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1. Einfuhrung

1.1 Historischer Uberblick

Bereits 1886 stellte der danische Arzt Harald Hirschsprung in der Berliner
Gesellschaft fur Kinderheilkunde ein Krankheitsbild vor, das ihm durch die
Ausbildung eines massiven Megakolons auffiel.

Zwei seiner Patienten, beide ménnlichen Geschlechts, waren nach schwerer
Obstipation seit Geburt innerhalb ihres ersten Lebensjahres verstorben. Bei der
Autopsie fand er in beiden Fallen Colon sigmoideum und descendens abnorm
erweitert vor, am Rektum konnte er keine Veranderungen feststellen. Hirschsprung
vermutete hinter diesem Krankheitsbild eine angeborene Missbildung (33).
Obwohl er sich nicht als erster mit dem Symptomenkomplex Obstipation und
Kolondilatation bei Sauglingen auseinander setzte, lieferte Hirschsprung doch die
erste umfassende Beschreibung des Megacolon congenitum, weshalb dieses

Krankheitsbild bis heute seinen Namen tragt.

Nach der Prasentation dieser bis dahin weitgehend unbekannten Erkrankung
wurde eine betréachtliche Anzahl weiterer, ahnlich gearteter Falle beschrieben und
Spekulationen tiber deren Atiologie angestellt. Das Hauptaugenmerk wurde dabei
zunadchst auf die auffalligste Veranderung, das Megakolon, gerichtet. Deshalb
bestand das operative Vorgehen vor allem in der Anlage von Kolostomien oder
der Resektion des dilatierten Darmabschnittes.

Als Untersuchungen Uber eine neurogene Imbalance im Sinne einer
sympathischen oder parasympathischen Uberaktivitat als mogliche Ursache des
Megakolons auftauchten, wurden zahlreiche Patienten mit einer lumbalen
Sympathektomie therapiert. Weiterhin war jedoch postoperativ die Anwendung

von Abfuhrmitteln und Einlaufen notwendig, und die als gut beschriebenen



Ergebnisse der Operateure konnten in Nachuntersuchungen nicht bestatigt werden
(103).

Weitere Therapieversuche bestanden in der Anwendung von Darmrohren,
Einlaufen, Myotomien des Rektosigmoids, Dilatationen des Analsphinkters, der
elektrischen Stimulation oder Gabe von anticholinerg beziehungsweise.
parasympathomimetisch wirkenden Medikamenten (11).

Obwohl schon 1898 Sir Frederick Treves (111) das Megakolon als Folge eines
veranderten Rektums ansah, gelang es ihm jedoch nicht, dort strukturelle
Veranderungen nachzuweisen. Folglich konnte er sich mit seinen Ansichten nicht
durchsetzen. Auch als wenig spater der nur schwach entwickelte Nervenplexus im
Kolon eines Hirschsprung-Patienten erwahnt (109) und erstmals das vollige
Fehlen von Ganglienzellen beschrieben wurde (14), mall man diesen
Veranderungen keine ursachliche Bedeutung im Krankheitsgeschehen bei (11).
Ehrenpreis aul3erte 1946 ebenfalls die Vermutung, dass die bisherige Annahme,
das Megakolon stelle die zugrunde liegende Stérung dar, falsch sei. Er belegte
die  nachgeburtliche  Ausbildung dieser Veranderung anhand von
Rontgenuntersuchungen Neugeborener. Doch auch er sah den distalen verengten
Kolonabschnitt nicht als eigentliche Ursache der Erkrankung an. Vielmehr
bezeichnete er das Megakolon als eine Stérung ungeklarter Ursache (19, 103).
Schlief3lich wurde durch die umfassenden Arbeiten von Whitehouse & Kernohan
(116) und Zuelzer & Wilson (124) die Aganglionose des verengten Segments
endgiiltig als zugrunde liegende pathologische Veranderung bestatigt.

Die Therapie des Morbus Hirschsprung wurde erst entscheidend verbessert, als
Swenson & Bill (104) im Jahre 1948 eine neue Operationsmethode vorstellten, die
in der radikalen Entfernung des engen Segments bestand. Die operierten
Patienten konnten durch dieses Verfahren geheilt werden.

Weitere chirurgische Ansétze wurden im Folgenden durch Duhamel, Soave und
Rehbein entwickelt (103).



Eine sichere Diagnostik blieb dennoch ein Problem. 1949 wurden erstmals
elektromanometrische Untersuchungen von Kindern mit Megakolon durchgefihrt.
Es fanden sich abnorme Reaktionsmuster im engen Segment und Sphinkter ani
internus (58, 97, 105). Das Verfahren der Elektromanometrie wurde in die
Diagnostik der Hirschsprung schen Erkrankung einbezogen.

Auch bei der morphologischen Beurteilung gab es Fortschritte. So konnte im
aganglionaren Kolonsegment eine etwa drei- bis vierfach gesteigerte
Acetylcholinesterase (AChE)-Aktivitdt nachgewiesen werden (38, 40, 61). Doch
erst die Entwicklung der Thiocholin-Methode zur direkten Farbung der AChE-
haltigen Strukturen durch Karnovsky und Roots (1964) (41) ermdglichte eine
zuverlassige und einfache Anwendung in der Routinediagnostik (63).

Ein weiterer Ansatz zur Abgrenzung des pathologischen Darmabschnitts vom
regelrecht innervierten bestand in der Darstellung katecholaminhaltiger
sympathischer Nervenfasern, die in groRerer Dichte distal des Megakolons
vorkommen (3, 24). Allerdings erwies sich diese Methode der AChE-Farbung
nicht Uberlegen, da die Katecholamine in den Biopsien rascher als
Acetylcholinesterase abgebaut und dann nicht mehr nachgewiesen werden
koénnen (63).

In jliingerer Zeit wurden zahlreiche immunhistochemische Ansétze zur Darstellung
neuronaler Strukturen und Synapsen entwickelt und Veranderungen der
Darminnervation bei Morbus Hirschsprung nachgewiesen. Beispiele sind
Untersuchungen mit MAb 171B5 (monoklonaler Antikorper B5) (117, 118, 120)
und Synaptophysin (46, 81), Antikorpern gegen PGP 9.5 (Protein Gene Product
9.5), NSE (Neuronenspezifische Enolase), NFILs (Neurofilament Triplet Protein),
S-100 Protein, GAP-43 (Growth Associated Protein-43), NCAM (Neural-Cell
Adhesion Molecule) (44) sowie verschiedene Neuropeptide (88).

Im Rahmen der verbesserten Diagnostik von Innervationsstérungen des Darmes,
insbesondere der enzymhistochemischen Methoden, wurden neben der
klassischen Aganglionose andere assoziierte Storungen gefunden. So stellte

Meier-Ruge 1971 ein Krankheitsbild vor, das klinisch Ahnlichkeit mit dem Morbus
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Hirschsprung aufwies, sich von ihm aber histologisch durch den Nachweis von
Ganglienzellen in den Darmplexus unterschied: Die Neuronale Kolondysplasie
(62). Daneben kennt man heute weitere intestinale Malformationen, wie die
Hypoganglionose, Ganglienzellunreife und einige nicht klassifizierbare
Dysganglionosen (36).

Histopathologische und  histochemische  Untersuchungen entnommener
Gewebeproben sind heute essentieller Bestandteil in der Diagnose neuronaler
Funktionsstorungen des Gastrointestinaltraktes und finden auch intraoperativ fir
die Festlegung des oberen Resektionsrandes Verwendung. Dennoch kénnen
fortbestehende Dysfunktionen nach erfolgter Operation eines Morbus Hirchsprung
ein Problem darstellen (2, 21, 46, 55, 88, 95).

Es konnten in diesen Fallen beispielsweise ganglientragende, jedoch
fehlinnervierte Darmbereiche nachgewiesen werden, die Veranderungen im Sinne
einer Intestinalen Neuronalen Dysplasie (2, 46, 55, 65, 72, 94) oder Zeichen der
Hypoplasie (70) zeigten. Welchen Krankheitswert diese Abweichungen besitzen,
ist bislang nicht eindeutig geklart.

Nicht  zwangslaufig fuhren  neuronal dysplastische Darmanteile im
Ubergangssegment bei Morbus Hirschsprung, die bei der Korrekturoperation
nicht reseziert wurden zu persistierenden Problemen. So liegen Untersuchungen
vor, die bei der Nachbeobachtung von derartigen Patienten keine Unterschiede
bezlglich der Frih- und Spatkomplikationen ergaben, im Vergleich zu Patienten
mit isolierter Hirschsprung scher Erkrankung (28).

Daneben gibt es jedoch einige Hinweise darauf, dass die verbliebenen
pathologisch innervierten Darmsegmente die Ursache fortdauernder Probleme
darstellen kdnnen. So wird von ,verzogerter postoperativer Normalisierung*
beziehungsweise ,weiter bestehenden obstruktiven Symptomen® in Fallen von
Morbus Hirschsprung assoziierter Intestinaler Neuronaler Dysplasie berichtet (45,
72, 95). Zusatzlich konnte eine positive Korrelation zwischen Auspragung der

Innervationsstérung und Klinisch obstruktiven Symptomen ermittelt werden (71).



Entscheidend ist wahrscheinlich die Lange des belassenen Ubergangssegmentes
mit Intestinaler Neuronaler Dysplasie.

Es stellt sich daher die Frage nach einer Erweiterung der diagnostischen
Mdglichkeiten. Insbesondere konventionelle histopathologische Farbemethoden
scheinen bei der pra- und intraoperativen Bestimmung der Ausdehnung von

Segmenten mit gestorter Innervation nicht immer auszureichen.

Vor diesem Hintergrund wurde von Kobayashi et.al. (46) eine Untersuchung
vorgestellt, in der ein polyklonaler Antikdrper gegen Synaptophysin als Ein-Schritt-
Technik fur die intraoperative Untersuchung von Darmgewebe eingesetzt wurde.
Es konnte eine veranderte Verteilung der Anti-Synaptophysin-markierten
Strukturen in der Ring- und Langsmuskulatur bei Morbus Hirschsprung und IND

gezeigt werden.



1.2 Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, unter Verwendung der Ein-Schritt-
Technik mit Anti-Synaptophysin (EPOS Anti-Synaptophysin/HRP, DAKO®)
Synapsen der Kolonwand bei Morbus Hirschsprung und der Intestinalen
Neuronalen Dysplasie (IND) soweit darzustellen, dass eine morphologische
Unterscheidung zwischen den Krankheitsbildern méglich ist, was unter anderem zu
einer Verbesserung der herkdmmlichen, immer noch mit Unsicherheiten
behafteten, diagnostischen Verfahren beitragen konnte.

Dies soll besonders unter dem Gesichtspunkt der angewandten Methode,
Konjugatantikdrper-Reaktion und nachfolgende quantitative Auswertung mit dem

Bildanalysesystem Quantimet 600, geschehen.

Die Untersuchungen verfolgten also das folgende Ziel:
Ist die von uns angewandte Methode fUr die differenzierende Darstellung von
Synapsen beim Morbus Hirschsprung und der Intestinalen Neuronalen Dysplasie

geeignet?



2. Beschreibung der Krankheitsbilder und Diagnostik

2.1 Anatomischer Aufbau und Physiologie des Kolons

Die Kolonwand wird mikroskopisch gebildet von Mukosa, bestehend aus
hochprismatischem Epithel mit zahlreichen zwischengelagerten Becherzellen, der
Lamina propria und einer gut ausgebildeten Lamina muscularis mucosae,
anschlie3end folgen Tela submucosa sowie Ring- und Langsmuskelschicht (10).
Durch deren Tonus und lokale Kontraktionen der Ringmuskulatur erfolgen
ungeregelt und an verschiedenen Stellen zur gleichen Zeit segmentale
Kontraktionen. Sie fuhren lediglich zu einer Durchmischung oder allenfalls einem
Weitertransport des Darminhaltes Uber kleine Strecken, sowohl nach distal als
auch nach proximal. Diese nichtpropulsive Peristaltik stellt den Hauptanteil der
Kolonmaotilitat dar.

Seltener treten echte peristaltische Wellen auf, die nach vorangegangener
Relaxation des Darmes den Inhalt etwa 20 cm weiterbeférdern, wiederum jedoch
in aborale sowie orale Richtung. Echte Massenbewegungen, die einen Transport
Uber lange Strecken zum Sigma hin bewirken, kénnen nur ein- bis zweimal am

Tage beobachtet werden (20).

An der Innervation des Kolons sind zwei Systeme beteiligt. Man findet ein
intrinsisches, darmeigenes Nervensystem, das von nervalen Strukturen gebildet
wird, die im Meissner-Plexus der Submukosa (Plexus submucosus) und im
Auerbach-Plexus zwischen Ring- und Langsmuskulatur (Plexus myentericus) zu
finden sind, sowie ein extrinsisches, zu dem Fasern des Sympathikus und
Parasympathikus gehdren, die von aul3en an den Darm gelangen. Letztgenanntes
System moduliert die Funktion der intrinsischen Strukturen, welche ansonsten
weitgehend autonom arbeiten (84).

Die Ganglien im Plexus submucosus sind vegetativ sympathischer Natur und
versorgen die Lamina muscularis mucosae und Drusenzellen in der Schleimhaut.
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Im Plexus myentericus findet man neben Interneuronen, die die Zellen des
Auerbach-Plexus untereinander und mit denen des Meissner-Plexus verknipfen,
motorische Neurone, die exzitatorisch auf die Kolonmuskulatur wirken und
inhibitorische nicht-adrenerge  Ganglienzellen. Die Auslaufer dieser Neurone
strahlen in die Darmmuskulatur ein (39).

Wandert Darminhalt analwarts, registrieren submukdse Mechanorezeptoren die
Aufweitung des Darmlumens und projizieren in den Plexus myentericus. Dort
erregen sie Uber Interneurone nach distal gerichtete inhibitorische Nervenzellen
mit denen sie uber cholinerge Synapsen in Verbindung stehen. Es kommt zu einer
neurogen vermittelten Relaxation der Ringmuskulatur sowie einer Kontraktion der
langsgerichteten Muskelfasern, was die Dilatation des unterhalb des Bolus
gelegenen Darmabschnittes zur Folge hat. Gleichzeitig fuhrt die Dehnung der
Kolonwand zu einer cholinerg vermittelten Kontraktion der Ringmuskulatur im oral
gelegenen Bereich. Der Darminhalt wird in den relaxierten Bereich vorwarts
geschoben. Dort wiederholt sich der Vorgang (36).

Gelangt der Bolus schlie3lich ins Rektum, fihrt wird Uber parasympathische
Fasern die unwillktirliche Relaxation des Sphinkter ani internus ausgeldst. Dies
stellt die Erschlaffungsphase des peristaltischen Reflexes am unteren Ende des
Gastrointestinaltraktes dar, und wird Gber Ganglienzellen im Rektum vermittelt.
Gleichzeitig verstarkt sich tber parasympathische Aste des Sakralmarks (S2 -
S4) die Kontraktion des aufReren Sphinkters (35, 98).

An die intrinsischen exzitatorischen und inhibitorischen Neurone des Plexus
myentericus treten von auf3en praganglionare Parasympathikusauslaufer und
stimulieren die Darmmatilitét (84). Ihre Anzahl nimmt zum Rektum hin zu, da das
Kolon ab der linken Kolonflexur zusatzlich von Fasern aus dem Sakralmark (S2 -
S4) versorgt wird (63).

Sympathische Fasern aus dem Ganglion mesentericum  superius
beziehungsweise inferius modulieren die Acetylcholinfreisetzung an cholinergen

Synapsen des Plexus myentericus (93).



2.2 Innervationsstorungen des Kolons

Gegenwartig sind vier angeborene Krankheitsbilder mit gestortem
Innervationsmuster des Kolons eindeutig klassifizierbar, die Aganglionose, die
Intestinale Neuronale Dysplasie Typ A und Typ B und die Hypoganglionose (65).
Daneben kénnen Ganglienzellen Zeichen der Unreife aufweisen, und schlief3lich
existiert noch eine weitere Gruppe nicht eindeutig zuzuordnender
Dysganglionosen (36).

Alle genannten Anomalien kdnnen sowohl fur sich als auch kombiniert auftreten
(65). Ebenso wurden erworbene Formen dieser Innervationsstérungen

beschrieben (63, 114).

2.2.1 Morbus Hirschsprung

Es handelt sich um eine angeborene Erkrankung, der pathophysiologisch ein
Darmabschnitt zu Grunde liegt, der durch das vdllige Fehlen intramuraler
Ganglienzellen und purinerger Interneurone gekennzeichnet ist (36). Sympathische
und parasympathische extrinsische Nervenfasern sind vermehrt und hypertrophiert.
Da samtliche Ganglienzellen in den Plexus fehlen, kann es nicht zu koordinierter
propulsiver Aktivitdt kommen. Die hemmende Wirkung der inhibitorischen
Neurone auf die extramuralen parasympathischen Fasern bleibt aus, und sie
kénnen im betroffenen Bereich ihre Wirkung auf die Ringmuskulatur ungehindert
entfalten. Es resultiert eine spastische Kontraktion des aganglionaren Darmes, die
auch den Sphinkter ani internus einschlief3t. Erst sekundar kommt es proximal zur
Ausbildung des Megakolons.

Die parasympathischen Fasern der Lamina propria mucosae, der Muscularis
mucosae und Ringmuskulatur hypertrophieren und die Acetylcholinausschuittung ist
erhoht. Kompensatorisch steigt daher die Aktivitat der Acetylcholinesterase, was

zum Nachweis eines Morbus Hirschsprung genutzt werden kann (36, 81, 107).



Im proximal gelegenen Ubergangssegment zwischen gesundem und erkranktem
Darmabschnitt lasst sich eine allméhliche Abnahme der Ganglienzelldichte bis hin

zur vollstédndigen Aganglionose nachweisen.

Neben dem klassischen Morbus Hirschsprung, mit erkranktem Segment im
Sigmoidbereich, lassen sich je nach Ausdehnung des betroffenen Abschnitts
weitere Erscheinungsformen der Aganglionose unterscheiden. So kommt die
Erkrankung auch als totale Kolonaganglionose eventuell mit Diinndarmbeteiligung
(Zuelzer-Wilson-Syndrom),  ultrakurzes Hirschsprung-Segment und neurogene

Sphinkterachalasie vor (65).

Die erkrankten Kinder fallen meist schon im Neugeborenenalter oder der frihen
Sauglingsperiode durch eine  Subileussymptomatik mit  Stuhlretention,
beziehungsweise verspatetem Mekoniumabgang, Erbrechen und aufgetriebenem
Leib auf. Sie gedeihen schlecht. Die Entwicklung einer lebensbedrohlichen
Enterokolitis gilt auch heute noch als die haufigste Todesursache bei Morbus
Hirschsprung (75).

Bei alteren Kindern findet man hauptsachlich eine chronische, weitgehend
therapieresistente Obstipation. Typische Dystrophiesymptome kénnen beobachtet
werden. Als schwerwiegende Komplikation gilt auch hier die Entwicklung einer
Enterokolitis (30).

2.2.2 Intestinale Neuronale Dysplasie

Die Erkrankung wird heute nach der Aganglionose als die haufigste kongenitale
Innervationsstorung des Kolons betrachtet (106), von manchen Autoren sogar als
ebenso haufig angesehen (21). Zuséatzlich existieren vielfaltige Mischformen

aganglionarer und dysplastischer Fehlbildungen (65).
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Von der Intestinalen Neuronalen Dysplasie existieren zwei, sich klinisch und
bioptisch unterscheidende Formen, die einzeln und als Kombination auftreten

kdnnen.

IND Typ A

Diese Form ist gekennzeichnet durch eine Anlagehemmung des Sympathikus. Im
Bereich des Auerbach-Plexus und im Umfeld arterieller GefaRe ist die
sympathische Innervation hochgradig hypo- oder aplastisch. Die Fehlentwicklung
der adrenergen Innervation fiihrt zu einer ungehemmten Uberstimulation der
cholinergen Strukturen der Muskelschichten und aufgrund der Erweiterung der
Blutgefale zu einer erhéhten Schleimhautpermeabilitat (36, 65).

