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1 EINLEITUNG UND LITERATURUBERSICHT

1.1 Das enterische Nervensystem
1.1.1 Definition

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) verfligt Uber ein ausgedehntes und
komplexes intramurales Nervensystem, das enterische Nervensystem
(ENS). Zum ENS gehdren alle neuronalen und glialen Elemente
innerhalb des Gastrointestinaltraktes, in der Gallenblase, in den
extrahepatischen Gallenwegen sowie im Pankreas (Costa et al. 1987).
Es koordiniert und kontrolliert wesentliche gastrointestinale Funktionen
wie Motilitat, Resorption und Sekretion (Surprenant 1994). Das ENS
stellt die grofite Ansammlung von Nervenzellen aul3erhalb des
Zentralnervensystems (ZNS) dar und agiert als intrinsisches System
weitgehend unabhangig von Ubergeordneten nervalen Zentren. Der
evolutiondre Gewinn der topographischen Auslagerung von
Nervengewebe besteht in einer groReren Effizienz bei der Kontrolle
gastrointestinaler Funktionen, in die das ZNS lediglich modulatorisch
Uber extrinsische Nervenverbindungen eingreift. Diese Eigenschaften
rechtfertigen die Abgrenzung des ENS als eigenstandigen Teil des
autonomen Nervensystems im Sinne eines “Cerebrum abdominale®
oder “brain within the gut* (Wood 1987).

1.1.2 Historisches

John Newport Langley (1900) pragte um die Jahrhundertwende
erstmals den Begriff des ,enteric nervous system” und bezeichnete es
als ,third division of the autonomic nervous system®. Damit revidierte er
die tradierte Vorstellung, dass die Nerven des GIT lediglich
Endstrecken des parasympathischen und sympathischen
Nervensystems darstellen, und rdumte dem ENS eine Sonderstellung

innerhalb des Vegetativums ein.

Von Georg Meissner (,Uber die Nerven der Darmwand®, 1857) und
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Leopold Auerbach (,Fernere vorlaufige Mitteilung Gber den
Nervenapparat des Darmes®, 1864) stammen die ersten ausfihrlichen
Monografien tUber die Anatomie des ENS. Diese Autoren gelten als
Pioniere der morphologischen Charakterisierung des ENS und lieferten
mit den in der damaligen Zeit zur Verfigung stehenden histologischen
Techniken anatomisch Uberzeugende Darstellungen. Neben Henle
(1879), Schabadasch (1930) und Stéhr (1952) wurden sie zu den

Namensgebern der intestinalen Nervengeflechte.

Den ersten Beleg daflr, dass die Nervenzellen innerhalb dieser
Nervengeflechte keine uniforme Zytoarchitektur aufweisen sondern
unterschiedlichen Typen zuzuordnen sind, stellten die detaillierten
Zeichnungen von Alexander S. Dogiel (1899) dar. Ausgehend von
Dogiels ,Drei-Neuronen-Theorie* konnte Stach (zusammenfassende
Darstellung bei Stach, 1989) in den Siebziger Jahren mit Hilfe von
Versilberungstechniken eine ,Multi-Neuronen-Theorie* etablieren, nach
der sich Uber sechs Nervenzellpopulationen innerhalb des ENS

morphologisch abgrenzen lassen.

1.1.3 Strukturelle Organisation

Die Gesamtanzahl der im GIT befindlichen Nervenzellen wird auf etwa
150 Millionen Dbeziffert und ist damit der Anzahl der
Ruckenmarksneurone vergleichbar (Furness und Costa 1987). Diesem
hohen intramuralen Nervenzellgehalt steht eine relativ geringe Anzahl
von circa 2000 efferenten Fasern des Nervus vagus gegenuber
(Hoffmann und Schnitzlein 1969). Deshalb wird trotz einer moglichen
divergenten nervalen Versorgung eine sinnvolle, allein zentral
gesteuerte Koordinierung der Darmfunktionen bezweifelt und das
Konzept einer relativen Unabhangigkeit des ENS propagiert (Gershon
1981).

Kleinste Baueinheiten des ENS sind die enterischen Nervenzellen als
eigentliche erregungsleitende Strukturen, bestehend aus Soma, Axon

und Dendriten, sowie die enterischen Gliazellen mit N&hr- und
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Stutzfunktionen. Beide Zellpopulationen gruppieren sich zu Ganglien,
die durch interganglionare Nervenfaserstrange verbunden sind und
flachenhafte Netzwerke, die sog. Plexus, innerhalb der Darmwand
bilden.

Die intramuralen Plexus befinden sich in verschiedenen Ebenen und
zeigen eine fur jede Darmwandschicht charakteristische Architektur. Die
Bemuhungen um eine einheitliche Nomenklatur wurden vor allem
dadurch erschwert, dass die Arrangements der Plexus in den
unterschiedlichen Abschnitten des GIT sowie bei verschiedenen
Spezies zum Teil erheblichen Variationen unterliegen. Trotz dieser
architektonischen Unterschiede lassen sich bei allen Saugetieren in
zwei Etagen der Darmwand ganglionare Plexus nachweisen (Abb. 1):
Der Plexus myentericus (Auerbach-Plexus) in der Tunica muscularis
zwischen L&ngs- und Ringmuskelschicht sowie der Plexus submucosus

(Meissner-Plexus) innerhalb der Tela submucosa.

Abbildung 1: ENS-Plexus im Querschnitt
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Widersprichliche Auffassungen bestehen lber die Existenz zweier
separater submukdser Nervengeflechte. Wéahrend einige Autoren
lediglich ein submukdses Nervengeflecht beschreiben (Schoefield
1968; Furness und Costa 1980, 1987), unterscheiden andere
Arbeitsgruppen insbesondere bei groReren Saugern aufgrund der
Topographie, Architektur und Neurotransmitterausstattung jeweils einen
der Ringmuskelschicht aufliegenden Plexus submucosus externus
(Schabadasch-Plexus) und einen der Schleimhaut benachbarten
Plexus submucosus internus (Meissner-Plexus) (Gunn 1968; Ohkubo
1936; Schabadasch 1930; Scheuermann und Stach 1984; Stach 1977;
Stach et al. 1993; Timmermans et al. 1992, 1997).

Neben diesen ganglionaren Plexus wird die Darmwand dartber hinaus
von nervenzellfreien bzw. -armen Plexus durchzogen. Sie bestehen aus
vorwiegend parallel verlaufenden Nervenfaserstrangen, die haufig als
Fortsatze der genannten Hauptplexus aufgefasst werden (Gershon
1981; Krammer 1993a) und folgende Nervengeflechte umfassen: den
Plexus mucosus in der Lamina propria mucosae, den Plexus
muscularis mucosae in der Lamina muscularis mucosae, den Plexus
muscularis circularis im Stratum circulare sowie den Plexus muscularis

longitudinalis im Stratum longitudinale der Tunica muscularis.

Fur das menschliche Kolon konnte basierend auf Befunden an Schnitt-
und Schichtpraparaten ein Bauplan des ENS erstellt werden (Wedel et

al. 1999), der alle oben genannten Plexus einschliel3t (Abb. 2)

Obwohl die einzelnen Nervengeflechte eine horizontale Anordnung
innerhalb der Darmwandschichten aufweisen, stehen alle intramuralen
Plexus durch vertikal verlaufende Nervenfaserstrange eng miteinander
in Verbindung. So konnte mit Hilfe supravitaler und postmortaler
Tracing-Studien  aufgezeigt werden, dass Nervenzellen aus
unterschiedlichen Provenienzen, d.h. sowohl aus myenterischen als
auch aus submukdsen Ganglien, bis in die Zotten der Mukosa hinein

projezieren (Brehmer et al. 1999).
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Abbildung 2: Dreidimensionales Schema des ENS im menschlichen Kolon
(nach Wedel et al. 1999)

1: Plexus muscularis longitudinalis; 2: Plexus myentericus; 3: Plexus muscularis
circularis; 4: Plexus submucosus extremus; 5: Plexus submucosus externus;
6: Plexus submucosus internus; 7: Plexus muscularis mucosae; 8: Plexus mucosus

subglandularis; 9: Plexus mucosus periglandularis;

Eine neurochemische Charakterisierung enterischer Nervenzellen
ergab, dass fast alle der urspringlich im ZNS nachgewiesenen
Neurotransmitter bzw. Neuromodulatoren auch innerhalb des ENS
angetroffen werden (Gershon et al. 1994). Neben den klassischen
Transmittern des parasympathischen und sympathischen
Nervensystems verfigen die Darmwandnervenzellen Uber non-
adrenerge, non-cholinerge (NANC) Ubertragerstoffe unterschiedlichster
Substanzklassen wie z.B. Amine, Aminosauren, Peptide, Purine,
Opioide oder Gase. Dieses breite Spektrum neuroaktiver Substanzen
ermoglicht es dem ENS, auf Organebene komplexe lokalnervose
Reflexb6gen auszufihren und zu modulieren (Furness und Bornstein
1995).



1.1.4 Funktionen

Das ENS verfligt, wie andere integrative Systeme, Uber drei funktionelle
Komponenten (Gershon 1981): sensorischer Input - verschaltendes
Interneuron - motorischer Output. Es gewahrleistet damit sowohl die
Registrierung als auch die Verarbeitung und Beantwortung von Reizen.
Sensorische Rezeptoren (z.B. Mechano-, Nozi-, Chemo- oder
Osmorezeptoren) empfangen Informationen uber die
Funktionszustande des GIT und leiten sie an Interneurone weiter, die
den Hauptanteil der enterischen Nervenzellen ausmachen. Sie
verarbeiten und modulieren die sensorischen Informationen und
kontrollieren die Aktivitdt exzitatorisch oder inhibitorisch wirkender
Motorneurone. Diese sind in der Lage, Reaktionsmuster in den
verschiedensten Effektorsystemen auszulésen, zu erhalten oder zu
hemmen (Wood 1987). Zu den wesentlichen Effektoren, auf die das
ENS im GIT wirkt, zahlen die glatten Muskelzellen, das exkretorische
und resorptive Epithel, die BlutgefalRe sowie enteroendokrine und
immunkompetente Zellen (Gabella 1976). Entsprechend beeinflusst das
ENS neuroendokrine, neuroimmunologische und neurosekretorische
Interaktionen und ist an der Regulierung der Resorption von
Nahrstoffen, Wasser und Elektrolyten beteiligt (Cooke 1987).

