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Abstract

Einleitung und Fragestellung:

Die Inzidenz der infantilen hypertrophischen Pylorusstenose (IHPS) nimmt in
Deutschland, aber auch in anderen industriellen Staaten, seit einigen Jahren ab. Die
Pathogenese dieser Erkrankung ist multifaktoriell und bis heute noch nicht vollstandig
geklart.

Insbesondere den Interstitiellen Zellen nach Cajal (ICC) kommt als funktionellem
Bindeglied zwischen dem enterischen Nervensystem und der glatten Muskulatur
mutmallich eine wesentliche Rolle bei der Entstehung der IHPS zu.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zu prufen, ob die regrediente
Inzidenzentwicklung auch im eigenen Zentrum (Studienzentrum) nachweisbar ist.

Zur Pathogeneseforschung wurden immunhistochemische Vergleichsuntersuchungen
des Verteilungsmusters der ICC in der Pylorusmuskulatur von Kindern mit IHPS und
gesundem Kontrollmaterial aus Sektionspraparaten durchgefuhrt.

Materialien und Methodik:

FiUr die epidemiologischen Erhebungen wurden die bundesweiten Daten zur Diagnose
Q40.0 und dem Geschlecht der Patienten vom Statistischen Bundesamt aus den
Jahren 2000 bis 2013 ausgewertet. Am Studienzentrum wurden entsprechende Daten
sowie das Alter bei der Operation fur den Zeitraum 2005 bis 2014 erhoben.

FiUr die prospektive Studie wurden von August 2013 bis August 2015 im Rahmen der
Pyloromyotomien bei IHPS nach Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung
der Eltern entsprechende Gewebeproben entnommen. Als Kontrolle dienten
Pylorusproben aus  Sektionspraparaten  verstorbener  Neugeborener ohne
Vorerkrankungen des Gastrointestinaltrakts. Daran schloss sich die Auszahlung der im
Paraffinschnitt CD117-positiven Zellen in jeweils 15 high-power fields (HPF) innerhalb
der Muscularis an. Die univariate statistische Analyse erfolgte mittels des Man-Whitney-
U-Tests (Signifikanzniveau p<0,05).

Ergebnisse:

Im Unterschied zur bundesweiten Verringerung im Untersuchungszeitraum von 3,67 auf
1,63 Fallen pro 1000 Lebendgeburten bei etwa gleichbleibender Geschlechterverteilung
bestatigte sich im Studienzentrum dieses Phanomen nicht.

Im Untersuchungszeitraum konnten vier mannliche Patienten (n=4) mit IHPS in die

Studie eingeschlossen werden. 14 Proben von Sektionspraparaten verstorbener

9



Neugeborener bildeten die Kontrollgruppe. In den intraoperativ gewonnenen Proben
fanden sich in 15 HPFs 1945 + 2225 Zellen (Mittelwert + Standardabweichung),
wahrend die Kontrollgruppe 635,8 + 496,5 Zellen aufwies (p=0,034). Somit zeigten sich
bei den Patienten mit Pylorusstenose im Vergleich zu den Proben aus gesundem
Pylorus-Gewebe signifikant weniger Cajal-Zellen.

Schlussfolgerung:

Die epidemiologischen Ergebnisse verdeutlichen einen konsequenten Rlckgang der
IHPS im deutschlandweiten Vergleich.

Die histologischen Untersuchungsergebnisse bestatigen die Hypothese der
verminderten Anzahl von ICC als einen der wesentlichen pathophysiologischen
Faktoren bei der Entstehung der IHPS.
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Abstract

Introduction and aims:

The incidence of infantile hypertrophic pyloric stenosis (IHPS) has been decreasing in
Germany and in other industrialised countries for a number of years. The pathogenesis
of this disease is multifaceted and currently not fully clear. Particularly, the Interstitial
cells of Cajal (ICC) may play an essential role in the development of IHPS, as they form
the functional link between the enteric nervous system and smooth muscle.

The aim of this study was to verify whether this decreasing incidence could also be
shown in our own institution (study centre).

The immunhistochemical examination compared the ICC distribution patterns of pyloric
biopsies from children with IHPS to healthy control tissue from section preparations.
Materials and methods:

For the epidemiological evaluation, nationwide data for diagnosis Q40.0 and gender
from the Federal Statistics Office for the years 2000 to 2013 was evaluated. Equivalent
data was collected at the study centre in addition to the age at the time of surgery
during the years 2005 to 2014.

For the prospective study we collected tissue samples at pyloromyotomies from August
2013 to August 2015 after obtaining informed written parental consent. Specimens of
pyloric tissue from autopsies of infants without pre-existing gastrointestinal diseases
served as a control.

Subsequently, manual counting of the CD117-positive cells in paraffin sections in 15
high-power fields (HPF) in the lamina muscularis was performed.

Univariate statistical analysis was performed using the Man-Whitney-U-test
(significance level p<0.05).

Results:

The nationwide decreased from 3.67 to 1.63 cases of IHPS per 1000 live births with
constant gender distribution could not be shown at the study centre. During the study
period, four male patients with IHPS were included. The control group consisted of post-
mortem specimens from 14 infants.

The number of ICC counted in the intraoperatively obtained samples (n=4) in 15 HPFs
showed 194.5 £ 222.5 cells (mean £ SD) in the muscularis while the control group
showed 635.8 + 496.5 cells (p=0.034).
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Thus significantly fewer ICC were seen in patients with pyloric stenosis compared to
samples from healthy pyloric tissue.

Conclusion:

The epidemiological findings clearly show a consistent decline in IHPS cases in
Germany.

The histological findings support the hypothesis of the reduced number of ICC as one of
the main pathophysiological factors in the development of IHPS.
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1 Einleitung

Die infantile hypertrophische Pylorusstenose (IHPS) ist eine Erkrankung des frihen
Neugeborenenalters, bei der es zu einer Hypertrophie der zirkularen Muskelfasern des
Pylorus kommt.”

In der Regel tritt die IHPS zwischen der zweiten und zwélften Lebenswoche? auf, zeigt
einen Haufigkeitsgipfel in der dritten bis funften Woche? und présentiert sich mit
klassischen klinischen Symptomen (siehe Abschnitt 1.1).

Die Erstbeschreibung der Pylorusstenose als klinisch relevante Erkrankung stammt von
dem deutschen Wundarzt Wilhelm Fabry aus dem Jahre 1627.2 Unser heutiges
Verstandnis der IHPS geht auf die Beschreibung von Harald Hirschsprung aus dem
Jahre 1888 zuriick.* Weitere 20 Jahre spater filhrte Conrad Ramstedt die erste

erfolgreiche Pyloromyotomie durch.>®

1.1 Symptome der infantilen hypertrophischen Pylorusstenose (IHPS)
Die Kinder mit IHPS fallen durch plétzlich einsetzendes schwallartiges postprandiales
Erbrechen auf. Dieses ist moglicherweise auf eine eingeschrankte Koordination
zwischen Magenperistaltik und Kontraktion des Pylorus zuriickzufiinren.” Durch die
hochgradige Stenose des Pylorus ist das Erbrochene dabei nicht gallig tingiert, sondern
durch den Kontakt der gefutterten Milch mit der Magensaure meist aus geronnener
Milch bestehend.®
Die Diagnose der IHPS ist oft klinisch anhand der Krankengeschichte zu stellen. In
friherer Zeit zeigten sich die Kinder bei ihrer Vorstellung je nach Dauer und
Auspragung der Stenose apathisch und wiesen ein grau-fahles Hautkolorit auf.
Inzwischen findet sich eine solche Auspragung der sichtbaren Veranderungen nur noch
selten.’

Weiterhin lasst sich im teilweise eingesunkenen Abdomen eine olivenformige
Verdickung im Oberbauch tasten, die besonders kurz vor dem Erbrechen palpabel wird
und dem verdickten Pylorus entspricht.® Der Auspragungsgrad der Hypertrophie hangt
nicht mit dem Alter und der Dauer der Symptome zusammen.®

Neben dieser klinischen Diagnostik sind auch bildgebende Verfahren mdoglich. Die
sonografische Darstellung des Pylorus stellt heute bei breiter Verfugbarkeit das
diagnostische Kernelement dar. Bei dieser schnellen Diagnostik, die vergleichsweise
gunstig und nicht-invasiv ist, wird der Patient keiner Strahlung ausgesetzt. Diese
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Untersuchung weist eine Sensitivitat von etwa 99,5% auf und hat eine Spezifitat von
100%.° Altere diagnostische Instrumente wie die Fluoroskopie finden heute aufgrund
der Strahlenbelastung und der oben beschriebenen Alternative keine Anwendung
mehr.™

Laborchemisch ist eine Elektrolytverschiebung typisch. Kinder mit IHPS zeigen
ublicherweise eine hypochloramische, hypokaliamische metabolische Alkalose. Diese
Verschiebung liegt im bestandigen Erbrechen begrindet, da die Kinder infolge dessen

111 Zusatzlich kann bei andauernder

Salzsaure, Natrium und Kalium verlieren.
Beschwerdesymptomatik ein renaler Kompensationsmechanismus hinzukommen, der
zu einer paradoxen Azidurie fihrt."

Der Elektrolythaushalt sollte vor einer operativen Versorgung ausgeglichen werden'?
und die Kinder sollten bis zur operativen Therapie eine intravendse Flussigkeitszufuhr

erhalten.’
1.2 Risikofaktoren fir die Entwicklung der IHPS

1.2.1 Mogliche Ursachen

Die Ursache fur die IHPS im Neugeborenenalter ist groftenteils noch ungeklart.
Zahlreiche Studien belegen, dass sich die infantile hypertrophische Pylorusstenose
nicht durch eine Ursache erklaren lasst, sondern vielmehr ein multifaktorieller Ansatz
zur Ursachenklarung herangezogen werden muss.”® Aus diesem Grund wird im
Folgenden nicht von denkbaren Ursachen fur das Auftreten einer IHPS gesprochen,
sondern lediglich mogliche Risikofaktoren genannt, die das Auftreten einer IHPS
begunstigen konnen. Diese madglichen unterschiedlichen Risikofaktoren wurden von
Panteli et al. Gibersichtlich in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2009 dargestellt."

1.2.1.1

Nach aktuellem Kenntnisstand scheinen genetische Ursachen eine Rolle bei der
Entwicklung der IHPS zu spielen.” Das Risiko zu erkranken ist, wie eine Untersuchung
auf Hawaii aus dem Jahre 1970 zeigte, fur verschiedene ethnische Gruppen sehr
unterschiedlich." Aus der Studie geht hervor, dass Menschen vom kaukasischen Typ
ein deutlich hdheres Risiko fiir eine IHPS haben als solche vom asiatischen Typ."

Jungen sind von dieser Erkrankung insgesamt viermal haufiger betroffen als
Méadchen.™ Jungen von in der Kindheit betroffenen Muttern haben eine 20-prozentige
Wahrscheinlichkeit zu erkranken.' Im Vergleich dazu liegt die
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Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir Téchter von betroffenen Miittern lediglich bei 7%."
Kinder betroffener Vater erkranken ebenfalls seltener (Erkrankungswahrscheinlichkeit
fiir Séhne 5,5%, fiir Tochter 2,5%)."° Die Wahrscheinlichkeit fiir Geschwister von
Betroffenen ist im Vergleich zur Normalbevélkerung um etwa das 30-Fache erhéht.™
Studien konnten Dbisher kein Gen identifizieren, welches fur die [IHPS
hauptverantwortlich ist. Allerdings wurden bereits mehrere unterschiedliche Gen-Loci
identifiziert, die im Zusammenhang mit der Ausbildung der IHPS zu stehen scheinen.
So wurden zwei Regionen des Chromosoms 16 (16q12-p13 und 16q24)'®'" und Loci
auf den Chromosomen 11 und dem X-Chromosom (Xq23) identifiziert."®

Neben diesen Gen-Loci wurde ein Zusammenhang der IHPS mit unterschiedlichen
genetischen Syndromen beschrieben. Beispielhaft genannt seien hier das Cornelia-de-
Lange-Syndrom' und das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom.?>?" Auch bei numerischen
Chromosomenanomalien scheint die IHPS vermehrt aufzutreten. Es wurde eine erhdhte
Inzidenz bei der partiellen Trisomie 9?2, der partiellen Trisomie 13 und der partiellen
Monosomie 18% beschrieben. Weitere genetische Veranderungen werden von einigen

Autoren als mitverantwortlich firr die IHPS angesehen.'®

Umweltfaktoren spielen nach der aktuellen Studienlage ebenfalls eine Rolle: So
verdeutlichen mehrere Studien eine Verknupfung zwischen der Ausbildung der
Pylorusstenose und dem Plétzlichen Kindstod (SIDS).?>%* Als méglicher Grund fiir
dieses Phanomen, welches besonders durch den Abfall der Inzidenz der
Pylorusstenose auffiel, der sich parallel zum Inzidenzabfall des SIDS gestaltete, wird
die Schlafposition des Kindes und der dadurch verminderte Druck auf den Pylorus in
Riickenlage genannt.®

Studien zum Zusammenhang der Ernahrung des Kindes mit dem Auftreten der IHPS
waren bisher nicht eindeutig, legen allerdings einen schutzenden Einfluss des Stillens
nahe.?’

Auch medikamentdse Ursachen der Pylorusstenose werden diskutiert. Durch eine
Kohortenstudie in Danemark konnte vor kurzem gezeigt werden, dass eine Makrolid-
Therapie nicht nur bei der Mutter ab der 28. Schwangerschaftswoche oder wahrend der
Stillzeit, sondern auch beim Kind in den ersten 120 Lebenstagen, das Risiko fur eine
IHPS um das bis zu 25-Fache — abhingig vom Alter des Kindes — erhoht.? Dieser
Effekt konnte auch in einer Studie aus den USA bestitigt werden.®® Als
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Pathomechanismus ist hier die erhohte Magen- und Darmmotilitat mit verstarkter
Pyloruskontraktur unter einer Makrolid-Therapie anzusehen.?® Helicobacter pylori als
infektiose Ursache der IHPS konnte bisher nicht nachgewiesen werden.”’

Weiterhin wurde aufgezeigt, dass der Bildungsgrad der Mutter eine Rolle bei der
Entwicklung einer IHPS beim Kind spielt: Ein geringerer Bildungsgrad ist mit einer
héheren Auftretenswahrscheinlichkeit der IHPS beim Kind verkniipft.?®

Ebenfalls wird teilweise die Herkunft aus einer landlichen Region als Risikofaktor
angefuhrt, wobei noch nicht geklart werden konnte, welcher Zusammenhang zwischen
der Urbanitit und dem Auftreten der IHPS besteht.*?