Der Plexus myentericus zeigt manchmal Hyerplasiezeichen, wahrend der Plexus
submucosus meist keine Veranderungen aufweist. In der Lamina propria
mucosae, der Muscularis mucosae und der Ringmuskulatur ist die
Acetylcholinesterase-Aktivitat maRig erhdht. Die Kolonschleimhaut ist entziindlich
verandert (21, 36).

Die betroffenen Kinder zeigen frihzeitig einen akuten Krankheitsverlauf mit
schwerer Obstipation, teilweise blutigen Diarrh6en und ulzerierender Enterokolitis
(9, 36).

IND Typ B

Bei diesem Krankheitsbild findet man eine Hyperplasie des Plexus submucosus
und myentericus (94). Es treten als charakteristisches Merkmal Riesenganglien
auf, deren Gro63e das Zwei- bis Dreifache der Norm betréagt. Im Schnitt weisen sie
sieben oder mehr Nervenzellen auf. Die normale Ganglienzellanzahl liegt etwa bei
vier.

Ektope Ganglienzellen in der Mukosa, der Submukosa oder zwischen Fasern der
Ring- und Langsmuskelschicht kdnnen vorkommen. Im Plexus submucosus fehlen

propriozeptorische Zellen, so dass sowohl die reflektorische Kontraktion der
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Ringmuskulatur oral eines Bolus als auch die Relaxation distal gehemmt sind (36,
65, 94).

Eine Erhdhung der Acetylcholinesterase in Nervenfasern der Muscularis mucosae
und der Ringmuskulatur sowie eine Hyperplasie des Plexus submucosus kann bei
jungen Kindern beobachtet werden, jedoch nur noch selten jenseits des zweiten
Lebensjahres oder bei Erwachsenen. Die AChE-Erh6hung wird als Zeichen der
Unreife angesehen, das mit zunehmender Ausdifferenzierung des Meissner-
Plexus verschwindet. Dieser Prozess kommt um das zweite Lebensjahr in Gang
(36, 68, 94).

IND B kann unter anderem zusammen mit einer Aganglionose auftreten und ist
dort im Ubergangssegment zum normal innervierten Kolon beobachtet worden (2,
9, 57). Es wurde dartber hinaus eine lokalisierte und eine disseminierte Form
beschrieben (94).

Die klinischen Symptome kdnnen von einer Obstipationsneigung bis zu primar
chronischer Obstipation mit nachfolgender Ausbildung eines Megakolons reichen
(36, 68). Die Patienten werden erst spater, meist als altere Sauglinge bis hin zum
Schulalter auffallig. Zuweilen werden sogar Erwachsene mit er Verdachtsdiagnose

einer IND vorgestellt (21).

2.2.3 Hypoganglionose

Kennzeichnend ist die verminderte Anzahl von Ganglienzellen des Plexus
myentericus, bisweilen auch des Plexus submucosus und intramuraler
parasympathischer Nervenfasern. Dementsprechend ist die Acetylcholinesterase-
Aktivitat verringert. Auch Plexusléange und -flache sind reduziert (63, 73). Klinisch
resultiert daraus ebenfalls Obstipation bis hin zur Pseudoobstruktion.

Die Hypoganglionose kommt als eigenes Krankheitsbild, aber auch in

Kombination mit einem Morbus Hirschsprung, vor. In letzterem Falle sind die
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Veranderungen im proximal des agangliondren Bereichs gelegenen

Ubergangssegment gefunden worden (36).

2.3 Prinzipien der Therapie der Innervationsstérungen

Beim Morbus Hirschsprung besteht die einzig wirksame und dauerhaften Erfolg
versprechende Therapie in der Resektion des aganglionaren Darmabschnitts und
Behandlung der abnormen Innervation des Analsphinkters (11). Um die
Ausdehnung der pathologisch innervierten Anteile intraoperativ zu erkennen, ist es
notwendig, oberhalb des engen Teilstickes am vorgesehenen proximalen
Resektionsrand Biopsien zu entnehmen. Bieten diese keinen Anhalt fir eine
Innervationsstérung, kann die Resektion in diesem Bereich vorgenommen werden
(102).
Ebenfalls nur durch die operative Resektion des betroffenen Darmsegments ist
eine wirksame Therapie der Intestinalen Neuronalen Dysplasie vom Typ A méglich
(21, 36).
Bei der IND B besteht die Behandlung meist in der chirurgischen Entfernung des
distalen Segments (63). Jedoch sind Darmspuilungen, Laxantien und
Sphinkterdehnungen als konservative Therapieansatze moglich (21, 36, 99).
Als chirurgische Therapiekonzepte stehen im wesentlichen vier Verfahren zur
Verfiigung, die verschiedentlich modifiziert wurden:

Methode nach SWENSON (1948): Rektosigmoidektomie mit extraanaler

Anastomose (102)

Methode nach DUHAMEL (1956): Retrorektaler und transanaler Durchzug (17)

Methode nach REHBEIN (1958): tiefe anteriore Resektion (86)

Methode nach SOAVE (1962): endorektaler Durchzug (100)
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2.4 Atiologie der Innervationsstérungen des Kolons und Rektums

Fasern des Parasympathikus aus dem Spinalmark wachsen zwischen der 6. und
7. Embryonalwoche in das Kolon ein. Gleichzeitig wandern Neuroblasten aus dem
Nervus Vagus zwischen der 6. und 12. Woche in die Region des spateren Plexus
myentericus ein, wobei sie die linke Kolonflexur etwa in der 9. Woche erreichen
und in weiteren vier Wochen bis hinunter ins Rektum gelangen. Neuroblasten aus
dem Gebiet des Plexus myentericus wandern durch die Ringmuskulatur hindurch
und bilden den Plexus submucosus (78). Infolgedessen wurde vermutet, dass den
kongenitalen intestinalen Innervationsstérungen eine Migrationsstérung der
Neuroblasten zugrunde liegt (12, 78, 112). In embryologischen Studien an Mausen,
die eine Aganglionose als autosomal rezessive Erkrankung entwickeln, konnte
gezeigt werden, dass die Migrationszeit der Neuroblasten derart verlangsamt war,
dass sie nie bis ins Rektum gelangten (112).

Neben der Diskussion einer ursachlichen Migrationsstdrung gibt es auch Hinweise
auf eine moglicherweise anoxische Schadigung der bereits eingewanderten
Zellen (77).

Neuerdings werden jedoch Veranderungen der Extrazellularmatrix, das heil3t des
Mesenchyms oder der Basallaminae, im Verdauungstrakt fir die Pathogenese
der Aganglionose sowie verwandter Innervationsstorungen verantwortlich
gemacht. Im betroffenen Bereich wird aufgrund des gestdrten ,microenvironment*
die Neuroblastenmigration und -differenzierung gehemmt, die auf eine intakte
Extrazellularmatrix angewiesen ist (66, 79, 101, 113).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass glatte Muskelzellen des aganglionaren
Kolons die normale Ganglienzellreifung in vitro ungtinstig beeinflussen. Vermutlich
spielen bei der gestdrten Interaktion auf zellularer Ebene membran-gebundene
Faktoren eine Rolle (56).

In den letzten Jahren konnten, vor allem in Fallen familiar gehaufter Erkrankungen,
verschiedene Genmutationen bei Morbus Hirschsprung, der schon zuvor als

zumindest teilweise genetisch bedingt angesehen wurde (63, 87), identifiziert
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werden (8, 25, 26, 53, 91, 108, 123). Bekannt sind zur Zeit Veranderungen des
RET-, GDNF- (glial cell line-derived neurotrophic factor), Endothelin-B-Rezeptor-
und Endothelin-3-Gens. Das RET-Proto-Onkogen ist hierbei am haufigsten
betroffen (83). Fast 50% der familiar gehauften Falle von Morbus Hirschsprung
erwiesen sich als heterozygot fur RET-Mutationen mit unvollstandiger Penetranz.
Es wurde ein Gen auf Chromosom 9 (99g31) gefunden, dass als Modifikator der
Penetranz gelten kann (8). Als alleinige Ursache des Morbus Hirschsprung
scheinen RET-Mutationen seltener anzutreffen zu sein, als vermutet, was als
Hinweis auf eine polygenetische Ursache der Erkrankung gewertet werden kann
(91). Das RET-Proto-Onkogen ist auf Chromosom 10 (10qg11.2) lokalisiert und
kodiert fur das RET-Protein, eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase (25, 108). Mutationen
des RET-Proto-Onkogens fuhren zu Reduktion beziehungsweise Funktionsverlust
dieses Proteins, das als Rezeptor, unter anderem fiir GDNF, dient. Die Bindung
von Effektoren an diesen Rezeptor wird behindert und die Signallbertragung
gestort (25). Verminderte RET-Expression sowie reduzierte GDNF-Level wurden
in aganglionaren Darmen gefunden (123). Die normale Entwicklung der
Innervation des Darmes scheint wesentlich von GDNF abhangig zu sein (26, 123).
Mutationen in Genen, die fir GDNF, seinen bevorzugten Rezeptor GFRalphal
oder RET, das Element in der Signalibertragung, kodieren, konnten, wie
Versuche mit transgenen Mausen zeigten, zu aganglionaren und dysplastischen
Veranderungen des Darmes fuihren (26).

Daneben existieren Hinweise auf ein immunologisches Geschehen in der
Entwicklung intestinaler Innervationsstérungen. In  aganglionarem und
dysplastischem Kolongewebe wurde eine erhohte Expression von [ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) und MHC (major histocompatibility complex)-

Klasse-ll-Antigenen nachgewiesen (32, 43, 54).
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2.5 Diagnostik der Innervationsstdrungen

Typische klinische Symptome lenken bereits den Verdacht auf einen Morbus
Hirschsprung oder verwandte Erkrankungen. Aber insbesondere die Abgrenzung
der verschiedenen Krankheitsbilder kann sich schwierig gestalten.

Als diagnostische Verfahren stehen verschiedene RoOntgenaufnahmen,
Abdomenleeraufnahme, Barium-Kontrasteinlauf, Defakogramm, sowie
Elektromanometrie und Elektromyographie zur Verfigung. Eine endglltige
Diagnosestellung ist bisher jedoch nur anhand der Untersuchung von

Biopsiematerial moglich.

2.5.1 Morphologische Untersuchung

Seit 1948 Whitehouse & Kernohan (116) und Zuelzer & Wilson (124) den
Nachweis der Aganglionose im engen Darmsegment bei Morbus Hirschsprung
erbringen konnten, ist die histologische Beurteilung von Biopsiematerial das
wichtigste Verfahren in der Diagnostik der Innervationsstérungen.

Eine morphologische Begutachtung setzt die Entnahme von Darmgewebe voraus.
Es wurden zunachst die gesamte Kolonwand umfassende Biopsien enthommen,
eine Methode, die mit einigen Risiken behaftet ist, da die Probengewinnung unter
direkter Sicht erfolgen muss und eine Allgemeinnarkose sowie die Naht der
Wunde erfordert (52, 63).

Die Gewinnung von Gewebe wurde daher durch die von Dobbins & Bill 1965
eingefuhrte, lediglich Mukosa und Submukosa enthaltende, Saugbiopsie erheblich

erleichtert (16).

2.5.2 Histologische Beurteilung

Charakteristischerweise fehlen beim Morbus Hirschsprung im betroffenen, in der
Lange variierenden Darmsegment, das stets am Anus beginnt, die Ganglienzellen.
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Bei der Intestinalen Neuronalen Dysplasie sind Ganglien vorhanden, die jedoch
eine erhohte Zellzahl aufweisen. Die Ganglienzellen kénnen, sofern vorhanden, in
tiefgreifenden Gewebeproben in  der  Hamatoxylin&Eosin (H&E)-
Ubersichtsfarbung dargestellt werden. Jedoch ist die eindeutige Identifikation der
Ganglienzellen bisweilen schwierig (63).

Haufig angewandt wird die enzymhistochemische Darstellung mittels
Natriumtetrazoliumreduktase (NADH)-Reaktion. Nervenzellen stellen sich aufgrund
ihres hohen Gehalts an rauem endoplasmatischen Retikulums in dunkelblauer
Farbe dar. Eine Verwechslung mit Fibroblasten und glatten Muskelzellen der
GefaRwande ist jedoch mdglich, da diese bisweilen ebenfalls stark NADH-positiv
sind (81).

Die Unterscheidung vorhandener Nervenzellen von Schwann-Zellen wird durch die
Laktatdehydrogenase (LDH)-Reaktion erleichtert (31, 88). Unreife Ganglienzellen
kénnen in der Succinatdehydrogenase (SDH)-Reaktion gut nachgewiesen
werden, wahrend sie in der in der LDH-Reaktion keine oder ungeniigende

Anfarbung zeigen (21).

2.5.3 Histochemische Diagnostik

Die Standardmethode fir den Nachweis pathologischer Innervationsmuster
anhand von Biopsien stellt die Acetylcholinesterase-Reaktion dar. Hier macht man
sich die erhohte Aktivitat dieses Enzyms in den hypertrophierten
parasympathischen Fasern bei Morbus Hirschsprung zunutze.

Erste Arbeiten in dieser Richtung erfolgten durch Kamijo et al. (1953) (40) und
Koelle (1954) (49), die einen im Vergleich zum regelrecht innervierten Kolon zwei
bis vierfach erhthten Gehalt an Acetylcholinesterase im Homogenisat der
agangliondaren Darmwand sowie eine erhdohte AChE-Ausschittung in diesem
Bereich nach Stimulation des Kolons nachwiesen. Karnovsky und Roots (1964)
(41) fuhrten far den direkten Acetylcholinesterase-Nachweis die Thiocholin-

Methode, die als eine einfache und sichere Methode die Diagnostik eines Morbus
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Hirschsprung in der Routine verbesserte und bis heute dafir genutzt wird (69). Sie
erlaubt die direkte Darstellung der cholinergen Ganglienzellen und Nervenfasern
(93).

Auch bei der Intestinalen Neuronalen Dysplasie B kann eine erhohte AChE-
Aktivitat beobachtet werden, die allerdings nicht Ausmaflle wie bei der
Aganglionose erreicht (63). Vorteil dieser Methode ist die Tatsache, dass man
sich bei der Gewebeentnahme auf oberflachliche Saugbiopsien beschranken
kann. Die Diagnosestellung eines Morbus Hirschsprung ist auch ohne den
Nachweis fehlender Ganglienzellen in den beiden Plexus aufgrund der AChE-
Erhdhung in den parasympathischen Nervenfasern der Lamina propria und
muscularis mucosae maoglich (64).

Fur die sichere Diagnostik anderer Innervationsstorungen wie der Hypo-
ganglionose werden tiefgreifende Proben gefordert, die eine zusatzliche
Beurteilung des Plexus myentericus erlauben (63).

Ein anderer Ansatz in der Diagnostik der Innervationsstérungen wurde mit dem
histochemischen Nachweis der vermehrten sympathischen, katecholaminhaltigen
Nervenfasern in Lamina propria mucosae und Ringmuskelschicht des distalen
aganglionaren Segments prasentiert (3, 24). Dabei erwies sich der
Acetylcholinesterase-Nachweis jedoch als zuverlassiger, da die Katecholamine
der sympathischen Nervenfasern rasch zugrunde gehen und dann fir die
Diagnostik nicht mehr zur Verfiigung stehen, wohingegen Acetylcholinesterase
noch in 24-Stunden alten Biopsien und sogar in Kryostatschnitten, die eine Woche

zuvor entnommen wurden, zuverlassig dargestellt werden kann (63).

2.5.4 Immunhistochemie

Zahlreiche allgemeine Marker nervaler Strukturen wie PGP 9.5 (Protein Gene
Product 9.5), NSE (Neuronenspezifische Enolase), NFILs (Neurofilament Triplet
Protein) und S-100-Protein oder verschiedene Neuropeptide, wie Neuropeptid Y

und VIP (vasoaktives intestinales Polypeptid), sind geeignet, um an der
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Darminnervation beteiligte Strukturen sichtbar zu machen und Veranderungen
aufzudecken (88).

Neuromuskulare Verbindungen und Synapsen lassen sich durch Markierung mit
Antikdrpern gegen Bestandteile synaptischer Vesikel darstellen. Verwendung
fanden hier beispielsweise Antikorper gegen GAP-43 (Growth Associated
Protein-43) und NCAM (Neural-Cell Adhesion Molecule) (44)

Eine Reihe von Untersuchungen wurden mit Anti-Synaptophysin (46, 81)
beziehungsweise MAb 171B5 (monoklonaler Antikorper B5) (6,7,8) durchgefihrt.
Beide Antikorper sind gegen Synaptophysin gerichtet. Synaptophysin ist ein
Transmembranglykoprotein, das in kleinen Vesikeln prasynaptisch in Neuronen
sowie in Neuroendokrinen Zellen vorkommt (59) und cholinerge, adrenerge und
neuroendokrine Strukturen gleichermal3en darstellt, also keinem spezifischen
Transmittersystem zuzuordnen ist (81). Da das Molekil wohl in allen Synapsen
gefunden wird (85), kann sein quantitativer Nachweis als Marker fir die

Synapsendichte verwendet werden (18).
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Mit einem Konjugatantikbrper gegen Synaptophysin wurden Synapsen in
aganglionarem, dysplastischem und gesundem Darmgewebe dargestellt und
anschliel3end mit dem Bildanalysesystem Quantimet 600 quantitativ ausgewertet.
Verwendung fanden Wand-durchgreifende Kolonbiopsien von Patienten, die
zwischen 1991 und 1997 unter dem Verdacht eines Morbus Hirschsprung oder
einer Intestinalen Neuronalen Dysplasie in der Kinderchirurgischen Abteilung der
Universitatsklinik Tubingen aufgenommen wurden. Im Rahmen der Diagnostik
mussten diesen Kindern Gewebeproben entnommen werden. In diesen
bestatigten Mitarbeiter des Tubinger Institutes fiur Hirnforschung anhand der
neuropathologischen Begutachtung eine Innervationsstérung. Mogliche Diagnosen
waren Aganglionose und Ubergangssegment bei Morbus Hirschsprung
beziehungsweise Intestinale Neuronale Dysplasie Typ B. Auf diese Befunde
konnte zurlickgegriffen werden, und sie bilden die Grundlage fur die vorliegenden
Untersuchungen.

Als Kontrolle diente Kolongewebe, das sechs Kindern mit anderen Erkrankungen,
wie anorektalen Missbildungen, im Rahmen chirurgischer Interventionen
entnommen wurde und einen regelrechten Aufbau und Ganglienzellbesatz aufwies.
Es wurden 20 Praparate von insgesamt 19 Kindern untersucht. Pro Patient ging
jeweils ein Préparat in die Auswertung ein. Nur von einem Jungen fanden zwei
Proben Verwendung, die jedoch von verschiedenen Darmabschnitten stammen
und unterschiedliche histologische Diagnosen aufweisen. Das Alter der Kinder mit
Innervationsstérung lag zum Termin der Gewebeentnahme zwischen 10 Tagen und
22 Monaten, im Mittel bei 11 Monaten. Die Gewebeblocke waren in flissigem
Stickstoff bei -196°C konserviert.
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Proben, die eine Innervationsstérung im Sinne einer Intestinalen Neuronalen
Dysplasie B beziehungsweise eines dysplastischen Ubergangssegmentes bei
Morbus Hirschsprung aufweisen, unterscheiden sich nicht hinsichtlich ihres
histologischen Bildes. So stellt die Ubergangszone eine nach oralwarts
zunehmende Normalisierung des agangliondren Befundes dar. IND B tritt als
eigenstandiges Krankheitsbild, jedoch auch in Kombination mit einem Morbus
Hirschsprung auf. In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Befunde
dysplastisches Ubergangssegment und IND B zu einer Gruppe zusammengefasst

(IND/U-Segment).

