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Einleitung

1 Einleitung

In der gegenwartigen Literatur sind eine Vielzahl experimenteller Modelle zur Induktion
chronisch entzundlicher Darmerkrankungen beschrieben. Die Unterschiede liegen dabei im
Wesentlichen in der verwendeten Spezies und der krankheitsauslésenden Substanz. Eines
dieser Modelle, das zugleich auch die Grundlage unserer Experimente bildet, ist das von
Okayasu et al. ** entwickelte Modell der Dextransulfat (DSS) induzierten Colitis der Maus.
Dieses Modell basiert auf einer zyklischen Verabreichung von im Trinkwasser gelosten
DSS und ermdglicht Uber bislang noch ungeklarte Mechanismen die Induktion einer Colitis,
deren klinisches und histologisches Bild nahezu identisch mit den Eigenschaften der
menschlichen Form der Erkrankung ist. Nicht zuletzt aufgrund seiner Kosteneffizienz und
der vergleichsweise einfachen Durchfluhrbarkeit fand es weite Verbreitung bei Versuchen
zur Klarung der Pathogenese und der Erprobung neuer Ansatze zur Therapie chronisch
entzundlicher Darmerkrankungen.

Trotz zahlreicher Studien ist der gegenwartigen Literatur keine einheitliche Empfehlung zur
korrekten Anwendung des DSS-Modells im Sinne einer zuverlassigen Reproduzierbarkeit
und Vergleichbarkeit der Resultate zu entnehmen. Insbesondere finden sich kaum
Anhaltspunkte, wie eine Colitis mit zuvor definiertem Aktivitatsgrad mittels des DSS-
Modells zu induzieren ist. In bisherigen Veroéffentlichungen liegt der Schwerpunkt zumeist
auf therapeutischen Ansatzen, wobei auf die Wahl bestimmter Rahmenbedingungen zur
Induktion der Erkrankung kaum eingegangen wurde. Daruber hinaus stellt sich die Frage,
wie wahrscheinlich das Auftreten einer manifesten Colitis mit allen charakteristischen
Auspragungsmerkmalen unter den vorgegebenen Bedingungen tatsachlich ist.

Aus dieser Problematik ergab sich die Zielsetzung unserer Studie zur Charakterisierung
des DSS-induzierten Colitismodells der BALB/c-Maus.

Unter sorgfaltig ausgewahlten Rahmenbedingungen wurde in unseren Versuchen die
Auswirkung von Veranderungen bestimmter unabhangiger Variablen auf definierte
Zielkriterien zur Beschreibung der Colitisaktivitat untersucht.

Wie bereits zuvor beschrieben, sind die zwei entscheidenden unabhangigen Variablen im
DSS-Modell:

die Konzentration der verabreichten DSS-L6sung und
die Dauer der zyklischen Verabreichung.

Die Auswirkung von Anderungen dieser unabhangigen Variablen auf bestimmte abhangige
Variablen, die aufgrund ihrer Spezifitdt Ruckschlisse auf die Aktivitat der Erkrankung
erlauben, wurden in unserer Studie untersucht.

Die abhangigen Variablen und Gegenstand unserer Messungen waren sowohl die
typischen klinischen Zeichen einer Colitis, als auch makroskopische und histologische
Veranderungen wie:

Verénderungen des Korpergewichtes,
Vorhandensein von Blut im Stuhl,
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Verédnderungen der Stuhlbeschaffenheit,
Reduktion der Colonldnge,

histologische Verénderungen des Colons,
Milzgewicht,

Trinkwasserkonsum,

sowie Urinausscheidung.

Die Stuhlbeschaffenheit, das Vorhandensein von Blut im Stuhl und ein mdglicher
Gewichtsverlust wurden ergdnzend in einem von Cooper et al. '? beschriebenen Score-
System (Disease Activity Index) zusammengefasst, das eine genaue Einstufung des
Aktivitatsgrades einer Colitis erlaubt. Die histologischen Veranderungen des Colons
wurden ebenfalls durch ein geeignetes Score-System abgebildet, um eine Quantifizierung
fur Vergleichszwecke vornehmen zu kénnen. Zur Minimierung maoglicher Fehlerquellen und
insbesondere zur Berechnung kumulativer Dosen erfolgte eine Flussigkeitsbilanzierung,
die durch die Haltung der Versuchstiere in speziellen Stoffwechselkafigen moglich wurde.
Mittels Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen der DSS-Lésung, Verabreichung
der Substanz Uber unterschiedlich lange Zeitraume und der, verglichen mit bisherigen
Studien hohen Fallzahl, gelang eine detaillierte Charakterisierung des DSS-Modells fur
BALB/c-Mause.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Versuche wurden 114 konventionelle BALB/c Mause weiblichen
Geschlechts (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland) beschafft. Das Alter der
Tiere lag bei Anlieferung zwischen 6 und 8 Wochen, bei einem durchschnittlichen
Korpergewicht von 20 Gramm. Zur Akklimatisierung, sowie zum Ausschlu® von eventuell
bestehenden Infektionserkrankungen, wurden die Tiere zunadchst eine Woche lang
beobachtet und anschlieRend in den Versuch dbernommen. Um Verwechslungen
auszuschlie®en, wurde jedes Tier nach einem definierten Schema mit wasserfestem
Markierungsstift am Schwanz eindeutig gekennzeichnet.

2.2 Haltungsbedingungen

Alle Tiere wurden in offenen Kafigsystemen in der Tierhaltung des Institutes fur
Pharmakologie und Toxikologie der LMU Minchen gehalten. Die Luftfeuchtigkeit in den
Raumlichkeiten betrug 55 % + 10 %, bei einer Raumtemperatur von 22°C + 2°C. Durch
kunstliche Beleuchtung wurde ein zwolfstindiger Tag-Nacht-Rhythmus erzeugt. Es wurden
jeweils drei Tiere in einem Kafig gehalten. Als Trinkwasser wurde unbehandeltes
Leitungswasser oder DSS-LAsung in einer entsprechenden Konzentration dargeboten. Um
bakterieller Kontaminierung entgegenzuwirken, erfolgte mindestens ein wdchentlicher
Austausch sowie die Reinigung der. Als Futter wurde unbehandeltes Standardmausefutter
(ssniff R/M-H®, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) verwendet. Alle Tiere
hatten stets uneingeschrankten Zugang zu Futter und Trinkwasser oder DSS-Ldsung.

2.3 Kifigsysteme

Die Tiere wurden zunachst in Typ Ill Makrolonkafigen mit Edelstahlgitterabdeckung
(Tecniplast S.p.a., Buguggiate, Italien) gehalten. Der Boden der Makrolonkafige wurde mit
rindenfreiem Faserstreu ausgelegt. Fir die letzten zwei Zyklen vor Tétung erfolgte die
Umsiedlung in Stoffwechselkafige (Tecniplast S.p.a., Buguggiate, Italien). Tiere, die nur
einen Versuchszyklus absolvierten, wurden von Beginn an in Stoffwechselkafigen
gehalten. Die Bauweise der Stoffwechselkafige ermdglicht das Sammeln von Stuhl, Urin
sowie von den Tieren verworfenes Futter und Trinkwasser in separaten Behaltnissen zum
Zwecke der exakten Bilanzierung. Der Aufbau und die Funktionsweise eines
Stoffwechselkafigs sind in Abbildung 1 dargestellt. Sowohl die Stoffwechsel-, als auch die
Makrolonkafige wurden wochentlich ausgetauscht und gereinigt. Die Sammelbehalter der
Stoffwechselkafige wurden alle zwei Tage entleert und deren Inhalt nach Messung
verworfen.
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Abbildung 1: Stoffwechselkafig

A: Stoffwechselkéfig der Firma Tecniplast S.p.a. (Buguggiate, Italien) zur Haltung von Mausen. B:
Schematische Darstellung der Funktionsweise der unteren Einheit eines Stoffwechselkafigs Die Konstruktion
des Kéafigs ermdglicht eine zuverlassige Trennung von Stuhl und Urin in separate abnehmbare Behaltnisse.

2.4 Tierversuchsantrag

FUr die im Rahmen der Studie durchgefuhrten Versuche wurde nach § 8 Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes fir die Bundesrepublik Deutschland (BGBI 1986) ein
Tierversuchsantrag von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.5 Dextransulfat (DSS)

Dextransulfat ist ein Natriumsalz, das durch Veresterung von Dextran mit
Chlorschwefelsaure erzeugt wird. Der Schwefelgehalt dieser Substanz variiert zwischen 15
% und 20 %, entsprechend 1.9 Sulfatgruppen pro Glykosylrest. Die Struktur von
Dextransulfat ist in Abbildung 2 dargestellt. DSS liegt als geruchloses, weil3es bis weil3-
gelbliches, wasserlosliches Pulver mit leicht salzigem Geschmack vor. Zur Durchfuhrung
der Versuche wurde DSS mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 40.000
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Dalton (MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Um Schwankungen des
Schwefelgehaltes ausschliefen zu konnen, wurde ausschlieBlich auf DSS aus ein und
derselben Charge zurtckgegriffen. Zur Herstellung einer DSS-Lésung von 1 % wurden 10
g DSS in 1 | unbehandeltem Leitungswasser gel6st. Entsprechend wurde bei der
Herstellung der Lésung in den Konzentrationen 3 % und 5 % verfahren, wobei jeweils 30 g
(DSS 3%) oder 50 g (DSS 5%) DSS in 1 | Leitungswasser geldst wurden. Die DSS-Ldsung
wurde fur jeden Zyklus neu angesetzt und nach spatestens 7 Tagen verworfen.
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Abbildung 2: Struktur eines Dextransulfatmolekiils

2.6 Totung der Versuchstiere

Nach dem die Mause eine vorgegebene Anzahl an Versuchszyklen absolviert hatten,
wurden sie durch zervikale Dislokation getotet. Diese Methode steht in Einklang mit dem
Tierschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland und ist dazu geeignet, den Tod einer
Maus in Sekundenbruchteilen herbeizufuhren.

2.7 Gewinnung und Aufbereitung von Gewebematerial

Unmittelbar nach dem Ableben der Maus wurde das Abdomen langs eroffnet, das Colon in
seiner gesamten Lange freiprapariert und entnommen. Anschlielend wurde das
Colonpraparat vorsichtig mit 0.9 % NaCl-Losung gespult, ohne Dehnung auf Filterpapier
ausgelegt und mit einem Lineal vermessen. Die Milz der Maus wurde ebenfalls
entnommen und das Gewicht mit einer Prazisionswaage festgestellt. Bis zum Zeitpunkt der
histologischen Untersuchung wurde das gesamte Colon in 3.7 % Formaldehydlésung
fixiert, anschlieRend erfolgte die Einbettung in Paraffin. Von jedem Colonabschnitt wurden
Serienschnitte mit einer Schichtdicke von 1 bis 2 ym angefertigt. Die einzelnen Schnitte
wurden zur Entfernung des Paraffins in Xylol gewaschen, in einer absteigenden
Ethanolreihe entwassert und mit Hamatoxylin-Eosin eingefarbt. Die histologische
Begutachtung der Praparate erfolgte durch zwei voneinander unabhangige Pathologen,
denen die Zugehorigkeit der einzelnen Gewebeproben nicht bekannt war.
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2.8 Kilinische und histologische Einstufung der Colitisaktivitét

Die klinische Einstufung der Colitisaktivitat erfolgte durch den von Cooper et al.
beschriebenen Disease Activity Index (DAI). Der DAl setzt sich aus den einzeln
vergebenen Punktzahlen fur den prozentualen Verlust an Korpergewicht, die
Beschaffenheit des Stuhls, sowie das Ergebnis eines Test auf okkultes Blut im Stuhl
zusammen. Die Einzelpunktzahlen werden addiert und die Gesamtsumme durch 3
dividiert, woraus eine maximal erreichbare Punktzahl von 4 resultiert. Die genaue
Zusammensetzung des DAl ist in Tabelle 1 dargestellt. Der DAI wurde fir jedes Tier in den
letzten zwei Zyklen vor Tétung, jeweils an den Zyklustagen 1, 7 und 17 erhoben. Bei
Tieren, die lediglich einen Versuchszyklus absolvierten, wurde der DAI fir diesen Zyklus
ebenfalls an den Zyklustagen 1, 7 und 17 bestimmt.

12

Punktzahl 0 1 2 3 4
iGewichtsverlust 0% < 5% 5-10% 10 - 20% > 20%
'Stuhlbeschaffenheit geformt breiig flissig

Blut im Stuhl negativer Guajak-Test positiver Guajak-Test sichtbare Blutung

Tabelle 1: Disease Activity Index (nach Cooper et al. 12)

Bei der histologischen Einstufung wurde zwischen Entzindungszeichen und
Gewebeschaden differenziert. Fir beide Eigenschaften wurden, abhangig vom
Auspragungsgrad, jeweils 0 bis 3 Punkte vergeben. Jeder Colonabschnitt wurde einzeln
nach diesen beiden Kriterien bewertet. Die Berechnung der histologischen Scores ist in
Tabelle 2 dargestellt.

Punktzahl 0 1 2 3

Infiltration Kaum in Zunehmend in Konfluenz bis

imit Entziindungszellen Lamina propria Lamina propria Submukosa Transmural
Lymphoepitheliale Erosionen der

Gewebeschaden Keiner Lasionen Mukosa Tiefere Wandschichten

Tabelle 2: Histologischer Enziindungs- und Gewebeschadenscore

2.9 Kérpergewicht

Die Messung des Korpergewichtes erfolgte alle zwei Tage, Uber den gesamten
Versuchszeitraum. Zu diesem Zweck wurde jedes Tier einzeln mit einer Prazisionswaage
gewogen und das Korpergewicht registriert. AnschlieBend wurde die prozentuale
Veranderung des Kopergewichtes errechnet. Als Referenzwert diente hierbei das
Korpergewicht des jeweiligen Tieres bei der Messung am ersten Versuchstag.
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2.10 Stuhl

Die Stuhlmenge wurde an den Versuchstagen 1, 7 und 17 innerhalb der letzten zwei
Versuchszyklen gemessen, da die Tiere nur in diesem Zeitraum in Stoffwechselkafigen
gehalten wurden. Hierfur wurde das NalRgewicht des gesammelten Stuhls fur jeden
Stoffwechselkafig mit einer Prazisionswaage im Abstand von zwei Tagen registriert. Da
jeder Kafig mit drei Tieren belegt war, wurde der Wert des Stuhlgewichtes durch 3 dividiert
und der resultierende Mittelwert fir weitere Berechnungen verwendet. Die Beurteilung der
Stuhlbeschaffenheit, sowie die Durchfliihrung eines Tests auf okkultes Blut im Stuhl fanden
zu den gleichen Zeitpunkten wie die Messung des Stuhlgewichtes statt. In Bezug auf die
Stuhlbeschaffenheit wurde zwischen geformtem, breiigem und flissigem Stuhl
unterschieden. Dazu wurde jedes Tier einzeln aus seinem Kafig entnommen, kurzzeitig in
einem Makrolonkafig isoliert und, falls erforderlich, durch leichte manuelle Stimulation zum
Absetzten von Stuhl bewegt, dessen Beschaffenheit visuell begutachtet wurde. Mit dem
frischgewonnen Stuhl wurde anschlieRend ein Guajak-Test auf okkultes Blut (hemoCARE,
CARE diagnostica GmbH, Voerde, Deutschland) durchgefuhrt.

2.11 Trinkmenge

Die von den Tieren konsumierte Menge an Trinkwasser oder DSS-LOsung wurde Uber die
gesamte Versuchsdauer jeden zweiten Tag registriert. FUr jeden Kafig war eine 250 ml
Trinkflasche vorhanden, an der mittels einer aufgetragenen Skala das vorhandene
Volumen in Millilitern abgelesen werden konnte. Das innerhalb von zwei Tagen
konsumierte Volumen pro Tier wurde aus der Differenz der gegenwartigen Fillmenge und
der Fullmenge der vorangegangenen Messung berechnet und der Wert durch 3 dividiert.
Dies ergab einen Mittelwert fur jedes Tier, der fur alle weiteren Berechnungen verwendet
wurde.

2.12 Urinmenge

Ebenso wie die Stuhimenge, wurde auch die produzierte Urinmenge wahrend der letzten
zwei Zyklen, jeweils an den Zyklustagen 1, 7 und 17 gemessen. In jedem
Stoffwechselkafig befand sich ein Auffangbehalter fur Urin, an dem eine Skala aufgebracht
war, anhand derer sich das Urinvolumen in Millilitern ablesen lies. Nach der Registrierung
des Volumens wurde der Wert durch 3 dividiert, so dal} sich fur jedes Tier ein Mittelwert
ergab. Der Urin wurde anschlieRend verworfen.

2.13 Berechnung der DSS-Schwellendosis

Die Schwellendosis stellt die insgesamt wahrend der ersten sieben Versuchstage
aufgenommene Menge an DSS, bezogen auf das Koérpergewicht, dar. Diese kumulative
Dosis wurde anhand der Trinkmenge, der verabreichten DSS-Konzentration, sowie dem
Korpergewicht am ersten Versuchstag fur jedes Tier individuell berechnet.
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2.14 Induktion der Colitis

Das zur Induktion der Colitis erforderliche Dextransulfat wurde zyklisch Uber das
Trinkwasser verabreicht. Die Dauer jedes Zyklus betrug 17 Tage. An den Tagen 1 bis 7
wurde DSS-Losung verabreicht, wahrend der verbleibenden 10 Tage erhielten die Tiere
unbehandeltes Leitungswasser. Tiere der Vergleichsgruppe erhielten Uber die gesamte
Zyklusdauer reines Wasser. Aus insgesamt 114 Tieren wurden zunachst 4 Gruppen
gebildet, von denen eine Gruppe H,O (n = 6 ), die anderen Gruppen DSS in einer
Konzentration von 1 % (n = 36), 3 % (n = 36), oder 5 % (n = 36) erhielten. Fur jede Gruppe
einer bestimmten Konzentration wurden 4 Untergruppen gebildet, die sich dadurch
unterschieden, dal® jede Gruppe (DSS: n = 9; H,0: n = 2) entweder Uber 1, 3 ,5, oder 7
Zyklen beobachtet wurde. Nach dem Erreichen der vorgegebenen Anzahl an Zyklen,
wurden die Tiere getotet und Gewebematerial zur Histologiegewinnung entnommen.

2.15 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels der Software SPSS (Version 11.5, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Zur Erstellung der Grafiken wurde das Softwarepaket Origin Pro
(Version 6.1, Origin Lab, Northhampton, MA, USA) verwendet. Die Rohdaten wurden initial
einer Prufung auf Normalverteilung unterzogen. Samtliche Ergebnisse sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben. Bei dem Vergleich von Mittelwerten wurde bei einer
Irtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 statistische Signifikanz angenommen. Die
Messwerte unterschiedlicher Gruppen wurden durch univariate Varianzanalyse oder ein
allgemeines lineares Modell verglichen und die Uberlebensdauer jedes Tieres, falls
erforderlich, als Kovariate in die Berechnung einbezogen. Bei Mehrfachmessungen wurde
eine univariate Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen durchgefiihrt. Uberlebenszeiten
wurden durch Kaplan-Meier-Analyse ausgewertet und unterschiedliche Gruppen mittels
Log-Rank-Test verglichen. Zur Berechung von Korrelationen wurde die lineare Regression
verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Colonlinge

Die Colonlange wurde nach Totung der Versuchstiere am frisch entnommenen Praparat
gemessen. Beim Vergleich der Gruppenmittelwerte zeigte sich eine zeitunabhangige,
konzentrationsbedingte Reduktion der Colonlange in allen Gruppen, denen DSS
verabreicht wurde. Die hochsten Werte erreichte die Vergleichsgruppe, die normales H,O
erhielt, mit 16.600 + 0.683 cm (n = 6). Die Colonlangen der DSS-Gruppen fielen mit 12.572
+ 0.279 cm (DSS 1%, n = 36), 10.268 + 0.301 cm (DSS 3%, n = 31) und 9.489 * 0.316 cm
(DSS 5%, n = 28) deutlich kirzer aus. Zwischen den einzelnen Gruppen bestanden mit
Ausnahme des Vergleiches der Gruppen DSS 3% und DSS 5% (p = 0.465) statistisch
signifikante Unterschiede (p < 0.001).

Unter Bericksichtigung der Verabreichungsdauer war innerhalb der DSS-Gruppen neben
der konzentrationsabhangigen auch eine zeitbedingte Reduktion der Colonlange zu
verzeichnen. Bei Tieren der H,O-Gruppe nahm die Colonlange mit steigender Zykluszahl
zu, wobei der Vergleich innerhalb dieser Gruppe keine statistische Signifikanz ereichte.
Ebenfalls nach Zyklen unterteilt ergaben sich fir die DSS 1% Gruppe folgende Mittelwerte:
14.633 £ 0.289 cm (1 Zyklus, n = 9), 13.011 £ 0.288 cm (3 Zyklen, n = 9), 11.489 + 0.469
cm (5 Zyklen, n = 9) und 11.156 + 0.232 cm (7 Zyklen, n =9). Zwischen dem 5. und 7.
Zyklus blieb eine statistisch signifikante Verklirzung des Colons aus (p = 1.000). Der
Vergleich der Ubrigen DSS 1% Gruppen erwies sich jedoch als statistisch signifikant (1 Z. /
3Z.:p=0.006,1Z./5bzw. 7Z.:p<0.001,3Z2./5Z.:p=0.011,32./7 Z.:p <0.001).
In der DSS 3% Gruppe nahm die Colonlange ebenfalls mit ansteigender Zykluszahl ab,
wobei die Verklrzung des Colons zwischen 1 und 3 Zyklen, sowie zwischen 5 und 7
Zyklen nicht (p = 1.000), zwischen den Ubrigen Gruppen jedoch statistisch signifikant war
(p < 0.001). Die Mittelwerte der DSS 3% Gruppe stellten sich wie folgt dar: 12.244 + 0.289
cm (1 Zyklus, n = 9), 11.156 + 0.288 cm (3 Zyklen, n = 9), 8.538 + 0.498 cm (5 Zyklen, n =
8) und 7.880 + 0.433 cm (7 Zyklen, n = 5).