Eine der vorrangigen Aufgaben des ENS ist die Generierung und
Koordinierung einer regelrechten gastrointestinalen Motilitat (Wood
1987). Der peristaltische Reflex, der zur rhythmischen Kontraktion und
Dilatation der Darmwand fuhrt und einen gerichteten Transport des
Darminhaltes ermdglicht, beruht auf den bereits erwéhnten
lokalnervésen Mechanismen, den sog. ,intestinal reflex circuits®. Die
essentielle Rolle des ENS bei der Vermittlung koordinierter motorischer
Funktionen wird besonders deutlich, wenn enterische Nervenzellen
anlagebedingt fehlen bzw. postnatal geschadigt worden sind. In diesen
Fallen verliert der betroffene Darmabschnitt seine Féahigkeit zur
Generation geordneter MotilitAitsmuster und verféallt aufgrund der

ausbleibenden modulatorischen Aktivitdt des ENS in einen dauerhaften



Spasmus.

1.2 Besonderheiten des enterischen Nervensystems im
menschlichen Rektum

1.2.1 Morphologie

Der Grundbauplan des ENS des Rektums entspricht weitgehend dem
des ubrigen Kolons (siehe Abb. 2). Dennoch bestehen in diesem letzten

Abschnitt des GIT morphologische Besonderheiten.

Aldrige und Campbell (1968) wiesen erstmals darauf hin, dass die
Gangliendichte offensichtlich nach aboral, d.h. in Richtung
Analsphinkter, abnimmt. Auch Kumar und Phillips (1989) zeigten in
ihrer deskriptiven Untersuchung des menschlichen Plexus myentericus,
dass im Bereich des Rektums weniger Ganglien auszumachen sind als
in den ubrigen Kolonabschnitten. In einer weiteren Studie (Fleischhauer
et al. 1965) wird ebenfalls festgestellt, dass die Nervenzellanzahl im
menschlichen Kolon nach aboral abnimmt. Darlber hinaus sind nach
Fleischhauer et al. im Bereich des M. sphincter ani internus weder in
der Tunica muscularis (Plexus myentericus) noch innerhalb der Tela
submucosa (Plexus submucosus) Ganglienzellen zu finden.
Entsprechend ist nach Ansicht dieser Autoren der letzte Abschnitt des

Rektums physiologischerweise als aganglionér zu bezeichnen.

Im Gegensatz dazu gehen Aldrige und Campbell (1968) von einer sog.
hypogangliondren Zone aus, deren Ausmald variabel ist. Sie wird
definiert als die Zone zwischen Linea dentata (Ubergang vom rektalen
Zylinderepithel zum Plattenepithel des Anoderm) und dem Beginn des

normoganglionaren Rektumabschnittes.

Weinberg (1970) beschaftigte sich ebenfalls mit dem Ausmalfi bzw. der
Definition der hypoganglionaren Zone anhand von Rektumpréaparaten
und definierte sie als die Strecke gemessen ab dem M. sphincter ani
internus bis zum vollstéandig entwickelten Plexus myentericus. Aufgrund

der diskrepanten Datenlage liel3 sich bisher keine eindeutige Aussage
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dariiber treffen, ob das physiologische Innervationsmuster des distalen

Rektums als hypo- oder aganglionéar anzusehen ist.

In anderen Zusammenhangen wird der Begriff Hypoganglionose als
pathologisches Innervationsmuster verstanden. So wird beispielsweise
beim M. Hirschsprung die Ubergangszone zwischen dem
aganglionaren  Kolonsegment und den normal innervierten
Kolonabschnitten als hypoganglionar bezeichnet. Auch anderen
intestinalen Motilitatsstérungen zugrunde liegende histopathologische
Veréanderungen des ENS, wie z.B. beim Megakolon und oder der sog.
Slow-transit constipation, werden als Hypoganglionosen beschrieben
(Stoss et al. 1994, Howard et al. 1984, Wedel et al. 2002a). Eine
Hypoganglionose wurde ebenfalls als neuropathologisches Korrelat bei
der idiopathischen intestinalen Pseudoobstruktion sowie der
chronischen Obstipation bei Kindern nachgewiesen (Ariel et al. 1985,
Munakata et al. 1992, Meier-Ruge et al. 1997).

Neben der verminderten Ganglienausstattung stellt das Vorkommen
von myelinisierten Nervenfaserstrangen eine weitere Besonderheit des
Rektums dar. Wahrend die Nervenfaserstrange im distalen
Rektumabschnitt prominent und zahlreich sind, nimmt ihr Durchmesser
und ihre Anzahl proximalwarts ab. Beim Menschen sind sie im Sigma
nicht mehr nachweisbar. Topographisch befinden sich die
Nervenfaserstrange in unmittelbarer N&he zum Plexus myentericus
(Weinberg 1970). Sie werden auch als sog. Shunt-Faszikel (Kumar und
Phillips 1989) bzw. aszendierende pelvine Nerven (Stach 1989)
bezeichnet, da angenommen wird, dass sie die nervale Verbindung
zwischen dem Plexus pelvicus bzw. Plexus hypogastricus inferior

einerseits und dem ENS andererseits darstellen.
1.2.2 Morphometrische Daten

In der Literatur liegen nur wenige Studien vor, die sich auf Basis
morphometrischer Kriterien mit der Innervation des menschlichen

Rektums beschaftigten. So gaben Fleischhauer et al. (1965) ihre
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Befunde in semiquantitativer Form wieder, indem jede Ganglionzelle mit
einem Punkt im Schnittprdparat gekennzeichnet und damit nur

ungefadhre Angaben zur Verteilung der Nervenzelldichte moglich waren.

Weinberg (1970) verwandte Hamatoxylin-Eosin geférbte, longitudinal
geschnittene Praparate, um die histologischen Besonderheiten des
Plexus myentericus beim kindlichen Rektum zu beschreiben. Dabei
wurden drei definierte Zonen vermessen: Zone A entspricht dem
distalen Rand des M. sphincter ani internus (Hilton Linie) bis zur Linea
dentata, Zone B der Hilton Linie bis zum Erscheinen der ersten
Ganglionzelle, Zone C der Hilton Linie bis zum vollstandig entwickelten

Plexus myentericus.

Die bisher detailliersten Angaben stammen von Aldrige und Campbell
(1968), die die Nervenzell- und Ganglienverteilung des Rektums
anhand morphometrisch nachvollziehbarer Kriterien untersuchten. So
wurden sowohl in longitudinalen als auch in transversalen Schnitten
Ganglien und Nervenzellen ausgezéhlt (Anzahl/cm). Allerdings
erfolgten die Messungen lediglich in drei H6hen (0.5 cm, 1.5 cmund 2.5
cm ab Linea dentata) und basierten auf konventionellen histologischen
Farbungen (Hamatoxylin-Eosin). Somit konnten neuronale Strukturen
nicht spezifisch markiert werden, wie dies mit imunhistochemischen
Farbungen moglich gewesen ware. Dariiber hinaus handelte es sich
ausschlie3lich um kindliche Rektumpraparate. Morphometrische Daten
zur Morphologie der Nervenfasern wurden nicht erhoben, sondern

lediglich deskriptiv dargestellt.

Kumar und Phillips (1989) verwendeten ebenfalls keine
immunhistochemischen Farbemethoden fiir die Darstellung des
rektalen ENS, sondern verwandten silberimpragnierte
Hautchenpraparate. Ahnliches gilt fir die von Christensen et al. (1983,
1987) erhobenen Befunde, die in deskriptiver Form eine
morphologische Charakterisierung des rektalen Plexus myentericus
wiedergeben. Es handelte sich dabei um vergleichende Studien

unterschiedlicher Tierspezies ohne Einbeziehung menschlicher
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Praparate.

Zusammenfassend lafldt sich festhalten, dass keine der aufgefiihrten
Untersuchungen hinsichtlich der eingesetzten Farbetechnik (spezifische
Darstellung des ENS durch immunhistochemische Methoden), der
morphometrischen  Parameter  (Ganglien, Nervenzellen  und
Nervenfasern), der interessierenden Region (gesamtes Rektum) sowie
des untersuchten Kollektives (erwachsene Altersklassen) vollstandige
Daten vorlegen konnte. Somit sind keine Voraussetzungen gegeben,
um eine reliable histopathologische Diagnostik des rektalen ENS beim
Menschen — insbesondere bei erwachsenen Patientenkollektiven —

durchfiihren zu kdnnen.
1.2.3 Klinische Relevanz

Die Beurteilung und Diagnose von non-aganglionaren kolorektalen
Innervationsstorungen erfolgt bis zum heutigen Zeitpunkt nicht
einheitlich und unterliegt haufig subjektiven Kriterien. Hierbei bereiten
vor allem die Hypoganglionose und die intestinale neuronale Dysplasie
(IND) diagnostische Schwierigkeiten — wie in einer Interobserver-Studie
von Koletzko et al. (1999) aufgezeigt werden konnte. So kamen
verschiedene Pathologen nach histopathologischer Beurteilung
derselben Praparate zu unterschiedlichen Bewertungen der zugrunde

liegenden intestinalen Innervationsstérungen.

Um eine zuverlassige histopathologische Diagnostik zu erméglichen,
werden Normwerte benétigt, die an gesunden Kontrollkollektiven
erhoben werden mussen. Entscheidend ist dabei die Erfassung sowohl
der Ganglienanzahl- und groBe als auch die Anzahl der darin
enthaltenen Nervenzellen sowie die morphometrische
Charakterisierung der begleitenden Nervenfaserstrdnge. Diese
Parameter sollten separat fir unterschiedliche Hohen innerhalb des
Rektums von der Sphinkterebene bis zum proximalen Ende des

Rektums ermittelt werden.

Nur auf diese Weise ist es moglich, rektale Ganzwandbiopsien
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histopathologisch im Vergleich zum Normalkollektiv beurteilen zu
kénnen. Klinisch relevant wird dieses Bestreben vor allem dann, wenn
bei Patienten mit kolorektalen Passagestorungen ohne Vorliegen einer
Aganglionose andere, sog. non-agangliondre Innervationsstérungen
ausgeschlossen bzw. nachgewiesen werden sollen. Vor Indikation einer
Kolonteilresektion ware es in diesen Fallen winschenswert, durch
transanal gewonnene Ganzwandbiopsien eine Aussage Uber den
,neuronalen Status“ der Darmwand treffen und der intestinalen

Passagestorung ggf. ein organisches Korrelat zuordnen zu kdénnen.
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2 ZIEL DER UNTERSUCHUNGEN

Vor dem Hintergrund des aktuellen Wissenstandes mussen beziiglich

des rektalen ENS folgende Feststellungen gemacht werden:

? Aufgrund diskrepanter Literaturangaben bleibt die Frage ungeklart,
ob das Rektum des Menschen in seinem letzten Abschnitt durch eine
physiologische Hypoganglionose oder Aganglionose charakterisiert
ist.