Die Proben mussten fir die vorliegenden Untersuchungen Anteile der Ring- und

Langsmuskulatur enthalten, das heil3t oberflachliche Saugbiopsien waren nicht

geeignet. Das ausgewahlte Biopsiematerial wurde entsprechend der bereits

vorliegenden Befundung in drei Untergruppen eingeteilt:

1. Aganglionares Segment bei Morbus Hirschsprung: 6 Proben

2. IND/U-Segment: 6 Proben, davon 2 Proben dysplastisches Ubergangssegment
bei Morbus Hirschsprung, 4 Proben isolierte Intestinale Neuronale Dysplasie

3. Regelrechtes Innervationsmuster: 6 Proben

Die histologischen Diagnosekriterien waren:

Aganglionose

In der NADH-Dehydrogenase-Reaktion sind sowohl im Plexus submucosus als
auch im Plexus myentericus keine Ganglien beziehungsweise Ganglienzellen
nachweisbar. Zusatzlich sieht man in der Acetylcholinesterase (AChE)-Reaktion
als Zeichen der parasympathischen Fehlinnervation vermehrt AChE-positive
Fasern in der Mukosa sowie diffuse Aktivitatssteigerungen im Bereich der Lamina
propria mucosae und der Muskelschichten (Lamina muscularis mucosae, Ring-

und Langsmuskulatur).
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Dysplastisches Ubergangssegment bei Morbus Hirschsprung/IND B

Es lassen sich in der NADH-Reaktion Ganglien darstellen, die sich jedoch
teilweise als sehr zellreich (z.B. Ganglien mit mehr als 10 Zellen), hyperplastisch,
erweisen. Etliche der Ganglienzellen selbst sind klein und werden in der NADH-
Reaktion nur schwach angefarbt, zeigen also Hypo- beziehungsweise
Dysplasiezeichen. Ektope Nervenzellen im Bereich der Submukosa oder der
Muskelschichten kbnnen vorhanden sein.

Die AChE-Reaktion zeigt eine mehr oder weniger stark ausgepragte
Aktivitatssteigerung, die jedoch nicht die des aganglionéren Bereichs bei Morbus

Hirschsprung erreicht.

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Aufbereitung des Untersuchungsmaterials

Von jeder Probe wurden mindestens fiinf Gefrierschnitte von 8 um Dicke gefertigt
und in frischem, -20°C kaltem Azeton 10 Minuten lang fixiert. Wahrend der
anschlieenden 45-mindtigen Lufttrocknung erfolgte die lichtmikroskopische
Kontrolle der Objekte auf ihre Verwendbarkeit hin (mégliche Fehler, z.B. Einrollen
der Schnittrdnder, Zerreil3en des Praparats, ungenigende Haftung auf dem
Objekttrager) und die Auswahl der qualitativ besten drei Schnitte aus der Serie
einer Gewebeprobe fur die Antikbrperfarbung. Die verbleibenden wurden fir die
Negativkontrolle vorgesehen. Danach erfolgte die Inkubation der Proben fir 10
Minuten in einer Wasserstoffperoxid-/Tris-Puffer-Losung (6 ml H,O, 30%, 200 ml
Tris-Puffer) zur Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitat. Es folgten
Spulvorgange in destilliertem Wasser und zweimal finf Minuten in jeweils frischem
Tris-Puffer.

Die Schnitte wurden nun mit je zwei Tropfen EPOS Anti-Synaptophysin/HRP,
DAKO®, beziehungsweise EPOS Immunglobulins/HRP, DAKO®, als
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Negativkontrolle bedeckt und 60 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Eine Verdinnung der Antikdrper war nicht notwendig,
da sie bereits entsprechend vorliegen. Nach einem weiteren Spulvorgang von
jeweils zweimal funf Minuten in Tris-Puffer erfolgte die Entwicklung der Proben mit
einer DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)-Lésung von 1mg/ml DAB und
0,02% Wasserstoffperoxid. Die Reaktionsdauer betrug neun Minuten.

Anschlie3end wurden die Gefrierschnitte in destilliertem Wasser gespult und zur
besseren Darstellung der Gewebestrukturen, Muskelfasern und Zellkerne, mit
Hamalaun gegengefarbt. Es folgte die Entwéasserung in einer aufsteigenden

Alkoholreihe und die Einbettung in Einschlussmittel.

3.2.1.1 Prinzip der Antikdrperreaktion und deren Nachweis

Grundlage fur die Antikdrperreaktion ist die Bindung des poly- oder monoklonalen
Antikorpers an das Epitop des nachzuweisenden Antigens. Polyklonale
Antikorper, die sehr oft vom Kaninchen gewonnen werden, reagieren dabei mit
verschiedenen Epitopen des Antigens, monoklonale Antikdrper sind lediglich
gegen ein einzelnes spezifisches Antigen gerichtet (5). Der gebildete Antigen-
Antikdrper-Komplex kann anschlieBend durch ausgewéhlte Markersubstanzen
sichtbar gemacht werden. Dazu z&hlen Dbeispielsweise  Enzyme,
Fluoreszenzfarbstoffe oder partikulare Marker, zum Beispiel Goldpartikel.
Voraussetzungen fur die Antikdrperreaktion sind die Spezifitat des verwendeten
Antikorpers sowie die Stabilitdt der Antigen-Determinanten, das heil3t diese

missen zum Beispiel die Gewebevorbehandlung Uberstehen (15).
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3.2.1.2 Immunenzymatische Farbemethoden

Beim Einsatz von Enzymen, zum Beispiel Peroxidase oder Alkalischer
Phosphatase, als Markersubstanzen koénnen diese in einer Farbereaktion
histochemisch nachgewiesen werden.

In den vorliegenden Untersuchungen fand Meerrettichperoxidase Verwendung.
Dieses Enzym besitzt eine eisenhaltige Hamgruppe (Hamatin). Hamatin kann mit
Wasserstoffperoxid einen Enzym-Substrat-Komplex bilden, der unter Abspaltung
von Wasser und atomarem Sauerstoff zerfallt. Dazu ist jedoch ein Elektronendonor
notwendig, der anschlieBend oxidiert wird. Stoffe, die durch diesen
Oxidationsvorgang in unldsliche, farbige Reaktionsprodukte umgewandelt werden,
sogenannte Chromogene, sind zum Nachweis der Antikorperreaktion einsetzbar.
Eine solche Substanz ist 3,3 -Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB). Es bildet
ein braunes und in organischen Ldsungsmitteln unlésliches Reaktionsprodukt an
der Stelle des nachzuweisenden Zielantigens.

Die Peroxidaseaktivitat kann durch einen Substratiberschuss gehemmt werden,

was zur Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitat genutzt wird (5).

3.2.1.3 Antikorperreaktionen

a) Direkte Methode

Bei dieser Technik bindet ein enzymmarkierter Antikbrper an das nachzuwei-
sende Gewebeantigen. In einer anschlieRenden Farbereaktion wird das Enzym

dargestellt (6) (Abb. 3.1.).

b) Indirekte Methode

Hier bindet ein primarer Antikbrper an das Gewebeantigen. In einem weiteren
Schritt wird ein enzymmarkierter Sekundarantikérper zugegeben, der gegen das
Fc-Fragment des ersten Antikérpers gerichtet ist. Danach erfolgt wie oben

beschrieben die Substrat-Chromogen-Reaktion (2-Schritt-Methode) (Abb. 3.2.).
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Diese Methode ist empfindlicher als die direkte Technik, da sich mehrere
sekundare Antikorper mit verschiedenen Epitopen des primaren verbinden
kénnen. So erhdlt man eine hohere Enzymkonzentration am Ort des
nachzuweisenden Antigens.

Eine weitere Signalverstarkung kann auch durch Einflhrung zuséatzlicher
Markierungsschritte mit enzymkonjugierten Antikdrpern erreicht werden. Durch
Zugabe eines ebenfalls enzymgekoppelten, gegen den Zweitantikbrper
gerichteten, Tertiarantikorpers, erreicht man wiederum eine stérkere

Farbintensitéat (6) (Abb. 3.3.).
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Abb. 3.1.: Direkte Abb. 3.2.: Indirekte 2- Abb. 3.3.: Indirekte 3-

Methode: Schritt-Methode: Schritt-Methode:

Der enzymmarkierte Der enzymmarkierte Der enzymmarkierte

Primarantikorper Sekundéarantikorper Tertiarantikorper

bindet an das reagiert mit dem an das reagiert mit dem

Gewebsantigen Gewebsantigen ebenfalls
gebundenen enzymmarkierten
unmarkierten Sekundéarantikorper

Prim&rantikorper

Legende zu den Abbildungen 3.1. - 3.4.

=~ o a

Primarantikorper ~ Sekundéar (Briicken)- Enzym Gewebsantigen

Antikorper
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c) Losliche Enzym-Immunkomplexe (Unmarkierte Antikdrpertechnik)

Bei diesem Verfahren wird zuerst mit einem unkonjugierten Primar-, dann einem
unmarkierten Sekundarantikbrper behandelt. AnschlielRend wird ein l6slicher
Enzym-anti-Enzym-Komplex zugegeben, der mit dem zweitem Antikdrper, dem
sogenannten Brickenantikorper, reagiert.

Am haufigsten verwendet man die PAP-(Peroxidase-anti-Peroxidase) und
APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase—anti-Alkalische Phosphatase). Bei
dieser Technik handelt es sich um ein sehr empfindliches Verfahren. Da der
Enzym-Immunkomplex jeweils mehrere, im Falle von PAP drei, bei APAAP zwei
Enzymmolekule enthalt, wird eine gréRere Anzahl Enzymmolekile am Antigenort

und damit eine hohere Sensitivitat erreicht (6) (Abb. 3.4.).

A A A A

PAP APAAP

Abbildung 3.4.: Losliche Enzym-Immunkomplex-Methoden: Vorgeformte
Komplexe (PAP oder APAAP) binden an den Sekundar (Bricken)-Antikorper
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d) Avidin-Biotin-Methode

Hier wird die hohe Bindungsaffinitat von Avidin zu Biotin ausgenutzt.

Ein primarer Antikorper reagiert mit dem nachzuweisenden Antigen. Anschliel3end
wird ein biotinylierter sekundarer Antikorper zugegeben, der nachfolgend Uber
Avidin mit dem Markerenzym, zum Beispiel Peroxidase, verbunden wird. Dies
kann Uber vorgeformte Avidin-Biotin-Enzym-Komplexe (ABC-Methode) oder
enzymmarkiertes Avidin (LAB-Methode) erfolgen. Mit dem biotinylierten
Zweitantikdrper  kénnen  jeweils  mehrere  markierte  Avidinmolekile
beziehungsweise Avidin-Biotin-Enzym-Komplexe reagieren. Letztere bilden auch
untereinander vernetzte Verbindungen. Dies tragt zu verbesserter Sensitivitat
durch Erh6éhung der Enzymkonzentration am Ort des Nachweises bei (6, 15)
(Abb.3.5.).
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e) Ein-Stufen-Nachweis

Da die oben beschriebenen Techniken aus mehreren Arbeitsschritten bestehen,
bei denen jeweils bestimmte Inkubationszeiten einzuhalten sind, beléuft sich die
Zeitdauer vom Anfertigen der Gefrierschnitte bis zum Ende der Farbung auf
ungefahr funf Stunden.

Diese kann durch die Verwendung eines Antikérper-Konjugats, wie es auch in den
vorliegenden Untersuchungen eingesetzt wurde, verkirzt werden. Im Falle des
Synaptophysin-Antikdrper-Konjugats liegen, chemisch gebunden an ein inertes
Polymer, mehrere Priméarantikorper vom Kaninchen gegen menschliches
Synaptophysin und Meerrettichperoxidase als nachzuweisendes Markerenzym vor.
Zusatzlich ist ein Blockierungsagens zur Verminderung unspezifischer
Hintergrundaktivitaten zugesetzt.

Es handelt sich bei dieser Technik um eine Ein-Stufen-Nachweismethode
(Enhanced Polymer One-Step Staining, EPOS, DAKO®) (13)

Hier entfallt die Verwendung eines sekundaren Antikdrpers und auf3erdem die
getrennte Zugabe des Markerenzyms, da dieses bereits an den Antikdrper

gebunden ist. Die Reaktionsdauer verkirzt sich auf eine Stunde.
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3.2.2 Auswertung der Proben

3.2.2.1 Registrierung der Antikdrpermarkierungen

Die Analyse der gewonnenen Préparate erfolgte mit dem digitalen
Bildanalysesystem Quantimet 600 (Leica, Bensheim). Dieses ermdglicht die
halbautomatische Registrierung von gefarbten Strukturen in histologischen
Schnitten mit anschlielRender Planimetrie und fand im vorliegenden Fall bei der
Ermittlung von Synaptophysin-Markierungen in der Ring- und Langsmuskulatur der
Kolonproben Verwendung.

Dabei wird das Bild des lichtmikroskopisch 100fach vergréRerten Ausschnittes
der Probe mit einer angeschlossenen Videokamera aufgenommen. Elektronische
Signale, proportional zur Helligkeit einzelner elektronischer Bildpunkte (sog. Pixel),
werden fir jedes Bild ermittelt und fir die Analyse herangezogen. Ein Bild setzt
sich dabei aus einer definierten Anzahl Grauwerte zusammen. Alle Messungen

erfolgen auf Pixelbasis mit nachfolgender Umwandlung in metrische Werte.

Die Auswertung der Kolonproben erfolgte jeweils getrennt nach Ring- und
Langsmuskulatur. Die Antikdrper-markierten Strukturen wurden in einem durch
den Programme-internen Z&hlrahmen begrenzten Ausschnitt des Gesamtbildes von
94169,1um? registriert. Bei 100facher Vergrélierung betrug die kleinstmoégliche
noch zu erfassende Markierung 0,522 pumz2.

Die Anzahl der innerhalb des Bildausschnittes registrierten Markierungen
(Signale) sowie deren jeweiliger Flacheninhalt (Flache in pm?) wurden vom
Rechner bestimmt und aufsummiert. Pro Fenster konnte so je ein Wert fir die
insgesamt Antikorper-markierte Flache und die Gesamtanzahl der Markierungen

bestimmt werden.
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Die Detektion der braunen Anti-Synaptophysin-markierten Strukturen, die andere
Grauwerte als der Hintergrund des Bildes aufweisen, erfolgte manuell per
Mausklick, durch Quantimet 600 wurden anschlieBend automatisch weitere
Bereiche gleicher Farbintensitat im Bildausschnitt registriert. Hierbei war es
wichtig, mdoglichst optimale Kontrastwerte fur die Registrierung der braunen
Antikbrpermarkierungen zu erreichen, das heil3t auch schwéchere Anfarbungen
noch detektieren zu konnen, aber unmarkierte Strukturen nicht falschlich
einzuschlief3en.

Innerhalb eines Préparates wurden in Ring- und Langsmuskulatur die beim ersten
Einzelbild einer Probe festgelegte Einstellung des Gesamtbildes (Kontrast,
Helligkeit) und die bei der Detektion bestimmten Kontrastwerte fiir die Erkennung
der Synaptophysin-Markierungen in diesem Bild beibehalten. Jedes einzelne
Praparat erforderte aber aufgrund individueller Gewebeeigenschaften eine

Neueinstellung dieser Werte.

Die Auswertung beider Muskelschichten in den mit dem Antikdrper behandelten
Praparaten erfolgte getrennt voneinander. Der erste Schritt bestand darin, die
Richtung der Muskelfasern zu bestimmen, in der sie im Verlauf angeschnitten
worden waren, das heil3t quer, langs oder schrag, um dies bei der Interpretation
der Ergebnisse bertcksichtigen zu kénnen. Als Quer wurde derjenige Anschnitt
bezeichnet, bei dem die Muskelfasern mehrheitlich als rund, in ihrem Querschnitt
angeschnittene Fasern, dargestellt erschienen, langs getroffene Bereiche wiesen
langgestreckte Faserverlaufe auf (Schnittrichtung L&angs). Die Einteilung in die
Schnittebene Schrag war eine Ausschlussdiagnose. Praparate, die sich weder
der einen noch der anderen Gruppe zuordnen liel3en, da die Fasern in ihrem
Verlauf nicht so langstreckig dargestellt waren, wie bei den langs angeschnittenen,
jedoch auch keine hauptséchlich runden Faserquerschnitte aufwiesen, wurden hier

hinzugezahlt.
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Pro Muskelschicht wurden sechs reprasentative, unmittelbar nebeneinander
liegende durch den Rechner-internen Zéahlrahmen begrenzte, Bildausschnitte mit
einer Grof3e von jeweils 94169 um?2 ausgewertet, das heil3t zwolf Messungen je
Praparat durchgefuhrt. Anzahl (Signale) und Flacheninhalt (Flache) der im
jeweiligen Areal registrierten Antikdrpermarkierungen wurden bestimmt. Auf dem
linken oder oberen Rand des Rahmens liegende Markierungen wurden dabei
mitgezahlt, nicht dagegen auf der rechten oder unteren Begrenzung befindliche.
Aus den aufsummierten Flachenwerten der verschieden grof3en Markierungen
ergibt sich die insgesamt Anti-Synaptophysin-markierte Flache jedes Einzelfeldes
(Bildausschnittes), die fur die Auswertung verwendet wurde.

Die Zahlareale (Bildausschnitte) lagen, je nach Ausdehnung des Schnittes,
maoglichst in der Mitte desselben. Das erste Feld wurde an der Submukosa-/
Ringmuskulatur-Grenze gewabhlt, die folgenden schrag in einer Reihe fortlaufend
zur Langsmuskulatur hin, gegebenenfalls v-formig wieder zuriick. Auf diese Weise
wurde versucht, moéglichst die verschiedenen Bereiche der Schicht zu erfassen.

In der Langsmuskulatur, die sich in der Breite meist wesentlich schmaler als die
Ringmuskelschicht darstellte, war es nur mdoglich, sechs Z&hlrahmen so
nebeneinander zu platzieren, dass diese etwa in die Mitte der Schicht zu liegen
kamen (Abb. 3.6.).

SM Schematischer Schnitt durch
die Kolonwand:

RM Die Pfeile verdeutlichen die
Folge der sechs
Zahlfelder(e ).

TN YT T SM = Submucosa
— 1 1T 2 RM = Ringmuskulatur
LM = Langsmuskulatur

Abbildung 3.6.: Lage von zwdlf Zahlrahmen im Schnitt
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3.2.2.2 Statistische Methoden zur Auswertung der Messungen

Die Analyse mit Quantimet 600 ergab fir jedes Element aus der Stichprobe, das
heil3t fir jede Einzelprobe, jeweils sechs Einzeldaten pro Muskelschicht fir die
Anzahl der Synaptophysin-Markierungen (Signale) und die markierte Flache
(Flache in pm?).
Es wurden Gruppen gebildet, die nach folgenden Merkmalen mit den jeweiligen
Auspragungen definiert sind:
1. Erkrankung

a) Aganglionar

b)  IND

C) Gesund
2. Lokalisation

a) Ringmuskulatur (RM)

b) Langsmuskulatur (LM)
3. Schnittrichtung

a) Quer
b) Langs
C) Schrag
4. Lokalisation*Erkrankung

a;) RM der aganglionaren Proben
b;)  RM der IND/U-Segment Proben
c;) RMder gesunden Proben
a;) LM der aganglionaren Proben
b,) LM der IND/U-Segment Proben
C2) LM der gesunden Proben

5. Probe[Erkrankung]

Ziel dieser Untersuchung ist es, zu testen, ob Unterschiede im Farbeverhalten

zwischen den einzelnen Gruppen, die sich in der Grof3e der Anti-Synaptophysin
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(SP)-gefarbten Flache (Flache) sowie in der Anzahl der Antikdrpermarkierungen
(Signale) zeigen, lediglich zufallsbedingt (Nullhypothese) oder auf den jeweiligen
Gruppeneffekt zurtickzufihren sind (Alternativhypothese).

Unter Gruppeneffekten sind hier die oben erwahnten Faktoren Erkrankung,
Lokalisation, Lokalisation*Erkrankung und  Schnittrichtung sowie die
EinflussgroiRe Einzelprobe mit jeweils definierter Erkrankung
((Probe[Erkrankung])) zu verstehen.

Lokalisation*Erkrankung  kennzeichnet die Interaktion Lokalisation mit
Erkrankung, das heil3t die Gruppe Lokalisation wird noch einmal getrennt nach
den jeweiligen Erkrankungen betrachtet.

Es soll eine Aussage daruber getroffen werden, ob die Art der Innervationsstorung
(Erkrankung), die Richtung der angeschnittenen Fasern (Schnittrichtung) und die
Ring- beziehungsweise Langsmuskulatur des Darmgewebes (Lokalisation) in
signifikanter Weise die gemessenen Werte fur die Synaptophysin-Markierungen
beeinflussen. Da es hier mehr als zwei verschiedene Gruppenmittelwerte zu
vergleichen galt, wurde die Varianzanalyse fur die deskriptive Statistik gewahilt.
Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm JMPa
durchgeftihrt.