Mehrere Studien verdeutlichten das Ansteigen des Risikos fur eine IHPS, wenn die
Mutter jung ist.2"*** Bei Miittern unter 24 Jahren war eine deutliche Inzidenzsteigerung
feststellbar.?’ In diesem Zusammenhang sei auch genannt, dass das Risiko einer IHPS
fur das erstgeborene Kind deutlich hoher ist und fur alle folgenden Kinder bestandig
abnimmt.?"?°

Auch Rauchen wahrend der Schwangerschaft und der ersten Lebenswochen des
Kindes erhoht fiir die betroffenen Kinder das Risiko einer IHPS.?>** Eine neue Studie
legt auch die Bedeutung einer Hyperthyreose der Mutter wahrend der Schwangerschaft

als moglichen Risikofaktor nahe.>

Hormonelle Faktoren, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, werden ebenfalls
diskutiert, konnten jedoch bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Eine mogliche Rolle kommt unter anderem dem Gastrin zu, das die Sekretion der
Magensaure stimuliert und in Zusammenhang mit der Kontraktion des Pylorus steht.*®
Bei einer vermehrten Gastrin-Sekretion zeigt sich eine Zunahme der Pylorus-
Kontraktion, die eine eventuelle Hypertrophie verursachen kénnte.>” Die Studienlage zu
einem erhohten Gastrin-Spiegel ist jedoch zu heterogen, um aktuell von einem Beleg
dieses Faktors als ausschlaggebend zu sprechen.*®*

Ein weiterer Erklarungsansatz in der Ursachenforschung der IHPS ist die Annahme,
eine Azidose, ausgeldst durch eine Vielzahl von Faktoren, sei an der Auspragung der

Erkrankung beteiligt und nicht Gastrin selbst.*°

Dieser Erklarungsansatz geht davon
aus, dass es nach einer vermehrten Sauresekretion im Magen zu einer starkeren

Ansauerung des Duodenalinhalts kommt, der die Ausschuttung von Sekretin und
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Cholezystokinin folgt. Diese Mediatoren fuhren als Schutzmechanismus zu einer
Kontraktion des Pylorus, wodurch eine Hypertrophie begiinstigt werden kann.?3°

Prostaglandine als Mediatoren der Magen-Darm-Motilitat standen aufgrund ihrer
proliferativen Wirkung ebenso im Fokus der Ursachenforschung der IHPS."
Insbesondere Prostaglandin E2 (PGE2) und F2a (PGF2a) fanden sich in

Untersuchungen erhéht.*!

Dieser Feststellung steht jedoch der relaxierende Effekt von
Prostaglandinen auf die glatte zirkulare Muskulatur gegeniiber.*?

Die genaue Zuordnung von hormonellen Veranderungen bei der Ausbildung der IHPS
ist ahnlich den genetischen Faktoren aktuell noch nicht moglich.

Ein durch Studien relativ gut untersuchter Einflussfaktor scheinen Wachstumsfaktoren
zu sein.*** Hier zu nennen sei der insulin-like growth factor-1 (IGF-1), dessen
entscheidende Rolle bei der Proliferation und Differenzierung in vielfaltigen Geweben
und Lokalisationen bei entsprechender Defizienz erkennbar wird.*® Bei der IHPS ist
nach Untersuchungen die Expression der mitochondrialen Ribonukleinsaure (mRNA)
fiir IGF-1 erhoht.*® Dieser Effekt ist gegeniiber gesundem Gewebe vor allem in der
zirkularen Muskulatur anzutreffen, zeigt sich aber auch in der Lf:ingsmuskulatur.43
Neben diesem Wachstumsfaktor konnten weitere Faktoren, die fur die Ausbildung und
Proliferation von glatter Muskulatur entscheidend mitverantwortlich sind, nachgewiesen

werden. Unter anderem sind hier der transforming growth factor-a (TGF—O()47 und
transforming growth factor-B1 (TGF-B1)*® anzufiihren; beide sind bei der IHPS deutlich

erhoht.

1.2.2 Zusammenschau der Risikofaktoren

Die sporadisch auftretende IHPS ist ein gutes Beispiel fur die von Carter 1961
beschriebene Theorie der Vererbung.*® Fiir die Ausbildung der Erkrankung miissen
zahlreiche exogene und endogene Faktoren zusammenkommen, die gemeinsam mit
der genetisch determinierten Labilitat zum Entstehen der Krankheit fihren.*® Dadurch
lasst sich erklaren, warum einzelne Faktoren nicht zwingend zur Auspragung der
Erkrankung fiihren, sondern erst bei Uberschreitung einer gewissen Toleranzschwelle
fur Risikofaktoren eine klinisch manifeste IHPS auftritt. Diese Theorie deckt sich auch
mit dem so genannten ,triple-risk-model“*° fiir das SIDS, welches auch Lisonkova et al.
2014 auf die IHPS bertrugen.?®
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1.3 Veranderung der Inzidenz der IHPS

Die Inzidenz der IHPS zeigt eine deutliche Abhangigkeit zur untersuchten Region und
ethnischen Gruppe. So ist die Inzidenz in der chinesischen Ethnie wie beispielsweise in
Taiwan mit durchschnittlich 0,39 Fallen je 1000 Lebendgeburten in den vergangenen
Jahren sehr gering und vergleichsweise stabil.?”*' Im Unterschied dazu weist die
Inzidenz fur die kaukasische Ethnie in den europaischen Landern einen wesentlich
variableren Verlauf in den vergangenen 30 Jahren auf.® In Schottland lag die Inzidenz
1981 noch bei 4,42 Fallen pro 1000 Lebendgeburten und fiel bis 2004 auf 1,39 Falle.*?
Ein dhnlicher Verlauf zeigte sich auch in anderen européischen Landern.?:3%°354

Als Ursache wird von den Autoren der genannten Studien eine Veranderung im
Risikoprofil der Mutter und Kinder beschrieben. Grol3e Aufklarungskampagnen zum
Pl6tzlichen Kindstod fuhrten zu einer veranderten Schlafposition der Sauglinge, die fur
den Riickgang der Inzidenz im europaischen Raum mitverantwortlich gemacht wurde.*®
In Deutschland war die Inzidenz in den vergangenen Jahren ebenfalls stetig rucklaufig;
sie lag nach den Untersuchungen von de Laffolie et al. aus dem Jahr 2011 zuletzt bei
2,02 Fallen pro 1000 Lebendgeburten im gesamtdeutschen Raum.>®

1.4 Aktuelles Therapiekonzept der IHPS

Die konservative Therapie der IHPS mittels oral oder intravends appliziertem Atropin
konnte teilweise gute Heilungsraten zeigen, stellt jedoch aufgrund moglicher
Nebenwirkungen wie einer Tachykardie keine vollstindige Alternative dar.°*° Aus
diesem Grund ist die operative Versorgung weiterhin der Goldstandard fur dieses
Erkrankungsbild."%°

Aktuell existieren sowohl ein offenes als auch ein laparoskopisches
Operationsverfahren zur Therapie der IHPS.

Die offene Pyloromyotomie nach Weber-Ramstedt® kam auch in dieser Studie bei der
Probengewinnung zum Einsatz. Der operative Zugang zur Bauchhodhle hat sich im
Laufe der Jahre deutlich verandert. Wahrend zu Beginn des 20. Jahrhunderts noch die
Langslaparotomie den iiblichen Zugangsweg bildete (Fredet, 1908)"", wurde 1986 von
Tan und Bianchi der Paraumbilicalschnitt fiir die Pyloromyotomie entwickelt.®! Dabei
wird der Nabel zu % innerhalb der naturlichen Hautfalte umschnitten. Es erfolgt die
Offnung des Peritoneums durch die Linea alba rechts der Vena umbilicalis.
Anschlie®end wird der hypertrophische Pylorus aufgesucht und vor die Bauchdecke
gezogen. Der Pylorus wird ohne Verletzung der Mucosa mittels einer Langsinzision
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durch die gesamte Muscularis gespalten. AnschlieRend wird die inzidierte Muskulatur
unter Zuhilfenahme des Pylorusspreizers nach Weber-Ramstedt auseinandergespreizt.
Um eine mogliche Verletzung der Mucosa auszuschlieRen, wird zum Abschluss des
Eingriffs eine Luftprobe mithilfe einer liegender Magensonde durchgefiihrt.®’

Die laparoskopische Pyloromyotomie stellt seit einiger Zeit eine Alternative zur offenen
Operationstechnik dar und wurde erstmals von Alain et al. 1991 beschrieben.®® Es
existieren diverse Vergleiche zwischen dem offenen und dem laparoskopischen
Verfahren, die verdeutlichen, dass es keine signifikanten Unterschiede bei
Komplikationen, Wundinfektionen oder OP-Lénge gibt. "' ¢34

Da eine Probenentnahme bei der laparoskopischen OP-Technik jedoch nur sehr
eingeschrankt moglich ist, wurde diese Technik in der vorliegenden Studie nicht
angewendet.

1.5 Interstitielle Zellen nach Cajal (ICC)
Die Interstitiellen Zellen nach Cajal (ICC) gehen auf den Neurowissenschaftler Santiago
Ramoén y Cajal zuruck, der diesen Zelltyp bereits Ende des 19. Jahrhunderts in
Gewebeproben des Gastrointestinaltrakts als eine besondere Form von Neuronen

beschrieben hat.®®

Spater konnte in elektronenmikroskopischen Darstellungen gezeigt
werden, dass diese Zellen weder Neurone noch Gliazellen sind, jedoch durch ihre
Lokalisation einen wichtigen Beitrag zur Neurotransmission leisten und so eine
vermittelnde Stellung zwischen Muskelzellen und Nervenzellen einnehmen.®®®’
Embryologisch gehen die ICC aus mesenchymalem Gewebe hervor.®

1982 wurde durch Thuneberg postuliert, dass die ICC im Magen-Darm-Trakt als
sogenannte Pacemaker-Zellen fungieren und ein Reizleitungssystem ahnlich dem des
Herzens darstellen.®® Diese Hypothese konnte in den folgenden Jahren besttigt

70-72  godass ICC nun als Pacemaker-Zellen und neuromodulierende Zellen

werden
angesehen werden.”

ICC lassen sich im gesamten Gastrointestinaltrakt vom Oesophagus’ bis zur inneren
Sphinkterregion des Anus’® nachweisen. In den einzelnen Regionen weisen sie
unterschiedliche  Verteilungsmuster  sowie  verschiedene  Funktionen  und

morphologische Besonderheiten auf.
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1.5.1 Einteilung der ICC
Aufgrund der genannten Unterschiede lassen sich die ICC in mehrere Subgruppen
einteilen.”®’”
ICC des Plexus myentericus (ICC-MP)
Rund um den Plexus myentericus bilden diese multipolaren Zellen ein zellulares
Netzwerk. Die Auspragung der Dichte dieses Netzwerkes ist dabei abhangig vom
jeweiligen Darmabschnitt.
ICC der Ringmuskulatur (ICC-CM)
Diese Subgruppe besteht aus vornehmlich bipolaren Zellen, die langsorientiert den
Zellen der glatten Muskulatur anliegen. Ein eigenstandiges Netzwerk ist in dieser
Gruppe nicht erkennbar.
ICC der Langsmuskulatur (ICC-LM)
Diese Gruppe ist ahnlich zu den ICC-CM und wird daher haufig auch mit diesen unter
der Bezeichnung intramuskulare ICC (ICC-IM) zusammengefasst. Im Unterschied zu
den ICC-CM ist die zahlenmallige Auspragung jedoch geringer.
ICC des tiefen Muskelplexus (ICC-DMP)
Hierbei handelt es sich um multipolare Zellen, die in engem Kontakt zwischen dem
Nervengeflecht des tiefen Muskelplexus und den glatten Muskelzellen stehen. Dieser
Kontakt ist fur die Ausrichtung der Zellauslaufer in einer Ebene verantwortlich.
ICC der Submukosa (ICC-SM) und des submukosen Plexus (ICC-SMP)
In der Pylorusregion des Magens ist besonders diese Gruppe ausgepragt’®®® und
besteht hauptsachlich aus bipolaren Zellen, die gemeinsam mit einzelnen multipolaren
Zellen ein loses Netzwerk bilden. Die Ausrichtung der bipolaren Zellen ist parallel zur
Ringmuskulatur.
ICC der Subserosa (ICC-SS)
Auch in der Subserosa scheint es eine Population der ICC zu geben.®® Eine genauere

morphologische Untersuchung dieser Zellen ist jedoch aktuell noch nicht erfolgt.

Die Auspragung der ICC in den einzelnen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes ist
unterschiedlich, wobei der Magen eine Besonderheit darstellt. Hier unterscheidet sich

h.”%® In der

die Verteilung der Zellen innerhalb seiner Teilbereiche wesentlic
Pylorusregion beispielsweise ist die Dichte an ICC-MP erhoht, wohingegen die ICC-CM
und ICC-LM in diesem Bereich abnehmen. Wie bereits erwahnt, kommt im

Pylorusbereich auch die Subgruppe ICC-SM vor.”
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1.5.2 Funktionen der ICC
Die Funktionen, die die ICC im Gastrointestinaltrakt ausuben, sind vielgestaltig und
lassen sich in mindestens vier Aufgabenfelder einteilen, die im Folgenden naher
erlautert werden sollen.®?
1) Generierung von slow-waves
Bei den Cajal-Zellen handelt es sich um elektrisch aktive Zellen. Fir die Ausbildung der
slow-waves, die durch die ICC generiert werden,®%* bedarf es eines entsprechenden
Pacemaker-Kanals.?® Bisher konnten weder der genaue Mechanismus zur Entstehung
der Pacemaker-Aktivitat noch die molekulare Struktur des entsprechenden Kanals
geklart werden.®
2) Mediatorfunktion bei der Neurotransmission
Untersuchungen haben gezeigt, dass die ICC fur eine effektive Neurotransmission bei
cholinergen und nitrinergen Transmittern als Zwischenstation zwischen dem
enterischen Nervensystem und der glatten Muskulatur wichtig sind.®®%”®® Bei einer
Transmission Uber peptidische Neurotransmitter sind die ICC jedoch nach aktuellen
Studien nicht involviert.®®
3) Beeinflussung des Membranpotentials der glatten Muskulatur
Es konnte gezeigt werden, dass Cajal-Zellen in der Lage sind, Kohlenstoffmonoxid uber
eine Hamoxygenase zu synthetisieren.®® Dieses Kohlenstoffmonoxid wirkt an der
glatten Muskulatur Uber einen Kalium-Kanal, wodurch eine Beeinflussung des
Membranpotentials der glatten Muskulatur durch die Cajal-Zellen méglich ist.5%*°
4) Mechanotransduktion
Die Bedeutung der Cajal-Zellen als Mechanosensor und damit einhergehend als
Mediator der Mechanotransduktion ist in den letzten Jahren verstarkt untersucht
worden. Aktuell werden drei unterschiedliche Modelle fur die Mechanotransduktion
durch die Cajal-Zellen diskutiert.
Einerseits ist eine direkte Mechanotransduktion Uber bestimmte Zellkontakte, die als
peg-and-socket-junctions bezeichnet werden, denkbar. Hierbei reichen Zellauslaufer
der ICC in eine Einfaltung der glatten Muskelzelle hinein.®’
Ein weiterer Ansatz zur Erklarung der Mechanotransduktion ist ein mechanosensibler
Natriumkanal, der in den letzten Jahren in den Cajal-Zellen entdeckt worden ist.%?
Dieses aus dem Herzen bekannte Prinzip findet sich nach aktuellen Untersuchungen
lediglich bei groReren Lebewesen und wird durch mechanische Scherkrafte aktiviert.
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Das genaue Wirkprinzip und die Verknupfung dieser Kanalwirkung mit der Generierung
von slow-waves ist jedoch bisher noch ungeklart.”

