejunalen PP schon 

länger als Quelle von spezifischen IgA Plasmablasten aus (Husband und Gowans 1978; Hus-

band und Lascelles 1974). 

Eine Beteiligung der Immunglobulin-positiven B-Zellen an der Entwicklung von Immunant-

worten stellt sich auch durch die in dieser Arbeit festgestellten deutlichen quantitativen Ände-

rungen dar. Während in den untersuchten Kompartimenten des Zottenareales gar keine Ig
+
 B-

Zellen nachzuweisen waren und ihr Anteil im Domepithel bei maximal 1% liegt, erreicht ihr 

Anteil im subepithelialen Dom beim 28 Tage alten Schwein 1 6%. Davon unterscheidet sich 

der Anteil beim 39 Tage alten und abgesetzten Schwein 2 mit 10% deutlich, während das 150 

Tage alte Schwein 3 nur noch 3% Ig
+
 B-Zellen aufweist. Die erhöhten Werte des Schweines 2 

lassen sich vermutlich auf die größeren Anforderungen an immunmodulatorische Anpassun-

gen während des Absetzprozesses zurückführen. Vor diesem Hintergrund ließen sich die ge-

ringeren Zellanteile beim 150 Tage alten Schwein 3 als eine bereits erfolgte Anpassung an die 

vorliegenden Umweltfaktoren interpretieren.  

Bemerkenswert ist in der Beobachtung von Schwein 1 das Auftreten von luminal liegenden 

Ig
+
 Konglomeraten in engstem Bezug zu den Zytokeratin 18

+
 M-Zellen. Da diese deutlichen 

Konglomerate so nur beim gesäugten Schwein 1 vorkommen, liegt es nahe, dass es sich um 

reichlich freie Antikörper handelt, die mit der Sauenmilch aufgenommen wurden und u.U. an 

Fc-Rezeptoren der M-Zellen binden oder anderweitig eine Affinität zu den M-Zellen besitzen. 

Derartige Ig
+
 Konglomerate konnten beim Schwein 1 außerdem in einigen Krypten nachge-

wiesen werden. Eventuell spielen sie eine Rolle beim Schutz der dort liegenden Stammzellen 

und möglicherweise ist dieser Prozess (bzw. dessen Nachweisbarkeit im Rahmen dieser Ar-

beit) auf die Lebensphase begrenzt, in der das Individuum noch keine eigenen adaptiven Im-

munantworten mit entsprechender IgA-Sekretion bewerkstelligen kann. Selektive Adhärenz 

von luminalem IgA Immunglobulinen an die IgA-Rezeptoren der PP M-Zellen wurde von 

Mantis et al. 2002 in Loop-Versuchen am Mäusedarm gezeigt. Den Beobachtungen in dieser 

Arbeit entsprechende Immunglobulinablagerungen auf den M-Zellen konnten auch im huma-

nen Darm detektiert werden. Eine vergleichbare Bindung von IgG und IgM an M-Zellen 

konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Favre et al. 2005; Mantis et al. 2002).  
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Es wurde außerdem am Modelltier Kaninchen gezeigt, dass enteroadherente und Diarrhoe 

auslösende E. coli eher an die M-Zellen als an die Enterozyten von Kaninchen PPs adherieren 

(Inman und Cantey 1983).  

Zudem nutzen Pathogene mit noch erheblicherem Schädigungspotential (z.B. Salmonella ty-

phimurium; Yersinia pseudotuberculosis) diese (erleichterte) Eintrittspforte in den Organis-

mus (Clark et al. 1998a; Clark et al. 1998b). 

Der in dieser Arbeit benutzte Marker gegen das Intermediärfilament Zytokeratin 18 stellt die 

M-Zellen im (Landrasse) Schwein zuverlässig dar (Gebert et al. 1994a; Gebert et al. 1996). 

Zusätzlich werden auch die Becherzellen visualisiert. Da bei den Schweinen in den follikelas-

soziierten Epithelien der Domareale keine Becherzellen und umgekehrt in den Epithelien der 

Zottenareale keine M-Zellen vorkommen und Becherzellen gegen M-Zellen morphologisch 

sehr gut abgrenzbar sind, stellt dies kein Problem dar.  

Immunfluoreszenz-Färbungen auf schweinespezifischen untransformierten IPEC 1/2-Zellen 

sowie auf Dünnschnittpräparaten von kryokonserviertem jejunalem Darmgewebe frisch gebo-

rener Ferkel offenbarten, dass auch die Epithelzellen neugeborener Ferkel und die daher abge-

leiteten IPEC 1/2–Zellen Zytokeratin 18 positive Zellskelettstrukuren besitzen (Bimczok et al. 

2008; Diesing et al. 2010; Nossol et al. 2011; Pinton et al. 2010; Rasschaert et al. 2010; 

Schierack et al. 2006; Sonntag et al. 2005). Die Weiterentwicklung der IPEC –Zellkulturen 

als Air-liquid-Interface einhergehend mit morphologischer und funktioneller Differenzierung 

hin zu einer reifer erscheinenden Darmepithelzelllinie geht auch mit einer augenscheinlich 

quantitativen Verminderung der Zytokeratin 18-Expression einher (Nossol et al. 2011; Greco 

et al. 2010; Pezzulo et al. 2011; Ramsingh et al. 2011). Diese Erkenntnisse unterstützen die 

Annahme, dass sich die Epithelzellen sowie die M- und die Becherzellen des jejunalen 

Schweinedarmes aus gemeinsamen Vorstufen entwickeln könnten (Gebert et al. 1999; Mach 

et al. 2005). In den ausdifferenzierten M- und Becherzellen (sowie auch in den IPEC-

Zellkultursystemen) könnte die außergewöhnliche Form der Zellen eine Determinante für die 

Expression der Zellskelettkomponente Zytokeratin 18 sein.  

Experimente mit der bakteriell induzierten Aufnahme von Latexpartikeln aus dem Darmlu-

men durch die M-Zellen zeigen, dass eine erhöhte Partikelaufnahme höchstwahrscheinlich 

nicht durch eine Neubildung von M-Zellen, sondern durch eine Steigerung der Kapazität vor-

handener M-Zellen erreicht wird (Gebert et al. 2004). Die quantitativen Daten der in dieser 

Arbeit dargestellten Zytokeratin 18
+
 immunfluoreszenzmarkierten M-Zellen unterstützen die-

se Sichtweise. Der Anteil an Zytokeratin 18
+
 M-Zellen bewegt sich bei allen drei getesteten 

Schweinen, trotz der großen individuellen Differenzen im Alter und der unterschiedlichen 
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Futter- bzw. Sauenmilchaufnahme, zwischen 31 bis 35 Zellen/10.000 mµ
2
 bzw. bei 31 bis 

35% der Zellen im jejunalen Domepithel. Bemerkenswert ist, dass beim seit zehn Tagen ab-

gesetzten Schwein 2 der M-Zellanteil im jejunalen Domepithel zwar mit 31% am geringsten 

ist, gleichzeitig aber der Anteil der ebenfalls Zytokeratin 18
+
-Becherzellen im jejunalen Zot-

tenepithel dagegen deutlich höher ausfällt als bei den beiden anderen Schweinen und sich um 

ca. 50% signifikant von diesen unterscheidet. Dieser Befund könnte die Reaktion auf die ver-

änderten Bedingungen im Lumen und die Erhöhung des Schutzes der Darmwand durch eine 

vermehrte und veränderte Mukusproduktion widerspiegeln. Im Zusammenhang mit dem Pro-

zess des Absetzens wurden auch veränderte Glykosylierungsmuster des Mukus als Anpassung 

an die Modifizierung der mikrobiellen Besiedelung im Bereich der Becherzellen und apikalen 

Membranen nachgewiesen (Hedemann et al. 2007). Wie Atuma (2001) zeigt, besteht der 

Mukus aus zwei Schichten, wobei eine kaum zu entfernende dünnere Schicht den epithelialen 

Zellen direkt anliegt und eine zweite in ihrer Dicke noch variablere und außerdem bewegli-

chere Mukuslage zum Lumen hin obenauf liegt. Dabei ist die Mukusschicht im jejunalen Be-

reich mit durchschnittlich nur 123µm am dünnsten und im mit wesentlich mehr Bakterien 

besiedelteten Colon im Durchschnitt sogar 830µm dick. Der Anteil der Becherzellen ist im 

Colon am größten. Die Tatsache, dass die Mukusschicht im jejunalen Bereich am dünnsten 

ist, bildet eine der Grundlagen für die höhere Chance, dass luminale hier noch unverdaute 

Antigene in verstärktem Maße in Kontakt mit den M-Zellen und somit dem induktiven Part 

des Immunsystems treten können. Dieser Umstand war unter anderem ein Grund für die 

Auswahl des Jejunum als Zielgewebe in dieser Arbeit (Atuma et al. 2001). Die Glykoproteine 

der Mukusschicht wirken sehr adherent auf bakterielle Bestandteile und andere luminal exis-

tierende Antigene. Dieser Effekt wird verstärkt, intensiviert und spezialisiert durch die zusätz-

liche Anreicherung mit antimikrobiell wirkenden Proteinen, wie beispielsweise Lysozym, 

Immunglobulinen hauptsächlich vom Typ A (siehe oben) und immunkompetenten Zellen. 

Zudem befördert die Peristaltik des Darmrohres den luminalen Inhalt samt beweglichem 

Mukus unweigerlich nach aboral und damit auch weg von der epithelialen inneren Körper-

oberfläche, wodurch ein grundsätzlicher angeborener sowie z.T. auch erworbener Schutzme-

chanismus realisiert wird. Durch entzündliche Prozesse, wie beispielsweise bei H. pylori In-

fektionen, Colitis ulzerosa und Morbus Crohn, wird die Mukusschicht pathologisch verändert 

und kann ihre Schutzfunktion nicht mehr korrekt erfüllen (Brownlee et al. 2007; Hedemann et 

al. 2007; Macpherson und Uhr 2004; Magnusson und Stjernstrom 1982; Nochi und Kiyono 

2006).  
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Die in dieser Arbeit untersuchten MHCII DR
+
 antigenpräsentierenden Zellen sind in den 

Kompartimenten von Dom und Zotten in sehr unterschiedlichen Anteilen enthalten. Während 

im Zottenepithel des jejunalen Schweinedarmes keine MHCII DR
+
 Zellen nachgewiesen wer-

den konnten, erreichen sie im Domepithel dagegen einen Anteil von 18-23%. Der Anteil pro 

10.000µm
2
 beträgt in den tiefer gelegenen Kompartimenten SED 100-138 MHCII DR

+
 Zellen 

und in der Zotten-LP mit 44-73 nur halb soviel MHCII DR
+
 Zellen. Durch die 30% geringere 

Gesamtzellzahl in der Zotten-LP „relativiert“ sich das Verhältnis auf 67-79% im SED sowie 

49-70% in der Zotten-LP. Nur im 150 Tage alten Schwein 3 ist der Unterschied in den Kom-

partimenten SED und LP deutlich geringer. Diese Tatsache könnte auch hier, wie im Falle der 

Ig
+
 B-Zellen, als eine abgelaufene Anpassung an die gegebenen Umweltfaktoren eines an-

sonsten klinisch gesund erscheinenden Schweines interpretiert werden. Zudem können im 

SED Überlappungen der Populationen durch sowohl MHCII DR- als auch Ig-positive B-

Zellen eine Rolle spielen. 