Es wurde programmintern ein lineares Regressionsmodell auf der Basis der
Methode der Kleinsten Quadrate gebildet, das heil3t die Schatzung der
Regressionskoeffizienten erfolgt unter der Bedingung, dass die Summe der
Abweichungsquadrate der vorhergesagten von den beobachteten Werten minimal
ist (110).

Das vorliegende Modell enthélt die Einflussgréf3en Erkrankung, Schnittrichtung,
Lokalisation, Lokalisation*Erkrankung sowie Probe innerhalb Erkrankung
((Probe[Erkrankung])). Letztere wird als randomisierte Einflussgrof3e betrachtet,
da davon auszugehen ist, dass die Proben der einzelnen Patienten nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt wurden. Bei Probe innerhalb Erkrankung ist die Gruppe

Probe in die Kategorie Erkrankung eingebunden, aus der Population der an einer
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bestimmten Form der untersuchten Erkrankungen leidenden Patienten wurden
jeweils einige Proben fur die Untersuchungen herausgenommen (,nested effects")
(90).

Zur Prufung auf Signifikanz dienten F-Tests. Bei einer vorgegebenen
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% wurde die Nullhypothese jeweils
zurtickgewiesen, wenn die Signifikanzwahrscheinlichkeit p < 0,05 betrug. In
diesem Fall ist von der Giiltigkeit der Alternativhypothese auszugehen. Beim Test
der Effekte des Modells bedeutet dies, dass sich ein, die interessierende
Einflussgrofl3e beinhaltendes, Modell von einem hypothetischen Modell, welches
dem zu untersuchenden Effekt nicht unterliegt, unterscheidet, das heif3t
Schwankungen innerhalb der Messwerte kdnnen durch diesen Effekt erklart
werden.

Zur weitergehenden Darlegung der Verhéltnisse innerhalb der oben genannten
Gruppen, zum Beispiel der Gegenulberstellung aganglionédrer und gesunder
Proben innerhalb der Gruppe Erkrankung, wurde zum Vergleich zweier Mittelwerte
der zweiseitige (two-tailed) t-Test verwendet. Auch hier wurde die Nullhypothese,
die die Gleichheit der verglichenen Mittelwerte besagt, bei einer
Signifikanzwahrscheinlichkeit von p < 0,05 abgelehnt.

Die graphische Darstellung der jeweiligen Gruppenmittel verwendet den
Mittelwert, der Uber die minimalen quadratischen Abweichungen der einzelnen
Messpunkte definiert wird. Er wird im Folgenden als Mittelwert,s (MW,s)
bezeichnet (LS fur Least Squares). Es handelt sich dabei um Vorhersagewerte,
geschatzt unter der Annahme, dass die anderen, in diesem Fall nicht
untersuchten, EinflussgréRen des Modells ,neutral® gehalten werden. Ein

Schatzwert ist auch der jeweils angegebene Standardfehler (90).

Die erhobenen Daten erwiesen sich als extrem schief verteilt. Sie wurden durch
logarithmische Transformation in eine anndhernd normalverteilte Darstellung
(Gaul3'sche Verteilung) gebracht, wie sie fur Varianzanalysen gefordert wird. Da

Nullzahlungen vorkamen (keine Markierungen im Zahlfeld), wurde jeweils der
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Rohwert mit eins addiert (log10(Flache+1), log10(Signale+1)). Die Addition eines
im Vergleich zu den Messdaten derart kleinen Betrages nimmt keinen Einfluss auf
die Ergebnisse.

Durch die logarithmische Umwandlung werden die Beziehungen der erhobenen
Werte zueinander nicht verandert, so dass Tendenzaussagen weiterhin méglich

sind.

3.3 Chemikalien und Geréate

Folgende Chemikalien und Gerate wurden eingesetzt:
Tris-Puffer ph7,5
EPOS Anti-Human Synaptophysin/HRP, fertige Gebrauchslosung (DAKO®,
Hamburg)
EPOS Immunglobulins/HRP, Negative Control, fertige Gebrauchslésung
(DAKO® Hamburg)
DAB Chromogen tablets (DAKO® Hamburg)
Mayers Hamalaunlosung (MERCK®, Darmstadt)
Hico-Mic Mikroskopier-Einschlussmittel
digitales Bildanalysesystem Quantimet 600 (Leica, Bensheim), Leitz
Mikroskop DMR
Programme: Microsoft Word fir Windows 97
Microsoft Excel 97
JMP Version 3.1.5.
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4. Ergebnisse

4.1 Anti-Synaptophysin-gefarbte Kolonbiopsien

Es wurden aganglionare, dysplastische und regelrecht innervierte
Kolonbiopsien (Kryostatschnitte) mit Anti-Synaptophysin gefarbt. Nachfolgend
sind die Farbungen exemplarisch an je einer Probe bei den verschiedenen

Innervationsstérungen dargestellt.
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Abbildung 4.1a: Aganglionéres Darmsegment bei M. Hirschsprung.
Muskelfasern der Ring- und Langsmuskulatur (RM, LM) im Verlauf schrag
angeschnitten. Nur wenige Synaptophysin-Markierungen (Pfeil) erkennbar im
Vergleich zu dysplastischen (Abb. 4.1b.) und gesunden (Abb. 4.1c.) Proben.
Fehlende Ganglien im Gebiet des Plexus myentericus (PM)

Synaptophysin (SP), 100x
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Abbildung 4.1b.: dysplastisches Darmsegment (IND)

Ring- und Langsmuskulatur (RM, LM) eines dysplastischen Segmentes,
schrag angeschnittene Fasern. In der Mitte des Bildes der Plexus myentericus
(PM) mit Riesenganglion (Pfeilspitze). In der Muskulatur Synaptophysin-
markierte Nervenendigungen und Synapsen (Pfeil).

SP, 100x
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Abbildung 4.1c.: regelrecht innervierter Darmabschnitt

Plexus myentericus (PM) mit Ganglien in regelrechter Grol3e (Pfeilspitze).
Zahlreiche Synaptophysin-markierte Nervenendigungen und Synapsen (Pfeil)
in Ring- und LaAngsmuskulatur (RM, LM); hier deutlich erkennbarer Quer- (RM)
bzw. Langsanschnitt (LM) der Fasern.

SP, 100x
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4.2 Erhobene Daten

An 18 Praparaten (Biopsien) wurden Synaptophysin (SP)-markierte Strukturen
untersucht hinsichtlich:
1) Flache der Antikérpermarkierungen im Zahlfeld (Flache)

2) Anzahl der Antikdrpermarkierungen im Zahlfeld (Signale)
Bei zwolf unterschiedlichen Messungen pro Objekt erhalt man jeweils einen
Stichprobenumfang von (12x18) = 216 Daten.

Alle Daten beziehen sich auf den vorgegebenen Bildausschnitt (94169,1 um3).

Anhand der nachfolgenden Grafiken soll die Verteilung der erhobenen Daten

dargestellt werden.
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Fur die im Bildausschnitt insgesamt angefarbte Flache liegen 75% der

Messungen unterhalb 1877 um2. Uber 100 Messungen von insgesamt 216

befinden sich im Bereich zwischen 0 und 1000 pm?, etwa 50 Messungen

ergeben Werte von 1000 bis 2000 um2. In die oberen Messbereiche fallen

lediglich einzelne Messungen, der grofdte Wert wird zwischen 13000 und
14000 pm? (13227 um?) registriert (Abb. 4.2., Tab. 4.2.).

Flache (um2)

14000
120007

10000
8000~

6000
4000

2000
0

50

100 Messungen
|

Abbildung 4.2.: Verteilung der Synaptophysin (SP)-markierten Flache pro

Bildausschnitt (Flache) bei 216 Messdurchgangen (Messungen)

Tabelle 4.2.: Mal3zahlen des Datensatzes SP-Flache pro Bildausschnitt

(Flache)
Streuungs- und Lagemalle Flache (um?)
Maximum 13227
Minimum 0
75.0%-Quantil 1877
25.0%-Quantil 293
Standardabweichung 1615,89
arithmetischer Mittelwert 1371,25
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Auch bei der Anzahl an Signalen im Bildausschnitt fallt eine schiefe Verteilung
zu Gunsten der Ergebnisse im unteren Messbereich auf. So ergeben 75% der
Messungen eine Signalanzahl von weniger als 228,75. Verhaltnismalig
wenige Bildausschnitte weisen Werte Uber 300 Signale auf. Nur vereinzelt
werden Uber 600 Signale registriert. Der Maximalwert liegt bei 781 Signalen
pro Bildausschnitt (Abb. 4.3., Tab. 4.3).

Signale
800
700
600
500
400
300
200
100

0

20 40

Messungen

Abbildung 4.3.: Verteilung der Gesamtanzahl der SP-Markierungen pro
Bildausschnitt (Signale) bei 216 Messdurchgangen (Messungen)

Tabelle 4.3.: Malizahlen des Datensatzes SP-Markierungen pro
Bildausschnitt (Signale)

Streuungs- und Lagemalle Signale
Maximum 781
Minimum 0
75.0%-Quantil 228,75
25.0%-Quantil 65,75
Standardabweichung 126,80
arithmetischer Mittelwert 163,60
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Durch logarithmische Transformation der Daten kdnnen diese sowohl in der
Kategorie Flache als auch Signale in eine anndhernd normalverteilte,
symmetrische Darstellung gebracht werden, wie sie fir Varianzanalysen
notwendig ist. Da Nullzahlungen vorkamen (keine Markierungen im Zahlfeld),
wurde jeweils der mit eins addierte Rohwert verwendet (logl0(Flache+1),
log10(Signale+1)) (Abb. 4.4., Tab. 4.4.).

logl0 (Flache +1)

4,0

3,0

2,0

10

0 | | | | |
10 30 | Messungen

Abbildung 4.4.: Verteilung der logarithmierten SP-Flache pro Bildausschnitt
(log10(Flache+1)) bei 216 Messdurchgangen (Messungen)

Tabelle 4.4.. Malizahlen des Datensatzes logarithmierte SP-Flache pro
Bildausschnitt (log10(Flache+1))

Streuungs- und Lagemalle log10(Flache+1)
Maximum 4,12

Minimum 0

75.0%-Quantil 3,27
25.0%-Quantil 2,47
Standardabweichung 0,81
arithmetischer Mittelwert 2,74

44



logl0 (Signale+l)
3,0

25
2,0

15

10

05

0 | |
25 50| Messungen

Abbildung 4.5.: Verteilung der logarithmierten SP-Markierungen pro
Bildausschnitt (log10(Signale+1)) bei 216 Messdurchgangen (Messungen)

Tabelle 4.5.: Mal3zahlen des Datensatzes logarithmierte SP-Markierungen pro
Bildausschnitt (log10(Signale+1))

Streuungs- und Lagemalle log10(Signale+1)
Maximum 2,89

Minimum 0

75.0%-Quantil 2,36
25.0%-Quantil 1,83
Standardabweichung 0,54
arithmetischer Mittelwert 2,02
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4.3 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Messergebnisse

Als Faktoren, die Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kdnnen, kommen in

Frage:

1. Innervationsmuster (Erkrankung),
Lokalisation,

Lokalisation*Erkrankung (Lok*Erkrankung),
Schnittrichtung,

a M~ D

Einzelprobe (Probe [Erkrankung]).

4.3.1 Ubersicht uber die EinflussgroRen (Effekte)

Es soll gepruft werden, ob die verschiedenen Effekte jeweils in signifikanter
Weise auf Flache (loglO(Flache+1)) und Anzahl (logl0(Signale+1)) der
Synaptophysin-Markierungen Einfluss nehmen (Tab. 4.6a.-b.).

Tabelle 4.6a.: Test der Effekte fir die Kategorie SP—Flache (log10(Flache+1))

Effekt SAQ |FG |F-Statistik |p
Erkrankung 20,00 |2 3,0624 0,0761
Lokalisation 11,90 |1 72,2501 <0,0001
Lok*Erkrankung 3,02 2 9,1527 0,0002
Schnittrichtung 3,96 2 12,0342 <0,0001
Probe[Erkrankung] (59,84 |15 |24,2245 <0,0001

SAQ: Summe der Abweichungsquadrate
FG: Freiheitsgrade
p: Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Einflisse in Fettschrift
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Tabelle 4.6b.: Test der Effekte fur die Kategorie SP-Signale

(log10(Signale+1))
Effekt SAQ |FG |F-Statistik |p
Erkrankung 6,37 |2 1,92 0,18
Lokalisation 349 |1 49,90 <0,0001
Lok*Erkrankung 0,40 |2 2,86 0,0599
Schnittrichtung 2,27 |2 16,28 <0,0001
Probe[Erkrankung] [30,52 (15 [29,13 <0,0001

SAQ: Summe der Abweichungsquadrate
FG: Freiheitsgrade
p: Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Einflisse in Fettschrift

Fur diese Varianzanalyse wurde das Signifikanzniveau mit p = 0,05 festgeleqgt.
Fiur die Kategorien Flache und Signale kann beim Effekt Erkrankung die
Nullhypothese — Abweichungen treten unabhéngig vom Effekt Krankheitsbild
auf — nicht sicher verworfen werden. Gleiches gilt fur Lokalisation*Erkrankung
in der Kategorie Signale.

Fur die anderen Effekte Schnittrichtung, Lokalisation, Lokalisation*Erkrankung
(Kategorie Flache) und Probe[Erkrankung], ist dagegen bei einer
Signifikanzwahrscheinlichkeit von jeweils deutlich kleiner als 0,05 davon
auszugehen, dass sie in hochsignifikanter Weise Einfluss auf die Messdaten
nehmen (Tab. 4.6a.-b.).
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4.3.2 Einzeldarstellung der Effekte

Die in der Zusammenfassung aufgeftihrten Einflussgrof3en (Effekte) sollen im
Folgenden einzeln betrachtet werden.

Der graphischen Darstellung der Gruppenmittel dient der fiur die
Modellberechnungen geschatzte und Uber die minimalen quadratischen
Abweichungen der einzelnen Messpunkte definierte Mittelwert. Er wird hier als
Mittelwert,s (MW,s) bezeichnet (LS fur Least Squares). Die
Gruppenmittelwerte  (Mittelwert) der tatsachlich gemessenen Daten,
beziehungsweise des logarithmierten Datensatzes sowie der, ebenfalls fur die
Modellberechnungen geschatzte, Standardfehler sind jeweils zusatzlich

angegeben.

4.3.2.1 EinflussgroR3e Art der Erkrankung

Die aganglionaren Proben weisen, sowohl was die Flache der Synaptophysin-
Markierungen (Flache) als auch deren Anzahl (Signale) betrifft, die wenigsten
Anfarbungen auf. Ahnlich geringe Werte werden jedoch auch im regelrechten,
gesunden Gewebe gefunden. Die dysplastischen (IND)-Praparate zeigen im
Mittel die groRten Antikorper-markierten Flachen und die meisten Signale
(Abb. 4.7.,4.8., Tab. 4.7., 4.8.).

Im Test der Effekte ist jedoch bei einer Signifikanzwahrscheinlichkeit von p =
0,0761 bzw. p = 0,18 kein signifikanter Einfluss der Art der Erkrankung auf die
Ergebnisse der Messungen fur SP-Flache und SP-Signale nachzuweisen
(Tab. 4.6a.-b.).
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Flache der Synaptophysin-Markierungen

MW,s [log10(Flache+1)]
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MW, s=M ittelwe s

Abbildung 4.7.: Mittelwerte (MW.s) der SP-Flache fiur die verschiedenen
Krankheitsbilder

Tabelle 4.7.: Mittelwerte und Standardfehler der SP-Flache (log10(Flache+1))
fur den Effekt Art der Erkrankung

Erkrankung Mittelwert,s Standardfehler | Mittelwert
aganglionar 2,18 0,23 2,28
IND 2,91 0,29 3,12
gesund 2,41 0,44 2,82

49




Anzahl der registrierten Antikorper-Signale

MW,s [log10(Signale+1)]

4
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Abbildung 4.8.: Mittelwerte (MW,s) der SP-Signale fir die verschiedenen
Krankheitsbilder

Tabelle 4.8.: Mittelwerte und  Standardfehler der SP-Signale
(log10(Signale+1)) fur den Effekt Art der Erkrankung

Erkrankung Mittelwert,s Standardfehler | Mittelwert
aganglionar 1,68 0,17 1,74
IND 2,10 0,20 2,23
gesund 1,82 0,31 2,09

50




Um dartber hinaus die Beziehungen der drei Untergruppen Aganglionar, IND
und Gesund zueinander aufzudecken, werden deren Mittelwerte einzeln

miteinander verglichen (Tab. 4.9a.-b.).

Tabelle 4.9a.: Vergleich der SP-Flache (log1l0(Flache+1)) der verschiedenen
Erkrankungen (t-Test)

Vergleich... aganglionar aganglionar IND

gegen... IND gesund gesund
t-Statistik 2,3127 0,5429 -1,416
Prob>|t| 0,0353 0,5952 0,1773

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Unterschiede in Fettschrift

Tabelle 4.9b.: Vergleich der SP-Signale (log10(Signale+1)) der verschiedenen

Erkrankungen untereinander (t-Test)

Vergleich... aganglionar aganglionar IND

gegen... IND gesund gesund
t-Statistik 1,8407 0,4622 -1,092
Prob>|t| 0,0855 0,6506 0,2922

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Unterschiede in Fettschrift

Die Mittelwerte (MW_s) der SP-Flachen und -Signale von aganglionaren und
gesunden Proben liegen sehr eng beieinander (Abb. 4.7., 4.8., Tab. 4.7.,
4.8.). Zwischen ihnen lasst sich sowohl fur die SP-Flachen als auch die SP-
Signale kein statistisch signifikanter Unterschied feststellen. Im Test auf
Gleichheit (t-Test)
Signifikanzwahrscheinlichkeiten von p = 0,5952 (Flache) und p = 0,6506
(Signale) (Signifikanzniveau p = 0,05) (Tab. 4.9a.-b.)

dieser zwei Mittelwerte ergeben sich
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Bei den Untergruppen IND und Gesund liegen die Mittelwerte von SP-Flache
und -Signalen insgesamt Uber denen der agangliondaren Praparate.
Insbesondere die dysplastischen (IND-) Proben weisen jeweils die hdchsten
Werte auf. Es kann jedoch auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen
den Untergruppen dysplastische (IND-) und gesunde Préparate festgestellt
werden (Tab. 4.9a.-b.).

Betrachtet man die Krankheitsauspragungen Aganglionar und IND, so lasst
sich hinsichtlich der SP-Signale eine Abweichung zwischen den beiden
Untergruppen ebenfalls nicht statistisch belegen (p = 0,0855), wahrend dies
jedoch fur die SP-Flache mdglich ist (p=0,0353) (Tab. 4.9a.-b.).

Fazit

IND-Proben weisen im Mittel die flachenmaRig groten und zahlreichsten
Synaptophysin (SP)-Anfarbungen auf, agangliondres Gewebe die kleinsten
und wenigsten. Der Unterschied liel3 sich jedoch nur zwischen aganglionaren
und dysplastischen Proben fir die SP-Flache als signifikant belegen.
Insgesamt ist fir die Art der Erkrankung kein signifikanter Einfluss auf die
gemessenen Werte fur SP-Flache und -Anzahl nachzuweisen. (Abb. 4.7., 4.8.,
4.9a.-b., Tab. 4.7., 4.8., 4.9a.-b.)
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4.3.2.2 Einflussgrof3e Lokalisation

Die Daten der drei Innervationsmuster (Erkrankungen) werden fir diese
Auswertung zunachst zusammengenommen. Die nach Krankheitsbildern
getrennte Darstellung (Lokalisation  verknupft  mit Erkrankung

(Lokalisation*Erkrankung)) erfolgt anschliel3end.

