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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entwicklung der Fragestellung

Fortschritte in der pranatalen Diagnostik sowie der intra- und postoperativen Therapie
neugeborener Kinder haben auch bei Diinndarmatresien dazu gefiihrt, dass die mit der
Korrektur verbundenen Probleme heute wesentlich seltener zu ernsten Komplikationen
filhren. Standen in der Vergangenheit nach der Korrektur intestinaler Atresien
Anastomosekomplikationen mit einer Letalitit von 80 % (Thomas and Carter 1974) im
Vordergrund, sind heute Motilitdtsstérungen des Diinndarmes die Hauptursache
postoperativer Probleme.

Uberwiegend wird davon ausgegangen, dass diese die Folge von
Entwicklungsstorungen im enterischen Nervensystem (ENS) darstellen, die auch im
Rahmen inflammatorischer, infektidser, metabolischer oder neurologischer
Erkrankungen sekundir bedingt sein konnen (De Giorgio and Camilleri 2004); (Di
Lorenzo 1999); (Kapur 2001).

Kiirzlich durchgefiihrte tierexperimentelle Studien zur intestinalen Atresie ergaben
morphologisch nachweisbare Anderungen im Bereich nervaler Strukturen (Nachweis
von hypoplastischen Nervenzellen im Plexus submucosus (PS) und/oder Plexus
myentericus (PM), vollstandiger Verlust von Ganglienzellen im Magen-Darm-Trakt)
(Schoenberg and Kluth 2002); (Parisi Salvi et al. 2004). Morphologische Anderungen
des ENS fanden sich auch bei Untersuchungen an Gewebeproben, die wihrend
Korrekturoperationen bei Diinndarmatresien an Neugeborenen gewonnen wurden
(Masumoto et al. 1999).

Es erscheint einleuchtend, diese Verdnderungen des ENS mit den beobachteten
Motilitdtsstorungen in Verbindung zu bringen, da die neuronalen Strukturen im PS und
insbesondere im PM fiir eine geregelte Darmperistaltik verantwortlich sind.

Wihrend in fritheren Arbeiten (Schoenberg und Kluth 2002) die resultierenden
Anderungen im ENS bei sehr alten Feten untersucht worden waren, fehlen bisher
Untersuchungen zur Entwicklungsdynamik der ENS-Verénderungen.

Uber die morphologischen Verinderungen im zeitlichen Verlauf sind keine Details
bekannt (Berger et al. 1998). Ebenfalls ist unbekannt, ob eine Unterbrechung dieses

Prozesses zu einer Regeneration des ENS fiihren kann.
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Einleitung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, sekundire Verdnderungen des ENS, die sich
wihrend der Entstehung einer Diinndarmatresie einstellen, morphologisch zu
beschreiben. Das ENS soll auflerdem auf eine mdgliche Regenerationsfahigkeit hin,
nach Unterbrechung der eingesetzten pathologischen Verdnderungen, liberpriift werden.

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

Wie wirkt sich die Induktion einer Darmligatur am Hithnerembryo wihrend der
Fetalzeit auf die Entwicklung des ENS aus?

Welche genauen morphologischen Verdnderungen werden im ENS nach der Induktion
der Obstruktion bis hin zur Ausbildung der Atresie im zeitlichen Verlauf beobachtet?
Sind diese Veranderungen reversibel, wenn die Prozesse zur Atresieentwicklung hin

unterbrochen werden?

1.2 Uberblick iiber Aufbau und Gliederung der Arbeit

Zur Beantwortung der oben genannten Fragen wurde ein von Schoenberg und Kluth
etabliertes Tiermodell verwendet. Die Arbeit untergliedert sich in folgende Abschnitte:
a) Im ersten experimentellen Teil werden die pathologischen Verdnderungen des ENS
in der Darmwand im zeitlichen Verlauf am Modell des Hithnerembryos beschrieben.
Durch einen mikrochirurgischen Eingriff am Entwicklungstag 11 wird beim
Hiithnerembryo die Entstehung einer Diinndarmatresie induziert. Im Verlauf kommt es
zunidchst zu einer Dilatation des proximalen Segments. Im weiteren Verlauf bilden sich
Diinndarmatresien in ihren verschiedensten Formen aus, welche makroskopisch den
humanen Darmatresien &hneln.

Mithilfe von immunhistochemischen und histochemischen Nachweismethoden wurden
die pathologischen Verdanderungen im dilatierten proximalen Segment dem distalen,
normo- bis hypotrophen Segment im zeitlichen Verlauf gegeniibergestellt.

Zusitzlich werden transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen
durchgefiihrt, um morphologische Verdanderungen des ENS auf zelluldrer Ebene

nachzuweisen.
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b) Im zweiten experimentellen Teil wird aufbauend auf den zuvor erhobenen Daten
iiberpriift, ob das Losen der Ligatur in ovo nach Fortsetzen der Bebriitung eine

Riickbildung der pathologischen Verhéltnisse im ENS zur Folge hat.

1.3 Einfiihrung in die Atiologie kongenitaler Diinndarmatresien

1) Okkussionstheorie

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts galt die Hypothese, dass es im Rahmen der normalen
Diinndarmentwicklung zu einem voriibergehenden Lumenverschluss (physiologischer
Darmverschluss) durch epitheliale Okklusion kommt. Bildet sich diese im weiteren
Verlauf aufgrund einer fehlerhaften Rekanalisierung nicht zuriick, soll dies zur
Entstehung einer Atresie fithren (Tandler 1900).

2) Atresie infolge ,,fetaler Katastrophen*

Heute wird {iberwiegend angenommen, dass es im Rahmen der Fetalentwicklung zu
mesenterialen Perfusionsstorungen kommt, die sekundér zur Atresie fithren. Ursachen
sind Invaginationen, Volvulus, Inkarzerierungen oder Obstruktion (Spriggs 1912);
(Davis and Poynter 1922).

3) Experimentelle Untersuchungen zur Pathogenese der Diinndarmatresie
Experimentelle Belege, die diese Hypothese starkten, erbrachten Louw und Barnard
(Louw and Barnard 1955) erstmalig durch Versuche an Hundefeten. Barnard gelang es,
durch eine Ligatur von Mesenterialgefd3en in utero Diinndarmatresien zu erzeugen
(Louw 1952). Dabei wurde gezeigt, dass devaskularisite, sterile Darmsegmente sich
entweder in fibrose Stringe umwandeln oder vollig verschwinden (Louw and Barnard
1955).

Aktuell besteht die Vorstellung, dass membrandse Atresien (z. B. im Duodenum, aber
auch im restlichen Diinndarm) am ehesten die Folge einer Okklussion durch
pathologische Proliferation des Darmepithels sind.

Im Gegensatz dazu wird fiir die klassische Diinndarmtresie im Bereich des Jejunum und
Ileum eine vaskulédre Stérung wihrend der Fetalzeit als pathogenetische Ursache
angenommen (Barnard and Louw 1956). Atresien des Duodenums sind haufiger mit

anderen Fehlbildungen und bekannten genetischen Defekten, wie zum Beispiel der

13



Einleitung

Trisomie 21, vergesellschaftet als die des Jejunums oder des Ileums (Safra, Oakley and

Erickson 1976).

1.4 Intestinale Atresien und Stenosen
Im folgenden Abschnitt soll ein kurzer Uberblick iiber die Morphologie, Epidemiologie

und Klassifikation der Diinndarmatresien erfolgen.

1.4.1 Historie

Die erste Beschreibung einer Ileumatresie stammt von Goelle (Goelle 1683) und wurde
1683 in ,,abortus humani monstrosi* als Sektionsbefund publiziert. Erst im Jahre 1889
diagnostizierten Bland und Sutton bereits pridoperativ eine Ileumatresie und versuchten
den Patienten durch eine Operation zu retten. Der Versuch blieb erfolglos. 1911
operierte Fockens erstmals erfolgreich eine Diinndarmatresie; sein Patient konnte spéter
iiber 40 Jahre verfolgt werden (Weisschedel 1953). Der erste Fall einer erfolgreich
operierten Kolonatresie wurde 1947 von Potts (Potts 1947) beschrieben.

Bis in die frithen 50er-Jahre waren die Resultate bei operierten Kindern mit Atresien
und Stenosen distal des Ligaments von Treitz duBerst schlecht. So iiberlebten zum
Beispiel von 52 Patienten des Boston Children Hospital bis 1941 nur neun Kinder
(Evans 1951). Nachdem Nixon 1971 (Nixon and Tawes 1971a) auf die
pathophysiologische Bedeutung des proximalen dilatierten, meist funktionslosen
Darmabschnittes und die Notwendigkeit von dessen ausgedehnter Resektion
hingewiesen hatte, waren in den nichsten Jahren allgemein bessere Operationsresultate
und héhere Uberlebensraten zu verzeichnen (DeLorimier, Fonkalsrud and Hays 1969);

(Halsband and Rehbein 1969); (Handelsman, Abrams and Corry 1963); (Louw 1967).
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1.4.2 Epidemiologie

Die Angaben zur Héufigkeit angeborener intestinaler Atresien schwanken in der
Literatur zum Teil betrdchtlich. Sie treten zurzeit in Mitteleuropa mit einer Frequenz
von 1 : 1500 bis 7000 bei Neugeborenen auf. Eine Studie aus den USA,
Atlanta/Georgia (Cragan et al. 1993); (Safra et al. 1976) spricht von 2,8 auf 10.000
Lebendgeburten. Bei der weillen Bevolkerung betrigt das Verhéltnis 2,4 auf 10.000, bei
der afroamerikanischen Bevolkerung hingegen 3,7 Diinndarmatresien auf 10.000
Lebendgeburten.

Hier ein Uberblick iiber die Verteilung der Atresien im Intestinaltrakt:

Atresien im Magen-Darm-Trakt

Pravalenz / 100.000 Geburten

100

90

80

70

60

50

40 Series]

30

20

10

0
Osophagus Magen Duodenum Jejunum/lleum Kolon Anus

Ashcraft KW (edt), Pediatric Surgery (2006)

Tabelle 1. Haufigkeitsverteilung von Atresien im Intestinaltrakt; Louw 1966,
Kapstadt
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1.4.3 Klassifikation

Kongenitale Defekte der Darmkontinutitdt werden morphologisch in Stenosen oder
Atresien eingeteilt und sind eine der hiufigsten Ursachen fiir neonatale Obstruktion
(Cywes, Davies and Rode 1980); (Louw 1952); (Irving and Rickham 1978); (Grosfeld
1986)). Die erstmalig von Bland und Sutton 1889 (Bland-Sutton 1889) vorgestellte
Einteilung der Diinndarmatresien in drei Typen wurde von verschiedenen Autoren
mehrfach gedndert (Grosfeld and Rescorla 1979); (Lister and Rickham 1978); (Martin
and Zerella 1976), welche sich hinsichtlich ihrer Prognose und therapeutischen
Intervention stark voneinander unterscheiden (Bland-Sutton 1889); (Louw 1959).

In Anlehnung an die von Bland und Sutton beschriebenen Typen wurde die noch heute
gebrauchlichste Klassifikation um die Kategorie Typ IlIb, dem Apple-Peel-
Erscheinungsbild, sowie Typ IV, dem Auftreten multipler Atresien, erweitert (Grosfeld
and Rescorla 1979); (Santulli and Blanc 1961).

Die am weitesten proximal gelegene Atresie determiniert, ob es sich um eine jejunale
oder ileale Atresie handelt. Multipel atretische Darmabschnitte finden sich in 6 bis

21 % der Fille (Cywes et al. 1980); (Louw 1952); (DeLorimier et al. 1969). In den

meisten Fillen handelt es sich jedoch um einzeln betroffene Darmabschnitte.

Stenosen

Stenosen sind definiert als eine lokalisierte Einengung des intestinalen Lumens, ohne
die Darmkontinuitét zu unterbrechen. Das Mesenterium ist intakt. Mikroskopisch zeigt
sich hdufig im eingeengten Anteil eine irreguldre Tunica muscularis mit verdickter Tela
submucosa. Stenosen konnen makroskopisch nicht von der Atresie Typ I unterschieden
werden. Nach Fenestrierung der Darmwand wird bei der Form der Atresie Typl eine
Membran sichtbar, die zu einer Unterbrechung der Darmkontinuitét fiihrt. Bei der

Stenose ist dies nicht der Fall. Die Lange des Diinndarms ist nicht beeintrachtigt.

Atresie Typ I
Hier ist die Darmkontinuitit erhalten, die Passage durch ein oder mehrere
hintereinanderliegende, quergestellte Diaphragmen unterbrochen. Der Darmwandaufbau

ist regelgerecht. Die Membran wird durch die Tunica mucosa und Tela submucosa
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gebildet. Auch bei dieser Form ist das Mesenterium intakt, und die Darmlénge ist nicht

verkiirzt.

Atresie Typ II

Zwei blinde Darmenden werden durch ein fibroses Band bei intaktem Mesenterium
verbunden. Der proximale Darmabschnitt ist immer dilatiert und hypertrophiert tiber
mehrere Zentimeter Lange. Er erscheint hdufig zyanotisch, bedingt durch den dort
vorherrschenden erhdhten intraluminalen Druck. Die Lange des Darmes ist meist nicht

beeintrichtigt.

Atresie Typ Illa

Hier erscheinen zwei blinde Enden, dhnlich wie beim Typ 11, die jedoch nicht an der
Unterbrechungsstelle miteinander verbunden sind. Das Mesenterium weist hier einen
keilféormigen Einschnitt auf, welcher in unterschiedlichen GréB3en vorkommt (Bland-
Sutton 1889); (Davies et al. 1982). Der dilatierte proximale Darmanteil ist meistens
atonisch, und hiufiger kommt es hier zu einer Torsion oder durch den erhéhten Druck
sekundér zu Nekrosen und Perforation. Die Darmlénge variiert, abhéngig von der
intrauterinen Absorption des komprimierten Darmes. Die zystische Fibrose ist oft mit

dieser Form assoziiert.