Ein gegenteiliger Effekt tritt gleichzeitig in der Zotten-LP durch die Untersuchung der 

myeloiden SWC3
+
 Zellen zu Tage. Hier unterscheiden sich die Anteile dieser Zellen in der 

Zotten-LP zwischen den drei Schweinen signifikant. So liegen beim abgesetzten 39 Tage al-

ten Schwein 2 nur 6%, beim 28 Tage alten Schwein 1 27% und beim 150 Tage alten Schwein 

3 immerhin 35% myeloide SWC3
+
 Zellen vor. Dabei bleiben die Zellanteile in den anderen 

Kompartimenten (ZE ≤ 1%; DE 2-5%; SED 33-47%) ohne nennenswerte Unterschiede zwi-

schen den untersuchten Schweinen. Dieser Effekt, der sich nur in der Zotten-LP nachweisen 

lässt, kann daher auf die Einflüsse, die mit dem Absetzen in Zusammenhang stehen zurückge-

führt werden. 

 

Die nachgewiesenen CD45
+
 Leukozyten beinhalten alle Lymphozyten inklusive der natürli-

chen Killerzellen, den Granulozyten sowie der Zellen des Monozyten-Makrophagensystemes, 

was im Folgenden die Differenzierung von weiteren Subtypen möglich macht. Wie die Er-

gebnisse dieser Arbeit zeigen, lassen sich auf der Ebene der Leukozyten innerhalb der analy-

sierten Kompartimente insgesamt keine nennenswerten Unterschiede zwischen den im Teil 1 

untersuchten drei Schweinen (28-39-150 LT) feststellen. Während im subepithelialen Dom 

wie in der Zotten Lamina propria der relative Anteil an CD45
+
 Leukozyten bei 93-99 % liegt, 

lässt sich zwischen dem Domepithel mit 33-44% und dem Zottenepithel mit nur 17-24% ein 

deutlicher Unterschied feststellen.  

Genauere Untersuchungen der Subfraktionen verweisen ebenfalls auf ausgeprägte Unter-

schiede. Diese konnten mittels Immunfluoreszenzmarkierung von T-Zellen deutlich gemacht 
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werden, die durch das in Adhäsion und Aktivierung von T-Zellen involvierte Oberflächenmo-

lekül CD2 oder mittels Antikörpern gegen die extrazelluläre CDε Domäne von T-Zellen mit 

αβ- oder γδ-T-Zell-Rezeptoren erfolgte. Die CD2
+
 Zellen beinhalten neben den CD4

+
, CD8

+
, 

CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiven, CD4

-
/CD8

-
 doppelt negativen TcR-αβ-T-Zellen, im Gegensatz 

zu den CD3
+
 Zellen, zusätzlich die natürlichen Killerzellen und die TcR-γδ-T-Zellen (Piriou-

Guzylack und Salmon 2008). In allen Schweinegruppen und Kompartimenten, mit Ausnahme 

im DE des 39 Tage alten abgesetzten Schweines aus Teil 1 der Arbeit, ist die Anzahl an CD2
+
 

Zellen folgerichtig höher als die Anzahl an CD3
+
 Zellen. Aus dieser Arbeit heraus ist nicht 

nachzuvollziehen, in welchen Anteilen die Differenz der CD2
+
 Zellen zu den CD3

+
 Zellen 

den natürlichen Killerzellen bzw. den γδ-T-Zellen zuzuordnen ist. Bemerkenswert ist daneben 

der Umstand, dass nur im Zottenepithel des abgesetzten 39 Tage alten sowie des 150 Tage 

alten Schweines die Population der CD2
+
 Zellen etwa doppelt so groß ist wie die Population 

der CD45
+
 Zellen. Das heißt, spätestens mit dem Absetzen entwickelt sich entweder eine 

CD2
+
 CD45

-
 Zellpopulation oder der verwendete Antikörper ist nicht mehr in der Lage die 

CD45
+
 Zellen zu detektieren. Beide Fälle sind in der aktuellen Literatur nicht konkret be-

schrieben. Makala et al. (2001) zählten für den Marker CD2 und den Dom als Ganzes, bezo-

gen auf die Fläche von 1mm
2
, beim 28 Tage alten Schwein etwa 5.000 Zellen und stellten bis 

zum 35 Tage alten Schwein eine Steigerung auf ungefähr 8.000 Zellen fest (Makala et al. 

2001). Addiert man die in dieser Arbeit für das Domareal ermittelten Zahlen der Komparti-

mente DE und SED und rechnet sie auf 1mm
2
 hoch, erhält man für das 28 Tage alte Tier 

4.600 CD2
+
 Zellen, für das 39 Tage alte Tier ergeben sich aber nur 3.600 Zellen und im 150 

Tage alten Tier ist eine Erhöhung der Zellzahl auf 11.900 CD2
+
 Zellen pro mm

2
 nachweisbar. 

Gleichzeitig zeigt sich in dieser Arbeit im gesamten Zottenareal (ZE + LP) eine deutliche Zu-

nahme von 4.700 CD2
+
 Zellen beim 28 Tage alten Tier, über 8.000 CD2

+
 Zellen beim 39 Ta-

ge alten Tier, auf 10.700 CD2
+
 Zellen pro mm

2
 beim 150 Tage alten Tier. Da es sich hierbei 

um miteinander vergleichbare schweineindividuelle Zellzahlen handelt, zeigt dieser Versuch, 

dass sich das Absetzen nicht in jedem Kompartiment gleich auf die Zellpopulationen auswir-

ken muss und dass diese möglicherweise entscheidenden Unterschiede durch statistische Ef-

fekte leicht übersehen werden könnten.  

Für den T-Zellmarker CD3 stellen Makala et al. (2001) im gesamten Domareal vom 21 bis 

zum 35 Tage alten Schwein dagegen keine relevanten Veränderungen fest. Die Zellzahl stag-

niert hier für den gesamten Dom bei etwa 5.000 CD3
+
 T-Zellen pro mm

2
. Differenzierter be-

trachtet, lassen sich aber sehr wohl signifikante Unterschiede feststellen.  
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Die im Teil 2 dieser Arbeit ermittelten Anteile von CD3
+
 T-Zellen repräsentieren die Subpo-

pulationen der CD4
+
, CD8

+
, CD4

+
/CD8

+
 doppelt positiven, CD4

-
/CD8

-
 doppelt negativen, 

TcR-αβ-T-Zellen. Fasst man die Mittelwertvergleiche der Marker CD3, CD4 und CD8 zu-

sammen, ergeben sich für die möglichen Subpopulationen in den einzelnen Kompartimenten 

unterschiedliche Verhältnisse. Für die Kompartimente ZE, SED und LP gilt dabei CD3 ≠ 

CD4 + CD8. Im Zottenepithel ist in den Schweinegruppen 1 bis 4 die Anzahl von CD3
+
 Zel-

len doppelt so hoch wie die Summe der CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen. Hier sei noch einmal auf 

die in den Mehrfachfluoreszenz-Färbungen dargestellte räumliche Trennung der im ZE lie-

genden CD3- und CD8-positiven intraepithelialen Lymphozyten verwiesen. In der Schweine-

gruppe 5 liegt die Anzahl der CD3
+
 Zellen nur noch geringfügig höher als die Summe der 

CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen, was auf einen fortgeschrittenen Entwicklungsprozess der T-

Lymphozytenpopulation hinweist. Im Domepithel dagegen entspricht in allen Gruppen die 

Anzahl an CD3
+
 Zellen in etwa der Summe der CD4

+
- und CD8

+
-T-Zellen. In den tiefer gele-

genen Kompartimenten SED und Zotten-LP stellen sich umgekehrte Verhältnisse dar. Hier 

liegt die Summe der CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen im SED um etwa 40-30% höher als die An-

zahl an CD3
+
 Zellen, wobei der Effekt von Gruppe 1 bis hin zur Gruppe 5 abzunehmen 

scheint. In der Zotten-LP liegt die Summe der CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen um 45-80% noch 

höher als die Anzahl der CD3
+
 Zellen.  

Die konkrete Zuordung der CD3
+
 T-Zellen in ihre möglichen Subpopulationen von CD4

+
-, 

CD8
+
-, CD4

+
/CD8

+
 doppelt positiven T-Lymphozyten kann aus dieser Arbeit heraus letztlich 

nicht gänzlich erfolgen, da die CD3-, CD4- und CD8-Mehrfachfluoreszenzfärbungen nur bei-

spielhaft an einem Schwein aus der Gruppe 3 dargestellt wurden (siehe 3.3.4). Hier liegt der 

Anteil an CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiven T-Zellen im Dom- wie im Zottenareal noch unter 1%. 

Zuckermann und Gaskins beschreiben nach durchflusszytometrischen Messungen für die je-

junalen Peyerschen Platten 6-7 Monate alter Schweine Anteile von 12% CD4
+
 T-Zellen, 28% 

CD8
+
-T-Zellen sowie einen 10%-Anteil von CD4

+
/CD8

+
 doppelt positiven T-Lymphozyten 

(Zuckermann und Gaskins 1996). Da die Population der CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiven T-

Lymphozyten als funktionelle reife sowie Gedächtnis-T-Zellen beschrieben werden, ist eine 

entsprechende Steigerung des Anteiles im Laufe der Entwicklung nachvollziehbar (Charern-

tantanakul und Roth 2006; Zuckermann und Gaskins 1996). Eine sich mit dem Absetzen stark 

entwickelnde Population von CD2
+
 CD3

-
 CD4

-
 CD8

+
 natürlichen Killerzellen (NKZ) ist ne-

ben den CD4
+
/CD8

+
 doppelt positiven T-Zellen eine weitere mögliche Erklärung für die 

scheinbaren Überschüsse der T-Zell-Subpopulationen. Die zytolytische Aktivität der NKZ 

könnte bei der Virusbelastung während des Prozesses des Absetzens eine besondere Rolle 
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zum Schutz und zur Erhaltung der Integrität der Darmepithelbarriere spielen (Gerner et al. 

2008).  