Sowohl die Gesamtflache der angefarbten Synaptophysin-haltigen Strukturen
(Flache) als auch deren Anzahl im Bildausschnitt (Signale) sind in
hochsignifikanter Weise abhéangig davon, in welcher Muskelschicht (RM oder
LM) die jeweilige Messung vorgenommen wurde (jeweils p < 0,0001) (Tab.
4.6a.-b.). In der Ringmuskulatur werden dabei hohere Werte fur die mittlere
Flache der Markierungen (Flache) und die mittlere Anzahl der Antikorper-
Signale (Signale) registriert als in der LA&ngsmuskelschicht (Abb. 4.10., 4.11.,
Tab. 4.10., 4.11.).
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Flache der Synaptophysin-Markierungen

MW /s [log1l0(Flache+1)]

Ringmuskulatur

Langsmuskulatur

Lokalisation

Abbildung 4.10.: Mittelwerte (MW/_s) der SP-Flache fir die zwei verschiedenen

Lokalisationen

Tabelle 4.10.:

Mittelwerte

und

Standardfehler

(log10(Flache+1)) fur den Effekt Lokalisation

der SP-Flache

Lokalisation

Mittelwert, s Standardfehler | Mittelwert
Ringmuskulatur 2,75 0,07 3,02
Langsmuskulatur 2,25 0,06 2,45
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Anzahl der registrierten Antikorper-Signale

MW s [log10(Signale+1)]

4
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Ringmuskulatur Langsmuskulatur
Lokalisation

Abbildung 4.11.: Mittelwerte (MW.s) der SP-Signale fir die zwei
verschiedenen Lokalisationen

Tabelle 4.11.: Mittelwerte und Standardfehler der SP-Signale
(log10(Signale+1)) fur den Effekt Lokalisation

Lokalisation Mittelwert, s Standardfehler | Mittelwert
Ringmuskulatur 2,00 0,05 2,19
Langsmuskulatur 1,73 0,04 1,86

Fazit

SP-Flache und -Signale sind hochsignifikant davon abhangig, in welcher
Muskelschicht gemessen wurde. Die Ringmuskulatur weist jeweils hdhere
Werte auf. (Abb. 4.10., 4.11, Tab. 4.10., 4.11.)
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4.3.2.3 Einflussgro3e Lokalisation*Erkrankung

Es sollen Unterschiede der Messdaten fur die SP-Flache und SP-Signale in

der Ring- und L&angsmuskulatur getrennt nach Krankheitsbildern untersucht
werden.

Fur die zwei verschiedenen Lokalisationen getrennt nach Erkrankungen
(Lokalisation*Erkrankung) ist hinsichtlich der Synaptophysin-markierten
Flache ein hochsignifikanter Einfluss nachzuweisen (p = 0,0002). Was jedoch
die Anzahl der Markierungen (Signale) betrifft, so kann man anhand eines p-
Wertes von 0,0599 gerade nicht mehr von einer derartigen Wirkung ausgehen
(Tab. 4.6a.-b.).
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Flache der Synaptophysin-Markierungen

MW s [log10(Flache+1)]

aga IND ges aga

LM LM
IND ges

Lokalisation*Erkrankung

Abbildung 4.12.: Mittelwerte (MW_s) der SP-Flache fir die zwei verschiedenen

Lokalisationen getrennt nach Erkrankungen

Tabelle 4.12.: Mittelwerte und Standardfehler

(log10(Flache+1)) fur den Effekt Lokalisation*Erkrankung

der SP-Flache

Lokalisation*Erkrankung | Mittelwert, s Standardfehler | Mittelwert
RM, aganglionar 2,29 0,08 2,50
RM, IND 3,13 0,08 3,33
RM, gesund 2,82 0,11 3,24
LM, aganglion&r 2,07 0,07 2,06
LM, IND 2,69 0,08 2,90
LM, gesund 2,00 0,11 2,40
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Anzahl der registrierten Antikorper-Signale

MW /s [log10(Signale+1)]

RM RM RM LM LM LM
aga IND ges aga IND ges

Lokalisation*Erkrankung

Abbildung 4.13.: Mittelwerte (MW.s) der SP-Signale fir die zwei

verschiedenen Lokalisationen getrennt nach Erkrankungen

Tabelle 4.13.: Mittelwerte und Standardfehler der SP-Signale
(log10(Signale+1)) fur den Effekt Lokalisation*Erkrankung

Lokalisation*Erkrankung | Mittelwert, s Standardfehler | Mittelwert
RM, aga 1,77 0,052 1,92
RM, IND 2,22 0,05 2,34
RM, gesund 2,01 0,07 2,31
LM, aga 1,60 0,05 1,57
LM, IND 1,98 0,05 2,12
LM, gesund 1,63 0,08 1,87
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Betrachtet man nun allein die Messungen in der Ringmuskulatur getrennt nach
Erkrankungen, so findet man die im Mittel (MW_s) gréf3te angefarbte Flache und
IND-Proben,
Praparaten. Die geringsten Markierungen weist die Aganglionose auf (Abb.
4.12.,4.13., Tab. 4.12., 4.13.).

Dass es sich hierbei

hochste Signalanzahl bei den gefolgt von den gesunden

um ein jeweils signifikant unterschiedliches

Farbeverhalten handelt, zeigen die Einzelvergleiche im t-Test (Tab. 4.14a.-b.)

Alle verglichenen Paare sind in ihren Mittelwerten (MW.s) hochsignifikant

verschieden. Die Anfarbungen in der Ringmuskulatur unterscheiden sich bei

den verschiedenen Erkrankungen demnach deutlich voneinander.

Vergleich der SP-Flachen (log10(Flache+1)) und -Signale (log10(Signale+1))
innerhalb der Gruppe Lokalisation*Erkrankung (t-Test)

Tabelle 4.14a.: Gegenuberstellung der Lokalisation Ringmuskulatur bei

verschiedenen Erkrankungen (Flache)

Vergleich... RM, aganglionar | RM, aganglionar | RM, IND
gegen... RM, IND RM, gesund RM, gesund
t-Statistik 8,7119 5,0161 -2,987
Prob>|t| le-15 1,2e-6 0,0032

Tabelle 4.14b.: Gegenuberstellung der Lokalisation Ringmuskulatur bei

verschiedenen Erkrankungen (Signale)

Vergleich... RM, aganglionar | RM, aganglionar | RM, IND
gegen... RM, IND RM, gesund RM, gesund
t-Statistik 7,1244 3,5865 -2,951
Prob>|t| 2e-11 0,0004 0,0036

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Unterschiede in Fettschrift
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In der Langsmuskulatur herrschen die grof3ten Flachen- und Signalwerte

ebenfalls bei den IND-Proben vor. Dicht beieinander liegen die Messdaten

(MW_s) der Untergruppen aganglionadr und gesund. Zwischen ihnen ist

zahlenmalig lediglich ein minimaler Unterschied zu verzeichnen (Abb. 4.12.,

4.13., Tab. 4.12., 4.13.). Im Test der einzelnen Untergruppen lasst sich

schlie3lich auch kein signifikanter Unterschied fur Flache und Signale bei

diesen Arten der Erkrankung (aganglionar, gesund) aufzeigen. Anders verhalt

es sich bei den IND-Proben. Sie weisen hochsignifikant verschiedene

Messwerte im Vergleich mit den agangliondren und den gesunden Praparaten

auf (Tab. 4.14c.-d.).

Tabelle 4.14c.. Gegenuberstellung der Lokalisation Langsmuskulatur bei

verschiedenen Erkrankungen (Flache)

Vergleich... LM, aganglionar |LM, aganglionar |LM, IND
gegen... LM, IND LM, gesund LM, gesund
t-Statistik 5,8139 -0,582 -6,408
Prob>|t| 2,5e-8 0,561 1,1e-9

Tabelle 4.14d.: Gegenuberstellung der Lokalisation Langsmuskulatur bei

verschiedenen Erkrankungen (Signale)

Vergleich... LM, aganglionédr | LM, aganglionar |LM, IND
gegen... LM, IND LM, gesund LM, gesund
t-Statistik 5,5009 0,347 -4,994
Prob>|t| 1,2e-7 0,7289 1,3e-6

signifikante Unterschiede in Fettschrift

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit
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Die in der Ringmuskulatur gemessenen Mittelwerte (MW,s) fir Flache und
Signale bei den verschiedenen Arten der Erkrankung liegen jeweils Gber denen
der Langsmuskulatur. Dies gilt in allen drei Fallen, aganglionar, IND und gesund
(Abb.4.12.,4.13., Tab. 4.12., 4.13.).

Im t-Test erhalt man bei der Gegenuberstellung der zwei Lokalisationen (RM,
LM) bei allen drei Erkrankungen jeweils einen signifikanten Unterschied. Dieser

ist lediglich bei den aganglionéren Proben (p = 0,0415, Flache) und (p = 0,0136,

Signale) nicht hochsignifikant wie in den tbrigen Fallen (Tab. 4.14e.-f.).

Tabelle 4.14e.: Gegenuberstellung von Ring- und Langsmuskulatur jeweils

einer Erkrankung (Flache)

Vergleich... RM, aganglionar |RM, IND RM, gesund
gegen... LM, aganglionar | LM, IND LM, gesund
t-Statistik -2,053 -4,582 -8,178
Prob>|t| 0,0415 8,3e-6 4e-14

Tabelle 4.14f.. Gegenuberstellung von Ring- und Langsmuskulatur jeweils

einer Erkrankung (Signale)

Vergleich... RM, aganglionar |RM, IND RM, gesund
gegen... LM, aganglionar | LM, IND LM, gesund
t-Statistik -2,491 -3,82 -5,953
Prob>|t| 0,0136 0,0002 1,2e-8

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Unterschiede in Fettschrift
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Fazit

Lokalisation*Erkrankung zeigt einen hochsignifikanten Einfluss auf die
gemessene SP-Flache, jedoch gerade nicht mehr auf die Signalanzahl.
SP-Flache und SP-Anzahl sind jeweils in der Ringmuskulatur gré3er bzw.
zahlreicher als in der Langsmuskelschicht. Alle drei Erkrankungen zeigen hier
signifikante Unterschiede zwischen RM und LM.

In beiden Muskelschichten (RM, LM) weisen die IND-Proben die flachenmafig
grol3ten und zahlreichsten SP-Anfarbungen auf, die aganglionaren die
kleinsten und wenigsten Markierungen. Unterschiede zwischen den
Krankheitsbildern sind jeweils signifikant, mit Ausnahme der Werte zwischen
Aganglionar und Gesund in der Langsmuskulatur sowohl fir Flache als auch
Signale. (Abb. 4.12., 4.13., 4.14a.-f., Tab. 4.12., 4.13., 4.14a.f.)

4.3.2.4 Einflussgro3e Schnittrichtung

Es werden hier jeweils die Daten aller Proben, die in der entsprechenden
Schnittrichtung erfasst wurden, zusammengenommen.

Die Richtung, in der die Fasern in der Gewebeprobe angeschnitten wurden
(quer, langs, schrag), wirkt sich in hochsignifikanter Weise auf die Messungen
im Bereich Flache und Signalanzahl der Antikdrper-Markierungen aus (Tab.
4.6a.-b.).

Die Mittelwerte (MW,s) der Untergruppen Quer, Langs und Schrag liefern
sowohl fir die SP-Flache als auch die SP-Signale ein ahnliches Bild. In
beiden Féllen sind die hochsten Mittelwerte (MW.s) jeweils in der Kategorie
schrager Anschnitt zu verzeichnen, gefolgt von den Messungen in quer
getroffenem Gewebe. Die geringsten mittleren Werte liefern langs
angeschnittene Proben. Diese differieren allerdings zahlenmaflig weniger
stark von quer getroffenen Biopsien als es bei schrdgen Proben im Vergleich
zu beiden ubrigen Untergruppen der Fall ist (Abb. 4.15., 4.16., Tab. 4.15.,

4.16.).
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Flache der Synaptophysin-Markierungen

MW s [log10(Flache+1)]

quer langs

schrag

Schnittrichtung

Abbildung 4.15.: Mittelwerte (MW,s) der SP-Flache (log10(Flache+1)) fir die
verschiedenen Schnittrichtungen

Tabelle 4.15.:

Mittelwerte

und

Standardfehler

(log10(Flache+1)) fur den Effekt Schnittrichtung

der SP-Flache

Schnittrichtung Mittelwert, s Standardfehler | Mittelwert
quer 2,12 0,15 2,73
langs 2,06 0,14 2,39
schrag 3,32 0,12 2,91
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Anzahl der registrierten Antikorper-Signale

MW /s [log10(Signale+1)]

quer langs

schrag

Schnittrichtung

Abbildung 4.16.: Mittelwerte (MW_s) der SP-Signale (log10(Signale+1)) fur die

verschiedenen Schnittrichtungen

Tabelle 4.16.: Mittelwerte Standardfehler der SP-Signale
(log10(Signale+1)) fur den Effekt Schnittrichtung

Schnittrichtung Mittelwert,s Standardfehler | Mittelwert

quer 1,67 0,10 2,04

langs 1,52 0,09 1,75

schrag 2,41 0,08 2,15
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Betrachtet man die Mittelwerte (MW,s) der Untergruppen, so fallt vor allem der
Sprung zwischen den schrag angeschnittenen und den tbrigen Proben (quer,
langs) (Abb. 4.15., 4.16., Tab. 4.15., 4.16.) auf. Der Einzelvergleich bestatigt
auch einen jeweils hochsignifikanten Unterschied im Farbeverhalten der
schrag getroffenen Fasern und den langs beziehungsweise quer getroffenen
fur beide Kategorien, SP-Flache und -Signale.

Auch die mittleren Werte (MW/_s) der Untergruppen Quer und Langs erweisen
sich fur die Signalanzahl (SP-Signale) als signifikant voneinander verschieden
(bei allerdings deutlich groRerem p-Wert als jeweils im Vergleich mit den
schrag geschnittenen Proben), wahrend ein solcher Unterschied zwischen
Quer und Langs hinsichtlich der gemessenen SP-Flache nicht auszumachen
ist (Tab. 4.17a.-b.).

Tabelle 4.17a.: Vergleich der SP-Flache (log10(Flache+1)) der verschiedenen
Schnittrichtungen (t-Test)

Vergleich... langs langs quer

gegen... quer schrag schrag

t-Statistik 0,6116 4,8983 4,5283

Prob>|t| 0,5415 2e-6 le-5
Tabelle 4.17b.: Vergleich der SP-Signale (logl0(Signale+1)) der
verschiedenen Schnittrichtungen (t-Test)

Vergleich... langs langs quer

gegen... quer schrag schrag

t-Statistik 2,5304 5,2773 4,2549

Prob>|t| 0,0122 3,5e-7 3,3e-5

Prob>|t| = Signifikanzwahrscheinlichkeit

signifikante Unterschiede in Fettschrift
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Fazit

Die Werte fur SP-Flache und —-Signale sind im Mittel bei schragem Anschnitt
am grof3ten, bei langs geschnittenen Proben am geringsten.

Zwischen Schrdg und Quer beziehungsweise Langs bestehen
hochsignifikante Unterschiede fur SP-Flache und —Signale. Quer und Langs
sind hinsichtlich der SP-Signale signifikant verschieden, nicht hinsichtlich der
SP-Flache. (Abb. 4.15., 4.16., 4.17a.-b., Tab. 4.15., 4.16., 4.17a.-b.)

4.3.2.5 EinflussgrofRe Probe[Erkrankung]

Nach den Einflussgro3en-Tests besteht ein hochsignifikanter Zusammenhang
zwischen Einzelprobe (mit jeweils definierter Erkrankung) (Probe[Erkrankung])
und dem Ergebnis der Messungen von SP-Flache und -Signalen (Tab. 4.6a.-
b.). Das Gewebe des einzelnen Patienten unterscheidet sich in der
Untersuchung demnach erheblich von dem eines anderen.

Die graphischen Darstellungen der mittleren Daten (Mittelwerte s) fur Flache
und Signale der Synaptophysin-Markierungen liefern eine Vorstellung von den
Schwankungen der Messwerte zwischen den verschiedenen Proben (Abb.
4.18.,4.19., Tab. 4.18., 4.19.).

Die einzelnen Proben erhielten eine fortlaufende willktiriche Nummer, um die

Diagramme im Folgenden Ubersichtlicher gestalten zu kénnen.
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Flache der Synaptophysin-Markierungen

MW s [log10(Flache+1)]

Probe

Abbildung 4.18.: Mittelwerte (MW,s) der SP-Flache (log10(Flache+1)) fur die

verschiedenen Einzelproben (Probe[Erkrankung])

Tabelle 4.18.: Mittelwerte und  Standardfehler der SP-Flache
(log10(Flache+1)) fur den Effekt Einzelprobe (Probe[Erkrankung])
Probe[Erkrankung] Nummer | Mittelwert, s |Standardfehler |Mittelwert
396/96(M)[aganglionéar] | 1 3,24 0,15 2,83
468/93[aganglionér] 2 0,90 0,15 0,48
5/95(3)[aganglionér] 3 2,71 0,15 2,30
606/96(4)[aganglionar] |4 2,03 0,21 2,85
627/93(2)[aganglionéar] |5 2,04 0,13 2,22
670/96(2)[aganglionér] |6 2,17 0,21 2,99
1030/95[IND] 7 2,64 0,21 3,46
12/94(1)[IND] 8 3,50 0,15 3,09
325/94(2b)[IND] 9 3,61 0,15 3,20
363/94(8)[IND] 10 2,24 0,21 3,06
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Probe[Erkrankung] Nummer | Mittelwert, s |Standardfehler | Mittelwert
4/95(1)[IND] 11 1,94 0,21 2,76
561/96[IND] 12 3,55 0,15 3,14
1213/96(2)[gesund] 13 3,23 0,15 2,81
122/96[gesund] 14 2,43 0,21 3,25
606/96(1)[gesund] 15 3,45 0,15 3,04
677/96[gesund] 16 1,66 0,21 2,48
998/94(1)[gesund] 17 1,80 0,21 2,62
c-1/97[gesund] 18 1,87 0,21 2,69

Anzahl der registrierten Antikérper-Signale

MW s [log10(Signale+1)]

Probe

Abbildung 4.19.: Mittelwerte (MW_s) der SP-Signale (log10(Signale+1)) fur die

verschiedenen Einzelproben (Probe[Erkrankung])
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Tabelle 4.19.: Mittelwerte

und

(log10(Signale+1)) fur den Effekt Einzelprobe (Probe[Erkrankung])

Standardfehler der SP-Signale

Probe[Erkrankung] Nummer | Mittelwert_s | Standardfehler | Mittelwert
396/96(M)[aganglionéar] | 1 2,23 0,09 1,95
468/93[aganglionér] 2 0,68 0,09 0,41
5/95(3)[aganglionar] 3 2,20 0,09 1,92
606/96(4)[aganglionar] |4 1,71 0,14 2,25
627/93(2)[aganglionéar] |5 1,71 0,08 1,79
670/96(2)[aganglionar] |6 1,57 0,14 2,11
1030/95[IND] 7 1,81 0,14 2,35
12/94(1)[IND] 8 2,38 0,09 2,11
325/94(2b)[IND] 9 2,60 0,09 2,33
363/94(8)[IND] 10 1,73 0,14 2,27
4/95(1) [IND] 11 1,61 0,14 2,15
561/96[IND] 12 2,45 0,09 2,18
1213/96(2)[gesund] 13 2,32 0,09 2,04
122/96[gesund] 14 1,80 0,14 2,34
606/96(1)[gesund] 15 2,68 0,09 2,40
677/96[gesund] 16 1,32 0,14 1,85
998/94(1)[gesund] 17 1,42 0,14 1,96
c-1/97[gesund] 18 1,38 0,14 1,92
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5. Diskussion

In der Diskussion soll auf folgende Probleme naher eingegangen werden:

1. Diagnostische Madglichkeiten und Schwierigkeiten in der Darstellung und
Bewertung pathologischer Strukturen bei intestinalen neuronalen Fehlbildungen
(Morbus Hirschsprung, Intestinale Neuronale Dysplasie),

2. Darstellung von Synapsen und neuromuskularen Verbindungen,

3. Aussagewert der erarbeiteten Ergebnisse mit Methodenkritik,

4. Perspektiven zur Verbesserung der vorgestellten Methode.

5.1 Diagnostische Méglichkeiten und Schwierigkeiten

Histopathologische und histochemische Untersuchungen von Gewebeproben sind
zur Sicherung der Diagnose wund zur Therapieplanung intestinaler
Innervationsstérungen  unerlasslich. Eine eindeutige Identifikation  von
Hirschsprung-verwandten Stérungen, insbesondere der IND, ist bislang schwierig,
da der alleinige Nachweis vorhandener Ganglienzellen nicht ausreicht, eine
regelrechte Funktion des Darmsegmentes anzunehmen. Es gibt zahlreiche
Hinweise, dass nach erfolgter Operation eines Morbus Hirschsprung
fortbestehende Dysfunktionen in nicht resezierten, ganglientragenden, jedoch
trotzdem fehlinnervierten Darmbereichen auftreten (2, 21, 46, 55, 63, 88, 95). Bei
derartigen klinischen Symptomen wurden Veradnderungen im Sinne einer
Intestinalen Neuronalen Dysplasie (2, 46, 55, 65, 72, 94) oder Zeichen der
Ganglienzellhypoplasie (70) beschrieben.
Die Routinefarbung mit Hamatoxylin & Eosin (H&E) wird von einigen Autoren als
unzuldnglich fur die sichere Abgrenzung fehlinnervierter Bereiche von gesundem
Darm angesehen (46, 63, 88).
Bessere Ergebnisse liefern histochemische Verfahren mit Darstellung der
Acetylcholinesterase (AChE)-Reaktion (47, 48, 80).
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Seit Einfuhrung der AChE-Technik ist die enzymhistochemische Farbung von
Gewebeproben fest in der Diagnostik gastrointestinaler Innervationsstérungen
etabliert (69). Die AChE-Methode erlaubt mit hoher diagnostischer Genauigkeit
die Darstellung von Nervenfasern und Ganglienzellen durch den Nachweis der
Acetylcholinesterase-Aktivitat (80). In aganglionaren Kolonsegmenten ist eine
etwa drei- bis vierfach gesteigerte Acetylcholinesterase (AChE)-Aktivitat
nachweisbar (38, 40, 61). Beim Typ A der Intestinalen Neuronalen Dysplasie ist
die AChE-Erh6hung maRig ausgepréagt, beim Typ B bei Kindern unter zwei Jahren
zu beobachten, jenseits des zweiten Lebensjahres oder bei Erwachsenen nur
noch selten (36, 68, 94).