Atresie Typ IIIb

Diese Form der Atresie, auch Apple-Peel (Santulli and Blanc 1961), Christmas Tree
(Weitzman and Vanderhoof 1966) oder Maypole deformity (Nixon and Tawes 1971b)
genannt, liegt im Jejunum nahe des Treitz-Bandes. Pathognomonisch ist das Fehlen der
Arteria mesenterica superior. Es kommt zu einem signifikanten Langenverlust des
Darmes und einem groflen Defekt im Mesenterium. Der Diinndarm liegt frei im
Abdomen und dreht sich dabei helixartig um eine perfundierte Vene, welche aus der

rechten Kolonarkade gespeist wird.
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Atresie Typ IV

Bei dieser Form handelt es sich um multiple atretisch verdnderte Diinndarmsegmente,
welche aus einer Kombination aus Typ I und III bestehen.

Fiir die klinische Prognose und letztendlich die Mortalitdt spielt das in der
postoperativen Phase hiufig einhergehende Kurzdarmsyndrom eine bedeutende Rolle.

(Mishalany and Kaloustian 1971); (Blyth and Dickson 1969).

Die folgende Abbildung zeigt eine Ubersicht der beschriebenen Atresietypen :

Stenose Atresie Typ |
Atresie Typ Il Atresie Typ lll a
Atresie Typ lll b Atresie Typ IV

Abbildung 1. Schematische Ubersicht bekannter Atresieformen (modifiziert nach
Schweinitz and Ure 2009)

18



Einleitung

Der Verdauungstrakt beim Menschen und beim Huhn, makroskopisch und

mikroskopisch:

1.5 Der Diinndarm beim Menschen

Der insgesamt etwa sechs Meter lange, vielfach gewundene Diinndarm setzt sich aus
drei Abschnitten zusammen: Duodenum, Jejunum und Ileum.

Der erste Abschnitt, das Duodenum, misst bei Erwachsenen ca. 25 cm, liegt
weitgehend retroperitoneal und verlduft um den Pankreaskopf, wo es in der Papilla
Vateri den Gallen- und den Pankreasgang (Ductus pancreaticus Wirsungiani) aufnimmt.
Das Jejunum schlieBt sich an das Duodenum an und geht {ibergangslos ins Ileum tiber,
welches mit der Ileocdcalklappe den Diinndarm abschlief3t. In das Ileum miindet
wiahrend der Embryonalzeit der Ductus omphaloentericus, der eine Verbindung
zwischen Dottersack und Darm darstellt (Fleischhauer und Drenckhahn 1994).

Der Diinndarm liegt in gefalteten Schlingen im zentralen Teil der Bauchhdhle und

ist, bis auf Teile des Duodenums, mit einem Mesenterium an der hinteren Bauchwand
aufgehdngt. An drei Seiten wird er vom Kolon eingerahmt. Das Mesenterium ist eine
facherartig ausgebreitete Gewebeschicht, die den Diinndarm mit Blutgeféf3en versorgt
und ihm ausreichend Bewegungsfreiheit in der Bauchhohle ermdoglicht.

Im Diinndarm gelangen Nahrstoffe iiber Epithelgewebe, das Korperober- und
Innenfldchen bedeckt, in den Organismus. Die Venen des Diinndarms fiihren ebenso
wie die meisten Magen- und Dickdarmvenen nicht direkt zum Herzen, sondern miinden
in der Pfortader. Diese transportiert das néhrstoffreiche Blut in das Lebergewebe, und
von dort aus gelangt es zuriick in den Blutkreislauf. Die Hauptaufgabe ist die
Resorption von iiber die Nahrung aufgenommenen Substanzen und Wasser.

Der Diinndarm wird mit arteriellem Blut aus der Arteria mesenterica superior versorgt.
Hiervon zweigt die Arteria ileocolica ab, die sich weiter in Arteria cecalis anterior und
posterior sowie Arteria appendicularis und verschiedene Eingeweidearterien aufteilt, die
Ileum und Jejunum versorgen (Arteriae ileales und Arteriae jejunales).

Jejunum und Ileum sind von Omentum majus iiberzogen, iiber das sie mit Nerven, Blut-
und Lymphgefdfien in Verbindung stehen.

Die Darmwand hat einen vierschichtigen Aufbau, mit Tunica mucosa, Tela submucosa,

Tunica muscularis und Tunica serosa/Adventitia.
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Die Tunica mucosa besteht aus drei Bléttern, der Lamina epithelialis, der Lamina
propria und der Lamina muscularis mucosae. Die Tunica muscularis hat zwei Blétter,

eine innere Ring- und eine duflere Langsmuskelschicht.

1.6 Der Diinndarm beim Huhn

Das Huhn (Gallus gallus domesticus) gehort zur Klasse der Vogel und verfiigt tiber
einen im Vergleich zu den Séugetieren zu unterscheidenden Verdauungstrakt.

Der Magen wird in drei anatomisch unterschiedliche Strukturen eingeteilt: Kropf,
Driisen- und Muskelmagen. Da Vogel einen sehr hohen Stoffwechsel haben, benttigen
sie eine kontinuierliche Energiezufuhr. Im Kropf wird die aufgenommene Nahrung
zwischengelagert, sodass die harten Korner eingeweicht werden, um dann leichter
gemahlen und verdaut werden zu kénnen. Der Kropf steuert ebenfalls die Entleerung
der Nahrung in den Magen und reguliert den pH-Wert des Futters, damit die
Verdauungsfermente des Driisenmagens die Verdauung des Futters bewirken konnen.
Im Anschluss gelangt die eingeweichte Ingesta in den Driisenmagen. Dort werden
Enzyme zugesetzt und die Aufspaltung der Néhrstoffe begonnen. Da bei den Vogeln die
Zihne fehlen, miissen kleine Steinchen mit der Nahrung aufgenommen werden, die sich
im Muskelmagen sammeln. Das Futter, das vom Driisenmagen in den kréftigen
Muskelmagen gelangt, wird mithilfe der kleinen Steinchen zermahlen, sodass die
Oberfldche des Futters vergrofert wird und die Verdauungsenzyme effektiver das Futter
zersetzen konnen.

Der Darm der Vigel unterscheidet sich von dem der Sdugetiere, da der Darm im
Verhiltnis zur Korperldange deutlich kiirzer ist. Im Zwolffingerdarm ist nur ein Teil der
Driisen angelegt, die bei Sdugetieren iiblich sind. Wie auch beim Sdugetier enden
Gallen- und Pankreassekret im Duodenum. Der jejunoileale Anteil ist in Wandaufbau
und Enzymaktivitét, bis auf eine deutlich verkiirzte Lénge, im wesentlichen
vergleichbar. Auch hier miindet wihrend der Embryonalzeit der Ductus
omphaloentericus in den Ileumanteil. Beim Dickdarm zeigt der Blinddarm eine
Kuriositéit. Im Gegensatz zu den Sdugern ist dieser doppelt ausgelegt. Beim Huhn
erreicht der Blinddarm ein erhebliches Ausma@.

Die im Blinddarm anséssigen Bakterien tragen zur Verdauung der Zellulose bei. Das

recht kurze Kolon, das eher als Rektum fungiert, endet im Gegensatz zu den
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Sdugetieren in der Kloake, in die auch Eileiter und Harnleiter der Gefliigeltiere
einmiinden. Histologisch wird der Darm, vergleichbar mit dem Menschen, in eine

Vierschichtung bestehend aus Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis und

die Tunica serosa/Adventitia eingeteilt.

lleumn

Kloake

Colon

Gallenblase

Leber Pankreas

Abbildung 2. Schematischer Aufbau des Intestinaltraktes beim Huhn (modifiziert
nach Koénig 2008)

Huhn
Die Darmlénge eines erwachsenen Huhns betrdgt ungefiahr das Fiinf- bis Sechsfache der
Korperliange. Die Grof3e eines ausgewachsenen Huhns der Rasse White Horn Leg ist in

etwa 30 cm, somit hat der Diinndarm eine Lange zwischen 150 und 180 cm.

Die einzelnen Abschnitte des Magen-Darm-Traktes bei einem 11 Tage alten
Hiithnerembryo haben in etwa Lingen von:

Duodenum: 200 mm

Jejunum/Ileum: 1100 mm

Caecae: 100 mm

Rektum/Cloaca: 100 mm
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1.7 Das enterische Nervensystem (ENS)

Das ENS ist mit mehr als zehn Millionen Nervenzellen die grofite Ansammlung von
Neuronen auBBerhalb des Zentralnervensystems beim Menschen (Krammer 1997). Es
erstreckt sich vom Oesophagus bis zum Anus entlang des Gastrointestinaltrakts,
einschlieBlich der Gallenblase, des Gallenganges und des Pankreas, und weist in jedem
Darmabschnitt einen dhnlichen Aufbau auf. Neben dem sympathischen, dem
parasympathischen Nervensystem und dem Nervengeflecht der ICC stellt es eine
weitere Komponente des autonomen Nervensystems dar, welche im komplexen
Zusammenspiel die Darmperistaltik reguliert (Krammer 1997).

Das ENS des Menschen besteht aus dem PM und dem PS, welcher noch mal in drei
separate Plexus unterschieden wird.

Der innere Plexus submucosus, auch Meissner genannt, liegt unterhalb der Tela
muscularis mucosae. Der duflere PS (Schabadasch oder Henle) grenzt direkt an die
zirkuldre Muskelschicht an und bildet gemeinsam mit dem PM (Auerbach-Plexus
genannt) die drei Hauptansammlungen von Perikarien und deren Verflechtungen
untereinander. Zwischen dem inneren und dufleren PS befindet sich eine dritte
Ansammlung von Perikarien, welche als intermittierender PS beschrieben wird
(Schemann and Neunlist 2004); (Hoyle and Burnstock 1989).

Das ENS beinhaltet sensorische und motorische Neurone und dazwischen gelegene
Interneurone, wovon die meisten Neurone nicht direkt vom zentralen Nervensystem
innerviert werden (Krammer 1997). Die Funktion des parasympathischen und
sympathischen Nervensystems besteht in Bezug auf das ENS aus einer Modulation.
Schon im Jahre 1921 wurde von Langley der Begriff des ,,Enteric Nervous System*
geprigt, der sich erst in den letzten Jahrzehnten allgemein durchgesetzt hat (Krammer
1997).

Die Morphologie der Plexus ist speziesabhingig. Schon 1896 wurde von Dogiel
begonnen, verschiedene Ganglienzelltypklassifikationen zur erstellen (Dogiel 1896).
Diese Arbeiten setzen sich mit Stach und Brehmer (Brehmer, Schrodl and Neuhuber
1999) bis heute fort. In der neueren Zeit wird neben der reinen morphologischen
Beschreibung zumeist mithilfe von Versilberungen, histochemischen und
immunhistochemischen Methoden versucht, funktionelle Erkenntnisse iiber die

Neuronen der Plexus und ihre unterschiedlichen Ganglienzelltypen zu erlangen (Stach
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1981); (Stach 1980); (Brehmer et al. 1999). Die folgende Abbildung, iibernommen aus
dem Netter-Atlas flir Anatomie, zeigt die Lokalisation des inneren Plexus (Meissner)

sowie des duBeren Plexus (Auerbach) im schematischen Wandaufbau.

Mesenterium

Aterienaste
und

begleitende
Nervenaste . ‘l " )
7 1 'l Plexus myentericus

\ “ ” | (Auerbach)
) ‘u

Plexus submucosus
(Meissner)

o Peritoneum
2%\ vuscerale
v, '
N Tela
— subserosa

Tunica muscularis,
stratum longitudinale

Tunica
mucosa

Tela Tunica muscularis,
submucosa stratum circulare

Abbildung 3. Schematischer Darmwandaufbau mit Lokalisation des ENS (Netter
2005)
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1.8 Die interstitiellen Zellen von Cajal (ICC)

In enger Beziehung zum ENS findet sich ein Geflecht, das zwischen Nerven und
Muskulatur liegt und von interstitiellen Zellen gebildet wird. Diese Zellpopulation
wurde nach ihrem Entdecker, dem spanischen Neuroanatom Ramon Santiago y Cajal
benannt (Cajal 1893), der die intramuralen Zellen als primitive Neurone bezeichnete.
Bereits 1914 vermutete Keith, damals nur anhand von spérlichen Belegen, hinter diesen
Zellen ein Schrittmachersystem der Darmwandmuskulatur (Thuneberg 1999), was erst
in den letzten Jahren als wissenschaftlich gesichert gilt (Huizinga et al. 1995);
(Thomsen et al. 1998); (Horowitz, Ward and Sanders 1999).

Durch komplexe Interaktion mit dem ENS spielen die ICC eine wichtige Rolle in der
Vermittlung intestinaler Motilitdt (Thuneberg 1999); (Lecoin, Gabella and Le Douarin
1996).

Die Interaktion zur Erzeugung einer effizienten Peristaltik findet nicht nur zwischen den
gangliondren Nervengeflechten, sondern auch im Zusammenspiel mit den ICC und der
glatten Muskulatur statt. Die aus mesenchymalen Vorlduferzellen eingewanderten
Zellen sind in der Lage, neuronale Stimuli auf glatte Muskelzellen zu iibertragen und so
genannte ,,slow waves® zu generieren, die ihrerseits rhythmische Segmentationen des
Darmes auslosen (Thuneberg 1999). Sie gehoren zur Familie der glatten Muskelzellen.
Bisher wurden sie im Osophagus, Magen, Diinn-, Dickdarm und Rektum nachgewiesen.
Durch die Entdeckung, dass Cajal-Zellen die Rezeptortyyrosinkinase c-Kit (CD 117)
exprimieren, konnten in den letzten 10 bis 15 Jahren grof3e Fortschritte zum Verstindnis
der ICC gewonnen werden, da sie so mittels Antikérpernachweis spezifisch angefarbt
werden konnen (Burns 2007). Morphologische Studien mittels TEM haben gezeigt, dass
zwischen phénotypisch unterschiedlichen ICC eine unterschiedliche Aktivitét
differenziert werden kann.