Wie durch die multiple lineare Regression mit den Stichprobenwerten aller fünf Schweine-

gruppen gemeinsam im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, hat letztendlich 

das Futter der Tiere in allen Kompartimenten den größten Einfluss auf die Population der 

CD3
+
 T-Zellen. Im Domareal ist die Einwirkung der Variable Sauenmilch auf die CD3

+
 T-

Zellen im Epithel deutlich größer als die der Variable „E. coli“. Im subepithelialen Dom ist es 

gerade umgekehrt, hier spielt der Effekt durch die Beeinflussung der pathogenen E. coli Bak-

terien die größere Rolle. Im Vergleich dazu zeigt sich im Zottenareal ein anderes Bild. Hier ist 

der Effekt durch die Sauenmilch im Epithel verhältnismäßig größer und auch die Variable „E. 

coli“ hat in diesem Kompartiment einen deutlich größeren Einfluss als jenseits der Basal-

membran. In der Zotten Lamina propria ist allerdings auch wieder der Einfluss der Variable 

„E. coli“ größer als der von Sauenmilch, ähnlich wie im SED. Die Sauenmilch wirkt stärker 

auf die CD3
+
 T-Zellpopulation der Epithel-Kompartimente und der Einfluss von schweinepa-

thogenen E. coli Bakterien manifestiert sich eher in den profunder gelegenen Kompartimenten 

SED und LP. In diesen beiden Kompartimenten hat der Faktor Sauenmilch aber auch noch 

einen nachweislich positiven Effekt auf den Anteil an CD3
 +

 T-Zellen.  

In der linearen Regression nicht dargestellt, aber aus den Mittelwertvergleichen ablesbar, ist 

der Effekt des Absetztens im Vergleich zum Effekt, der durch eine 10 Tage längere Sauen-

milchgabe auf die CD3
+
 T-Zell-Population in den Epithelien von Dom und Zotten deutlich 

wird, signifikant negativ und in den darunter liegenden Kompartimenten statistisch nicht mehr 

nachweisbar. 

Im Falle der Marker CD4 und CD8 für die Subpopulationen der CD2 und/oder CD3 positiven 

T- bzw. NK-Zellen liegen die im Teil 1 der Arbeit mittels Mehrfach-Fluoreszenzfärbungen 

ermittelten schweineindividuellen Zellzahlen für die einzelnen Kompartimente erwartungs-

gemäß grundsätzlich innerhalb der entsprechenden statistischen Gruppenparameter (Kon-

fidenzintervalle) der im Teil 2 festgestellten Zellzahlen der entsprechenden Schweinegruppen.  

Wie die lineare Regression zeigt, hat die unabhängige Variable Futter (Alter) auch auf den 

Bestand der CD4
+
 T-(Helfer)-Zellen in allen untersuchten Kompartimenten der Dom- und 

Zottenareale die größten Auswirkungen. Dabei muss festgestellt werden, dass in den Epithe-

lien von Dom und Zotten der Anteil an CD4
+
 T-(Helfer)-Zellen bei maximal 1-3% liegt. Zu-

mindest für das Kompartiment Domepithel lässt sich aber registrieren, dass gegenüber der 

Variable Futter die Einflüsse durch Sauenmilch und „E. coli“ nur sehr gering sind. Dies ist 

analog im subepithelialen Dom feststellbar. Obwohl die Beta-Koeffizienten für die Variablen 



Diskussion 

 

134 

Sauenmilch und „E. coli“ in den beiden Kompartimenten des Domareales auf einem sehr 

niedrigen Niveau liegen, findet sich hier dasselbe Muster in abgeschwächtem Umfang wie bei 

den CD3
+
 T-Zellen wieder. Sauenmilch wirkt stärker im Epithel und pathogene E. coli Bakte-

rien entfalten eine größere Wirkung subepithelial. In der Zotten Lamina propria zeigt sich in 

allen Parametern nahezu dasselbe Bild beim Einfluss auf die CD4
+
 T-Helfer-Zellpopulation 

wie auf die CD3
+
 T-Zellpopulation. Nach dem Futter hat hier die Variable „E. coli“ deutlich 

vor der Sauenmilch den größeren Effekt. Ein direkter Effekt auf die CD4
+
 T-Helfer-

Zellpopulation durch das Absetzen ist, wie schon die geringen Einflüsse der Sauenmilch na-

helegen, im Mittelwertvergleich der Gruppen nicht feststellbar.  

Verschiedenste Studien beschreiben die Verteilung sowie die Veränderungen im CD4
+
 T-

Helfer-Zellen Pool des Darmes aus unterschiedlichsten Blickwinkeln und stellen differenzier-

te Reaktionen auf Umwelteinflüsse, wie unterschiedliche Diäten, Virusbelastungen, spezifi-

sche Allergene, Milch- und Fettkomponenten, pathogene Bakterien sowie das Absetzen fest 

(Binter et al. 2008; Darwich et al. 2002; Dreau et al. 1995; Duncker et al. 2006; Handl et al. 

2009; Haverson et al. 1999; Hontecillas et al. 2005; Tingstedt et al. 2003; Vega-Lopez et al. 

1995; Zentek et al. 2002; Zuckermann und Gaskins 1996). Charerntantanakul und Roth 

(2006) beschreiben zusammenfassend für die schweinespezifischen CD4
+
 T-Helfer-Zellen 

funktionell eine Dominanz bei Immunantworten vorrangig gegen parasitäre und bakterielle 

Pathogene. Die CD4
+
 T-Helfer-Zellpopulation entwickelt sich durch Antigenkontakt z.T. von 

einfach CD4
+
- zu CD4

+
 CD8

+
 doppelt positiven T-Helfer-Zellen mit Gedächtniszellfunktion, 

der Möglichkeit zur Zellproliferation, der Expression von IL2-Rezeptoren, IFNα, IL2, IFNγ, 

MHCII-Molekülen und der Stimulation von B-Zellen. Eine Minorität der CD4
+
 CD8

+
 doppelt 

positiven T-Zellen ist mit zytotoxischen Funktionen ausgestattet. Zu den CD4
+
 T-Helfer-

Zellen müssen auch die regulatorischen T-Zellen gezählt werden. Hervorzuheben ist hier ihre 

Fähigkeit IL10 zu produzieren.  

Im Gegensatz zu den CD4
+
 T-Zellen sind während einer Immunantwort auf virale Antigene/ 

Pathogene CD8
+
 αβ T-Zellen die vorherrschende T-Zell-Subpopulation (Charerntantanakul 

und Roth 2006; Gerner et al. 2008; Kaser et al. 2008). Die Gesamtheit der CD8
+
 Zellen um-

fasst die zytotoxischen αβ-T-Zellen (ZTZ), die natürlichen Killerzellen (NKL) sowie die 

CD4
+
 CD8

+
 doppelt positiven Gedächtnis-T-Zellen, welche in diesem Rahmen letztlich nicht 

gegeneinander abgegrenzt werden können.  

Im Gegensatz zu den Einflüssen der unabhängigen Variablen auf die Populationen der CD3
+
- 

und CD4
+
 T-Zellen, hat die Variable Futter hier nicht in allen Kompartimenten den größten 

Einfluss. Im subepithelialen Dom hat der Faktor pathogene „E. coli“ den größten Anteil an 
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den jedoch insgesamt geringen Veränderungen. Im darüber liegenden Domepithel hat das 

Futter den bedeutendsten und die Variablen Sauenmilch sowie „E. coli“ einen etwa gleich-

großen im Vergleich relativ starken Effekt auf die CD8
+
 Zellen. Im Zottenareal, speziell im 

Epithel, lassen sich mit dem angewendeten linearen Regressionsmodell 81% der hier vorfind-

baren Varianzen erklären. Neben dem wiederum größten Einfluss der Variable Futter, wirken 

hier auch die Variablen Sauenmilch und „E. coli“ ähnlich stark auf die Entwicklung der CD8
+
 

Zellpopulation ein. In der profunden Zotten Lamina propria ist neben dem starken Einfluss 

des Futters der Effekt der Sauenmilch nur noch halb so groß wie der Einfluss durch die pa-

thogenen E. coli Bakterien. Das Absetzen der Schweine hat in den Kompartimenten DE, ZE 

und LP hier auch nachweislich höchst signifikante Effekte, die im SED so nicht festzustellen 

sind. 

Insgesamt ist der Einfluss auf die untersuchten Zellpopulationen durch das Absetzen der 

Schweine nach Hinzuziehen weiterer Parameter (länger Sauenmilch und Beeinträchtigung 

durch pathogene E. coli) bei gleichalten Schweinen besser darstellbar. Erst im Vergleich der 

39 Tage alten und unterschiedlich behandelten Tiere (Gruppe 2, 3, 4) untereinander und im 

Bezug zu den 28 bzw. 150 Tage alten Kontrolltieren (Gruppe 1, 5) treten die differenten Ef-

fekte und Einflussgrößen in den verschiedenen Kompartimenten des jejunalen Schweinedar-

mes deutlicher zu Tage. Für das aus den unterschiedlichen Schweinegruppen abgeleitete line-

are Regressionsmodell mit den Einflussgrößen bzw. unabhängigen Variablen Alter, Futter, 

Sauenmilch und „E. coli“ lässt sich zusammenfassend festellen, dass die Effekte auf das 

Epithel im Dom-, wie im Zottenareal stets größer und mit dem Modell besser erklärbar sind. 

Im Umkehrschluss sind die Einflüsse der unabhängigen Variablen des Modelles auf die pro-

funder gelegenen Kompartimente insgesamt stets kleiner, was in noch größerem Ausmaß wei-

tere andere, in diesem Modell nicht erfasste, Einflussfaktoren nahelegt.  

Zu benennen ist in erster Linie der unterschiedliche genetische Hintergrund der Individuen 

und die daraus resultierende differente Suszeptibilität gegenüber allen möglichen Patho- und 

Antigenen. Weitere Faktoren, die z.B. regulierend auf die Zusammensetzung der Darmflora 

und somit letztlich auch auf die Zellkonstellation in der Darmwand wirken, wären u.a. die 

tatsächlich verfügbaren Nährstoffe nach/ durch Konkurrenz um dieselben, der pH-Wert, das 

Redoxpotential, die Gallensäuren, die Peristatltik, die Temperatur, der „Turnover“ der 

Epithelzellen, die Antikörper im Lumen, Phagozytose, Bindung an Muzine, Lysozyme, lang- 

und kurzkettige Fettsäuren, Schwefelwasserstoff, Bakteriozide und Bakteriophagen (Kemal 

Isik 2004). In den tiefer gelegenen Kompartimenten gewinnen offensichtlich die lokalen regu-
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lativen Faktoren einen größeren Einfluss auf die Zusammensetzung des Zellpools als die 

„Stör- oder Schutzfaktoren“ aus der Umwelt des Darmlumens.  