Die Methode kann fur die Identifikation pathologisch innervierter Darmabschnitte
und insbesondere die intraoperative Bestimmung der Ausdehnung des
aganglionaren Hirschsprung-Segmentes genutzt werden (48). Allerdings ist von
Nachteil, dass die Methode einige Zeit in Anspruch nimmt und nicht fur in Paraffin

eingebettete Proben geeignet ist (23).

Neuere Ansétze zur Erfassung pathologischer Innervationsmuster an
Darmbiopsaten gehen von der Anwendung von Antikdrper-basierten Verfahren
aus. Auf diese Weise konnten einerseits die bekannten Veradnderungen der
Ganglien und Nervenfasern dargestellt, daneben aber auch Abweichungen der
Synapsenverteilung beziehungsweise -anzahl in den fehlinnervierten Segmenten
beschrieben werden (44, 46, 50, 51, 74, 81, 82, 92, 115, 117, 118, 120, 121).

Das enterale Nervensystem weist zahlreiche Antigene auf, die mit entsprechenden
Antikdrpern sichtbar gemacht werden kénnen und somit die Analyse von
neuronalen Veranderungen erlauben. So existieren Untersuchungen mit dem
monoklonalen D7-Antikorper, der spezifisch mit Antigenen der Ganglienzellen der
beiden Darmwandplexus und einem axonalen Antigen, eventuell nonadrenerger,
noncholinerger (purinerger) Fasern, reagiert. Aufgrund des Fehlens der genannten
Elemente in aganglionaren Darmsegmenten liel3 sich in den erkrankten

Abschnitten keine D7-Reaktivitat nachweisen (82, 92).

71



Weitere im intestinalen Nervensystem vorkommende Antigene sind PGP 9.5
(Protein Gene Product 9.5), Neuronen-spezifische-Enolase (NSE) oder
Neurofilament Proteine. Auch der Nachweis von glialen Markern wie S100-Protein
und GFAP (glial fibrillary acidic protein) ist maglich.

Unter Verwendung von Antikdrpern gegen diese antigenen Strukturen konnten
pathologische Veradnderungen, das heil3t dysplastische Ganglien und
hypertrophierte Nervenfasern bei der Intestinalen Neuronalen Dysplasie prazise
dargestellt werden. (50, 51)

Neuromuskulare Kontakte und Synapsen, aber auch Ganglienzellen und
Nervenfasern konnen mit Anti-Synaptophysin beziehungsweise dem monoklonalen
Antikorper 171B5 markiert werden (46, 76, 81, 117, 118, 120).

In neueren Untersuchungen wurde fur die Identifikation von Ganglienzellen in
gesundem Darmgewebe und in Hirschsprung-Segmenten ein Antikdrper gegen
bcl-2 Protein eingesetzt. Dieses Protein kommt im zentralen und peripheren

Nervensystem vor und blockiert den programmierten Zelltod (115).

Es ist nun von Interesse, ob sich die immunologischen Techniken den langst
etablierten Verfahren wie der H&E- oder der AChE-Farbung in der Darstellung von

Nervenstrukturen und der Aussagekraft der Befunde als Uberlegen erweisen.

Besondere Anforderungen werden an den Einsatz immunologischer Techniken in
der Schnellschnittdiagnostik wahrend der Korrekturoperation einer intestinalen
neuronalen Fehlbildung gestellt. Ubersichtsdarstellungen mit Hamatoxylin & Eosin
gelingen rasch, werden jedoch in der Aussagekraft von der, allerdings
zeitaufwendigeren, enzymhistochemischen Methode der AChE-Farbung
Ubertroffen (47, 48, 80). Durch die Einfihrung eines zusatzlichen
Reaktionsschrittes konnte bei letzterer jedoch eine Beschleunigung des Ablaufes,
bei vergleichbarer Aussagekraft, erreicht werden (47).

Die Verwendung von Antikdrpern eignet sich, bedingt durch langere und

mehrfache Inkubationsschritte primér weniger zur intraoperativen Untersuchung
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von Darmgewebe. Jedoch bieten speziell fur Schnellschnittuntersuchungen
entwickelte Antikbrper neue Mdoglichkeiten. Es wurden zum Beispiel Konjugate
entwickelt, bei denen der Antikorper bereits gebunden mit Markerenzym und
Blockierungsagens vorliegt. Dadurch werden mehrere zeitaufwendige
Inkubationsschritte zusammengefasst. Um ein solches Konjugat handelt es sich
bei dem in den vorliegenden Untersuchungen zur Darstellung der neuronalen
Strukturen verwendeten polyklonalen Antikérpers gegen Synaptophysin (EPOS
Anti-Human-Synaptophysin/HRP DAKO®, Hamburg). Die nétige Inkubationszeit
wurde, verglichen mit der Mehrschrittmethode fur Antikorperfarbungen, wesentlich
verkirzt. Mit dieser Ein-Schritt-Technik gelingt die Darstellung von Ganglienzellen
und der Synapsenverteilung in der glatten Darmmuskulatur. Die Reaktionsdauer
wird auf etwa eine Stunde herabgesetzt, was fur die intraoperative Diagnostik
einen erheblichen Zeitgewinn bedeuten wirde beziehungsweise diesen Einsatz
erst ermdglichen kdnnte (46).

An derartige Antikorper werden besondere Voraussetzungen gestellt, wie starke
Affinitat und hoher Titer des Primarantikbrpers sowie starker konzentrierte
Antisera. Antisera mit niedrigeren Titern fihren durch den meist grof3eren Anteil

unspezifischer Antikdrper verstarkt zu unerwinschten Hintergrundreaktionen (6).

Bezuglich Spezifitat und Sensitivitat erbrachte die Untersuchung von Kobayashi et
al. (42), bei der ein monoklonaler Antikdrper gegen Nerve Growth Faktor (NGFR)
in Hirschsprung-Biopsien eingesetzt wurde, d&hnlich verlassliche Ergebnisse wie
die AChE-Technik.

Der von Galvis und Yunis (23) durchgefuhrte Vergleich PGP-9.5- und
Neuropeptid-Y-behandelter Gewebeproben mit AChE-gefarbten lieferte sogar
bessere Resultate der enzymhistochemischen Methode, das heif3t keine falsch-

positiven Befunde und erlaubt eine leichtere Interpretation.

Verglichen mit den Ergebnissen der AChE-Reaktion scheint der Einsatz

immunhistochemischer Methoden allein zur Darstellung von Ganglienzellen und
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Nervenfasern keine wesentlichen diagnostischen Zusatzinformationen zu
erbringen.

Auch ein typisches Innervationsmuster in der Mukosa, das die Diagnose eines
Morbus Hirschsprung in oberflachlichen Saugbiopsien erleichtern konnte, zeigte
sich in entsprechenden immunhistochemischen Untersuchungen nicht (81).

Jedoch gehen andere Untersucher durchaus von einem Beitrag immunologischer
Verfahren zu einem umfassenderen Verstandnis der ursachlichen
pathophysiologischen Veranderungen sowie einer verbesserten Diagnostik bei
intestinalen Innervationsstérungen, vor allem der Abgrenzung fehlinnervierter
Bereiche von gesunden Segmenten, aus (92).

Insbesondere neuronale Verbindungen in innervationsgestdrten Darmbiopsien
konnten unter Verwendung von Antikbrpern genauer analysiert werden. Dies ist

auch das Ziel der vorliegenden Arbeit.
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5.2 Darstellung der Synapsen und neuromuskularen Verbindungen

Bei den intestinalen dys- oder aganglionaren Innervationsstérungen sind die
Ganglienzellen in den Plexus fehl- oder gar nicht ausgebildet. Demzufolge bleibt
die adaquate Wirkung der inhibitorischen Neurone aus und der Parasympathikus
kann im betroffenen Bereich seine Wirkung auf die Ringmuskulatur ungehindert
entfalten. Es resultiert die spastische Kontraktion des erkrankten Darmes, die
Achalasie.

Dies konnte bedeuten, dass die Innervation im betroffenen Segment zwar
ausreichend, das heifl3t die Anzahl neuromuskulérer Verbindungen regelrecht, aber
nicht durch die Plexus moduliert ist (36).

Andererseits gibt es auch Hinweise darauf, dass die Nervenfasern in den
gestorten Bereichen trotz ihrer zahlenméRigen Vermehrung weniger
neuromuskuldre  Verbindungen ausbilden und die Innervation deshalb
abgeschwaécht ist.

Unter Verwendung von gegen Synapsen und neuromuskulare Verbindungen
gerichteten Antikdrpern konnten eine abnorme Verteilung oder quantitative
Veradnderungen dieser Elemente bei Morbus Hirschsprung und verwandten

Storungen festgestellt werden (44, 46, 74, 81, 115, 117, 118, 119, 120, 121).

Es wurden Antikbrper gegen Synaptophysin zur Darstellung neuronaler
Verbindungen eingesetzt. Synaptophysin ist ein 38000-D-
Transmembranglykoprotein  cholinerger, adrenerger und neuroendokriner
Strukturen, das wohl in allen Synapsen vorkommt (46, 81, 85).

Der monoklonale Antikérper 171B5 erwies sich in mehreren Untersuchungen als
ein solcher Marker zur Darstellung von Synapsen (76, 117, 118, 120). Mit ihm liel3
sich in Hirschsprung-Proben eine deutliche Verminderung der Anzahl an
Synapsen und neuromuskuldren Verbindungen in Ring- und Langsmuskulatur
zeigen, verglichen mit normalem Darm. Dabei wurde im oligoganglionaren

Ubergangssegment eine allmahliche Abnahme dieser neuronalen Elemente nach
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distal, in Richtung des aganglionaren Abschnittes hin festgestellt. Gleichzeitig

nahmen erwartungsgemaf AChE-positive Nervenfasern zu (117).

Kobayashi et.al. (46) setzten in ihrer Untersuchung einen konjugierten polyklonalen
Antikorper gegen Synaptophysin als Ein-Schritt-Technik ein (EPOS, DAKO®). Bei
Morbus Hirschsprung und IND wurde eine deutlich reduzierte Synapsendichte in
der Ring- und Langsmuskulatur agangliondrer und dysplastischer Proben
nachgewiesen.

Diese Befunde konnten mit den hier vorgestellten Untersuchungen, bei denen
ebenfalls der konjugierte Synaptophysin-Antikérper (EPOS, DAKO®, Hamburg)
verwendet wurde, nicht bestatigt werden. Anhand der Ergebnisse kann nicht von
statistisch  signifikanten quantitativen Unterschieden der neuromuskularen
Kontakte in der glatten Muskulatur aganglionaren, dysplastischen und gesunden
Darmgewebes ausgegangen werden (p = 0,0761 Flache], p = 0,18 [Signale])
(Tab. 4.6a. und b.).

Yamataka et al. (118) richteten ihr Interesse auf die Analyse von Veranderungen in
der Synapsenanzahl in oberflachlicheren Schichten des Darmes (Mukosa,
Submukosa). Unter Verwendung des Antikérpers 171B5 wurde in aganglionaren
Proben eine deutliche Verminderung der Synapsenanzahl in der Mukosa (Lamina
propria und Muscularis mucosae) und Submukosa festgestellt, verglichen mit den
Befunden regelrecht innervierter Praparate.

Im aganglionaren Darm wurden statistisch signifikant weniger Synapsenvesikel-
Proteine bei gleichzeitig erhdéhtem Anteil an Nervenfaserkomponenten
nachgewiesen. Als Marker flr neuronale Fasern diente hier ein monoklonaler
Antikdrper gegen den 70000-D Neurofilament-Bestandteil (Neurofilament70K)
(120).
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5.3 Aussagewertigkeit der erarbeiteten Ergebnisse mit Methodenkritik

5.3.1 Stellungnahme zur Art der Erkrankung

In der vorliegenden Arbeit wurden neuronale Kontakte (Synapsen, neuromuskulare
Kontakte) mit einem polyklonalen Antikorper gegen Synaptophysin (SP) in
Kryostatschnitten aganglionarer, dysplastischer und regelrecht innervierter Proben
markiert und anschlieRend quantitativ ausgewertet (Flache der Anfarbung
[Flache], Anzahl der registrierten Anfarbungen [Signale]).

Ein statistisch signifikanter Einfluss der Art der Erkrankung auf die Ergebnisse
der Messungen fur SP-Flache und SP-Signale konnte nicht nachgewiesen werden
(p = 0,0761 [Flache], p = 0,18 [Signale]) (Tab. 4.6a. und b.). Das heildt,
Unterschiede im Farbeverhalten der Proben kdnnen nicht durch den Effekt Art der

Erkrankung erklart werden.

Insgesamt kann damit Folgendes herausgehoben werden:

Da fur Flache und Anzahl der Synaptophysin-Markierungen keine Abhangigkeit
von der Art der Erkrankung festgestellt werden konnte (Tab. 4.6a. und b.), ist die
verwendete Methode nicht hinreichend geeignet, differentialdiagnostische
Aussagen zu erhalten. Ob Modifikationen bessere Ergebnisse liefern kbnnen, ist
in weiterfUhrenden Untersuchungen zu prifen. Eine Diskussion moglicher

methodischer Abwandlungen soll anschliel3end erfolgen.
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5.3.2 Stellungnahme zur Lokalisation

In der hier vorgestellten Arbeit zeigte sich, dass die Anzahl neuronaler Kontakte im
Kolongewebe unter anderem hochsignifikant vom Ort der Messung (Ring- bzw.
Langsmuskulatur) abhangt (Tab. 4.6a. und b.).

Es wurden bei jeder der drei Diagnosen (Aganglionar, Dysplastisch, Gesund)
jeweils signifikant mehr neuronale Verbindungen in der Ring- als in der

Langsmuskulatur beobachtet. (Abb. 4.12., 4.13., Tab. 4.12., 4.13., Tab. 4.14e.und
f)

Auch in Untersuchungen von Munakata et al. (74) konnte mittels monoklonaler
Antikorper gegen synaptische Vesikel ein Uberwiegen neuronaler Verbindungen
in der zirkularen Muskelschicht bei normalem Darm aufgezeigt werden. Bei
dysplastischen Proben verhielt es sich hier jedoch entgegengesetzt; sie wiesen
mehr synaptische Vesikel in der Langs- als in der Ringmuskelschicht auf. Diese
Beobachtung konnte im Rahmen der vorgelegten Arbeit nicht bestatigt werden
(Tab. 4.14e. und f.).

Das heil3t zusammengefasst, es wurde in den vorgestellten Untersuchungen eine
signifikant hohere Anzahl neuronaler Kontakte in der Kolon-Ring- als in der
Langsmuskelschicht bei allen drei Erkrankungen (Aganglionar, Dysplastisch,
Gesund) gefunden (Tab. 4.14e.), was in Voruntersuchungen (74) nur fir normal
innervierten Darm gezeigt werden konnte.

Die gemessenen Werte fir SP-Flache und -Signale hangen insgesamt
hochsignifikant vom Ort der Messung (RM bzw. LM) ab. Eine getrennte

Betrachtung beider Muskelschichten ist daher notwendig.
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5.3.3 Stellungnahme zur Frage nach der Schnittrichtung

Neben dem unterschiedlichen Farbeverhalten der beiden Muskelschichten zeigten
die durchgefiihrten Analysen einen hochsignifikanten Einfluss der Schnittrichtung,
das heifl3t der Richtung, in der die Fasern in der jeweiligen Muskelschicht getroffen
worden waren (Schnittrichtung), auf das Ergebnis der Antikérper-Markierungen
(Tab. 4.6a und b.).

Die meisten Anfarbungen wiesen schrdg angeschnittene Proben sowohl in der
Kategorie Flache als auch Signale auf (Abb. 4.15., 4.16., Tab. 4.15., 4.16.). Der
Unterschied zu den quer oder langs getroffenen Biopsien stellte sich als statistisch
signifikant heraus (t-Test: Tab. 4.17a. und b.).

Bei schrag angeschnittenen Nervenfasern kénnen in einem wesentlich langeren
Abschnitt synaptische Vesikel immunhistochemisch markiert und nachgewiesen
werden, als dies bei den nur in ihrem Querschnitt dargestellten Fasern in quer
geschnittenen Proben der Fall ist. Allerdings ware danach gleichfalls zu erwarten,
dass die Schnittrichtung Langs mehr Synaptophysin-Markierungen zeigte als
Quer. Dem widersprechen jedoch die Ergebnisse der Untersuchungen. Sie
ergaben weniger Anfarbungen der langs als der quer angeschnittenen Proben
(Tab. 4.15., 4.16.), wobei sich der Unterschied nur hinsichtlich der Signalanzahl,
nicht jedoch der SP-Flache, als schwach signifikant herausstellte (Tab. 4.17a. und
b.).

Aufgrund der beobachteten Unterschiede ist eine mdglichst eindeutige Zuordnung
der Muskelschichten zur Faserrichtung (quer, langs, schrag) anzustreben. Dies
erwies sich jedoch mitunter als problematisch. Insbesondere zwischen schrag und
langs getroffenen Muskel- und Nervenfasern war die Unterscheidung teilweise
recht schwierig. Die Betrachtung der zweiten, gegenlaufigen Muskelschicht konnte
oft bei der Klarung helfen.

Die Kategorie Schrag weist die grof3ten Unsicherheiten beziglich der Zuordnung

und Beurteilung auf. Die Verwendung von Proben, die eindeutig quer und langs
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angeschnittene Faserverlaufe erkennen lassen, ist fir die diagnostische
Sicherheit zu fordern.

Die genannten Schwierigkeiten der Zuordnung ergeben sich aus den
Eigenschaften des organischen Materials sowie nicht auszuschlieRender

Ungenauigkeiten beim Einfrieren und Schneiden der Proben.