? Bisherige morphometrische Daten zum ENS sind zu ungenau, um
als Grundlage fir eine histopathologische Diagnostik herangezogen
zu werden. Es liegen keine Untersuchungen vor, in denen eine
systematische Quantifizierung des ENS des menschlichen Rektums
vorgenommen wurde. So wurde das ENS h&ufig mit unspezifischen
Farbungen dargestellt, seine Komponenten unvollstandig erfal3t, die
Hohenangaben zu ungenau wiedergegeben, oder lediglich kindliches

Untersuchungsmaterial verwendet.

? Aus klinischer Sicht ist die histopathologische Beurteilung des ENS
eine wichtige Séaule in der Diagnostik chronischer kolorektaler
Passagestorungen.  Insbesondere, wenn keine  komplette
Aganglionose (M. Hirschsprung) vorliegt und der Verdacht auf
hypoganglionare Veradnderungen besteht, sind exakte Referenzwerte

fur eine zuverlassige Diagnose erforderlich.
Aus den aufgefuihrten Punkten ergeben sich folgende Arbeitsziele:

? Die systematische Beschreibung der strukturellen Organisation des

ENS im menschlichen Rektum.

? Die Optimierung der selektiven immunhistochemischen Darstellung

des ENS an Schnittpraparaten des menschlichen Rektums.

? Die morphometrische Analyse aller strukturellen Komponenten des

ENS des menschlichen Rektums.

? Die Erstellung von Normwerten zur histopathologischen Beurteilung
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transmuraler Rektumbiopsien bei Patienten mit chronischen

kolorektalen Passagestorungen.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Rektum-Préaparate

Als Untersuchungsmaterial dienten Rektum-Praparate von Patienten
(n=15, 5 Frauen und 10 Manner, Altersspanne: 32- 89 Jahre,
Durchschnittsalter: 62,2 Jahre), die im Institut fir Pathologie obduziert
wurden (Tab. 1). Die Todesursachen dieser Patienten waren
ausschliel3lich extra-gastrointestinaler Genese. In der Vorgeschichte
ergaben sich keine Hinweise fur gastrointestinale Erkrankungen,

insbesondere fur gastrointestinale Motilitatsstérungen.

Tabelle 1: Patientenkollektiv

Alter | Geschlecht Grunderkrankung
(Jahre)
52 w Zerebrale Blutung
32 m Osopagusvarizen, Leberzirrhose, Nierenversagen
59 m Pharynx-Karzinom
47 m Subdurale Hirnblutung
77 w Aortendissektion, koronare Herzkrankheit
38 m Akute myeloische Leukadmie, Aspergillensepsis
46 w Septischer Schock bei Z.n. Lebertransplantation
67 m Subarachnoidale Hirnblutung
70 m Chronische lymphatische Leukéamie
78 w Intracerebrale Blutung
76 w Herzinfarkt
83 m Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung, Herzinfarkt
53 m Zungengrund- Karzinom
89 m Herzinfarkt, Pneumonie
67 m Metastasierendes Bronchial- Karzinom

m = mannlich, w = weiblich

Zwischen Eintritt des Todes und dem Zeitpunkt der Praparatentnahme
lagen weniger als 8 Stunden. Die Pré&paratentnahme erfolgte mit

Einverstandnis des Institutes fur Pathologie der Universitat Libeck. Vor
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der weiteren Aufarbeitung wurde das Praparat sorgfaltig auf etwaige

Pathologica inspiziert.
3.2 Methoden

3.2.1 Aufarbeitung und Fixierung

Das gesamte intakte Rektum einschliel3lich der Sphinkterregion und
des Anoderms wurde im Institut fir Pathologie reseziert, der Lange
nach aufgeschnitten, geséaubert und inspiziert. Das Praparat wurde fir
die nachfolgenden Untersuchungen — beginnend von der Linea dentata
nach oral — in sechs, jeweils 2 cm breite Abschnitte unterteilt, deren
Langsseite parallel zur Verlaufsrichtung der Ringmuskelschicht

orientiert war (Abb. 3).

Abbildung 3: Natives Rektum-Praparat mit Einteilung der Segmente

] ..I' [l
w13 14 13 W E

Bioproducts

Langsinzidiertes Rektumpréaparat mit rechteckigen Entnahmestellen der 6

Segmente. Der aborale Rand mit der Sphinkterregion liegt links im Bild.

Folgende Kodierung wurde flr die jeweiligen Abschnitte vorgenommen:
Abschnitt 1 (0-2 cm), Abschnitt 2 (2-4 cm), Abschnitt 3 (4-6 cm),
Abschnitt 4 (6-8 cm), Abschnitt 5 (8-10 cm), Abschnitt 6 (10-12 cm). Um
die normalen in-situ-Verhaltnisse zu wahren, wurde das Praparat vor
Einteilung in die verschiedenen Abschnitte auf eine Korkplatte

spannungsfrei aufgenadelt. Die anschlieRende Immersionsfixierung
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erfolgte im sog. Zamboni-Fixans (0.1 M PBS, 4% Paraformaldehyd,
0.2% Pikrinsaure) fur 24 h.

3.2.2 Histologie

Zur allgemeinen histologischen Orientierung und Beurteilung der
Rektumwand wurden zunachst konventionelle histologische Farbungen
durchgefiihrt. Dazu wurden die transmuralen Gewebebldcke in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und udber Xylol in Paraffin
eingebettet. Die angefertigten Serienschnitte (Schnittdicke: 6 pm)

wurden mit Hamatoxylin-Eosin und Azan gefarbt.

3.2.3 Immunhistochemie

Die selektive Darstellung des ENS durch immunhistochemische
Verfahren wurde im Rahmen von Vorexperimenten zunéchst an
Gefrierschnitten durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich jedoch, dass der als
neuronaler Marker eingesetzte Antikorper gegen Protein Gene Product
(PGP) 9.5 auch an Paraffinschnitten zur vergleichbaren
Immunreaktivitdt bei einem insgesamt besseren Strukturerhalt fuhrte.
Deshalb konnte fur die immunhistochemische Visualisierung des ENS
auf Paraffinserienschnitte zuriickgegriffen werden. Eine Vorbehandlung
der Schnittpraparate im Sinne eines Antigen-Retrievals war nicht

erforderlich. Das detaillierte Protokoll ist der Tabelle 2 zu entnehmen.
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Tabelle 2: Protokoll fir immunhistochemischen Nachweis des ENS an

Paraffinschnitten der Rektumwand

Fixierung 4% Zamboni-Fixans 24 h
Dehydrierung in Alkoholreihe, Xylol |3 Tage
Uberfuhrung in Paraffin
Primarinkubation Einstellen in PBS 10 min
PGP 9.5, in Diluent 1:800 Uber Nacht
Sekundarinkubation | Spilen mit PBS 5 min
GAR, in Diluent Uber Nacht
Farbentwicklung Spulen mit PBS 10 min
PAP, rabbit 1:100 1h
Spulen mit PBS 10 min
AEC 1-2 min
Spulen mit PBS 15 min
Gegenfarbung Hamalaun 20 min
Blauen in Leitungswasser 10 min
Eindecken mit Aquatex
Zamboni: 0.1 M PBS, 4% Paraformaldehyd, 0.2% Pikrinséaure
PBS: 0.1 M Phosphatpuffer (phosphate buffered saline), pH 7.4
Diluent Antikérperverdiinnungsmedium (Fa. DAKO)
PGP 9.5: Protein Gene Product 9.5 (Ultraclone, U.K.), 1:800
GAR: Goat-Anti-Rabbit-1IgG (DAKO, Danemark), 1:100
PAP: Peroxidase-Anti-Peroxidase-Complex (DAKO, Danemark),
1:100
AEC: Gebrauchslésung: 250 pl Amino-Ethyl-Carbazol (8 mg/ml),

7,25 ml Acetat-Puffer (pH 5.2), 75 ul 3% H,0,

3.2.4 Morphometrie

Die morphometrischen Untersuchungen des rektalen ENS erfolgten an
PGP 9.5-markierten, mit Hamalaun gegengefarbten Schnittpraparaten.
Die Messapparatur bestand aus einem Lichtmikroskop (Axiophot,
Zeiss), einer Digitalkamera (Axiocam, Zeiss) sowie einem PC (Abb. 4).
Die interessierenden Regionen wurden mit einem 10x Objektiv digital
registriert und mit Hilfe der KS 100 Software (Zeiss) vermessen. Dazu
wurde ein spezielles Makro geschrieben, das ein schnelles Einlesen der

Messparameter erlaubte. Die anschliel3ende Bearbeitung der Rohdaten
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sowie die statistischen Berechnungen erfolgten mit entsprechenden
Software-Paketen (Excel 7.0, SPSS 11, Sigmaplot 7.0).

Abbildung 4: Versuchsaufbau zur morphometrischen Analyse des ENS

Das Lichtmikroskop ist mit einer Digitalkamera

ausgerustet, die an eine PC-Einheit angeschlossen ist
und das Ausmessen der Strukturen am gescannten Bild
durch entsprechende Software erlaubt.

Folgende Komponenten des ENS des Plexus myentericus wurden
morphometrisch erfaldt (Abb. 5):

? Ganglien: PGP 9.5-immunreaktive Strukturen wurden als Ganglien
definiert, wenn sie Nervenzellen enthielten. Registriert wurden die
Flache, der Umfang sowie der minimale und maximale Durchmesser.
Dartber hinaus wurde ein sog. Formfaktor ermittelt, der Aussage
dariiber zulaRt, ob das jeweilige Gebilde eher kreisrund oder

langgestreckt war.

? Nervenzellen: Zellen, deren Kerne bzw. Zytoplasma immunreaktiv fur
PGP 9.5 waren, wurden als Nervenzellen definiert. Nervenzellen,
deren Zellkerne sich auf3erhalb der Schnittebene befanden, wurden

aus stereologischen Grinden von den anschlieBenden
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Berechnungen ausgeschlossen, um eine Uberschatzung der
tatsachlich im Schnitt befindlichen Anzahl von Nervenzellen zu
vermeiden. Registriert wurde die Anzahl der Nervenzellen innerhalb

eines Ganglions.