Vereinfacht kann man sagen, dass die Zellen, die mit dem PM interagieren, die Motilitét
regulieren, indem sie als Schrittmacherzellen fungieren, wihrend die intramuskuléren
ICC die nervalen Signale des ENS auf die glatte Muskulatur iibertragen (Ward,
McLaren and Sanders 2006).
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2 Materialien

2.1 Mikrochirurgische Instrumente

Metallsdgeblatt
ler-Kaniile

Stumpfe Pinzette
Splitterpinzette
Anatomische Pinzette
Nadelhalter
Mikroschere

2.2 Laborgerate

Brutschrank
Gefriermikrotom
Paraffinschneidegerit
Pipettierhilfe
PH-Meter
Magnetriihrer
Kaltlichtstrahler
Mikroskop
Mikroskop
Mikroskop
Lichtmikroskop
Trimmgerét

Kamera
Paraffineinbettautomat
Dewargefal3
Stickstofftank
Gefriertruhe —80 °C
Gefriertruhe —20 °C

Fine Science Tools
Fine Science Tools
Fine Science Tools
Fine Science Tools
Fine Science Tools
Fine Science Tools

Fine Science Tools

Sanyo (MCO- 20-AIC)
SLEE Mainz (MTE, B 6000200)
Microm (MM 400)
Eppendorf instruments
Mettler Toledo (MP 220)
Heidolph (MR 3001 K)
Olympus (FLQ 85 E)
Olympus (SC 40)
Olympus (SCH Makro)
Olympus (BX 60)
Olympus (CH 40)

Stemi (DV4)

Color View

Microm (AP 280- 2)
Neolab

Harsco cryogenic products
Hareus

Liebherr
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Wiérmeschrank

Autoklave

Schleifgerit

Mikrotom

Mikrotom
Transmissionselektronenmikroskop

Diamantmesser

2.3 Verbrauchsmaterialien

Faden

Objekttriger
Pipettieraufsitze 2/5/10 ml
Fliissiger Stickstoff
Einmalhandschuhe

Einbettungsbehilter

Kryozellbox
Einbettmedium
Pilzprophylaxe
Versiegelung/Entelan
Platindsen
Rasierklingen

Schlitztrager

2.4 Chemikalien

Histochemie

Acetylcholinjodid
Aqua dest
Natriumcitrat

Kupfersulfat

Hareus

Wolf

Proxxon

Leica (RM 2065)
Reichert- Jung (Ultracut)
Philips (CM 100)

Histo Diatome/Ultra Diatome

Ethicon (Stérke: 9-0)
Assistent (Superfrost/Plus)
Sarstedt

Hartmann
Polysciences,

INC. (PEEL-A-WAY)
Neolab

Sakura (Sakura)
Neolab (Bad stabil)
Merck

Plano

Invateck (Prep Blades)
Plano (200 Mash)

Fluka

Baxter
Merck
Merck
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Kaliumferricyanid
Essigsédure
Formaldehyde
Phosphatpuffer
Meyers Hamalaun
Xylolersatz

Eukitt

Versilberung nach Spéthe

Paraffin

Ethanol unvergéllt
Isopropanol
Silbernitrat
Formol
Natriumchlorid
Phosphatpuffer
Ammoniak
Natriumthiosulfat
Essigsédure
Paraformaldehyde
Pikrin

Rothistol

Entelan

Semidiinnschnitte

Natrium-dihydrogen-phosphat Monohydrat
Di-Natrium-hydrogen-phosphat Heptahydrat
Saccharose

Glutaraldehyd 25 %

Osmiumtetroxid

Merck
Merck
Merck
Merck
Roth

Vogel
Roth

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck
Fluka
Merck
Fluka
Merck
Vogel
Merck

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

27



Materialien

Glycidether 100 Serva
2-Dodecanylsuccinic acid anhydride Serva
Methylnadic anhydride Serva
2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol Serve
unvergéllter Alkohol Merck
Propylenoxid Serva
Aqua dest Baxter
Azur2 1 % Merck
Natriumkarbonat Merck
Fuchsin Chroma
Methylenblau 1 % Merck
Crystal Mount Biomeda
Elektronenmikroskopie

Uranylacetat 1 % Merck
Blei-II-Nitrat Merck
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck
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3 Methoden

3.1 Operative Technik

Fiir die Versuche wurden befruchtete Eier der Rasse White Leghorn (Lieferant:
Lohman; Cuxhaven) verwendet. Diese wurden bei 37,5 °C und 85 % Luftfeuchtigkeit
in einem Brutschrank, ohne zu wenden, horizontal liegend inkubiert. Am embryonalen
Entwicklungstag 11 erfolgte die Operation. Zuerst wurde das Ei mit einem
Kaltlichtstrahler durchleuchtet, um die Position der Luftblase, der Allantois und des
Dottersacks zu erfassen. Unbefruchtete oder abgestorbene Eier konnten mit dieser
Methode erkannt und ausgesondert werden. Die Luftblase wurde in ihrer Ausdehnung
auf der Eierschale eingezeichnet. Das Operationsfeld wurde so markiert, dass der
Abgang der Umbilikalgefa3e aus der Allantois in der Mitte eines Rechtecks zu liegen
kam. Mit dem Blatt einer Metallséige wurde ein kreuzformiges Loch in die Mitte der
Schale iiber der Luftblase gesdgt und spiter mit einer Kaniile die darunter liegende
dullere Eihaut durchstoBen. Jetzt wurde vorsichtig an der vorher markierten Stelle ein
rechteckiges Loch gesdgt. Dabei war besonders darauf zu achten, dass es zu keinen
Rissen in der Eierschale und keinen Verletzungen der darunter liegenden Eihaut kam.
Diese namlich fiihrten unweigerlich zu heftigen Blutungen aus den Kapillaren der unter
der Eihaut gelegenen Allantois und damit zum Scheitern aller weiteren Schritte. Mit
einer feinen Pinzette wurde dann die entstandene rechteckige Scherbe entfernt. Gelang
es nicht, die Scherbe in toto zu entfernen, wurden die iibrigen Splitter mit einer
Splitterpinzette unter dem Priaparationsmikroskop entfernt und der Staub mit reiner Luft
weggeblasen. Mit einer Pipette wurde dann ein Tropfen steriler Locke-Losung
(Zusammensetzung siehe unten) auf die frei liegende Eihaut getropft und mit einer
Splitterpinzette nur die duBere Schicht der Eihaut perforiert. Die Fliissigkeit verteilte
sich daraufhin in dem Kapillarspalt zwischen den beiden Eihduten und ermoglichte
damit die Trennung der beiden Schichten. Durch das Perforationsloch konnte nun Luft
in den Spalt dringen, sodass der Inhalt des Eies, der Schwerkraft folgend, nach unten
sackte und den Raum der Luftblase ausfiillte, aus der die Luft tiber das oben erwéihnte
Loch entweichen konnte. Die jetzt frei hingende duBere Eihaut wurde vorsichtig von

der unteren getrennt und vom Rand der Eierschale geldst.
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Nachdem jetzt die innere Eihaut freigelegt war, wurde der kapillare Gefd3baum
sichtbar. Mit einer Mikroschere wurde die Eihaut in der Nihe eines Kapillarastes scharf
durchtrennt und hierdurch, moglichst ohne Blutung, die Amnionhohle erdffnet.
Abbildung 4 soll einen schematischen Uberblick iiber die anatomischen Verhiltnisse

des Operationsgebietes geben.

® Embryo Luftblase ® Albumin Darm
@® Nabelbruch @® Dottersack ® Chorion
Amnionhdhle Allantois @® Eierschale

Abbildung 4. Schematische Darstellung der verschiedenen Membranen in Bezug
zum Hiihnerembryo (modifiziert nach Tibboel 1979)

(1) Embryo; (2) Amnionhohle; (3) Dottersack; (4) Albumin; (5) Nabelbruch; (6)
Luftblase; (7) Allantois (8) Chorion (9) Eierschale mit duf3eren und inneren Membranen
(10) Darm

Anhand der GefaBaufzweigungen wurde der Abgang der Chorda umbilicalis aufgesucht
und entlang der Gefédlle abwérts préapariert, da zu diesem Zeitpunkt wihrend der
Vollziehung des physiologischen Nabelbruchs der Darm auf3erhalb des Embryos liegt

und somit leicht zu identifizieren ist.
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Abbildung 5. Einsicht in das Operationsgebiet nach Eréffnen der Amnionhéhle
Der Diinndarm in Héhe jejunoilealer Ubergang befindet sich am 11. Entwicklungstag,
wahrend Vollzug des physiologischen Nabelbruches, aufierhalb der Bauchwand.
(Standbild Videodokumentation)

Die Ligatur wurde mit einem Propylen-9-0-Faden in Hohe des jejunoilealen
Uberganges circa 8 cm distal des Ductus omphaloentericus nach Austreten des Darms

aus der Bauchhohle indiziert.

Abbildung 6. Fotodokumentation der induzierten Ligatur am Entwicklungstag 11
Entscheidend ist, dass der Faden gleichmaRig zirkuldr um die Darmwand herum
anliegt, ohne diese dabei zu verletzen oder das Lumen komplett zu verlegen.
(Standbild Videodokumentation)
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Anschlieend wurde das Ei mit Parafilm verschlossen, nachdem zum Ausgleich des
geschitzten Fliissigkeitsverlustes einige Tropfen Locke-Ldsung in das Ei gegeben
wurden und die Bebriitung je nach gewlinschtem Zeitraum bis maximal zum
embryonalen Entwicklungstag 19 mit verschlossener Wunde nach oben fortgesetzt
werden konnte. Erfahrungsgemél schliipft das Hiihnchen zwischen Tag 21 und 22.

Das Uberleben der Embryonen war nur gegeben, wenn die Operationszeit deutlich
weniger als zehn Minuten betrug.

Die tégliche Pflege beinhaltet das Durchleuchten der Eier, um tote oder ausgetrocknete
Embryonen zu erkennen. Die zu trockenen Eier wurden aufgeschnitten und mit etwa 1
ml Locke-Losung aufgefiillt und wieder verschlossen. Von besonderer Bedeutung war
die Erkennung infizierter Eier, da von diesen ausgehend sich schnell eine Infektion, vor
allem durch Pilze, auf alle anderen Eier des Brutschrankes hin ausbreiten konnte.

Fiir die Versuchsreihe 2 wurde die Ligatur am dritten postoperativen Tag, nachdem sich
der Darm sichtbar unter dem Lichtmikroskop dilatiert hatte, durch einen zweiten
operativen Eingriff mithilfe einer Mikroschere eingeschnitten und, ohne die Darmwand
zu verletzen, entfernt. Auch hier erfolgte nach erfolgreich durchgefiihrter
mikrochirurgischer Intervention die Bebriitung, wie oben beschrieben, bis maximal zum

Tag 19.

Kontrollen:

Als Kontrollen dienten Embryonen, welche in gleicher Weise wie oben beschrieben
bebriitet wurden und an welchen, ohne vorangehende Eréffnung der Eierschale, die
Entwicklung der vorherrschenden Verhiltnisse am gesunden Embryo an den
Entwicklungstagen 11 bis 19 studiert werden konnte. Die Sham-operierten Eier
durchliefen ebenso wie die Versuchsreihen 1 und 2 die Er6ffnung der Eierschale am
Entwicklungstag 11. Mithilfe der Pinzette wurde der Darm bertihrt, ohne die Ligatur zu
induzieren und anschlieBend die Offnung mit Parafilm verschlossen.

Locke-Losung:

NaCl 4,4553 ¢

KCl1 0,2103 g

CaCl2-2H20 0,1569 ¢

Ad 500 ml Aqua dest.
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3.2 Versuchsaufbau

Fiir den mikrochirurgischen Eingriff wird, um quantitativ und qualitativ hochwertige
Ergebnisse zu erhalten, eine hohe Anzahl an operierten Hithnerembryos benétigt.
Beriicksichtigt werden muss, dass nur 30 % der operierten Versuchstiere iiberleben.
Dieses Ergebnis entspricht den Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen, die mit dem
Modell Hithnerembryo gearbeitet hatten.

Fiir die Versuchsreihe 1 wurden 10 Embryonen fiir jeden folgenden Entwicklungstag
(ED), ab dem Tag 12 bis Tag 19, dekapituiert und Gewebeproben wie unten
beschrieben fixiert, um sie fiir die ausgesuchten Féarbetechniken weiterzubearbeiten. Fiir
die Versuchsreihe 2 wurden 5 Eier ab Tag 16, nachdem der zweite operative Eingriff
erfolgreich an Tag 15 durchgefiihrt werden konnte, fiir jeden folgenden
Entwicklungstag bis Tag 19 getotet und Gewebeproben entnommen (Abbildung 7).

Ligatur

ED1T 12 13 14 15 16 17 18 19
Serie 1 1+ttt — X

10 Eier pro Tag
Insgesamt 80

Serie 2 I 1 i i l f i i ' > a

5 Eier pro Tag
Insgesamt 20

Kontrolle I i i i i i i i i 4 a

5 Eier pro Ta
Insgesamt 4

sh I | I ! | | ] ] ] > a
am

5 Eier pro Ta
Insgegamt 4%

Abbildung 7. Schematischer Versuchsaufbau
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3.3 Aufarbeitung der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden aus dem proximalen dilatierten oralen Segment und dem
distalen, normo- bis hypotrophen, anoralen Segment entnommen (Abbildung 8) und
prépariert. Es wurde darauf geachtet, Abstand zu beiden Seiten der Atresie einzuhalten.
Das Gewebe zwischen A und a wurde auf das Vorhandensein einer Membran, zur
Unterscheidung zwischen einer Stenose oder einer Atresie Typ I hin untersucht, da sich
diese makroskopisch nicht voneinander unterscheiden

lasse

2 B A
a b o
5mm 5mm 5mm 5mm 5mm 5mm
A proximal Semidunnschnitt / Elektronenmikroskopie a distal Semidiinnschnitt / Elektronenmikroskopie
B proximal Acetylcholinesterase b distal Acetylcholinesterase
C proximal Versilberung / Immunhistochemie ¢ distal Versilberung / Immunhistochenie

Abbildung 8. Gewebeprobenentnahme schematisch

- -

. it 3
Abbildung 9. Gewebeprobenentnahme fotodokumentiert
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In gleicher Weise wurde bei den gesunden nicht operierten Kontrolltieren verfahren.
Das Gewebe wurde hier ebenfalls circa 8 cm distal vom Ductus omphaloentericus
entfernt, am Ubergang von Jejunum ins Ileum entnommen. Das so gewonnene Gewebe
wurde fiir die verschiedenen histologischen Untersuchungstechniken unterschiedlich

fixiert und eingebettet.

Acetylcholinesterasefarbung

Gewebeproben wurden in Einbettgefdle mit Kryoprotektivum gegossen und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die so gewonnenen Proben konnten
nun bis zur Weiterbearbeitung bei -80 °C zwischengelagert werden.