Untersuchungen an durchfallerkrankten Tieren zeigten, dass unabhängig von Hygiene-, tech-

nischen und immunpräventiven Maßnahmen in fast allen Beständen säugender und abgesetz-

ter Ferkel Enteropathogene wie Coronavirus, Rotaviren, enterotoxische E. coli (ETEC) sowie 

die einzelligen Parasiten Isospora suis und Crytosporidium parvum (Kokzidiosen) im Faezes 

nachweisbar sind (Wieler et al. 2001). Dies zeigt die Notwendigkeit auf, dass spätestens mit 

dem Absetzen in den untersuchten Kompartimenten die Entwicklung und Aufrechterhaltung 

entsprechender Zytokinmilieus notwendig sind. Im Zuge der Initialisierung, Steuerung und 

Regulation von Immunantworten kommt es durch eine Reihe von Zellen entsprechend zur 

Expression und Aussschüttung von Zytokinen in interstitielle Räume und über immunologi-

sche Synapsen direkt an andere Zielzellen (Thauland und Parker 2010). Eine zentrale Rolle 

spielen dabei die in dieser Arbeit untersuchten T-Zellpopulationen sowie die follikulären und 

interdigitierenden dendritischen Zellen. Neben der Initialisierung sowie der Beendigung oder 

Aufrechterhaltung der Immunreaktion ist die (antigen- und umständeabhängige) Regulation 

zwischen einer humoralen und/ oder zellulären Reaktion für den letztendlichen Erfolg der 

Antwort entscheidend. Da es während des Absetzens zu einer massiven Beeinflussung des 

Darmimmunsystemes einerseits durch Antigene aus der Nahrung, andererseits durch Antige-

ne/ Pathogene mikrobiellen Ursprungs kommt, müssen sowohl toleranzvermittelnde als auch 

humoral bzw. zellulär wirksame Immunantworten entsprechend reguliert werden (Bailey et al. 

2001). Th-1- und Th-2-Zellen induzieren unterschiedliche Immunglobulin-Isotypen sowie 

unterschiedliche Subklassen von IgG. Die CD4
+
 T-Zellen sind wichtig für die Regulation der 

IgA-Antwort und deren Verlust führt (im Dünndarm von Mäusen) zur dramatischen Abnahme 

von Plasmazellen, wobei auch die PP insgesamt verkleinert und weniger Keimzentren vor-

handen sind (Xu-Amano et al. 1992).  

Versuche mit neugeborenen Ferkeln, die getrennt unter niedrigen oder hohen Hygienebedin-

gungen bis zum 28. Lebenstag entweder bei der Sau oder im Isolator aufwuchsen, zeigen, 

dass die geringeren Hygienebedingungen zwar zu einer höheren Diversität der Mikroflora 

führen, dabei aber keine Unterschiede in der Entwicklung der mukosalen sowie systemischen 

T-Zellen bis zum 20. Tag nachzuweisen waren. Allerdings findet in diesem Zeitraum eine 

quantitative Entwicklung der dendritischen Zellen statt, was als Ausdruck ihrer steuernden 

Funktion verstanden werden kann. Isolierte und in vitro mit ConA stimulierte jejunale Zot-

ten–Lamina-propria-Leukozyten (ohne PP) zeigen hier lediglich für die unter niedrigen Hygi-

enebedingungen bei den Sauen gehaltenen Ferkeln eine signifikant höhere IL-4 Produktion 
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gegenüber den im Isolator aufgewachsenen Tieren. Für die IL-2-, IL-10- und IFNγ-

Produktion konnten keine entsprechenden Effekte durch Alter oder Umwelt festgestellt wer-

den. Bei den Leukozyten aus den mesenterialen Lymphknoten sowie der Milz, die ebenfalls 

in vitro mit ConA stimuliert wurden, zeigten im Gegensatz zu den Zellen der jejunalen Muko-

sa diejenigen aus der Gruppe der unter hohen Hygienebedingungen in den Isolatoren aufge-

wachsenen Schweine eine signifikant höhere Produktion von IL-2. Für IL-4, IL-10 und IFNγ 

konnte kein Effekt durch die Einflüsse Alter oder Umwelt festgestellt werden. Ohne ConA-

Stimulus der oben beschriebenen in vitro Zellkulturen sind mukosal wie systemisch gar keine 

Zytokine detektierbar (Inman et al. 2010).  

Nicht unerwartet stellt sich daher durch die im Teil 3 dieser Arbeit durchgeführten In-situ-

Hybridisierungen gegen die mRNS der Zytokine IL2, IL4, IL10 und IFNγ ein vielschichtiges 

Ergebnis dar. Während die deutlichen und signifikanten Unterschiede in den Anteilen im-

munkompetenter Zellen in den Kompartimenten der Dom- und Zottenareale der 39 Tage alten 

Tiergruppen (Gruppe 2, 3 und 4) auf der funktionellen Ebene der Transkription von Zytokin 

mRNS nicht entsprechend nachvollziehbar sind, können im Vergleich der Randgruppen 

(Gruppe 1: 28 LT, nicht abgesetzt und Gruppe 5: 150 LT) deutliche Unterschiede auf dieser 

Ebene dargestellt werden. 

Für das in Generation und Regulation einer adaptiven Immunantwort entscheidende Zytokin 

Interleukin 2, welches von CD4
+
- und CD8

+
-T-Zellen als typisches Th1-Zytokin produziert 

wird, sind in den noch nicht abgesetzten 28 Tage alten Schweinen der Gruppe 1 und nur in 

diesem Falle auch bei den 39 Tage alten nicht abgesetzten Tieren der Gruppe 2 im Domareal 

noch keine transkriptionellen Aktivitäten nachweisbar. Diese beginnen in diesem Areal erst 

mit dem Absetzen. Dies könnte einerseits der schützenden Wirkung der Sauenmilch oder an-

dererseits dem Umstand zu verdanken sein, dass noch keine Ferkelfutteraufnahme mit ent-

sprechenden Konsequenzen für die Änderung der Darmflora und des -milieus stattgefunden 

hat. Mit dem Absetzen scheint sich dann im Domareal eine IL2-Zytokin-mRNS-Transkription 

zu entwickeln zumal auch ein mit dem Absetzen assoziiertes inflammatorisches Zytokinmi-

lieu beschrieben ist (Pie et al. 2004). Die subepithelialen Domareale der 150 Tage alten 

Schweine sind regelmäßig stark positiv für IL2-Zytokin-mRNS-positive Zellen und spiegeln 

wohl einen „Erhaltungsstatus“ des reifen Immunsystemes in diesem Gebiet wider. Einige der 

IL2-Zytokin-mRNS-positiven Zellen in den Schweinegruppen 3, 4 und 5 konnten auch im 

Domepithel lokalisiert werden (de Groot et al. 2005).  

IFNγ entsteht früh bei viralen Infektionen als Teil der angeborenen Immunantwort und kann 

als ebenfalls proinflammatorisch wirkendes Glykoprotein nach Antigenkontakt außer von 
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natürlichen Killerzellen auch von CD4
+
 Th1-Zellen, CD8

+
 T-Zellen sowie dendritischen Zel-

len exprimiert werden (Wesley et al. 2006). Neben der Supprimierung der Aktivität von Th2-

Zellen ist eine weitere Hauptaufgabe die Aktivierung von Makrophagen. Außerdem wird die 

Antigenpräsentation durch Einfluss auf die Synthese von MHCI- und MHCII-Molekülen ge-

fördert und der Antikörper-Klassenwechsel von IgM zu IgG positiv und zu IgE negativ beein-

flusst. IFNγ erhöht die Fähigkeit der Zellen virale Proteine zu verarbeiten sowie zu präsentie-

ren und führt auch zu einer Verminderung des elektrischen Widerstandes (TEER) in in-vitro 

Zellkultursystemen (Brett et al. 1992; Janeway und Travers 1997; Paludan 1998; Youakim 

und Ahdieh 1999). Dass im Gegensatz zum IL2 vereinzelte IFNγ-Zytokin-mRNS-positive 

Zellen schon bei den 28 und 39 Tage alten nicht abgesetzten Schweinen im subepithelialen 

Dom gefunden werden konnten, mag Ausdruck frühzeitiger Reaktionen des angeborenen Ar-

mes des Immunsystems sein. Im Vergleich zum IL2 sind bei den 39 Tage alten abgesetzten 

Schweinen im Domareal insgesamt weniger IFNγ-Zytokin-mRNS-positive Zellen zu finden, 

aber ähnlich wie bei IL2 konnten auch hier im Domepithel außer bei den Schweinegruppen 3, 

4 und 5 auch schon bei Schweinegruppe 2 IFNγ-Zytokin-mRNS-positive Zellen nachgewie-

sen werden.  

In den Mantelzonen der Follikel sind dagegen auch schon bei den Schweinen der Gruppe 1 

insgesamt mehr IFNγ-Zytokin-mRNS-positive Zellen zu finden als bei IL2. Da die Mantelre-

gionen der Follikel typische T-Zell-Zonen sind, werden hier Th1 Zytokine wie IL2 und IFNγ 

bevorzugt konstitutiv exprimiert (Kalies et al. 2006). 

Die zwei Zytokine IL4 und IFNγ spielen aufgrund ihrer antagonistischen Funktionen eine 

zentrale Rolle in der Generation und Regulation der Immunantworten. Während IFNγ die 

Th2-Differenzierung inhibiert, die Th1-Entwicklung stabilisiert, die Makrophagenaktivierung 

verstärkt sowie den Antikörper-Klassenwechsel und die Fc-Rezeptor Expression entsprechend 

beeinflusst, wird durch Interleukin 4 die Th2-Antwort bei gleichzeitiger Hemmung der Th1-

Differenzierung forciert (Paludan 1998). 

Das IL4, welches von CD4
+
 T-Zellen und auch von Mastzellen gebildet werden kann, ist so-

mit beteiligt an der Proliferation und Differenzierung von B-Zellen, der Antikörperproduktion 

sowie dem Schutz vor extrazellulären Antigenen und Mikroorganismen (Netea et al. 2005; 

Neurath et al. 2002; Paludan 1998; Romagnani 1997). Vergleichbar mit der IFN-

Transkription sind bei den 39 Tage alten Tieren wenige IL4-Zytokin-mRNS-positive Zellen 

in einigen subepithelialen Domarealen nachzuweisen. Während die 28 Tage alten Tiere noch 

keine IL4-Zytokin mRNS-Transkripte im SED besitzen, können bei den 150 Tage alten Tie-

ren in allen SED mehr oder weniger IL4-Zytokin-mRNS-positive Zellen dargestellt werden. 
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Im Domepithel können im Gegensatz zu den Zytokinen IL2 und IFNγ keine IL4-Zytokin-

mRNS-positive Zellen gezeigt werden. Nur für IL4 und die 150 Tage alten Tiere konnten we-

nige IL4-Zytokin-mRNS-positive Zellen in der Zotten Lamina propria nachgewiesen werden. 

Da offensichtlich die Expression von IL4 und IL10 bei Mäusen durch Ausschluss der entera-

len Fütterung negativ beeinflusst werden kann, sollte im Umkehrschluss entsprechend eine 

Futteraufnahme die Expression von IL4 und IL10 steigern (Hauer et al. 1998; Klein et al. 