Aktuell wird als drittes Prinzip der mechanischen Beeinflussung der Cajal-Zellen die
Wirkung von Prostaglandinen — gebildet als Folge von mechanischen Reizen — auf die

Generierung von slow-waves diskutiert.*?

1.5.3 Histologische Betrachtung

Cajal-Zellen waren lange Zeit einer lichtmikroskopischen Betrachtung nur sehr
eingeschrankt zuganglich, da keine Madoglichkeit bestand, diese Zellen selektiv
darzustellen. Farbungen, wie die Methylen-Blau-Farbung, die schon der
Erstbeschreiber Santiago de Ramén y Cajal nutzte, lielen zwar auch eine
Untersuchung dieses Zelltyps zu, eine Differenzierung zwischen Cajal-Zellen und
Nervenzellen war jedoch nicht eindeutig méglich.®>"*** Es folgten diverse Versuche mit
unterschiedlichen Farbungen, die jedoch insgesamt keine speziesubergreifende
selektive Darstellbarkeit der Cajal-Zellen erbrachten.®

Diese Problematik konnte mit der Entdeckung, dass Cajal-Zellen den sogenannten c-
Kit-Rezeptor exprimieren, geldst werden.®® Dabei handelt es sich um eine
transmembranodse Rezeptortyrosinkinase, fur die das Protoonkogen c-Kit kodiert, das
auf Chromosom 4 lokalisiert ist.”” Neben der Expression auf Cajal-Zellen® kommt
dieser Rezeptor auch auf anderen Zellarten vor (Mastzellen®®, unterschiedliche
Driisenepithelzellen®). Defekte in dem kodierenden Protoonkogen c-Kit finden sich in
unterschiedlichen  Neoplasien, wie Dbeispielsweise @ dem  gastrointestinalen

Stromatumor. %1%

Dieser Rezeptor dient seit der Entdeckung als primarer
Oberflachenmarker fur die lichtmikroskopische Identifikation von Cajal-Zellen in allen
Gewebearten, da sich die so erzielten Darstellungen am besten mit
elektronenmikroskopischen Untersuchungen decken.'® Weiterhin wurde in den letzten
Jahren CD44 als ein weiterer moglicher Marker zur selektiven Darstellung der ICC
identifiziert,’® der gegeniiber dem auch als CD117 bekannten c-Kit-Rezeptor den
Vorteil hat, dass er neben den Cajal-Zellen keine Mastzellen anfarbt.

Auch morphologisch ist eine Identifizierung der Cajal-Zellen moglich. Da diese Methode
sehr untersucherabhangig ist, dient sie in der histologischen Begutachtung lediglich der
Differenzierung zwischen CD117-positiven Mastzellen und CD117-positiven Cajal-

Zellen in den entsprechenden Farbungen.
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Die lichtmikroskopische Identifikation der Cajal-Zellen ist ohne spezielle Marker wie den
CD117-Antikorper praktisch ausgeschlossen. Hierzu wurden bereits zahlreiche
Untersuchungen durchgefuhrt, wie von Rumessen und Vanderwinden 2003
(ibersichtlich dargestellt.*

Der CD117-Antikorper zur Beurteilung der Cajal-Zellen ist weit verbreitet und in vielen
Studien eingesetzt.”921%4

Daruber hinaus lassen sich jedoch — besonders in jungerer Vergangenheit — andere
potenzielle Marker fur Cajal-Zellen finden. Yu et al. konnten 2008 zeigen, dass Cajal-
Zellen im Meerschweinchen neben CD117 auch CD44 exprimieren und somit einen
neuen potenziellen Marker fiir die Darstellung der Cajal-Zellen bieten.'® Eine mégliche
entsprechende Anwendung in humanem Gewebe ist aktuell noch nicht geklart.

Ultrastrukturell lassen sich eindeutige Charakteristika fur die Cajal-Zellen finden. Zu
diesen gehdren das Vorhandensein von Intermediarfilamenten, zahlreichen
Mitochondrien, ein gering ausgepragter Golgi-Apparat sowie enge Kontakte zu Nerven-
und glatten Muskelzellen.®#'%? Die Auspriagung dieser Charakteristika ist allerdings
variabel. So lassen sich Cajal-Zellen darstellen, die in ihrer Struktur eher an
Fibroblasten erinnern, ebenso wie solche, die der Struktur von glatter Muskulatur

ahneln."%?

1.6 Bedeutung der Cajal-Zellen im Magen-Darm-Trakt

Durch die in Abschnitt 1.5.2 beschriebenen Funktionen, wie beispielsweise die
Generierung von slow-waves, kommt den Cajal-Zellen im Gastrointestinaltrakt und bei
unterschiedlichen Erkrankungen dieses Systems eine entscheidende Bedeutung
ZU.82’105'106

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Verminderung der Cajal-Zellen im Magen-
Darm-Trakt bei verschiedenen mit Motilitatsstorungen einhergehenden Erkrankungen
vorliegt."”” In Untersuchungen zeigte sich, dass auch bei einigen Formen chronisch
idiopathischer Pseudoobstruktionen die Zellzahl vermindert war.>'®® Auch beim
Morbus Hirschsprung ist die Zelldichte im agangliondren Segment verringert.'® In einer
weiteren Untersuchung konnte diese Feststellung nicht bestatigt werden.'™

Doch nicht nur bei Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts mit verminderter Motilitat

scheinen Cajal-Zellen eine Rolle zu spielen, sondern es konnte auch eine vermehrte
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Auspragung von Cajal-Zellen und eine bessere Vernetzung bei Erkrankungen mit

erhohter Motilitit wie zum Beispiel der Colitis ulcerosa gezeigt werden.'""

1.7 Mogliche Storungen der Cajal-Zellen bei der IHPS
Bereits in der Vergangenheit wurde in unterschiedlichen Studien die Verminderung der
CD117-positiven Zellen im Pylorus bei Patienten mit IHPS nachgewiesen.”''? Bisher
erfolgte die Einteilung dieser Reduktion lediglich semiquantitativ mittels Stufenskala:
keine, wenig, moderat und viele positive Zellen.""? Eine genaue Quantifizierung eines

moglicherweise bestehenden Mangels an Cajal-Zellen steht aktuell noch aus.
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2 Fragen und Zielstellung dieser Dissertation

Die Inzidenz der IHPS hat sich in der Literatur der vergangenen Jahre regredient
gezeigt.>>*®""3 |n der vorliegenden Arbeit wird anhand der aktuellen Zahlen zur Inzidenz
in Deutschland uberprift, ob sich diese Tendenz weiter fortsetzt. Gezielt werden fur die
Klinik far Kinderchirurgie der Charité — Universitatsmedizin Berlin die IHPS-Falle aus
den Jahren 2005 bis 2014 ausgewertet und mit den gesamtdeutschen Zahlen
verglichen.

Daruber hinaus mochte diese Arbeit mogliche Veranderungen der Cajal-Zellen bei der
IHPS darstellen. Hierzu werden die bereits vorliegenden Untersuchungsergebnisse der
vergangenen Jahre um eine eigene Studie der Klinik fur Kinderchirurgie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Pathologie erganzt
und die Ergebnisse verglichen.

Nach immunhistochemischer Markierung werden dafur zum ersten Mal absolute
Zahlenwerte der Cajal-Zellen im Pylorus bei IHPS und bei einer gesunden
Kontrollgruppen erhoben und miteinander verglichen. Dieses Verfahren dient der
besseren Beurteilung von Veranderungen und erhoht die Vergleichbarkeit mit anderen

Studienergebnissen.

2.1 Hypothesen dieser Dissertation
- Die rucklaufige Inzidenz der Pylorusstenose in Deutschland setzt sich fort und

spiegelt sich auch am Studienzentrum wider.

- In den am Studienzentrum gewonnenen Gewebeproben aus erkrankter

Pyloursmuskulatur bestatigt sich der Mangel an Cajal-Zellen.
- Der erneut nachgewiesene Mangel an Cajal-Zellen bei der Pylorusstenose gibt

einen weiteren Hinweis auf einen mdglichen Pfeiler der Pathogenese dieser

Erkrankung.
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3 Material und Methodik

3.1 Datenerhebung und -auswertung

3.1.1 Auswertung der bundesweiten Daten
Die Auswertung der bundesweiten Daten zur Inzidenz der IHPS basiert auf dem
medizinischen Informationssystem des Statistischen Bundesamtes.'" Hierfiir wurden
die bundesweiten Daten fur die ICD-10-Diagnose Q40.0 (Angeborene hypertrophische
Pylorusstenose, angeboren oder infantil) aus den Jahren 2000 — 2013 erfasst. Neuere
Zahlen lagen bei Erstellung der Arbeit noch nicht vor. Der Abruf aus der Online-
Datenbank erfolgte am 21.09.2015. Diese Daten wurden in Beziehung gesetzt zu den in
den jeweiligen Jahren erfolgten Lebendgeburten. Die entsprechenden Zahlen sowie die
geschlechtsspezifische Zuordnung basieren ebenfalls auf den Daten des medizinischen

Informationssystems.""*

3.1.2 Erhebung der Daten am Studienzentrum
Die Datenerhebung am Studienzentrum bezog sich auf Patienten mit der nach ICD-10
als angeborene Pylorusstenose (Q40.0) verschlisselten Diagnose in dem Zeitraum
2005 bis 2014. Die Ein- und Ausschlusskriterien fur diese Datenerhebung sind in

Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 — Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Patienten zur Datenerhebung im Studienzentrum

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
IHPS Ausschluss einer IHPS
OP im Studienzentrum (2005-2014) OP nicht nachvollziehbar

3.2 Probengewinnung

3.2.1 Kontroligruppe
Die Proben der Kontrollgruppe wurden im Institut fur Pathologie durch die Abteilung der
Paidopathologie bei routinemalig durchgefuhrten Sektionen verstorbener Kinder im
Zeitraum von 2011 bis 2014 entnommen. Ausgeschlossen wurden verstorbene Kinder
mit bekannten Vorerkrankungen des Gastrointestinaltrakts. In die Untersuchung

eingeschlossen wurden mannliche und weibliche Probanden, welche ab der 25.
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Schwangerschaftswoche als Totgeburten seziert oder lebendig geboren und im
weiteren Verlauf verstorben waren (siehe Tabelle 2).
Die Proben der Kontroligruppe wurden in Form von Vollwandpraparaten als

Langsschnitt aus dem Pylorus entnommen.

Tabelle 2 — Ein- und Ausschlusskriterien fiir die histologischen Kontrollproben

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Zustimmung zur Sektion (2011-2014) Keine Zustimmung zur Sektion

Totgeburten = 25. Schwangerschafts- | Totgeburten < 25. Schwangerschafts-

woche woche

Verstorbene Kinder > 5 Jahre

Bekannte Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts

3.2.2 Probanden

Die Probenentnahme bei den Probanden erfolgte nach Aufklarung und
Einverstandniserklarung der Eltern gemaly informierter Einwilligung (siehe Anhang 1
und 2).

Die intraoperative Probenentnahme erfolgte nach konventioneller Pyloromyotomie nach
Weber-Ramstedt. Eine einheitliche Probengewinnung war - begrindet durch die
unterschiedlichen operativen Verhaltnisse - nicht gewahrleistet. Je nach
Operationssitus konnte ein gesamter Langsschnitt der Muscularis oder bei geringer
Hypertrophie lediglich einzelne Muskelbiopsien entnommen werden. In Tabelle 3 sind
die Ein- und Ausschlusskriterien fur die intraoperative Probengewinnung dargestellt.

Tabelle 3 — Ein- und Ausschlusskriterien zur intraoperativen Probengewinnung

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
IHPS Ausschluss einer IHPS
Erfolgte Aufklarung und Einwilligung Keine Einwilligung zur Studienteilnahme
OP zwischen August 2013 und August OP aullerhalb des
2015 Untersuchungszeitraums
OP im Studienzentrum Keine OP
Probenentnahme intraoperativ moglich Keine Probengewinnung moglich
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Abbildung 1 — OP-Situs nach erfolgter Pyloromyotomie

3.3 Materialien

Tabelle 4 — Materialien und Gerite

Material Hersteller

Substanzen flr die Einbettung der Proben

Formaldehydlésung 4%ig, neutral Firma SAV Liquid Production GmbH,
gepuffert Flintsbach am Inn, Deutschland

Charge: 11088863

Athylalkohol vergallt, = 99,8% mit 1% | Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,

Methylethylketon Karlsruhe, Deutschland

Charge 305231598
Athylalkohol 70% vergallt, =2 70% mit 1% | Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,
Methylethylketon Karlsruhe, Deutschland

Charge 305232434
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Xylene J.T.Baker (Xylol)

Firma Avantor Performance Materials

B.V., Deventer, Niederlande

Medite pure Paraffin Polymer free

Firma Medite Inc., Winter Garden, USA

Aqua dest.