Die Mittelwerte der DSS 5% Gruppe betrugen 9.644 + 0.289 cm (1 Zyklus, n = 9), 9.144 +
0.288 cm (3 Zyklen, n = 9) und 9.660 + 0.445 cm (5 Zyklen, n = 10).

Da die Colonlange innerhalb dieser Gruppe kaum variierte, konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede registriert werden (p = 1.000).
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Abbildung 3: Abnahme der Colonlédnge in Abhangigkeit der DSS-Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte der Colonlange (+ Standardfehler) fur unterschiedliche DSS-Konzentrationen.
Der Zeitfaktor ist nicht bericksichtigt. Abhangig von der HOhe der DSS-Konzentration erfolgte eine
zunehmende Verkurzung des Colons .
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A B

Abbildung 4: Makroskopische Colonveranderungen

Abgebildet sind zwei Colonpraparate, einschliellich Coecum und Rectum. Praparat A stammt von einem
Versuchstier, das der Kontrollgruppe angehérte und normales Trinkwasser Uber funf Zyklen erhielt. Praparat
B hinegegen stammt von einer Maus, die DSS 3% uber ebenfalls finf Zyklen erhielt. Deutlich zu erkennen ist
eine Verklrzung des Colons nach Verabreichung von DSS.

3.2 DSS-Dosis

Die DSS-Schwellendosis errechnet sich aus der Summe der Werte des
Trinkwasserkonsums, der verabreichten DSS-Konzentration sowie dem Mittelwert des
Korpergewichtes innerhalb der ersten 7 Versuchstage. Es handelt sich um eine kumulative
Dosis, angegeben in mg DSS / g Kdérpergewicht. Mit zunehmender DSS-Konzentration
stieg diese statistisch signifikant an (p < 0.001). Den niedrigsten Wert erreichte die DSS
1% Gruppe mit 15.256 £ 1.531 mg/g KG (n = 36), gefolgt von der DSS 3% Gruppe mit
46.355 + 1.531 mg/g KG (n = 36) und der DSS 5% Gruppe mit 62.380 + 1.531 mg/g KG (n
= 36).
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Abbildung 5: DSS-Schwellendosis

Dargestellt sind die Mittelwerte (£ Standardfehler) der kumulativen DSS-Dosis, die wahrend der ersten 7
Versuchstage in Abhangikeit der DSS-Konzentration aufgenommen wurde. Die gestrichelte Linie markiert
eine Dosisschwelle bei 30 mg/g KG (53), deren Uberschreitung zur Induktion einer Colitis erforderlich ist.

Bei der DSS-Gesamtdosis handelt es sich ebenfalls um eine kumulative Dosis, wobei die
fur jedes Tier im gesamten Beobachtungszeitraum konsumierte Menge an DSS, bezogen
auf den Mittelwert des Korpergewichtes, errechnet wurde. Es zeigte sich eine von der
Anzahl absolvierter Zyklen (1, 3, 5 oder 7 Zyklen) abhangige, lineare Zunahme der
Gesamtdosis mit r = 0.990 und r* = 0.981 (p < 0.001) fir die DSS 1% Gruppe (n = 36), r =
0.928 und r? = 0.862 (p < 0.001) fiir die DSS 3% Gruppe (n = 36), sowie r = 0.694 und r? =
0.482 (p < 0.001) fur die DSS 5% Gruppe (n = 36).
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Abbildung 6: DSS-Gesamtdosis bei einer DSS-Konzentration von 1%

Abgbildet sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) der innerhalb einer bestimmten Anzahl von Zyklen
aufgenommenen kumulativen DSS-Dosis bezogen auf das Kérpergewicht. Deutlich ist an dieser Stelle ein
linearer Zusammenhang zu erkennen.
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Abbildung 7: DSS-Gesamtdosis bei einer DSS-Konzentration von 3%

Abgbildet sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) der innerhalb einer bestimmten Anzahl von Zyklen
aufgenommenen kumulativen DSS-Dosis bezogen auf das Kérpergewicht. Die Werte vorzeitig verstorbener
Tiere sind rot dargestellt. Auch in dieser Abbildung ist trotz zunehmender Streuung bei steigender Anzahl
absolvierter Zyklen noch ein linearer Zusammenhang zu erkennen.
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Abbildung 8: DSS-Gesamtdosis bei einer DSS-Konzentration von 5%

Abgbildet sind die Mittelwerte (= Standardfehler) der innerhalb einer bestimmten Anzahl von Zyklen
aufgenommenen kumulativen DSS-Dosis bezogen auf das Koérpergewicht. Die Werte vorzeitig verstorbener
Tiere sind rot dargestellt. Wahrend im Bereich zwischen 1 und 3 absolvierten Zyklen noch ein linearer
Zusammenhang zu erkennen ist, findet zwischen dem 3 und 5 Zyklus keine signifikante Dosissteigerung
statt. Auffallend ist zudem, daR innerhalb des fiinften Zyklus eine hohe Mortalitat auftritt.

Innerhalb der DSS 1% Gruppe nahm die Gesamtdosis von ersten bis zum siebten Zyklus
zu. Die Mittelwerte der Gesamtdosis betrugen 12.088 + 0.817 mg/g (1 Zyklus, n = 9),
44503 = 0.817 mg/g (3 Zyklen, n = 9), 69.254 + 0.817 mg/g (5 Zyklen, n = 9), sowie
88.688 £+ 0.817 mg/g (7 Zyklen, n = 9). Alle Unterschiede zwischen diesen Gruppen
erreichten statistische Signifikanz (p < 0.001). Ahnlich verhielt sich die DSS 3% Gruppe,
wobei zwischen dem funften und siebten Zyklus keine signifikante Steigerung der Dosis
erfolgte (p = 0.140). Fur diese Gruppe ergaben sich folgende Mittelwerte: 40.035 + 9.618
mg/g (1 Zyklus, n = 9), 121.793 + 9.618 mg/g (3 Zyklen, n = 9), 206.428 + 9.618 mg/g (5
Zyklen, n = 9) und 238.826 + 9.618 mg/g (7 Zyklen, n = 9). Abgesehen von dem Vergleich
der Gruppen, die 5 und 7 Zyklen DSS erhielten, waren samtliche Unterschiede statistisch
signifikant (p < 0.001). Bei Tieren, die DSS 5% erhielten, fand eine signifikante Steigerung
der Dosis bis zum dritten Zyklus statt. Die Dosissteigerung zwischen dem dritten und
funften Zyklus erreichte keine statistische Signifikanz (p = 0.279). Nach einem Zyklus lag
der Gruppenmittelwert bei 62.195 + 16.634 mg/g (n = 9), nach drei Zyklen bei 144.960 %
16.634 mg/g (n = 9), sowie nach flunf Zyklen bei 180.198 + 11.762 mg/g (n = 18). Beim
Vergleich der Gruppe, die einen Zyklus DSS erhielt, mit jenen Gruppen, die drei
beziehungsweise funf Zyklen DSS erhielten, zeigten sich statistisch signifikante
Unterschiede (1 Z./3Z.:p=0.004und1Z./5Z.: p<0.001).

3.3 Milzgewicht

Abhangig von der DSS-Konzentration und ohne Berlcksichtigung des Zeitfaktors nahm
das Milzgewicht bis zu einer Konzentration von 3% grundsatzlich zu (H,O: 115 £ 12 mg, n
=6; DSS 1%: 123 + 5 mg, n = 36; DSS 3%: 158 £+ 6 mg, n = 31; DSS 5%: 135+ 6 mg, n =
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31). Eine statistisch signifikante Steigerung des Milzgewichtes zeigte jedoch nur der
Vergleich der DSS 3% Gruppe mit den ubrigen Gruppen (DSS 3% / H,O: p = 0.013, DSS
3% / DSS 1%: p < 0.001, DSS 3% / DSS 5%: p = 0.026). Wahrend die Anzahl der Zyklen
innerhalb der H,O und der DSS 5% Gruppe keine Auswirkung auf das Milzgewicht hatte,
zeigte sich in den Gruppen DSS 1% und DSS 3% eine zeitabhangige Zunahme. Der
Mittelwert der DSS 1% Gruppe war nach 7 Zyklen (142 £ 9 mg), im Vergleich zu einem
Zyklus (102 £ 9 mg), deutlich hoher (p = 0.029). Innerhalb der DSS 3% Gruppe fand eine
Steigerung zwischen dem ersten und dem funften (1. Zyklus: 121 £ 10 mg, 5. Zyklus: 174 +
10 mg; p = 0.006), sowie zwischen dem ersten und siebten Zyklus (1. Zyklus: 121 £ 10 mg,
7. Zyklus: 198 £ 13 mg; p < 0.001) statt.
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Abbildung 9: Veranderungen des Milzgewichtes in Abhdngigkeit der DSS-Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte (£ Standardfehler) des Milzgewichtes in Abhangigkeit der verabreichten DSS-
Konzentration. Mit zunehmender DSS-Konzentration ist ein Anstieg des Milzgewichtes zu beobachten. Der
vergleichsweise niedrige Wert bei einer DSS-Konzentration von 5% ist durch die hohe Sterblichkeit in diesem
Konzentrationsbereich verfalscht.

3.4 Disease Activity Index

Die Berechnung des Disease Activity Index erfolgte bei allen Gruppen, mit Ausnahme der
Tiere, die nur einen Versuchszyklus absolvierten, fir die letzten beiden Zyklen vor Tétung,
jeweils an den Zyklustagen 1, 7 und 17.

Die Mittelwerte des DAI zeigten eine Abhangigkeit von der verabreichen DSS-
Konzentration. Wahrend die H,O Gruppe minimal erhdhte DAI-Werte aufwies (0.01 +
0.132, n = 6), stieg dieser bei allen Tieren, die DSS erhielten an (DSS 1%: 0.185 + 0.064, n
= 36; DSS 3%: 1.215 £ 0.056, n = 34; DSS 5%: 0.987 + 0.062, n = 27). Zwischen der H,0O
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und der DSS 1%, sowie zwischen der DSS 3% und der DSS 5% Gruppe bestand kein
statistisch  signifikanter Unterschied (p = 1.000, bzw. p = 0.244). Alle Ubrigen
Gruppenvergleiche erreichten statistische Signifikanz (p < 0.001).

Disease Activity Index
—

| B

DSS-Konzentration [%]

Abbildung 10: Disease Activity Index in Abhéangigkeit der DSS-Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) des Disease Activity Index (DAI) bezogen auf die
unterschiedlichen DSS-Konzentrationen. Vorzeitig verstorbene Tiere konnten nicht bericksichtigt werden.
Die Hohe des DAI nimmt mit ansteigender DSS-Konzentration zu, wobei die Ergebnisse im Bereich von 5%
DSS aufgrund erhohter Sterblichkeit verzerrt sind.

Desweiteren konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem DAI und
der Colonlange, sowie dem DAl und dem Milzgewicht nachgewiesen werden. Die
Mittelwerte der Colonlange aller Versuchsgruppen korrelierte negativ mit den Mittelwerten
des DAI (r = - 0.837, r* = 0.700, p < 0.001, n = 111), eine positive Korrelation zeigte sich
hingegen beziiglich der Mittelwerte des Milzgewichtes (r = 0.816, r*= 0.667, p < 0.001, n =
104).
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Abbildung 11: Korrelation des Disease Activity Index mit der Colonlange
Dargestellt ist die annahernd lineare Beziehung zwischen den Mittelwerten der Colonlange und der Hohe des

DAI, unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Es besteht eine deutliche Korrelation (

= 0.700).
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Abbildung 12: Korrelation des Disease Activity Index mit dem Milzgewicht
Dargestellt ist die annahernd lineare Beziehung zwischen den Mittelwerten des Milzgewichtes und der Hohe
des DAI, unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Auch bezlglich dieser Parameter

besteht eine deutliche Korrelation (r* = 0.667).
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Zwischen dem DAI und dem histologischen Entziindungs-, sowie dem histologischen
Gewebeschadenscore war ebenfalls ein statistisch signifikanter Zusammenhang zu
verzeichnen. Die Mittelwerte des DAl korrelierten sowohl mit den Mittelwerten des
Entziindungsscores (r = 0.836, r? = 0.700, p = 0.001, n = 111), als auch den Mittelwerten
des Gewebeschadenscores (r = 0.857, r? = 0.706, p = 0.001, n = 111), jeweils auf alle
Colonabschnitte bezogen.
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Abbildung 13: Korrelation des DAI mit dem histologischen Entziindungsscore

Abgebildet ist eine annahernd lineare Beziehung zwischen dem histologischen Entziindungsscore und dem

DrzAI’ unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Es besteht eine eindeutige Korrelation
(r" =0.700).

18



Ergebnisse

25 1 . L . I . 1 . 1 . I
X

2.0 L
o 15 « L
()
he} 4 t
£ o
> 107 / .
= - x L
=
[&]
< 05- -
) X
n b3
©
B 004 * L
a

-0.5 L

-1.0 T T T T T y T T T T T

0.0 05 1.0 15 20 25

Histologischer Gewebeschadenscore

Abbildung 14: Korrelation des DAI mit dem histologischen Gewebeschadenscore

Abgebildet ist eine anndhernd lineare Beziehung zwischen dem histologischen Entziindungsscore und dem
DrzAI’ unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Es besteht eine eindeutige Korrelation
(r" =0.857).

3.5 Histologie

Die histologischen Veranderungen des Colons wurden durch einen Entzindungs-, sowie
durch einen Gewebeschadenscore abgebildet. Hierbei zeigte sich, dal® beide Merkmale,
unabhangig von der Hohe der DSS-Konzentration oder der Verabreichungsdauer, im
Colon descendens und Colon sigmoideum deutlicher ausgepragt waren, als im Colon
ascendens und Colon transversum. Die Unterschiede zwischen dem linken Colon und den
ubrigen Darmabschnitten waren statistisch signifikant (p < 0.001).
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Abbildung 15: Histologischer Entziindungsscore in Abhédngigkeit der Lokalisation

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) des histologischen Entziindungsscores innerhalb der
einzelnen Colonabschnitte, unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Deutlich ist eine
Uberwiegend linksseitige Manifestation im Bereich des Colon acsendens und Colon sigmoideum zu
erkennen.
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Abbildung 16: Histologischer Gewebeschadenscore in Abhédngigkeit der Lokalisation

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) des histologischen Gewebeschadenscores innerhalb der
einzelnen Colonabschnitte, unabhangig von der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen. Es ist eine
nahezu exklusive linksseitige Manifestation im Bereich des Colon acsendens und Colon sigmoideum zu
erkennen.
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Sowohl der Entzindungsscore, als auch der Gewebschadenscore waren von der
verabreichten DSS-Konzentration abhangig, wobei insbesondere zwischen den Gruppen
DSS 1% und Hy0, sowie zwischen DSS 3% und DSS 5% haufig keine statistisch
signifikanten Unterschiede bestanden. Im Colon ascendens trat zu keiner Zeit ein
Gewebeschaden auf, wahrend im Colon transversum ein geringer Gewebschaden zu
beobachten war, der sich jedoch unbeeinflusst von der DSS-Konzentration zeigte.
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Abbildung 17: Histologischer Entziindungsscore in Abhidngigkeit der Lokalisation und DSS-
Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte (£ Standardfehler) des histologischen Entziindungsscores innerhalb der
einzelnen Colonabschnitte, unabhangig von der Anzahl der Zyklen. Auch unter Berlcksichtigung der
verabreichten DSS-Konzentration bleibt die Uberwiegend linksseitige Manifestation im Bereich des Colon
acsendens und Colon sigmoideum erhalten, wobei die Hohe des Entziindungsscores mit ansteigender DSS-
Konzentration zunimmt.
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Abbildung 18: Histologischer Gewebeschadenscore in Abhéngigkeit der Lokalisation und DSS-
Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte (= Standardfehler) des histologischen Gewebeschadenscores innerhalb der
einzelnen Colonabschnitte, unabhangig von der Anzahl der Zyklen. Auch unter Berlicksichtigung der
verabreichten DSS-Konzentration bleibt die nahezu exklusive linksseitige Manifestation im Bereich des Colon
acsendens und Colon sigmoideum erhalten, wobei die Héhe des Gewebeschadenscores mit ansteigender
DSS-Konzentration zunimmt.

Mit zunehmender Verabreichungsdauer stiegen prinzipiell auch der Entzindungs-, sowie
der Gewebschadenscore an. Bei der Verabreichung von DSS 1% ergaben sich bei
Betrachtung des Gewebeschadenscores keine zeitabhangigen, statistisch signifikanten
Unterschiede. Gleiches traf fur die DSS 5% Gruppe zu, wobei innerhalb dieser Gruppe
auch der Entzindungsscore, abgesehen von einer Ausnahme, die als zufallig zu
betrachten ist, nicht von der Verabreichungsdauer beeinflusst wurde (siehe Anhang).

3.6 Uberleben

Insgesamt verstarben 20 Tiere (17.5%, n = 114), die ausschlieBlich der DSS 3% und DSS
5% Gruppe angehorten, vor Erreichen des Versuchsendes. Verluste traten bei héheren
DSS-Konzentrationen friher auf, so verstarben die ersten Tiere der DSS 5% Gruppe
bereits ab Versuchstag 24, Tiere der DSS 3% Gruppen hingegen fruhestens ab
Versuchstag 45. Die mediane Uberlebenswahrscheinlichkeit sank mit zunehmender DSS-
Konzentration von 119 Tagen (DSS 1%) auf 106 Tage (DSS 3%), beziehungsweise 59
Tage (DSS 5%). Der Vergleich dieser Gruppen untereinander erreichte statistische
Signifikanz (p < 0.001). Desweiteren zeigte sich, dal® mit ansteigender DSS-Konzentration
auch die Anzahl verstorbener Tiere innerhalb der entsprechenden Gruppe zunahm.
Wahrend alle Tiere der H,O (n = 6) und der DSS 1% Gruppe (n = 36) Uberlebten,
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verstarben 4 Tiere der DSS 3% Gruppe (11.1%, n = 36) und 16 Tiere der DSS 5% Gruppe
(44.4%, n = 36) vorzeitig.
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Abbildung 19: Uberleben in Abhéngigkeit der DSS-Konzentration

Abgebildet ist eine Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit zu einem gegebenen Zeitpunkt
fur Versuchstiere, die DSS 3% oder 5% erhielten. Die gestrichelten Linien Markieren das Ende der
Beobachtungszeitraume (nach 1, 3, 5 und 7 Zyklen). Insgesamt betrachtet zeigt sich eine deultich verringerte
Uberlebenswahrscheinlichkeit der DSS 5% Gruppe gegeniiber der DSS 3% Gruppe nach bereits einem
Zyklus. Die H,O und DSS 1% Gruppe sind nicht abgebildet, da keine Tiere vor dem Erreichen der
vorgegebenen Beobachtungsdauer verstarben.

3.7 Korpergewicht

Die Mittelwerte des Korpergewichtes fielen, unabhangig von der Verabreichnungsdauer,
mit zunehmender DSS-Konzentration niedriger aus. Zwischen den Gruppen H,O und DSS
1% bestand kein Unterschied (p < 0.146), wahrend alle Ubrigen Gruppenvergleiche
statistisch signifikant waren (p < 0.001).
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DSS-Konzentration | Kérpergewicht 95% Konfidenzintervall
[%] [a] Standardfehler|luntergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
0 23.431 0.354 22.730 24132 6
1 22.558 0.145 22.271 22.845 36
3 21.375 0.147 21.083 21.666 36
5 20.374 0.145 20.085 20.662 36

Tabelle 3: Korpergewicht in Abhédngigkeit der DSS-Konzentration
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Abbildung 20: Kérpergewicht in Abhangigkeit der DSS-Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte des Korpergewichtes (+ Standardfehler) in Abhangigkeit der jeweiligen DSS-
Konzentration. Es zeigt sich eine deutliche Reduktion des Koérpergewichtes bei ansteigender DSS-
Konzentration.

Unter Berlcksichtigung der Verabreichungsdauer zeigte sich, dal® das Korpergewicht mit
Ausnahme der H,O Gruppe zyklische Schwankungen vollzog. Die DSS 1% Gruppe zeigte
dieses Verhalten im Gegensatz zu den anderen Gruppen erst nach einer
Verabreichungsdauer von mehr als drei Zyklen. Beginnend mit der Verabreichung von
DSS am ersten Zyklustag, sank das Kdpergewicht und erreichte gegen Ende der DSS
Gabe (Tag 7 + 2 Tage) ein vorubergehendes Minimum. Ab dem Zeitpunkt der Umstellung
auf normales Trinkwasser am achten Zyklustag, stieg das Korpergewicht schliellich an
und erreichte am Ende des Zyklus (Tag 17 + 2 Tage) wieder annahernd den Ausgangswert
zu Beginn des jeweiligen Zyklus. Die Amplitude der Schwankungen, gleichbedeutend dem
temporaren Gewichtsverlust, fiel um so hoéher aus, je hoher die verabreichte DSS-
Konzentration war.
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Abbildung 21: Zyklische Schwankungen des Korpergewichtes
Exemplarisch abgebildet sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) des Kérpergewichtes der DSS-Gruppen
wahrend des ersten Versuchszyklus. Deutlich sind in der DSS 3% und 5% Gruppe die zyklischen
Gewichtsschwankungen zu erkennen. Das Ausmal} des temporaren Gewichtsverlustes wird entscheidend
durch die DSS-Konzentration beeinflusst.
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Abbildung 22: Zyklische Schwankungen des Korpergewichtes in Abhangikeit der DSS-Konzentration
und der Zeit

Abgebildet sind die Mittelwerte (= Standardfehler) des Korpergewichtes aller Gruppen. Es zeigt sich, daf
zyklische Gewichtsschwankungen nur in den DSS-Gruppen auftreten. Darliber hinaus treten die zyklischen
Schwankungen in der DSS 1% Gruppe angedeutet erst ab dem dritten Zyklus (Tag 35) auf.