1995; Pie et al. 2004). In den Mantelzonen und der Basis der Follikel kommen vom 28 Tage 

alten Schwein an regelmäßig relativ viele IL4-Zytokin-mRNS-positive Zellen vor.  

Wie IL4 gehört auch IL10 zu den antiinflammatorisch wirksamen Zytokinen, kann von CD4
+
 

T-Helferzellen und Monozyten gebildet werden und verhindert regulatorisch pathogene Th1- 

sowie Th2-Antworten gegen kommensale Mikroorganismen (Izcue et al. 2009; Netea et al. 

2005; Romagnani 1997; Sartor 2006). Die IL10-Zytokin-mRNS-positiven Zellen kommen 

auch schon in einigen der SED Areale bei den 28 Tage alten Tieren in größeren Anzahlen als 

bei den anderen untersuchten Zytokinen IL2, IL4 und IFNγ vor. Auch hier ist auffällig, dass 

sich SED Areale mit relativ vielen IL10-Zytokin-mRNS-positiven Zellen z.T. in enger Nach-

barschaft mit entsprechenden Arealen mit wesentlich weniger oder keinen IL10-Zytokin-

mRNS-positiven Zellen befinden. Dies ist vor allen in den Schweinegruppen 1 bis 4 markant. 

Nur bei den 150 Tage alten Tieren aus der Gruppe 5 sind auch IL10-Zytokin-mRNS-positive 

Zellen im Domepithel nachzuweisen. Ähnlich wie bei IFNγ und IL4 sind die Mantelzonen der 

Follikel auch schon bei den jüngsten Schweinen mit vielen IL10-Zytokin-mRNS-positiven 

Zellen gefüllt. Ein u.U. wünschenswerter zeitiger Einfluss auf die Entwicklung der B-Zell-

reichen follikulären Keimzentren ist hier vorstellbar (Choe und Choi 1998). 

Die hier beschriebenen in der Mukosa des jejunalen Darmes vorhandenen, durch den Kontakt 

mit den luminalen Antigenen hoch aktivierten, zur Auslösung lokaler oder gar systemischer 

Immunantworten fähigen Th1-Lymphozyten können durch die ebenfalls anwesenden anti-

inflammtorische Zytokine produzierenden Th2-Lymphozyten reguliert werden, so dass ein 

insgesamt eher immunsuppressives Umfeld geschaffen wird. Zu diesem Umfeld könnte auch 

das Konzept der T-Zell-Anergie beitragen (Izcue et al. 2009; Mannick und Udall, Jr. 1996). 

Eindeutig identifiziert sich durch die isH in dieser Arbeit das Domareal gegenüber dem Zot-

tenareal als die grundsätzlich funktionell aktivere immuninduktive Region im jejunalen 

Schweinedarm. Die Tatsache, dass während des Zeitraums des Absetzens in den drei Gruppen 

der 39 Tage alten Tiere nahezu in allen Tieren gleichzeitig funktionell „aktive sowie inaktive“ 

Domareale zu finden sind, ist sicher Ausdruck lokaler Differenzen in der Antigenaufnahme 

sowie eines entwicklungsfähigen domindividuellen Immunstatus (Makala et al. 2001).  



Diskussion 

 

140 

Im Epithel der Zottenareale konnten keine positiven Zellen für die untersuchte Zytokin-

mRNS nachgewiesen werden, wobei aber das Vorhandensein Zytokin-mRNS-positiver Zellen 

in den Kryptenepithelien und epithelialen Bereichen mit vielen Becherzellen aufgrund eines 

schlechten Signal-Hintergrund-Verhältnisses bei allen Zytokinen nicht völlig ausgeschlossen 

werden kann. Das Hintergrundsignal scheint im Bereich der Becherzellen und Krypten bei 

den Tieren aus der Schweinegruppe 4 vergleichsweise stärker zu sein, was sich möglicher-

weise auf den Einfluss des pathogenen des E. coli-Stammes zurückführen lässt.  

Da die Zytokine letztlich innerhalb eines Netzwerkes interagieren, in dem sie sich gegenseitig 

induzieren sowie ihre Oberflächenrezeptoren modulieren, um dann durch synergistische, addi-

tive und/oder antagonistische Effekte Zellfunktionen zu steuern, kann es auch sein, dass die 

Proliferation sowie die Zytokinantwort intraepithelialer T-Zellen durch intestinale Epithelzel-

len herunterreguliert ist (Yamamoto et al. 1998).  

Obwohl beschrieben ist, dass intestinale CD4
+
 Lamina propria Lymphozyten nach Stimulati-

on IL4 und wenig IL2 exprimieren, konnten in dieser Arbeit entsprechend Zytokin-mRNS-

positive Zellen nur in der Lamina propria der subepithelialen Dome nachgewiesen werden. 

Lediglich in der Zotten Lamina propria der 150 Tage alten Schweine konnten vereinzelte IL4-

Zytokin-mRNS-positive Zellen gefunden werden (Brown et al. 2006; Stokes et al. 1996). 

Neben vereinzelten Zytokin-mRNS-positiven Zellen in den interfollikulären Regionen (alle 

Zytokine) sind hauptsächlich die T-Zellreichen Mantelzonen und da besonders die Basisbe-

reiche der Follikel Aufenthalts- und Wirkungsraum für die Zytokin-mRNS-positiven Zellen. 

Die B-Zellreichen Keimzentren sind zwar nicht völlig frei von Zytokin-mRNS-positiven Sig-

nalen, heben sich aber regelmäßig als entsprechend helleres Areal ab (Bhalla et al. 1981; 

Brandtzaeg et al. 1999; MacLennan 1994; Park und Choi 2005). Die Region des Follikelman-

tels mit seinen Zytokin-mRNS-positiven Zellen stellt sich nie ringförmig geschlossen, son-

dern immer „zum Dom hin geöffnet“ dar. Eine „Vorverlagerung“ der funktionellen zellulären 

immunologischen Aktivitäten auf Transkriptionsebene findet offensichtlich allmählich mit 

dem Absetzen statt und ist beim 150 Tage alten Schwein stabil etabliert.  

Neben der Regulation der Immunantwort durch das vorherrschende Zytokinmilieu sind auch 

die Toll-like-Rezeptoren (TLR) an der Steuerung der Immunantwort beteiligt. Dabei aktivie-

ren beispielsweise hohe Dosen LPS den TLR4, Flagellin den TLR5 und CpG DNS den TLR9, 

was in der Folge zur Induktion einer Th-1-Antwort führt (Netea et al. 2005; Romagnani 

1997). Vor dem Hintergrund entzündlicher Darmerkrankungen wie Kolitis ulzerosa und Mor-

bus Crohn durchgeführte isH-Studien mit humanen Darmbiopsien konnten zeigen, dass ent-

sprechend mRNS-positive Zellen für proinflammatorische Zytokine in großen Mengen in 
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entzündeter und ebenso in gesunder normaler Mukosa vorhanden sind (Kelly et al. 2005; 

Woywodt et al. 1994). 

Die in dieser Arbeit auf transkriptioneller Ebene detektierte Zytokinproduktion zeigt eine mit 

dem Alter zunehmende Tendenz und ist in den hier untersuchten mit 150 Lebenstagen ältes-

ten Schweinen auf einem hohen Level stabil für alle vier untersuchten Zytokine darstellbar. 

Aus dem Nachweis für die zelluläre Zytokin mRNS-Transrkiption kann durchaus auf Expres-

sion des Zytokines geschlossen werden. Unzweifelhaft existieren trotzdem Stellmöglichkeiten 

auf transkriptioneller sowie translationaler Ebene zur Regulation. Beim anschließenden 

Transport der Proteine bieten sich weitere Einflussmöglichkeiten (de Groot et al. 2005; Gro-

gan et al. 2001; Katayama et al. 2005; Ma et al. 2010; Makalowska et al. 2005; Vitolo et al. 

1993; Woywodt et al. 1994). 

Aussagen über eine besonders vorherrschende Richtung der Immunantwort im Zusammen-

hang mit den Veränderungen und Belastungen im jejunalen Schweinedarm können auf der 

Basis der vorliegenden Arbeit letztlich nicht getroffen werden. Dies liegt vor allem in der Tat-

sache begründet, dass an dem beobachteten Prozess eine ganze Reihe unterschiedlicher Fakto-

ren beteiligt sind, die kaum in ihrer Gesamtheit in den Blick geraten können. Zu vielfältig 

sind die möglichen Belastungen durch Nahrungsmittelantigene, mikrobielle Pathogene und 

Toxine, Viren, Pilze sowie Protozoen, durch die letztlich auch alle zur Verfügung stehenden 

immunologischen Komponenten und Funktionen gefordert sind und entsprechend reguliert 

werden müssen. Die Befunde dieser Arbeiten konnten deutlich auf die Relevanz dieses Be-

dingungsgefüges verweisen. 
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5 Zusammenfassung  

In einem Zeitraum von der Geburt bis zum Alter von etwa zehn Wochen vergrößert sich der 

Durchmesser des Schweinedünndarmes um den Faktor 3,5, während sich das Fassungsver-

mögen dabei insgesamt um den Faktor 43 erhöht. Im Gegensatz zum natürlichen Absetzpro-

zess, der etwa 12 Wochen andauern würde, werden die meisten Ferkel in der industrialisierten 

Fleischproduktion abrupt mit 25-28 Lebenstagen vom säugenden Muttertier entfernt und auf 

die Ernährung mit Ferkelfutter umgestellt. Durch diese Umstellung kommt es im Ökosystem 

des Schweinedarmes zu großen qualitativen sowie quantitativen Änderungen der im Lumen 

befindlichen Antigene. Diese beeinflussen, neben den normalen Wachstumsprozessen, das 

Epithel der Darmwand und damit auch das mukosale Immunsystem. Zur Untersuchung wurde 

der jejunale Darmabschnitt ausgewählt, da hier der Mukus am dünnsten und die Aufnahmera-

te am höchsten ist. Außerdem ist in diesem Darmabschnitt der Anteil neuer (unvollständig) 

unverdauter Antigene am größten. Hier sind in den immunologischen Strukturen der PP und 

Follikel auch mehr T-Zellen als im Ileum zu finden. Die im Organismus zirkulierenden T-

Zellen können in die Lamina propria des Dünndarmes über die in der Submukosa gelegenen 

Venen eintreten, die PP mit den interfollikulären Zonen erreichen sie über dort befindliche 

hochendotheliale Venulen. Die T-Zellen erreichen auch als intraepitheliale Zellen das Darme-

pithel sowohl im Bereich der Dom- als auch der Zottenareale und sind in der Lage auf Um-

weltreize aus dem Darmlumen vor Ort zu reagieren. Die T-Zellen verlassen die Region der PP 

über das intestinale Lymphsystem, werden dabei zu den mesenterialen Lymphknotenstationen 

geschleust und u.U. darüber hinaus bis in die Blutbahn. Durch diese Mechanismen und Wech-

selwirkungen kommt es permanent zu Veränderungen in der Mukosa. Vier Kompartimente 

wurden differenziert und genauer betrachtet. Zu diesem Zweck wurden die epithelialen Kom-

partimente Domepithel (DE) sowie Zottenepithel (ZE) und die jenseits der Basalmembran 

profunder gelegenen Kompartimente subepithelialer Dom (SED) sowie Zotten Lamina prop-

ria (LP) gegeneinander abgegrenzt und separat ausgezählt. 