Charité — Universitatsmedizin Berlin

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Entwasserungsgerat Shandon Excelsior | Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,

ES USA

Ausgielistation EG 1160 Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Schlittenmikrotom Leica SM 2000 R Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Microtome Blade R35

FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka,

Japan

Kahlplatte

MEDAX GmbH & Co. KG, Neumdlnster,
Deutschland

Wasserbad HIS-2

Kunz Instruments, Nynashamn,

Schweden

Einbettkapseln

Susse Labortechnik GmbH & Co. KG,

Gudensberg, Deutschland

Thermo Scientific Objekttrager, 76mm x

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

26mm Deutschland

Heilluftsterilisator Typ 221 MELAG Medizintechnik oHG, Berlin,
Deutschland

Dampfgarer Typ 3216 MultiGourmet Braun GmbH, Kronberg im Taunus,

Deutschland

S 220 SevenCompact pH-Messgerat

Mettler-Toledo Intl. Inc, Columbus, USA

Vibrax VXR basic

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Universalaufsatz Janke&Kunkel Typ VX8

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland

Voatex Genie 2

Scientific Industries Inc., New York, USA

29



DMRB Mikroskop

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

AxioCam MRc Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen,
Deutschland

Kunststoffkuvette Dako North America Inc., Carpinteria,
USA

Substanzen fur die HE-Farbung

Hamalaunlésung nach Mayer Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Charge 424220820

Eosin G Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Charge 07676604

Xylol Isomere Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland
Charge 49422

Athylalkohol 99%ig, vergallt (absoluter
Alkohol)

Firma Dr. K. Hollborn & Soéhne, Charge
1114

Aqua dest.

Universitatsklinik Leipzig

Substanzen fur die immunhistochemische Farbung

Xylol Isomere

Roth GmbH & Co.
Karlsruhe, Deutschland
Charge 494222432

Firma Carl KG,

Athylalkohol 99%ig, vergallt (absoluter
Alkohol)

Firma Dr. K. Hollborn & Soéhne, Charge
1114

Target Retrieval Puffer, pH 9,0

Dako North America
USA, S2367

Inc., Carpinteria,

Tris-Base

Sigma-Aldrich Co. LLC., Missouri, USA

Tris-Hydrochlorid

Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Charge 192185953
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Natriumchlorid

Roth GmbH & Co.
Karlsruhe, Deutschland
Charge 343202923

Firma Carl KG,

Hydrogenperoxid 30%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Antibodydiluent Dako North America Inc., Carpinteria,
USA, S0809

Labelled Polymer-HRP goat-anti-rabbit Dako North America Inc., Carpinteria,
USA, K4011

3,3 Zoll- Dako North America Inc., Carpinteria,

Diaminobenzidinchromogenlosung (DAB) | USA, K4011

DAB+-Substratpuffer Dako North America Inc., Carpinteria,
USA, K4011

Hamalaunlésung nach Mayer Firma Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland
Charge 424220820

Substanzen zum Eindecken der Proben

Entellan

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Deckglaser

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Bildverarbeitungsprogamme

Imaged Version1.49v

National Institutes of Health, USA

Vorschau

3.4 Probenaufbereitung

Apple Inc., California, USA

Nach Entnahme der OP-Praparate wurden die Proben in 4%ige Formaldehydlosung

uberfuhrt und Uber das Eingangslabor des Instituts fur Pathologie der Charité —

Universitatsmedizin Berlin in das dortige Institut fur Paidopathologie transportiert.

Die aus dem Institut fur Paidopathologie stammenden Kontrollproben wurden nach

Entnahme ebenfalls in 4%ige Formaldehydlosung uberfuhrt.
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3.5 Probeneinbettung
Im Institut fur Paidopathologie wurden die Proben nach makroskopischer Begutachtung
mittels geschlossenem Gewebeeinbettautomaten Shandon Excelsior ES (Firma
Thermo Fisher Scientific Inc.) Uber Nacht entwassert. Hierbei wurden die Proben zuerst
erneut mit 4%iger Formaldehydlosung behandelt und anschlieend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylol entwassert (siehe Tabelle 5). Diesen Schritten

schloss sich das Einbetten der Proben in Paraffin an.

Tabelle 5 — Protokoll des Gewebeeinbettautomaten zur Einbettung der Gewebeproben

Schritt Material Zeit

1. | Entwassern Formaldehydlésung 4%ig neutral gepuffert ] 90 Minuten
(Firma SAV Liquid Production GmbH)

2. Formaldehydl6sung 4%ig, 150 Minuten
3. Athylalkohol 70% vergéllt, = 70% mit 1% | 50 Minuten
Methylethylketon (Firma Carl Roth GmbH & Co.

KG)
4. | 2x Athylalkohol 70% je 50 Minuten
5. | Athylalkohol vergallt, = 99,8% mit 1% | 60 Minuten
Methylethylketon (Firma Carl Roth GmbH & Co.
KG)
6. | 2x Abs. Alkohol je 60 Minuten
7. 3x Xylol (Xylene J.T.Baker; Firma Avantor | je 60 Minuten

Performance Materials B.V.)

8. | Einbetten 3x Paraffin (Medite pure Paraffin Polymer free | je 60 Minuten
(Firma Medite Inc.))

Nach erfolgter Entwasserung im Automaten wurden die Proben in Einbettkapseln der
Firma Susse an einer Ausgielstation (Firma Leica EG1160) in Paraffin gegossen.

Nach dem Abkuhlen der gegossenen Blocke bei Raumtemperatur erfolgte das
Vorkuhlen auf einer Kuhlplatte (Firma Medax) bei -19°C - -20°C. Von jedem Block
konnten anschlieRend mittels Schlittenmikrotom (Firma Leica SM 2000 R) und einer
R35-Klinge 5um dicke serielle Dunnschnitte angefertigt werden. Diese wurden bei
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Bedarf in kaltem Aqua dest. entfaltet und anschlieRend zur Streckung in warmes Aqua
dest. uberfuhrt.

Von dort erfolgte der Transfer auf Thermo-Objekttrager. Die so gewonnenen Schnitte
wurden fur 20 Minuten im Warmeschrank (Firma MELAG Medizintechnik oHG) bei 80°C
getrocknet und anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung licht- und warmegeschutzt

gelagert.

3.6 Farbungen
Zur Vorbereitung der Farbungen wurden alle Schnitte einer Entparaffinierung
unterzogen: Die Proben wurden zunachst zweimal jeweils 10 Minuten mit Xylol
behandelt. Darauf folgte die Rehydratation in einer absteigenden Alkoholreihe, bei der
die Proben jeweils zweimalig in jeder Verdinnungsstufe (abs. Alkohol, 96%iger Alkohol
und 70%iger Alkohol) fur je 3 Minuten entparaffiniert wurden. Diesen Schritten schloss

sich ein abschliel3ender dreiminutiger Spulvorgang in Aqua dest. an (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6 — Schritte der Entparaffinierung (soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur)

Schritt Material Zeit

1. | Entparaffinieren | Xylol Isomere (Firma Carl Roth GmbH & Co. | 10 Minuten

KG)
2. Xylol Isomere 10 Minuten
3. absteigende Alkoholreihe: je 3 Minuten

2x absoluter Alkohol,

2x 96%iger Alkohol,

2x 70%iger Alkohol

(Firma Dr. K. Hollborn & Soéhne) und

entsprechende Verdunnungen

4. | Spulen Aqua dest. (Universitatsklinikum Leipzig) 3 Minuten

3.6.1 Histologische Standard-Farbungen
Die Farbung eines Schnittes von jedem Praparat mittels Hamatoxylin-Eosin (HE) nach
dem Standard des kinderchirurgischen Forschungslabors der Klinik fur Kinderchirurgie
— Universitatsklinikum Leipzig bildete die Grundlage fur das weitere Vorgehen. Hierfur
wurden die entparaffinierten Schnitte bei Raumtemperatur zuerst fur 10 Minuten in
Hamalaunlosung nach Mayer gefarbt. Es folgten 10 Minuten zum Blauen der Proben in
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Leitungswasser. Anschliefend wurden die Schnitte fur 1 Minute in einer 1%igen Eosin-
G-Losung gegengefarbt. Daran schloss sich das Waschen der Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe bis hin zu Xylol an (siehe Tabelle 7).

Dieser Farbung nachfolgend wurden die Schnitte unmittelbar mit Entellan eingedeckt

und mit einem Deckglas versehen.

Tabelle 7 — Farbeprotokoll Hamatoxylin-Eosin-Farbung (soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur)

Schritt Material Zeit
1. | Kernfarbung Hamalaunlosung nach Mayer (Firma Carl | 10 Minuten
Roth GmbH & Co. KG)
2. | Nachfarben Leitungswasser 10 Minuten
3. | Gegenfarbung Eosin G (Firma Carl Roth GmbH & Co. | 1 Minute
KG), 1%ige Losung mit 70% Ethanol
4. | Waschen 70%iger Ethanol 20 Sekunden
5. | 2x 96%iger Ethanol je 20 Sekunden
7. 2x Absoluter Alkohol je 3 Minuten
9. | 2x Xylol je 3 Minuten

3.6.2 Immunhistochemische Reaktion
Zur immunhistochemischen Untersuchung des Gewebes wurde ein CD117-Antikorper-
Kit der Firma Dako North America Inc., Carpinteria, USA, genutzt und mittels der
schnell ablaufenden EnVision™-Technik dargestellt, bei der der Sekundarantikorper mit

einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ist.

3.6.2.1 Hitzeinduzierte Antigendemaskierung im Dampfgarer

Eine Alternative zur enzymatischen Demaskierung der Antigene stellt die
hitzeinduzierte Antigendemaskierung dar, die bei dieser Farbung unter Nutzung eines
Dampfgarers zur Anwendung kam. Diese bereits im Labor (Forschungslabor der Klinik
fur Kinderchirurgie, Universitatsklinikum Leipzig) standardisiert Methode stellt eine sehr
gewebeschonende Alternative zur Mikrowellentechnik oder dem Autoklaven dar.

Die Objekttrager wurden in einer Kunststoffkuvette (Firma Dako) angeordnet und mit
Demaskierungspuffer (Target Retrieval Puffer, pH 9,0) bedeckt. AnschlieRend wurde
die Kuvette im Dampfgarer der Firma Braun (Typ 3216) fur 20 Minuten dem
Wasserdampf ausgesetzt. Die Wattzahl (715-850 Watt) ist vom Gerat vorgegeben und
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kann nicht individuell angepasst werden. Zum Abkuhlen wurde die Kuvette fur 20

Minuten im Demaskierungspuffer platziert und mit kaltem Wasser umspuilt.

Nach der Demaskierung im Dampfgarer folgte in Aqua dest. ein ausgiebiges Spulen der
Proben. Alle weiteren Schritte fanden bei Raumtemperatur statt.

Zunachst wurden die Proben zum Spdulen in Tris-Waschpuffer (TBS) (pH 7,56) uberfuhrt
und 3 Minuten gespult. Die Stammldsung dazu wurde aus 9g Tris-Base, 68,59 Tris-
Hydrochlorid und 87,8g NaCl in 1 Liter Aqua dest. hergestellt und anschlie3end auf 30
Liter mittels Aqua dest. verdunnt. Die pH-Kontrolle erfolgte mittels Mettler Toledo Seven
Compact.

Die Proben wurden anschlieBend in neue Tris-Base uUberfuhrt und dieser 1ml
Hydrogenperoxid 30% in 50ml TBS zugesetzt. In dieser Losung wurden die Proben fur
10 Minuten auf einer Schuttelplatte (IKA Vibrax VXR basic) mit Aufsatz Janke&Kunkel
Typ VX8 bei 150 Motions/min bewegt und anschlieRend erneut in TBS gespuilt.

Daran schloss sich das Auftragen des Primarantikorpers an. Dieser polyclonal-rabbit-
Primarantikorper wurde im kiteigenen Antikorperverdinnungsmedium (Antibody Diluent,
Firma Dako, S0809) im Verhaltnis 1:400 verdunnt und so 4ml LOosung hergestellt.
Gemischt wurde diese Probe mit Voatex Genie 2 (Firma Scientific Industries) auf Stufe
6 (mittel). Nach dem Auftragen dieser Losung wurden die Proben in einer feuchten
Kammer fur 60 Minuten inkubiert.

Nach dieser Inkubationszeit wurden die Schnitte zweimal in TBS gespult und
anschliel3end nochmals fur 8 Minuten mit TBS behandelt.

Nun folgte das Auftragen des Sekundarantikorper-Systems, eines goat-anti-rabbit-
Antikorpers, HRP-konjugiert (DAKO EnVision™ + System-HRP (DAB) K4011). Mit
diesem Antikorper wurden die Proben 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
Der zuvor bereits beschriebene Spulvorgang mit zweimaligem Spulen mit TBS und 8-
minutigem Spulen ebenfalls in TBS schloss sich an.

Es folgte die Entwicklung des DAB (3,3 Zoll-Diaminobenzidinchromogenlosung) mittels
eines Tropfens DAB-Chromogen in 1ml DAB-Substratpuffer, wobei ein brauner
Farbkomplex entstand. Nach 10 Minuten wurden die Proben erst in TBS und dann in

Leitungswasser gespult.
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3.6.2.3 Gegenfarbung mit Hamalaun

Zur Gegenfarbung wurde Hamalaun genutzt. Die antikdrpermarkierten Proben wurden

5 Minuten mit frischem Hamalaun behandelt und anschlie®end fir 10 Minuten in

Leitungswasser gespult.

Es folgte zur Spllung eine aufsteigende Alkoholreihe

beginnend bei 70%igem Alkohol fur 3 Minuten, nachfolgend mit 96%igem Alkohol (3

Minuten) und absolutem Alkohol (3 Minuten). Daran schlossen sich zwei Behandlungen

mit Xylol fur jeweils 3 Minuten an. AbschlieRend wurden die Proben mit Entellan

eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.