? Nervenfasern: In Bindeln verlaufende, parallel zueinander
ausgerichtete, PGP 9.5-immunreaktive Strukturen wurden als
Nervenfasern definiert. Es wurden — wie bei den Ganglien — Flache,
Umfang sowie der mininale und maximale Durchmesser und der
Formfaktor bestimmt. Feinste Nervenfasern mit einer Flache
<500pm? wurden zwar vermessen, jedoch von den Auswertungen

ausgeschlossen.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der morphometrisch erfal3ten

Komponenten des Plexus myentericus

Darmwandidnge (DWL)
_.-F"J\""'\-\_
- %

LA\ WAANAANMA

Submucosa

Ringmuskelschicht

Plexus myentericus

Langsmuskelschicht

Nervenfaser
Ganglion mit Nervenzellen

Grundlage fur die morphometrische Analyse des ENS in den
unterschiedlichen Rektumabschnitten stellten folgende Variablen dar,

die aus den Rohdaten berechnet wurden.
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Ganglien

? Flache

? Anzahl pro 100 mm Darmwandlange

? Minimaler und maximaler Durchmesser

? Formfaktor

Nervenzellen
? Anzahl pro 100 mm Darmwandlange

? Anzahl pro Ganglion

Nervenfasern

? Flache

? Anzahl pro 100 mm Darmwandlange

? Minimaler und maximaler Durchmesser

? Formfaktor

Ganglien und Nervenfasern
? Ratio: Anzahl der Ganglien zu Anzahl der Nervenfasern

? Ratio: Flache der Ganglien zu Flache der Nervenfasern

Als statistisches Verfahren zur Ermittlung signifikanter Unterschiede
hinsichtlich der Verteilung von Ganglien, Nervenzellen und
Nervenfasern wurde der Trendtest nach Page angewendet. Hierbei
wurde in Abhangigkeit von n=15 und k=6 (Anzahl der Segmente) mittels
einer Rangordnungstabelle der Wert ,L beobachtet” ermittelt und mit
dem festgelegten Wert ,L kritisch* verglichen. Als Signifikanzniveau

wurde 0.05 zugrunde gelegt.

Als ein weiteres statistisches Verfahren zur Ermittlung eines
signifikanten Einflusses des Alters und des Geschlechtes der Patienten
kam der U-Test (Mann-Whitney) fir verteilungsfreie, unabhangige
Stichproben zur Anwendung. Ein P-Wert ? 0.05 wurde als signifikant
bezeichnet. Die Berechnungen erfolgten gemeinsam mit dem Institut fur
Medizinische Biometrie und Statistik (Direktor: Prof. Dr. rer. nat. Ziegler)

der Universitat zu Lubeck.
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3.2.5 Befunddokumentation

Zur lichtmikroskopischen Dokumentation der Befunde wurde die

Software Axiovision (Zeiss) verwendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Strukturelle Organisation des enterischen

Nervensystems im menschlichen Rektum

Die strukturelle Organisation des rektalen ENS entspricht weitgehend
dem Bauplan des restlichen Kolons. Eine zusammenfassende
Darstellung der anatomisch-topographischen Normverhéltnisse ist der
Abbildung 2 (Abschnitt 1.1.3) zu entnehmen. Im Folgenden werden die
morphologischen Merkmale der einzelnen Plexuskompartimente am

Beispiel des Plexus myentericus vorgestellt.
4.1.1 Plexus myentericus

Der Plexus myentericus erstreckte sich mit Ausnahme kleinerer
Nervenfaseranteile zwischen Ring- und Langsmuskelschicht der
Darmwand (Abb. 6). Durch die polygonale Anordnung des
myenterischen Nervengeflechtes erschien der Plexus im histologischen
Querschnitt als eine Kette von Ganglien und Nervenfaserstrangen, die
in regelmalBigen Abstanden durch das Bindegewebe der

intermuskularen Loge getrennt sind.

Innerhalb der Ganglien gruppierten sich die Nervenzellen héaufig zu
groReren Clustern. Das dazwischen befindliche gangliondre Neuropil
bestand aus ungeordnet verlaufenden Nervenzellfortsatzen und
Gliazellen. In der PGP 9.5-Markierung und Hamalaun-Gegenfarbung
lieBen sich beide Zelltypen gut von einander unterscheiden (Abb. 7).
Gliazellen zeigten keine PGP 9.5-Immunreaktivitat auf und besalien
relativ kleine, rundliche und teilweise indentierte Zellkerne. Das
umgebende Zytoplasma liel3 sich aufgrund der unregelmalRligen
Begrenzungen auf lichtmikroskopischer Ebene nicht klar abgrenzen.
Nervenzellen waren immunreaktiv fir PGP 9.5 und wiesen nach
Farbreaktion mit Aminoethylcarbazol (AEC) hellrote Perikarya und

dunkelrot-braunliche Zellkerne mit prominenten Nuceoli auf.
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Abbildung 6: Plexus myentericus

Plexus myentericus in der Bindegewebsloge zwischen Stratum circulare

und longitudinale der Tunica muscularis. Das langliche Ganglion enthalt
zahlreiche dunkelrot angefarbte Nervenzellen, die vom gangliondren
Neuropil umgeben sind. PGP 9.5-Farbung, Gegenfarbung mit Hamalaun,
OriginalvergrofRerung x 100.

Abbildung 7: Ganglion

™

Ganglion mit Nervenzellen, Gliazellen und Neuropil zusammen. Die
Nervenzellen sind durch rote Perikarya und dunkelbraune Zellkerne
gekennzeichnet. Gliazellen sind nicht immunoreaktiv fur PGP 9.5 und
durch ihre kleineren, blaugefarbten Zellkerne erkennbar. PGP 9.5-
Farbung, Gegenfarbung mit Hamalaun, Originalvergréf3erung x 1000.
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Die Ganglien wurden durch Nervenfaserstrange miteinander
verbunden. Charakteristisch fur diese Komponenten des ENS waren in
Biindeln und parallel zueinander verlaufende PGP 9.5-immunreaktive
Zellfortsatze (Abb. 8). Die Ausrichtung der Nervenfaserstrange war
abhangig vom Anschnitt des Praparates, so dass sowohl Langs- als

auch Querschnitte angetroffen wurden.

Abbildung 8: Nervenfasern
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Nervenfasern sind geken"nzeichnet durch p-arallel ausgerichtete, rot
gefarbte neuronale Fortsatze. Die in den Nervenfasern
eingelagerten Gliazellen sind nicht immunreaktiv fir PGP 9.5 und
lassen sich durch ihre blau gefarbten Nuclei abgrenzen. PGP 9.5-
Farbung, Gegenfarbung mit Hamalaun, Originalvergrof3erung x 400.

4.1.2 Besonderheiten des rektalen enterischen Nervensystems

Im Vergleich zum restlichen Kolon wies das ENS des Rektums
morphologische Besonderheiten auf, die im Folgenden hervorgehoben
werden sollen. So nahm z.B. die bindegewebige Loge des Plexus
myentericus nach aboral deutlich an Breite zu. Wahrend im proximalen
Rektum nur ein schmaler Bindegewebssaum Ring- und
Langsmuskulatur voneinander trennte, verbreiterte sich die Plexusloge
nach distal und wurde neben dem ENS haufig von groRReren
Blutgefalen durchzogen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Loge des rektalen Plexus myentericus

e A SRS
A: Die Loge des Plexus myentericus in proximalen Rektumabschnitten ist
schmal und von wenig Bindegewebe durchzogen. B: Nach aboral wird die
Loge des Plexus myentercus deutlich breiter und enthélt reichlich
Bindegewebe zwischen der Ring- und Langsmuskelschicht. Farbung: Azan,
OriginalvergroRerung x 100.
Auch die einheitliche, kettenformige Anordnung von Ganglien und
Nervenfasern in einer Ebene, wie sie innerhalb des proximalen
Rektums typisch ist, wurde nach aboral von einem ungeordneteren Bild
abgeldst. Ganglien und Nervenfasern des Plexus myentericus ordneten
sich hier teilweise in zwei Ebenen an und zeigten keine klassischen

kettenformigen Formationen mehr.

Dariiber hinaus befanden sich in distalen Rektumabschnitten kleinere
Ganglien sowie einzelne Nervenzellen auch aulRerhalb der
bindegewebigen Plexusloge. Sie waren sowohl in die Langs- als auch
in die Ringmuskulatur der Rektumwand verlagert. Diese fir das
restliche Kolon untypische Ganglienlokalisation wird als Ektopie oder
Heteroropie bezeichnet, ist jedoch im distalen Rektum offensichtlich als
Normalbefund anzusehen (Abb. 10).

Bereits bei bloRRer Durchsicht der Praparate fiel auf, dass die Anzahl der
Ganglien nach aboral abnimmt (Abb. 11). Dennoch lie3en sich auch im
am weitesten distal gelegenen Segment (Segment 1: 0-2 cm) Ganglien
bzw. Nervenzellen nachweisen. Damit kann das tradierte Konzept einer
physiologischen Aganglionose des distalen Rektums nicht unterstitzt

werden.
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Abbildung 10: Heterotope Ganglien innerhalb der Rektumwand

A: Ubersicht der distalen Rektumwand. Ein heterotopes bzw. ektopes
Ganglion befindet sich ausserhalb der Loge des Plexus myentercus in der
Langsmusekischicht. B: VergroRRerter Ausschnitt aus A (rotes Rechteck).
PGP 9.5 — Farbung, Gegenfarbung mit Hamalaun, OriginalvergrofRerung X
25 (A), x 200 (B).

Abbildung 11: Plexus myentericus des proximalen und distalen Rektum

A

A: Plexus myentericus des proximalen Rektum (Segment 6) mit einer Kette
von langsovalen Ganglien. B: Plexus myentericus des distalen Rektum
(Segment 1) mit rundlichen und sparlich verteilten Ganglien. PGP 9.5 —
Farbung, Gegenfarbung mit Hamalaun, OriginalvergréRerung x 50.

Eine Durchmusterung der Nervenfaserstrange zeigte auf, dass im
distalen Rektum zahlreiche groR3kalibrige Nervenfaserstrange die
Plexusloge durchzogen (Abb. 12). Zum Teil besalRen sie ein eigenes
ein- bis zweischichtiges Perineurium. Nach oral nahm die Anzahl dieser
prominenten Nervenfaserstrange ab. Im proximalen Rektum lieRen sie

sich nicht mehr beobachten.
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Abbildung 12: Nervenfasern des proximalen und distalen Rektum
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A: Kleinkalibrige Nervenfaser im proximalen Rektum (Segment 6). B:
Prominente Nervenfaser im distalen Rektum (Segment 1) mit langs- und
guerangeschnittenen Bindeln. PGP 9.5-Farbung, Gegenfarbung mit
Hamalaun, Originalvergrof3erung x 200.