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit in drei Teilen folgende Untersu-

chungen durchgeführt: 

 

Teil 1 

 

Am Beispiel von drei Schweinen (Schwein 1: 28 LT, 28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, 

gesund; Schwein 2: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Schwein 3: 150 LT, 28 T SM, 122 
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T Futter, gesund) wurde eine qualitativ-semiquantitative Analyse zur Kolokalisation von M-

Zellen und immunkompetenten Zellen durchgeführt. In diesem Teil der Arbeit wurden zehn 

verschiedene Zellmarker etabliert und zur Darstellung der differenten Zellpopulationen mit-

tels Mehrfach-Fluoreszenz-Markierungen verwendet. Zur qualitativen sowie quantitativen 

Auswertung wurden fotographische Mehrfach-Fluoreszenz-Aufnahmen erstellt. Die einzelnen 

Zellpopulationen wurden per Hand markiert und die Zellzahl pro Fläche festgestellt. Auf die-

se Weise konnten für alle untersuchten Zellpopulationen schweineindividuelle, für den jejuna-

len Darmabschnitt sehr genaue, miteinander vergleichbare Zellzahlen pro 10.000µm
2
 erhoben 

werden. Diese Daten wurden anschließend anhand von Mittelwertvergleichen, T-Tests und 

posthoc-Tests statistisch ausgewertet.  

So konnten in diesem Teil der Arbeit präzise Gesamtzellzahlen für die differenzierten Kom-

partimente ermittelt werden. Diese dienten als Bezugsgröße, um relative/prozentuale Verglei-

che zwischen den Kompartimenten, Schweinen und Zellpopulationen anstellen zu können. 

Insgesamt konnten hier für die Populationen der CD2
+
- sowie die der CD8

+
 T-Zellen die 

größten und markantesten Änderungen im Zusammenhang mit dem Absetzen der Tiere fest-

gestellt werden. Alle Marker wurden zudem miteinander in Bezug gesetzt, qualitativ und 

teilweise quantitativ ausgewertet. 

 

Teil 2 

 

Aufgrund der im Teil 1 festgestellten Änderungen der T-Zellzahlen wurde in diesem Ab-

schnitt der Arbeit eine qualitativ-quantitive Analyse der CD3-, CD4- und CD8 positiven T-

Zellpopulationen in den Kompartimenten von Dom- und Zottenareal im Kontext des Abset-

zens an fünf differenten Schweinegruppen mit je vier Tieren durchgeführt (Gruppe 1: 28 LT, 

28 T Sauenmilch (SM), kein Futter, gesund; Gruppe 2: 39 LT, 39 T SM, kein Futter, gesund; 

Gruppe 3: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, gesund; Gruppe 4: 39 LT, 28 T SM, 10 T Futter, 

krank; Gruppe 5: 150 LT, 28 T SM, 122 T Futter, gesund). Zu diesem Zweck wurde für jeden 

Marker eine ensprechende immunhistochemische Färbung etabliert. Für die Auswertung wur-

den analog zu Teil 1 fotographische Aufnahmen erstellt und alle Zellen in ihren Komparti-

menten wurden durch Markierung per Hand ausgezählt. Die statistische Auswertung erfolgte 

durch Mittelwertvergleiche, T-Tests und posthoc-Tests und in diesem Teil der Arbeit zusätz-

lich durch Multiple lineare Regressionen für die einzelnen Kompartimente mit jeweils allen 

Stichproben aller Tiere aus den fünf Schweinegruppen. Dadurch konnten die Einflüsse der 
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Variablen Alter, Futter, Sauenmilch sowie die Wirkung eines pathogenen E. coli Stammes auf 

die Zellpopulationen der differnzierten Kompartimente quantitativ beschrieben werden.  

Die Vergleiche stellen die Differenzen zwischen den Schweinegruppen und Kompartimenten 

dar und liefern vergleichbares Zahlenmaterial. Das Regressionsmodell zeigt auf, dass die Va-

riable Futter den größten Anteil an den Veränderungen der Zellpopulationen in den Kompar-

timenten hat. Die Effekte auf die epithelialen Kompartimente sind insgesamt stets größer. Der 

Faktor Sauenmilch wirkt stärker auf das Epithel und der Einfluss des pathogenen E. coli 

Stammes manifestiert sich besonders in den tiefer gelegenen Kompartimenten SED und Zot-

ten Lamina propria. Die Verhältnisse der Einflussgrößen zueinander sind zwischen den Mar-

kern und Kompartimenten unterschiedlich. 

 

Teil 3 

 

Abschließend wurde eine qualitativ-funktionelle Analyse der Zytokinproduktion auf tran-

skriptionaler Ebene durch In-situ-Hybridisierung mittels RNS-Sonden durchgeführt. Auch 

hier wurde Material aus den fünf differenten Schweinegruppen (siehe Teil 2) verwendet. Als 

Zielstrukturen wurden je zwei typische Th1- und Th2-Zytokine ausgewählt (Th1: IL2 und 

IFNγ; Th2: IL4 und IL10). Im Rahmen der Arbeit wurden 16 verschiedene Sonden entworfen, 

kloniert und getestet. Mit einer Auswahl der besten Sonden wurden die nicht-radioaktiven isH 

durchgeführt. Zur Auswertung wurden neben der Betrachtung und Auszählung der Zytokin-

mRNS-positiven Zellen pro Areal direkt am Mikroskop auch beispielhaft fotographische 

Aufnahmen angefertigt.  

Festgestellt werden musste, dass die relativ starken und deutlichen Unterschiede der Anteile 

immunkompetenter Zellen in den Kompartimenten von Dom- und Zottenareal auf funktionel-

ler Ebene durch die Darstellung der Zytokin-mRNS nur in gewissen Grenzen ergänzt werden 

konnte. Die meiste Aktivität auf transkriptionaler Ebene lässt sich, neben wenigen interfolli-

kulär gelegenen positiven Zellen, hauptsächlich in den basalen und lateralen Gebieten des 

Follikelmantels feststellen. Die Regionen des Follikelmantels mit ihren Zytokin-mRNS-

positiven Zellen stellen sich nie ringförmig geschlossen, sondern immer zum Dom hin geöff-

net dar. Eindeutige und in jedem Tier vorhandene stark positive Signale für alle untersuchten 

Zytokine gibt es nur in den Domarealen der 150 Tage alten Schweine der Gruppe 5. Die gro-

ße Mehrheit der positiven Zellen liegt dabei immer im SED. In den jüngeren Schweinen lie-

gen oft aktive Domareale mit mehreren Zytokin-mRNS-positiven Zellen neben inaktiven 

Domarealen mit nur wenigen oder ohne Zytokin-mRNS-positiven Zellen. Eine funktionell 
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vorherrschende immunologische Situation (Th1/Th2; zellulär/humoral; entzünd-

lich/suppressiv) lässt sich aus diesen Untersuchungen jedoch letztlich nicht herleiten.  

Die in verschiedenen Studien ermittelten Zellzahlen für periphere lymphatische Organe wie 

das GALT konnten in dieser Arbeit speziell für den jejunalen Schweinedarm wesentlich kon-

kretisiert werden. Der Fokus lag dabei einerseits auf dem Vergleich der funktionell differen-

ten Areale der Dome und Zotten bei Unterteilung in Epithel (DE, ZE) sowie den tiefer gele-

genen Bereichen in der Lamina propria (SED, LP). Andererseits richtete sich das Augenmerk 

in dieser Arbeit auf den Zeitraum des Absetzens der Ferkel vom Muttertier als eine Zäsur in 

der (immunologischen) Entwicklung der Tiere. Die festgestellten Änderungen der Zellkon-

zentrationen in den definierten Kompartimenten sind signifikant und die unterschiedlichen 

Einflüsse durch äußere Faktoren konnten durch ein lineares Regressionsmodell auch quantita-

tiv ausgewertet werden. 

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, die entsprechenden Reaktionen und Veränderun-

gen im Organismus am Modelltier Schwein zu beobachten. Insbesondere galt das Augenmerk 

den durch veränderte Umweltbedingungen hervorgerufenen Reaktionen in den direkt be-

troffenen Arealen der Darmschleimhaut. Diese konnten in situ auf der Ebene der beteiligten 

Zellen nachvollzogen, dargestellt, quantitativ erfasst und funktionell eingeordnet werden  
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6 Ausblick 

Die von der Darmlänge unabhängigen festgestellten kompartimentspezifischen Konzentrati-

onsmaße können in unterschiedlichen Studien als adäquates Bezugssystem dienen. Die ermit-

telten Relationen der Zellen zueinander können z.B. in Zellkultursysteme übertragen werden.  

Für zukünftige Experimente können sämtliche in dieser Arbeit hergestellten Plasmide und 

daraus herstellbare Sonden genutzt werden, um z.B. sinnvollerweise die Nachweisgrenze 

durch die Nutzung radioaktiver Markierungstechniken weiter herabzusetzen. Da auch natür-

lich vorkommende antisense-Transkripte (NATs) vielfach beschrieben sind (Galante et al. 

2007), ist zu überlegen, ob z.B. durch protection-assay-Experimente mit radioaktiv markierten 

Sonden Nachweise für mögliche transkriptionale oder/ und translationale Kontrollmechanis-

men geführt werden könnten. Da es sich hierbei aber um flüssig-flüssig-Hybridisierungen 

handeln würde, wäre der Vorteil der Lokalisierbarkeit der Ereignisse in situ nicht mehr gege-

ben. Eine vorangehende Quantifizierung der Signale per Real-time-PCR wäre sicher möglich. 

Um die Signale in situ zu erhalten, sie zu verstärken und Hintergrundsignale zu vermindern, 

könnte es eventuell auch lohnenswert sein in-situ-PCR Verfahren für den Nachweis von Zy-

tokin-mRNS zu etablieren (Amaro Filho und Nicol 2010; Bagasra und Harris 2006; Itakura et 

al. 2011; Koji und Hishikawa 2010; Shaker et al. 2006). 

Eine weitere Möglichkeit, die individuellen Gegebenheiten der einzelnen Kompartimente 

konkret aufzuklären und gleichzeitig intrazelluläre funktionelle Vorgänge zu verfolgen, wäre 

die Laser-Mikrodissektion kombiniert mit Singlezell-PCR-Methoden (Grigoriadou et al. 

2003; Hahn et al. 2002; Junker et al. 2007; Kuppers 2004; Villasenor et al. 2008; Voswinkel 

et al. 2008). 