Der Vergleich der Mittelwerte des Korpergewichtes von ersten Versuchstag mit den
Mittelwerten des Korpergewichtes bei Totung beziehungsweise vorzeitigem Versterben
der Tiere zeigte, dall mit Ausnahme der DSS 5% Gruppe ein Gewichtszuwachs bestand.
Je hoher die verabreichte DSS-Konzentration war, desto geringer stieg jedoch das Gewicht
uber den gesamten Versuchszeitraum von 119 Tagen betrachtet an. Der Mittelwert des
Gewichtszuwaches aller Gruppen betrug 7.55 £ 1.28 %, nur innerhalb der DSS 5% Gruppe
trat ein tatsachlicher Gewichtsverlust von 1.84 + 1.73 % gegenuber dem Ausgangsgewicht
auf. Mit Ausnahme der Vergleiche der Gruppen H2O und DSS 1% (p < 0.781), sowie DSS
3% und DSS 5% (p < 0.529), erreichten samtliche Gruppenunterschiede statistische
Signifikanz. Die zunehmende Anzahl absolvierter Zyklen wirkte sich, bis auf eine
Ausnahme, in Form eines zunehmenden, oder zumindest gleichbleibenden prozentualen
Gewichtszuwaches aus. Ein statistisch signifikanter Gewichtsverlust trat nur innerhalb der
DSS 5% Gruppe zwischen dem dritten und funften Zyklus auf (7.37 £ 2.21 %, p = 0.44).
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DSS-Konzentration | Gewichtszuwachs 95% Konfidenzintervall
[%] [%] Standardfehlerluntergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
0 18.267 4.193 9.956 26.578 6
1 11.356 1.716 7.954 14.757 36
3 2.425 1.742 -1.028 5.878 36
5 -1.844 1.725 -5.263 1.575 36

Tabelle 4: Prozentualer Gewichtszuwachs in Abhangigkeit der DSS-Konzentration
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Abbildung 23: Prozentualer Zuwachs des Kérpergewichts in Abhangigkeit der DSS-Konzentration
Abgebildet sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) des prozentualen Gewichtszuwachses aller Gruppen.
Deutlich ist zu erkennen, dal® sich die Hohe der DSS-Konzentration negativ auf den Gewichtszuwachs

auswirkt. Erst ab einer DSS-Konzentration von 5% ist schlie3lich ein tatsachlicher Gewichtsverlust zu
beobachten.

3.8 Trinkwasserkonsum

Der Mittelwert des Trinkwasserkonsumes aller Gruppen fir zwei Versuchstage betrug
8.535 £ 0.096 ml. Die Mittelwerte aller DSS-Gruppen waren statistisch signifikant niedriger,
als die der H,O-Gruppe. Der Vergleich der DSS-Gruppen untereinander ergab, dal} die
Tiere der DSS 5% statistisch signifikant weniger tranken, als die Tiere der DSS 1% und
DSS 3% Gruppe.
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DSS-Konzentration | Trinkmenge 95% Konfidenzintervall
[%] [mli] Standardfehler|untergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
0 9.528 0.315 8.904 10.152 6
1 8.310 0.129 8.055 8.565 36
3 8.627 0.129 8.372 8.882 36
5 7.673 0.129 7.418 7.928 36

Tabelle 5: Trinkwasserkonsum in Abhédngigkeit der DSS-Konzentration

Ahnlich den Werten des Korpergewichtes vollzogen auch die Mittelwerte des
Trinkwasserverbrauches zyklische Schwankungen. Zu Beginn der DSS-Gabe, am ersten
Zyklustag, sank die konsumierte Trinkwassermenge und und verweilte auf niedrigerem
Niveau, als bei der Verabreichung von normalem Trinkwasser. Nach der Umstellung von
DSS auf Trinkwasser stieg die Trinkmenge zunachst uberdurchschnittlich an (Tag 9 + 3
Tage) und naherte sich in den verbleibenden Zyklustagen wieder dem Niveau des
Gruppenmittelwertes.
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Abbildung 24: Trinkwasserkonsum in Abhangigkeit der DSS-Konzentration

Abgebildet sind die Mittelwerte (= Standardfehler) der innerhalb von zwei Tagen konsumierten
Trinkwassermenge aller Gruppen. Es ist zu erkennen, dal’ Tiere der DSS-Gruppen weniger tranken als Tiere
der H,O Gruppe.

Variationen der Verabreichungsdauer wirkten sich in der DSS 1% und DSS 3% Gruppe nur
dahingehend aus, daf die Trinkmenge in den Zyklen 3, 5 und 7 grundsatzlich héher war,
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als im ersten Zyklus. Die Trinkmenge der H,O- und der DSS 5% Gruppe blieb hingegen
Uber die gesamte Versuchsdauer konstant.

3.9 Urinproduktion

Die durchschnittliche, innerhalb von zwei Tagen produzierte Urinmenge, betrug flur alle
Gruppen 1.651 £ 0.052 ml. Auch dieser Parameter wurde durch die DSS-Konzentration
insofern beeinflusst, als die produzierte Urinmenge mit zunehmender DSS-Konzentration
abnahm. Zwischen der H,O und der DSS 1% Gruppe, sowie zwischen der DSS 3% und
der DSS 5% Gruppe bestanden keine Unterschiede bezuglich der Urinproduktion (p =
1.000).

Alle Ubrigen Gruppenvergleiche erreichten statistische Signifikanz (p < 0.001).

DSS-Konzentration 95% Konfidenzintervall
[%] Urinmenge [ml]Standardfehler|untergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
0 2.245 0.173 1.902 2.589 6
1 2.217 0.066 2.086 2.348 36
3 1.132 0.069 0.995 1.269 34
5 1.010 0.083 0.846 1.175 26

Tabelle 6: Urinmenge in Abhangigkeit der DSS-Konzentration
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Abbildung 25: Urinmenge in Abhédngigkeit der DSS-Konzentration

Dargestellt sind die Mittelwerte (= Standardfehler) der innerhalb von zwei Tagen ausgeschiedenen
Urinmenge aller Gruppen. Deutlich zeigt sich eine Abnahme der Urinproduktion bei steigender DSS-
Konzentration.
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Im zeitlichen Verlauf waren angedeutete, biphasische zyklische Schwankungen der
Urinausscheidung zu erkennen. Zeitpunkte der geringsten Ausscheidung waren jeweils der
erste und siebte Zyklustag (+ 2 Tage), entsprechend dem Beginn und dem Ende der DSS-
Gabe. Vereinzelt traten statistisch signifikante Unterschiede bezlglich der Urinmenge in
DSS-Gruppen mit gleicher Konzentration, aber unterschiedlich langer
Verabreichungsdauer auf, die jedoch keine eindeutige Interpretation erlaubten (siehe
Anhangtabelle 46).
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Abbildung 26: Zyklische Schwankungen der Urinausscheidung

Exemplarisch abgebildet sind die Mittelwerte (= Standardfehler) der innerhalb von zwei Tagen
ausgeschiedenen Urinmenge aller DSS-Gruppen wahrend des ersten Versuchszyklus. In allen Gruppen sind
zyklische Schwankungen mit einem Minimum um den siebten Tag zu erkennen. Die Hohe der Amplitude wird
durch die DSS-Konzentration beeinflusst.
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4 Diskussion

4.1 Pathogenese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen

Die Colitis ulcerosa (CU) und der Morbus Crohn (MC) stellen die beiden wichtigsten
Vertreter der Gruppe der chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CED) dar. Es
handelt sich in beiden Fallen um immunologisch vermittelte, chronisch wiederkehrende
Entzindungen des Darmes, deren Pathogenese bis zum heutigen Tage nicht vollstandig
geklart ist. Aufgrund von Daten, die uberwiegend aus Tiermodellen stammen, vermutet
man, dal es sich um eine Gruppe multifaktoriell bedingter Erkrankungen handelt . Ein
moglicher Faktor stellt hierbei die genetische Pradisposition dar. Die Konkordanzrate bei
eineiigen Zwillingen betragt fiir den MC ca. 50 % und fiir die CU ca. 10% “. Bei der Suche
nach krankheitsbegiinstigenden Genen konnten flr den MC vier und fir die CU ein Gen
identifiziert werden. Das am haufigsten untersuchte Gen fur MC ist das ,caspase
recruitment domain family member 15 Gen (CARD15, vormals NOD2). Es wurden drei
Mutationen des CARD15 Gens gefunden , von den mindestens eine bei ca. 30 % aller MC
Patienten vorhanden ist *®. Die Funktion von CARD15, das in antigenprésentierenden
Zellen vorkommt, besteht in der Erkennung bakterieller Zellwandpolymere und Aktivierun1g
von NF-kB, welches wiederum zahlreiche proinflammatorische Gene aktiviert “® .
Daruberhinaus wurde CARD15 in Paneth’schen Kornerzellen der Darmschleimhaut
nachgewiesen, die fUr die Sekretion antimikrobiell wirksamer a-Defensine verantwortlich
sind *°. Sowohl im Tiermodell, als auch beim Menschen, konnte nachgewiesen werden,
daR eine CARD15-Mutation mit einer verminderten a-Defensin-Sekretion verbunden ist *.
Die Folge dieses Defektes ist eine eingeschrankte Fahigkeit des Darmepithels, Bakterien
zu eliminieren. Ungeklart ist bisher, weshalb bei Tragern einer CARD15-Mutation trotz
Gendefekt erhdhte NF-kB Spiegel zu messen sind. Eine mogliche Erklarung ist, daR NF-kB
durch die iibermaRige bakterielle Besiedlung (iber alternative Wege aktiviert wird *'. Eine
ahnliche Funktion in Bezug auf die Eliminierung von Bakterien besitzt moglicherweise das
,multidrug resitance gene’ (MDR1). Dieses Gen ist ebenfalls in Darmepithelzellen
vorhanden und kodiert P-Glycoprotein 170, ein Transporter, der in der Lage ist, Pharmaka
und vermutlich auch bakterielle Komponenten aus dem Zellinneren auszuschleusen. Eine
Mutation dieses Gens wurde mit therapierefraktdrer CU in Verbindung gebracht 2.

Neben einer genetischen Pradisposition werden auch Umweltfaktoren fur die Entstehung
von CED in Betracht gezogen. Der Anlal} ist eine Zunahme von CED, insbesondere des
MC Uberwiegend in den industrialisierten Landern der westlichen Welt. Als mogliche
EinfluRgrélRen gelten das Rauchen, die Erndhrung, sowie der Konsum nichtsteroidaler
Antiphlogistika und Antibiotika. Hinsichtlich der Ernahrung werden vor allem die negativen
Auswirkungen UbermaRiger Eisen- und Aluminiumzufuhr diskutiert. Beide Elemente sind in
unserer Nahrung im UberfluR vorhanden und erhdéhen nachweislich die Virulenz von
Bakterien, die in der Pathogenese der CED mdglicherweise von Bedeutung sind “2.
Nichtsteroidale Antiphlogistika verursachen durch unspezifische Entzindungen eine
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Schadigung der Epithelbarriere und ermdglichen somit den direkten Kontakt bakterieller
Antigene mit Zellen des Immunsystems innerhalb der Lamina propria. Ein derartiger
Mechanismus wird neben Anderen als maoglicher initialer Ausléser fur CED in Erwagung
gezogen *> 4" %8 Dje Wirkung des Rauchens ist noch nicht ausreichend untersucht. Es
wurden jedoch vollkommen gegensatzliche Wirkungen des Rauchens bei CU und MC
Patienten beschrieben. Wahrend Rauchen bei CU scheinbar protektiv wirkt, verschlechtert
es das Krankheitsbild bei MC und vermag Rezidive der Erkrankung auszulésen. Welche

‘I138estandteile des Zigarettenrauchs hierbei von Bedeutung sind, ist weitgehend ungeklart 4"

Ein dritter Faktor, neben der genetischen Pradisposition und den Umwelteinflissen sind
Bakterien, insbesondere jene, die in der normalen Darmflora physiologisch vorhanden
sind. In mehreren Tiermodellen zeigte sich, dal} sterile Mause, die keine Darmflora
besitzen, bis auf wenige Ausnhamen, zu denen modglicherweise auch das DSS-Modell
zahlt, keine Colitis entwickeln. Nach Besiedlung des Darmes dieser Tiere mit
Mikroorganismen der gewohnlichen Darmflora war die Erkrankung jedoch induzierbar.
Auch die Tatsache, dal® manche CED Patienten von einer Therapie mit Antibiotika wie
beispielsweise Metronidazol profitieren, spricht flr eine bakterielle Beteiligung. Es besteht
Grund zur Annahme, dal} Bakterien der Darmflora bei einem %enetisch pradisponierten
Individuum eine Entziindung des Darmes bewirken kénnen ° '® % %2 Dije Vorraussetzung
hierfir ware, wie bereits im Zusammenhang mit den NSAR erwahnt, eine Stérung der
Epithelbarriere der Darmschleimhaut, die den ansonsten weitgehend unterbundenen
direkten Kontakt von Bakterien der Darmflora mit Zellen des Immunsystems in der
Darmwand ermdglicht. Welcker et al. zeigten, daly sowohl CU als auch MC Patienten eine
erhdhte Permeabilitat des Darmepithels aufweisen **. Durch das Eindringen von Bakterien
in die Lamina propria konnte eine unspezifische Aktivierung von CD4+ T-Lymphozyten
erfolgen, die letztendlich in einer Entzindung mundet. Eine Verschiebung des
Gleichgewichtes der Darmflora zwischen nutzlichen probiotischen und pathogenen
Bakterien konnte an dieser Stelle ebenfalls von Bedeutung sein. Obgleich MC Patienten
haufig eine erhohte bakterielle Besiedlung des Darmes zeigen, konnten bisher keine
einzelnen Erreger identifiziert werden, die dieser Erkrankung zweifelsfrei zuzuordnen sind,
da das Bild der Besiedlung von Patient zu Patient aul3erst variabel ist. Es existieren
Theorien, die sich auf einen bestimmten Erreger stiitzen, diese lassen jedoch oft eine
Vielzahl von Fragen offen. Stellvertretend fir atypische Mykobakterien sei das
Mykobakterium paratuberculosis (MAP) erwahnt. Dieses wird durch kontaminierte Milch-
und Rindfleischprodukte Ubertragen und kommt in Nordamerika, Australien und Europa
vor. Aufgrund der Ahnlichkeit des Bildes des MC mit dem der intestinalen Tuberkulose
wurde ein Zusammenhang mit einer moglichen MAP Infektion vorgeschlagen. Tatsachlich
fand sich dieser Erreger in Biopsien der Darmschleimhaut von MC und CU Patienten,
wobei jedoch die Auffindungsrate in unterschiedlichen Studien zwischen 0 und 100 %
varilerte *® *°. Desweiteren ist unklar, weshalb CED Patienten mit MAP Besiedlung
dennoch von einer immunsuppressiven Therapie profitieren, obwohl unter diesen
Bedingungen eigentlich eine Exazerbation der Erkrankung 2zu erwarten ware.
Méglicherweise ist eine MAP Infektion nicht der Ausléser der Erkrankung, sondern lediglich
die Folge einer bereits bestehenden Entziindung, die eine Besiedlung mit MAP beguinstigt.
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Der vierte Faktor, der fur die Pathogenese der CED von Bedeutung ist, ist ein Defekt des
Immunsystems der Darmschleimhaut selbst. Hierbei kann zwischen einem Defekt der
Effektorzellen und einem Defekt regulatorischer Zellen unterschieden werden. Bei
Vorliegen eines Defektes innerhalb der Effektorzellen verursachen aggressive CD4+ T-
Zellpopulationen bei Kontakt mit Bakterien der normalen Mikroflora eine Entziindung des
Darmes. Die Ursache scheint in einem Toleranzverlust des Immunsystems gegenuber
Antigenen der eigenen Darmflora zu liegen. Unter dem Einflud von Interleukin 6 und
weiteren Faktoren sind diese T-Zellen darUberhinaus in der Lage sich der Apoptose zu
entziehen, wodurch die Entzindung aufrechterhalten werden kann. Die Aufgabe
regulatorischer Zellen hingegen besteht darin, eine Immunreaktion durch Sekretion
antiinflammatorischer Zytokine, insbesondere IL-10 und TGF-B, zu unterbinden. Drei
unterschiedliche Populationen dieser regulatorischen Zellen konnten bisher identifiziert
werden. Treg und Tr1 Zellen sind in der Lage eine Entziindung der Darmes zu verhindern,
wahrend CD4+ CD25+ T-Zellen eine bereits vorhandene experimentelle Colitis im
Tiermodell zur Abheilung bringen kénnen. Ein Defekt in einer dieser regulatorischen
Zellpopulationen konnte deshalb aufgrund der fehlenden oder inadaquaten
Gegensteuerung den Ausbruch der Erkrankung bewirken 18 48 51.52

Vermutlich ist jedoch keiner dieser Faktoren isoliert, sondern vielmehr eine Kombination
mehrer Defekte und Umwelteinflisse ausschlaggebend, aus der letztendlich eine Th1 oder
eine atypische Th2 vermittelte, nichtinfektiose Entziindung des Darmes resultiert. Da das
Zytokinprofil von MC Patienten erhdhte IL-12 und IFN-y Spiegel aufweist, scheint
gesichert, daR es sich hierbei um eine klassische Th1 vermittelte Entziindung handelt ® >,
Auch die im Tiermodell im Rahmen einer Th1 Immunantwort auftretenden histologischen
Veranderungen entsprechen, trotz gelegentlich zu beobachtenden oberflachlichen
Ulzerationen, Uberwiegend dem histologischen Bild des MC mit dem charakteristischen
transmuralen Befall und Granulombildung *2.

Neue Studienergebnisse lassen vermuten, dal® nicht nur die Th1, sondern méglicherweise
auch die erst kurzlich entdeckte Th17 Zellline mal3geblich am Entzindungsgeschehen
beteiligt ist ' ** %2 Elson et al. gehen davon aus, daR Th1 Zellen lediglich in der
Induktionsphase der Erkrankung von Bedeutung sind, wahrend Th17 Zellen unter dem
Einfluld von IL-17 und weiteren Zytokinen das Fortschreiten der Erkrankung bewirken.

Im Gegensatz zum MC wurde man die CU zunachst aufgrund ihres histologischen Bildes,
gekennzeichnet durch oberflachliche Schleimhautulzerationen und ausschlieRlichen Befall
des Colons, als Th2 vermittelte Entziindung klassifizieren *2. Ein Anstieg von IL-4 und IL-5,
den beiden dominierenden Zytokinen einer Th2 Reaktion, ist zwar im Tiermodell zu
beobachten, bei CU Patienten treten erhdhte IL-4 Spiegel jedoch typischerweise nicht auf
%2 Eine Erhéhung von IL-13 ist hingegen sowohl im Tiermodell der CU als auch beim
Menschen zu beobachten. Fuss et al. gehen aufgrund dieser Tatsache davon aus, dal} es
sich bei der CU um eine durch ,natural killer’ T-Zellen (NK T-Zellen) vermittelte atypische
Th2 Antwort handelt ?'. Hierbei werden NK T-Zellen durch antigenprasentierende Zellen
die einen atypischen MHC Rezeptor (CD1d) tragen, der Lipid- an Stelle von
Proteinantigenen prasentiert, aktiviert. In Folge dessen sezernieren diese IL-13, welches
den Verlust von Epithelzellen und die Entstehung von Ulzerationen verursacht. Ein weiterer
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Hinweis auf die wichtige Bedeutung von IL-13 ist die Tatsache, da® dessen Eliminierung
durch einen monoklonalen Antikérper im Modell der Oxazolon induzierten Colitis den
Ausbruch der Erkrankung verhindern konnte %%,

4.2 Tiermodelle fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Mittlerweile existieren Uber 60 Modelle zur Abbildung chronisch entzundlicher
Darmerkrankungen, wobei ein Groldteil dieser Modelle im vergangenen Jahrzehnt
entstanden ist. Da diese Modelle sowohl zahlreiche Gemeinsamkeiten, als auch
Unterschiede aufweisen, wurden verschiedene Klassifizierungen vorgenommen.

Eine Mdglichkeit der Zuordnung eines Modells zu einer bestimmten Gruppe besteht darin,
nach der vorherrschenden Immunreaktion zu differenzieren. Hieraus ergibt sich eine
Zweiteilung, einerseits in Modelle die auf einer Typ 1 und in Modelle, die auf einer Typ 2 T-
Helferzell vermittelten Immunreaktion basieren. Die Nachteile dieser Einteilung bestehen
jedoch darin, daf3 nicht alle Modelle eindeutig einer dieser beiden Kategorien zugeordnet
werden konnen. Wie bereits beschrieben fanden sich bei der DSS induzierten Colitis
sowohl Th1 als auch Th2 typische Zytokine '*. Eine weitere Herausforderung stellt die
TNBS induzierte Colitis dar. Wahrend die Gabe von TNBS bei SJL/J Mausen eine Th1
Antwort provoziert, reagieren BALB/c Mause auf das gleiche Agens mit einer Th2 Antwort
%2 Eine weitere, relativ neue Einteilung wurde von Bouma et al. beschrieben. Sie schlugen
ebenfalls eine Einteilung in zwei Gruppen vor, wobei unterschieden wurde, in welcher
Lymphozytenpopulation der fir die Erkrankung verantwortliche Defekt vermutlich zu finden
ist. So weisen Modelle vom Typ | einen Defekt der Effektorzellen auf, wahrend Typ Il
Modelle auf einem Defekt regulatorischer Immunzellen basieren °. Die Mehrzahl der
Autoren bevorzugt jedoch eine Unterteilung der Modelle in fiinf verschiedene Gruppen %°.
Bei der ersten Gruppe handelt es sich um Gen-Knockout-Modelle. Dies sind Modelle mit
Mausen, die einen klar definierten genetischen Defekt besitzen, aufgrund dessen ihrem
Immunsystem bestimmte Eigenschaften fehlen. Als Beispiel hierfiur seien Interleukin-10
Knockout-Mause erwahnt. Der Gendefekt verursacht eine Entzindung des Dinn- und
Dickdarms, da das Immunsystem der Tiere nicht in der Lage ist IL-10 zu produzieren,
welches die entzindungsfordernde Aktivitat von Th1-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen
unter Normalbedingungen hemmt * ' ?°. Eine weitere Gruppe stellen transgene Méause
und Ratten dar. Ein verbreitetes Modell dieser Kategorie basiert auf Mausen, die ein STAT-
4 Transgen in sich tragen. STAT-4 ist ein bedeutender Transkriptionsfaktor in der
Signalkaskade des IL-12, welches wiederum die treibende Kraft von Th1 vermittelten
Immunreaktionen darstellt. Da STAT-4 in diesem Modell Uberexprimiert wird, steigt die
Empfindlichkeit von CD4+ Lyphozyten gegenuber IL-12. Die Ausschuttung von IL-12
bewirkt eine Ausdifferenzierung von CD4+ Lymphozyten zu Th1-Zellen. Setzt man diese
Tiere nun einem antigenen Stimulus aus, der bei unmodifizierten Mausen keinerlei Wirkung
zeigt, so entwickeln diese aufgrund der iiberschieRenden Th1-Antwort eine Colitis '® 2" 52,
Die dritte Gruppe bilden die sich spontan entwickelnden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen bei SAMP/Yit und C3H/HeJBir Mausen. Letztere neigen dazu unter
bestimmten Haltungsbedingungen spontan eine Colitis zu entwickeln. Die Ursache scheint
in einem Defekt der angeborenen Immunitat zu liegen, der eine UberschieRende T-
Zellantwort auf bakterielle Antigene der Darmflora zur Folge hat & 7+ 2427,
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Das von uns verwendetet Modell der DSS induzierten Colitis zahlt zur relativ grof3en
Gruppe der sogenannten chemisch induzierbaren chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen.