Zusammenfassend wies das rektale ENS innerhalb des Plexus

myentericus folgende morphologische Besonderheiten auf:

? Verbreiterung der Plexusloge nach aboral

? Intramuskuléare Lage von Ganglien (Heterotopien)
? Abnahme der Gangliendichte nach aboral
?

Zunahme grof3kalibriger Nervenfaserstrange nach aboral

4.2 Morphometrische Befunde des  enterischen

Nervensystems des menschlichen Rektums

Im Folgenden werden die morphometrischen Daten des Plexus
myentericus des menschlichen Rekums vorgestellt, die auf den unter

3.2.4 beschriebenen morphometrischen Untersuchungen basieren.
4.2.1 Ganglien

Die bereits bei blo3er Durchsicht der Préaparate auffallende Abnahme
der Ganglienanzahl von proximal nach aboral lie3 sich in der

statistischen Auswertung bestétigen (Tab. 3).



Tabelle 3: Ganglien
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Rektum-Abschnitte

Ganglien
1 2 3 4 5 6
(0-2 cm) (2-4 cm) (4-6 cm) (6-8 cm) | (8-10 cm) | (10-12 cm)

Anzahl * 16 31,6 74,1 87,1 105,7 126,7

27,7 ?17,0 231,6 ?45,5 235,2 240,5
Flache 6726,4 9110,7 12817,1 11062,9 7060,0 7797,6
(pmz) ?7993,6 ?9551,7 ?10891,9 ?10457,8 ?5500,2 ?6379,8
Max DM 142,6 212,3 276,4 247,9 201,9 209,0
(um) 7819 ?118,9 ?152,5 7136,2 7100,3 7109,2
Min DM 61,7 62,2 72,7 68,8 54,1 57,8
(um) 7319 728,7 ?31,9 730,3 720,4 7235
Formfaktor 0,59 0,46 0,42 0,42 0,44 0,44

20,18 20,16 20,18 20,16 20,17 20,16

Angabe der Daten als Mittelwert, ? Standardabweichung, * pro 100 mm Darmwand-

lange, Max DM = maximaler Durchmesser, Min DM= minimaler Durchmesser

Durchschnittlich sank die Anzahl

Darmwandlange kontinuierlich von 126,7

der

Ganglien pro 100 mm

im proximalen Rektum

(Segment 6) bis auf 16 innerhalb des distalen Rektum (Segment 1) ab.

Mit dem durchgefiihrten Trendtest nach Page konnte hierfir eine

statistische Signifikanz nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abbildung 13: Anzahl der Ganglien pro 100 mm Darmwandl&nge
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Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

Eine gleichsinnige Abnahme der Gangliengré3e konnte jedoch nicht
verzeichnet werden (Abb. 14). Wahrend die grofiten Ganglien mit
12.817 pm? in mittleren Rektumabschnitten gefunden wurden (Segment
3), traten sowohl nach distal als auch nach proximal kleinere Ganglien
auf. Das distale Rektum (Segment 1) unterschied sich hier mit einer
durchschnittlichen Flache von 6726 pm? nur unwesentlich vom
proximalen Rektum (Segment 6) mit 7797 pm?. Mit dem Trendtest nach

Page konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Flache der Ganglien
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Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

Erwartungsgemar verhielt sich dazu der maximale
Gangliendurchmesser (Tab. 3). Er war mit 276 pum am grof3ten im
mittleren Rektum (Segment 3) und fiel nach proximal wie distal ab.
Allerdings blieb der Durchmesser der Ganglien im proximalen Rektum
(Segment 6) mit 209 um grol3er als im distalen Abschnitt mit 142 um
(Segment 1). Der minimale Durchmesser verhielt sich &hnlich, lag
jedoch in den Segmenten 5 und 6 unter dem minimalen Durchmesser

des ersten Segmentes.

Der ermittelte Formfaktor (Tab. 3) zeigte eine in etwa gleich bleibende
ovalare Form der Ganglien auf. Lediglich im distalen Rektumabschnitt
(Segment 1) deuteten die Werte des Formfaktors mit 0.59 auf eine eher

kreisrunde Kontur der Ganglien hin.
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4.2.2 Nervenzellen

Wie die Anzahl der Ganglien, so nahm auch die Anzahl der
Nervenzellen pro 100 mm Darmwandlange von proximal nach distal
stetig ab (Tab. 4).

Tabelle 4: Nervenzellen

Nerven- Rektum-Abschnitte
zellen
1 2 3 4 5 6
(0-2 cm) (2-4 cm) (4-6 cm) (6-8 cm) | (8-10 cm) | (10-12 cm)

Anzahl* 32,2 75,4 184,3 267,1 259,3 368,9
2314 247,0 2102,1 2186,3 ?117,2 2139,8

Anzahl pro 1,9 2,3 2,7 2,9 2,4 2,9
Ganglion* 21,0 20,68 20,71 20,99 20,58 20,73

Angabe der Daten als Mittelwert, ? Standardabweichung, * pro 100 mm Darmwand-
lange

Wahrend der proximale Rektumabschnitt (Segment 6) durchschnittlich
369 Nervenzellen pro 100 mm Damrwandlange enthielt, lieBen sich im
distalen Rektum (Segment 1) lediglich 32 Nervenzellen im Durchschnitt
zahlen. Ahnlich wie die Ganglienanzahl betrug auch die Nervenanzahl
hier nur noch etwa 10% der Werte in proximalen Rektumsegmenten.
Fur diese Beobachtung konnte eine statistische Signifikanz ermittelt
werden (Abb. 15).

Trotz der deutlich sinkenden Anzahl an Nervenzellen bzw. Ganglien
konnten in jedem der untersuchten Praparate beide Strukturen
regelméaRig gefunden werden. Ein aganglionarer Abschnitt lie3 sich

somit nicht nachweisen.
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Abbildung 15: Anzahl der Nervenzellen pro 100 mm Darmwandlange

600

500 A T

B

E400

S i

g 1
o

2 300 -

o

o

o

o 200 -

b

2 1

- 1 T
.
o = T

0-2 2-4 4-6 6-8 8-10 10-12

rectal segments [cm]

Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

Wurde der durchschnittliche Nervenzellgehalt pro Ganglion berechnet,

so ergab sich ein weniger deutliches Bild (Tab. 4, Abb. 16).
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Abbildung 16: Anzahl der Nervenzellen pro Ganglion
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Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

Die proximalen und mittleren Rektumabschnitte (Segmente 2-6) mit
Werten von 2,3, 2,7, 2,9, 2,4 und 2,9 Nervenzellen pro Ganglion
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Lediglich der unterste
Rektumabschnitt (Segment 1) mit einem einem Nervenzellgehalt von

1,9 pro Ganglion lag unterhalb der Gbrigen Werte.
4.2.3 Nervenzellgehalt der Ganglien

Neben der durchschnittichen Nervenzellanzahl pro Ganglion
interessierte auch die prozentuale Verteilung der Ganglien bezlglich
ihres Nervenzellgehaltes innerhalb der verschiedenen
Rektumsegmente. Mit dieser Berechnung konnte aufgezeigt werden,
welche “Gangliengattung“, d.h. Ganglien mit einer, zwei, drei oder mehr
Nervenzellen, am haufigsten innerhalb eines untersuchten

Rektumabschnittes vorkommt (Tab. 5).



34

Tabelle 5: Haufigkeit der Ganglien bezuglich des Nervenzellgehaltes

Nervenzell- Rektum-Abschnitte
hal
gehalt des 1 2 3 4 5 6
Ganglion (0-2 cm) (2-4cm) | (4-6 cm) (6-8 cm) (8-10 cm) | (10-12cm)
absolut absolut absolut absolut absolut absolut
relativ relativ relativ relativ relativ relativ
1 19 28 48 55 82 53
50% 38,4% 28,9% 27,8% 35,0% 27,0%
2 7 18 42 56 65 55
18,4% 24, 7% 25,3% 28,3% 27,8% 28,1%
3 6 10 37 26 45 34
15,8% 13,7% 22,3% 13,1% 19,2% 17,3%
4 4 10 13 22 19 22
10,5% 13,7% 7,8% 11,1% 8,1% 11,2%
5 1 3 9 14 8 10
2,6% 4,1% 5,4% 7,1% 3,4% 5,1%
6 1 4 8 7 6 7
2,6% 5,5% 4,8% 3,5% 2,4% 3,6%
=7 9 18 9 15
5,4% 9,5% 3,8% 7,6%
Total 38 73 166 198 234 196
100% 100% 100% 100% 100% 100%

Ganglien mit lediglich einer Nervenzelle nahmen nach aboral an
Haufigkeit zu und machten im distalen Rektum (Segment 1) 50% der
gesamten Ganglienpopulation aus. Ganglien mit zwei Nervenzellen
nahmen hingegen nach oral an H&aufigkeit zu und stellen in mittleren
und proximalen Rektumabschnitten etwa 25% der Gesamtpopulation.
Ganglien mit drei Nervenzellen lagen zwischen 13% und 22%, Ganglien
mit vier Nervenzellen zwischen 8% und 14%. Ganglien mit funf und
sechs Nervenzellen erreichten héchstens 7% der Gesamtpopulation.
Ganglien mit sieben oder mehr Nervenzellen fehlten in distalen
Rektumabschnitten (Segmente 1 und 2) vollstandig und wurden erst in
mittleren und proximalen Abschnitten beobachtet (Segmente 3-6). Hier
rangierten sie zwischen 4% und 9% der Gesamtpopulation. Haufigste
“Gangliengattung” in allen untersuchten Segmenten waren solche mit
ein oder zwei Nervenzellen, die immer mindestens die Halfte aller

Ganglien ausmachen.
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Bei Auswertung der Nervenfasern ergab sich bezuglich ihrer Anzahl ein

umgekehrtes Bild im Vergleich zu den Ganglien (Tab. 6).