Im besonderen Maße attraktiv scheint die Möglichkeit des zukünftigen Erkenntnisgewinnens 

durch Live-Imaging und Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie am lebenden Gewebe zur 

direkten Feststellung der Zellbewegungen zwischen den Kompartimenten (Egawa et al. 2011; 

Grigorova et al. 2010; Matheu et al. 2011; Melichar et al. 2010).  

Vor dem Hintergrund, dass beispielsweise nur für die durch Diarrhoe gekennzeichneten ente-

ralen Erkrankungen nach dem Absetzen mehr als 25 verschiedene Erreger bzw. andere Ursa-

chen aufgezählt werden, welche letztlich alle ihre eigene Ätiologie und Symptomatik besit-

zen, auf die das individuelle Immunsystem auch individuell mit unterschiedlichen Entwick-

lungen reagiert, scheinen Loopversuche attraktiv. In solchen Versuchen könnte man innerhalb 

eines Tieres vor einem identischen genetischen Hintergrund gute Abbilder der realen lokalen 
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Veränderungen erhalten (Clark et al. 1998b; Clark et al. 2001; Jepson et al. 1996; Jones et al. 

1994; Pappo und Ermak 1989; Regoli et al. 1994).  

Mittlerweile ist es außerdem möglich aus humanen pluripotenten Stammzellen in vitro, durch 

den abgestuften Einsatz von unterschiedlichen Wachstumsfaktoren sowie speziellen Kultur-

systemen, ein komplexes dreidimensionales intestinales Gewebe mit einem polarisierten Säu-

lenepithel, Zotten- und Kryptenstrukuren inklusive proliferativer Zonen, funktionellen 

Enterozyten, Becher-, Paneth- und enteroendokrinen Zellen zu entwickeln (Jason R.Spence 

2010). Ebenso werden auch die nichthumanen intestinalen Zellkulturen, wie z.B. IPEC-1 und 

IPEC-2 ständig weiterentwickelt, um letztendlich noch besser als artifizielle Testsysteme zur 

Klärung wissenschaftlicher Fragestellungen, z.B. aus den Bereichen Toxikologie, Ernährung 

etc., beitragen zu können (Diesing et al. 2010; Maresca et al. 2008). Erstrebenswert erscheint 

es auch, derartige Zellkultursysteme weiterhin in Kokulturen mit immunkompetenten Zellen 

zu kombinieren und somit den Fragestellungen aus dem Bereich der Darmimmunologie zu-

gänglich zu machen (Bimczok et al. 2008; Clark et al. 2005; De Walle et al. 2010; Kerneis et 

al. 1997; Schierack et al. 2006; Sonntag et al. 2005; Nossol et al. 2011). 

In diesem Zusammenhang müssen die Auswahl der immunkompetenten Zellen, ihr funktio-

neller Status und vor allem ihre Zugehörigkeit zu bestimmten Kompartimenten bzw. ihre Zu-

tritts- und Einflussmöglichkeiten auf dieselben kritisch betrachtet und mit der in vivo-/ in situ-

Situation entsprechend verglichen und gegebenenfalls in Einklang gebracht werden.  

Dazu sollte diese Arbeit beitragen können. 
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8 Anhang 

8.1 Übersicht: benutzte Geräte 

Cryostat Leica CM 3050S; Leica 

Feinwaage Scaltec SBC22; Sartorius 

Geldokumentation Modell FluorChem; Alpha Innotech Corporation 

Heiz-Thermo-Mixer HTML132; Haep Labor Consult 

Hybridisierofen Omnislide; Hybaid 

Kamera Spot 2.3.1; Diagnostic Instruments Inc. 

Mastercycler Gradient; Eppendorf 

Mikroskop Axioplan 2 imaging; Carl Zeiss AG 

Mikroskop Primostar; Carl Zeiss AG 

pH-Meter CG 842; Schott 

Photometer SmartSpec 3000; Biorad  

Schüttler IKA-Vibrax-VXR; Janke & Kunkel 

Schüttelinkubator Environmental Shaker ES-20; Lab4you 

Sicherheitswerkbank Autair BSK; Camfil 

Sicherheitswerkbank HeraSafe KS12; Kendro 

Thermoblock Heatblock II ; VWR 

Thermomixer Comfort; Eppendorf 

Tischzentrifuge; Roth 

Tischzentrifuge DW41BR-230; Qualitron INC. 

UV Flächenstrahler N36 M; Benda 

Vakuumblot Vacu-Blot VB21; Whatmann Biometra 

Vortexer ReaxControl; Heidolph 

Wasserbad mit Thermostat Polystat 37; Fisher Scientific 

Wasserbad WB-4MS; Lab4you 

Wipptisch WT15; Whatmann Biometra 

Zentrifuge  5417R, Rotor F 45-30-11; Eppendorf 

Zentrifuge  5810R, Rotoren F 34-6-38, A-4-62; Eppendorf 
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8.2 Tabellen 

 

Epitop Spezifität Verdünnung Isotyp Klon Herkunft 

CD2
1
 

CD3
2,3

 

CD3
2,3,4 

CD4
3,5

 

CD8
3
 

CD21 

CD45
1
 

Cytokeratin18
6
 

MHC-II DR
7
 

Laminin
8,9

  

surfaceIg
10

 

SWC3
3,11

 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Mensch 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

Schwein 

1 : 20 

1 : 50 

1 : 50 

1 : 1 – 20 

1 : 1 – 100 * 

1 : 10 

1 : 50 

1 : 5000 

1 : 20 

1 : 100 

1 : 20 

1 : 1 * 

IgG1 Ratte 

IgG1 

IgG1κ 

IgG2b 

IgG2a 

IgG1 

IgG2a 

IgG1 

IgG2a 

IgG1 Ratte 

IgG2a 

IgG2b 

MAC 80 

8E6  

PPT3 

74-12-4 

295/33 

5K109 

MAC323 

Cy-90 

MSA3 

LT3 

K139 3E1 

74-22-15 

VMRD, Serotec 

VMRD 

SouthernBiotech 

VMRD 

BD Pharmingen 

USBiological 

Serotec 

Sigma 

VMRD 

Abcam 

Serotec 

ATCC 

Tabelle 10: Benutzte monoklonale Antikörper 
Alle Antikörper sind, falls nicht anders bezeichnet, Mausantikörper. * = Hybridom-Überstände 

1 (Pescovitz et al. 1994a); 2 (Pescovitz et al. 1998a); 3 (Pescovitz et al. 1998a; Tingstedt et al. 2003); 4 (Yang et 

al. 1996); 5 (Pescovitz et al. 1998b); 6 (Gebert et al. 1994b); 7 (Haverson et al. 1998); 8 (Eriksen et al. 1990); 9 

(Eriksen et al. 1990; Yamamoto et al. 2008); 10 (Denham et al. 1998); 11 (Alvarez et al. 2000) 

 

 

Epitop/Spezifität Verdünnung Herkunft 

Ziege α Ratte IgG – TXRD 

Kaninchen α Ratte IgG – Biotin 

Ziege α Maus IgG1 – FITC 

Ziege α Maus IgG1 – TXRD 

Ziege α Maus IgG2a – FITC 

Ziege α Maus IgG2b – FITC 

Ziege α Maus IgG2a – Biotin 

Ziege α Maus IgG2b – Biotin 

Ziege α Maus IgG2a – AlexaFluor488 

α DIG – AP - Fab 

1 : 200 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 100 

1 : 200 

1 : 200 

Abcam  

Vector Lab. 

SouthernBiotech 

SouthernBiotech 

SouthernBiotech 

SouthernBiotech 

SouthernBiotech 

SouthernBiotech 

Invitrogen 

Roche Diagnostics 

Tabelle 11: Benutzte sekundäre Antikörper 
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Spezifität Verdünnung/ 

Konzentration 

Herkunft 

AMCA – Avidin D 

AP – Streptavidin 

AP-Vectastain-ABC-Kit 

Streptavidin – AlexaFluor350 

Streptavidin – TXRD-X 

FastBlue BB Salt 

NBT/BCIP 

1 : 50 

1 : 50 

lt. Protokoll 

1 : 100 

1 : 200 

lt. Protokoll 

lt. Protokoll 

Vector Lab. 

Dianova 

Vector Lab. 

Invitrogen 

Invitrogen 

Sigma 

Sigma  

Tabelle 12: Benutzte Konjugate und Substrate 
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Plasmid Merkmale/ Verwendung Referenz 

pBluescript II SK (+/–) Amp
R
 

pIL2_BSKSII 

pIL4_template_ GA18 

pIL4_template_ BSKSII 

pIL4_202_ BSKSII 

pIL4_211_ BSKSII 

pIL4_256_ BSKSII 

pIL4_334_ BSKSII 

pIL10_5_587_ BSKSII 

pIL10_3_256_ BSKSII 

pIL10_6_488_ BSKSII 

pIFNγ_template_ GA15kan
R
 

pIFNγ_template_ BSKSII 

pIFNγ_248_ BSKSII 

pIFNγ_266_ BSKSII 

pIFNγ_334_ BSKSII 

pIFNγ_206_ BSKSII 

pIFNγ_300_ BSKSII 

pIFNγ_577_ BSKSII 

Originalplasmid/ Klonierung 

RNS-Sondenproduktion für isH 

Klonierung 

Klonierung/ RNS-Produktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

Klonierung 

Klonierung/ RNS-Produktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

RNS-Sondenproduktion für isH 

Stratagene 

Sowa E.; Hannover* 

diese Arbeit/ Geneart 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit/ Geneart 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

diese Arbeit 

Tabelle 13: Benutzte und erschaffene Plasmide 
Alle in der Tabelle aufgeführten Plasmide wurden bzw. waren in den Laborstamm Escherichia coli XL1 Blue 

MRF´ von Stratagene (Genotype: Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 

relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]) transfiziert. Dieser Stamm wurde zur Herstellung von Stamm-

kulturen sowie zur Vermehrung der Plasmide benutzt.; * Dr. E. Sowa; Medizinische Hochschule Hannover, 

Anatomie II 
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Primer Sequenz 5`-3` Herkunft 