Ein vergleichsweise neues Modell dieser Kategorie ist die Oxazolon induzierte Colitis.
Hierbei wird Mausen das Hapten Oxazolon rektal in Ethanol gelost verabreicht. Der
Auslosende Mechanismus ist noch weitgehend unbekannt, sicher ist jedoch, dal} die
daraus resultierende Colitis durch eine Th2 vermittelte Immunreaktion entsteht. Dies stellt
eine Besonderheit dar, zumal die Mehrzahl der Modelle, sofern eine eindeutige Zuordnung
moglich ist, auf dem Boden einer Th1-Antwort funktionieren. Es wurde dartberhinaus
berichtet, dal die morphologischen Veranderungen in diesem Modell denen der
menschlichen Form der Colitis ulcerosa sehr ahnlich seien und Rickschlisse dahingehend
gezogen, dal diese Nahe mdglicherweise dadurch bedingt ist, dal} auch die menschliche
Form Th2 vermittelt sein konnte " *2. Bei der letzten Gruppe handelt es sich um
Transfermodelle bei der beispielsweise SCID Mausen, die weder B- noch T-Lymphozyten
besitzen, bestimmte T-Zellpopulationen zugefihrt werden, vornehmlich um die Funktion
regulatorischer T-Zellen zu untersuchen. Inkubiert man die immundefizienten Mause mit
CD45RB"-T-Lyphozyten (undifferenzierte T-Lymphozyten) so entwickeln diese nach drei
bis fiinf Wochen eine schwere Colitis, werden jedoch gleichzeitig CD45RB"-T-Lyphozyten
(reife T-Lymphozyten) gegeben, so bleibt die Entstehung der Colitis aus. Der Vorteil dieses
Modells besteht darin, dall mit zwei T-Lymphozytenpopulationen gearbeitet wird, von den
eine die Effektorzellen und die andere die regulatorischen Zellen reprasentiert. Dies
ermoglicht eine prazise Analyse der Zellen innerhalb der jeweiligen Population hinsichtlich
ihrer genauen Funktion ™8 8%,

Keines der beschriebenen Modelle vereint alle Eigenschaften chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen in sich. Jedes Modell weist jedoch bestimmte Merkmale auf, die auch
bei der menschlichen Form der Erkrankungen auftreten und leistet somit einen wertvollen
Beitrag zur Klarung der Pathogenese oder der Entwicklung neuer Therapieoptionen.

4.3 Wirkungsweise von DSS

Der Mechanismus, uber den Dextran Sulfat eine Colitis induziert, ist bislang nicht geklart.
Es wird vermutet, dal} eine direkte Einwirkung von DSS auf die Epithelzellen der
Colonschleimhaut der initial auslésende Mechanismus ist. Dies konnte zu einer erhohten
Permeabilitat der Epithelbarriere fuhren und den direkten Kontakt luminaler Antigene mit
Zellen des Immunsystems innerhalb der Lamina propria der Colonschleimhaut bewirken.
Kitajima et al. zeigten, dal® insbesondere in der FrUhphase der DSS induzierten Colitis,
noch vor dem Auftreten einer Entzindung, die Permeabilitat des Colonepithels fur
Makromolekiile erhéht ist 2°. Bisher wurde haufig von einer direkten Zytotoxizitat des DSS
auf die Epithelzellen der Colonschleimhaut ausgegangen, die zum Untergang der Zelle
fuhren. Neuere Ergebnisse belegen jedoch, day DSS offensichtlich auch in der Lage ist,
den Zellzyklus von Caco-2 Zellen zu arretieren 3. Diese Zellinie wird haufig fir in vitro
Modelle zur Untersuchung der Darmepithelfunktion verwendet und stammt von
Karzinomzellen des menschlichen Darmes ab. Araki et al. vermuten, dal} eine Arretierung
des Zellzyklus von Darmepithelzellen aufgrund des hohen Zellumsatzes im Epithel zu
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Bruchen innerhalb der Zellverbande und somit zu einer erhohten Permeabilitat fuhrt. Die
gestorte Epithelbarriere hat mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Folge, dal® Antigene der
intestinalen Mikroflora diese ungehindert passieren kdénnen und Makrophagen in der
Lamina propria der Darmschleimhaut aktivieren. Diese Makrophagen konnen eine Vielzahl
unterschiedlicher proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise TNF-a sezernieren und
dadurch eine Entzindung bewirken. Abgesehen von der direkten Aktivierung bestinde
daruberhinaus die Mdoglichkeit, dall DSS die Funktion von Makrophagen beeintrachtigt.
Durch die Aufnahme und Speicherung von DSS sind diese unter Umstanden nicht mehr in
der Lage Bakterien zu phagozytieren, die in die Schleimhaut eingedrungen sind 3" ** 44 0Ob
bakterielle Antigene tatsachlich fur die Entstehung der Erkrankung verantwortlich sind wird
kontrovers  diskutiert.  Einerseits ist belegt, dal® sich eine antibiotische
Kombinationstherapie mit Metronidazol und Imipenem in einigen Versuchen durchaus
gunstig auf den Erkrankungsverlauf auswirkte, andererseits konnte eine Colitis mittels DSS
auch bei sterilen Mausen die keine Darmflora besitzen induziert werden . Ebenfalls
unklar ist bislang, welche Rolle die Zellen der erworbenen Immunitat im Modell der DSS
induzierten Colitis einnehmen. Wahrend es sich bei den Modellen der TNBS oder auch der
Oxazolon induzierten Colitis um eindeutig Th1 beziehungsweise Th2 vermittelte
Entzindungen handelt, 1Rt sich diese Klassifizierung beim DSS Modell nicht ohne
Weiteres vornehmen, da hier ein Mischbild von Th1 und Th2 Zytokinen vorliegt '*. Gegen
eine exklusive Beteiligung von T-Lymphozyten spricht jedoch die Tatsache, da} SCID
Mause, die theoretisch weder reife B- noch L-Lymphozyten besitzen, auf DSS Gabe eine
Colitis entwickeln . Aufgrund der unvollstindigen Penetranz der SCID Mutation, die
zudem nicht lymphozytenspezifisch ist, kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dal} bestimmte SCID Stamme dennoch Uber eine geringe Anzahl von B- oder T-
Lymphozyten verfiigen, ein Phanomen, das als ,SCID-Leakiness’ bezeichnet wird "3,

Vieles deutet darauf hin, daf® es sich bei der DSS induzierten Colitis um eine Entziindung
handelt, die durch die direkte Aktivierung von Makrophagen entsteht. Auch die Ergebnisse
von Marshall et al. unterstreichen die Bedeutung der Makrophagen in diesen Modell. So
konnte nachgewiesen werden, dal} die Inaktivierung von CSF-1 (cytokine colony
stimulating factor 1), der fur die Differenzierung, Proliferation, Aktivierung und Migration
von Makrophagen verantwortlich ist, die Entstehung einer DSS induzierten Colitis
verhindert *. Falls T-Lymphozyten dennoch an der Auslésung der Erkrankung beteiligt
seien sollten, was nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann, so bestunde die
Méglichkeit, dal® eine Th1 oder Th2 vermittelte Immunreaktion von der Aktivierung der
Makrophagen uberlagert und somit verschleiert wird.

4.4 Molekulargewicht

DSS ist herstellerabhangig in unterschiedlichen Molekulargewichten zwischen 5 kD und
500 kD erhaltlich. Dies sollte bei Verwendung der Substanz berucksichtigt werden, da das
Molekulargewicht fur die Induktion einer Colitis von entscheidender Bedeutung ist. Zur
Durchfuhrung der Versuche entschieden wir uns fur DSS mit einem Molekulargewicht von
40.000 Dalton. Kitajima et al. *° zeigten an einem Modell mit BALB/c Mausen, daR durch
die Gabe von DSS mit 40 kD MG die hdéchste Krankheitsaktivitdt zu erreichen war.
Untersucht wurde die Auswirkung von 5% DSS mit 5 kD, 40 kD und 500 kD MG auf den

36



Diskussion

Auspragungsgrad und die Lokalisation der Colitis, wobei sich herausstellte, da® Tiere mit
DSS 5 kD MG nur geringe und Tiere mit DSS 500 kD MG keinerlei Zeichen der Erkrankung
aufwiesen. Dies wurde erklart durch den mdglichen Zusammenhang zwischen der
zunehmenden Molekulgrofke bei steigendem Molekulargewicht und dem damit
verbundenen Anstieg des Schwefelgehaltes im DSS Molekil. Die zunehmende
MolekulgroRe behindert die Passage von DSS durch das Epithel der Colonschleimhaut,
was ein Ausbleiben der Entzindungsreaktion zur Folge hat. Kleinere DSS Molekile
hingegen, die das Epithel ungehindert passieren kdnnen, verfugen vermutlich tGber einen
zu geringen Schwefelanteil um eine adaquate Entziindung auslésen zu kénnen °.

4.5 Empfindlichkeit verschiedener Mausstamme gegeniiber DSS

Okayasu et al. ** konnten im Rahmen der Erstbeschreibung des DSS Modells nachweisen,
dal® sowohl der CBA/J, als auch der fur pharmakologische Studien haufig verwendete
BALB/c Stamm empfindlich auf DSS reagieren und eine Colitis entwickeln. Da es sich um
ein robustes, sehr gut etabliertes Modell handelt findet es Verwendung in zahlreichen
Studien mit verschiedensten, zum Teil genetisch modifizierten Mausstammen. Aufgrund
der enormen Vielfalt an unterschiedlichen Stdmmen, untersuchten Mahler et al. erstmals,
ob genetisch bedingte Variationen bezlglich der Empfindlichkeit gegentuber DSS bestehen
% Diese Ergebnisse zeigen, daR sich sowohl der Auspragungsgrad, als auch die
Lokalisation der Colitis zwischen den einzelnen Stammen unterscheiden. Am
empfindlichsten schien der C3H/HeJBir Stamm mit Uberwiegendem Befall des Caecums
und des Colon ascendens, wahrend sich NON/LtJ Mause als nahezu resistent gegenlber
DSS erwiesen. Um maogliche Resistenzgene zu lokalisieren folgte eine weitere Studie, im
Rahmen derer sensible C3H/Hed mit teilweise resistenten C57BL/6J Mausen gekreuzt
wurden *®. Auf diese Weise konnten zwei Gene, eines auf Chromosom 5 (Dssc1) und ein
weiteres auf Chromosom 2 (Dssc2) identifiziert werden, die nachweislich die
Empfindlichkeit gegentber DSS beeinflussen. Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte bei
Anwendung des DSS Modells berlcksichtigt werden welcher Mausstamm verwendet wird,
da hiervon, vergleichbar mit dem EinfluR des DSS Molekulargewichtes, moglicherweise die
Reproduzierbarkeit beziehungsweise der Vergleich von Studienergebnissen negativ
beeinflul3t wird.

4.6 DSS-Konzentration und kumulative DSS-Dosis

Ein wesentlicher Vorteil des von Okayasu et. al. beschreieben Modells gegenuber
vergleichbaren Modellen, ist die Verabreichung des DSS in verschiedenen
Konzentrationen (iber das Trinkwasser *.

Egger et al. untersuchten erstmals in einer Studie mit BALB/c Mausen, ob die durch das
DSS verursachten Lasionen des Colons von der verabreichten Konzentration der Lésung,
oder der insgesamt konsumierten Dosis des DSS abhangig sind ™.

Zu diesem Zweck wurde den Tieren DSS in Konzentrationen von 0, 2.5, 5.5 und 7.5% Uber
sieben Tage verabreicht. In diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dal3 das Ausmal}
der Schadigung des Colons mit ansteigender Konzentration zunahm, jedoch keine
unmittelbare Korrelation zwischen der aufgenommenen Gesamtmenge an DSS und der
Schadigung bestand. Auch andere, typische Merkmale der Erkrankung, insbesondere das
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Auftreten von Gewichtsverlust und blutigen Stlhlen, sowie die Reduktion der Colonléange
unterlagen ihrer Ansicht nach einer reinen Konzentrationsabhangigkeit.

Vowinkel et al. > widmeten sich 2004 erneut dieser Problematik in Experimenten mit dem
C57BL/6J Stamm, wobei ebenfalls Uber sieben Tage DSS in den Konzentrationen 3% und
5% verabreicht wurde. Sie gelangten zu dem Ergebnis, dall das Erreichen einer
bestimmten Schwellendosis erforderlich ist, um eine Colitis zuverlassig induzieren zu
konnen. Die Hohe der Dosis wurde mit 30 mg DSS pro Gramm Korpergewicht beziffert und
ist als kumulative Dosis, verabreicht innerhalb eines Zeitraumes von sieben Tagen, zu
betrachten. Die tatsachlich konsumierte Dosis ist abhangig von der DSS-Konzentration im
Trinkwasser und der aufgenommenen Trinkmenge. Sobald die Schwellendosis erreicht
wird, sind nach Ansicht von Vowinkel et al. auch geringe Trinkmengenunterschiede im
weiteren Verlauf der Versuche vernachlassigbar.

Bei den Versuchen beider Autoren ist zu beachten, dal} es sich aufgrund der Gabe des
DSS dber nur sieben Tage um Modelle einer akuten Colitis handelt. Eine wesentliche
Starke des DSS-Modells ist jedoch dessen Eigenschaft durch die wiederholte zyklische
Gabe der Substanz einen chronischen Verlauf der Erkrankung imitieren zu kénnen > .
Bislang lagen noch keine publizierten Daten vor, die dosis- oder konzentrationsbedingte
Veranderungen uber langere Zeit beschreiben. Durch unsere Versuche waren wir in der
Lage, dies uber einen Zeitraum von bis zu 119 Tagen, entsprechend 7
Verabreichungszyklen, mit unterschiedlich hohen DSS-Konzentrationnen (0%, 1%, 3% und
5%) zu untersuchen. Unsere Daten zeigten einen bisher nicht beschriebenen linearen
Zusammenhang zwischen der DSS-Konzentration und der innerhalb eines definierten
Zeitraumes aufgenommenen DSS-Dosis. Diese Linearitat ging scheinbar bei einer DSS-
Konzentration von 3 % zwischen dem funften und siebten Zyklus, beziehungsweise dem
dritten und funften Zyklus bei einer Konzentration von 5 %, verloren. Die Ursache hierfur
kann unserer Ansicht nach nicht in signifikanten Unterschieden Trinkmenge liegen, da
diese bereits zu wesentlich friheren Zeitpunkten auch bei niedrigerer DSS-Konzentration
vorlagen. Obwohl wir Unterschiede der aufgenommenen Trinkwassermenge registrieren
konnten, waren diese nicht grof3 genung, um statistisch signifikante Unterschiede der DSS-
Dosis zu bewirken. Wahrscheinlicher ist, da® die hohe Mortailitat in diesen Bereichen eine
Verzerrung der Daten verursachte. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dall es sich
ausschliefllich um jene Gruppen handelte, in denen Tiere vorzeitig verstarben. Die
Bestatigung fur die Mortalitat als Storfaktor sahen wir nach versuchsweiser Anpassung der
Daten durch Ausschluss verstorbener Tiere, wodurch der lineare Zusammenhang
zwischen Konzentration und Dosis wieder hergestellt war.

Aufgrund dieser Tatsachen gehen wir davon aus, dal} die Frage nach einer Dosis- oder
Konzentrationsabhangigkeit der Erkrankung in dem von uns gewahlten
Beobachtungszeitraum hinfallig ist. Die von Vowinkel et al. >® festgelegte kritische
Schwellendosis von 30 mg/g Korpergewicht kdnnen wir hingegen bestatigen. Die
Verabreichung von DSS 1% uber einen Zyklus (7 Tage DSS + 10 Tage H,0O) reichte
wahrend unserer Versuche nicht aus, um eine Colitis zu induzieren. Die kumulative Dosis
fur diesen Zeitraum lag im Mittel bei 15.26 mg/g Kdpergewicht und damit unterhalb der
Schwellendosis. Erst nach Verabreichung von drei Zyklen DSS 1% waren Zeichen der
Erkrankung nachweisbar. Dies entsprach einer kumulativen DSS-Dosis von 44.50 mg/g
und somit einer Uberschreitung der Schwellendosis. Im Vergleich hierzu lagen die Werte
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der anderen DSS Gruppen mit 46.355 mg/g (DSS 3%) und 62.380 mg/g (DSS 5%) bereits
nach einen Zyklus deutlich oberhalb der 30 mg/g Schwelle. Durch die Verabreichung von
DSS 3% oder DSS 5% waren wir in der Lage nach nur einem Versuchszyklus eine Colitis
zu induzieren, was wir als weiteres Indiz flr die Existenz der Schwellendosis werten.
Vowinkel et al. schlugen vor, aufgrund der erforderlichen Schwellendosis den
Trinkwasserkonsum sorgfaltig zu Uberwachen. Da auch wir zu diesem Zweck die tagliche
Trinkmenge registrierten, kdnnen wir belegen, dal} die initial konsumierten DSS Dosen bei
DSS 1% definitiv nicht, bei DSS 3% und DSS 5% jedoch auch ohne Eingreifen des
Untersuchers bei weitem ausreichen um die Erkrankung zu induzieren. Eine Uberwachung
der Trinkmenge ist deshalb aus unserer Sicht ebensowenig erfroderlich, wie die
Berechnung der DSS-Dosis. Diese Erkenntnis ist sicherlich von gro3er Bedeutung, da eine
der Starken des Modells die aulerst einfach durchfihrbare Applikation des DSS Uber das
Trinkwasser ist. Musste man den Trinkwasserkonsum engmaschig Uberwachen um
wahrend der Versuche Dosisberechnungen durchfihren zu kénnen, wurde dies einen
enorm erhdhten Abrbeitsaufwand und gleichzeitig den Verlust eines wesentlichen Vorteils
gegenuber anderen Colitismodellen bedeuten.

4.7 Uberleben

Wahrend unserer Versuche verstarben 20 von insgesamt 114 Tieren. Die Todesursache
lie® sich nicht zweifelsfrei ermitteln, dennoch gehen wir aufgrund unserer Beobachtungen
davon aus, dal die Tiere an den Folgen der Erkrankung verstorben sind. Im Vergleich zu
Uberlebenden Tieren boten diese eine wesentlich gravierendere Krankheitssymptomatik
dar, die sich in blutigen Durchfallen, massivem Gewichtsverlust und korperlicher Inaktivitat
aullerte. Dald Tiere durch eine direkte Intoxikation mit Dextran Sulfat verstorben sind
kénnen wir ausschlie3en, da die orale Aufnahme der fur Mause semiletalen Dosis von 25.2
mg/g Korpergewicht als Bolus nicht mdglich ist. Die hierfur erforderliche Trinkmenge lage
selbst bei einer DSS Konzentration von 5% jenseits der physiologischen Grenzen. Auch
einen moglicherweise negativen Einflud von Umweltbedingungen, insbesondere der
Haltung in Stoffwechselkafigen, konnen wir ausschlieBen. Die Versuchstiere wurden
Uberwiegend in Makrolonkafigen gehalten und nur fir die jeweils letzten zwei Zyklen in
Stoffwechselkafige umgesetzt. Dieses Vorgehen verursachte zwar Kkurzzeitig
psychosozialen Stref3, der jedoch maximal zwei Tage andauerte. Bislang existieren auch
nur Hinweise dahingehend, dal} chronisch intermittierender psychosozialer Strel3 vor
Induktion einer Colitis die Krankheitsaktivitat erhohen und die Regenerationsphase negativ
beeinflussen kann *°.

Unsere Ergebnisse zeigen, daB die Uberlebenswahrscheinlichkeit sowohl von der DSS
Konzentration, als auch der Anzahl absolvierter Zyklen abhangig ist.