Tabelle 6: Nervenfasern

Nervenfasern Rektum-Abschnitte
1 2 3 4 5 6
(0-2cm) | (2-4 cm) (4-6 cm) (6-8 cm) (8-10 cm) | (10-12cm)

Anzahl* 133,7 167,4 114,8 101,6 73,5 91,8

244,0 285,5 44,7 2328 2238 234,2
Flache 4813,1 6153,3 6511,8 5885,4 4754,7 4099,8
(umz) 24004,6 26274,3 ?5648,8 ?5337,8 ?2901,6 ?2616,6
Max DM 123,7 153,8 164,7 159,6 146,1 128,2
(um) 269,2 2100,4 296,2 2100,8 261,9 ?57,8
Min DM 54,8 57,5 58,0 54,1 49,0 47,2
(um) 722,6 723,8 224,7 221,2 ?17,5 718,6
Form- 0,63 0,56 0,54 0,52 0,52 0,55
faktor 20,18 20,19 20,18 20,17 20,16 20,17

Angabe der Daten als Mittelwert, ? Standardabweichung, * pro 100 mm Darmwand-

lange, Max DM = maximaler Durchmesser, Min DM= minimaler Durchmesser

Die Nervenfaseranzahl nahm nach aboral stetig zu — von 73,5

(Segment 5) auf 167,4 (Segment 2). Mit dem Trendtest nach Page

konnte eine Signifikanz fir diese Werte ermittelt werden. Lediglich im

distalsten Rektumabschnitt (Segment 1) fiel die Anzahl der Nervenfaser
wieder leicht auf 133,7 ab.
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Abbildung 17: Anzahl der Nervenfasern pro 100mm Darmwandlange
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Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

Ein &ahnliches Bild ergab sich fur die durchschnittliche Flache der
Nervenfasern (Abb 18). Sie vergrol3erte sich ebenfalls kontinuierlich
nach aboral und verringerte sich leicht im distalen Rektumabschnitten
(Segmente 1 und 2). Gleichsinnige Veranderungen lie3en sich auch bei
den maximalen und minimalen Durchmesser der Nervenfasern

feststellen.

Eine Analyse des Formfaktors ergab, dass sich die Kontur der
Nervenfaser nach aboral von ovaladren in eher kreisrunde Gebilde

veranderte.
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Abbildung 18: Flache der Nervenfasern
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Dargestellt sind alle Werte zwischen dem 10. (unterer Whisker) und 90.
(oberer Whisker) Perzentil. Die 25. und 75. Perzentile liegen innerhalb
der Box. Der Median ist durch die Box-Linie gekennzeichnet.

4.2.5 Ratio zwischen Ganglien und Nervenfasern

Bei der Berechnung der Ratio zwischen Ganglien und Nervenfasern
hinsichtlich ihrer Anzahl und Flache ergaben sich fur die einzelnen
Rektumabschnitte folgende Verhaltnisse (Tab. 7).
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Tabelle 7: Ratio Ganglien — Nervenfasern (Anzahl und Flache)

Ratio Rektum-Abschnitte
1 2 3 4 5 6
(0-2cm) | (2-4cm) | (4-6 cm) | (6-8 cm) | (8-10 cm) | (10-12cm)

Anzahl

Ganglien zu 012 021 0,65 084 1,38 1,51
Nervenfasern

Flache

Ganglien zu 14 148 1,97 1,88 1,48 1,9
Nervenfasern

Im distalen Rektumabschnitt (Segment 1) kamen auf ein Ganglion fast
acht Nervenfasern. Das Verhdltnis verringerte sich kontinuierlich nach
oral, so dass im Segment 4 Ganglien und Nervenfasern etwa gleich
haufig vorkamen. In proximalen Rektumabschnitten kehrte sich das
Verhaltnis um — hier kamen auf acht Ganglien nur etwa funf

Nervenfasern.

Die Ratio der Ganglienflachen zur Flache der Nervenfasern verhielt sich
folgendermal3en: In allen untersuchten Segmenten zeigte sich, dass die
Ganglien eine grof3ere Flache einnahmen als die Nervenfasern. In den
Segmenten 3, 4 und 6 war die Ganglienflache doppelt so grof3 wie die
Nervenfaserflache, in den Segmenten 1, 2 und 5 ergab sich ein

Verhaltnis von etwa 1,5 zu 1.

4.2.6 Einfluf von Alter und Geschlecht

Zur Prifung des Einflusses des Alters auf die ermittelten Daten wurden
die Patienten in zwei Gruppen unterteilt: Gruppe 1 mit einem Alter von
30 — 60 Jahre (n=7), Gruppe 2 mit einem Alter von 60 — 90 Jahre (n=8).
Es zeigte sich, dass das Alter weder auf die Anzahl der Nervenzellen
(p=0.60) noch auf die Ganglienanzahl (p=0.58) einen signifikanten
EinfluR hatte. Gleiches galt fiur die Anzahl der Nervenzellen pro
Ganglion (p=0.86) sowie fur die Anzahl der Nervenfasern (p=0.56).

Ahnliche Ergebnisse wurden fiur den EinfluR des Geschlechtes
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gefunden. Zwischen weiblichen (n=5) und ménnlichen (n=10)
Praparaten zeigten sich hinsichtlich der Anzahl von Nervenzellen
(p=0.31), von Ganglien (p=0.73) und der Nervenfasern (p=0.81) sowie
fur die Nervenzellanzahl pro Ganglion (p=0.88) kein signifikanter
Einfluf3.
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5 DISKUSSION

5.1 Strukturelle Organisation des enterischen

Nervensystems des menschlichen Rektums

5.1.1 Histologische Darstellungsmoéglichkeiten des enterischen

Nervensystems

Grundsatzlich ist jede histologische Farbung, die eine Affinitat zu
Zellkernen bzw. zytoplasmatischen Fortsatzen aufweist, dazu geeignet,
das ENS darzustellen. Zur detaillierten Beschreibung der strukturellen
Organisation des ENS bedarf es jedoch selektiver histologischer
Farbetechniken, bei denen die Ubrigen Gewebebestandteile der
Darmwand in den Hintergrund treten. Neben Versilberungstechniken
und enzymhistochemischen  Nachweisen bieten vor allem
immunhistochemische Verfahren die Maoglichkeit, die einzelnen

strukturellen Komponenten des ENS gezielt zur Darstellung zu bringen.

Mittlerweile steht eine ganze Palette von Antikbrpern zur Verfigung, mit
denen eine immunhistochemische Visualisierung des ENS gelingt. Die
Antikorper sind entweder gegen neuronale (z.B. Neurofilamente,
Peripherin, Neuronen-spezifische Enolase) oder gliale (z.B. Protein S-
100, Glial Fibrillary Acidic Protein) Epitope gerichtet und lassen sich

zumeist auch an in Paraffin eingebettetem Material verwenden.

In  Voruntersuchungen wurden diverse immunhistochemische
Farbungen getestet und miteinander verglichen. So waren die
Ergebnisse mit Peripherin oder S-100 weniger zufriedenstellend als
nach Inkubation mit PGP 9.5 — ein panneuronaler Antikdrper, mit dem
sich sowohl neuronale Perikarya als auch deren Fortsatze zuverlassig
darstellen lieRen. Diese Markierungseigenschaften erlaubten die
eindeutige Identifikation von einzelnen Nervenzellen,
Ganglienformationen und Nervenfaserstrangen, d.h. von allen
neuronalen Komponenten, aus denen sich das ENS zusammensetzt.

Eine zuséatzliche Markierung mit dem glialen Marker Protein S-100 war
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nicht erforderlich, da sich die Gliazellen auch durch eine einfach
durchzufihrende Hamalaun-Gegenfarbung klar von den

immunhistochemisch markierten Nervenzellen abgrenzen liel3en.

PGP 9.5 st ein in Neuronen und neuroendokrinen Zellen
vorkommendes Protein, das der Familie der zytoplasmatischen
Ubiquitin Carboxy-terminalen Hydrolase-Isoenzyme angehort
(Wilkinson et al. 1992). Aufgrund der aufgefuhrten Vorteile wurde PGP
9.5 bereits von mehreren Arbeitsgruppen fur immunhistochemische
Untersuchungen des ENS eingesetzt (Sams et al. 1992; Romanska et
al. 1993; Krammer et al. 1993 b; Park et al. 1995; Wedel et al. 1998
a,b). Es sei hier angemerkt, dass fur die selektive Darstellung von
Nervenzellen auch andere Methoden (z.B. ,nerve cell body“-antiserum,
c-Myc, Fos-related antigen, cuprolinic blue) eingefiuihrt worden sind, die
ebenfalls zu zuverlassigen Ergebnissen gefuhrt haben (Young et al.
1993; Parr und Sharkey 1994a, b; Karaosmanoglu et al. 1996; Wester
et al. 1998). Diese Verfahren bleiben in ihrer Aussagekraft allerdings
lediglich auf die Identifikation von Nervenzellperikarya beschrankt und
erfassen somit nicht die Struktur und Topographie der neuronalen
Fortsatze, d.h. den Verlauf von intra- und extraganglionaren

Nervenfasern.

5.1.2 Morphologie des enterischen Nervensystems im
menschlichen Rektum

Das ENS des menschlichen Rektums zeigt einen Grundbauplan auf,
wie er auch in anderen Abschnitten des GIT beim Menschen und
hoheren Saugern zu finden ist (Furness und Costa 1987). Dennoch
besitzt das ENS des menschlichen Rektums einige morphologische
Besonderheiten, die sowohl fiir vergleichende anatomische Studien als
auch fur die Beurteilung histopathologischer Veranderungen von

Bedeutung sind.

Eine frihe Untersuchung von Aldridge und Campbell (1968) sowie eine

spatere Studie (Kumar und Phillips 1989) wiesen bereits darauf hin,
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dass im Bereich des Rektums weniger Nervenzellen auszumachen sind
als in den dubrigen Abschnitten des Kolons, bzw. dass die
Gangliendichte nach aboral abnimmt. Die immunhistochemischen
Befunde sowie die morphometrischen Auswertungen der vorliegenden

Untersuchungen bestéatigen diese Annahme.

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Loge des Plexus
myentericus nach aboral an Breite zunimmt und myenterische Ganglien
auch auRerhalb der bindegewebigen Loge in den umgebenden
Muskelschichten regelmalRig anzutreffen sind. Letzere Tatsache ist
insofern von Bedeutung, als dass solche Ganglienektopien in anderen
Abschnitten des GIT normalerweise nicht vorkommen und hier
durchaus einem pathologischen Innervationsmuster entsprechen
kébnnen. So wurden bei Patienten mit chronischen kolorektalen
Motilitatsstorungen u.a. Ganglienektopien als organisches Korrelat der
Passagestérung nachgewiesen (Holschneider et al. 1994, Krammer et
al. 1994). Die Ektopien wurden hier allerdings in héheren Abschnitten
des GIT nachgewiesen. Im Gegensatz dazu scheinen sie innerhalb des
Rektums, insbesondere  in distalen Segmenten, keinen

krankheitswertigen Befund darzustellen.