Tabelle 8 — Farbeprotokoll CD117-Reaktion (soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur)

Schritt Material Zeit
1. Antigendemaskierung Target Retrieval Puffer (Firma Dako | 20 Minuten
(bei etwa 100°C) S2367), pH 9,0 in Dampfgarer

2. Abkuhlen Target Retrieval Puffer 20 Minuten

3. Spulen Aqua dest. 5 Sekunden
4. Tris-Waschpuffer 3 Minuten

5. Blocken der endogenen | Hydrogenperoxid 30% (Firma | 10 Minuten

Peroxidase Merck) 1ml in  50ml  Tris-
Waschpuffer
6. Spulen Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
7. Antikorpermarkierung Primarantikorper polyclonal rabbit in | 60 Minuten
mit primarem Antikorper | Antibodydiluent (S0809); 1:400
(in feuchter Kammer)

8. Spulen Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
9. | Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
10. | Tris-Waschpuffer 8 Minuten

11. | AntikOrpermarkierung Labelled Polymer-HRP goat-anti- | 30 Minuten

mit sekundarem

Antikorper

rabbit Dako, DAKO
EnVision™ + System HRP (DAB)
K4011)

(Firma
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12. | Spulen Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
13, | Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
14. | Tris-Waschpuffer 8 Minuten

15. | Entwicklung 1 Tropfen DAB+-Chromogen in 1ml | 10 Minuten

(in feuchter Kammer, | DAB+-Substratpuffer
abgedunkelt)

16. | Spulen Tris-Waschpuffer 5 Sekunden
17, Leitungswasser 5 Sekunden
18. | Gegenfarbung Hamalaunlésung nach Mayer (Firma | 5 Minuten

Roth, Charge 424220820)
19. | Spulen Leitungswasser 10 Minuten
20. | Entwassern Aufsteigende Alkoholreihe (70%ig, | je 3 Minuten
96%ig, absoluter Alkohol)
21, Xylol 3 Minuten
22, Xylol 3 Minuten

3.6.2.4 Positiv- und Negativkontrolle

Zur internen Uberpriifung wurde eine Positiv- und eine Negativkontrolle vom

Schweinedarm Uber den gesamten Farbeprozess mitbehandelt.

3.7 Methodik der Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte Uber 15 high-power fields

je Schnitt.

Diese HPFs wurden

in einer 40-fachen VergroRerung an einem

Durchlichtmikroskop Typ DMRB (Firma Leica Wetzlar, Deutschland) mit AxioVision-

Kamera (Firma Zeiss Gottingen, Deutschland) aufgenommen.

Mit dieser Methode erfolgten an 15 benachbarten Bereichen in der Muscularis

fotografische Aufnahmen (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 — Ausschnitt Pylorus mit eingezeichneten Feldern entsprechend der Auswahl der HPFs;

VergroBerung: 5-fach

Im Anschluss wurden am Computer die CD117-positiven Bereiche ausgezahlt und
dabei alle CD117-positiven Zellfortsatze gewertet, auch wenn kein direkter Anschnitt
des Zellkérpers zu sehen war. Jeder als eigenstandiger Bereich identifizierbare
Abschnitt wurde als CD117-positive Zelle gewertet. Zellansammlungen, die aufgrund
ihrer Morphologie oder mehrerer dargestellter Zellkerne als unterschiedliche Zellen
identifiziert werden konnten, zahlten separat.

CD117-positive Mastzellen wurden aufgrund ihrer Morphologie und der Lokalisation in
der Mucosa nicht gewertet. Eine solche Mastzelle ist vergleichend mit einer
charakteristischen Cajal-Zelle zum morphologischen Vergleich in den Abbildungen 3
und 4 dargestellt.
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Abbildung 4 — Cajal-Zellen in der Muscularis mit deutlichen Zellauslaufern; VergroRerung: 100-fach
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Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Zahlweise an einem solchen HPF.
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Abbildung 5 — Ausgezahltes HPF; alle gewerteten Zellen sind mit einem schwarzen Punkt versehen;

t‘j'.ss
VergroBerung: 40-fach

3.8 Statistische Methoden
Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Statistic Data Editor 22.
Sowohl fur die Fall- wie auch fur die Kontrollgruppe wurden jeweils 15 high-power fields
je Probe ausgezahlt und der Median der gezahlten Zellen statistisch ausgewertet.
Die Analyse fur stetige Variablen erfolgte angesichts der kleinen Fallzahl ausschlief3lich
mittels Man-Whitney-U-Test, sodass die Testung auf Normalverteilung dadurch entfiel.
Alle  Tests wurde zweiseitig  durchgefuhrt. Unter  Einbeziehung  der
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde eine statistische Signifikanz von p<0,05 angenommen.
Die Darstellung kategorialer Variablen erfolgte als n (%).
Die Darstellung stetiger Variablen erfolgte als Mittelwert + Standardabweichung
(Spannweite).
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Fur die Darstellung von Histogrammen sowie Boxplots wurde IBM SPSS Statistic Data
Editor 22 verwendet.
Die Erstellung von Tabellen, Grafiken und Texten geschah mit Microsoft Office fur Mac

2011 unter Verwendung von Microsoft Word und Microsoft Excel.

3.9 Ethikvotum zur Studie
Zur Durchfuhrung dieser Studie, insbesondere zur operativen Probengewinnung aus
dem Pylorus des Magens bei Patienten mit infantiler hypertrophischer Pylorusstenose,
liegt ein positives Ethikvotum (Antragsnummer EA2/020/12) vom Ethikausschuss 2 am
Campus Virchow-Klinikum vom 28.08.2013 vor. Die Durchfuhrung der Studie fuldt auf
den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki.
Die Grundsatze der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur Guten Wissenschaftlichen

Praxis wurden zu jeder Zeit eingehalten.
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4 Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Ergebnisse

4.1.1 Anderung der Inzidenz in Deutschland von 2000 bis 2013

In die Auswertung der Inzidenz der IHPS in Deutschland gingen die Daten fur die
Diagnose Q40.0 und die Zahl der Lebendgeburten ein.

Wie in Tabelle 9 dargestellt ging sowohl die Anzahl an Lebendgeburten in Deutschland
als auch die Haufigkeit der Diagnose Q40.0 deutlich zurtck.

Die Lebendgeburten haben sich im Untersuchungszeitraum (2000-2013) von 766.999
pro Jahr auf 682.069 reduziert. Das entspricht einem Ruckgang von 11,07%. Im
gleichen Zeitraum sank die Zahl der IHPS-Diagnosen von 2.818 jahrlich auf 1.111 und

stellt somit eine Abnahme von 60.57% dar.

Tabelle 9 — Ubersicht iiber die Anzahl der Lebendgeburten und Q40.0-Diagnosen in Deutschland in den
Jahren 2000 bis 2013

Jahr Anzahl der Anzahl der Diagnosen Q40.0 pro 1000
Lebendgeburten in Diagnosen Q40.0 in Lebendgeburten in
Deutschland pro Jahr | Deutschland pro Jahr Deutschland pro Jahr
2000 766.999 2.818 3,67
2001 734.475 2.217 3,02
2002 719.250 1.856 2,58
2003 706.721 1.575 2,23
2004 705.622 1.574 2,23
2005 685.795 1.454 2,12
2006 672.724 1.445 2,15
2007 684.862 1.464 2,14
2008 682.514 1.463 2,14
2009 665.126 1.367 2,06
2010 677.947 1.290 1,90
2011 662.685 1.236 1,87
2012 673.544 1.176 1,75
2013 682.069 1.111 1,63
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Abbildung 6 — Graphischer Verlauf des Inzidenzriickgangs der IHPS

Tabelle 10 — Ubersicht iiber die Geschlechterverteilung der Lebendgeburten
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2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

und Q40.0-Diagnosen in

Jahr Anzahl der Anzahl der Anzahl Anzahl Anteil Anteil
Jungen an Méadchen an der der Jungen | Madchen
Lebendgeburten Lebendgeburten Jungen | Madchen | mit IHPS | mit IHPS
mit IHPS | mit IHPS [%] [%]
2000 | 393.323 373.676 2.061 757 73,1 26,9
2001 | 377.586 356.889 1.679 538 75,7 24,3
2002 | 369.277 349.973 1.450 406 78,1 21,9
2003 | 362.709 344.012 1.236 339 78,5 21,5
2004 | 362.017 343.605 1.223 351 77,7 22,3
2005 | 351.757 334.038 1.158 296 79,6 20,4
2006 | 345.816 326.908 1.176 269 81,4 18,6
2007 | 351.839 333.023 1.153 311 78,8 21,2
2008 | 349.862 332.652 1.178 285 80,5 19,5
2009 | 341.249 323.877 1.080 287 79,0 21,0
2010 | 347.237 330.710 1.064 226 82,5 17,5
2011 | 339.899 322.786 963 273 77,9 221
2012 | 345.629 327.915 947 229 80,5 19,5
2013 | 349.820 332.249 891 220 80,2 19,8
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Aus diesen Zahlen ergibt sich die in Tabelle 9 dargestellte Diagnosehaufigkeit pro 1000
Lebendgeburten. Dabei ist ein Rickgang von 3,67 Diagnosen pro 1000
Lebendgeburten im Jahr 2000 auf 1,63 Falle im Jahr 2013 in der Bundesrepublik
Deutschland zu verzeichnen.

Die vorliegenden Zahlen wurden zudem nach Geschlechtern ausgewertet. Hierbei liel3
sich, wie in Tabelle 10 dargestellt, keine wesentliche Anderung feststellen. Der
prozentuale Anteil der Jungen an den Patienten mit IHPS stieg leicht an, unterlag
jedoch teilweise deutlichen Schwankungen mit einem minimalen Anteil an Jungen von
73,1% (2000) und einem maximalen Anteil von 82,5% (2010).

4.1.2 Anderung der Inzidenz am Studienzentrum von 2005 bis 2014
Im Untersuchungszeitraum wurde bei 119 Patienten die Diagnose Q40.0 vergeben, von
denen 82 (65 mannlich) in die Untersuchung mit eingeschlossen werden konnten.
Far die einzelnen Jahrgange ergab sich die in folgender Abbildung dargestellte
Verteilung.

14
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8_.

Anzahl der Operationen bei IHPS

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Jahr

Abbildung 7 — Operationen bei IHPS im Studienzentrum pro Jahr
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Wie in Abbildung 7 dargestellt gab es — anders als bei den bundesweiten Zahlen —
keinen eindeutigen Abwartstrend der Inzidenz. Zwar zeigen sich Jahrgange, in denen
die Diagnose Q40.0 seltener vergeben wurde, es folgten jedoch immer wieder Jahre mit
haufigerer Diagnosestellung.

Die Geschlechterverteilung beim untersuchten Patientenkollektiv stellte sich ahnlich wie
im deutschlandweiten Vergleich dar. Im Studienzentrum lag die Quote zwischen
mannlichen und weiblichen Patienten bei 3,8:1, im deutschlandweiten Vergleich lag sie
bei 3,5:1.

60—

404

Anzahl der IHPS-Fille
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Abbildung 8 — Geschlechterverteilung am Studienzentrum zwischen 2005 und 2014

Der Altersdurchschnitt der Patienten im Studienzentrum deckte sich mit den
vorbekannten Daten zum Erkrankungsalter bei der IHPS.?2 In der Klinik fir
Kinderchirurgie der Charité — Universitatsmedizin Berlin waren die Patienten bei der
Operation im Mittel 42 Lebenstage alt. Der jungste Patient war bei der Operation 15
Tage alt, der alteste 106 Tage.
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Abbildung 9 — Alter der Patienten mit IHPS bei OP im Studienzentrum

Somit lasst sich fur das Studienzentrum zusammenfassen, dass die Patienten sowohl
im Altersdurchschnitt bei der Operation als auch in der Geschlechterverteilung im
Wesentlichen den vorbeschriebenen Daten und dem Bundesdurchschnitt entsprechen.
Die Inzidenz hat sich jedoch — anders als im deutschlandweiten Vergleich — nicht

konsequent rucklaufig entwickelt.

46



4.2 Auswertung der Gewebeproben

4.2.1 Studienkollektiv
In die histologische Begutachtung gingen Proben von 4 Patienten (4 mannlich) ein,
welche im Untersuchungszeitraum in der Klinik fur Kinderchirurgie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin operiert wurden.
Die Kontrollgruppe setzte sich aus Gewebeproben von 14 Probanden (8 mannlich)
zusammen, die postmortal im Institut fur Paidopathologie seziert wurden. Das jungste
Kind aus dieser Gruppe war eine Totgeburt in der 27. SSW, das alteste starb im Alter

von 4 Jahren.

4.2.2 Vergleich der Cajal-Zellzahlen

In der Kontrollgruppe fanden sich in 15 HPFs durchschnittlich 635,8 + 496,5 Zellen
(Mittelwert £+ Standardabweichung). Der niedrigste Wert lag bei 92 Cajal-Zellen in 15
HPFs. Das Maximum betrug 1686 Cajal-Zellen in 15 HPFs im gesunden Gewebe.

Im Vergleich dazu zeigten sich in den intraoperativ gewonnenen Proben (n=4) lediglich
194,5 £ 222,5 Zellen. Bei dieser Gruppe differierte der Wert von 0 Cajal-Zellen in 15
HPFs bis maximal 509 Cajal-Zellen.

Bei der statistischen Analyse der Mediane dieser Werte mittels Man-Whitney-U-Test
ergab sich ein p-Wert von 0,034, sodass eine statistische Signifikanz angenommen

werden kann (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11 — Statistischer Vergleich der Anzahl an Cajal-Zellen in der Fall- und Kontroligruppe

Fallgruppe Kontrollgruppe

Signifikanz
(n=4) (n=14) 9 (P)
Anzahl an Cajal-Zellen in
15 high-power fields
194,5 £ 222,5 | 635,8 + 496,5
[Mittelwert + 0,034

_ (0 —509) (68 — 1686)
Standardabweichung

(Spannweite)]
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Abbildung 10 — Boxplot zur Anzahl an Cajal-Zellen im Vergleich zwischen gesundem und erkrankten Gewebe

Dieses Ergebnis zeigt, dass bei der IHPS statistisch signifikant weniger Cajal-Zellen zu
finden sind, als dieses im gesunden Gewebe der Fall ist.
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4.3 Histologische Ergebnisse
Im Folgenden sind die histologischen Ergebnisse der CD117-Farbung vergleichend

zwischen gesundem und erkranktem Gewebe dargestellt.

4.3.1 Morphologische Unterscheidung zwischen Mastzellen und Cajal-Zellen
Wie im Abschnitt 3.7 beschrieben, wurden die ebenfalls positiv gefarbten Mastzellen

bildmorphologisch aus der Zahlung ausgeschlossen.

Abbildung 11 — Mastzellen in der Mucosa; VergroBerung: 40-fach
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In den Abbildungen 11 und 12 sind unterschiedliche Ausschnitte der Mucosa
dargestellt. Lediglich in diesem Bereich fanden sich bildmorphologisch Mastzellen.
Diese lie3en sich eindeutig von den Cajal-Zellen (Abbildung 13) unterscheiden, weil sie
nicht wie jene Uber teilweise mehrere Zellauslaufer verfligen. Auch die Lage in der
Mucosa ist charakteristisch flr Mastzellen.

