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Die pathologische Aufarbeitung und his-
topathologische Untersuchungstechnik
bei gastrointestinalen Motilitdtsstérun-
gen folgt einem Algorithmus, welcher das
Alter des Patienten und den Typ der zu er-
wartenden Motilititsstérung einbezieht.

Bei Kindern im Neugeborenenalter
steht die Abklarung mit Verdacht auf ei-
nen M. Hirschsprung im Vordergrund.
Bei Erwachsenen mit ,,slow transit con-
stipation“ werden die interstitiellen Ca-
jal-Zellen untersucht, und beim idiopa-
thischen Megakolon des Erwachsenen ist
das kollagenfaserige Bewegungsgeriist der
Muscularis propria darzustellen. Jede die-
ser Indikationen erfordert eine addquate
Gewebeentnahme und Gewebeverarbei-
tung fiir eine schliissige Diagnostik.

Wihrend die diagnostische Siriusrot-
Farbung zur Analyse von kollagenfase-
rigem Bindegewebe bei routinemafSiger
Paraffineinbettung nach Formalinfixati-
on gut funktioniert, sind Hamatoxylin-
Eosin-Firbungen oder immunhistoche-
mische Reaktionen an Kolonschleimhaut-
biopsien bei der Diagnostik der Aganglio-
nose des Kolons (M. Hirschsprung) wenig
aussagefdhig. Hier erlaubt die Enzymhis-
tochemie hingegen eine klare Diagnose.

Zur Untersuchung des enteralen Ner-
vensystems im Hinblick auf die Frage ei-
ner Hypoganglionose kann an einem for-
malinfixierten Resektat nach Durchfiih-
rung immunhistochemischer Reaktionen
Stellung genommen werden.

Die Immunhistochemie stellt ein wert-
volles diagnostisches Hilfsmittel dar, wenn
im Rahmen konsiliarischer Beurteilung
lediglich formalinfixierte und paraffinein-
gebettete Gewebeproben vorliegen [1].
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Im Folgenden werden die routinemai-
Big anwendbaren Farbungen genannt und
in Threr Bedeutung vergleichend beschrie-
ben und diskutiert.

Immunhistochemische
Darstellung von Nervenzellen
an Paraffinschnitten

Im Laufe der vergangenen Jahre haben

sich bei Paraffinschnitten folgende Fir-

bungen und immunhistochemische Re-

aktionen bewdhrt:

== Immunhistochemie fiir S100,

== Immunhistochemie fiir Cathepsin D,

== konventionelle Firbung Pikro-
Siriusrot.

Die immunhistochemische Si00-Reakti-
on erlaubt an Schleimhautbiopsien nur ei-
ne sehr begrenzte Aussage. Fiir eine zuver-
lassige Diagnose eines M. Hirschsprung ist
die immunhistochemische Si00-Reakti-
on nicht geeignet [2]. An Ganzwandbiop-
sien lassen sich mit dieser Reaktion aber
sehr gut Gangliengrofle und Ganglienab-
stande beurteilen (B Abb. 1 a). Beziiglich
der Nervenzellzahl und -groéfle des Plexus
myentericus ist die Cathepsin-D-Reaktion
eine zuverldssige Methode (B Abb. 1b).
Durch Osmierung lasst sich eine kontrast-
reiche Nervenzelldarstellung erzielen, die
auch eine zuverldssige Beurteilung des Ple-
xus submucosus erlaubt (8 Abb. 1 c). Ein
wichtiger Vorteil der Cathepsin-D-Reak-
tion ist die sehr kurze Hitzedenaturierung
der Schnitte (3, 4].

Alternative immunhistochemische
Reaktionen zur Nervenzelldarstellung an
Paraffinschnitten sind:

= PGP 9,
== neuronenspezifische Enolase.

All diese Nervenzellfarbeverfahren der
Immunhistochemie sind mit Vorteil an
Paraffinschnitten anwendbar. Zusétzlich
kommt die immunhistochemische Dar-
stellung der Cajal-Zellen in der CD117-
Reaktion zur Anwendung.