Der Vergleich der Gruppen DSS 3% und DSS 5% =zeigte, dal® die kumulative
Uberlebenswahrscheinlichkeit mit zunehmender Anzahl der Verabreichungszyklen
abnahm. Die konzentrationsbedingten Unterschiede wurden am deutlichsten bei
Beobachtung der medianen Uberlebenszeit. Diese lag fir die DSS 3% Gruppe bei 106
Tagen (7. Zyklus) und fur die DSS 5% Gruppe bei nur noch 59 Tagen (4. Zyklus). Aufgrund
dieser Ergebnisse kommen wir zu dem Entschlu®, dal3 der Dosierung und der
Verabreichungsdauer des  Dextransulfat besonders im  Hinblick auf die
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Uberlebenswahrscheinlichkeit mehr Aufmerksamkeit gewidmet werden sollte, um unnétige
Verluste vermeiden zu konnen. Wir kdnnen belegen, dal® bei einer DSS Konzentration von
3% uber mehr als 91 Tage (> 5 Zyklen), oder einer DSS Konzentration von 5% Uber mehr
als 25 Tage (> 1 Zyklus) mit einer erhdhten Anzahl verstorbener Tiere zu rechnen ist. Da
sich dies, abgesehen von ethischen und finanziellen Aspekten, moglicherweise negativ auf
die Interpretierbarkeit der Ergebnisse auswirkt, kbnnen wir eine Verwendung von DSS 3 %
uber mehr als funf Zyklen, sowie DSS 5 % Uber mehr als drei Zyklen nicht empfehlen.

4.8 Disease Activity Index (DAI)

Der Disease Activity Index hat sich als einfaches Mittel zur Beschreibung der
Krankheitsaktivitat im DSS-Modell durchgesetzt. Dieses auf klinischen Beobachtungen
basierende Punktesystem wurde 1993 von Cooper et al. '> im Rahmen einer
histopathologischen Studie entwickelt.

Ein Vorteil des DAI ist, da® dieser nicht invasiv gemessen wird und im Gegensatz zu
histologischen Punktesystemen einen geringeren zeitlichen und materiellen Aufwand
erfordert, was insbesondere bei hohen Fallzahlen von Nutzen ist. Darlberhinaus konnten
Cooper et al. belegen, dal® die Punktzahl des DAI sowohl im akuten, als auch im
chronischen DSS-Modell signifikant mit den histopathologischen Veranderungen des
Colons korreliert. Durch unsere Versuche kdnnen wir diesen Zusammenhang ebenfalls
bestatigen.  Sowohl die  Mittelwerte des  Entzindungs- als auch des
Gewebeschadenscores, bezogen auf alle Darmabschnitte, Kkorrelierten statistisch
signifikant mit dem DAI. Desweiteren war zu beobachten, dal’} die Hohe des DAI sowohl
von der DSS-Konzentration, als auch der Verabreichungsdauer abhangig war.

In Versuchen mit 5 unterschiedlichen Mausstammen, darunter auch BALB/c Mause,
bestatigten Stevceva et al. die Zuverlassigkeit des DAl und schlugen vor, diesen aufgrund
des unterschiedlich ausfallenden Gewichtsverlustes bei verschiedenen Stdammen um einen
zusiatzlichen Faktor zu erweitern °°. Zu diesem Zweck wurde fiir die verwendeten
Mausstamme durch Korrelation mit dem histopathologischen Bild jeweils ein sogenannter
,weight gain factor” ermittelt, der mit dem taglichen Gewichtsverlust multipliziert wird. Diese
adaptierte Form bietet moglicherweise Vorteile, wenn verschiedene Stamme verglichen
werden sollen. Fur unsere Versuche verwendeten wir jedoch die urspringliche Version des
DAl nach Cooper et al. '?, da dessen Validitit gesichert ist und wir dariiberhinaus
ausschlief3lich mit BALB/c Mausen arbeiteten.

Wahrend die Korrelation mit dem histopathologischen Bild der Erkrankung bereits
beschrieben ist, waren wir zudem in der Lage auch eine statistisch signifikante Korrelation
des DAI mit krankheitsbedingten makroskopischen Veranderungen nachzuweisen. Wir
untersuchten, ob ein Zusammenhang zwischen dem DAI und der Colonlange oder dem
Milzgewicht besteht. Bei beiden Merkmalen handelt es sich um charakteristische
Organveranderungen, die im DSS-Modell obligat auftreten. Wir konnten durch unsere
Versuche zeigen, dal auch diese beiden Parameter statistisch signifikant mit den Werten
des DAI korrelieren.
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Durch Verwendung des DAI ist somit nicht nur eine klinische Einstufung des
Erkrankungsgrades, sondern letztendlich auch eine Abschatzung des zu erwartenden
makroskopischen und histopathologischen Bildes maglich.

4.9 Histologie

Die histologische Auswertung unserer Versuche ergab, daf® sich die Erkrankung
vorwiegend im Colon descendens und Colon sigmoideum manifestierte. Der Grad der
Entzindung, sowie das Ausmall des Gewebeschadens, jeweils ausgedrickt durch ein
histologisches Punktesystem, zeigten eine deutliche Konzentrations- und Zeitabhangigkeit.
Zeichen der Entzindung fanden sich zwar im gesamten Colon, jedoch mit starker
linksseitiger Betonung. Wahrend malig bis schwache Zeichen der Entzindung durchaus
auch im Colon ascendens und Colon transversum zu beobachten waren, beschrankte sich
die Ausdehnung des Gewebeschadens auf das Colon descendens und Colon sigmoideum.
Sowohl die Entziindung, als auch der Gewebeschaden waren im Colon sigmoideum am
deutlichsten zu erkennen.

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Okayasu et al. *, die ebenfalls
von einen bevorzugt linksseitigen Befall des Colons berichteten. Die Lokalisation der Colitis
ist sowohl vom verwendeten Mausstamm, als auch dem verwendeten DSS
Molekulargewicht abhangig ** *¢. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, daf
sowohl die Wahl von BALB/c Mausen, als auch die Verwendung eines DSS
Molekulargewichtes von 40 kD, im Rahmen unserer Versuche die linksseitige Auspragung
bedingt haben. Entgegen den Ausfuhrungen von Cooper et al., die eine Entziindung des
Colons als sekundares Phanomen nach initialem Verlust des basalen Drittels der Krypten
beschrieben, sahen wir insbesondere im Colon descendens deutliche Zeichen der
Entziindung bei vergleichsweise geringem oder génzlich fehlenden Gewebeschaden '2. So
fuhrte die Verabreichung von DSS 1% uber drei Zyklen zu ersten Anzeichen einer
Entzindung, jedoch nicht zu nennenswerten Lasionen der Colonschleimhaut. Dieses Bild
wandelte sich erst mit zunehmender Verabreichungsdauer und in hoheren
Konzentrationsbereichen, wobei die Entzindung den Gewebeschaden stets dominierte.
Desweiteren konnten Cooper et al. bei Beschreibung des chronischen Teilexperimentes
ihrer Studie keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Entzindungs- und des
Gewebeschadenscores zwischen Gruppen mit unterschiedlich langer
Verabreichungsdauer feststellen. Auch dieser Stelle kamen wir zu abweichenden
Ergebnissen, da wir sowohl eine Zeitabhangigkeit des Entzindungsgrades, als auch des
Gewebeschadens registrieren konnten.

Die Tatsache, daR sich unsere Ergebnisse nicht mit denen von Cooper et al. '? decken,
konnte moglicherweise an der Verwendung unterschiedlicher Mausstamme liegen.

Da wir in unserem Experiment nicht nur die Verabreichungsdauer, sondern auch die DSS
Konzentration variierten, waren wir in der Lage, histologische Veranderungen in
Abhangigkeit dieses Parameters zu untersuchen. Hierbei konnten wir feststellen, daf}
zwischen allen Gruppen statistisch signifikante Unterschiede in Bezug auf den
Entziindungs- und auch auf den Gewebeschadenscore bestanden, mit Ausnahme der
Gruppen DSS 3% und DSS 5%, die annahernd gleiche Werte erreichten.

41



Charakterisierung des Modells der Dextransulfat induzierten Colitis der BALB/c-Maus

4.10 Colonliange

Die mit Abstand am haufigsten beschriebene Organveranderung im Rahmen der DSS
induzierten Colitis am Modell der Maus ist eine Verkiirzung des Colons **. Obwohl diese
Veranderung in nahezu jeder Publikation, die sich mit dem DSS Modell befaldt, erwahnt
wird, finden sich in der Literatur nur wenig detaillierte Beschreibungen uber die
EinfluRfaktoren auf die Colonlange. Auch Uber die Ursachen, die zu einer Verkirzung des
Colons fuhren ist bislang wenig bekannt. Man geht davon aus, dal® die Abnahme der
Colonlange letztendlich aus einer Verdickung der Darmwand resultiert. Diese wiederum ist
als Folge einer akuten oder chronischen Entziindung zu betrachten, im Rahmen derer eine
Infiltration der Darmwand mit Entzindungszellen stattfindet. Durch 6dematdse Schwellung,
muskulare Hypertrophie, sowie Fibrose der betroffenen Darmsegmente kommt es
moglicherweise zu einer Verkiirzung des Colons ' *°. Okayasu et al. ** beschrieben in
ihrer Studie die Auswirkung der DSS Konzentration auf die Colonlange und berichteten,
dal} die Colonlange sowohl im akuten, als auch im chronischen Stadium der Erkrankung
abnimmt. Dies bestatigen auch unsere Ergebnisse. Wir sahen eine statistisch signifikante,
konzentrationsabhangige Verkurzung des Colons gegenuber der Kontrollgruppe, bei allen
Tieren die DSS erhielten. Die fruhsten Veranderungen zeigten sich innerhalb der DSS 3%
und der DSS 5% Gruppe bereits nach einem Zyklus. Bei einer Konzentration von 1%
hingegen konnten wir erst nach drei Zyklen eine Reduktion der Colonlange feststellen.
Diese Beobachtung steht in Einklang mit unserer Aussage, dal} die Gabe von DSS 1%
uber einen Zyklus nicht ausreichend ist, um eine Colitis zu induzieren. Die DSS 5% Gruppe
hingegen entzog sich jeder zeitlichen Konzentrations-Wirkungsbeziehung. Nach nur einem
Zyklus erfolgte bereits eine massive Verkurzung des Colons, die deutlich gravierender als
in den ubrigen Gruppen ausfiel. Die mehrfache, zyklische Verabreichung von DSS 5%
bewirkte aber keine weitere signifikante Reduktion Colonlange gegenuber Tieren, die nur
einen Zyklus DSS 5% erhielten. Aufgrund der experimentellen Rahmenbedingungen
konnte die Colonlange nur bei 7 von insgesamt 20 verstorbenen Tieren gemessen werden.
Es ist davon auszugehen, dal® die zum Teil mangelnde statistische Signifikanz einiger
Ergebnisse auf fehlenden Mel3werten beruht.

4.11 Korpergewicht

Gewichtsverluste treten im DSS-Modell regelhaft in Erscheinung und werden deshalb in
der Literatur haufig erwahnt. Meist handelt es sich jedoch um Beschreibungen von
Akutmodellen, wobei DSS nur Uber wenige Tage und nicht zyklisch Uber langere Zeitraume
verabreicht wird. Langzeitverlaufe des Korpergewichtes sind deshalb nur unzulanglich
beschrieben, wahrend die Veranderungen zu Beginn der Erkrankung gut charakterisiert
sind. Okayasu et al. zeigten, dal® die Verabreichung von DSS in Konzentrationen zwischen
5 % und 10 % Uber acht bis neun Tage zu Verlusten des Kérpergewichts filhren **. Diese
Beobachtung konnen wir bestatigen und dardberhinaus belegen, dal® bereits die
siebentagige Verabreichung einer DSS-Konzentration von 3 % ausreichend ist, um einen
vorubergehenden Gewichtsverlust herbeizufihren. Im Langzeitverlauf registrierten wir
zyklische Schwankungen des Koérpergewichtes, die unserer Ansicht nach den Wechsel
zwischen akuter Entzundung und partieller Remission exakt abbilden. Die Hohe der
Gewichtsverluste wurde durch die DSS-Konzentration bestimmt. Durch Glattung der
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zyklischen Schwankungen konnten wir zeigen, dall es sich um temporare
Gewichtsverluste bei einer generell ansteigenden Wachstumskurve handelte. Lediglich
Tiere, die DSS in einer Konzentration von 3 % Uber sieben Zyklen, oder DSS 5 % Uber funf
Zyklen erhielten, verloren dauerhaft an Gewicht. Zu einem vergleichbaren Ergebnis kam
auch die Gruppe um Okayasu, wobei auch sie bis zu einer Verabreichungsdauer von 3
Zyklen bei DSS 5 % noch einen geringen Gewichtszuwachs verzeichnen konnten **.
Sowohl die DSS-Konzentration, als auch die Anzahl der Zyklen wirkte sich wahrend
unserer Versuche nur in den zwei bereits genannten Fallen in Form eines tatsachlichen
Gewichtsverlustes aus. Es wurde jedoch deutlich, da’ ein starker negativer Einflu} auf den
Gewichtszuwachs bestand, der sich auch in den Mittelwerten des Korpergewichtes der
verschiedenen DSS-Gruppen wiederspiegelte.

4.12 Milzgewicht

In zahlreichen Studien, die das Modell der DSS induzierten Colitis verwendeten, trat bei
den Versuchstieren neben den bereits beschriebenen Organveranderungen auch eine
Zunahme des Milzgewichts auf > 3" 3% 40.43. 44 _Qpgleich eine Splenomegalie nicht zu den
Manifestationsformen chronisch entzindlicher Darmerkrankungen beim Menschen zu
zahlen ist, tritt sie in diesem Modell regelmafig in Erscheinung. Okayasu et al. wiesen
durch ihre Versuche mit BALB/c und CBA/J Mausen nach, dall erkrankte Tiere im
Durchschnitt ein 1.5- bis 2-fach hdheres Milzgewicht als gesunde Kontrolltiere aufwiesen
*_Durch in vitro Expermiente konnten sie dariiberhinaus zeigen, daR DSS (0.1% Uber
24h) von Makrophagen in der Milz und auch in Mesenteriallymphknoten phagozytiert wird,
wobei die Makrophagen dabei erheblich an Gro3e zunehmen. In einer weiteren Studie
untersuchten Ohkusa et al. dies genauer und beschrieben, da® DSS sich negativ auf die
phagozytotische Aktivitat von Makrophagen gegenuber Enterobakterien auswirkt, wodurch
entziindliche Veranderungen und bleibende Ulzerationen der Colonschleimhaut entstehen
kdnnten 3. Krieglstein et al. ** untersuchten 2001 in einer Studie mit C57BL/6 Mausen die
Rolle von Appendix und Milz in Bezug auf das DSS Modell.

Diese Ergebnisse deuten wiederum darauf hin, dald die Milz nicht entscheidend an der
Pathogenese beteiligt ist, zumal splenektomierte Mause identische makroskopische und
histologische Verdnderungen aufwiesen, wie nicht splenektomierte Tiere **. Die Entfernung
der Milz bewirkte lediglich eine abgeschwachte Entzindungsreaktion innerhalb der ersten
2 bis 4 Tage der Erkrankung. Dennoch verdeutlichte diese Studie erneut die unmittelbare
Korrelation zwischen dem Grad der Entzindung und dem Milzgewicht, wobei Krieglstein et
al. die Veranderungen der Milz eher als Folge, denn als Ausléser der Entziindung
betrachten. Da die Rolle der Milz bezlglich der Pathogenese der DSS induzierten Colitis
bei weitem nicht vollstandig geklart ist, beschrankten sich unsere Versuche auf den
Nachweis von Veranderungen des Milzgewichts in Abhangigkeit der DSS Konzentration.
Wir beobachteten eine konzentrations- und zeitbedingte Zunahme des Milzgewichtes.
Auch das Milzgewicht der DSS 5% stieg erwartungsgemal} gegentber der Kontrollgruppe
an, lag aber unterhalb der Werte der DSS 3% Gruppe. Diese Abweichung kdnnte dadurch
bedingt sein, dal} die Milz bei sehr hoher Aktivitat der Entzindung zwar zunachst an GroRe
und Gewicht zunimmt, aber bei lange anhaltender, schwerer Erkrankung jedoch durchaus
auch zur Atrophie neigt °.
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4.13 Trinkwasserkonsum

Wie wir bereits belegen konnten, sind Unterschiede bezuglich der taglich konsumierten
Trinkwassermenge im DSS-Modell nur von untergeordneter Bedeutung. Dennoch konnten
wir in diesem Zusammenhang bisher nicht beschriebene Auswirkungen der Gabe von DSS
auf den Trinkwasserkonsum beobachten. Zwischen den einzelnen Gruppen bestanden
haufig statistisch signifikante Unterschiede. Zusatzlich fiel auf, dal? alle Tiere die DSS
erhielten weniger tranken als die Kontrollgruppe, die normales Trinkwasser erhielt. Im
zeitlichen Verlauf wurde dariberhinaus deutlich, daf3 ahnlich wie bei Messung des
Korpergewichtes, auch hier zyklische Schwankungen auftraten. Die konsumierte
Trinkwassermenge nahm jeweils am ersten Zyklustag ab und verweilte fir die gesamte
Dauer der DSS Gabe auf niedrigem Niveau. Bei der Umstellung auf reines Trinkwasser
stieg der Wasserverbrauch wieder stark an. Melgar et al. fanden durch Messungen in
einem kalorimetrischen System heraus, dal® Mause, die akut durch DSS erkrankt sind
weniger Nahrung und Trinkwasser aufnehmen, als gesunde Kontrolltiere *. Eine weitere
mogliche Erklarung ware, dall DSS entgegen anderen Angaben einen Eigengeschmack
besitzt, den die Tiere ablehnen. Letztendlich durfte dies jedoch nicht die Ergebnisse
beeinflussen, sofern keine alternative Trinkwasserquelle zur Verfigung steht.

4.14 Urinausscheidung

Wir beobachteten einen Ruckgang der ausgeschiedenen Urinmenge in Abhangigkeit der
DSS-Konzentration. Der Zeitfaktor hatte hingegen nur geringen Einfluss. Da Tiere, die
hohe Konzentrationen erhielten, weniger tranken, wurde bei der statistischen Auswertung
der Urinmenge auch die Trinkmenge jedes Tieres berucksichtigt. Auffallend war, dal} die
Urinproduktion nicht dauerhaft zurtickging, sondern nur wenn DSS verabreicht wurde.
Zeitpunkte der geringsten Ausscheidung fanden sich am ersten und siebten Zyklustag. Mit
Beginn der Gabe von normalem Trinkwasser stieg die Urinproduktion wieder langsam an
und erreichte gegen Zyklusende den Normalzustand. Wir sind der Ansicht, da} die
Ursache hierfur nicht in einer verminderten Trinkmenge liegt, sondern vielmehr in
erkrankungsbedingten Flussigkeitsverlusten, bedingt durch Diarrhoe und intestinale
Blutverluste. Hinweise auf eine madgliche Nephrotoxizitdt von DSS sind in der
gegenwartigen Literatur nicht beschrieben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Studie charakterisieren wir das Modell einer Colitis bei BALB/c Mausen mittels
oraler Applikation von Dextransulfat (DSS) Uber das Trinkwasser. Obgleich diese Modell
weite Verbreitung gefunden hat, lagen bislang keine detaillierten Daten vor, wie eine Colitis
zuverlassig mit definiertem Aktivitdtsgrad zu induzieren ist. Ziel dieser Arbeit ist es, eine
solide Grundlage fur die Planung und Durchfihrung zukinftiger Studien zu schaffen, in
denen das DSS-Modell verwendet werden soll.

Im Rahmen der Versuche wurde die Auswirkung von Variationen der DSS-Konzentration
und der Verabreichungsdauer auf bestimmte Zielkriterien untersucht.

Aus 114 weiblichen BALB/c Mausen mit einem durchschnittlichen Gewicht von 20 g
wurden vier Gruppen gebildet, die entweder reines HO, oder DSS-Losung in einer
Konzentration von 1%, 3%, oder 5% wahrend der ersten sieben Zyklustage erhielten.

In den verbleibenden zehn Zyklustagen erhielten alle Tiere reines H,O. Jede dieser
Gruppen wurde in vier Untergruppen unterteilt, die Uber 1, 3, 5, oder 7 Zyklen beobachtet
wurden.

Die DSS-Konzentration hatte dabei einen entscheidenden EinfluR auf das Uberleben der
Tiere, so verstarben 16.7% der Tiere der DSS 3% Gruppe und 38.9% der Tiere der DSS
5% Gruppe vorzeitig. Die mediane Uberlebenszeit sank von 106 Tagen (DSS 3%) auf 59
Tage (DSS 5%). Alle Tiere der H,O und DSS 1% Gruppe Uberlebten.

Nach Sektion wurde die Colonlange gemessen und bei der statistischen Auswertung die
Uberlebenszeit jedes Tieres berlucksichtigt. Die Lange des Colons nahm dabei in
Abhangigkeit der DSS-Konzentration und Anzahl der Zyklen ab.

Statistisch  signifikante Unterschiede bestanden zwischen allen Gruppen mit
unterschiedlicher DSS-Konzentration, sowie in den Gruppen DSS 1% und DSS 3%
bezlglich der Verabreichungsdauer.

Zur Beschreibung der Krankheitsaktivitat wurde der Disease Activity Index (DAI)
verwendet. Der Punktwert des DAI nahm mit ansteigender DSS-Konzentration zu und wies
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den DSS-Gruppen auf. Die unterschiedliche
Anzahl absolvierter Zyklen erreichte in den Gruppen DSS 1% und DSS 3% statistische
Signifikanz. Die Werte des DAI korrelierten mit dem histologischen Entzindungsscore (r =
0.836, r > = 0.700, p < 0.001) und dem Gewebeschadenscore (r = 0.857, r> = 0.706, p<
0.001).

Desweiteren bestand eine negative Korrelation mit der Colonlange (r = -0.837, r’ = 0.700, p
< 0.001), sowie eine positive Korrelation mit dem Milzgewicht (r = 0.816, r* = 0.667, p <
0.001).

Die histologische Begutachtung des Colons zeigte eine Uberwiegend linksseitige
Manifestation der Erkrankung. Hierbei wurde zwischen Zeichen der Entzindung und
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manifestem Gewebeschaden unterschieden und dies entsprechend durch einen
histologischen Entzindungs-, beziehungsweise Gewebeschadenscore abgebildet. Beide
Parameter stiegen mit zunehmender DSS-Konzentration statistisch signifikant an.
Variationen der Verabreichungsdauer bewirkten nur vereinzelt statistisch signifikante
Unterschiede.