Da die Mucosa bei den OP-Praparaten aufgrund der Operationstechnik nicht vorhanden
war, konnten in den Proben des erkrankten Gewebes keine Mastzellen nachgewiesen

werden.

4.3.2 Detaildarstellung der Cajal-Zellen
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Abbildung 14 — Ausschnitt aus gesundem Gewebe; VergroBerung: 20-fach
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Abbildung 15 — Ausschnitt aus gesundem Gewebe; VergroBerung: 40-fach
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Abbildung 16 — Ausschnitt aus gesundem Gewebe, zentral ist eine horizontal getroffene spindelférmige
Cajal-Zelle mit ihren Auslaufern zu erkennen. Die librigen Anschnitte lassen sich als tangential getroffene
Zellauslaufer oder wie unten links als tangential getroffener Zellkorper werten; VergréBerung: 100-fach
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In den Abbildungen 14, 15 und 16 ist eine VergroRerungsreihe aus gesundem Gewebe
dargestellt. Bereits in der 20-fachen VergroRerung ist ein ausgepragtes Netzwerk der
Cajal-Zellen erkennbar. Dieses durchsetzt, wie Abbildung 14 verdeutlicht, die gesamte
Muscularis mit den Zellauslaufern.

Abbildung 15 verdeutlicht bei einer hoheren Vergroflerung, dass die Cajal-Zellen mit
ihren teils multipolaren, teils spindelformigen Auslaufern nahezu ineinander Ubergehen.
Die letzte Abbildung dieser Reihe (Abbildung 16) zeigt in 100-facher Vergrof3erung eine
eindeutig erkennbare spindelférmige Cajal-Zelle und diverse kleine, ebenfalls CD117-
positiv gefarbte Zellanschnitte, bei denen es sich vermutlich um Anschnitte der
beschriebenen Zellauslaufer handelt. Am linken unteren Bildrand befindet sich eine
Zelle, die auf den ersten Blick auch als Mastzelle gewertet werden konnte. Bei genauer
Betrachtung der Form und Lokalisation ist hier eher ein tangential getroffener Zellkorper

einer Cajal-Zelle zu vermuten.
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4.3.3 Vergleich zwischen gesundem und erkranktem Gewebe mit wenig Cajal-
Zellen
Im Folgenden sind Gewebeausschnitte aus gesundem Gewebe und aus OP-
Praparaten einander gegenubergestellt. Zum Vergleich erfolgte die Auswahl von
Abschnitten, die eine mdglichst geringe Anzahl an Cajal-Zellen aufweisen.

Abbildung 17 — Gewebeausschnitt aus einem OP-Praparat; VergroBerung: 40-fach
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Abbildung 18 — Gewebeausschnitt aus der Kontrollgruppe mit unspezifischer Auflockerung der Muscularis;

VergroBerung: 40-fach

Deutlich wird, dass — wie auch in der statistischen Auswertung ersichtlich — sowohl OP-
Praparate als auch einige Kontrollproben eine besonders geringe Anzahl an positiv
gefarbten Zellanschnitten aufweisen. Die beiden Abbildungen 17 und 18 stellen dieses
Phanomen — soweit es in dieser Farbung maoglich ist — eindriucklich dar: In Abbildung 17
ist ein sehr dichtes Muskelgewebe ohne die Abgrenzung einzelner Zellen oder
vermehrte Auflockerungen erkennbar, wahrend in Abbildung 18 das Gewebe teilweise
deutliche Auflockerungen aufweist.

4.3.4 Vergleich zwischen gesundem und erkranktem Gewebe mit vielen Cajal-
Zellen
Im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Gewebeproben mit wenig
Cajal-Zellen fanden sich sowohl im erkrankten als auch im gesunden Gewebe
Abschnitte mit einer hohen Zahl an Cajal-Zellen.
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Abbildung 19 — Gewebeprobe aus der Kontrollgruppe, deutlich erkennbares Netzwerk der Cajal-Zellen uiber
mehrere Schichten hinweg mit unterschiedlicher Orientierung der Zellauslaufer; VergroBerung: 20-fach
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Abbildung 20 — Gewebeprobe aus der Kontrollgruppe, Ubergangszone zwischen spindelférmigen Cajal-
Zellen im unteren Bildausschnitt und multipolaren Cajal-Zellen im oberen Ausschnitt; VergroRerung: 40-fach

56



Abbildung 21 — Ausschnitt mit vielen Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe. Eine Netzwerkarchitektur ist kaum
noch erkennbar; VergroBerung: 40-fach

Abbildung 22 — Ausschnitt aus erkranktem Gewebe mit vielen Cajal-Zellen. Zellauslaufer sind nur noch sehr
eingeschrankt erkennbar; VergroBerung: 40-fach
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Anhand dieser Darstellungen (siehe Abbildung 19 - 22) Iasst sich erkennen, dass sich
im erkrankten Gewebe nicht nur die Zahl der positiv gefarbten Zellen geringer darstellt,
sondern auch die Verteilung und Vernetzung im erkrankten Gewebe nicht deutlich
werden.

Auch morphologisch unterscheiden sich die Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe von
den Zellen im gesunden (vergleiche Abbildungen 20 und 22). Die Zellen im erkrankten
Gewebe wirken deutlich kleiner und weniger scharf zum umgebenden Gewebe

abgegrenzt.
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Abbildung 23 - Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe; Vergroferung: 100-fach
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Abbildung 24 — Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe; VergroBerung: 100-fach

Zwar lassen sich auch im erkrankten Gewebe noch Zellauslaufer erkennen, diese
erscheinen jedoch deutlich feiner und kurzer (siehe Abbildung 23) als im gesunden
Kontrollgewebe. Multipolare Zellen, wie man sie im gesunden Gewebe in groRer Zahl
findet, sind in den Proben von Kindern mit IHPS nur vereinzelt zu finden und deutlich
schwieriger zu identifizieren. In Abbildung 24 ist erkennbar, dass die Zellauslaufer von
einer anscheinend multipolaren ICC sehr filigran wirken und ein Netzwerk, wie es im
gesunden Gewebe eindeutig erkennbar ist (siehe Abbildung 19), im erkrankten Gewebe

nicht zur Darstellung kommt.
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5 Diskussion

5.1 Inzidenzrickgang der IHPS

5.1.1 Inzidenzrickgang deutschlandweit
Die Pathogenese der IHPS ist multifaktoriell und noch nicht vollstandig erschlossen. Als
mogliche Mitausloser werden exogene Faktoren diskutiert, zu denen unter anderem das
Rauchen schwangerer Frauen und der Bildungsgrad der Mutter gezahlt werden.
Durch die Auswertung der Daten des Statistischen Bundesamtes konnten wir einen
Ruckgang der Inzidenz aufzeigen. Im deutschen Bundesdurchschnitt kam es zu einer
Abnahme von 3,67 Fallen im Jahr 2000 auf lediglich noch 1,63 Falle pro 1000
Lebendgeburten im Jahr 2013. Dieser Inzidenzruckgang lasst sich nach der aktuellen
Studienlage teilweise mit einer Abnahme der oben genannten exogenen Risikofaktoren
erklaren.> " In der Literatur lassen sich fiir dieses Phidnomen einerseits nur schwer
statistisch fundierte Daten finden und andererseits beziehen sich diese auch nicht auf
das hier untersuchte Patientenkollektiv aus Deutschland.
Bei der Auswertung der Daten des Statistischen Bundesamtes zeigt sich ein Ruckgang
der Anzahl rauchender Frauen zwischen 15 und 40 Jahren von 30,8% im Jahr 2003 auf
24,8% im Jahr 2013." Genaue Daten zur Privalenz des Rauchens in der
Schwangerschaft liegen jedoch nicht vor.
Bezulglich der Entwicklung des Bildungsstandes konnen ebenfalls nur gesamtdeutsche
Zahlen zur Darstellung herangezogen werden, da entsprechende Erhebungen zum
Bildungsgrad von Schwangeren nicht zur Verfigung stehen. Aus den Daten des
Statistischen Bundesamtes geht hervor, dass sich der Anteil der Schulabganger mit
Fachhochschul- oder Hochschulreife von 24,4% im Jahr 2008 auf 27,9% im Jahr 2013
erhdht hat."'® Im gleichen Zeitraum sank die Zahl der Schulabganger mit einer
Hauptschulausbildung von 39,3% auf 34,7%.""
Diese beiden Erhebungen durch das Statistische Bundesamt erlauben leider keine
Zusammenhangsdarstellung zu Schwangerschaften in den einzelnen Bildungsgruppen
oder bei Raucherinnen. Dadurch ist die Herleitung einer Abnahme der Risikofaktoren
nur begrenzt moglich.
Eine neuere Studie aus Kanada weist auf eine mogliche Korrelation der einzelnen
Risikofaktoren hin. In der Untersuchung von Lange et al. aus dem Jahr 2015 wird
deutlich, dass die Frauen, die wahrend der Schwangerschaft rauchen, besonders jung
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sind und eher einen geringeren Bildungsgrad vorweisen.'"” Leider stehen jedoch keine
Daten zur Inzidenzentwicklung der IHPS in Kanada in den letzten Jahren zur
Verfugung, um diese Ergebnisse einordnen zu konnen.

Daruber hinaus ist nach wie vor die Bedeutung dieser exogenen Faktoren fur die
Entstehung der Pylorusstenose noch nicht abschlie3end geklart.

5.1.2 Inzidenzentwicklung am Studienzentrum
Am Studienzentrum lie® sich im Gegensatz zu der bundesweit sinkenden Fallzahl kein
entsprechend konsequenter Ruckgang feststellen. In der vorliegenden Untersuchung
schwankten die jahrlichen Inzidenzdaten zwischen 5 und 13 Fallen pro Jahr ohne
erkennbaren Abwartstrend.
Maoglicherweise lasst sich der ausbleibende Ruckgang der Inzidenz im Studienzentrum
durch die genannten Risikofaktoren begrinden. Aufgrund der geografischen Lage des
Krankenhauses in Berlin-Wedding mit einem entsprechenden Bevolkerungsklientel
rekrutiert sich das Patientenkollektiv einerseits aus potentiellen
Risikoschwangerschaften — unter anderem durch das teilweise jugendliche Alter der
Mutter — und andererseits aus Patientinnen einer soziobkonomisch schwacheren
Bevolkerungsgruppe. Damit steigt moglicherweise die Auftretenswahrscheinlichkeit der
genannten exogenen Risikofaktoren wie ein geringerer Bildungsgrad® oder Rauchen
wahrend der Schwangerschaft.?>'"® Zur Uberpriifung dieser Annahme lagen jedoch im
Rahmen dieser Studie keine validen Daten vor.
Um diese Hypothese zu prufen, konnte langfristig ein strukturierter Fragebogen helfen,
der bei allen schwangeren Patientinnen ein umfassendes Risikoprofil fur
unterschiedliche Erkrankungen wie die IHPS erfasst. Hierfur ware jedoch nicht nur die
Erhebung von teilweise sehr sensiblen und personlichen Daten notwendig, sondern
auch die Nachverfolgung der geborenen Kinder. Durch die Vielzahl an Krankenhausern
in Berlin scheint ein solcher Ansatz an einem solitaren Zentrum nicht praktikabel zu
sein.
Neben dem moglicherweise divergenten Risikoprofil am Studienzentrum spiegeln die
vorliegenden Daten verstandlicherweise nur einen kleinen Ausschnitt aus einem
uberschaubaren Patientenkollektiv wider. Die Schwankungen konnten in der
untersuchten Zeitspanne auch auf andere exogene Variablen zurickzufuhren sein, die
fur die Entwicklung der IHPS nicht relevant sind: Das Zuweiser-Verhalten fur das

Studienzentrum in den einzelnen Jahren konnte sich verandert haben, die sichtenden
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Arzte bei einem Patienten haufiger oder seltener die Indikation fiir die Pyloromyotomie
gestellt haben oder die exakte Kodierung nicht erfolgt sein.

Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass eine Datenerhebung fur das Studienzentrum nur
schwer durchfuhrbar ist. Eine Korrelation von Fallzahl und Lebendgeburten ist nicht
moglich, da im eigenen Zentrum auch zahlreiche Patienten vorgestellt werden, deren
Geburt in einem anderen Krankenhaus erfolgte. Deshalb ist ein direkter Vergleich der
Inzidenzentwicklung im Studienzentrum mit den deutschlandweiten Daten nicht

moglich.

5.2 Veranderung der Cajal-Zellen
Bereits in vorangegangenen Studien”'"? konnte eine verminderte Anzahl von Cajal-
Zellen im Pylorusgewebe bei der IHPS gezeigt werden. Die vorliegende Arbeit hat
reprasentativ an einer kleinen Studienpopulation erneut eine signifikante Verringerung
der ICC im Pylorus bei der IHPS gezeigt (p=0,034). Somit kann die zweite eingangs
aufgestellte Hypothese einer Verringerung der Cajal-Zellzahl bei der IHPS als verifiziert
betrachtet werden.
Nach der erfolgreichen Etablierung und suffizienten Durchfuhrung der
immunhistochemischen Markierung der Cajal-Zellen konnten mit dieser Arbeit erstmalig
absolute Zellzahlen der ICC bei der IHPS mittels Auszahlung von high-power fields
erhoben werden. In der vorliegenden Untersuchung fanden sich in jeweils 15
ausgezahlten high-power fields 194,5 + 2225 Zellen im erkrankten Gewebe, wahrend
das gesunde Gewebe 635,8 £ 496,5 Zellen aufwies (p=0,034). Dieser neue Ansatz zur
Quantifizierung der Cajal-Zellen bei der IHPS ermdoglicht eine bessere Vergleichbarkeit
der erhobenen Zahlenwerte.
Das Ergebnis der signifikanten Verminderung der Cajal-Zellen in Zusammenhang mit
der heterogenen Anzahl im gesunden Gewebe unterstiitzt das Mehrfaktorenmodell.>>°
Es lasst die Schlussfolgerung zu, dass sich beim Zusammentreffen von einer bei
Geburt verringerten Anzahl an Cajal-Zellen und hinzutretenden Risikofaktoren — seien
es exogene wie Rauchen der Mutter, Schlafposition des Kindes oder endogene wie
eine gesteigerte Hormonwirkung13 — eine IHPS entwickeln kann. Mit der vorliegenden
Arbeit sind jedoch keine funktionellen Aussagen zu den Cajal-Zellen im erkrankten
Gewebe moglich. Eine solche Untersuchung ware jedoch elementar, um die
tatsachliche Bedeutung der Cajal-Zellen bei der IHPS bewerten und entsprechend die
dritte Hypothese dieser Arbeit verifizieren zu kdnnen.
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Weiterhin ist durch die vorliegende Arbeit nicht erklarbar, ob die Verringerung der Cajal-
Zellen ein Grund fur die Muskelhypertrophie ist oder ob es durch die Hypertrophie zu
einem Verlust an Cajal-Zellen kommt, womit die Theorie des ischamischen
Zelluntergangs von Kang et al. gestiitzt werden kénnte.''® Dieser Ansatz wiirde auch
eine mogliche Erklarung zu der von Vanderwinden et al. beschriebenen Restitution der
Cajal-Zellen nach erfolgter Pyloromyotomie liefern.""