Von den Blocken wurden mithilfe eines Gefriermikrotoms bei etwa —15 °C 8 um dicke
Schnitte angefertigt und jeweils ein Schnitt auf einen mit Polylisin beschichteten

Objekttrager aufgetragen und luftgetrocknet.

Die verschiedenen Férbeschritte wurden wie folgt durchgefiihrt:
Die mit dem Darm beschichteten Objekttrager wurden in die Inkubationslosung
eingetaucht und nach dem unten beschriebenen Inkubationsverfahren gefarbt.

Inkubationsldsung:

0,1 M Phosphatpuffer 53 ml

0,1 M Natriumcitrat 4 ml

0,03 M Kupfer-II-Sulfat 8§ ml

Aqua dest. 8 ml

0,005 M Kaliumhexacyanoferrat 8§ ml
Acetylcholiniodid 40 mg

Die Losung wird auf pH 6,0 eingestellt und dann auf 37 °C erwarmt.
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Inkubationsverfahren:

Kryoschnitte 30 min lufttrocknen

Schnitte 5 min in 4 % Formalin bei Raumtemperatur inkubieren
2-mal in Aqua dest. waschen

Inkubieren in der frisch angesetzten Inkubationslosung fiir etwa 90 min bei
Raumtemperatur

2-mal in Aqua dest. spiilen

Blduen mit Meyers Hamalaun fiir 30 sec

Gut spiilen in Aqua dest.

Eindecken in Eukitt

Schnitte lufttrocknen bis zum néichsten Tag

Eindecken mit Entellan und einem Deckglidschen

Versilberungstechnik nach Spathe

Fixierung
Die gewonnenen Gewebeproben wurden fiir die Anfertigung von Paraftinschnitten in
kiinstlich gealterter Bouin-Losung (Spaethe 1991) fixiert.

Kiinstlich gealterte alkoholische Bouin-Losung (aBaa):

Formol 40 % 5 ml
Ethanol 96 % 25 ml
Essigsdure 100 % 5 ml
Ethylacetat 5 ml
Diethoximethan (Formaldehyddiethylacetat) 15 ml
Pikrinsiure 0,5 g
Aqua dest. 45 ml
Einbettung

Das Gewebe wurde erst in 70 % Ethanol, dann in einer aufsteigenden 2-Propanol-Reihe
gewaschen und anschlieend in Paraffin eingebettet. Die entstandenen Paraffinblocke

konnten nun bis zur weiteren Verarbeitung im Kiihlschrank beliebig lange
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zwischengelagert werden, ohne Qualititseinbu3en im weiteren Verfahren befiirchten zu
miussen.

6 wm dicke Schnitte wurden mithilfe eines Mikrotoms angefertigt, auf mit
Chromalaungelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und nach folgendem

Protokoll versilbert:

Stammldsung

20 % AgNOs in Aqua dest. (29 g AGNOs + 80 g H,0)

10 % AgNOs in Aqua dest. (10 g AgNO; +90 g H,O)

9 % Na,Cos in Aqua dest. (9 g Na,CO; +91 g H,0)

10 % Formol (10 % HCHO) in 0,05 M Phosphatpuffer pH 6,6-6,8
1 % Formol (10 %HCHO) in 0,05 M Phosphatpuffer pH 6,6—6,8
0,6 % NaCl in Aqua dest. (6 g NaCl+99 g H,0)
Leitungswasserersatz: 10 ml 0,6 % NaCl + 1 ml Phosphatpuffer pH 7 +989 ml
Aqua dest.

33 % Ammoniakldsung, reinst, bei 5 °C gelagert

Pyridin, reinst

5 9% Na,S,0; in Aqua dest. (5 g Na,S,03 + 95 g H,0)

Vorbehandlung

Entparaffinieren in Xylol 3-mal 10 min

Absteigende Ethanolreihe bis Aqua dest. Pyridin, reinst 12-24 h

Spiilen in Aqua dest. (4- bis 5-mal), bis der Pyridingeruch verschwunden ist
Stammldsung 4 fiir 2 h

Spiilen in Aqua dest. (4- bis 5-mal)

Einstellen der Schnitte in Aqua dest. 1 h
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Féarbung

Vorwérmen der Stammlosung 1 auf 60 °C

Einstellen der Schnitte aus dem Aqua dest. in die vorgewarmte Stammlosung 1 fiir
15 min Spiilen der imprégnierten Schnitte Aqua dest. je 5 sek, 3-mal Leitungswasser je
5 sek, einstellen in Aqua dest. fiir 1 min

Aqua dest ablaufen lassen. Schnitte in trockenen Firbetrog einstellen

Entwickler durch Zufiigen von 1,5 ml Stammldsung 5 starten

Den gestarteten Entwickler tliber die Schnitte gieBen; Entwicklungszeit ca. 10 min
Spiilen

In Stammlosung 10 fiir 5 min

Waissern in Aqua dest. fiir 10 min

Aufteigende Ethanolreihe, 3-mal Xylol

Eindecken mit Entelan und einem Deckglidschen

Semidiinnschnittechnik

Fixierung

Die Gewebeprobe sollte so schnell wie moglich in ein Glas, mit2 ml 3 %igem
Glutaraldehyde versetzt, fiir 30 min gegeben werden. Anschlieend das Glutaraldehyde
in ein Schilchen unter dem Abzug abgieBen und 0,2 M Phosphatpuffer auf die
Gewebeprobe giellen, sodass das Gewebe groBziigig bedeckt ist. Die Probe sollte
mindestens zwei Stunden, maximal eine Woche im Kiihlschrank zur Weiterverarbeitung

aufbewahrt werden.

Herstellung von 0,2 M Natriumphosphatpuffer

5,52 g Natrium-dihydrogen-phosphat Monohydrat und

42,88 g Di-Natrium-hydrogen-phosphat Heptahydrat in 1000 ml Aqua dest. 16sen und
6,84 g Saccharose in 100 ml 0,2 M Natriumphosphatpuffer 16sen
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Herstellung von 1 % Osmiumbromid

1 g Osmiumtetroxid in 50 ml Aqua dest. fiir min. 24 h 16sen

Entwésserung und Einbettung

Puffer in Schéilchen abgieflen

1 ml Saccharose hinzupipettieren

I ml Osmiumbromid hinzupipettieren unter der Abzugshaube

mit einem Deckel fest verschlie3en, durchschiitteln, und fiir 90 min im Kiihlschrank
ruhen lassen

In der Zwischenzeit erfolgt die Zubereitung des Glycidether 100 fiir die Einbettung

Stammldsung A: 77 ml Glycidether 100
125 ml 2-Dodecananylsuccinic acid anhydride
(DDSA)

Stammldsung B: 100 ml Glycidether 100

89 ml Methylnadic anhydride (MNA)
Gebrauchslosung: 4 Teile Losung A + 6 Teile Losung B
+ 2 % Accelerator (2,4,6-Tris(dimethyl-
aminomethyl)phenol
Mithilfe eines Glasspatels in einem Glasgefa3 gut verriihren und 1 ml Accelerator
hinzugeben. Erneut gut umriihren, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind, und unter der
Abzugshaube stehen lassen.
Osmiumbromid abgieen und mit der Entwiasserung beginnen
35 % Alkohol 10-15 min
50 % Alkohol
70 % Alkohol
96 % Alkohol
100 % Alkohol
100 % Alkohol
Propylenoxid 15 min
das zubereitete Glycidether in zwei Portionen aufteilen
Gléaschen 1 wird am Schluss fiir die Einbettung benotigt
Gléischen 2 wird mit Propylen wie folgt versetzt:

Propylenoxid : Glycidether 1 : 3 und gut verriihrt
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die Proben mit 2 ml aus Gldschen 2 hinzupipettieren und mit geéffneten Gléschen fiir 3
Stunden unter der Abzugshaube stehen lassen, die Proben sollten am Ende auf dem
Boden schwimmen

anschlieBend die Proben mit einem Holzstibchen in Gummiformen mit Glycidether aus
Gléaschen 1 iibergieflen, die Probe sollte senkrecht zur Mitte ausgerichtet werden

die Gummiform bis zum nichsten Morgen im Brutschrank bei 60 °C polymerisieren

lassen und hart gewordene Proben aus der Form driicken

Die fertigen Blocke wurden mithilfe von Rasierklingen grob zurechtgestutzt und
anschlieBend mithilfe einer Schleifmaschine fein zurechtgetrimmt, sodass der Darm
quer zum Lumen angeschnitten werden konnte. Mit einem Mikrotom wurden Schnitte
von 1 wm Dicke angefertigt.

Die Farbung erfolgte mit einer modifizierten Farbung nach Laczko und Lévai (Laczko
und Lévai 1975).

Farblosungen:

25 ml 1 % Azur 2 in Aqua dest.

1 Teil 1 % Methylenblau (Chroma) in Aqua dest.

2 Teile 1 % Natriumcarbonat (Na,COs)

vor Gebrauch frisch ansetzen und Farbkomponenete vorher filtrieren

2) 0,5 % bas. Fuchsin (Chroma) in Aqua dest. vor Gebrauch filtriert

Férbevorgang:

Bei etwa 20 °C

90 min Farblosung 1

20 min. spiilen mit 0,5 % Na,COs
2-mal spiilen in Aqua dest.

20 min Farblosung 2

3-mal spiilen mit Aqua dest.
Eindecken mit Deckgldschen DePex

Ultradiinnschnitte- Transmissionslektronenmikroskopie
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Zur Untersuchung der Ultrastruktur des ENS wurden Schnitte von 80 um Dicke von
den in Glycidether eingebetteten Gewebeproben angefertigt, auf Schlitztrager aufgelegt
und nach dem Verfahren von Reynolds kontrastiert (Reynolds 1963):

1 Tropfen Uranylacetat auf die Schlitztrdger auftropfen und fiir 20 min im Dunkeln
inkubieren lassen

mit 1 Tropfen Aqua dest. spiilen

Bleicitrat fiir 5 min drauftropfen

erneut mit 1 Tropfen Aqua dest. spiilen

Die Untersuchung erfolgte mit einem TEM Philips EM 300.
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4 Ergebnisse

Das Kollektiv der verwendeten Hithnerembryonen

Versuchsreihe 1

Fiir die Beantwortung der Frage, inwiefern sich morphologische Verdnderungen des
ENS wiéhrend der Entwicklung zur Atresie hin bemerkbar machen, wurden insgesamt
444 Embryonen an den unterschiedlichen Entwicklungstagen operiert. 80 Eier dienten
als Kontroll- und Sham-Gruppen.

Von den verbliebenen 364 Eiern konnten, geméll dem Protokoll, 80 Embryonen
erfolgreich operiert und Gewebeproben fiir die Auswertung an den festgelegten
Entwicklungstagen gewonnen werden. Insgesamt sind 284 Embryonen friihzeitig

verstorben. Griinde waren hierfiir intraoperative Komplikationen oder Infektionen.

Versuchsreihe 2

Hierfiir wurden insgesamt 254 Embryonen zweimalig operiert, um eine Vorstellung zu
gewinnen, ob die eingesetzten pathologischen Prozesse nach Entfernung der
Obstruktion reversibel sind. Hierfiir mussten 254 Embryonen operiert werden, um auf
die gewiinschte Anzahl von 20 Embryonen zu kommen, die erfolgreich die zweimalige
Manipulation des Darmes tiberlebt hatten.

234 Embryonen der Versuchsreihe sind verstorben, ohne in die Gewebegewinnung und
Auswertung eingeschlossen worden zu sein.

Der Grund fiir die hohe Mortalitét liegt zum einen darin, dass die Experimente die
fortgeschritteneren Entwicklungstage betreffen und damit eine sehr viele hohere
Wahrscheinlichkeit einhergeht, Komplikationen in der Embryonalentwicklung zu
verursachen, und zum anderen daran, dass sich der Eingriff als technisch schwierig
erweist. Haufig hatten sich die Embryonen in ovo gedreht, und der Zugriff zum Darm
war somit verwehrt. Auf der Allantois hatten sich hiufig vermehrt Blutgefd3e um die
Narbe des ehemaligen Operationszuganges gebildet, sodass dann eine Blutung nicht
verhindert werden konnte und es dadurch zu postoperativen Komplikationen kam.
Auch war die Infektionsgefahr durch den zweiten operativen Eingriff wesentlich erhoht

und der Eingriff endete héufig letal.
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Zusammenfassend lésst sich sagen:

Fiir alle Versuchsreihen einschlieflich der unoperierten Kontrollen und Sham-

operierten Embryonen wurden 857 befruchtete Eier bestellt. Davon waren 159 Eier

nicht befruchtet geliefert worden oder waren fehlentwickelt und wurden somit nicht in

die Datenerhebung eingeschlossen.

Insgesamt wurden 618 Eier operiert, davon sind 483 Embryonen innerhalb des

Beobachtungszeitraums verstorben, was einer Letalitét von 78,2 % entspricht.

180 Eier konnten gemif Protokoll fiir die Datenauswertung verwendet werden.

Erfolgreich Tot Insgesamt Letalitét
operiert (%)
V1 Kinetik 80 284 364 78
V2 Regeneration | 20 234 254 92
Sham 40 0 40 0
Kontrolle 0 0 40 0

Tabelle 2. Tabellarische Ubersicht der Anzahl verwendeter Versuchstiere und
Angaben zur Letalitat
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Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist inhaltlich in drei Abschnitte gegliedert.

4.1 Makroskopie

Im ersten Teil werden die makroskopischen Ergebnisse aufgezeigt und mit den
intraoperativen Befunden beim Menschen verglichen. Die Auswertung und
Einteilung der Atresien in die unterschiedlichen Atresietypen ist hier mit

aufgefiihrt.

4.2 Kinetik der Atresieentwicklung

Im zweiten Teil soll mithilfe von Licht- und Elektronenmikroskopie ein
Verstidndnis der morphologischen Veridnderungen wihrend der Entstehung einer
jejunalen Diinndarmatresie gewonnen werden und mithilfe der unterschiedlichen
Féarbemethoden die Kinetik der einsetzenden Rarifizierungen im ENS im
proximalen und distalen Segment in Reaktion auf eine induzierte Obstruktion

aufgezeigt und beurteilt werden.