Eine Methode, die eine moglichst exakte Zuordnung der Muskelschichten zu der
jeweiligen Schnittrichtung erlaubt, ware die Herstellung von Serienschnitten der zu
untersuchenden Gewebeprobe mit anschlie3ender Beurteilung hinsichtlich der
angeschnittenen Fasern jedes Einzelpraparates. Bei einer genligend grol3en
Anzahl von betrachteten Einzelschnitten erhalt man eine reprasentative Stichprobe
aus den moglichen Faserverlaufen innerhalb des Gewebeblockes. Anhand dieser
Stichprobe ist die mehrheitlich zutreffende Einteilung in eine der Schnittformen
(Schnittrichtung) zuverlassiger zu treffen als bei Betrachtung lediglich einer

einzelnen Biopsie eines Gewebeblocks.

Es ist also die Verwendung von Proben, die eine eindeutige Beurteilung der
Schnittrichtung und Zuordnung zu den Kategorien Quer beziehungsweise Langs
erlauben anzustreben. Dies bedeutet die Herausnahme der Kategorie Schrag, die

jedoch im vorliegenden Fall bei einem Grol3teil der Proben gefunden wurde.

5.3.4 Stellungnhahme zu den Biopsien

Die Auswertungen konnten nur mit jeweils sechs Proben pro Art der Erkrankung
(Aganglionar, Dysplastisch, Gesund) durchgefihrt werden. Es war nicht moglich,
auf eine grofRere Anzahl geeigneter Biopsien zurtickzugreifen. Da der Gehalt an
neuromuskularen Verbindungen und Synapsen in der Ring- und Langsmuskulatur
interessierte, konnten nur Wand-durchgreifende Proben verwendet werden, die im
Rahmen operativer Eingriffe entnommen wurden. Von derartigem Gewebe

existierten weit weniger geeignete Proben als oberflachliche Saugbiopsien, die
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zur praoperativen Abklarung bei Verdacht auf Morbus Hirschsprung tblicherweise
enthommen werden. Die glatten Muskelschichten sind in solchen Proben nicht
enthalten, bestenfalls findet man Anteile der Submukosa.

Um eine Aganglionose diagnostizieren zu konnen, ist dieses Verfahren
ausreichend, da die Erkrankung aufgrund der AChE-Erhéhung in den
parasympathischen Nervenfasern der Lamina propria und muscularis mucosae zu
erkennen ist (64).

Bei der Erkennung Ganglien-tragender aber dennoch innervationsgestorter
Bereiche, beispielsweise bei der IND oder der Hypoganglionose, wird dagegen
die Verwendung oberflachlicher Saugbiopsien fur unzureichend gehalten. Hier
sollten Gewebeproben mindestens Anteile der Submukosa enthalten (29, 94, 96).
Andere Untersucher fordern sogar Wand-durchgreifende Biopsien, die zusatzlich
eine Beurteilung des Plexus myentericus erlauben (1, 63).

Allerdings ist die Entnahme von tiefergreifenden Proben mit grofReren Risiken
verbunden als die unkomplizierte Gewinnung von Saugbiopsien. So muss die
Gewebeentnahme unter direkter Sicht erfolgen und setzt eine Allgemeinnarkose
sowie die Naht der Wunde voraus (52).

Die Probenauswahl wurde weiterhin dadurch beeintrachtigt, dass die einzelnen
Praparate starke interindividuelle Unterschiede zeigten.

Schon makroskopisch wiesen die verwendeten eingefrorenen Gewebebltcke
hinsichtlich ihrer GroRRe betrachtliche Differenzen auf, von ,stecknadelkopf-“ bis
JingerkuppengroR®. Dies erschwerte spater vor allem die Platzierung der
Zahlfelder bei der Auswertung der daraus gefertigten Schnitte.

Bei der Auswertung wurden dementsprechend auch starke Unterschiede in der
Anzahl neuromuskularer Verbindungen und Synapsen fir die Einzelbiopsien, das
heil3t die jeweiligen Proben mit definierter Erkrankung (Probe[Erkrankung]),
gefunden. Das Ergebnis der registrierten Antikorper-Markierungen héngt daher in
statistisch hochsignifikanter Weise von der Einzelprobe (Probe [Erkrankung]) ab

(p jeweils < 0,0001flr Flache und Signale) (Tab. 4.6a. und b.).
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Vor diesem Hintergrund ware eine Angleichung der Proben anzustreben, zum
Beispiel hinsichtlich der PraparatgréRe. Auch konnte sich die Verwendung von
aufgerolltem Gewebe als hilfreich erweisen.

Hierzu werden intraoperativ entnommene langere Darmanteile longitudinal
aufgeschnitten, in mehrere kleinere Langsstreifen zerteilt und in kaudokranialer
Richtung aufgerollt. Der vormals distale Abschnitt liegt nun im Inneren der Spirale,
nach auf3en hin folgen die proximalen Bereiche. Dieser Gewebeblock wird
maoglichst gerade ausgerichtet eingefroren, so dass spater ein exakter Anschnitt
durchfiihrbar ist (63, 67).

Vorteil dieser Methode ist die gleichzeitige Verfugbarkeit unterschiedlich stark
innervationsgestorter Areale innerhalb eines hergestellten Préparates. Bei
entsprechendem Material ist es beispielsweise moglich, eine Ubergangszone bei
Morbus Hirschsprung im Zusammenhang zu verfolgen, wahrend dies bei
herkdbmmlichen Proben nur durch Betrachtung verschiedener Einzelschnitte
erfolgen kann. Das aufgerollte Gewebe bietet Einblick in die segmentalen
nervalen Veranderungen des Darmes, nicht nur eine ,Momentaufnahme” des
Innervationsmusters. So ist eine bessere Einschatzung der Schadigung,
insbesondere die Festlegung des Resektionsrandes maoglich, da die Anwesenheit
regelrechter Ganglien und die Abnahme hypertrophierter Nervenfasern im Verlauf
beurteilt werden konnen.

Allerdings bringt die Verwendung von Serienschnitten eines Gewebeblocks oder
die Auswertung von mehreren Proben eines Patienten neue Schwierigkeiten mit
sich. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass der Einfluss der
Einzelprobe eines Individuums (Probe[Erkrankung]) auf das Messergebnis als
hochsignifikant einzustufen ist (Tab. 4.6a. und b.). Die Auswertung jeweils
mehrerer Biopsien des gleichen Patienten nach der vorgestellten Methode konnte
demnach das Ergebnis verfalschen.

Auch fir diese Arbeit konnte deshalb nur jeweils eine Probe eines Patienten

verwendet werden. Auf diese Weise war es nicht mdglich, Ubergange, das heif3t
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die fortschreitende Normalisierung des Innervationsmusters bei einem Patienten

Zu erfassen.

Insgesamt wiesen die verwendeten Biopsien starke interindividuelle Unterschiede
auf, der Einfluss der Einzelproben auf die Anfarbungen ist hochsignifikant (Tab.
4.6a. und b.). Dies schrankt den Einsatz der vorgestellten Methode fur die
Diagnostik intestinaler Innervationsstérungen ein.

Die Verwendung mehrerer Proben eines Individuum, somit auch Auswertungen
von Ubergangsbereichen eines Patienten ist nach den vorgestellten

Untersuchungen nicht méglich.

5.3.5 Stellungnahme zum Alter der Patienten

Bei der Auswahl der Patienten ist zu berlcksichtigen, dass morphologische
Veranderungen in dysplastischen Darmsegmenten mit zunehmendem Alter,
hauptsachlich im Laufe des ersten Lebensjahres, rucklaufig sein kénnen (60, 66,
68, 88, 99).

Das Alter der Kinder, von denen Proben fur die vorliegenden Untersuchungen
verwendet wurden, lag zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme zwischen 10 Tagen
und 22 Monaten, im Mittel bei 11 Monaten. Die Biopsie des jungsten, 10 Tage
alten Kindes wies eine Aganglionose auf. Bei dieser Stérung wurden
Ausreifungsabléaufe, die zur Normalisierung der histologischen Befunde fiihren,
nicht beschrieben, so dass hier von dieser Seite her keine Verfalschung der
Aussagen zu erwarten ist. Bei den dysplastischen Befunden, die jeweils zwischen
dem vierten und achten Monat gewonnen wurden, ist eine spatere Verénderung
des histologischen Bildes aufgrund von Ausreifungsvorgangen denkbar.

Die gesunden Proben stammten von Kindern, deren Alter bei der Entnahme, wie

das der Patienten mit Innervationsstérung, unter 24 Monaten lag.
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Vor dem Hintergrund von Ausreifungsvorgéangen bei der Intestinalen Neuronalen
Dysplasie wére es daher interessant, das Innervationsmuster unter besonderer
Berucksichtigung des Alters des Kindes (unter beziehungsweise tUber dem 1.

Lebensjahr) zu untersuchen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass mogliche Ausreifungsvorgénge in
dysplastischen Darmsegmenten hauptséchlich innerhalb des ersten Lebensjahres
stattfinden. Unsere Patienten waren jinger als 24 Monate, eine gezielte
Untersuchung  morphologischer  Verénderungen in  Abhangigkeit vom

Patientenalter erfolgte nicht.

5.3.6 Stellungnahme zur Art der Schnittfertigung

Von den verwendeten Gewebeproben wurden Kryostatschnitte hergestellt, die
prinzipiell fur die vorgestellten Untersuchungen geeignet waren. Kryostat-schnitte
bieten fur die Immunhistochemie gegenuber Paraffinpraparaten den Vorteil, dass
Antigene wesentlich besser erhalten bleiben. Allerdings werden morphologische
Einzelheiten bei der Bearbeitung eher zerstort, da das Material sehr empfindlich
ist (22).

5.3.7 Stellungnahme zum Antikorper

Der Anfarbung neuronaler Verbindungen diente ein polyklonaler AntikGrper gegen
Synaptophysin.

Polyklonale Antikdrper reagieren mit verschiedenen Epitopen des Antigens. Sie
weisen deshalb gegeniiber ihren monoklonalen Aquivalenten den Vorteil auf, dass
sie auch dann noch einen Nachweis des Antigens erlauben, wenn einzelne
Epitope zum Beispiel durch die Fixation zerstort wurden. Monoklonale Antikdrper

zeichnet indessen eine hohe Spezifitat fir das jeweilige Epitop, gegen das sie

84



gerichtet sind, aus. Gewebeveranderungen kdnnen hier eher den Antigennachweis
unmdglich machen als dies bei Verwendung polyklonaler Antikorper der Fall ist.

Ist das Epitop nicht spezifisch fir das nachzuweisende Antigen, ist mit dem
Auftreten von Kreuzreaktionen monoklonaler Antikérper mit anderen Strukturen zu
rechnen. Dies kann bei polyklonalen Antikérpern, aufgrund ihrer Reaktion mit
verschiedenen Epitopen der nachzuweisenden Struktur, vermindert werden.
Polyklonale Antiseren enthalten ein mehr oder weniger konstantes
Antikorperspektrum, sind also prinzipiell chargenabhangigen Schwankungen
unterworfen. Sie weisen aber auch Antikdrper mit verschieden hoher Affinitat zum
Antigen auf. Dies macht den Verlust spezifischer Anfarbungen, beispielsweise in
Waschvorgangen unwahrscheinlich. Die Mdglichkeit einer zu geringen Affinitat

muss dagegen bei monoklonalen Antikdrpern bedacht werden (4).

Insgesamt kann festgestellt werden, dass der verwendete polyklonale Antikdrper
gegen Synaptophysin an Kryostatschnitten von Darmgewebe anwendbar ist.
Vorausgesetzt, es handelt sich bei den Markierungen um Synapsen und
neuromuskulare Verbindungen, so ist er geeignet, die entsprechenden Strukturen

darzustellen.

5.3.8 Beurteilung der immunhistochemischen Farbung

Bei der Beurteilung immunhistochemischer Befunde sind vor allem die Sensitivitat

des Nachweises und die Spezifitdt der Reaktion kritisch zu betrachten.

Sensitivitat
Als Sensitivitat bezeichnet man die Fahigkeit eines immunologischen Tests, ein
bestimmtes Antigen tatsachlich als solches nachzuweisen, es ist der Quotient aus

richtig nachgewiesenem Antigen und der Gesamtanzahl dieses Antigens.

85



Bei dem hier verwendeten Antikdrper (EPOS Anti-Human Synaptophysin/HRP,
DAKO®, Hamburg) handelt es sich um ein Konjugat, bei dem an ein inertes
Tragermolekul mehrere polyklonale Primarantikdrper gebunden sind. An diese ist
bereits das Markerenzym Meerrettichperoxidase gekoppelt. Zuséatzlich ist ein
blockierendes Agens beigesetzt (13).

Es stellt sich die Frage, ob die Zusammenlegung der verschiedenen
Reaktionsschritte, einschliel3lich Blockierung unspezifischer Proteinbindungen und
Enzymmarkierung, nicht zu Lasten der Sensitivitat der Farbung geht. Es ware
beispielsweise zu prufen, ob durch den Einsatz anderer immunhistochemischer
Methoden eine Steigerung der Empfindlichkeit zu erreichen ist. Dies kénnte vor
allem im Hinblick auf eine Verbesserung der Detektion bei der digitalen Analyse
von Bedeutung sein.

Grundsatzlich lasst sich die Sensitivitdt der Antikdrperfarbung optimieren durch
bestmdgliche Antigenerhaltung, zum Beispiel durch Verwendung unfixierten
Materials  beziehungsweise  schonende  Fixierung, Verlangerung der
Inkubationsdauer mit dem Antikorper, eine Erhéhung der Enzymkonzentration am
Ort des nachzuweisenden Antigens und die Verminderung unspezifischer
Hintergrundreaktionen (15). Auf das Problem der Hintergrundaktivitat soll an
spaterer Stelle ausfuhrlich eingegangen werden.

Hohere Enzymkonzentrationen am Antigen lassen sich durch eine Vermehrung der
Inkubationssequenzen erreichen. Eine Madoglichkeit hierfir ist die Zwei-
beziehungsweise Drei-Schritt-Methode. Als Alternative zur empfindlichen
Mehrschritt-Technik werden Konjugate angeboten, an die der Zweitantikérper
sowie das Enzym bereits gekoppelt sind (EnVision'", DAKO®, EPOS, DAKO®).
Um ein sehr sensitives Nachweissystem handelt es sich bei dem Verfahren der
l6slichen Immunkomplexe (PAP- und APAAP-Methode) (6). Als ein
empfindlicheres Verfahren im Vergleich zur PAP-Technik wurde die Avidin-Biotin-
(ABC) Methode beschrieben (37), die von der LAB-Technik in der Sensitivitat
noch uUbertroffen werden soll (27). Andere Autoren gehen dagegen von einer

vergleichbaren Empfindlichkeit von ABC- und PAP-Farbung aus (15).
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Bei den vorgestellten Untersuchungen waren die Antikdrper-Anfarbungen
oftmals schwach und somit schwierig mit Quantimet 600 zu detektieren. Auch
hier konnte moglicherweise der Einsatz einer anderen Antikdrper-Technik,
beispielsweise die Verwendung getrennter Reaktionsschritte anstatt der

Konjugat-Methode, zu einer Verbesserung der Ergebnisse fuhren.

Zu beachten ist, dass das Enzym Peroxidase in den beschriebenen
Konjugatlbsungen im Laufe der Zeit umgesetzt wird und fur die
Chromogenreaktion nicht mehr zur Verfigung steht. Um eine gleichbleibende
Sensitivitat zu erreichen, misste strenggenommen nach langerer Lagerung des
Antikorpers dessen Verdinnung verédndert werden. Ginstiger, weil leichter
praktikabel, wére das Einfrieren kleiner Portionen der Antikérperlésung.

Auf dieses Problem wurde in der vorliegenden Untersuchung nicht naher
eingegangen. Seine Berucksichtigung konnte jedoch im Rahmen einer
Uberarbeitung der Methodik zu einer weiteren Standardisierung der

Untersuchungsbedingungen beitragen.

Spezifitat und Hintergrundreaktivitat
Spezifitat ist die Fahigkeit eines immunologischen Tests, Strukturen ohne ein
fragliches Antigen tatséchlich als solche zu erkennen und nur selektiv mit

einem bestimmten Antigen zu reagieren.

Die Spezifititt des verwendeten Antikdrpers ist eine weitere wichtige
Voraussetzung fur immunhistochemische Farbungen. Falsch positive
Markierungen konnen sich als Hintergrundaktivitat zeigen. Aul3erdem ist an die
bereits oben erwahnte Kreuzreaktivitdt zu denken, wenn das Epitop, gegen das

der Antikdrper gerichtet ist, nicht spezifisch fir das nachzuweisende Antigen ist.
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Unerwlnschte Hintergrundfarbungen entstehen meist durch unspezifische
Reaktion des Antikdrpers mit Bindungsstellen des Gewebes. Hierfir werden
beispielsweise  hydrophobe Interaktionen zwischen Immunglobulin  und
hydrophoben Proteinen des fixierten Praparates verantwortlich gemacht. Diese
Wechselwirkungen treten umso starker auf, je langer 1gG-Antikdrper gelagert
werden, da die Bildung von Aggregaten mit der Zeit zunimmt, was die
hydrophoben Eigenschaften der Antikdrperlosung steigert. Deshalb sollte auf die
adaquate Aufbewahrung des Antikdrpers geachtet werden, insbesondere missen
zu lange Lagerungszeiten vermieden werden.

Hydrophobe Wechselwirkungen kénnen durch das Auftragen einer blockierenden
Proteinldsung auf das Préparat reduziert werden. Diese Proteine konkurrieren mit
dem Immunglobulin um hydrophobe Bindungsstellen im Gewebe und sollten am
besten vor der Reaktion mit dem Primarantikdrper zugegeben werden (7).

Bei dem in der vorgestellten Arbeit verwendeten Antikdrper-Konjugat (EPOS,
DAKO®) ist zu diesem Zweck ein Blockierungsagens bereits zugesetzt (13).
Endogene Enzymaktivitaten, die unzureichend blockiert wurden, kénnen die
Hintergrundreaktivitat steigern. Diese endogenen Peroxidaseaktivitaten, die wie
zugegebenes Enzym eine Farbreaktion mit dem Chromogen verursachen kénnen,
mussen vor allem in Gefrierschnitten ausreichend unterdriickt werden, da hier im
Gegensatz zu vielen formalinfixierten Geweben die Interpretation der spezifischen
Farbung beeintrachtigt werden kann.

Die Hintergrundaktivitat kann durch griindliche Waschzyklen bei sanftem Schitteln
der Objekttrager reduziert werden, was auch bei der fur die vorliegende Arbeit

durchgefuhrten Farbung bericksichtigt wurde (7).

Zu erwahnen sind an dieser Stelle artifizielle Reaktionen, die sich in diffusen oder
umschriebenen Anfarbungen zeigen. Die Ursache liegt hier oft in der
mechanischen Schadigung des Materials. So kann es zum Beispiel auftreten,
dass das Gewebe beim Schneiden durch das Messer Quetschungen oder

Scharten bekommt. Haufig ist auch die Morphologie infolge schlechter Haftung auf
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dem Objekttrager oder eingerollter Schnittrdnder geschadigt. Daneben rufen
physikalische Einflisse, beispielsweise Austrocknung vor der Fixierung diffuse
Farbreaktionen hervor. Nekrotische Areale werden von allen Reagenzien
angefarbt (7).

Derartige Schadigungen der Gefrierschnitte konnten auch in den vorliegenden
Untersuchungen beobachtet werden. Das beschriebene Einrollen der
Schnittrander wurde haufig gesehen. Da das Erkennen jedoch lichtmikroskopisch
keine grol3en Schwierigkeiten bereitete und zentral gelegene Gewebsareale nicht
betroffen waren, hatte dies in der Regel keinen Einfluss auf die Beurteilung des
Praparates. Die Rander wurden in die Auswertung nicht einbezogen.
Insbesondere Hintergrundreaktionen durch artifizielle Ursachen koénnen bei
sorgfaltiger Herstellung der Schnitte stark reduziert werden. Dies umfasst die
Behandlung nach der Entnahme, den Transport des Materials auf Eis, den Schutz
vor Austrocknung, ein schnelles Einfrieren der Probe, des weiteren die achtsame
Aufarbeitung des Gewebes durch vorsichtiges Schneiden, Einhaltung einer
genigend langen Trocknungszeit des Praparats, um eine ausreichende Haftung
auf dem Objekttrager zu gewéhrleisten, und eine ausreichende Fixation.