5.3 Vergleich mit anderen Studienergebnissen

5.3.1 Rickgang der Inzidenz

Ein Ruckgang der Inzidenz in unterschiedlichen Landern konnte bereits in
vorangegangenen Studien beobachtet und teilweise verschiedenen Ursachen
zugeschrieben werden.?3*? Dafiir verantwortlich gemacht wurde bisher in erster Linie
die durch Aufkldrung zum SIDS veranderte Schlafposition der Kinder.?>%

De Laffolie et al. haben bereits im Jahr 2012 die deutschlandweiten Daten fur die Jahre
2000 bis 2008 ausgewertet und den Riickgang der Inzidenz mit dem SIDS verkniipft.>®
Die in dieser Arbeit vorgenommene Auswertung neuerer Daten zeigte eine weitere
konsequente Abnahme der Inzidenz von 3,67 Fallen im Jahr 2000 auf 1,63 Falle pro

1000 Lebendgeburten im Jahr 2013.

5.3.2 Veranderungen der Cajal-Zellen bei der IHPS

Die Bedeutung der Cajal-Zellen bei der IHPS wurde ebenfalls in friheren Studien
untersucht. 1996 kamen Yamataka et al. zu dem Resultat, dass bei der IHPS weniger
Cajal-Zellen zu finden sind als im gesunden Gewebe.''? Hierbei nutzten die Autoren
eine semiquantitative Stufenskala zur Darstellung der Cajal-Zellzahlen.'"?

Zu dem gleichen Befund kamen Vanderwinden et al. in ihrer Studie von 1996, ebenfalls
unter Verwendung einer semiquantitativen Stufenskala.” Zu dieser Publikation ist
jedoch kritisch festzustellen, dass die Abbildungen, die die Ergebnisse visualisieren,
nicht korrekt sind. In der genannten Publikation ist die Abbildung 1, die Darstellung der
Verteilung der Cajal-Zellen im gesunden Gewebe, identisch mit der dortigen Abbildung
4, die wiederum die Verteilung bei der IHPS darstellen soll. Daher sind die Ergebnisse,
die in der Studie von Vanderwinden et al. erhoben wurden, nicht nachvollziehbar.” Ein
sicherer Vergleich zu dieser Arbeit kann somit nicht hergestellt werden, wenn auch eine
groRe Ahnlichkeit im Vergleich der relativen Dichte der ICC zwischen gesundem
Gewebe und im Pylorus bei IHPS besteht.
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5.4 Vergleich der Bedeutung der ICC bei anderen Krankheitsbildern

5.4.1 Morbus Hirschsprung (Kongenitales Megakolon)
Den ICC kommt nach den bisherigen Erkenntnissen bei unterschiedlichen
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts eine nicht zu unterschatzende Rolle zu.'%®
Als besonders wichtiges Beispiel sei der Morbus Hirschsprung genannt, bei dem die
Bedeutung der ICC mit sehr differenten Befunden untersucht wurde.'®
Der Morbus Hirschsprung, auch kongenitales Megakolon oder Aganglionose genannt,
ist eine angeborene Motilitatsstorung des Kolons, bei der das Einwandern von

120121 Dieser fehlenden

enterischen Nervenzellen in Teile des Kolons ausbleibt.
enterischen Innervation, die nahezu immer vom Anus ausgehend oralwérts verlauft,'?’
folgt eine Stenose im betroffenen Darmabschnitt, die mit einer entsprechenden Kilinik
wie verzégertem Mekoniumabgang und Obstipationen einhergeht.'® Auch der Morbus
Hirschsprung tritt, dhnlich wie die IHPS, gehauft bei mannlichen Patienten auf.'*’

Die bisherigen Studien zur Bedeutung der Cajal-Zellen bei diesem Krankheitsbild
wiesen heterogene Ergebnisse auf. Wahrend Horisawa et al. 1998 keinen
nennenswerten Unterschied im Vorhandensein der Cajal-Zellen im aganglionaren
Segment beim Morbus Hirschsprung gegenuber gesunden Kontrollen feststellen

konnten,"° zeigten andere Studien eine Verminderung der ICC im aganglionaren

Segment.'%%122

Daruber hinaus konnte in neueren Studien von Taguchi et al. nachgewiesen werden,
dass ahnliche Veranderungen auch im normoganglionaren Segment vorliegen. Den
Autoren zufolge ware damit ein schlechteres postoperatives Outcome erklarbar.'?124
Aufgrund des wiederholten Nachweises einer ICC-Verminderung ist faktisch davon
auszugehen, dass diese Veranderung tatsachlich beim Morbus Hirschsprung vorliegt.
Ob es sich dabei um einen mitauslosenden Faktor der Motilitatsstorung handelt oder
diese Veranderung lediglich eine Folge der langeren Obstruktion und damit der
langeren Motilitatseinschrankung ist, wie es auch Gfroerer und Rolle in ihrer Studie von
2013 beschreiben, bleibt ungeklart.’?®

Der Vergleich zum Morbus Hirschsprung unterstreicht nochmals die Bedeutung der
Cajal-Zellen bei der Aufrechterhaltung einer regularen und suffizienten
gastrointestinalen Peristaltik.

Die Diskussion von Gfroerer und Rolle zur Ursache der Verminderung der ICC im

agangliondren Segment lasst sich auf die vorliegende Studie libertragen.’®® Auch in
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dieser Arbeit konnte weder die Ursache der Zellverminderung ergriandet werden noch
die Klarung erfolgen, ob diese, wie in Abschnitt 5.5.4 beschrieben, Folge oder Ursache
der Muskelhypertrophie ist.

5.4.2 Primare Uretermiundungsstenose (Megaureter)

Wahrend die Existenz von Cajal-Zellen im Gastrointestinaltrakt bereits lange bekannt ist
und auch die Erstbeschreibung dieses Zelltyps von Ramoén y Cajal in diesem Gewebe
erfolgte®, ist das Vorhandensein dieser Zellen in anderen Gewebearten und die Rolle
bei entsprechenden Krankheitsbildern erst seit kurzem bekannt.

Die Erstbeschreibung von Cajal-Zellen im Harntrakt erfolgte durch McCloskey und
Gurney im Jahr 2002 beim Meerschweinchen.'® Durch Solari et al. gelang wenig
spater der Nachweis in humanem Gewebe des Harntrakts.'® Es folgten zahlreiche
Untersuchungen zum Vorkommen und zur Rolle der Cajal-Zellen bei unterschiedlichen
Erkrankungen des harnableitenden Systems.'2%13°

Im Folgenden soll nun die primare Uretermindungsstenose im Vergleich zur IHPS
genauer betrachtet werden. Bei der primaren Uretermindungsstenose handelt es sich

131 die nicht durch eine

um eine primare Erweiterung des Ureters auf >7mm,
infravesicale Obstruktion bedingt ist. Epidemiologisch zeigt sich ahnlich der IHPS eine
Haufung bei Jungen.'® Die Ursachen fiir diese Erkrankung sind bisher ebenso wie die
der IHPS noch nicht abschlieRend geklart. Diskutiert werden exogene Faktoren wie ein

vermehrter Druck aus dem umgebenden Gewebe'®

oder aber embryonale
Entwicklungsstérungen wie eine fehlende Kanalisierung des Ureters.”®* Entscheidend
ist — ahnlich wie beim Morbus Hirschsprung — die Ausbildung eines adynamen
Segments, das zu einer Unterbrechung der Ureterperistaltik und damit zu einem
Harnstau fihrt."* Ein solches adynames Element mit fehlender Peristaltik legt den
Verdacht nahe, es konne eine Verteilungsauffalligkeit der Cajal-Zellen in diesem
Bereich vorliegen.

So konnten beispielsweise Kang et al. 2009 eine verringerte Zellzahl der ICC im
ureterovesikularen Ubergang bei Patienten mit vesikouretralem Reflux gegeniiber
Patienten mit primarer Uretermiindungsstenose nachweisen."’® Da bei dieser Studie
eine gesunde Kontrollgruppe fehlte, war keine Aussage uUber die Pathogenese der
Erkrankungen moglich. Eine Untersuchung der primaren Uretermindungsstenose
durch Kart et al. aus dem Jahr 2013 hingegen basiert auf einer &ahnlichen

Herangehensweise wie die vorliegende Studie.”® Bei Kart et al. wurden Proben von
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erkrankten Patienten mit einer gesunden Kontroligruppe - ebenfalls aus
Sektionsgewebe — verglichen und die Zellzahl {iber 10 ausgezahlte HPFs bestimmt."*®
Die verringerte Zellzahl Iasst sich durch die deutlich hohere VergroRerung der einzelnen
high-power fields im Vergleich zur vorliegenden Studie erklaren. Das Ergebnis von Kart
et al. ahnelt den in der dieser Arbeit gemachten Beobachtungen. Auch bei der primaren
Uretermindungsstenose zeigt sich eine verminderte Zellzahl an Cajal-Zellen gegenuber
dem gesunden Gewebe."®

Kart et al. diskutieren in ihrer Arbeit ebenfalls, dass die Ursache fur die primare
Uretermindungsstenose nicht haufig auf die verringerte Anzahl an Cajal-Zellen
zurtckzufuhren sei und diese in einigen Fallen mit Vorbelastung zur Entstehung einer
primaren Uretermindungsstenose beitragen kénnte. '

Die festgestellte Kongruenz der Bedeutung der Cajal-Zellen zwischen der IHPS und der
primaren UretermiUndungsstenose lasst moglicherweise auch eine parallele
Herangehensweise der Therapie zu. Die primare Uretermindungsstenose wird nur in
seltenen Fallen und bei Komplikationen operativ versorgt; im Regelfall genugt eine
antibiotische Abschirmung der Patienten zum Schutz vor Harnwegsinfektionen sowie
eine regelmaRige sonografische Kontrolle."' Dieses Therapieprinzip hat sich bewahrt,
obwohl von einer verringerten Zellzahl der Cajal-Zellen bei der primaren
Uretermindungsstenose ausgegangen werden kann.

Bislang liegen noch keine Studien zur Zellzahl der Cajal-Zellen nach konservativer
Behandlung der Uretermundungsstenose vor. Durch eine entsprechende Untersuchung
konnte geklart werden, ob sich die Zellzahl nach Abheilen unter konservativer Therapie
wieder normalisiert und somit einen ahnlichen Effekt zeigt, wie er bei der IHPS nach
operativer Versorgung durch Vanderwinden et al. 1996 nachgewiesen werden
konnte."® Ein solcher Nachweis ware eine weiterer Hinweis fiir ein konservatives
Therapieschema bei der IHPS und wirde die bereits untersuchte konservative Therapie

mit Atropin®®°

oder Alternativpraparaten wieder starker in den Fokus rucken. Ein
operativer Eingriff zur Therapie der IHPS ware dann moglicherweise langfristig

vermeidbar.
5.5 Studienlimitation

5.5.1 Patientenkollektiv der histologischen Untersuchung
Die vorliegende Studie basiert mit vier Probanden auf einer sehr geringen Stichprobe.

Dieses ist mit dem Ruckgang der Inzidenz bundes- und europaweit nur teilweise zu
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begrinden. Als weitere mogliche Ursache kann die hohe Spezialisierung des
Studienzentrums gesehen werden. Die Pyloromyotomie stellt einen Eingriff dar, der
meist in kleineren Krankenhausern und teilweise auch in Kliniken fur Allgemein- und
Viszeralchirurgie durchgefuhrt wird. Nur in seltenen Fallen werden Patienten mit dem
Erkrankungsbild IHPS in eine universitare Klinik verlegt oder primar eingewiesen. Die
Vorstellung von Patienten mit IHPS in der Klinik fir Kinderchirurgie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin ist haufig durch begleitende Grunderkrankungen begrindet.
Diese eventuell vorhandenen Grund- und Begleiterkrankungen stellen jedoch einen
weiteren limitierenden Faktor fur den Studieneinschluss von Patienten dar. Zwar waren
Begleiterkrankungen nicht als Ausschlusskriterien definiert worden, es zeigte sich
jedoch eine geringere Einwilligungsbereitschaft von Eltern, deren Kinder gesundheitlich
starker vorbelastet waren. Somit standen nach zwei Jahren lediglich vier Proben zur
Untersuchung zur Verfugung.

Mit einer groer angelegten Multi-Center-Studie konnte dieses Problem gelost werden.
Ein entsprechend umfangreicheres Patientenkollektiv, nach Maoglichkeit auch mit
Einschluss weiblicher Studienteilnehmerinnen, ware fur eine fundiertere Aussagekraft
unabdingbar.

Die groRe Spannweite der Anzahl an Cajal-Zellen im gesunden Gewebe lasst sich
unterschiedlich interpretieren. Zum einen kann das festgestellte Ergebnis in einer
naturlichen Varianz im Verteilungsmuster der Cajal-Zellen im Pylorus begrindet sein,
zum anderen ist auch eine altersabhangige Entwicklung des Cajal-Zellnetzwerks
moglich. So konnte bereits in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass sich das
Netzwerk der Cajal-Zellen und ihrer verschiedenen Subtypen (siehe Abschnitt 1.5.1) zu
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten der Feten anders darstellt.’* ' Zur
postnatalen Entwicklung des ICC-Netzwerks liegen jedoch bisher keine Erkenntnisse
vor.

Diese divergierenden Erklarungsansatze fuhren zu der Feststellung, dass die Kenntnis
einer altersabhangigen Differenzierung der Cajal-Zellzahlen im Pylorus wichtig fur die
weitere Beurteilung ist.