4.3 Regenerationsfahigkeit des Enterischen Nervensystems

Im dritten Teil wird die vorherrschende morphologische Situation beurteilt,
nachdem die Obstruktion vor vollstdndiger Ausbildung der Atresieform wieder
entfernt worden ist. Dies erlaubt Riickschliisse auf eine mdgliche
Regenerationsfihigkeit des Gewebes nach den einmal eingesetzten

pathologischen Verénderungen des ENS.
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4.1 Makroskopie

4.1.1 Atresieformen

Bei der tiglichen Inspizierung der Embryonen durch die Offnung in der Eierschale fiel
auf, dass die Peristaltik bis etwa zum dritten postoperativen Tag kréftig gegen die
Ligatur arbeitete, von diesem Zeitpunkt an schwécher wurde und am vierten
postoperativen Tag schlieBlich vollstindig zum Erliegen kam. Der Darm war jetzt
proximal der Ligatur bis einschlieBlich des Magens erweitert. Ab dem sechzehnten
Entwicklungstag konnte erstmalig die Herausbildung einer Diinndarmatresie mit

vollstdndiger Verlegung des Lumens beobachtet werden.

Typ I, I und IlIa wurde wie folgt gefunden:

Atresie Typ | Atresie Typ Il Atresie Typ llla

Abbildung 10. Einteilung des Atresietypen nach Bland und Sutton (Bland-Sutton
1889)

Die experimentellen Atresien im Hithnermodell entsprachen makroskopisch dem
Erscheinungsbild menschlicher Formen und konnten der géngigen Klassifikation nach
Bland und Sutton zugeordnet werden (Bland-Sutton 1889). Formen von multiplen
Atresien oder die Apple-Peel-Form wurden nicht beobachtet.

Ein Beispiel fiir eine Atresie des ersten Typs, ohne sichtbare Trennung zwischen dem
oberen und unteren Darmabschnitt, zeigt das erste Bild (Abbildung 10). Der zweite Typ,
mit einem bindegewebigen Band zwischen dem oralen und dem aboral blinden Ende, ist
im zweiten Bild der Abbildung 10 aufgezeigt. Das dritte Bild zeigt eine Atresie des
dritten Typs a, die durch das Fehlen des Mesenteriums zwischen dem proximalen und
dem distalen Darmabschnitt definiert ist. Der Durchmesser der dilatierten oral
gelegenen Darmabschnitte variierte zum Teil betrdchtlich. Die aboralen hypoplastischen

Abschnitte waren stets kleiner im Durchmesser als die Kontrollen (Abbildung 11).
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4.1.2 Kinetik der Atresieentwicklung: Makroskopie

Die unten aufgezeigten Bilder geben einen Uberblick iiber die GréBenverhiltnisse der
Darmsegmente proximal und distal der induzierten Ligatur im zeitlichen Verlauf. Die
Daten wurden am ersten postoperativen Tag (entspricht Entwicklungstag 12),
aufsteigend bis einschlielich des achten postoperativen Tages (entspricht
Entwicklungstag 19) zu acht unterschiedlichen Zeitpunkten erhoben und miteinander
verglichen. Hierbei wurde jeweils ein reprisentatives Bild von den 10 Gewebeproben
fotografiert und in dieser Arbeit gezeigt. Eine deutliche Dilatation des proximalen
Segmentes ldsst sich ab dem 14. Und ganz eindeutig ab dem 15. Entwicklungstag

erkennen. Ab Tag 17 sind die Kaliber extrem grof3. Der proximale Darmabschnitt kann

bis auf das 20-Fache der GroBe im Vergleich zum distalen Segment vergrofert sein.

/ ‘\,\4\

Abbildung 11. Ergebnisse makroskopische Bilder der Atresieentwicklung im
zeitlichen Verlauf vom embryonalen Entwicklungstag 12 bis 19 (A-H)
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4.1.3 Kinetik der Atresieentwicklung: Acetylcholinesterase (AChE)

Kinetik: Kontrollen

A PS\

S00pm
—

Abbildung 12. Kontrollserie AChE-Farbung Darmquerschnitte

Die oben gezeigte Abbildung gibt einen Uberblick tiber die normale Verteilung der
Acetylcholinesterase im PS und PM in den Kontrollschnitten, Entwicklungstag 12—-19
(Abbildung A—H). Es zeigt sich die typische Vierschichtung der Darmwand in Tunica
mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis und Tunica serosa. Am Ubergang von
Tunica muscularis zu Tunica serosa liegt der PM zirkular angeordnet. Sowohl die
Ganglien des PS als auch die des PM sind gleichmaRig zirkular in der Tela submucosa
und Tunica muscularis verteilt. Die Grof3enverhaltnisse haben sich wahrend der
embryonalen Entwicklung verdoppelt, mit deutlicher Gré3enzunahme ab
Entwicklungstag 17 und folgende (Abbildung F). Gefrierschnitte 8 ym; Farbung AchE
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Kinetik: Acetylcholinesterase

Abbildung 13. V1
Ubersichtsfarbung im
Querschnitt AChE-
Farbung Tag 12-15
proximal (Bild A, B, C, D)
und distal (Bild a, b, c, d)
der Ligatur

Die AchE-Enzymverteilung
im PS und PM erscheint bis
zum Tag 14 (siehe
Aa,Bb,Cc) vergleichbar,
sowohl im proximalen als
auch im distalen
Darmwandabschnitt, mit
den Kontrollschnitten. Erste
Rarifizierungen lassen sich
ab Tag 15, insbesondere im
PS im proximalen
Darmabschnitt nachweisen.
Hingegen erscheint die
Verteilung distal der Ligatur
in beiden Nervengeflechten
regelrecht.
GroéRenveranderungen im
proximalen Darmabschnitt
werden ab Tag 14 sichtbar
und nehmen im weiteren
Verlauf deutlich zu.
Gefrierschnitte 8 um;
Farbung AChE
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Kinetik: Acetylcholinesterase

Abbildung 14. V1
Ubersichtsfarbung im
Querschnitt, AChE-
Farbung Tag 16-19
proximal (Bild E, F, G,
H) und distal (Bild e, f,
g, h) der Ligatur

Ab Tag 16 (Bild E)
werden Rarifizierungen
der Enzymverteilung
innerhalb der
Nervengeflechte im
proximalen Abschnitt
zunehmend sichtbar und
erreichen ab Tag 18, in
Abhangigkeit von der
Gréfllenzunahme, ein
Maximum bis hin zum
volligen Verlust Gber
weite Darmabschnitte.
Mithilfe der
UbersichtsvergroRerung
fallt der deutlich kleinere
Durchmesser des distalen
Darmabschnittes auf. Das
Lumen ist vollstandig
durch die Zotten der
Darmschleimhaut
verschlossen, ein
geregelter Darmtransport
erscheint bei diesem
histologischen Befund
nicht madglich (Bild f, g, h).
Gefrierschnitte 8 um;
Farbung AChE
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i

Abbildung 15. Proximal der Atresie gelegener Darmwandabschnitt Tag 19,
AChE-Farbung im Querschnitt

Die Ubersichtsfarbung zeigt einzelne Ganglien des PM und PS. Diese erscheinen weit
auseinandergezogen, eingebettet in eine insgesamt verschmalerte Darmwand, die in
ihrer Vierschichtigkeit erhalten bleibt. Die Aktivitat der AChE ist in beiden Plexus Uber
weite Strecken abstinent und erscheint insgesamt ausgedinnt. Die Tunica mucosa ist
abgeflacht und die Zotten sind verstrichen. Es imponiert ein lang gezogenes weites
Lumen, verglichen mit den GréRenverhaltnissen eines Kontrolldarms in 20-facher
Vergroferung. Gefrierschnitt 8 uym; Farbung AChE
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4.1.4 Kinetik der Atresieentwicklung: Versilberungsmethode nach Spéthe
Kinetik: Kontrollen

Abbildung 16. Kontrollserie Versilberung nach Spathe; Teildarmquerschnitte
Hohe jejunoilealer Ubergang

Die Wandschichtung ist schon bei UbersichtsvergréRerung deutlich sichtbar und gut
abgrenzbar. Anhand der Bilder sind die axonalen Verbindungen zwischen den
einzelnen Plexus gut sichtbar (Pfeile). Die axonalen Geflechte zwischen den Ganglien
des PS und des PM durchbrechen die Ringmuskelschicht durch alle Wandschichten
hindurch und sind bereits ab dem friilhen Tag 11 und an allen Folgentwicklungstagen
nachweisbar. Paraffinschnitt 6 um; Versilberung nach Spathe
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Kinetik: Versilberungsmethode

Abbildung 17. V1
Versilberungs-
technik im
Teilquerschnitt, Tag
12-15 proximal (Bild
A, B, C, D) und distal
(Bild a, b, c, d) der
Ligatur

Das axonale Netzwerk
zwischen PS und PM
zeigt im proximalen
Abschnitt erstmals
deutliche
Rarifizierungen ab
dem Tag 15 (Bild D),
wohingegen im
distalen
Darmabschnitt
multiple nervale
Netzwerkverbindun-
gen nachzuweisen
sind. Paraffinschnitt

6 pm; Versilberung
nach Spathe
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Kinetik: Versilberungsmethode

Abbildung 18. V1
Versilberungstech-
nik im
Teilquerschnitt, Tag
16-19 proximal (Bild
E, F, G, H) und distal
(Bild e, f, g, h) der
Ligatur

Die Rarifizierungen
der
kommunizierenden
Nervenverbindungen
zwischen den beiden
Plexus nehmen im
proximalen Darmanteil
immer weiter zu, bis
hin zum endgdiltigen
Verlust am Tag 19
(Bild H, Pfeil).
Vereinzelt finden sich
noch transmurale
Axone, welche aber
nicht mehr in gleicher
Starke und Dichte
auftreten wie in den
Kontrollen. Wie bereits
anhand der AChE-
Farbung gezeigt
wurde, I8sst sich auch
hier eine deutliche
Veranderung der
Ganglienform und -
grélie nachweisen.
Paraffinschnitt 6 um;
Versilberung nach
Spathe
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4.1.5 Semidiinnschnitttechnik

Kontrolle

PR e ol A TN AR ¢
Abbildung 19. Kontrollschnitt Semidiinnschnitttechik; Teildarmquerschnitte
Hohe jejunoilealer Ubergang
Die Morphologie der Ganglien Iasst sich anhand von Semidinnschnitten besonders gut
beurteilen. Die Ganglien des PM, zwischen Ringmuskel- und Ldngsmuskelschicht,
haben eine ovale Form (siehe Stern) und stehen durch Nervenfasern (Pfeil) mit dem
PS (Punkt) in der Submucosa in Verbindung. Anhand dieses Darmausschnittes |asst
sich ein regelrechtes Netzwerk mit gleichmaRig verteilten Ganglien, eingebettet in eine
intakte Darmwandschichtung, darstellen. Semidinnschnitt 1 um; Farbung Laczké und
Lévai; Vergroflerung x 1250
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Kinetik: Semidiinnschnitt

9’“—"}‘ A ':{/ PN

Abbildung 20. Kinetik V1 Semidiinnschnitttechnik im Teilquerschnitt, Tag 12
(proximal A und distal a), Tag 15 (proximal D und distal d) und Tag 19 (proximal
H und distal h) durch einen Darmabschnitt

In allen Abbildungen an Tag 12, 15 und 19 lassen sich proximal und distal
kommunizierende nervale Faserbiindel zwischen PM und PS nachweisen. Eine
zunehmende Auflockerung des zwischen den Ganglienzellen liegenden Gewebes zeigt sich
an Tag 15 proximal der Ligatur (Bild D) und hat an Tag 19 (Bild H) seinen Héhepunkt.
Hingegen erscheint das Gewebe distal der Ligatur (siehe Bild d und h) vergleichbar mit dem
der Kontrollschnitte. Im Bild H, acht Tage nach operativer Induktion der Ligatur im
praatretischen Darmabschnitt haben die Ganglien ihre typisch kugelférmige Form verloren,
erscheinen lang gezogen, eingebettet in auseinandergezogenes aufgelockertes Gewebe.
Die Langsachse der Ganglienzellkerne ist senkrecht zum Lumen hin pathologisch
ausgerichtet. Semidinnschnitt 1 um; Farbung Laczkd und Lévai.
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4.1.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Kontrolle: Ubersicht

Tunica serosa
- Longitudinale Muskelschicht = Q -,_,__
- Plexus Myentericus

Tunica muscularis
- Circulédre Muskelschicht

- Plexus Submucosus
Tela submucosa

Abbildung 21. Ubersichtsaufnahme, Kontrollschnitt Tag 19, PM und PS innerhalb
der einzelnen Darmwandschichten

Abbildung 21 gibt einen Uberblick der Lagebeziehung des Plexus zu den einzelnen
Schichten innerhalb der Darmwand. In der rechten oberen Bildhalfte sieht man einen
Ausschnitt aus dem Stratum longitudinale, der scharf an das Stratum zirkulare grenzt.
Im Stratum longitudinale der Tunica muscularis befindet sich ein Ganglion des PM mit
unten angrenzender intramuraler Vene (Punkt) sowie ober- und unterhalb des PM
jeweils eine Arterie (Kreuz). Ultradinnschnitt 80 pm
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Kontrolle: Plexus myentericus

Nicht myelinesierte Axone

Remak Zellen

ICC- MP/
Fibroblasten

Ganglionzellen

O
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Abbildung 22. Aufbau Plexus myentericus; Kontrolle Tag 19

Morphologisch gleicht der PM einer organisierten Lamelle innerhalb der longitudinalen
Muskelschicht, separiert durch sich verbindende Septen, welche in Kontinuitat mit den
longitudinalen duReren und den zirkularen inneren Muskelzellen stehen. Der PM hat
eine ovale Form. Innerhalb der Ganglien sieht man Anschnitte von Ganglion- und
Gliazellen (Remak-Zellen) sowie zahlreiche quer angeschnittene nicht myelinisierende
Axone, die das Hauptvolumen der Ganglien ausmachen. Es ist deutlich eine scharfe
Abgrenzung der Ganglien von ihrer Umgebung zu erkennen. Diese Abgrenzung wird
von Bindegewebe und den ICC gebildet, die den PM umlagern, ohne ihn zu
penetrieren, und dabei ein dichtes Netzwerk erstellen. Hier ein ICC mit typisch
schmalem Zellkérper, zwei Nervenfortsatzen sowie langlich glattem Zellkern.
Ultradiinnschnitt 80 pm
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Kontrolle Elektronenmikroskopie: Plexus myentericus
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Abbildung 23. Kontrolle Plexus myentericus Tag 15