Das Korpergewicht der Tiere beschrieb zyklische Schwankungen, deren Hohe mit
ansteigender DSS-Konzentration zunahm. Die Mittelwerte des Kérpergewichtes der DSS-
Gruppen wiesen bis auf eine Ausnahme statistisch signifikante Unterschiede auf. Die
Uberlebenszeit jedes Tieres wurde bei Auswertung der Daten berlicksichtigt. Nach
Glattung der zyklischen Schwankungen zeigte sich im zeitlichen Verlauf bei allen Gruppen,
aulRer der DSS 5% Gruppe, eine ansteigende Wachstumskurve. Sowohl die DSS-
Konzentration, als auch die Verabreichungsdauer wirkten sich jedoch negativ auf den
Gewichtszuwachs aus und verursachten statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen.

Zusammenfassend betrachtet stellen sowohl das Korpergewicht, als auch die Colonlange
die beiden wichtigsten und gleichsam mit unter am einfachsten zu erfassenden Indikatoren
fur die Aktivitat der Erkrankung im DSS-Modell dar. Die Variation der verwendeten DSS-
Konzentration gab Aufschluss darlber, welche Konzentrationsbereiche fur die
Durchfuhrung ahnlich angelegter Studien sinnvoll sind. Eine wesentliche Erkenntnis in
diesen Zusammenhang ist die Beobachtung, da® DSS-Konzentrationen im Bereich von 5
% nur eine geringe Steigerung der Colitisaktivitat bewirken, die Mortalitat unter diesen
Bedingungen jedoch ernorm ansteigt. Eine auf unseren Daten basierende Empfehlung fur
Studien, die auf Langzeitverlaufe sowie die Beobachtung anatomischer und funktioneller
Veranderungen ausgerichtet sind, lautet deshalb DSS-Konzentrationen zwischen 1 % und
3 % zu wahlen. In diesem Bereich herrscht ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen
ausreichend hoher Krankheitsaktivitat und aullerst geringer Sterblichkeit. Insbesondere fur
ausgedehnte Langzeitverlaufe scheint eine DSS-Konzentration von 1 % bestens geeignet,
da nicht mit vorzeitig verstorbenen Tieren zu rechnen ist. Steht hingegen nur die
Uberlebensdauer im Mittelpunkt des Interesses, so sind Konzentrationen von tiber 3 % zu
bevorzugen, um fulminante Krankheitsverlaufe von kurzer Dauer herbeizufuhren.
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Anhang

7 Anhang
7.1 Korpergewicht
95% Konfidenzintervall

DSS-Konzentration [%]| Kérpergewicht [g] | Standardfehler Untergrenze | Obergrenze |Fallzahl [n]

0 23.431 0.354 22.730 24132 6

1 22.558 0.145 22.271 22.845 36

3 21.375 0.147 21.083 21.666 36

5 20.374 0.145 20.085 20.662 36

Anhangtabelle 1: Mittelwerte des Korpergewichtes der verschiedenen Konzentrationsgruppen.

(1) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz

[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P___|Untergrenze|Obergrenze

0 1 0.873 0.382 0.146 -0.154 1.900

3 2.056 * 0.382 0.000 1.028 3.084

5 3.057 * 0.383 0.000 2.029 4.085

1 0 -0.873 0.382 0.146 -1.900 0.154

3 1.183 * 0.208 0.000 0.625 1.741

5 2184 * 0.204 0.000 1.635 2.733

3 0 -2.056 * 0.382 0.000 -3.084 -1.028

1 -1.183 * 0.208 0.000 -1.741 -0.625

5 1.001 * 0.209 0.000 0.439 1.563

5 0 -3.057 * 0.383 0.000 -4.085 -2.029

1 -2.184 * 0.204 0.000 -2.733 -1.635

3 -1.001 * 0.209 0.000 -1.563 -0.439

Anhangtabelle 2: Mittelwerte des Korpergewichtes der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter
Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.

7.2 Gewichtszuwachs

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%]|Gewichtszuwachs [%]| Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze | Fallzahl [n]
0 18.267 4.193 9.956 26.578 6
1 11.356 1.716 7.954 14.757 36
3 2.425 1.742 -1.028 5.878 36
5 -1.844 1.725 -5.263 1.575 36

Anhangtabelle 3: Mittelwerte
Konzentrationsgruppen.

des prozentualen Gewichtszuwachses der verschiedenen
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95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration | Zyklen | Gewichtszuwachs | Standard- Unter- Ober- Fallzahl

[%] [n] [%] fehler grenze grenze [n]
0 3 3.501 4.641 -11.267 18.269 2
5 24.693 4.641 9.925 39.461 2

7 27.143 4.641 12.375 41.911 2

1 1 9.220 2.057 5.030 13.409 9
3 5.469 2.057 1.280 9.658 9

5 12.778 2.057 8.588 16.967 9

7 16.861 2.057 12.672 21.051 9

3 1 9.952 3.870 2.070 17.834 9
3 3.903 3.870 -3.979 11.785 9

5 5.824 3.870 -2.058 13.706 9

7 -7.106 3.870 -14.989 0.776 9

5 1 2.346 3.031 -3.822 8.513 9
3 2.838 3.031 -3.329 9.005 9

5 -7.228 2.143 -11.589 -2.867 18

Anhangtabelle 4: Mittelwerte des prozentualen Gewichtszuwachses der verschiedenen
Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.

(1) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der |Standard- der Differenz

[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P___ |Untergrenze Obergrenze

0 1 6.912 4,533 0.781 -5.270 19.093

3 15.843 4.535 0.004 3.656 28.029

5 20.111°* 4,538 0.000 7.916 32.306

1 0 -6.912 4.533 0.781 -19.093 5.270

3 8.931* 2.462 0.003 2.315 15.547

5 13.199 * 2.422 0.000 6.690 19.708

3 0 -15.843 * 4.535 0.004 -28.029 -3.656

1 -8.931 * 2.462 0.003 -15.547 -2.315

5 4.268 2.480 0.529 -2.397 10.933

5 0 -20.111°* 4.538 0.000 -32.306 -7.916

1 -13.199 * 2.422 0.000 -19.708 -6.690

3 -4.268 2.480 0.529 -10.933 2.397

Anhangtabelle 5: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des prozentualen Gewichtszuwachses.
Das Gewicht jedes Tieres bei Versuchsbeginn wurde als Covariate in die Berechnung einbezogen.
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DSS- ({)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze

0 3 5 -21.192 6.563 0.145 -53.065 10.680
7 -23.642 6.563 0.110 -55.515 8.230
5 3 21.192 6.563 0.145 -10.680 53.065
7 -2.450 6.563 1.000 -34.322 29.423
7 3 23.642 6.563 0.110 -8.230 55.515
5 2.450 6.563 1.000 -29.423 34.322

1 1 3 3.751 2.909 1.000 -4.429 11.931
5 -3.558 2.909 1.000 -11.738 4.622

7 -7.642 2.909 0.079 -15.821 0.538

3 1 -3.751 2.909 1.000 -11.931 4.429

5 -7.309 2.909 0.103 -15.489 0.871

7 -11.392 * 2.909 0.003 -19.572 -3.212
5 1 3.558 2.909 1.000 -4.622 11.738
3 7.309 2.909 0.103 -0.871 15.489

7 -4.084 2.909 1.000 -12.263 4.096

7 1 7.642 2.909 0.079 -0.538 15.821
3 11.392 * 2.909 0.003 3.212 19.572

5 4.084 2.909 1.000 -4.096 12.263

3 1 3 6.049 5.472 1.000 -9.341 21.439
5 4.128 5.472 1.000 -11.262 19.519

7 17.059 * 5.472 0.023 1.668 32.449

3 1 -6.049 5.472 1.000 -21.439 9.341

5 -1.921 5.472 1.000 -17.311 13.470

7 11.010 5.472 0.316 -4.381 26.400

5 1 -4.128 5.472 1.000 -19.519 11.262

3 1.921 5.472 1.000 -13.470 17.311

7 12.930 5.472 0.146 -2.460 28.321

7 1 -17.059 * 5472 0.023 -32.449 -1.668

3 -11.010 5.472 0.316 -26.400 4.381

5 -12.930 5.472 0.146 -28.321 2.460

5 1 3 -0.493 4.287 1.000 -11.305 10.320
5 9.574 * 3.713 0.044 0.210 18.938

3 1 0.493 4.287 1.000 -10.320 11.305

5 10.067 * 3.713 0.032 0.703 19.430

5 1 -9.574 * 3.713 0.044 -18.938 -0.210

3 -10.067 * 3.713 0.032 -19.430 -0.703

Anhangtabelle 6: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des prozentualen Gewichtszuwachses
unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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7.3 Colonliange

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] | Colonlange [cm] | Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze | Fallzahl [n]
0 17,404 0.555 16.303 18.506 6
1 12,857 0.225 12.410 13.305 36
3 10,262 0.240 9.787 10.738 31
5 8,956 0.262 8.437 9.476 28
Anhangtabelle 7: Mittelwerte der Colonléange der verschiedenen Konzentrationsgruppen.
DSS-Konzentration | Zyklen Colonlinge 95% Konfidenzintervall
[%] [n] [cm] Standardfehler|untergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
0 3 15.400 0.825 12.776 18.024 2
5 16.200 0.825 13.576 18.824 2
7 18.200 0.825 15.576 20.824 2
1 1 14.633 0.318 13.986 15.280 9
3 13.011 0.318 12.364 13.658 9
5 11.489 0.318 10.842 12.136 9
7 11.156 0.318 10.509 11.803 9
3 1 12.244 0.327 11.574 12.915 9
3 11.156 0.327 10.485 11.826 9
5 8.538 0.347 7.826 9.249 8
7 7.880 0.438 6.980 8.780 5
5 1 9.644 0.418 8.784 10.505 9
3 9.144 0.418 8.284 10.005 9
5 9.660 0.397 8.843 10.477 10

Anhangtabelle 8: Mittelwerte der Colonlinge der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter
Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze Obergrenze
0 1 4,547 * 0.592 0.000 2.952 6.142
3 7142 * 0.604 0.000 5514 8.770
5 8.448 * 0.626 0.000 6.762 10.133
1 0 -4.547 * 0.592 0.000 -6.142 -2.952
3 2.595* 0.329 0.000 1.709 3.482
5 3.901 * 0.353 0.000 2.950 4.852
3 0 -7.142* 0.604 0.000 -8.770 -5.514
1 -2.595* 0.329 0.000 -3.482 -1.709
5 1.306 * 0.355 0.002 0.350 2.261
5 0 -8.448 * 0.626 0.000 -10.133 -6.762
1 -3.901* 0.353 0.000 -4.852 -2.950
3 -1.306 * 0.355 0.002 -2.261 -0.350

Anhangtabelle 9: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse der Colonlinge. Die Uberlebensdauer
jedes Tieres wurde als Covariate in die Berechnung einbezogen.
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DSS- {)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze

0 3 5 -0.800 1.166 1.000 -6.464 4.864
7 -2.800 1.166 0.287 -8.464 2.864

5 3 0.800 1.166 1.000 -4.864 6.464

7 -2.000 1.166 0.555 -7.664 3.664

7 3 2.800 1.166 0.287 -2.864 8.464

5 2.000 1.166 0.555 -3.664 7.664

1 1 3 1.622 * 0.449 0.006 0.359 2.886
5 3.144 * 0.449 0.000 1.881 4.408

7 3.478 * 0.449 0.000 2.214 4.741

3 1 -1.622 * 0.449 0.006 -2.886 -0.359

5 1522 * 0.449 0.011 0.259 2.786

7 1.856 * 0.449 0.001 0.592 3.119

5 1 -3.144 * 0.449 0.000 -4.408 -1.881

3 -1.522 * 0.449 0.011 -2.786 -0.259

7 0.333 0.449 1.000 -0.930 1.597

7 1 -3.478 * 0.449 0.000 -4.741 -2.214

3 -1.856 * 0.449 0.001 -3.119 -0.592

5 -0.333 0.449 1.000 -1.597 0.930

3 1 3 1.089 0.462 0.156 -0.227 2.405
5 3.707 * 0.476 0.000 2.351 5.063

7 4.364 * 0.547 0.000 2.808 5.921

3 1 -1.089 0.462 0.156 -2.405 0.227

5 2.618 * 0.476 0.000 1.262 3.974

7 3.276 * 0.547 0.000 1.719 4.832

5 1 -3.707 * 0.476 0.000 -5.063 -2.351

3 -2.618 * 0.476 0.000 -3.974 -1.262

7 0.658 0.559 1.000 -0.934 2.249

7 1 -4.364 * 0.547 0.000 -5.921 -2.808

3 -3.276 * 0.547 0.000 -4.832 -1.719

5 -0.658 0.559 1.000 -2.249 0.934

5 1 3 0.500 0.591 1.000 -1.017 2.017
5 -0.011 0.576 1.000 -1.494 1.463

3 1 -0.500 0.591 1.000 -2.017 1.017

5 -0.516 0.576 1.000 -1.994 0.963

5 1 0.016 0.576 1.000 -1.463 1.494

3 0.516 0.576 1.000 -0.963 1.994

Anhangtabelle 10: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse der Colonlange unter Beriicksichtigung
der Verabreichungsdauer.
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7.4 Disease Activity Index

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%)] DAI Standardfehler Untergrenze Obergrenze Fallzahl [n]
0 0.010 0.212 -0.412 0.432 6
1 0.185 0.087 0.013 0.357 36
3 1.161 0.089 0.984 1.338 34
5 0.987 0.100 0.789 1.186 27

Anhangtabelle 11: Mittelwerte der Disease Activity Index der verschiedenen Konzentrationsgruppen.

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] Zyklen [n] DAI Standardfehler Untergrenze Obergrenze Fallzahl [n]
0 3 0.030 0.017 -0.025 0.085 2
5 0.000 0.017 -0.055 0.055 2
7 0.000 0.017 -0.055 0.055 2
1 1 0.024 0.058 -0.094 0.143 9
3 0.038 0.058 -0.081 0.156 9
5 0.407 0.058 0.288 0.525 9
7 0.270 0.058 0.151 0.389 9
3 1 0.198 0.131 -0.070 0.466 9
3 1.068 0.131 0.800 1.336 9
5 1.470 0.131 1.202 1.738 9
7 2.123 0.149 1.819 2.427 7
5 1 1.157 0.132 0.885 1.428 9
3 1.046 0.132 0.774 1.317 9
5 0.760 0.132 0.489 1.031 9

Anhangtabelle 12: Mittelwerte der Disease Activity Index der verschiedenen Konzentrationsgruppen
unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze Obergrenze
0 1 -0.175 0.230 1.000 -0.793 0.443
3 -1.151* 0.230 0.000 -1.772 -0.531
5 -0.977 * 0.235 0.000 -1.610 -0.345
1 0 0.175 0.230 1.000 -0.443 0.793
3 -0.976 * 0.124 0.000 -1.312 -0.641
5 -0.803 * 0.133 0.000 -1.159 -0.446
3 0 1.151* 0.230 0.000 0.531 1.772
1 0.976 * 0.124 0.000 0.641 1.312
5 0.174 0.134 1.000 -0.187 0.535
5 0 0977~ 0.235 0.000 0.345 1.610
1 0.803 * 0.133 0.000 0.446 1.159
3 -0.174 0.134 1.000 -0.535 0.187

Anhangtabelle 13: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des DAI der verschiedenen
Konzentrationsgruppen.

58



Anhang

DSS- ({)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze

0 3 5 0.030 0.024 0.924 -0.089 0.149
7 0.030 0.024 0.924 -0.089 0.149

5 3 -0.030 0.024 0.924 -0.149 0.089

7 0.000 0.024 1.000 -0.119 0.119

7 3 -0.030 0.024 0.924 -0.149 0.089

5 0.000 0.024 1.000 -0.119 0.119

1 1 3 -0.013 0.082 1.000 -0.245 0.218
5 -0.382 * 0.082 0.000 -0.614 -0.151

7 -0.246 * 0.082 0.033 -0.477 -0.014

3 1 0.013 0.082 1.000 -0.218 0.245

5 -0.369 * 0.082 0.001 -0.600 -0.137

7 -0.232 * 0.082 0.049 -0.464 -0.001

5 1 0.382 * 0.082 0.000 0.151 0.614

3 0.369 * 0.082 0.001 0.137 0.600

7 0.137 0.082 0.641 -0.095 0.368

7 1 0.246 * 0.082 0.033 0.014 0477

3 0.232* 0.082 0.049 0.001 0.464

5 -0.137 0.082 0.641 -0.368 0.095

3 1 3 -0.870 * 0.186 0.000 -1.394 -0.346
5 -1.272* 0.186 0.000 -1.797 -0.748

7 -1.925* 0.198 0.000 -2.486 -1.364

3 1 0.870 * 0.186 0.000 0.346 1.394

5 -0.402 0.186 0.230 -0.927 0.122

7 -1.055 * 0.198 0.000 -1.616 -0.494

5 1 1.272* 0.186 0.000 0.748 1.797

3 0.402 0.186 0.230 -0.122 0.927

7 -0.653 * 0.198 0.015 -1.213 -0.092

7 1 1.925* 0.198 0.000 1.364 2.486

3 1.055* 0.198 0.000 0.494 1.616

5 0.653 * 0.198 0.015 0.092 1.213

5 1 3 0.111 0.186 1.000 -0.368 0.590
5 0.397 0.186 0.130 -0.082 0.875

3 1 -0.111 0.186 1.000 -0.590 0.368

5 0.286 0.186 0.414 -0.193 0.764

5 1 -0.397 0.186 0.130 -0.875 0.082

3 -0.286 0.186 0.414 -0.764 0.193

Anhangtabelle 14: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des DAI der verschiedenen

Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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7.5 Histologischer Entziindungsscore

95%
Konfidenzintervall
DSS-Konzentration| Entziindungs- | Standard- Unter- Ober- Fallzahl
Lokalisation [%] score fehler grenze grenze [n]
1 0.333 0.103 0.128 0.539 36
Colon 3 0.656 0.110 0.438 0.874 32
ascendens ) ) ) )
5 0.923 0.122 0.681 1.165 26
1 0.556 0.120 0.317 0.794 36
Colon 3 1.094 0.127 0.841 1.346 32
transversum ) ) ) )
5 1.308 0.141 1.027 1.588 26
1 0.917 0.118 0.683 1.150 36
Colon 3 1.625 0.125 1.377 1.873 32
descendens ) ) ) )
5 1.731 0.138 1.456 2.006 26
1 1.444 0.135 1.176 1.713 36
Colon 3 2.125 0.143 1.840 2.410 32
sigmoideum : : . :
5 2.154 0.159 1.838 2.470 26

Anhangtabelle 15: Mittelwerte des histologischen Entziindungsscores der verschiedenen
Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon.

Entziindungs- 95% Konfidenzintervall
Lokalisation Zyklen [n] score Standardfehler Untergrenze | Obergrenze|Fallzahl [n]
1 0.000 0.083 -0.170 0.170 9
3 0.000 0.083 -0.170 0.170 9
Colon ascendens
5 0.333 0.083 0.164 0.503 9
7 1.000 0.083 0.830 1.170 9
1 0.000 0.162 -0.330 0.330 9
Colon 3 0.333 0.162 0.003 0.663 9
transversum 5 0.667 0.162 0.337 0.997 9
7 1.222 0.162 0.892 1.552 9
1 0.111 0.173 -0.242 0.464 9
3 0.778 0.173 0.424 1.131 9
Colon descendens
5 1.333 0.173 0.980 1.687 9
7 1.444 0.173 1.091 1.798 9
1 0.444 0.192 0.052 0.836 9
. . 3 1.000 0.192 0.608 1.392 9
Colon sigmoideum
5 2111 0.192 1.719 2.503 9
7 2.222 0.192 1.830 2.614 9

Anhangtabelle 16: Mittelwerte des histologischen Entziindungsscores der Tiere, die DSS 1% erhielten
unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.

60



Anhang

Entziindungs- 95% Konfidenzintervall
Lokalisation Zyklen [n] score Standardfehler Untergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]
1 0.111 0.154 -0.203 0.426 9
3 0.556 0.154 0.241 0.870 9
Colon ascendens
5 0.500 0.163 0.166 0.834 8
7 1.833 0.188 1.448 2.219 6
1 0.333 0.181 -0.037 0.703 9
Colon 3 1.111 0.181 0.741 1.481 9
transversum 5 1.000 0.192 0.608 1.392 8
7 2.333 0.221 1.880 2.786 6
1 0.889 0.176 0.528 1.250 9
3 1.778 0.176 1.417 2.139 9
Colon descendens
5 1.625 0.187 1.242 2.008 8
7 2.500 0.216 2.058 2.942 6
1 1.444 0.209 1.015 1.873 9
. . 3 2.333 0.209 1.904 2.762 9
Colon sigmoideum
5 2.250 0.222 1.795 2.705 8
7 2.667 0.257 2.141 3.192 6

Anhangtabelle 17: Mittelwerte des histologischen Entziindungsscores der Tiere, die DSS 3% erhielten
unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.

