Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg
Fakultat fur Klinische Medizin Mannheim

Dissertations-Kurzfassung

Immunhistochemische Untersuchungen tber Veranderungen der
cholinergen, peptidergen und nitrergen Innervation bei der
intestinalen neuronalen Dysplasie

Autor: Frank Krieger
Einrichtung: IV. Medizinische Klinik
Doktorvater: Priv.-Doz. Dr. H.-J. Krammer

Die intestinale neuronale Dysplasie (IND) wurde 1971 als eine kongenitale Innervationsstérung des
Kolons mit Hirschsprung-ahnlicher Symptomatik beschrieben, deren histopathologisches Korrelat sich
in einer Hyperganglionose mit Riesenganglien (Ganglien mit 7 oder mehr Nervenzellen), einer
zeitweisen, entwicklungsbedingten Plexushyperplasie und gesteigerten Acetylcholinesterase-(AChE)-
Aktivitat des submukdsen Plexus zeigt. Seitdem wird die Existenz dieses Krankheitsbilds als klinisch-
pathologische Einheit kontrovers diskutiert. Es wurden mit dieser Arbeit 10 Darmresektate mit einer
IND und 3 Darmabschnitte ohne Innervationsstorung im Kryostatschnitt vergleichend immun-
histochemisch untersucht. Die Antikdrper richteten sich gegen neuronale und gliale Strukturproteine,
wie Protein gene product 9,5 (PGP 9.5) und S-100 protein (S-100), und gegen insgesamt 5 funktionell
wichtige Transmittersubstanzen. Wir wahlten Acetylcholin (ACh) - durch Cholinacetyltransferase-
(CHAT)-Antikdrper nachgewiesen - und Substance P (SP) als exzitatorische Transmitter, Stickstoff-
monoxid (NO) - durch NO-Synthase-(NOS)-Antikérper nachgewiesen - und Vasoactive Intestinale
Peptide (VIP) als inhibitorische Transmitter und Calcitonine Gene-Related Peptide (CGRP) als
Neuromodulator der gastrointestinalen Sekretion. Zur nachfolgenden Immunfluoreszenzreaktion
benutzten wir FITC-markierte Antikorper, zur Immunperoxidasereaktion Peroxidase-Anti-Peroxidase
(PAP)-Komplex und DAB als farbgebendes Substrat.

In den umfangreichen Vorversuchsreihen wurden Schnittfixierung mit Aceton-, Formalin- und
modifizierter Zamboni-Losung und Ganzgewebsfixierung mit modifizierter Zamboni-Losung
miteinander verglichen. Wir entschieden uns fur die Ganzgewebsfixierung, welche die zuverlassigste
immunhistochemische Darstellung erméglichte.

Durch den Nachweis der Strukturproteine PGP 9.5 und S-100 konnten die histopathologischen
Veranderungen der IND immunhistochemisch bestatigt und differenziert beschrieben werden. Mit Anti-
PGP 9.5 zeigten sich die Hyperganglionose und die Nervenzellen in ihrer neuronalen Struktur; die
Nachweisreaktion von S-100 erlaubte eine hervorragende Darstel-lung der Plexushyperplasie.

Die Nachweisreaktion von CHAT erbrachte fiir die IND-Gruppe eine vermehrte Immunreaktivitat (+++)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (++), was einen erhthten ACh-Gehalt des betroffenen Gewebes
vermuten laRt. Die Beurteilung der Intensitét erfolgte semiquantitativ in 4 Kategorien von (-) wie ,keine
spezifische Antikdrperreaktion erkennbar bis (+++) wie ,stark ausgepragte Antikdrperreaktion“. Die in
Riesenganglien lokalisierten Nervenzellen zeigten sich als CHAT- und NOS-positiv, was auf eine
intakte ACh- und NO-Produktion dieser Zellen schlieBen laRt, es zeigte sich jedoch kein eindeutiger
Intensitatsunterschied der NOS-Reaktion zwischen den beiden Gruppen. Bezlglich der anderen
Transmitter SP, VIP und CGRP zeigte sich in beiden Gruppen ein gleichmaliges Verteilungsmuster,
jedoch keine eindeutigen Intensitatsunterschiede zwischen IND- und Kontrollgruppe.

Somit bestatigt diese Arbeit die histopathologischen Kriterien der IND mit immunhistochemischen
Methoden und stellt dartiber hinaus die Nervenzellen der submukdsen Riesenganglien als Ort der
gesteigerten ACh-Produktion und bezuglich der anderen, nachgewiesenen Transmitter als funktionell
intakte Zellen dar.
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