In diesem Anschnitt soll vor allem das Augenmerk auf die Axonmasse innerhalb des
PM gerichtet werden. Die sich innerhalb des PM befindenden nicht myelinisierenden
Axone sind in den Kontrollschnitten zahlreich und flichendeckend vertreten, hier
sichtbar an einem Kontrollschnitt Entwicklungstag 15. Vereinzelt Nachweis von
Ganglien- und Remak-Zellen, welche eingebettet zwischen den Axonen liegen.
Remak-Zellen unterscheiden sich von Ganglienzellen durch ein flachiger
ausgebreitetes Zytoplasma. Der Nukleolus der Remak-Zellen weist eine sehr viel
hohere Elektronendichte auf. Ultradinnschnitt 80 um
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Kontrolle Elektronenmikroskopie: Plexus submucosus
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Abbildung 24. Kontrolle Plexus submucosus Tag 15
Der schwarz umrandete Ausschnitt zeigt Ganglienzellen des PS innerhalb der Tela
submucosa. Das Bindegewebe grenzt hier scharf an die Tunica muscularis des

Stratum circulare. Die Ganglienzellen des PS liegen hier eingebettet in locker-fasriges
Bindegewebe, noch oberhalb der Basalmembran. Ultradlinnschnitt 80 ym
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Kinetik Elektronenmikroskopie: Plexus myentericus Tag 12 proximal

Abbildung 25. Kinetik V1 Tag 12; Plexus myentericus proximal

Im frihen Entwicklungsstadium Tag 12 proximal und distal (Abbildung 26) der Ligatur
zeigt sich im Aufbau des PS im Vergleich zum distalen Abschnitt wenig Unterschied.
Die Anzahl der nicht myelinisierenden Axone ist anfangs deutlich reduziert (siehe Pfeil)
und nicht flachendeckend innerhalb des PM nachzuweisen. Dies andert sich in den
nachfolgenden Entwicklungstagen zunehmend. Hingegen sind Ganglien- und Remak-
Zellen vergleichbar wie in den Kontrollschnitten vertreten. Ultradinnschnitt 80 pm.
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Kinetik Elektronemikroskopie: Plexus myentericus Tag 12 distal

-

Abbildung 26. Kinetik V1 Plexus myentericus Tag 12 distal
Ein weiteres Ganglion des PM. Ultradunnschnitt 80 pym
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Kinetik Elektronenmikroskopie: Plexus myentericus Tag 19 proximal

Abbildung 27. Kinetik V1; Plexus myentercus Tag 19 proximal

Der vorliegende Querschnitt zeigt ein Ganglion des PM aus dem oral der Atresie
gelegenen Darmabschnitt. Die Ganglien des PM sind deutlich in ihrer Morphologie
verandert. Wahrend sie in den Kontrollen eher als elipsoide Haufen imponieren, zeigen
sie sich hier als langliche, zum Teil extrem lange Ansammlungen von Ganglienzellen.
Die Anzahl der zwischen den Ganglien liegenden und sie umgebenden Axone ist
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gegenuber den Kontrollen deutlich vermindert, bis hin zu einem vélligen Untergang.
Dies hat die Folge, dass durch Verlust der ausfillenden homogenen Axonmasse die
zuruckbleibenden Ganglien- und Remak-Zellen sich haufig beriihren und das Ganglion
in sich zusammengezogen erscheint. Die Orientierung der Achsen von Nerven- und
Gliazellen steht senkrecht zum Lumen ausgerichtet, anders als bei den Kontrollen.
Ultradinnschnitt 80 pm
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Kinetik Elektronenmikroskopie: Plexus myentericus Tag 19 distal
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Abbildung 28. Kinetik V1; Plexus myentericus Tag 19 distal
Im aboral der Ligatur gelegenen PM ist der Aufbau der Ganglienstruktur weitestgehend
vergleichbar mit dem PM aus Kontrollschnitten mit typisch ovaler Ganglienform,
zahlreichen Ganglien- und Gliazellen und den zwischen ihnen gelegenen Axonen, die
zahlreich vertreten sind. Proximal dem PM anliegend eine ICC mit umrahmenden
Auslaufern entlang des Ganglions. Ultradinnschnitt 80 pym
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4.2 Regenerationsfihigkeit des enterischen Nervensystems

4.2.1 Regenerationsfihigkeit des ENS: Makroskopie

Abbildung 29. Fotodokumentation der Gr6Renverhéltnisse proximal und distal
der induzierten Atresie (weier Pfeil), nach Entfernung der Ligatur

Die oben gezeigte Abbildung gibt makroskopisch die Groflenverhaltnisse nach
Entfernung am Tag 15 wieder. Der weil3e Pfeil markiert die ehemalige Position der
Ligatur mit sichtbarer Einengung des Lumens, bei noch erhaltener Darmkontinuitat.
Der proximale Darmabschnitt ist im Vergleich zum distalen Anteil um etwa das
Dreifache vergréRert. Der proximal der Ligatur gelegene Darm Iasst eine deutliche
Zunahme der Gefafizeichnung erkennen
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4.2.2 Regenrationsfihigkeit des ENS: Acetylcholinesterase

A PSY

Abbildung 30. V2
Ubersichtsfarbung im
Querschnitt, AChE-Farbung
Tag 15-19 proximal (Bild A,
B, C, D, E) und distal (Bild
a, b, c, d, e) nach
Entfernung der Ligatur und
viertagiger Weiterbe-
briitungszeit

Bild A im proximalen
Darmabschnitt zeigt eine
unregelmafige Verteilung der
AChE mit im Vergleich zu den
Kontrollen und distalen
Wandabschnitten weit
auseinanderliegenden
Abstanden der einzelnen
Plexus. Das Darmlumen ist
erweitert. Die Zotten
erscheinen abgeflacht. Eine
Abnahme des Enzymsignals
erscheint im PS und im PM
abgebildet (Bild A). Die
Verteilung der AChE im
Ubersichtsbild zeigt sich
proximal abhangig von dem
Ausmal der Dilatation und
nimmt am Ende, nach
viertagiger Regenerationszeit,
wieder Normalverhaltnisse an
(Bild E) mit regelrechter
Verteilung von AChE,
vergleichbar mit den
Kontrollen. Die
Enzymverteilung im PS und
PM distal, nach Lésen der
Ligatur ist in allen Bildern
(siehe a, b, c, d, e)
vergleichbar mit den
Kontrollen. Gefrierschnitte

8 uym; Farbung AChE
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4.2.3 Regenerationsfihigkeit des ENS: Versilberung nach Spéthe

Abbildung 31. V2
Versilberungstechnik im
Teilquerschnitt, Tag 15-19
proximal (Bild A, B, C, D, E)
und distal (Bild a, b, c, d, e)
nach Entfernung der
Ligatur und viertagiger
Weiterbebriitungszeit

Auch hier zeigen sich
Rarifizierungen der
kommunizierenden
Nervenverbindungen
zwischen PS und PM, am
starksten ausgepragt am Tag
15 proximal der Ligatur (Bild
A). Diese Veranderungen/
Rarifizierungen sind abhangig
von der Starke der Dilatation
der Darmwand. Mit
ausreichender
Regenerationszeit (Bild C und
E) bildet sich ein regelrechtes
Nervennetzwerk zwischen
den Plexus aus, vergleichbar
mit Kontrollschnitten. Im
distalen Darmabschnitt sind
von Anfang an multiple
nervale
Netzwerkverbindungen
nachzuweisen (Bilder a, b, c,
d, e).

Paraffinschnitt 6 um;
Versilberung nach Spathe
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4.2.4 Regenerationsfiahigkeit des ENS: Elektronenmikroskopie

Regenerationsfahigkeit des ENS: Plexus myentericus Entwicklungstag 19 proximal
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Abbildung 32. Darstellung des Plexus myentericus eines 19 Tage alten
Hiuhnerembryos im proximal gelegenen Darmabschnitt nach Lésen der Ligatur
und anschlieBender viertiagiger Weiterbebriitungszeit

Vergleicht man das oben abgebildete Ganglion Tag 19 nach Lésen der Ligatur und
anschlielender viertdgiger Regenerationszeit mit einem Ganglion von Tag 19 ohne
Entfernung der Ligatur (Versuchsreihe 1; Abbildung 27), entsteht auf den ersten Blick
der Eindruck einer erhaltenen Ganglienstruktur mit regelrecht ausgerichteten Nerven-
und Gliazellen und nachweislich vorhandenen, nicht myelinisierenden Axonen. Die
Remak- bzw. Gliazellen erscheinen hier vermehrt vorhanden, was auf eine vermehrte
Reparatur und Proliferation deuten lasst. Diese Beobachtungen sind nur auf zellularer
Ebene mithilfe der EM nachweisbar und nicht aus vorangegangenen Methoden (AChE,
Versilberung oder der Semidiinnschnitttechnik) erkennbar. Ultradiinnschnitt 80 pm
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Regenerationsfahigkeit des ENS: Plexus myentericus Tag 19 distal
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Abbildung 33. Darstellung des Plexus myentericus eines 19 Tage alten
Huhnerembryos im distal gelegenen Darmabschnitt nach Lésen der Ligatur und
anschlieBender viertagiger Weiterbebriitungszeit
In dieser Abbildung ist mittig ein Ganglion des Plexus myentericus aus einem aboral
der operativ erzeugten Atresie gelegenen Darmabschnitt abgebildet, nachdem die
Ligatur nach viertadgigem Verbleib geldst und das Ei anschlielend fur vier Tage
weiterbebrutet wurde. Der PM zeigt einen regelrechten Aufbau, vergleichbar mit
Kontrollschnitten. Es finden sich Ganglienzellen mit groRen, runden Zellkernen sowie
Remak-Zellen mit kleinen, unregelmafig geformten Zellkernen, die eine Vielzahl von
Axonen mit ihrem Zytoplasma umschlief3en (Pfeil). Links oben liegt eine ICC dem PM
an. Ultradinnschnitt 80 pm
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, folgende Fragen zu beantworten:

1.) Wie wirkt sich die Induktion einer Darmligatur am Hithnerembryo wahrend der
Fetalzeit auf die Entwicklung des ENS aus?

2.) Welche genauen morphologischen Verénderungen werden im ENS nach der
Induktion der Obstruktion bis hin zur Ausbildung der Atresie im zeitlichen Verlauf
beobachtet?

3.) Sind diese Verdnderungen reversibel, wenn die Prozesse zur Atresieentwicklung hin

unterbrochen werden?

Die Beantwortung der Fragen befindet sich am Ende der Diskussion in der

Zusammenfassung.

Dazu ist es notwendig, ein eindimensionales Tiermodell zu verwenden, bei dem der
Zusammenhang von Ursache und Wirkung leichter abzuschétzen ist. Aus diesem
Grunde erfolgte der Entschluss, ein Modell zu entwickeln, bei dem die
Darmwanddilatation das hauptsidchliche pathogenetische Moment darstellt. Andere
Einfliisse, wie zum Beispiel primére Ischdmien, sollten ausgeschlossen sein.
Zusétzlich sollte die Operationstechnik standardisiert und leicht reproduzierbar sein.

Aus diesem Grund ist das Hithnerembryonenmodell gewéhlt worden.

5.1 Modell Hithnerembryo

Tibboel (Tibboel, Molenaar and Van Nie 1979) hat 1979 das von Louw und Barnard
(1955) inaugurierte Ischdmie-Modell beim Hithnerembryo angewandt. Er konnte
Atresien nachweisen, wodurch das Modell Hithnerembryo ins Blickfeld der

experimentellen Atresie-Forschung geriet.
Das Modell hat wesentliche Vorteile gegeniiber einem Sdugetiermodell:

- geringe Beschaffungskosten

- geringe Haltungskosten
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Nach der Operation kann der weitere Verlauf mit der Entstehung der Atresie durch die
Fenestrierung der Eierschale leicht beobachtet werden.

Folgeeingriffe sind am selben Tier prinzipiell problemlos mdglich, was in der
vorliegenden Arbeit fiir die Beantwortung der Frage nach der Reversibilitit einer einmal

induzierten pathologischen Verdnderung im ENS besonders wichtig ist.

Ein weiterer grofler Vorteil gegeniiber Sdugetiermodellen ist der einfache operative
Zugang durch die Eierschale. Somit kann ein Grofteil von mdglichen Komplikationen
umgangen, die Anzahl der Tierversuche potenziell verringert und die Zahl der
analysierbaren Proben gesteigert werden. Die Versuche selbst haben eine kurze
Laufzeit. Fetale Eingriffe sind am Hithnermodell moglich ohne Mitoperation der

Muttertiere.

5.2 Makroskopische Befunde

Die durch die Operation erzeugten Atresien dhneln makroskopisch stark den beim
Menschen vorkommenden Atresien im Bereich des Jejunum und Ileum.

In dieser Arbeit sind nach dem 16. Tag (Tag 16, 17, 18 und 19) insgesamt 40 Atresien
nachgewiesen worden. Vor dem 16. Tag kam es lediglich zum Nachweis von Stenosen
(Lumeneinengungen) im Bereich der Ligatur. Ursache war in diesem Fall die noch nicht
ausreichende Wanddicke vor dem 16. Entwicklungstag. Ab dem 14. Tag war jedoch
eine Darmdilatation im vor der Ligatur gelegenen Darmabschnitt zu erkennen, die am

Tag 15 deutlich ausgeprigt war.

Als Folge der Atresie-Induktion konnten drei unterschiedliche Atresietypen
unterschieden werden (Tabelle 3):

Von den 40 beobachteten Atresien entsprachen 33 dem Typ I (Bland and Sutton 1889).
Teilweise war eine eindeutige Zuordnung zu der Typisierung nach Bland und Sutton
nicht immer mdglich, da das fibrose Band zwischen den beiden Darmsegmenten,
welches den Typ II nach Bland und Sutton charakterisiert, bei der Préparation des

Embryos leicht zerrissen werden konnte.
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Typ I, I und Illa wurde in unterschiedlicher Haufigkeit wie folgt gefunden:

Atresieformen nach Bland und Sutton

40
a5
n= 33
07 82,5%
25—
20 P —
15 4——
10 ———
£ 5 —
o - =5
N n=2
5 o 5% ' 12,5%
Atresieform Typl Typ Il Typ 1Nl

Tabelle 3. Haufigkeitsverteilung der Atresietypen

Aus der oben beschriebenen Beobachtung ergab sich fiir die Versuchsreihe 2, dass die
Beseitigung der Ligatur vor dem 16. Tag, d. h. vor Ausbildung der Atresie erfolgen

musste.