Bei der ,,Slow-transit-Obstipation®
wurde parallel zur Entwicklung einer
atrophischen Hypoganglionose auch ei-
ne Abnahme der Cajal-Zellen beobachtet
[6,7]. Trotz der zahlreichen Arbeiten iiber
Cajal-Zell-Verdnderungen ist bei moto-
rischen Storungen des Kolons bis heu-
te kein Krankheitsbild beschreiben wor-
den, welches sich ausschlief3lich aufgrund
von Cajal-Zell-Verdnderungen diagnosti-
zieren lief3e [5].

Enzymhistochemie vs.
konventionelle Paraffintechnik

Rudolf Virchow [14, 15] benannte als Ziel

jeglicher Forschung in der Pathologie die

Erkennung der Pathophysiologie einer

Krankheit. Jede histologische Methode

lasst eine Aussage zu, die je nach einge-

setzter Technik einen unterschiedlichen

Aussagewert zuldsst:

== Die Paraffintechnik erlaubt den
Nachweis pathologischer Strukturver-
anderungen und wurde zum Wegbe-
reiter der Zellularpathologie.

== Die Immunhistochemie arbeitet ana-
log zu histologischen Farbungen an
formalinfixiertem Gewebe mit Pa-
raffinschnitten und weist proteinche-
mische Veranderungen eines Gewe-
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Abb. 3 A a,b Verlaufsbeobachtung einer progressiven, atrophischen oligoneuronalen Dysgangliono-
se des Plexus myentericus. Unschwer erkennbar ist die in 6 Jahren eingetretene Atrophie der Gangli-
en des Plexus myentericus und die massive Abnahme der Acetylcholinesterase-Aktivitét in Ring- und
Langsmuskulatur (Acetylcholinesterase-Reaktion ohne Gegenfarbung)

bes nach [1]. Die Inmunhistochemie
hat in der Diagnostik der Tumorpa-
thologie grofie Fortschritte gebracht.

== Die enzymhistochemische Nativ-
schnitttechnik erméglicht Stoffwech-
selverdnderungen besonderer Gewe-
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Abb. 1 < Darstellung des
Plexus myentericus. a Die
$100-Reaktion eignet sich
nur zur Bestimmung der
Lange der Anschnitte des
Plexus myentericus und
zur Abschétzung der inter-
gangliondren Abstande.

b Die Cathepsin-D-Reakti-
on ermdglicht eine optima-
le Nervenzelldarstellung.

¢ Die osmierte Cathepsin-
D-Reaktion erlaubt in der
Submukosa eine optimale
Ganglien- und Nervenzell-
darstellung

bekompartimente zu erfassen. Mit die-
ser Technik sind Krankheitsverldufe zu
verfolgen, die Vitalitét eines Gewebes
zu beurteilen und Einsichten in die
Pathophysiologie einer Krankheit zu
gewinnen (8 Abb. 2; [8, 9, 10, 11, 12]).

In der Tat ist die Enzymhistochemie die
erste Methode, welche der Forderung
Virchows nach einer Erfassung der Pa-
thophysiologie einer Krankheit nach-
kommt [8, 9, 10]. Ihr besonderer Vorteil
ist die Vermeidung von Fixierungs- und
Einbettungsartefakten. Dariiber hinaus ist
bei der Darstellung von Dehydrogenasen,
Phosphatasen und Esterasen das Ergebnis
innerhalb von 5-10 min ablesbar.

Durch giinstige Gewebeanordnung
konnen am Gefrierschnitt auf einfache
Art und Weise grofle Gewebeareale un-
tersucht werden. So ist es beispielsweise
moglich (s. dazu den Beitrag zu enzym-
histochemischen Férbetechnik in dieser
Ausgabe von Der Pathologe), einen 10-
15 cm langen Darmabschnitt aufgerollt
zu schneiden und so in einem einzigen
Schnitt eine Ubersicht iber ein Gesamt-
resektat zu gewinnen [11, 12]. Nicht zu-
letzt erlaubt die Zuverldssigkeit, Reprodu-
zierbarkeit und Schnelligkeit der Enzym-
histochemie eine optimale intraoperative
Schnellschnittdiagnostik.