Unter der Annahme, dass sich dennoch aus den genannten Griinden im Laufe des
Farbevorgangs einige der hergestellten Schnitte als fir die Auswertung
ungeeignet erweisen werden, wurden fur die durchgefuhrte Analyse stets mehr

Schnitte, als spater fur die Auswertung bengétigt, angefertigt.

Folglich ist auf die sehr schonende und exakte Verarbeitung der Kryostatschnitte
und moglichst gleichbleibende Lagerungsbedingungen und -zeiten des
Antikorpers zu achten, um optimale Farbeergebnisse zu erzielen. Es ware zu
prufen, ob durch den Einsatz von anderen Antikdrper-Methoden, zum Beispiel der
Mehrschritt-Technik, an Stelle der Konjugat-Technik eine hohere Sensitivitat und

Spezifitat des Antigen-Nachweises erreicht werden konnte.
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5.3.9 Stellungnahme zur Auswertung

Besonderes Augenmerk galt in der vorgestellten Arbeit der Auswertung mit dem
digitalen Bildanalysesystem (Quantimet 600, Leica, Bensheim). Diese Methode
wurde bereits in anderen Untersuchungen gastrointestinaler Innervationsstérungen
eingesetzt zur morphometrischen Plexusvermessung mit Bestimmung von
GangliengroiRe, -abstand und -zellanzahl (67) und zur Registrierung des Anteils
Antikorper-markierter nervaler und Gliazell-Proteine im menschlichen Osophagus
(34).

Die Registrierung neuronaler Verbindungen in der glatten Muskulatur bei Morbus
Hirschsprung und verwandten Stérungen mit der digitalen Bildanalyse wurde
bisher in Tubingen nicht durchgefihrt.

Die Verwendung des Bildanalysesystems Quantimet 600 ermoglicht eine
guantitative Erfassung der immunhistochemisch dargestellten neuromuskularen
Verbindungen und Synapsen und die nachfolgende statistische Auswertung. Auf
diese Weise kdonnen konkrete Daten erhoben werden, die eine weitergehende
Beurteilung der Befunde als die morphologische Beschreibung erlauben.

Weitere Untersucher, die sich ebenfalls mit der quantitativen Registrierung
Antikorper-markierter neuromuskularer Verbindungen in Darmproben bei
Innervationsstérungen beschéftigten, verwendeten die Western-Blot-Analyse (120,
122). Hierzu ist jedoch die Homogenisierung, also die Zerstérung des
Gewebeschnittes nétig. Morphologische Betrachtungen sind nachfolgend nicht

mehr madglich.

In der vorliegenden Arbeit dienten Uber das Bildanalysesystem gewonnene
Angaben Uber Anzahl und Flache Anti-Synaptophysin-markierter Strukturen als
Grundlage fur die durchgeflihrte deskriptive Varianzanalyse.

Methodische Uberlegungen zur Anwendung der digitalen Bildauswertung an
immunhistochemisch markierten Darmbiopsien sollen im folgenden Abschnitt

dargestellt werden.
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Detektion

Bei den markierten Strukturen, die es auszuwerten galt, handelte es sich um kleine
und nicht immer scharf begrenzte Markierungen.

Die Computer-Detektion erfolgte am gespeicherten Standbild durch Mausklick auf
die zu erfassenden Areale. Auf dem Monitor wurden markierte Strukturen farbig
dargestellt.

Bei einigen Praparaten war es schwierig, die Registrierung moglichst aller
gefarbten Elemente zu erreichen unter Vermeidung féalschlich detektierter
Bereiche. Insbesondere bei unscharf begrenzten Antikérpermarkierungen mussten
eher blass gefarbte Areale bei der Auswertung ausgespart werden, da trotz
optimaler Einstellung der Kontraste keine Detektion moglich war, ohne dass nicht
Antikorper-markierte Bereiche falschlich eingeschlossen wurden. Hier lagen die
Farbintensitatswerte des Bildhintergrundes und der Synaptophysinmarkierung so
eng beieinander, dass sie vom Analysesystem nicht unterschieden werden
konnten.

Prinzipiell bietet Quantimet 600 die Moglichkeit, Bereiche manuell durch Umfahren
der Struktur mit dem Mauszeiger nachtraglich zu detektieren beziehungsweise von
der Erfassung auszuschlielen. Da sich die Anti-Synaptophysin-gefarbten
Bereiche jedoch als sehr zahlreich, sehr klein und teilweise sehr unregelmafig bis
unscharf begrenzt darstellten, war diese Methode zur Modifikation der Markierung
nicht geeignet.

Das Problem der geringen Kontraste zwischen Hintergrund und Markierung liel3e
sich durch Verstarkung der Chromogen-Reaktion bei vorsichtiger Gegenfarbung
des Hintergrundes verbessern. Gleichzeitig ist die Hintergrundfarbung bestmdglich
zu reduzieren.

Da jedoch nicht alle Schnitte, die von verschiedenen Patienten in einer Sitzung
hergestellt wurden, das gleiche Problem zu geringer Kontraste aufwiesen, sind
zusatzlich individuelle Eigenschaften des Gewebes, die sich in einem

unterschiedlichen Farbeverhalten zeigen, anzunehmen. Hierauf geben auch die
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Ergebnisse der statistischen Auswertung mit hochsignifikantem Einfluss der
jeweiligen Einzelbiopsien (Probe[Erkrankung]) einen Hinweis (Tab. 4.6a. —b.).
Aufgrund der beschriebenen individuellen Gewebeeigenschaften erfolgte die
Einstellung der gunstigsten Kontrastwerte der Abbildung fir jedes Praparat neu,
wurde aber innerhalb desselben fiir jede Einzelzahlung beibehalten. Dies galt auch
fur die bei der Detektion festgelegten Farbintensitatswerte fir die Erkennung der
Synaptophysin-Markierungen.

Die jeweils bestmdgliche Bildqualitat wurde vom Auge des Untersuchers
kontrolliert. Hier sind prinzipiell Auswirkungen von Schwankungen in der optischen
Wahrnehmung (Mudigkeit, Dauer der Bildschirmarbeit, Beleuchtung) auf die
Qualitat der Detektion und somit das Ergebnis der Messung denkbar. Derartige
menschliche Einflisse sind jedoch nur unzureichend auszuschalten. Sie stellen

eine weitere Erklarungsmaglichkeit unklarer Befunde dar.

Zahlfelder

Die Auswertung wurde in je sechs Einzelfeldern, begrenzt durch den internen
Zahlrahmen des Systems, vorgenommen. Die Auszahlung des gesamten
Schnittes war aufgrund der stark unterschiedlichen Probengrof3e nicht moglich.
Die kleinsten der Praparate waren gerade grof3 genug, um sechs Zahlfelder pro
Muskelschicht (Ring- bzw. Langsmuskulatur) aufzunehmen. Deshalb wurde die
Anzahl von sechs Feldern auch bei den anderen Schnitten beibehalten, um stets
die gleiche Anzahl Messdaten zu erheben.

Bei den grof3eren Proben wurde die Zahlung moglichst im zentralen Bereich des
Schnittes durchgefihrt und das erste Zahlfeld an der Submukosa-/
Ringmuskulatur-Grenze platziert. Weitere Auswertungen folgten schrag
aneinandergereiht in Richtung Langsmuskulatur (Abb. 3.6.) Dies sollte eine
weitgehende Vereinheitlichung der Auswertung der Schnitte gewahrleisten, was
jedoch nur unzureichend moglich war, da, wie erwahnt, die Praparate hinsichtlich
GroRe und Aufbau (Breite der Muskelschichten) starke interindividuelle

Unterschiede aufwiesen.
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Nicht auszuschliel3en ist eine unbewusste Leitung des Untersuchers von
auffalligen Strukturen, zum Beispiel intensiver gefarbten Arealen, bei der
Platzierung der Zahlfelder, insbesondere da die jeweilige Histologie (Erkrankung)

der Probe bekannt war. Hier sind Mangel in der Objektivitat denkbar.

Es kann hervorgehoben werden, dass die digitale Bildanalyse prinzipiell geeignet
ist, Synaptophysin-markierte Strukturen in Darmbiopsien zu quantifizieren.
Allerdings liegen keine Angaben zur Sensitivitat dieser Methode vor. Zu I6sen war
das Problem einer mdglichst exakten Detektion der Markierungen sowie der

Auswahl zu untersuchender Ausschnitte der Biopsie (Z&ahlfelder).

5.3.10 Stellungnahme zur Statistik

Die statistische Auswertung wurde erschwert durch eine Vielzahl von
Einflussfaktoren, die die Suche nach einem geeigneten mathematischen
Testmodell nicht leicht gestalteten. Diese Einflussfaktoren waren Einzelprobe
(Probe[Erkrankung]), Lokalisation (Ring-/Langsmuskulatur), Schnittrichtung,
Diagnose (Erkrankung). Hinzu kam die vielschichtige Abhangigkeit einzelner
Faktoren untereinander. So konnten von einem Patienten nicht mehrere Proben
mit verschiedenen Diagnosen, wie sie zum Beispiel bei der Betrachtung von
Ubergangssegmenten bei Morbus Hirschsprung vorkommen (z.B. 1.Probe
aganglionar, 2. Probe dysplastisch), bertcksichtigt werden. Derartige Proben
wurden von der Auswertung zugunsten einer eindeutigen Patient-Diagnose-
Zuordnung ausgeschlossen.

Die auswertbaren Proben bildeten schliel3lich eine sehr kleine Stichprobe mit
jeweils sechs Biopsien pro Diagnose. Bei einer derart geringen Anzahl gezogener
Proben ist davon auszugehen, dass einzelne Abweichungen das Messergebnis
wesentlich starker beeinflussen als dies bei einer hdheren Anzahl Proben der Fall

ware. Eine Weiterfihrung der Analyse mit einer grol3eren Stichprobe koénnte
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demnach beobachtete Trends in der Untergruppe Erkrankung, die sich nicht als

signifikant bestatigen liel3en, deutlicher hervorheben oder auch widerlegen.

Insgesamt wurde die statistische Auswertung durch die Vielzahl von
Einflussfaktoren und die sehr kleine Stichprobe erschwert. Fir nachfolgende
Analysen ist vor allem eine Erh6hung der Fallzahlen und die Durchfihrung der

Untersuchungen unter weitgehend standardisierten Bedingungen anzustreben.
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5.4 Perspektiven zur Verbesserung der Methode

Die vorliegenden Untersuchungen widmen sich der immunhistochemischen
Darstellung und Analyse neuromuskularer Verbindungen und Synapsen in

aganglionéaren, dysplastischen sowie regelrecht innervierten Darmbiopsien.

Es wurden Proben von Kindern bis zum Alter von 22 Monaten verwendet. Vor dem
Hintergrund beschriebener Ausreifungsvorgange in dysplastischen
Darmabschnitten hauptsachlich innerhalb des ersten Lebensjahres (60, 68, 89,
99), sind weitere Untersuchungen, die dieses Phanomen gezielt bertcksichtigen,
denkbar. Dies kdnnte zum Beispiel durch die getrennte Analyse von Biopsien von

Patienten unter beziehungsweise tber einem Jahr erfolgen.

Die Proben, die untersucht wurden, wiesen starke interindividuelle Unterschiede
auf. Das schlagt sich schlielich darin nieder, dass ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen den Einzelproben mit definierter Erkrankung
(Probe[Erkrankung]) und den Synaptophysin-Markierungen gefunden wurde.
(4.6a.- b.) Jede Probe weist naturlich individuelle Eigenheiten auf, die sich daraus
ergeben, dass es sich um organisches Material handelt. Es ist kiinftig dennoch
eine moglichst gute Angleichung der Proben anzustreben, zum Beispiel durch die
Herstellung von Gewebeschnitten mit etwa vergleichbarer Grof3e. Dies konnte im
vorliegenden Fall nicht erreicht werden. Die konservierten Gewebeblocke waren in

dieser Hinsicht zu unterschiedlich.

Interessant ware, insbesondere im Hinblick auf die intraoperative Festlegung des
oberen Resektionsrandes, die gezielte Untersuchung von Ubergangssegmenten
bei Morbus Hirschsprung, da hier die zunehmende Normalisierung des
Innervationsmusters beobachtet werden kann. Dies konnte in der vorliegenden

Arbeit nicht umgesetzt werden. Da ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen
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Einzelprobe (Probe[Erkrankung]) und den Synaptophysin-Markierungen besteht

(4.6a.-b.), konnte von einem Patienten nur jeweils eine Probe verwendet werden.

Eine weitere Schwierigkeit bestand in der Bestimmung der Richtung, in der die
Fasern in den Muskelschichten des jeweiligen Praparates angeschnitten waren
(Schnittrichtung). Viele Proben wurden der Untergruppe Schrédg zugeordnet.
Besser ware eine exakte Zuordnung der Muskelschichten zu den Kategorien Quer
beziehungsweise Langs. Dies ware durch die Herstellung von Serienschnitten
denkbar. Hier soll aufgrund der grol3en Anzahl betrachteter Einzelschnitte eine
maoglichst genaue Zuordnung der Gesamtprobe erreicht werden, wie in der

~Stellungnahme zur Schnittrichtung” beschrieben.

Die verwendeten Kryostatschnitte waren insgesamt geeignet fur die Farbung mit
dem konjugierten polyklonalen Antikdrper gegen Synaptophysin (EPOS, DAKO®,
Hamburg). Die Zusammenlegung mehrerer Reaktionsschritte bei derartigen
Antikorpern, einschlief3lich der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und die
Enzymmarkierung kénnte sich jedoch mdoglicherweise ungiinstig auf Sensitivitat
und Spezifitat der Markierung auswirken. Daher ist es sicherlich interessant, in
folgenden Untersuchungen zu prifen, ob die Verwendung einer anderen
Antikorper-Technik, zum Beispiel einer Mehrschritt-Methode, zu verbesserten

Farbeergebnissen fihren kann.

Im Hinblick auf eine weitgehende Standardisierung des vorgestellten Verfahrens
ist beispielsweise an eine gleichbleibende Temperatur im Raum, in dem die
Antikorper-Farbung durchgefuhrt wird, zu denken. Temperaturschwankungen
konnen die Intensitat der Reaktion beeinflussen. Auch die Zeitspanne zwischen
Anfarbung und Auswertung der Schnitte sollte dann stets konstant gehalten
werden, denn mit der Zeit kann es zu einem allmahlichen Abbau der farbigen
Reaktionsprodukte kommen.

Im Antikorper-Konjugat wird im Laufe der Zeit die zugegebene Peroxidase
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umgesetzt. Daher miussten gegebenenfalls nach langerer Lagerung des
Antikorpers dessen Verdinnung geandert oder von vornherein kleine Portionen

der Losung eingefroren werden.

Die Antikorper-markierten Strukturen wurden mit Hilfe eines digitalen
Bildanalysesystems (Quantimet 600, Leica, Bensheim) registriert.

Die Anwendung der digitalen Bildanalyse fur die Erfassung der mit Anti-
Synaptophysin markierten neuronalen Verbindungen in der glatten Muskulatur ist
geeignet, quantitative Angaben tber den Synapsengehalt der Proben zu erhalten.
Die Antikorper-Farbungen der Gefrierschnitte erwiesen sich hierbei grundsatzlich
als durch das Verfahren der digitalen Bildanalyse registrierbar.

Die Detektion der Markierungen sollte immer von ein und derselben Person bei
weitestgehend konstanten Lichtverhaltnissen, unter Umstanden sogar zur gleichen
Tageszeit vorgenommen werden, um Schwankungen in der Detektionsgenauigkeit

ZUu minimieren.

Im Hinblick auf die Auswertung der Daten sind bei weiterfihrenden Analysen
gleiche Gruppengrol3en bei der Gruppe der Erkrankungen anzustreben. Vor allem
aber sollten héhere Fallzahlen erreicht werden. Je geringer die Anzahl gezogener
Proben, desto eher ist davon auszugehen, dass einzelne Abweichungen das
Messergebnis wesentlich stéarker beeinflussen als dies bei einer héheren Anzahl

Proben der Fall wére.

Es sind fur eine Weiterfuihrung der Untersuchungen noch starker standardisierte

Bedingungen wiinschenswert.
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6. Zusammenfassung

In den vorgestellten Untersuchungen wurden Synapsen in der glatten Ring- und
Langsmuskulatur von Kolongewebe bei Morbus Hirschsprung, Intestinaler
Neuronaler Dysplasie (IND) und in gesunden Proben mit einem Antikorper gegen
Synaptophysin (SP) (EPOS, DAKO®) dargestellt. Die so markierten Areale
wurden hinsichtlich ihrer Flache und Anzahl mit einem digitalen Bildanalysesystem
(Quantimet 600, Leica, Bensheim) quantitativ erfasst. Die Auswertung der
gewonnenen Daten erfolgte mittels deskriptiver Varianzanalyse unter dem
Gesichtspunkt der Auswirkung verschiedener EinflussgroRen auf das Ergebnis
der Messungen.

Es sollte geprift werden, ob durch das Verfahren Unterschiede in der
Synapsenanzahl und -verteilung bei den Krankheitsbildern festgestellt werden

kdnnen.

Fur die Art der Innervationsstorung (Erkrankung: aganglionar, dysplastisch bzw.
gesund) konnte kein signifikanter Einfluss auf das Messergebnis nachgewiesen
werden (p = 0,0761 fur SP-Flache, p = 0,18 fur SP-Signale). Das bedeutet, dass
beobachtete Unterschiede im Farbeverhalten der Proben nicht durch den Effekt
Art der Erkrankung erklart werden konnen. Somit sind durch das angewendete
Verfahren keine differentialdiagnostischen Aussagen hinsichtlich Aganglionose

beziehungsweise Intestinaler Neuronaler Dysplasie zu treffen.

Als hochsignifikant abhéangig erwiesen sich Flache und Anzahl der Antikorper-
markierten Strukturen dagegen von den Einflussgrof3en Lokalisation (Ort der
Auswertung, d.h. Ring- bzw. Langsmuskulatur aller drei Innervationsstdérungen
zusammen), Schnittrichtung (Richtung, in der die Fasern in der Probe
angeschnitten worden waren) und Probe[Erkrankung] (d.h. Einzelprobe mit jeweils

definierter Innervationsstorung) (p jeweils <0,0001 fir SP-Flache und -Signale).
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Fiur den Effekt Lokalisation*Erkrankung (Ring-, bzw. Langsmuskulatur getrennt
nach aganglionaren, dysplastischen und gesunden Proben) lie3 sich eine
signifikante Auswirkung auf das Messergebnis fir die SP-Flache feststellen (p =
0,0002), hinsichtlich der SP-Signale konnte mathematisch ein solcher Einfluss

gerade nicht mehr bestatigt werden (p = 0,0599).

Innerhalb der Kategorie Lokalisation wies die Ringmuskulatur bei allen drei
Erkrankungen (aganglionar, dysplastisch, gesund) jeweils eine signifikant hohere
Anzahl neuronaler Kontakte als die Langsmuskelschicht auf. (pagangiiona—=0,0136,
Pinp=0,0002, pgesuna=1,2€-8)

Von den drei Schnittrichtungen waren die Werte fur Flache und Anzahl der
Synaptophysin-Markierungen bei schragem Anschnitt signifikant groRer als bei

quer oder langs getroffenen Proben (p jeweils <0,0001).

Unter der Voraussetzung, dass es sich bei den Antikdrper-Markierungen
zweifelsfrei um Synapsen handelt, ist die vorgestellte Methode geeignet, diese
darzustellen und mit der digitalen Bildanalyse zu registrieren.

Stellt man sich jedoch die Frage, ob differentialdiagnostische Aussagen
hinsichtlich Aganglionose (Morbus Hirschsprung) beziehungsweise IND zu
erhalten sind, so ist dies mit den bislang vorgestellten Untersuchungen und auch
nach dem Wissen aus Vorarbeiten mit immunhistochemischen Methoden zum
jetzigen Zeitpunkt nicht méglich.

Es wurden jedoch mit der hier dargestellten Methode zahlreiche Einflussgréfien
(Lokalisation, Lokalisation*Erkrankung, Schnittrichtung, Probe[Erkrankung])
gefunden, die das Ergebnis der Messungen wesentlich bestimmen. Sie sind

daher bei der Planung weiterer Untersuchungen zu bertcksichtigen.
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