5.3 Wahl der histologischen Techniken

Mit ausschlaggebend fiir die Wahl der immunhistochemischen und histochemischen
Marker waren vorangegangene Studien am Hithnermodell, in denen selektive
Féarbemethoden erfolgreich angewendet worden waren (Schoenberg and Kluth 2002);
(Parisi Salvi et al. 2004). Bei der Auswahl der histologischen Techniken (Tabelle 4)
wurde der Schwerpunkt auf die Morphologie der Darmwand und auf das

Sichtbarmachen der einzelnen Komponenten des ENS gelegt (Abbildung 34).
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Methode Darstellung Untersuchung

Histochemie Acetylcholinesterase morphologisch
Versilberungstechnik Axongeflecht und Ganglien morphologisch
Semidiinnschnitttechnik Axongeflecht und Ganglien morphologisch
TEM Ganglienzellen morphologisch

Tabelle 4. Ubersicht iiber die verwendeten Farbetechniken

Die Abbildung 34 zeigt schematisch das ENS in typischer Anordnung und

Organisation.

Axonale Verbindung/
Deep muscular Plexus

Plexus Submucosus %
* Innere Plexus (Meissner, Schabadasch o. Henle)

Abbildung 34. Schematischer Querschnitt der Darmwand mit ENS-Komponenten
(modifiziert nach Sobotta 1993)

Es wird angenommen, dass Verdnderungen im Plexus myentericus eine grofere
Auswirkung auf die Darmmotilitdt haben als die im Plexus submucosus, da dieser

schwerpunktméBig fiir Prozesse bei der Resorption und Sekretion verantwortlich ist
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(Vanderwinden and Rumesen 1999). In dieser Arbeit wurden daher besonders

Verénderungen im Plexus myentericus untersucht.

5.3.1 Acetylcholinesterasefirbung

Die enzymbhistochemischen Reaktionen fiir Acetylcholinesterase (AChE),
Laktatdehydrogenase, Succinatdehydrogenase und Nitroxidsynthetase bilden
gegenwirtig den Goldstandard bei der histologischen Diagnose gastrointestinaler
Motilitatsstorungen.

Erstmals wurde von Dale im Jahre 1914 die Wirkung der AChE beschrieben (Dale
1914). Nachmansohn und Rothenberg zeigten die Spezifitdt der Esterasen fiir das
Substrat Acetylcholin (ACh) (Nachmansohn and Rothenberg 1945) und reinigten die
AChE erstmals aus dem elektrischen Organ des Zitteraales auf. Die
Erregungsiibertragung zwischen Nerven und den nachgeschalteten Nerven-, Muskel
oder Driisenzellen erfolgt an den Synapsen durch Ausschiittung chemisch definierter
Ubertrigerstoffe, sogenannter Neurotransmitter, in den synaptischen Spalt. Zu den
wichtigsten Ubertrigerstoffen zihlt das Ester Acetylcholin, welches eine groBe Rolle im
vegetativen Nervensystem und bei der neuromuskuliren Ubertragung spielt. An der
postsynaptischen Membran cholinerger Synapsen befindet sich in rdumlicher Ndhe zum
ACh-Rezeptor die Actylcholinesterase, die das ACh in Essigsdure und Cholin
enzymatisch spaltet, wobei der Serinrest des Enzyms zuerst acetyliert und Essigsdure
spéter hydrolytisch freigesetzt wird. Cholin wird wieder in das Axon aufgenommen und
fiir die Resynthese des ACh genutzt.

Nach Aufbringen eines 16slichen Substrates auf einen Gewebeschnitt entsteht bei
Anwesenheit der entsprechenden ACh-Enzymaktivitdt im Gewebe ein unldslicher
Farbstoff. Lichtmikroskopisch lassen sich so cholinerge Nervenfasernetze der
Muscularis mucosae und Muscularis propria darstellen. Da eine Gewebefixierung mit
einem Enzymaktivitdtsverlust einhergeht, konnen enzymhistochemische
Untersuchungen nur am unfixierten Gefrierschnitt durchgefiihrt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Anwendung dieses Verfahrens die Verteilung

der intestinalen Neurone im Darmquerschnitt untersucht, die diese Enzyme produzieren.
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5.3.2 Versilberungstechnik nach Spéthe

Spéthe beschreibt 1991 den Mechanismus einer Axonversilberungsmethode fiir
Paraffinschnitte (Spaethe 1991). Mit Silbernitrat impragniertes Nervengewebe im
Gewebeverband wird dabei durch das Anlagern von Silberionen im Gewebe durch
einen Reduktionsprozess der Silberionen in metallisches Silber sichtbar gemacht. Mit
dieser Methode gelang es, Nervengewebe sowohl des zentralen als auch des peripheren
Nervensystems mit groBer riumlicher Auflosung darzustellen. Spéathe modifizierte die
Richardson-Silbermethode (Spaethe 1984), welche durch starkes Mitimprégnieren des
Bindegewebes zu erschwerter Interpretation fithrte und mangelnde Spezifitit zur Folge
hatte. Das grundsétzliche Verstidndnis der chemischen Grundlagen der
Silberimpréignierungstechnik ist noch nicht verstanden. Man weil3 aber, dass erst durch
genau definierte Behandlung des Gewebes (Standardprotokoll nach Spithe) die
Anfarbung erzeugt wird, diese also eine nicht von vornherein bestehende
Gewebeeigenschaft ist. Seither werden mit gutem Erfolg die Axone im peripheren
Nervensystem in verschiedenen Geweben (Haut, Gelenkkapseln, Bénder,
Verdauungstrakt, Nebennieren) sowie zentrales und peripheres Nervensystem von
Saugetieren und Vogeln dargestellt (Stach 1980); (Stach 1981).

Die Axone férben sich vor hellgelbem bis gelbbraunem Hintergrund schwarz bis
schwarzbraun. Sie sind bis in feinste Veréstelungen gut differenzierbar. Die
neuroglialen Gewebeanteile farben sich nur schwach braun, sodass eine Unterscheidung
keine Schwierigkeiten bereitet. Das Bindegewebe nimmt goldgelbe bis hellbraune
Tonung an.

Das Sichtbarwerden der Nervenzellen im Gewebeverband erlaubt eine Beurteilung der
ultrastrukturellen Verdnderungen von PS und PM und ihre Beziehung zueinander in
Bezug auf die Induktion der Ligatur und l4sst somit Riickschliisse auf den
Zusammenhang der Motilitdtsstorungen und den Aufbau des ENS zu. Die Versilberung
wird bis heute in der Erforschung des ENS als unverzichtbare Technik angewendet

(Brehmer et al. 1999).

5.3.3 Semidiinnschnittechnik und Transmissionselektronenmikroskopie
Die Semidiinnschnittechnik hat gegentiber allen paraffinhistologischen Techniken den

Vorteil, dass die Schrumpfung des Gewebes durch die Fixierung mit Glutaraldehyd
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gering und die Ultrastruktur des Gewebes gut erhalten bleibt. Daher wird eine
zytologische Diagnostik neben der mikroanatomisch histologischen Untersuchung am
gleichen Schnitt moglich (Holstein and Wulthegel 1971). Stérende Artefakte und
unterschiedliche Schrumpfung der Gewebe, bedingt durch ihren unterschiedlichen
Gehalt an Wasser und Fett, sind bei dieser Technik praktisch nicht zu erwarten. Durch
die Dicke der Schnitte von nur etwa 1-1,5 um lassen sich optische Uberlagerungen
verschiedener Strukturen minimieren.

Zur besseren Orientierung wurden zunichst Semidiinnschnitte angefertigt, um dann
nach sorgfiltiger Selektion aussagekréftiger Gewebeproben eine Auswahl fiir die
Untersuchung des Plexus myentericus im Ultradiinnschnitt durchfithren zu kénnen.
Durch Anwendung der Transmissionselektronenmikroskopie wurde besonderes
Augenmerk auf den Plexus myentericus gelegt und zur Identifikation unterschiedlicher
Zellen herangezogen. Dies erlaubt eine Beurteilung der pathologischen Verédnderungen
auf zelluldrer Ebene. Sie dient auch als Goldstandard zur Untersuchung der

interstitiellen Zellen nach Cajal.

5.4 Mikroskopische Befunde

Eine Reihe von klinischen und experimentellen Studien zur intestinalen Atresie zeigt
deutliche Veranderungen im ENS. Im préatretischen Teil kindlicher Diinndarmatresien
beobachtete Willnow (Willnow 1977) ausgeprégte regressive Verdnderungen der
intramuralen Plexus. Watanbe (Watanabe et al. 2001) beschreibt eine milde Hypoplasie
des ENS im proximalen Segment der Atresie bei Neugeborenen. Ahnliche
Beobachtungen wurden von Collure und Hameer (Collure and Hameer 1996)
verdffentlicht. Sie alle berichteten in ihren histologischen Studien bei Patienten mit
Diinndarmatresien von pathologischen Veranderungen im ENS im proximalen

dilatierten Darmsegment.
Im Tiermodell zeigten Louw und Barnard (1966) an Hundefeten (Louw 1966); (Louw

und Barnard 1966), dass es infolge einer lokalen Ischdmie bei Diinndarmatresien zu

sekundiren Verdnderungen des ENS kommen kann.
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Im Jahr 1999 wurde erstmals eine experimentelle intestinale Atresie durch Koagulation
der Mesenterialgefid3e am Hithnerembryomodell induziert, was mit Verdnderungen im
ENS im proximalen dilatierten Segment einherging (Masumoto et al. 1999).

Die immunhistochemische Studie von Parisi (Parisi Salvi et al. 2004) am
Hiithnerembryonenmodell zeigt nach Atresie-Induktion durch GefiaBkoagulation eine
deutliche Abnahme intestinaler Neuropeptide im proximalen, préatretischen dilatierten
Teil.

Aus der Arbeit von Schonberg und Kluth geht hervor, dass die Induktion eine Atresie
allein durch eine primir nicht einschniirende Ligatur gelingt. Ursache ist das erhebliche
Dickenwachstum des Darmes, der praktisch um die Ligatur herumwichst. Die Folge ist
eine zunehmende Darmobstruktion, die ab dem 16. Entwicklungstag in einer Atresie
miinden kann. Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, dass hierfiir die
Mesenterialgefdlle unbeschadigt bleiben und sekundére Eingriffe bis zum Tag 15 der
Entwicklung moglich sind. Auch hier lassen sich im dilatierten priatretischen
Darmwandabschnitt deutliche Verdnderungen im ENS nachweisen (Schoenberg and

Kluth 2002).

Wihrend die meisten Untersuchungen das Augenmerk auf morphologische
Verianderungen des ENS bei Neugeborenen lenkten oder im Tiermodell Verdnderungen
des ENS in spéten Fetalstadien untersucht wurden, fehlten bisher Untersuchungen zu
morphologischen Verdanderungen des ENS in einer Serie aufeinanderfolgender
Entwicklungstage, um so wihrend der Entstehung einer Diinndarmatresie zu einer
Entwicklungskinetik zu kommen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beschreiben erstmals eine solche Kinetik in der

Phase der Atresieentstehung.

Die Besonderheit des angewendeten Operationsverfahrens in Kombination mit dem
gewihlten Tiermodell liegt in der Mdglichkeit, die Ligatur am Hithnerdarm zu einem
spéteren Zeitpunkt zu 16sen und somit die Entwicklung zum Vollbild der Atresie hin zu
unterbrechen. Die bis zu diesem Zeitpunkt nachweisbaren pathologischen
Verianderungen konnen so weiterverfolgt und darauthin gepriift werden, ob sich der

Zustand des ENS wieder normalisiert, ob also ein mogliches Potenzial zur
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Regenerationsfahigkeit des ENS besteht. Die bisher angewandte Technik der

irreversiblen Koagulation der GefdaBarkaden lésst eine solche Beobachtung nicht zu.

Die Auswirkung der Obstruktion

Durch die gesetzte Ligatur am Tag 11 wird eine Obstruktion mit Dilatation der
vorgeschalteten Darmschlingen induziert. Diese nimmt nach der Atresiebildung
erheblich zu, wie die Abbildung 35 zeigt. Der Darmdurchmesser des oralen
Darmabschnittes der experimentell erzeugten Diinndarmatresie nimmt im Vergleich

zum Darm beim Kontrolltier auf das bis zu 20-Fache an Grofe zu

proximal

Abbildung 35. DarmwandgroRBenverhéltnisse, makroskopisch, eines 19
Tage alten Versuchstieres nach Ligaturinduktion vor 8 Tagen (weiBer Pfeil)

Der proximale Atresieabschnitt ist bis auf das 20-Fache. Der aborale Darmabschnitt
hingegen wird deutlich kleiner, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen, und zeigt im
Querschnitt an den spiteren Entwicklungstagen eine komplette Lumenverlegung
(Abbildung 36). Dies ldsst sich mit den ausbleibenden Peristaltikwellen und der
fehlenden Wanddehnung durch den Darminhalt erkldren. Die erkennbaren
Verdanderungen im ENS, auf die im Folgenden ndher eingegangen wird, lieen sich in

diesem Zusammenhang als morphologisches Korrelat deuten.
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Der aborale Darmabschnitt ist dagegen im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
deutlich verschmailert. Im Querschnitt scheint eine komplette Lumenverlegung
(Abbildung 36) vorzuliegen. Tatsichlich besteht hier noch ein Lumen. Es ist lediglich
wegen der mangelhaften Fiillung durch Darminhalt nicht ausreichend gedehnt. Die
erkennbaren Verdanderungen im ENS, auf die im Folgenden nédher eingegangen wird,

lassen sich in diesem Zusammenhang als morphologisches Korrelat deuten.