Die Literatur &Rt aufgrund einer diskrepanten Datenlage bisher keine
eindeutige  Aussage dartber zu, ob das physiologische
Innervationsmuster des distalen Rektums als hypo- oder aganglionar
anzusehen ist. Nach Ansicht von Fleischhauer et al. (1965) ist der letzte
Abschnitt des Rektums physiologischerweise aganglionér, da sich im
Bereich des M. sphincter ani internus weder zwischen den
Muskelschichten (Plexus myentericus) noch innerhalb der Tela
submucosa (Plexus submucosus) Ganglien nachweisen lieRen.
Aldridge und Campbell (1968) gehen demgebeniiber von einer sog.
hypogangliondren Zone aus, deren Ausmaf} variabel ist. Auch
Weinberg (1970) beschreibt eine hypoganglionare Zone und definiert
sie als die Strecke gemessen zwischen dem M. sphincter ani internus

bis zum vollstandig entwickelten myenterischen Nervenplexus.



43

In der vorliegenden Untersuchung liel3en sich in allen untersuchten
Praparaten, einschlieBlich in dem am weitesten distal gelegenen
Segment (Segment 1: 0-2 cm), Ganglien nachweisen. Allerdings waren
die Anzahl der Ganglien sowie deren Nervenzellgehalt im Vergleich zu
proximalen Rektumabschnitten deutlich erniedrigt — was erklaren
konnte, dass diese Ganglien bei Anwendung unspezifischer
Nachweismethoden Ubersehen wurden. Festzuhalten bleibt, dass
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse das distale Rektum nicht als

aganglionar, sondern als hypoganglionar anzusehen ist.

Aus physiologischer Sicht machen derartige morphologische
Verhaltnisse Sinn: Der Nettoeffekt enterischer Nervenzellen auf die
glatte Muskulatur fuhrt normalerweise zu einer Relaxation. Eine
Erniedrigung der Nervenzellanzahl wiirde entsprechend zu einer
Zunahme des glattmuskularen Tonus fihren — wie es fur einem
VerschlufRapparat wie dem inneren Analsphinkter notwendig ist. Ein
vollstandiges Fehlen von Nervenzellen wurde allerdings eine
Unfahigkeit zur glattmuskuldren Relaxation durch den Mangel an
inhibitorischen Neurotransmittern bedingen. Damit ware die zur
Defakation erforderliche Entspannung des inneren Analsphinkters
behindert — wie es z.B bei einer dem Morbus Hirschsprung zugrunde

liegenden Aganglionose der Fall ist.

Eine weitere Besonderheit des Rektums stellt das Vorkommen von
relativ grof3kalibrigen, mit Perineurium umgebenen und zumeist
myelinisierten Nervenfaserstrangen dar. Diese Nervenfaserstrange sind
im distalen Rektumabschnitt sehr prominent und zahlreich vorhanden.
Proximalwarts nimmt ihr Durchmesser ab, beim Menschen sind sie im
Sigma nicht mehr nachweisbar. Das in der vorliegenden Untersuchung
gefundene Verteilungsmuster entsprach den Ergebnissen anderer
Studien: Die prominenten Nervenfaserstrange befanden sich
topographisch in unmittelbarer N&he zum Plexus myentericus
(Weinberg 1970). Sie werden u.a. als aszendierende pelvine Nerven
(Stach 1989) bzw. als sog. Shunt-Faszikel (Kumar und Phillips 1989)
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bezeichnet, da angenommen wird, dass sie die nervale Verbindung
zwischen dem pelvinien Nervenplexus einerseits und dem ENS

andererseits darstellen.

Im Rahmen der histopathologischen Diagnostik besteht die Moglichkeit
einer Verwechselung mit hypertrophen Nervenfaserstréngen, wie sie
bei der Aganglionose, d.h. dem Morbus Hirschsprung, typischerweise
angetroffen werden (Holschneider et al. 1994, Wedel et al. 1998a). Im
Gegensatz zur Aganglionose lassen sich allerdings beim gesunden
Rektum auch in distalen Segmenten immer nervenzellhaltige Ganglien
nachweisen. Dariiber hinaus liegt die Anzahl und die Grol3e der
hypertrophen Nervenfaserstrange bei der Aganglionose deutlich tber
den Verhéltnissen wie sie beim normalinnervierten Rektum gefunden

werden.

5.2 Morphometrie des enterischen Nervensystems im

menschlichen Rektum

Zur Darstellung der intramuralen Nervenplexus bedarf es selektiver
immunhistochemischer Techniken, die sowohl die deskriptive
histopathologische Befundung als auch eine objektive morphometrische
Beurteilung des ENS erlauben. Bisher liegen nur wenige Studien vor,
die sich auf der Basis klarer morphometrischer Kriterien mit der

Innervation des menschlichen Rektums beschaftigt haben.

So gaben Fleischhauer et al. (1965) ihre Befunde lediglich in
semiquantitativer Form wieder, indem jede Nervenzelle mit einem Punkt
im Schnittpréparat gekennzeichnet wurde. Damit waren nur ungefahre
Angaben zur Verteilung der Nervenzelldichte mdglich. In dieser Studie
wurde der letzte Abschnitt des Rektums als aganglionar beschrieben, in
weiter proximal gelegenen Abschnitten wurde lediglich Uber das
,vorhandensein einiger Ganglienzellen in Form kleinerer Gruppen®

berichtet.

Weinberg (1970) verwandte Hamatoxylin-Eosin geférbte, longitudinal
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geschnittene Praparate des kindlichen Rektums, in dem drei definierte
Zonen vermessen wurden. Der Abstand von der Anokutanlinie bis zum
Auftreten der ersten Ganglienzelle in dem Praparat wurde zwischen 4,9
mm und 10,3 mm angegeben. Die Strecke bis zum Erscheinen des
vollstandig ausgebildeten Plexus myentericus wurde zwischen 5,9 mm
und 15 mm ab der Anokutanlinie angegeben. Eine spezifische

Markierung neuronaler Strukturen wurde nicht durchgefinhrt.

Die detailliertesten morphometrischen Angaben stammen von Aldridge
und Campbell (1968), die anhand nachvollziehbarer Kriterien die
Nervenzell- und Ganglienverteilung im menschlichen Rektum
untersuchten. Im Bereich der Anokutanlinie bis 0,5 cm proximal dieser
Linie wurden durchschnittich 1 Ganglion und 2 Nervenzellen pro
Zentimeter beobachtet. Im Abschnitt von 0,5 cm bis 1,5 cm wurden 4
Ganglien und 11 Nervenzellen pro Zentimeter beschrieben. In einem
dritten Abschnitt, der sich bis 2,5 cm ab der Anokutanlinie erstreckte,
wurden 5 Ganglien und 16 Nervenzellen gezéhlt. Diese Befunde
entsprechen in etwa den eigenen Beobachtungen und bestatigen, dass
der distale Rektumabschnitt nicht durch eine Aganglionose, sondern
durch eine Hypoganglionose gekennzeichnet ist. Allerdings liegen die
eigenen Werte fur die Nervenzellanzahl in den Segmenten 1 und 2 (3,2
bzw. 7,5 Nervenzellen pro Zentimeter) unterhalb der von Aldrige und
Campbell gefundenen Daten, was darauf zuriickzufihren ist, dass es
sich bei diesem Kollektiv um kindliche Préparate gehandelt hatte.
Morphometrische Untersuchungen hinsichtlich der Anzahl und Grofe
von rektalen Nervenfasern blieben in der Studie von Aldridge und
Campbell (1968) unberticksichtigt.

Kumar und Phillips (1989) verwendeten anstelle immunhistochemischer
Farbemethoden silberimpragnierte  Hautchenpraparate fur die
Darstellung des rektalen ENS. Dieser methodische Ansatz erlaubte
zwar eine anschauliche Charakterisierung des rektalen myenterischen
Nervengeflechtes, lie3 jedoch keine morphometrischen Angaben zu.
Ahnliches gilt fiir die Arbeiten von Christensen et al. (1983, 1987), bei
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denen es sich um vergleichende deskriptive Studien unterschiedlicher

Tierspezies handelte ohne Einbeziehung menschlicher Praparate.

Morphometrische Studien mit Angaben zur durchschnittlichen
Nervenzellanzahl wurden Uberwiegend am Plexus myentericus des
Kolons, nicht aber des Rektums durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten
zum Teil betrachtliche Diskrepanzen auf: Wahrend Schuffler et al.
(1978, 1982) uber eine myenterische Nervenzelldichte von 50 pro 100
mm Darmwandlange berichteten, kamen Meier-Ruge et al. (1970) auf
eine Anzahl von Uber 7000. Die differierenden Angaben lassen sich
dabei weniger auf uneinheitliche Patientenkollektive als vielmehr auf
unterschiedliche methodische Ansatze zurlckfuhren. So wird eine
direkte Vergleichbarkeit der Daten u.a. dadurch erschwert, dass in den
einzelnen Studien keine einheitliche Vorgehensweise hinsichtlich der
Darstellung des ENS (konventionelle Histochemie, Enzymhistochemie,
Immunhistochemie, Metallimpragnationen), der Schnittdicke des
Materials (von 3 pm bis 15 um) sowie der zugrundegelegten
histologischen  Kriterien zur Erkennung relevanter  Strukturen

(Nervenzellen, Nervenzellfortsatze, Gliazellen, Ganglien) vorlag.

Ein direkter Vergleich der eigenen Daten zur durchschnittlichen
Nervenzellanzahl mit den Angaben von Schuffler et al. (1978, 1982)
und von Meier-Ruge et al. (1970) ist nur bedingt mdglich, weil es sich
bei der vorliegenden Untersuchung um das Rektum handelte. Legt man
jedoch den proximalsten Rektumabschnitt (Segment 6) zugrunde, der
sich direkt an das sigmoidale Kolon anschliel3t, so liegen die Werte
(368,9 Nervenzellen pro 100 mm Darmwandlange) zwischen denen von
Schuffler et al. (1978, 1982) und von Meier-Ruge et al. (1970).