In der Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit erstreckte sich das Alter der Kinder von
Frah- und Reiftotgeborenen Uber Friahgeborene bis hin zu Kindern, die in den ersten
Lebensjahren verstorben waren. Bei der relativ kleinen Kontrollgruppe der vorliegenden
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Studie erschien eine altersabhangige Aufteilung nicht zielfihrend, da in einzelnen
Gruppen lediglich ein bis zwei Probanden aufgenommen worden waren.

Fir eine zukunftige gezielte Auswertung der Cajal-Zellen im gesunden Pylorus ist eine
altersabhangige Kategorisierung relevant, um hohe oder niedrige Zellzahlen richtig

interpretieren zu konnen.

5.5.2 Histologische Moglichkeiten
Die histologische Auswertung der Gewebeproben erfolgte mittels der etablierten
CD117-Antikdrpermarkierung der Cajal-Zellen. Eine weitere histologische Aufarbeitung
stand fur die vorliegende Studie nicht zur Verfugung, existiert jedoch prinzipiell. Es
liegen, wie in Abschnitt 1.5.3 beschrieben, Untersuchungen zur Markierung der Cajal-
Zellen mit CD44-Antikérpern vor.'®
Weiterhin sei auf die Moglichkeit der selektiven Markierung der Mastzellen
hingewiesen. Diese ebenfalls CD117-positiven Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit
bildmorphologisch und nach der Lokalisation aus der Wertung ausgeschlossen.
Ein mogliches Vorgehen ware die selektive Anfarbung dieser Zellen oder eine
Fluoreszenzmarkierung von Mastzellen und Cajal-Zellen, die eine zweifelsfreie
Identifizierung ermoglichen wirden.
Zur histochemischen Darstellung ware die Farbung nach Giemsa geeignet, die zwar
nicht spezifisch den genannten Zelltypus farbt, jedoch die Identifizierung anhand der bei
Mastzellen ausgepragten metachromatischen Granula zulasst.®”'*° Ebenfalls méglich
ware hier eine immunhistochemische Reaktion mit CD34 zur selektiven Darstellung der
Mastzellen."”  Weiterhin steht die Mastzell-Tryptase als Antikdrper zur
immunhistochemischen Markierung zur Verfiigung.®’
Neben den Farbemethoden ware auch eine elektronenmikroskopische Betrachtung der
Cajal-Zellen anzudenken, um  morphologische Veranderungen, wie sie in den
Abbildungen 22 bis 24 zu vermuten sind, besser beschreiben zu kdnnen.
Auf diese Methode wurde hier bewusst verzichtet, da die Proben der Kontrollgruppe
bereits in Paraffinblocken vorlagen und somit eine ausgepragte UngleichmaRigkeit in
der Probenverarbeitung vor der Elektronenmikroskopie existiert hatte. Durch die damit
einhergehende mangelnde Vergleichbarkeit und aufgrund der geringen Spezifitat der
ultrastukturellen Veranderungen wurde dieses Verfahren nicht gewanhlt.
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5.5.3 Grenzen der Auswertung
Die Interpretation der gefarbten Proben stellte sich teilweise problematisch dar, da es
zum aktuellen Zeitpunkt keine fundierten Zahlenwerte zu Anzahl und Verteilung von
Cajal-Zellen im Pylorus oder generell im Gastrointestinaltrakt gibt.

8" haben das

Bisherige Studien zur Bedeutung der Cajal-Zellen bei der IHP
Vorhandensein der Cajal-Zellen lediglich semiquantitativ mithilfe eines Stufenschemas
beschrieben und keine absoluten Zahlenangaben gemacht. Die in jenen Arbeiten
gewonnenen Ergebnisse sind nur begrenzt reproduzierbar, da kaum Informationen zu
den Schnitten hinsichtlich der vorgenommenen Auswertung nach dem Stufenschema
vorlagen.

Aufgrund dieser Problematik wurden die Cajal-Zellen in dieser Arbeit nach dem System

der high-power fields'##'43

ausgewertet, wie es auch in ahnlicher Art und Weise in der
Pathologie bei der Quantifizierung von atypischen Zellen zum Einsatz kommt. Bei der
vorliegenden Studie wurde eine relativ grolRe Anzahl an Feldern nach dieser Methode
ausgewertet, um einen moglichst fundierten Median der Zellzahlen aus jeder
Gewebeprobe zu erhalten.

Ein weiterer limitierender Faktor bestand in der fehlenden Verblindung. Dieser Prozess
war in der vorliegenden Untersuchung nicht moglich, da die OP-Praparate sich durch
ihre GrolRe und makroskopisch erkennbare Morphologie so eindeutig von den
Sektionpraparaten der Kontrollgruppe unterschieden, dass am Mikroskop und in Folge

auch bei der Auswertung eine Verblindung nicht realisierbar war.

5.5.4 Tatsachliche Zellzahlverringerung versus Wirkung der Hypertrophie

Als entscheidender Diskussionspunkt der verringerten Zellzahl muss die Mdoglichkeit
einer scheinbaren Verringerung der Cajal-Zellzahl durch eine Muskelhypertrophie in
Betracht gezogen werden.

Wie auch bereits bei Yamataka et al. 1996 diskutiert, konnte die verringerte Zelldichte
an Cajal-Zellen durch die Hypertrophie der glatten Muskulatur bedingt sein.'
Entsprechend wiuirde sich die absolute Anzahl an Cajal-Zellen im Pylorus nicht
verandern, lediglich die Verteilung wurde entsprechend variieren.

Zur genauen Klarung dieses Phanomens bedurfte es einer selektiven Darstellung der
glatten Muskulatur durch eine Antikdrpermarkierung beispielsweise mittels a-smooth
muscle actin (a -SMA), wie es unter anderem von Radenkovic et al. 2010 zur Erstellung

eines pranatalen Entwicklungsmusters der ICC eingesetzt wurde.”®® Nach einer
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quantitativen Auswertung der glatten Muskulatur konnte abgeschatzt werden, ob die
verringerte Zellzahl der ICC bei der IHPS auf eine Hypertrophie oder Hyperplasie der
glatten Muskulatur zurtckzufuhren ist oder ob tatsachlich weniger ICC im Verhaltnis zur
Muskulatur vorhanden sind.

Somit lasst sich aktuell nicht sicher klaren, ob die Verringerung der Cajal-Zellen, die
damit einhergehende fehlende Pacemaker-Aktivitat sowie die fehlenden
Dehnungsrezeptoren (vergleiche Abschnitt 1.5.2) zu der bekannten Hypertrophie fuhren
oder ob die Hypertrophie die mikroskopische Wahrnehmung der Cajal-Zellen verringert.
Auch bei der letztgenannten Kausalkette, ausgelost durch die Hypertrophie, kame es
durch das erkennbar dinnere Netzwerk (siehe Abbildung 21) vermutlich zu einem
progredienten Funktionsverlust im betroffenen Gewebe. Zur genauen Klarung bedarf es
einer funktionellen Uberpriifung der Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe.

Fir eine verringerte Darstellung der Cajal-Zellen im erkrankten Gewebe spricht eine
Studie von Vanderwinden et al. aus dem Jahr 1996, in der gezeigt werden konnte, dass
es nach einer erfolgten Pyloromyotomie zu einer Wiederherstellung des Cajal-
Zellnetzwerks wie im Gesunden kommt."'® Aus dem festgestellten Ergebnis schlossen
Vanderwinden et al., die verringerte Zahl an Cajal-Zellen sei eher hypertrophiebedingt

als durch eine tatsachliche Verringerung verursacht.'*

5.6 Ausblick

Bereits bei dem relativ kleinen Patientenkollektiv dieser Arbeit zeigte sich die
signifikante Verringerung der Anzahl an Cajal-Zellen bei der IHPS (p=0,034).

Deshalb ware es wichtig und sinnvoll, die Zahl der Cajal-Zellen im gesunden Gewebe
anhand einer groReren Population zu untersuchen. Eine denkbare Methode ist die
Gewinnung von Proben aus Sektionpraparaten, um altersadjustiert die Cajal-Zellzahl zu
ermitteln. ZielfUhrend ware dabei eine alters- und geschlechtsnormierte Quantifizierung
dieser Zellen in unterschiedlichen Darmabschnitten, um damit konkrete Werte
festzulegen. Mittels solcher Richtwerte konnte in Zukunft eine Einordnung der im
erkrankten Gewebe gefundenen Zellzahlen deutlich vereinfacht und eine hohere
Vergleichbarkeit geschaffen werden. Wie die vorliegende Arbeit bestatigt, stellt das
Prinzip der high-power fields fur eine solche Quantifizierung einen vergleichbaren und

gut standardisierbaren Rahmen dar.
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6 Zusammenfassung

In Deutschland existiert gemall den Erhebungen des Statistischem Bundesamt ein
deutlicher Rickgang der Inzidenz der infantilen hypertrophischen Pylorusstenose bei
annahernd gleichbleibender Geschlechterverteilung von 3,67 (2000) auf 1,63 Falle pro
1000 Lebendgeburten (2013).

Am Studienzentrum lasst sich dieser beschriebene Trend, der sich auch mit den Daten
anderer Lander deckt,?”**°? nicht erkennen. Hier schwankt die Fallzahl zwischen den
untersuchten Jahren erheblich zwischen 13 Fallen pro Jahr wie beispielsweise 2005
und 5 Fallen in 2013. Die Geschlechterverteilung im Studienzentrum spiegelt jedoch die
Verteilung im gesamtdeutschen Raum wider.

Die multifaktorielle Pathogenese der IHPS ist bis heute noch nicht abschliel3end geklart.
Daher lasst sich der Ruckgang der Inzidenz nur schwer bestimmten Veranderungen
zuordnen. Ein moglicher Erklarungsansatz ist das in den letzten Jahren veranderte
Rauchverhalten.

In der histologischen Untersuchung der Gewebeproben konnte gezeigt werden, dass
bei der infantilen hypertrophischen Pylorusstenose signifikant weniger Cajal-Zellen in
der Pylorusmuskulatur vorhanden waren als in der Kontrollgruppe (p=0,034). In dieser
fanden sich in den 15 untersuchten high-power fields 635,8 + 496,5 Zellen. In den
Operationspraparaten waren es hingegen lediglich 194,5 + 222 5 Zellen.

Damit ist ein Zusammenhang zwischen der Zahl der Cajal-Zellen und der IHPS sehr
wahrscheinlich. Diese Ergebnisse decken sich im Wesentlichen mit den Ergebnissen
friiherer Studien (Yamataka et al."'? und Vanderwinden et al.”). Bei der vorliegenden
Arbeit konnte im Gegensatz zu den genannten Publikationen eine quantitative
Untersuchung der Cajal-Zellen im Pylorus sowohl im gesunden Gewebe als auch bei
der IHPS durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie konnen als Grundlage fur weitere Forschungen dienen.
Besonders die deutlich festgestellte Parallele zur primaren Uretermindungsstenose, die
aktuell primar konservativ therapiert wird, konnte bei bestandig abnehmender Inzidenz
die Moglichkeit einer ebenfalls konservativen Behandlung der IHPS noch starker in den

Fokus ricken und in Zukunft eine operative Intervention verzichtbar machen.
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,,Studie: Morphologische Untersuchungen der Cajal- Zellen im Pylorus des
Magens - ein Beitrag zur Pathogenese der infantilen hypertrophischen
Pylorusstenose

Sehr geehrte Eltern,

wir mochten Sie um Teilnahme an der oben genannten Studie bitten, die sich mit der Untersuchung der
Innervation und Innervationsstorungen im Magenpfortner befasst. Bei IThrem Kind ist ein operativer
Eingriff am Magen geplant, bei dem die Muskulatur des Magenausgangs gespreizt werden muss. Im
Rahmen dieser Operation kann ohne zusitzliche Risiken, jedoch auch ohne direkten Nutzen fiir Ihr Kind
eine ca. 2 mm durchmessende Gewebeprobe mit einer Dicke von 4-10 mm fiir die Untersuchung in
ausschlieBlich dieser Studie entnommen werden.

Mit diesem Schreiben bitten wir Sie, Gewebe entnehmen und im Rahmen der oben genannten Studie
untersuchen zu diirfen. Zwar findet diese Gewebeentnahme bei dem Eingriff normalerweise nicht statt,
jedoch wird der Eingriff hierdurch nicht ausgeweitet und die Operationszeit nur minimal verléngert. Es

CHARITE - UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN

Gliedkorperschaft der Freien Universitat Berlin und der Humboldt-Universitat zu Berlin
Augustenburger Platz 1 | 13353 Berlin | Telefon +49 30 450-50 | www.charite.de

87



entstehen keine zusitzlichen Belastungen fiir Thr Kind. Da Ihr Kind durch die Teilnahme an der Studie
keinem zusitzlichen gesundheitlichen Risiko ausgesetzt wird, ist eine Versicherung fiir die Studie nicht
erforderlich. Die Gewebeproben werden im Rahmen der Studie an der Charité — Universitdtsmedizin
Berlin im Institut fiir vegetative Anatomie mikroskopisch untersucht und gelagert.

Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden in pseudonymisierter Form gespeichert und
ausgewertet. Die Weitergabe der Daten, in denen der Untersuchte nicht namentlich genannt wird, erfolgt
ausschlieflich zu statistischen und wissenschaftlichen Zwecken innerhalb der Charité -
Universitdtsmedizin Berlin. In Publikationen, die Ergebnisse dieser Studie enthalten, sind die Daten

anonymisiert, sodass kein Riickschluss auf die Person des Untersuchten moglich ist.

Zugang zu den vertraulichen Daten mit Namensnennung haben nur die betreuenden Arzte. Diese

Personen unterliegen der Schweigepflicht und sind zur Beachtung des Datenschutzes verpflichtet.

Samtliche im Rahmen der Studie entnommenen Gewebe, alle erfassten Daten und personenbezogenen

Angaben werden 10 Jahre gelagert bzw. gespeichert und danach vernichtet.

Natiirlich kann die Einwilligung jederzeit widerrufen werden, woraufhin alle Daten IThres Kindes von der

Studienleitung geloscht werden und eventuell bereits entnommenes Probenmaterial vernichtet wird.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig und aus einer Nichtteilnahme entstehen IThrem Kind
keinerlei Nachteile. Wir wiren Thnen dankbar, wenn Sie sich fiir eine Teilnahme entscheiden wiirden.

Fiir weitere Fragen stehen wir Ihnen jederzeit gern zur Verfiigung.

Professor Dr. K. Rothe

Direktorin der Klinik / Studienleiterin

Versions-Datum: 01.08.2013
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Hiermit erklare ich, den/die Teilnehmer/in am ..................... iiber Wesen, Bedeutung
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