Abbildung 36. DarmwandgroBenverhaltnisse im Querschnitt, eines 19
Tage alten Versuchstieres nach Ligaturinduktion vor 8 Tagen

Der proximale Atresieabschnitt ist bis auf das 20-Fache grofler im Vergleich zum
distalen Darmsegment. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigen im Vergleich
zu nicht operierten Kontrolltieren ab dem Entwicklungstag 15 bereits eindeutige

morphologische Unterschiede.
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Bei den makroskopisch schon erkennbar dilatierten Darmabschnitten proximal der
Ligatur kann mithilfe der Acetylcholinesterasefirbung ein Uberblick der Verteilung von
Plexus submucosus und Plexus myentericus an Gesamtquerschnitten zu den definierten
Entwicklungstagen gewonnen werden. Die Unterschiede in der Verteilungsdichte der
Plexus sowie die Anderungen in der Form der Ganglien nehmen an spiteren
Entwicklungstagen deutlich zu. Dagegen erscheint die Verteilung der nervalen
Strukturen distal der Ligatur auch im Vergleich zu den Kontrolltieren regelrecht.
Aufgrund der hier verwandten Versuchsanordnung ist fiir die beobachteten
Verdnderungen im ENS ist eine zunehmende Darmwanddehnung anzunehmen. Dies
kann zu einem Auseinanderziehen der Nervengeflechte fiihren. Abhingig von der
GroBenzunahme kann es so zu unterschiedlich stark ausgeprédgten Rarifizierungen
nervaler Strukturen kommen.

Die experimentelle Obstruktion des Ileums eines 6 Wochen alten Hausschweins fiihrte
zu einer Hypertrophie intramuraler Ganglienzellen (Brehmer et al. 1999). Dies wurde
von Lake als Folge der Dilatation gewertet (Lake 1995).

Parisi et al. beschreiben nach Koagulation der Mesenterialgefd3e am Hithnerdarm und
konsekutiver Atresieentwicklung ebenfalls Verdnderungen am ENS mit reduziertem

Nachweis von Substanz P und vasointestinales Peptid im dilatierten Darmabschnitt

(Parisi et al. 2004).

Die Ergebnisse der Versuchsreihe 2 zeigen, dass es nach Beseitigung der Ligatur am
fiinfzehnten Bebriitungstag zu einer Normalisierung der Nervengeflechtsanordnung
beider Plexus kommt.

Exemplarisch wird dies an den entscheiden Zeitpunkten gezeigt. Dabei werden die
Verianderungen an den Tagen 15 und 19 der ersten Versuchsreihe mit den Befunden am
Tag 19 der zweiten Versuchsreihe verglichen.

Als Techniken kommen die Acetylcholinesterasefarbung (Abbildung 37), die
Versilberungstechnik (Abbildung 39) und die Transmissionelektronenmikroskopie

(Abbildung 40) zur Anwendung.
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Abbildung 37 stellt ausgesuchte Ergebnisse mit den beschriebenen Verénderungen an
den entscheidenden Entwicklungstagen mithilfe der Acetylcholinesterasefarbung

einander gegeniiber:

Kontrolle: Tag12/19 Serie 1: Tag 15 Serie 1: Tag 19 Serie 2 Tag 19
Plexus Submucosus (PS)
Plexus Myentericus (PM) Rarifizierung ENS Atresie Regeneration ENS

PS

PMp-

1 mm

tag 12 proximal proximal proximal

P 7 500 um

500 um
tag 19 distal distal distal

Abbildung 37. AChE: Gegenuberstellung ausgesuchter Zeitpunkte

Zeile oben: proximaler Darm Kontrolle, Tag 15 V1, Tag 19 V1 und Tag19 V2

Zeile unten: distaler Darm Kontrolle, Tag 15 V1, Tag 19 V1 und Tag 19 V2
Beginnende Rarifizierungen sind am Tag 15 im proximalen Segment nachweisbar
(oben, zweites Bild v. 1.) mit deutlicher Zunahme an Tag 19 (oben, drittes Bild v. 1.).
Nach Entfernung der Ligatur am Tag 15 und viertagiger Weiterbebritungszeit ist die
Verteilung der AChE normalisiert (oben rechts) und vergleichbar mit Kontrollschnitten
(links).

Die Versilberungstechnik erlaubt das Darstellen von axonalen Netzwerkverbindungen
zwischen den einzelnen Ganglien und Plexus.
Abbildung 38 zeigt die Anordnung von Plexus submucosus und Plexus myentericus mit

den kommunizierenden axonalen Verbindungen durch die Darmwandschichten:
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Tunica mucosa

1 Tela submucosa

»
* Plexus submucosus (PS)

Tunica muscularis

*Plexus myentericus (PM)

Tunica serosa

Abbildung 38. Mithilfe der Versilberungsmethode werden kommunizierende
axonale Netzwerkverbindungen zwischen den einzelnen Darmwandschichten,
am Beispiel eines gesunden Darmabschnittes an Tag 19, nachgewiesen

Im direkten Vergleich zeigt Abbildung 39 fehlende nervale Verbindungen zwischen den
Plexus am Beispiel eines 19 Tage alten proximalen Darmwandabschnittes. Die
Rarifizierungen nehmen auch hier in Abhéngigkeit der Darmwanddehnung und somit
fortschreitenden Lebensalter der untersuchten Hithnerfeten weiter zu, bis hin zu einem
vollstdndigen Verlust des Axonnetzwerkes im atretischen, proximal der Ligatur
gelegenen Darmabschnitt.

Wird die Ligatur nach vier Tagen, am Entwicklungstag 15, wieder geldst, zeigt sich
eine Normalisierung der eingesetzten pathologischen Verhiltnisse, vergleichbar mit

Kontrollschnitten.
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Kontrolle: Tag12/19 Serie 1: Tag 15 Serie 1: Tag 19 Serie 2 Tag 19
Rarifizierung ENS Atresie Regeneration ENS

300 um

proximal

: um

distal distal

Abbildung 39. Versilberung: Gegeniiberstellung ausgesuchter Zeitpunkte

Zeile oben: proximaler Darm Kontrolle, Tag 15 V1, Tag 19 V1 und Tag19 V2

Zeile unten: distaler Darm Kontrolle, Tag 15 V1, Tag 19 V1 und Tag 19 V2

Am Tag 15 nachweislich beginnender Axonverlust proximal (oben, zweites Bild v. I.)
und kompletter Verlust kommunizierender axonaler Verbindungen an Tag 19 im
atretischen proximalen Darm (oben, drittes Bild v. I.). Im Vergleich hierzu Nachweis
eines regelrechten Axongeflechts zwischen den Plexus nach Entfernung der Ligatur
und viertdgiger Regenerationszeit. Im distal gelegenen Darmwandabschnitt sind die
nervalen Verbindungen regelrecht angeordnet.

Anhand der Semidiinnschnitte und elektronenmikroskopischen Bilder kann der Aufbau
vorhandener Nervenzellen innerhalb des Plexus myentericus im Querschnitt eindeutig
identifiziert werden. Hier wurde das Augenmerk schwerpunktméBig auf den PM gelegt,
da Verdnderungen in diesem bekannterweise zu schweren Motilititsstorungen fithren
(Vanderwinden and Rumessen 1999).

Mithilfe der elektronenoptischen Untersuchung der Ganglien des PM konnen die
Befunde aus der Untersuchung der vorangegangenen Semidiinnschnitte bestitigt
werden.

Die interstitiellen Cajalzellen bilden eine kontinuierliche Schicht um die Ganglien der

gesunden Kontrollen (Wester et al. 1999) und sind im vor der Atresie gelegenen
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dilatierten Darmabschnitt nur stark vermindert zu sehen. Diese Beobachtung soll in

Abbildung 40 noch einmal verdeutlicht werden.

Abbildung 40. Plexus myentericus Tag 19 eines krankes Versuchstieres

mit komplettem Verlust der nicht myelinisierenden Axone (Pfeil schwarz),

Verlust von ICC oder ICC-ahnlichen Zellen mit Aufhebung

der Plexusorganisation
= ) N i —..\.

3 -.f(;‘t? a

Abbildung 41. Physiologischer Aufbau eines 19 Tage alten Plexus
myentericus im Kontrollschnitt, mit Erhalt aller Zellkomponenten und
Nachweis von ICC-Zellen
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Die Identifikation der ICC fiir die vorliegende Untersuchung erfolgte nach den
morphologischen Kriterien der Arbeiten von Komuro, Seki und Horiguchi (Komuro,
Seki and Horiguchi 1999), Wester et al. (Wester et al. 1999) sowie Vanderwinden und
Rumessen (Vanderwinden and Rumessen 1999).

In der Vergangenheit wurden den ICC viele unterschiedliche Funktionen zugesprochen
oder aber ihre Existenz schlicht verneint. Dies ist durch ihre Ahnlichkeit mit
Fibroblasten und ihre uneinheitlichen Erscheinungsformen zu verstehen. Angeblich
wurden sie schon vom Entdecker des Erregungsleitungssystems am Herzen, Keith, als
Schrittmacher der Peristaltik der Darmmuskelschichten angesehen (Thuneberg 1999).
Diese Idee wurde allerdings in den folgenden Jahrzehnten nicht weiterverfolgt

(Thuneberg 1999).

Das Fehlen eben dieser Zellen im Bereich des PM, zusammen mit den einhergehenden
Verdnderungen im axonalen Verband des ENS, ist eine mdgliche Erklarung fiir die
postoperativ beobachteten Darmtransportstorungen und erklért so auch die vielen

unterschiedlichen klinischen Verldufe bei den Patienten.

In der Abbildung 40 wird — im Gegensatz zu dem Kontrollschnitt (Abbildung 41) — eine
stark verdnderte Struktur des PM im proximal der Atresie gelegenen, dilatierten
Darmabschnitt erkennbar. Die Nervenzellen liegen dicht gedrangt und werden nicht,
wie im Kontrollbild, von einer Vielzahl von Axonen umgeben. Die Remak-Zellen
umschlieBen hier eine deutlich kleinere Anzahl von Axonen. Die duflere Randstruktur
der Ganglien ist verloren gegangen. Die ICCs sind im Bereich der Ganglien ebenfalls
nicht mehr nachweisbar.

Untersuchungen an erwachsenen Menschen mit chronisch dilatierten Kolonabschnitten
ergaben ebenfalls eine Rarifizierung von Ganglienzellen im Bereich des Plexus

myentericus (Collure and Hameer 1996).

Die Kinetik der morphologischen Verdnderungen beziiglich Ganglienform,
Verteilungsmuster von nichtmyelinisierten Axonen mit deutlich verminderter
Axonmasse, bis hin zu einem vollstindigen Axonverlust innerhalb des Plexus und

Fehlen der Cajalzellen wird in den fortgeschrittenen Entwicklungstagen im proximalen
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Darmabschnitt deutlich, wobei maximale pathologische Verdnderungen am zuletzt
untersuchten Tag 19, bei nachgewiesener maximaler Dehnung darstellbar werden.
Im Gegensatz hierzu zeigen Untersuchungen in den Darmwandproben nach Entfernung

der atresie-induzierenden Ligatur einen normalen Autbau des PM am Tag 19 auf.
|
Atresie Serie 1 tag 19

';!.',. :}“ 7 < ‘ -.‘*w—’. ”'E ; %}7.‘“—'

Abbildung 42. EM: Gegenuberstellung ausgesuchter Zeitpunkte

Direkter Vergleich des Plexus myentericus eines 19 Tage alten kranken
Darmanschnittes proximal der Ligatur (Bild oben links) mit einem Plexus myentericus
Tag 19, nach Entfernung der Ligatur und viertdgiger Regenerationszeit (Bild links
unten). Rechts befindet sich jeweils ein Anschnitt eines Plexus myentericus Tag 19
distal der Ligatur ohne und mit Losen der Ligatur.

Mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie konnte also gezeigt werden, dass sich
nach dem Entfernen der atresie-induzierenden Ligatur auf zelluldrer Ebene die

Ultrastrukturen von Nervenzellen, Remak-Zellen und der nicht myelinisierenden Axone

86



Zusammenfassung

innerhalb der Ganglien des PM prinzipiell wieder normalisieren und von den Kontrollen

nahezu nicht mehr unterschieden werden konnen (Abbildung 42).

6 Zusammenfassung

1)

2)

3.)

4.)

5.)

6.)

Die vorliegende Arbeit beschreibt die morphologischen Anderungen im enterischen
Nervensystem (ENS) nach einer Obstruktion im jejunalen Darmsegment im
embryonalen Hithnermodell.

Verursacht wird diese Obstruktion durch eine primér nicht einengende Ligatur. Zur
Obstruktion kommt es allein durch das Dickenwachstum des Darmes im Verlauf
der Entwicklung. Dies fiihrt ab dem 16. Tag zum Vollbild der Atresie.

Alle ab dem 15. Tag deutlich nachweisbaren Verdnderungen im ENS entstehen im
proximal der Obstruktion gelegenen Darmabschnitt und sind Folge einer Dilatation.
Folgende Anderungen werden beobachtet:

Im proximalen dilatierten Darmabschnitt kommt es zu einer zunehmenden
Verminderung des Plexus submucosus und zu strukturellen Defiziten des Plexus
myentericus. In Abhéngigkeit vom Ausmal} der Dilatation kommt es zu einem
Verlust nicht myelinisierender Axone im Bereich des Ganglions. Die ICC-Zellen,
die normalerweise um den Plexus myentericus gruppiert sind, sind nicht mehr
nachweisbar. Die axonalen Verbindungen der Plexus untereinander sind ebenfalls
rarifiziert.

Im distalen Darmabschnitt erscheint das ENS regelrecht angelegt. Es ist
vergleichbar mit dem bei normalen Kontrolltieren. Das Lumen erscheint komplett
verlegt, was aber eher die Folge des Nichtgebrauches ist. Die Lumenverlegung ist
ausgeprigt zu den fortgeschrittenen Entwicklungstagen.

Wird am Tag 15 die Ligatur gelost, kommt es im weiteren Verlauf zu einer
zunehmenden Normalisierung der Morphologie:

Lichtmikroskopisch zeigt sich eine normale Anordnung und Verteilung des ENS
mit kommunizierenden axonalen Verbindungen, die mit denen in Kontrollschnitten
vergleichbar sind. Ultrastrukturelle Abbildungen des PM zeigen einen prinzipiell

wiederhergestellten Aufbau.
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