Die uneinheitliche Datenlage spiegelt zum einen die Schwierigkeit
wider, die strukturellen Komponenten des ENS vollstandig und objektiv
zu quantifizieren. Zum anderen unterstreicht sie die Notwendigkeit,
reliable und standardisierte morphometrische Verfahren an grof3eren
Kontrollkollektiven einzusetzen, um alters- und geschlechtsabhangige

Normwerte erstellen zu kénnen. Wahrend der Diagnose eines Morbus
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Hirschsprung (komplette Aganglionose) eindeutige histopathologische
Kriterien zugrundeliegen, fihrt die Beurteilung von non-aganglionaren
intestinalen Innervationsstérungen - wie in einer prospektiven
Multizenterstudie gezeigt werden konnte (Koletzko et al. 1999) - haufig
zu unvertretbar hohen Interobserver-Variationen. Zu Recht weisen
Koletzko et al. (1999) darauf hin, dass es zur validen Diagnosestellung
exakter Referenzwerte bedarf, die auf der Grundlage eindeutig
definierter morphometrischer Techniken zu ermitteln sind. Letzterer
Forderung wird die vorliegende Untersuchung gerecht, da die
eingesetzte Methodik eine vollstindige Erfassung der strukturellen
Komponenten des ENS sowie deren morphometrische Auswertung
ermoglichte. Zur Etablierung von Referenzwerten, die samitliche
Altersklassen einschliel3lich  mdglicher  Geschlechtsunterschiede
erfassen, waren allerdings Untersuchungen an entsprechend gréf3eren

Kollektiven erforderlich.

Aufgrund der durchgefiihrten statistischen Prufung ergab sich kein
Anhalt dafur, dass die Daten bezuglich der unterschiedlichen
Altersklassen sowie des Geschlechtes statistisch signifikanten

Schwankungen unterliegen.

Zusammenfassend lassen sich aufgrund der eigenen Ergebnisse
folgende Aussagen zur Morphologie und Morphometrie des rektalen

humanen ENS treffen:

? Die Ganglienanzahl nimmt nach aboral um etwa das Achtfache

ab, die Nervenzellanzahl um etwa das Zwolffache.

? Die durchschnittliche Nervenzellanzahl pro Ganglion nimmt von

2,9 in den oberen Abschnitten auf 1,9 nach aboral ab.

? In allen Rektumabschnitten machen Ganglien mit einer oder zwei
Nervenzellen Uber die Hélfte aller Ganglien aus. Ganglien mit
sieben oder mehr Nervenzellen werden nur in mittleren und

proximalen Rektumabschnitten gefunden.

? Die Nervenfaseranzahl nimmt um etwa das Anderhalbfache nach
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aboral zu. Die Ratio zwischen Anzahl der Ganglien und Anzahl
der Nervenfasern kehrt sich entsprechend von 8:5 auf 1:10 nach

aboral um.

5.3 Klinische Relevanz

5.3.1 Praoperative Diagnostik von Stdérungen der intestinalen

Innervation

Ein haufig praoperativ durchgefihrtes Verfahren zur Diagnostik von
Fehlbildungen des ENS ist die Entnahme submukoser Biopsien aus
dem rektosigmoidalen Kolonsegment. Das hierdurch gewonnene
Gewebe reicht zwar aus, um eine komplette Aganglionose (Morbus
Hirschsprung) auszuschlie3en bzw. eine IND des Plexus submucosus
nachzuweisen (Holschneider et al. 1994). Es gelingt jedoch nicht, eine
Beurteilung tiefer gelegener submukoser Plexusstrukturen sowie des
Plexus myentericus vorzunehmen. Beide Plexuskompartimente sind
jedoch maf3geblich an der Vermittlung intestinaler Motilitat beteiligt —
entsprechend wichtig ist es, sie in die histopathologische Beurteilung

miteinbeziehen zu kénnen.

In vorherigen Studien der eigenen Arbeitsgruppe konnte belegt werden,
dass auch non-agangliondre Fehlbildungen des ENS zu schweren
kolorektalen Passagestorungen fuhren koénnen. So zeigte sich bei
Patienten mit einer Slow-transit Obstipation oder mit adultem
Megacolon eine Hypoganglionose des Plexus myentericus als
zugrunde liegendes organisches Korrelat (Wedel et al. 2002a, Wedel et
al. 2002b). Diese Befunde wurden postoperativ an resezierten

Kolonresektaten erhoben.

Winschenswert ware es, bei schweren chronischen kolorektalen
Motilitatsstbrungen bereits vor einem resezierendem Eingriff einen
vollstandigen ,neurohistologischen Status* der Darmwand zu erhalten.
Hierzu sind Ganzwandbiopsien erforderlich, die alle Nervenplexus

erfassen. Zur Materialgewinnung kann eine umschriebene Exzision der
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Rektumwand Uber einen transanalen Zugang durchgefuhrt werden. Die
Bauchhoéhle wird nicht erdffnet, so dass der Eingriff auch ambulant

durchgefuhrt werden kann.

5.3.2 Beurteilung des enterischen Nervensystems in

Ganzwandbiopsien

Stehen Ganzwandbiopsien zur Verfiigung, so kdnnen alle enterischen
Nervengeflechte der Darmwand — einschlie3lich der tiefer gelegenen
Plexus — histopathologisch beurteilt werden. Um Abweichungen vom
Normalbefund zuverlassig feststellen zu kdnnen, lassen sich die Daten
der vorliegenden Untersuchung als orientierende Referenzwerte
heranziehen. Dies gilt sowohl fiir morphologische als auch
morphometrische Parameter. Da die Daten fur alle Etagen des
Rektums bestimmt wurden, koénnen die Ganzwandbiopsien
unterschiedlicher Entnahmehdhen den entsprechenden Normwerten

zugeordnet werden.

5.3.3 Morphometrische Befundung des enterischen

Nervensystems als therapeutische Entscheidungshilfe

Wahrend beim Morbus Hirschsprung, d.h. einer Aganglionose, die
Indikation zu einem resezierenden Eingriff unumstritten ist, bestehen
bei anderen chronischen kolorektalen Passagestérungen
unterschiedliche Auffassungen. Insbesondere bei der Slow-transit
Obstipation basiert die Indikation zur operativen Therapie bisher auf der

Anamnese und Befunden aus der klinisch-funktionellen Diagnostik.

Mit der Beurteilung von Ganzwandbiopsien lie3e sich Uberprifen, ob
der klinisch bestehende Passagestdérung ein organisches Korrelat
innerhalb des ENS zuzuordnen ist. Zeigt sich in der préaoperativen
histopathologischen Diagnostik ein pathologischer ENS-Befund, so
wirde damit ein weiteres Argument fur einen resezierenden Eingriff
gegeben sein. Voraussetzung fir eine reliable Beurteilung und

morphometrische Auswertung des rektalen ENS sind u.a. die in der
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vorliegenden Untersuchung erhobenen Daten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das enterische Nervensystem (ENS) des Rektums zeigt im Vergleich
zum ENS-Bauplan des Ubrigen Gastrointestinaltraktes verschiedene
Besonderheiten auf. Die bisherigen Angaben dazu basierten jedoch auf
unspezifische Darstellungsmethoden des ENS und lieferten
unvollstdndige morphometrische Angaben. Die diskrepante Datenlage,
insbesondere zur Ganglienausstattung des distalen Rektumabschnitts
(physiologische Aganglionose versus Hypoganglionose), spiegelt die
Schwierigkeit wider, die strukturellen Komponenten des ENS reliabel
und standardisiert zu quantifizieren. Aus Kklinischer sowie
histopathologischer Sicht ist die Ermittlung von Normwerten allerdings
Voraussetzung dafur, um im Rahmen einer diagnostischen Abkléarung
schwerer kolorektaler Passagestorungen einen ,neurohistologischen
Status“ der rektalen Darmwand erheben und ggf. ein

neuropathologisches Korrelat identifizieren zu kénnen.

Ziel der Untersuchung war es deshalb, eine systematische
Beschreibung der strukturellen ENS-Organisation des menschlichen
Rektums mit Hilfe spezifischer Darstellungsmethoden vorzunehmen
sowie eine morphometrische Quantifizierung der ENS-Komponenten

innerhalb der einzelnen Rektumabschnitte durchzufiihren.

Fur die Untersuchung wurden Rektumprdparate von darmgesunden
Patienten (n=15, 5 Frauen und 10 Mé&nner, Altersspanne: 32- 89 Jahre)
verwendet und in jeweils 6 Segmente unterteilt. Die
immunhistochemische Farbung mit dem panneuronalen Antikorper
Protein Gene Product 9.5 erlaubte die selektive Darstellung und
morphometrische Erfassung von Ganglien, Nervenzellen und

Nervenfasern innerhalb des Plexus myentericus.

Deskriptiv lie3en sich folgende morphologische Besonderheiten des
ENS innerhalb der Rektumwand beoachten: (1) Verbreiterung der
bindegewebigen Plexusloge zwischen La&ngs- und Ringmuskelschicht
nach aboral, (2) intramuskulare Lage (Heterotopien bzw. Ektopien) von

myenterischen Ganglien, (3) Abnahme der Gangliendichte und der
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Nervenzellanzahl nach aboral, (4) Zunahme grof3kalibriger Nerven-

faserstrange nach aboral.

Die morphometrische Analyse bestatigte die deskriptiven Befunde und
ergab zusammenfassend folgende Ergebnisse: (1) Abnahme der
Ganglienanzahl um etwa das Achtfache nach aboral, (2) Abnahme der
Nervenzellanzahl um etwa das Zwdlffache nach aboral, (3) Abnahme
der durchschnittlichen Nervenzellanzahl pro Ganglion von 2,9 auf 1,9
nach aboral, (4) Zunahme der Nervenfaseranzahl um etwa das
Anderhalbfache nach aboral, (5) Umkehr der Ratio zwischen Ganglien-
und Nervenfaseranzahl von 8:5 auf 1:10 nach aboral. In allen
Rektumsegmenten machten Ganglien mit einer oder zwei Nervenzellen
Uber die Halfte aller Ganglien aus. Ganglien mit sieben oder mehr
Nervenzellen wurden lediglich in  mittleren und proximalen

Rektumabschnitten gefunden.

Mit der vorliegende Untersuchung konnten zum einen die Hypothese
eines physiologisch agangliondren Rektumabschnittes widerlegt, zum
anderen exakte Angaben (Uber die Verteilung von Ganglien,
Nervenzellen  und Nervenfasern  innerhalb  der  einzelnen
Rektumsegmente Zu Verfliigung gestellt  werden. Diese
morphometrischen Daten lassen sich als orientierende Referenzwerte
zur histopathologischen Beurteilung von transmuralen Rektumbiopsien
bzw. Rektumresektaten heranziehen, um bei schweren kolorektalen
Passagestérungen Fehlbildungen des ENS als mdgliche Ursache

sicher identifizieren zu kbnnen.
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