Entziindungs- 95% Konfidenzintervall
Lokalisation |Zyklen [n] score Standardfehler|Untergrenze Obergrenze|Fallzahl [n]
1 0.778 0.212 0.339 1.217 9
Colon ascendens 3 1.111 0.212 0.672 1.550 9
5 0.875 0.225 0.409 1.341 8
1 0.889 0.169 0.538 1.239 9
Colon
transversum 3 1.778 0.169 1.427 2.128 9
5 1.250 0.180 0.878 1.622 8
1 1.667 0.206 1.241 2.092 9
Colon descendens 3 1.889 0.206 1.463 2.315 9
5 1.625 0.218 1.174 2.076 8
1 2111 0.234 1.627 2.595 9
Colon sigmoideum 3 2.222 0.234 1.738 2.706 9
5 2.125 0.248 1.612 2.638 8

Anhangtabelle 18: Mittelwerte des histologischen Entziindungsscores der Tiere, die DSS 5% erhielten
unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.
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95%
Konfidenzintervall
() DSS- (J) DSS- der Differenz
Lokalisa- | Konzentration | Konzentration| Differenz der [Standard Unter- Ober-
tion [%] [%] Mittelwerte (l-J) fehler P grenze grenze
1 3 -0.323 0.151 0.105 -0.691 0.045
5 -0.590 * 0.160 0.001 -0.979 -0.200
Colon 3 1 0.323 0.151 0.105 -0.045 0.691
ascendens 5 -0.267 0.164 0.321 -0.667 0.133
5 1 0.590 * 0.160 0.001 0.200 0.979
3 0.267 0.164 0.321 -0.133 0.667
1 3 -0.538 * 0.175 0.008 -0.965 -0.112
5 -0.752 * 0.185 0.000 -1.204 -0.300
Colon 3 1 0.538 * 0.175 | 0.008 | 0.112 0.965
transver-
sum 5 -0.214 0.190 0.790 -0.677 0.250
5 1 0.752 * 0.185 0.000 0.300 1.204
3 0.214 0.190 0.790 -0.250 0.677
1 3 -0.708 * 0.172 0.000 -1.127 -0.290
5 -0.814 * 0.182 0.000 -1.257 -0.371
Colon 3 1 0.708 * 0.172 | 0.000 | 0.290 1.127
descen-
dens 5 -0.106 0.186 1.000 -0.560 0.349
5 1 0.814 * 0.182 0.000 0.371 1.257
3 0.106 0.186 1.000 -0.349 0.560
1 3 -0.681 * 0.197 0.003 -1.161 -0.200
5 -0.709 * 0.209 0.003 -1.218 -0.201
Colon 3 1 0.681* 0.197 | 0.003 | 0.200 1.161
sigmoi-
deum 5 -0.029 0.214 1.000 -0.551 0.493
5 1 0.709 * 0.209 0.003 0.201 1.218
3 0.029 0.214 1.000 -0.493 0.551

Anhangtabelle 19: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Entziindungsscores der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der
Lokalisation im Colon.
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95%

Konfidenzintervall
der Differenz

Lokalisa- Differenz der |Standard Unter- Ober-
tion (l) Zyklen [n] (J) Zyklen [n] Mittelwerte (l-J) fehler P grenze grenze
1 3 0.000 0.118 | 1.000 | -0.331 0.331
5 -0.333 ¢ 0.118 |0.048 | -0665 | -0.002
7 -1.000 * 0.118 | 0.000 | -1.331 -0.669
3 1 0.000 0.118 | 1.000 | -0.331 0.331
5 -0.333 0.118 |0.048 | -0665 | -0.002
Colon 7 -1.000 * 0.118 | 0.000 | -1.331 -0.669
ascendens 5 1 0.333 * 0.118 |0.048 | 0.002 0.665
3 0.333 * 0.118 |0.048 | 0.002 0.665
7 -0.667 * 0.118 |0.000 | -0.998 | -0.335
7 1 1.000 * 0.118 |0.000 | 0.669 1.331
3 1.000 * 0.118 |0.000 | 0.669 1.331
5 0.667 * 0.118 |0.000 | 0.335 0.998
1 3 -0.333 0.229 |0.932| -0.978 0.311
5 -0.667 * 0.229 |0.039| -1.311 -0.022
7 1.222* 0.229 |0.000| -1.866 | -0.578
3 1 0.333 0.229 |0.932| -0.311 0.978
5 -0.333 0.229 |0.932| -0.978 0.311
Colon 7 -0.889 * 0229 |0003| -1533 | -0.245
transver-
sum 5 1 0.667 * 0.229 |0.039| 0.022 1.311
3 0.333 0.229 |0.932| -0.311 0.978
7 -0.556 0.229 |0.127 | -1.200 0.089
7 1 1.222* 0.229 |0.000 | 0.578 1.866
3 0.889 * 0.229 |0.003| 0.245 1.533
5 0.556 0.229 |0.127 | -0.089 1.200
1 3 -0.667 0.245 |0.063 | -1.357 0.023
5 1,222 0.245 |0.000| -1.912 | -0.532
7 -1.333 ¢ 0.245 |0.000| -2.023 | -0.643
3 1 0.667 0.245 |0.063 | -0.023 1.357
5 -0.556 0.245 |0.183 | -1.245 0.134
Colon 7 -0.667 0.245 |0.063 | -1.357 0.023
descen-
dens 5 1 1.222 ¢ 0.245 | 0.000 | 0.532 1.912
3 0.556 0.245 |0.183| -0.134 1.245
7 -0.111 0.245 | 1.000 | -0.801 0.579
7 1 1.333 * 0.245 |0.000 | 0.643 2.023
3 0.667 0.245 |0.063| -0.023 1.357
5 0.111 0.245 |1.000 | -0.579 0.801
Colon 1 3 -0.556 0272 | 0297 | -1.321 0.210
sigmoi- 5 -1.667 * 0.272 |0.000| -2.432 | -0.901
deum 7 1778 * 0.272 | 0.000 | -2.543 | -1.012
3 1 0.556 0.272 | 0297 | -0.210 1.321
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5 111 0.272 | 0.002 | -1.877 -0.346
7 -1.222 * 0.272 | 0.001 -1.988 -0.457
5 1 1.667 * 0.272 | 0.000 0.901 2.432
3 1111+ 0.272 | 0.002 0.346 1.877
7 -0.111 0.272 | 1.000 | -0.877 0.654
7 1 1.778 * 0.272 | 0.000 1.012 2.543
3 1.222* 0.272 | 0.001 0.457 1.988
5 0.111 0.272 |1.000 | -0.654 0.877

Anhangtabelle 20: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Beriicksichtigung

Entziindungsscores

der

Tiere,

die

DSS

1%

Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.
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Differenz 95% Konfidenzintervall
der der Differenz

Mittel- [Standard- Unter- Ober-
Lokalisation| (lI) Zyklen [n] (J) Zyklen [n] |werte (I-J)| fehler p grenze grenze
1 3 0444 | 0217 | 0301 | -1.061 0.172

5 -0.389 | 0224 | 0560 | -1.024 0.247

7 1722+ | 0243 | 0000 | -2.412 -1.033

3 1 0444 | 0217 | 0301 | -0.172 1.061

5 0.056 | 0224 | 1.000 | -0.580 0.691

Colon 7 -1278* | 0243 | 0.000 | -1.967 -0.588
ascendens 5 1 0389 | 0224 | 0560 | -0.247 1.024
3 -0.056 | 0224 | 1.000 | -0.691 0.580

7 -1.333* | 0249 | 0.000 | -2.040 -0.627

7 1 1.722* | 0.243 | 0.000 1.033 2.412

3 1278+ | 0.243 | 0.000 | 0.588 1.967

5 1.333* | 0.249 | 0.000 | 0.627 2.040

1 3 -0.778* | 0255 | 0.030 | -1.503 -0.053

5 0667 | 0263 | 0103 | -1.414 0.081

7 2.000* | 0286 | 0.000 | -2.811 -1.189

3 1 0.778* | 0255 | 0.030 | 0.053 1.503

5 0.111 0263 | 1.000 | -0.636 0.859

Colon 7 1.222*| 0286 | 0.001 | -2.033 -0.411

transver-

sum 5 1 0.667 | 0.263 | 0.103 | -0.081 1.414
3 -0.111 | 0.263 | 1.000 | -0.859 0.636

7 -1.333* | 0293 | 0001 | -2.164 -0.502

7 1 2.000* | 0286 | 0.000 1.189 2.811

3 1222+ | 0.286 | 0.001 0.411 2.033

5 1.333* | 0293 | 0.001 0.502 2.164

1 3 -0.889* | 0.249 | 0.008 | -1.596 -0.182

5 -0.736* | 0257 | 0.047 | -1.465 -0.007

7 -1.611* | 0279 | 0.000 | -2.402 -0.820

3 1 0.889* | 0249 | 0008 | 0.182 1.596

5 0.153 | 0257 | 1.000 | -0.576 0.882

Colon 7 0722 | 0279 | 0090 | -1513 0.068
descendens 5 1 0736* | 0257 | 0.047 | 0.007 1.465
3 -0.153 | 0.257 | 1.000 | -0.882 0.576

7 -0.875* | 0285 | 0.029 | -1.685 -0.065

7 1 1611* | 0279 | 0.000 | 0.820 2.402

3 0722 | 0279 | 009 | -0.068 1.513

5 0.875* | 0285 | 0.029 | 0.065 1.685

Colon 1 3 -0.889* | 0296 | 0.034 | -1.730 -0.048
sigmoi- 5 -0.806 | 0.305 | 0081 | -1672 0.061
deum 7 1.222* | 0331 | 0.006 | -2.162 -0.282
3 1 0.889* | 0296 | 0.034 | 0.048 1.730

5 0.083 | 0305 | 1.000 | -0.783 0.950
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7 -0.333 0.331 1.000 -1.274 0.607
5 1 0.806 0.305 | 0.081 -0.061 1.672
3 -0.083 0.305 1.000 -0.950 0.783
7 -0.417 0.339 1.000 -1.380 0.547
7 1 1.222* 0.331 0.006 0.282 2.162
3 0.333 0.331 1.000 -0.607 1.274
5 0.417 0.339 1.000 -0.547 1.380

Anhangtabelle 21: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Entziindungsscores der Tiere, die DSS 3% erhielten unter Beriicksichtigung der
Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.

Differenz 95% Konfidenzintervall
der der Differenz

Mittel- |Standard- Unter- Ober-

Lokalisation| (I) Zyklen [n] (J) Zyklen [n] |werte (I-J)| fehler p grenze grenze
1 3 -0.333 0.300 | 0.834 -1.108 0.441
5 -0.097 0.309 1.000 -0.896 0.701

Colon 3 1 0.333 0.300 | 0.834 -0.441 1.108
ascendens 5 0.236 0.309 1.000 -0.563 1.035
5 1 0.097 0.309 1.000 -0.701 0.896

3 -0.236 0.309 1.000 -1.035 0.563

1 3 -0.889* | 0.240 | 0.003 -1.508 -0.270

Colon 5 -0.361 0.247 0.472 -0.999 0.277
transver- 3 1 0.889 * 0.240 | 0.003 0.270 1.508
sum 5 0.528 0.247 | 0.131 -0.110 1.166

5 1 0.361 0.247 0.472 -0.277 0.999

3 -0.528 0.247 0.131 -1.166 0.110

1 3 -0.222 0.291 1.000 -0.974 0.529

5 0.042 0.300 1.000 -0.733 0.816

Colon 3 1 0.222 0.291 1.000 -0.529 0.974
descendens 5 0.264 0.300 | 1.000 | -0.511 1.038
5 1 -0.042 0.300 1.000 -0.816 0.733
3 -0.264 0.300 1.000 -1.038 0.511

1 3 -0.111 0.331 1.000 -0.965 0.743

5 -0.014 0.341 1.000 -0.894 0.866

Colon 3 1 0111 | 0331 | 1.000 | -0.743 | 0.965

sigmoi-

deum 5 0.097 0.341 1.000 -0.783 0.977

5 1 0.014 0.341 1.000 -0.866 0.894

3 -0.097 0.341 1.000 -0.977 0.783

Anhangtabelle 22: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Entziindungsscores der Tiere, die DSS 5% erhielten unter Beriicksichtigung der
Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.
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7.6 Histologischer Gewebeschadenscore

95%
Konfidenzintervall
DSS-Konzentration| Gewebeschaden- | Standard- Unter- Ober- Fallzahl
Lokalisation [%] score fehler grenze grenze [n]
Colon 1 0.000 0.000 0.000 0.000 36
ascendens 3 0.000 0.000 0.000 0.000 32
5 0.000 0.000 0.000 0.000 26
1 0.028 0.074 -0.120 0.175 36
Colon 3 0.281 0.079 0.125 0.438 32
transversum : ) ) )
5 0.231 0.087 0.057 0.404 26
1 0.111 0.127 -0.141 0.363 36
Colon 3 0.781 0.135 0.514 1.049 32
descendens : ) ) )
5 0.923 0.149 0.626 1.220 26
1 0.528 0.148 0.233 0.823 36
Colon 3 1.313 0.157 1.000 1.625 32
sigmoideum : ) ) )
5 1.577 0.175 1.230 1.924 26

Anhangtabelle 23: Mittelwerte des histologischen Gewebeschadenscores der verschiedenen
Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon.

95% Konfidenzintervall
Zyklen Gewebeschaden- Standard- Unter- Ober-

Lokalisation [n] score fehler grenze grenze Fallzahl [n]
1 0.000 0.000 0.000 0.000 9
3 0.000 0.000 0.000 0.000 9

Colon ascendens

5 0.000 0.000 0.000 0.000 9
7 0.000 0.000 0.000 0.000 9
1 0.000 0.056 -0.113 0.113 9
Colon 3 0.000 0.056 -0.113 0.113 9
transversum 5 0.000 0.056 -0.113 0.113 9
7 0.111 0.056 -0.002 0.224 9
1 0.000 0.104 -0.212 0.212 9
Colon 3 0.000 0.104 -0.212 0.212 9
descendens 5 0.222 0.104 0.011 0.434 9
7 0.222 0.104 0.011 0.434 9
1 0.222 0.237 -0.261 0.706 9
Colon 3 0.111 0.237 -0.372 0.595 9
sigmoideum 5 0.889 0.237 0.405 1.372 9
7 0.889 0.237 0.405 1.372 9

Anhangtabelle 24: Mittelwerte des histologischen Gewebeschadenscores der Tiere, die DSS 1%
erhielten unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.
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95% Konfidenzintervall
Zyklen Gewebeschaden- Standard- Unter- Ober-

Lokalisation [n] score fehler grenze grenze _[Fallzahl [n]
1 0.000 0.000 0.000 0.000 9
Colon ascendens 3 0.000 0.000 0.000 0.000 9
5 0.000 0.000 0.000 0.000 8
7 0.000 0.000 0.000 0.000 6
1 0.000 0.135 -0.277 0.277 9
Colon 3 0.111 0.135 -0.166 0.388 9
transversum 5 0.125 0.143 -0.168 0.418 8
7 1.167 0.165 0.828 1.506 6
1 0.000 0.226 -0.463 0.463 9
Colon 3 0.667 0.226 0.204 1.130 9
descendens 5 0.875 0.240 0.384 1.366 8
7 2.000 0.277 1.433 2.567 6
1 0.444 0.248 -0.064 0.953 9
Colon 3 1.333 0.248 0.824 1.842 9
sigmoideum 5 1.500 0.264 0.960 2.040 8
7 2.333 0.304 1.710 2.957 6

Anhangtabelle 25: Mittelwerte des histologischen Gewebeschadenscores der Tiere, die DSS 3%
erhielten unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.

95% Konfidenzintervall
Zyklen Gewebeschaden- Standard- Unter- Ober-
Lokalisation [n] score fehler grenze grenze _|Fallzahl [n]
1 0.000 0.000 0.000 0.000 9
Colon ascendens 3 0.000 0.000 0.000 0.000 9
5 0.000 0.000 0.000 0.000 8
1 0.000 0.164 -0.339 0.339 9
Colon 3 0.222 0.164 0.117 0.561 9
transversum : : - :
5 0.500 0.174 0.141 0.859 8
1 0.556 0.309 -0.083 1.194 9
Colon 1.000 0.309 0.361 1.639 9
descendens 3 : : . :
5 1.250 0.327 0.573 1.927 8
1 1.333 0.302 0.709 1.958 9
Colon 3 1.333 0.302 0.709 1.958 9
sigmoideum ) ) ) :
5 2.125 0.320 1.462 2.788 8

Anhangtabelle 26: Mittelwerte des histologischen Gewebeschadenscores der Tiere, die DSS 5%
erhielten unter Beriicksichtigung der Lokalisation im Colon und der Verabreichungsdauer.
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95%
Konfidenzintervall
() DSS- (J) DSS- der Differenz
Lokalisa- | Konzentration | Konzentration| Differenz der [Standard Unter- Ober-
tion [o/o] [%] Mittelwerte (l-J) fehler p grenze grenze
1 3 0.000 0.000 . 0.000 0.000
5 0.000 0.000 . 0.000 0.000
Colon 3 1 0.000 0.000 . 0.000 0.000
ascendens 5 0.000 0.000 . 0.000 0.000
5 1 0.000 0.000 . 0.000 0.000
3 0.000 0.000 . 0.000 0.000
1 3 -0.253 0.108 0.064 -0.517 0.010
5 -0.203 0.115 0.240 -0.483 0.077
Colon 3 1 0.253 0.108 | 0.064 | -0.010 | 0517
transver-
sum 5 0.050 0.118 1.000 -0.236 0.337
5 1 0.203 0.115 0.240 -0.077 0.483
3 -0.050 0.118 1.000 -0.337 0.236
1 3 -0.670 * 0.185 0.001 -1.122 -0.218
5 -0.812* 0.196 0.000 -1.290 -0.333
Colon 3 1 0.670 * 0.185 | 0001 | 0218 | 1122
descen-
dens 5 -0.142 0.201 1.000 -0.633 0.349
5 1 0.812* 0.196 0.000 0.333 1.290
3 0.142 0.201 1.000 -0.349 0.633
1 3 -0.785* 0.216 0.001 -1.313 -0.257
5 -1.049 * 0.229 0.000 -1.608 -0.490
s 3 1 0.785* 0216 | 0001 | 0257 | 1.313
deum 5 -0.264 0.235 0.791 -0.838 0.309
5 1 1.049 * 0.229 0.000 0.490 1.608
3 0.264 0.235 0.791 -0.309 0.838

Anhangtabelle 27: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Gewebeschadenscores der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der
Lokalisation im Colon.
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Differenz 95% Konfidenzintervall
der der Differenz

Mittel- |Standard- Unter- Ober-
Lokalisation| (l) Zyklen [n] (J) Zyklen [n] |werte (I-J)| fehler p grenze grenze
1 3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 0.000 | 0.000 0.000 0.000

3 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 0.000 0.000

Colon 7 0.000 | 0.000 0.000 0.000
ascendens 5 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000
3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000

3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 . 0.000 0.000

1 3 0000 | 0079 | 1.000 [ -0.221 0.221

5 0.000 | 0079 | 1.000 | -0.221 0.221

7 0111 | 0.079 | 1.000 | -0.332 0.110

3 1 0.000 | 0079 | 1.000 [ -0.221 0.221

5 0.000 | 0079 | 1.000 | -0.221 0.221

Colon 7 0111 | 0.079 | 1.000 | -0.332 0.110

transver-

sum 5 1 0.000 | 0.079 [ 1.000 [ -0.221 0.221
3 0.000 | 0079 | 1.000 | -0.221 0.221

7 -0.111 | 0.079 | 1.000 | -0.332 0.110

7 1 0.111 0.079 | 1.000 [ -0.110 0.332

3 0.111 0.079 | 1.000 | -0.110 0.332

5 0.111 0.079 | 1.000 | -0.110 0.332

1 3 0000 | 0.147 | 1.000 [ -0.413 0.413

5 0222 | 0147 | 0842 | -0636 0.191

7 0222 | 0147 | 0842 | -0636 0.191

3 1 0000 | 0147 | 1.000 | -0.413 0.413

5 0222 | 0147 | 0842 | -0636 0.191

Colon 7 0222 | 0147 | 0842 | -0636 0.191
descendens 5 1 0222 | 0147 | 0842 | -0.191 0.636
3 0222 | 0147 | 0842 | -0.191 0.636

7 0.000 | 0.147 | 1.000 | -0.413 0.413

7 1 0222 | 0147 | 0842 | -0.191 0.636

3 0222 | 0147 | 0842 | -0.191 0.636

5 0.000 | 0.147 | 1.000 | -0.413 0.413

Colon 1 3 0.111 0.336 | 1.000 [ -0.833 1.055
sigmoi- 5 0667 | 0.336 | 0334 | -1611 0.277
deum 7 0.667 | 0336 | 0334 | -1.611 0.277
3 1 -0.111 | 0.336 | 1.000 | -1.055 0.833

5 0778 | 0336 | 0162 | -1.722 0.166
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7 -0.778 0.336 0.162 -1.722 0.166
5 1 0.667 0.336 0.334 -0.277 1.611
3 0.778 0.336 0.162 -0.166 1.722
7 0.000 0.336 1.000 -0.944 0.944
7 1 0.667 0.336 0.334 -0.277 1.611
3 0.778 0.336 0.162 -0.166 1.722
5 0.000 0.336 1.000 -0.944 0.944

Anhangtabelle 28: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen
Gewebeschadenscores der Tiere, die DSS 1% erhielten unter Beriicksichtigung der
Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.
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Differenz 95% Konfidenzintervall
der der Differenz

Mittel- |Standard- Unter- Ober-
Lokalisation| (l) Zyklen [n] (J) Zyklen [n]  |werte (I-J)| fehler p grenze grenze
1 3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 0.000 | 0.000 0.000 0.000

3 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 0.000 0.000

Colon 7 0.000 | 0.000 0.000 0.000
ascendens 5 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000
3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 0.000 | 0.000 0.000 0.000

7 1 0.000 | 0.000 0.000 0.000

3 0.000 | 0.000 0.000 0.000

5 0.000 | 0.000 . 0.000 0.000

1 3 -0.111 | 0.191 | 1.000 | -0.653 0.431

5 -0.125 | 0.197 | 1.000 | -0.684 0.434

7 -1.167* | 0214 | 0.000 | -1.773 -0.560

3 1 0.111 0.191 | 1.000 | -0.431 0.653

5 -0.014 | 0.197 | 1.000 | -0.573 0.545

poowon 7 1.056* | 0214 | 0000 | -1662 | -0.449
sum 5 1 0125 | 0.197 | 1.000 | -0.434 0.684
3 0014 | 0.197 | 1.000 | -0.545 0.573