IFNγ_248_A 

IFNγ_248_B 

IFNγ_266_A 

IFNγ_266_B 

IFNγ_206_A 

IFNγ_206_B 

IFNγ_300_A 

IFNγ_300_B 

IFNγ_577_A 

IFNγ_577_B 

IL10_256_A 

IL10_256_B 

IL10_587_A 

IL10_587_B 

IL10_488_A 

IL10_488_B 

IL4_202_A 

IL4_202_B 

IL4_334_A 

IL4_334_B 

IL4_256_A 

IL4_256_B 

IL4_211_A 

IL4_211_B 

aatgagctcgctttgcgtgactt 

aatggtaccgaatggcctggtta 

aatgagctcaatggtggacctctt 

aatggtaccttgcgctggatct 

aatgagctcgctctgggaaactgaa 

aatggtacccaggcaggatgacaat 

aatgagctcaagccatcagtgaa 

aatggtaccggatacaggaatcata 

aatgagctcaatgcaagtacctcag 

aatggtaccggatacaggaatcata 

aatgagctccatagaagcctacatgac 

aatggtaccagaggctcggtaaata 

aatgagctccagccagcattaagtc 

aatggtaccaaccttggagcagatt 

aatgagctcagcctctctgtgaacta 

aatggtaccttcccagaggaattg 

aatgagctctctcacctcccaactg 

aatggtaccctccgtcgtgttctct 

aatgagctctcacctcccaactgat 

aatggtaccgcttcatgcacagaac 

aatgagctcctcacagcgagaaaga 

aatggtaccgcctttccaagaagtc 

aatgagctcttctgccgggcctcgactgt 

aatggtaccgtacctagtcagcttcaaca 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

diese Arbeit/ MWG 

Tabelle 14: Benutzte Primer 
MWG = Eurofins MWG Operon  

8.3 Zur Färbung verwendete Lösungen 

Methanol-Aceton; 1: 1; 80 ml Küvette 

Methanol (Roth)     40 ml 

Aceton (Roth)       40 ml 
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TBS- Stammlösung; 10x 

Tris-Base (Sigma)     60,56 g 

NaCl (Roth)      86,1 g 

H2O bidest      ad 1000 ml 

HCl konz (Roth)     pH 7,6 

 

Tween-Stammlösung; 5% 

Tween 20 (Fluka)     25 ml 

H2O bidest      500 ml 

 

TBS-Tween-Gebrauchslösung  

TBS-Stammlösung; 10x    100 ml 

Tween-Stammlösung; 5%    10 ml 

H2O bidest      ad 1000 ml 

 

5% Schweineserum 

Je nach Bedarf 5% Schweineserum in Antikörper-Verdünnungspuffer. 

 

PB-Stammlösung; 0,2 M 

Lösung 1 

Na2HPO4 x 2 H2O (Roth)    35,6 g 

H2O bidest      1000 ml 

Lösung 2 

NaH2PO4 x H2O (Roth)    8,28 g 

H2O bidest      300 ml 

 

Unter pH-Meter Kontrolle wird Lösung 2 zu Lösung 1 gegeben und ein pH von 7,4 einge-

stellt. 
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Antikörper-Verdünnungspuffer 

PBS 0,1 M      1000 ml 

BSA (Sigma)      10 g 

NaN3  (Serva)      1 g 

NaCl (Roth)      9 g 

 

Die Lösung wird mit einem Spritzenfilter (0,22 µm Porengröße, Roth) sterilfiltriert. 

 

Tris-Puffer 0,1 M 

Tris HCl (Sigma)     1,21 g 

Tris Base (Sigma)     0,28 g 

H2O bidest      ad 100 ml 

NaOH 10 N  (Riedel de Häen)   pH 8,2 

 

 

APAAP-Substrat 

Naphthol-AS-MX-Phosphat (Sigma)  20 mg 

N, N-Dimethylformamid (Sigma)   2 ml 

Tris-Puffer 0,1 M pH 8,2    98 ml 

Levamisole 1 M (Sigma)    100 µl 

 

Fast Blue-Lösung 

Fast Blue BB Salt F3378 (Sigma)   2 mg 

APAAP-Substrat     4 ml 

 

Eindeckmedium für Fluoreszenz; 2% DABCO 

Eindeckmedium (Vectashield)   10 ml 

Glycerol konz. (Sigma)    10 ml 

DABCO (Sigma)     400 mg 
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8.4 Nährmedium für E. coli 

LB-(Luria-Bertani) Medium (Sigma) 

Trypton      10 g 

Hefeextrakt      5 g 

NaCl       10 g 

H2O bidest      ad 1000 ml 

 

Zur Herstellung von Agarplatten wurden einem Liter LB-Medium 15 g Agar zugesetzt. 

 

 

Medienzusatz Stammlösung` Konzentration im Medium 

Ampicillin 

Tetracyclin 

Kanamycin 

100 mg/ml in H2O bidest 

12,5 mg/ml in EtOH 50% 

50 mg/ml in H2O bidest 

100 µg/ml 

12,5 µg/ml 

50 µg/ml 

Tabelle 15: Verwendete Antibiotika 

Die Stammlösungen wurden sterilfiltriert und in Aliquots bei –20 °C gelagert. 

 

Restriktionsenzyme Plasmid/ Zytokin Polymerase/ resultierende Sonde 

EcoRI 

HindIII 

SacI 

SacI 

SacI 

KpnI 

KpnI 

KpnI 

pIL2_BSKSII 

pIL2_BSKSII 

pIL4 (alle BSKSII) 

pIL10 (alle BSKSII ) 

pIFNγ (alle BSKSII ) 

pIL4 (alle BSKSII ) 

pIL10 (alle BSKSII) 

pIFNγ (alle BSKSII ) 

T3 – sense-Sonde 

T7 – antisense-Sonde 

T3 – sense-Sonde 

T3 – sense-Sonde 

T3 – sense-Sonde 

T7 – antisense-Sonde 

T7 – antisense-Sonde 

T7 – antisense-Sonde 

Tabelle 16: Verwendete Restriktionsenzyme, Polymerasen, Plasmide und resultierende Sonden 
T3/ T7 = virale RNS-Polymerasen für in-vitro-Transkription 
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Zytokin IL-2 IL-4 IL-10 IFNγ 

Enzym EcoRI HindIII SacI KpnI SacI KpnI SacI KpnI 

Polymerase T3 T7 T3 T7 T3 T7 T3 T7 

Sonde sense antisense antisense sense antisense sense antisense sense 

Tabelle 17: Übersicht Restriktionsenzym <> RNS-Polymerase <> DIG-markierte RNS-Sonde 
antisense = komplementär zur Ziel-mRNS = bindende Sonde; sense = homolog zur Ziel-mRNS = nicht bindende 

negative Kontroll-Sonde; T3/ T7 = virale RNS-Polymerasen 

8.5 Zur isH verwendete Lösungen 

 

10x PBS-Puffer  

Komplettsubstanz (Biochrom KG)   95,5 g 

H2O bidest      1000 ml 

DEPC (Sigma)     1000 µl 

60 min Einwirkzeit, dann autoklavieren 

 

20x SSC-Puffer  

NaCl  (Roth)      175,5 g 

Na-Citrat (Roth)     88,23 g 

H2O bidest      1000 ml 

pH 7 einstellen 

DEPC       1000 µl 

60 min Einwirkzeit, dann autoklavieren       

 

ALP-Puffer  

Tris-HCl (Sigma)     6,05 g 

NaCl       4,4 g 

H2O bidest      500 ml 

pH 9,5 einstellen und autoklavieren 

MgCl2 x 6 H2O     5,1 g 

steriel filtrieren mit Filter 0,22 µm Porengröße (Roth) 

Lagerung bei Raumtemperatur 
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RNase-Puffer 

NaCl       11,69 g 

Tris-HCl      6,06 g 

EDTA (Sigma)     9,31 g 

H2O bidest      500 ml 

 

NBT-Stammlösung (75mg/ml) 

NBT (Sigma)      75 mg 

DMF (Fluka)      700 µl 

H2O bidest      300 µl 

 

BCIP-Stammlösung (50 mg/ml) 

BCIP (Roth)      50 mg 

DMF       1000 µl 

 

0,1 M TEA-Lösung 

Triethanolamin     1,86 g 

DEPC       100 µl 

mit 8 M NaOH auf pH 7,8 einstellen 

 

20% DSF-Lösung  

Dextransulfat (Sigma)    2 g   

Formamid, deionisiert (Roth)    10 ml 

im Wasserbad bei 55 °C unter Schütteln lösen   

 

4% PFA-Lösung 

Paraformaldehyd (Merck)    4 g 

PBS-Puffer pH 7,6     100 ml 

auf 60 °C erhitzen, bis PFA gelöst ist, dann auf Eis abkühlen 
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4% Triton Stammlösung 

Triton X-100 (Firma)     4 ml 

DEPC H2O      100 ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

2x Hybridisierungslösung 

Stammlösung   2x Hybridisierungslösung  Endkonzentration 

Tris 0,5 M 200 mM   100 mM 

20x SSC Puffer 0,2- 2x    0,1- 1x 

EDTA 0,1 M 2 mM    1 mM 

tRNS 10 mg/ml (Sigma) 1mg/ml   0,5 mg/ml 

Denhardt Lösung 50x (Sigma) 2x    1x 

 

 20% Dextransulfat  10% Dextransulfat 

 100% Formamid (deion.) 50% Formamid (deion.) 

 

Die 2x Hybridisierungslösung und die Dextransulfat-Formamid-Lösung (DSF) wurden sepa-

rat bei –20 °C gelagert. Direkt vor der Verwendung wurden die Lösungen 1: 1 gemischt, 

wodurch sich die angegebenen Endkonzentrationen ergaben. 
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9 Abkürzungsverzeichnis 

AK   Antikörper 

ALP   Alkalische Phosphatase 

AMCA  Aminomethylcoumarinessigsäure 

APAAP  Alkalische Phosphatase anti Alkalische Phosphatase 

ATP   Adenosintriphosphat 

BALT   Bronchus Associated Lymphoid Tissue 

BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 

BSA   Bovines Serumalbumin 

CD   Cluster of Differentiation 

Cy   Cytokeratin 

DABCO  1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DE   Domepithel 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DIG   Digoxigenin 

DMF   Dimethylformamid 

dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphate 

DNS   Desoxyribonukleinsäure 

ETEC   Enterotoxische E. coli 

Fab   Antigenbindendes Fragment 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorting 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

GALT   Gut Associated Lymphoid Tissue 

IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

isH   In-situ-Hybridisierung 

ITAMs   Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs 

KbE   Koloniebildende Einheiten 

LB   Luria-Bertani 

LP   Lamina propria 

LT   Lebenstage 
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kDa   kilo Dalton 

MACS   Magnetic Activated Cell Sorting 

MALT   Mucosa Associated Lymphoid Tissue 

MHC   Major Histocompatibility Complex 

MOPS   3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 

mRNS   messenger Ribonukleinsäure 

NBT   Nitroblautetrazoliumchlorid 

NKZ   Natürliche Killerzelle 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

PB    Phosphatbuffer 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PP   Peyersche Platten 

T   Tage 

TEA   Triethanolamin 

TEER   Transepitheliale elektrische Resistenz 

TBS   Tris-buffered Saline 

Th   T-Helfer-Zelle 

TXRD   Texas Red 

SED   Subepithelialer Dom 

SIRP   Signal Regulatory Protein 

SM   Sauenmilch 

SSC   Saline Sodium Citrat 

SWC   Swine Workshop Cluster 

X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 

ZE   Zottenepithel 

ZTZ   Zytotoxische T-Zelle 
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