7 -1.042* | 0219 | 0.000 | -1.663 -0.420

7 1 1167* | 0214 | 0.000 | 0.560 1.773

3 1.056* | 0.214 | 0.000 | 0.449 1.662

5 1.042* | 0219 | 0.000 | 0.420 1.663

1 3 0667 | 0320 | 0278 | -1.574 0.241

5 -0.875 | 0.329 | 0.078 | -1.810 0.060

7 -2.000* | 0.357 | 0.000 | -3.015 -0.985

3 1 0667 | 0320 | 0278 | -0.241 1,574

5 0208 | 0.329 | 1.000 | -1.144 0.727

Colon 7 -1.333* | 0.357 | 0.005 | -2.348 -0.319
descendens 5 1 0.875 0.329 0.078 -0.060 1.810
3 0208 | 0329 | 1.000 | -0.727 1.144

7 -1.125* | 0.366 | 0.028 | -2.165 -0.085

7 1 2.000* | 0357 | 0000 | 0.985 3.015

3 1.333* | 0.357 | 0.005 | 0.319 2.348

5 1125* | 0.366 | 0.028 | 0.085 2.165

Colon 1 3 -0.889 | 0.351 | 0.104 | -1.886 0.109
sigmoi- 5 -1.056* | 0.362 | 0.042 | -2.084 -0.027
deum 7 -1.889* | 0.393 | 0.000 | -3.004 0.774
3 1 0889 | 0351 | o0.104 [ -0.109 1.886

5 -0.167 | 0.362 | 1.000 | -1.195 0.862
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7 -1.000 0.393 0.100 -2.115 0.115
5 1 1.056 * 0.362 0.042 0.027 2.084
3 0.167 0.362 1.000 -0.862 1.195
7 -0.833 0.403 0.287 -1.976 0.309
7 1 1.889 * 0.393 0.000 0.774 3.004
3 1.000 0.393 0.100 -0.115 2115
5 0.833 0.403 0.287 -0.309 1.976

Anhangtabelle 29: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen

Gewebeschadenscores der Tiere, die DSS 3% erhielten unter Beriicksichtigung der
Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.
Differenz 95% Konfidenzintervall
der der Differenz
Mittel- |Standard-| Unter- Ober-
Lokalisation| (I) Zyklen [n] (J) Zyklen [n] |werte (I-J)| fehler o] grenze grenze
1 3 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.000
Colon 3 1 0.000 0.000 0.000 0.000
ascendens 5 0.000 0.000 0.000 0.000
5 1 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 . 0.000 0.000
1 3 -0.222 0.232 1.000 -0.820 0.376
Colon 5 -0.500 0.239 0.143 -1.117 0.117
transver- 3 1 0.222 0.232 1.000 -0.376 0.820
sum 5 -0.278 0.239 0.770 -0.894 0.339
5 1 0.500 0.239 0.143 -0.117 1.117
3 0.278 0.239 0.770 -0.339 0.894
1 3 -0.444 0.437 0.958 -1.572 0.683
5 -0.694 0.450 0.409 -1.856 0.467
Colon 3 1 0.444 0.437 0.958 -0.683 1.572
descendens 5 -0.250 | 0.450 | 1.000 | -1.412 0.912
5 1 0.694 0.450 0.409 -0.467 1.856
3 0.250 0.450 1.000 -0.912 1.412
1 3 0.000 0.427 1.000 -1.103 1.103
5 -0.792 0.440 0.256 -1.928 0.345
St 3 1 0000 | 0427 | 1000 | -1103 | 1.103
deum 5 -0.792 0.440 0.256 -1.928 0.345
5 1 0.792 0.440 0.256 -0.345 1.928
3 0.792 0.440 0.256 -0.345 1.928

Anhangtabelle 30: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des histologischen

Gewebeschadenscores

der Tiere,

die

DSS 5%

Verabreichungsdauer und der Lokalistaion im Colon.

erhielten

unter

Beriicksichtigung der
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7.7 DSS-Dosis

Schwellendosis 95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] [mg/g KG] Standardfehler Obergrenze Untergrenze Fallzahl [n]
1 15.256 1.531 12.220 18.292 36
3 46.355 1.531 43.319 49.391 36
5 62.380 1.531 59.344 65.416 36

Anhangtabelle 31: Mittelwerte der innerhalb der ersten sieben Versuchstage aufgenommenen
kumulativen DSS-Dosis der verschiedenen Konzentrationsgruppen.

DSS-Konzentration | Zyklen DSS-Dosis 95% Konfidenzintervall
[%] [n] [mg/g] Standardfehlerluntergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]

1 1 12.088 0.817 10.423 13.752 9
3 44.503 0.817 42.838 46.167 9
5 69.245 0.817 67.580 70.910 9
7 88.688 0.817 87.023 90.353 9

3 1 40.035 9.618 20.444 59.625 9
3 121.793 9.618 102.202 141.383 9
5 206.428 9.618 186.838 226.018 9
7 238.826 9.618 219.236 258.417 9

5 1 62.195 16.634 28.354 96.036 9
3 144.960 16.634 111.119 178.801 9
5 180.198 11.762 156.268 204.127 18

Anhangtabelle 32: Mittelwerte der aufgenommenen kumulativen DSS-Dosis der verschiedenen
Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.

(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze|Obergrenze
1 3 -31.099 * 2.165 0.000 -36.368 -25.831
5 -47.125* 2.165 0.000 -52.393 -41.856
3 1 31.099 * 2.165 0.000 25.831 36.368
5 -16.025 * 2.165 0.000 -21.293 -10.757
5 1 47.125* 2.165 0.000 41.856 52.393
3 16.025 * 2.165 0.000 10.757 21.293

Anhangtabelle 33: Ergebnisse der univariaten

Varianzanalyse der innerhalb der ersten sieben

Versuchstage aufgenommenen kumulativen DSS-Dosis der verschiedenen Konzentrationsgruppen.
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DSS- ({)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze
1 1 3 -32.415* 1.156 0.000 -35.665 -29.165
5 -57.158 * 1.156 0.000 -60.408 -53.907
7 -76.600 * 1.156 0.000 -79.851 -73.350
3 1 32415~ 1.156 0.000 29.165 35.665
5 -24.743 * 1.156 0.000 -27.993 -21.492
7 -44.185 * 1.156 0.000 -47.436 -40.935
5 1 57.158 * 1.156 0.000 53.907 60.408
3 24743 * 1.156 0.000 21.492 27.993
7 -19.443 * 1.156 0.000 -22.693 -16.192
7 1 76.600 * 1.156 0.000 73.350 79.851
3 44185 * 1.156 0.000 40.935 47.436
5 19.443 * 1.156 0.000 16.192 22.693
3 1 3 -81.758 * 13.601 0.000 -120.009 -43.507
5 -166.393 * 13.601 0.000 -204.645 -128.142
7 -198.792 * 13.601 0.000 -237.043 -160.540
3 1 81.758 * 13.601 0.000 43.507 120.009
5 -84.635 * 13.601 0.000 -122.887 -46.384
7 -117.034 * 13.601 0.000 -155.285 -78.782
5 1 166.393 * 13.601 0.000 128.142 204.645
3 84.635 * 13.601 0.000 46.384 122.887
7 -32.398 13.601 0.140 -70.650 5.853
7 1 198.792 * 13.601 0.000 160.540 237.043
3 117.034 * 13.601 0.000 78.782 155.285
5 32.398 13.601 0.140 -5.853 70.650
5 1 3 -82.765 * 23.523 0.004 -142.096 -23.434
5 -118.003 * 20.372 0.000 -169.385 -66.621
3 1 82.765 * 23.523 0.004 23.434 142.096
5 -35.238 20.372 0.279 -86.620 16.144
5 1 118.003 * 20.372 0.000 66.621 169.385
3 35.238 20.372 0.279 -16.144 86.620

Anhangtabelle 34: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemines lineares Modell) der aufgenommenen
kumulativen DSS-Dosis der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der
Verabreichungsdauer.

75



Charakterisierung des Modells der Dextransulfat induzierten Colitis der BALB/c-Maus

7.8 Milz
95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] | Milzgewicht [g] | Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze | Fallzahl [n]
0 0.115 0.012 0.090 0.140 6
1 0.123 0.005 0.112 0.133 36
3 0.158 0.006 0.147 0.169 31
5 0.135 0.006 0.124 0.146 31

Anhangtabelle 35: Mittelwerte des Milzgewichtes der verschiedenen Konzentrationsgruppen.

DSS-Konzentration 95% Konfidenzintervall
[%] Zyklen [n]Milzgewicht [g]|Standardfehler|untergrenze Obergrenze|Fallzahl [n]
0 3 0.090 0.021 0.023 0.157 2
5 0.105 0.021 0.038 0.172 2
7 0.150 0.021 0.083 0.217 2
1 1 0.102 0.009 0.083 0.121 9
3 0.123 0.009 0.104 0.142 9
5 0.122 0.009 0.103 0.141 9
7 0.142 0.009 0.123 0.161 9
3 1 0.121 0.010 0.101 0.141 9
3 0.139 0.010 0.119 0.159 9
5 0.174 0.010 0.153 0.195 8
7 0.198 0.013 0.171 0.225 5
5 1 0.141 0.011 0.118 0.164 9
3 0.142 0.011 0.119 0.165 9
5 0.122 0.009 0.102 0.141 13

Anhangtabelle 36: Mittelwerte des Milzgewichtes der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter
Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze Obergrenze
0 1 -0.008 0.013 1.000 -0.044 0.029
3 -0.043 * 0.014 0.013 -0.080 -0.006
5 -0.020 0.014 0.864 -0.056 0.017
1 0 0.008 0.013 1.000 -0.029 0.044
3 -0.035* 0.008 0.000 -0.056 -0.015
5 -0.012 0.007 0.596 -0.033 0.008
3 0 0.043 * 0.014 0.013 0.006 0.080
1 0.035* 0.008 0.000 0.015 0.056
5 0.023 * 0.008 0.026 0.002 0.044
5 0 0.020 0.014 0.864 -0.017 0.056
1 0.012 0.007 0.596 -0.008 0.033
3 -0.023 * 0.008 0.026 -0.044 -0.002

Anhangtabelle 37: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des Milzgewichtes der verschiedenen
Konzentrationsgruppen.
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DSS- J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration|(l) Zyklen| Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze

0 3 5 -0.015 0.030 1.000 -0.159 0.129
7 -0.060 0.030 0.410 -0.204 0.084

5 3 0.015 0.030 1.000 -0.129 0.159

7 -0.045 0.030 0.682 -0.189 0.099

7 3 0.060 0.030 0.410 -0.084 0.204

5 0.045 0.030 0.682 -0.099 0.189

1 1 3 -0.021 0.013 0.716 -0.058 0.016
5 -0.020 0.013 0.836 -0.057 0.017

7 -0.040 * 0.013 0.029 -0.077 -0.003

3 1 0.021 0.013 0.716 -0.016 0.058

5 0.001 0.013 1.000 -0.036 0.038

7 -0.019 0.013 0.972 -0.056 0.018

5 1 0.020 0.013 0.836 -0.017 0.057

3 -0.001 0.013 1.000 -0.038 0.036

7 -0.020 0.013 0.836 -0.057 0.017

7 1 0.040 * 0.013 0.029 0.003 0.077

3 0.019 0.013 0.972 -0.018 0.056

5 0.020 0.013 0.836 -0.017 0.057

3 1 3 -0.018 0.014 1.000 -0.057 0.021
5 -0.053 * 0.014 0.006 -0.093 -0.012

7 -0.077 * 0.016 0.000 -0.123 -0.030

3 1 0.018 0.014 1.000 -0.021 0.057

5 -0.035 0.014 0.125 -0.075 0.006

7 -0.059 * 0.016 0.007 -0.106 -0.013

5 1 0.053 * 0.014 0.006 0.012 0.093

3 0.035 0.014 0.125 -0.006 0.075

7 -0.024 0.017 0.942 -0.072 0.023

7 1 0.077 0.016 0.000 0.030 0.123

3 0.059 * 0.016 0.007 0.013 0.106

5 0.024 0.017 0.942 -0.023 0.072

5 1 3 -0.001 0.016 1.000 -0.042 0.039
5 0.020 0.015 0.574 -0.018 0.057

3 1 0.001 0.016 1.000 -0.039 0.042

5 0.021 0.015 0.504 -0.017 0.058

5 1 -0.020 0.015 0.574 -0.057 0.018

3 -0.021 0.015 0.504 -0.058 0.017

Anhangtabelle 38: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des Milzgewichtes
der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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7.9 Trinkwasserkonsum

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] | Trinkmenge [ml] | Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze | Fallzahl [n]
0 9.528 0.315 8.904 10.152 6
1 8.310 0.129 8.055 8.565 36
3 8.627 0.129 8.372 8.882 36
5 7.673 0.129 7.418 7.928 36
Anhangtabelle 39: Mittelwerte des Trinkwasserkonsums (innerhalb von zwei Tagen) der
verschiedenen Konzentrationsgruppen.
DSS-Konzentration | Zyklen | Trinkmenge 95% Konfidenzintervall
[%] [n] [mi] Standardfehler|untergrenze Obergrenze|Fallzahl [n]
0 3 8.750 0.000 8.750 8.750 2
5 10.390 0.000 10.390 10.390 2
7 9.444 0.000 9.444 9.444 2
1 1 7.358 0.163 7.026 7.690 9
3 8.879 0.163 8.547 9.210 9
5 8.759 0.163 8.428 9.091 9
7 8.245 0.163 7.913 8.577 9
3 1 7.654 0.179 7.290 8.019 9
3 8.251 0.179 7.887 8.615 9
5 9.280 0.179 8.916 9.645 9
7 9.323 0.179 8.959 9.688 9
5 1 7.747 0.224 7.292 8.202 9
3 7.735 0.224 7.281 8.190 9
5 7.605 0.158 7.283 7.926 18
Anhangtabelle 40: Mittelwerte des Trinkwasserkonsums (innerhalb von zwei Tagen) der

verschiedenen Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Zeit.

79



Charakterisierung des Modells der Dextransulfat induzierten Colitis der BALB/c-Maus

(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz

[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze Obergrenze

0 1 1.218 * 0.340 0.003 0.304 2.132

3 0.901 0.340 0.056 -0.013 1.815

5 1.855* 0.340 0.000 0.941 2.769

1 0 -1.218 * 0.340 0.003 -2.132 -0.304

3 -0.317 0.182 0.505 -0.806 0.172

5 0.637 * 0.182 0.004 0.149 1.126

3 0 -0.901 0.340 0.056 -1.815 0.013

1 0.317 0.182 0.505 -0.172 0.806

5 0.954 * 0.182 0.000 0.466 1.443

5 0 -1.855* 0.340 0.000 -2.769 -0.941

1 -0.637 * 0.182 0.004 -1.126 -0.149

3 -0.954 * 0.182 0.000 -1.443 -0.466

Anhangtabelle 41: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse des Trinkwasserkonsums (innerhalb
von zwei Tagen) der verschiedenen Konzentrationsgruppen.
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DSS- ({)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze

0 3 5 -1.640 0.000 . -1.640 -1.640
7 -0.694 0.000 . -0.694 -0.694

5 3 1.640 0.000 . 1.640 1.640

7 0.946 0.000 . 0.946 0.946

7 3 0.694 0.000 . 0.694 0.694

5 -0.946 0.000 . -0.946 -0.946

1 1 3 -1.521* 0.230 0.000 -2.168 -0.873
5 -1.401* 0.230 0.000 -2.049 -0.754

7 -0.887 * 0.230 0.003 -1.535 -0.240

3 1 1.521* 0.230 0.000 0.873 2.168

5 0.119 0.230 1.000 -0.528 0.767

7 0.633 0.230 0.058 -0.014 1.281

5 1 1.401* 0.230 0.000 0.754 2.049

3 -0.119 0.230 1.000 -0.767 0.528

7 0.514 0.230 0.196 -0.133 1.162

7 1 0.887 * 0.230 0.003 0.240 1.535

3 -0.633 0.230 0.058 -1.281 0.014

5 -0.514 0.230 0.196 -1.162 0.133

3 1 3 -0.597 0.253 0.148 -1.308 0.115
5 -1.626 * 0.253 0.000 -2.338 -0.914

7 -1.669 * 0.253 0.000 -2.380 -0.957

3 1 0.597 0.253 0.148 -0.115 1.308

5 -1.029 * 0.253 0.002 -1.741 -0.318

7 -1.072* 0.253 0.001 -1.784 -0.361

5 1 1.626 * 0.253 0.000 0.914 2.338

3 1.029 * 0.253 0.002 0.318 1.741

7 -0.043 0.253 1.000 -0.754 0.669

7 1 1.669 * 0.253 0.000 0.957 2.380

3 1.072* 0.253 0.001 0.361 1.784

5 0.043 0.253 1.000 -0.669 0.754

5 1 3 0.012 0.316 1.000 -0.786 0.809
5 0.142 0.274 1.000 -0.548 0.833

3 1 -0.012 0.316 1.000 -0.809 0.786

5 0.131 0.274 1.000 -0.560 0.821

5 1 -0.142 0.274 1.000 -0.833 0.548

3 -0.131 0.274 1.000 -0.821 0.560

Anhangtabelle 42: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) des
Trinkwasserkonsums (innerhalb von zwei Tagen) der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter
Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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7.10 Urinausscheidung

95% Konfidenzintervall
DSS-Konzentration [%] | Urinmenge [ml] | Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze | Fallzahl [n]
0 2.245 0.173 1.902 2.589 6
1 2.217 0.066 2.086 2.348 36
3 1.132 0.069 0.995 1.269 34
5 1.010 0.083 0.846 1.175 26

Anhangtabelle 43: Mittelwerte der Urinausscheidung (innerhalb von zwei Tagen) der verschiedenen

Konzentrationsgruppen.

DSS-Konzentration | Zyklen 95% Konfidenzintervall
[%] [n] |Urinmenge [ml]|Standardfehler|untergrenze|Obergrenze|Fallzahl [n]

0 3
5
7

1 1 1.911 0.086 1.735 2.086 9
3 2.274 0.070 2.130 2.418 9
5 2.304 0.067 2.168 2.440 9
7 2.359 0.060 2.236 2.482 9

3 1 1.552 0.102 1.342 1.761 9
3 1.511 0.078 1.350 1.671 9
5 1.131 0.091 0.944 1.319 9
7 0.353 0.100 0.148 0.557 7

5 1 0.750 0.123 0.496 1.005 9
3 1.045 0.123 0.790 1.299 9
5 0.884 0.130 0.614 1.154 8

Anhangtabelle 44: Mittelwerte der Urinausscheidung (innerhalb von zwei Tagen) der verschiedenen

Konzentrationsgruppen unter Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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(I) DSS- (J) DSS- 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Konzentration Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [%] Mittelwerte (I-J) | fehler P |Untergrenze Obergrenze
0 1 0.028 0.186 1.000 -0.472 0.528
3 1.113* 0.182 0.000 0.623 1.604
5 1.235* 0.201 0.000 0.693 1.776
1 0 -0.028 0.186 1.000 -0.528 0.472
3 1.085 * 0.096 0.000 0.827 1.343
5 1.206 * 0.106 0.000 0.922 1.491
3 0 -1.113* 0.182 0.000 -1.604 -0.623
1 -1.085* 0.096 0.000 -1.343 -0.827
5 0.121 0.111 1.000 -0.179 0.421
5 0 -1.235* 0.201 0.000 -1.776 -0.693
1 -1.206 * 0.106 0.000 -1.491 -0.922
3 -0.121 0.111 1.000 -0.421 0.179

Anhangtabelle 45: Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse der Urinausscheidung (innerhalb von
zwei Tagen) der verschiedenen Konzentrationsgruppen.
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DSS- {)] J) 95% Konfidenzintervall
Konzentration | Zyklen | Zyklen Differenz der  |Standard- der Differenz
[%] [n] [n] Mittelwerte (I-J) fehler P Untergrenze|Obergrenze
0 3 5
7
5 3
7
7 3
5
1 1 3 -0.364 0.130 0.054 -0.731 0.004
5 -0.393 * 0.125 0.021 -0.744 -0.042
7 -0.448 * 0.103 0.001 -0.738 -0.159
3 1 0.364 0.130 0.054 -0.004 0.731
5 -0.030 0.085 1.000 -0.270 0.210
7 -0.085 0.094 1.000 -0.351 0.181
5 1 0.393 * 0.125 0.021 0.042 0.744
3 0.030 0.085 1.000 -0.210 0.270
7 -0.055 0.091 1.000 -0.312 0.202
7 1 0.448 * 0.103 0.001 0.159 0.738
3 0.085 0.094 1.000 -0.181 0.351
5 0.055 0.091 1.000 -0.202 0.312
3 1 3 0.041 0.114 1.000 -0.283 0.365
5 0.420 0.163 0.090 -0.040 0.880
7 1.199 * 0.168 0.000 0.724 1.674
3 1 -0.041 0.114 1.000 -0.365 0.283
5 0.379 * 0.131 0.043 0.008 0.750
7 1.158 * 0.137 0.000 0.769 1.546
5 1 -0.420 0.163 0.090 -0.880 0.040
3 -0.379°* 0.131 0.043 -0.750 -0.008
7 0.779 * 0.112 0.000 0.461 1.096
7 1 -1.199 * 0.168 0.000 -1.674 -0.724
3 -1.158 * 0.137 0.000 -1.546 -0.769
5 -0.779 * 0.112 0.000 -1.096 -0.461
5 1 3 -0.294 0.173 0.311 -0.743 0.155
5 -0.133 0.179 1.000 -0.597 0.330
3 1 0.294 0.173 0.311 -0.155 0.743
5 0.161 0.179 1.000 -0.303 0.625
5 1 0.133 0.179 1.000 -0.330 0.597
3 -0.161 0.179 1.000 -0.625 0.303
Anhangtabelle 46: Ergebnisse der Varianzanalyse (allgemeines lineares Modell) der

Urinausscheidung (innerhalb von zwei Tagen) der verschiedenen Konzentrationsgruppen unter
Beriicksichtigung der Verabreichungsdauer.
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