Im Vergleich zur Paraffintechnik am
formalinfixierten Gewebe besitzt die En-
zymbhistochemie allerdings einige Nach-
teile: Es muss mit nativem Gewebe ge-
arbeitet werden. Nichtfixiertes Gewebe
ist mit 1-6 Stunden nur begrenzt haltbar,
was aber durch Gefrieren des Gewebes in
CO, (-80°C) iiberwindbar ist. Gewoh-
nungsbediirftig ist bei dieser Technik die
Schnittdicke der Kryostatschnitte (15 pm),
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da diese durch Aufziehen, Auftauen und
Trocknen der Schnitte auf Objekttrigern
70% ihres Volumens verlieren [13].

Schlussfolgerung

Die konventionelle histologische Technik
ist in der Koloproktologie im Allgemei-
nen und in der Hirschsprung-Diagnostik
im Besonderen nicht befriedigend. Da es
sich bei Storungen der Darmmotorik um
funktionelle Anomalien handelt, ist eine
die Pathophysiologie erfassende Methode
bedeutend effektiver. Nervenzellverluste,
Atrophien von Ganglien oder eine Atro-
phie des Sehnengeriistes der Muscularis
propria (Desmose) sind mit immunhis-
tochemischen und konventionell histolo-
gischen Techniken durchaus an Paraffin-
material befriedigend erfassbar.

Uber den Parasympathikotonus oder
die Vitalitat von Nervenzellen des Plexus
myentericus bzw. der Vitalitidt der Muscu-
laris propria lasst sich mit der konventio-
nellen Histologie allerdings keine Aussa-
ge erzielen (B Abb. 3 a,b). Wir verfiigen
tiber keine immunhistochemische Me-
thode, die der enzymhistochemischen
Acetylcholinesterase-Darstellung eben-
biirtig wire [2]. Somit besteht keine Mog-
lichkeit, einen ultrakurzen M. Hirsch-
sprung (B Abb.4 a,b) bzw. eine auf den
Analring, den M. corrugator cutis ani
(8 Abb.5 a,b) oder den Sphincter inter-
nus beschrinkte Aganglionose mit einer
konventionellen histologischen Methode
zu diagnostizieren.

Fazit fiir die Praxis

Am Paraffinschnitt der Muscularis prop-
ria ist mit einerimmunhistochemischen
S100-Reaktion, einer immunhistoche-
mischen Cathepsin-D-Reaktion und der
Pikro-Siriusrot-Farbung eine oligoneuro-
nale Hypoganglionose, eine atrophische
Hypoganglionose und eine Desmose der
Muscularis propria eindeutig zu diagnos-
tizieren. Eine Schleimhautbiopsie mit
reichlich biopsierter Submukosa erlaubt
in einer osmierten Cathepsin-D-Reakti-
on eine intestinale neuronale Dysplasie
(IND) Typ B zu erkennen.

Eine zuverlassige Hirschsprung-Diagno-
se an Schleimhautbiopsien kann auf ei-
ne enzymhistochemische Acetylcholin-
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Zusammenfassung

Die histologische Diagnostik mit formalin-
fixiertem und in Paraffin eingebettetem Ge-
webe hat mit der Einfiihrung immunhisto-
chemischer Methoden in der Koloproktologie
groB3e Fortschritte gebracht. In den letzten
Jahren haben sich die routinemaBige Durch-
fulhrung einer S100-Reaktion, einer Cathep-
sin-D-Reaktion und einer Pikro-Siriusrot-Far-
bung fiir die Diagnose einer Hypogangliono-
se des Plexus myentericus sowie einer Des-
mose der Muscularis propria bewahrt. In spe-
ziellen Féllen ist fiir die Darstellung von Ca-
jal-Zellen eine CD117-Reaktion erforder-

lich. Im Gegensatz dazu ist beim ultrakurzen
M. Hirschsprung, einer Aganglionose des
Analrings, des M. corrugator cutis ani oder
des Sphincter internus die diagnostisch ent-
scheidende Acetylcholinesterase-Reaktion

durch keine immunhistochemische Metho-
de ersetzbar.

Immunhistochemie, klassische histolo-
gische Farbungen und Enzymhistochemie
stellen somit komplementére histopatholo-
gische Untersuchungstechniken dar. Im Ge-
gensatz zur Immunhistochemie bedarf die
Enzymhistochemie nativer Kryostatschnitte
zur Beurteilung der Aktivitat eines Enzyms.
Biopsieentnahme und Transport zur beurtei-
lenden Pathologie miissen daher besonders
gut organisiert sein.

Schliisselworter

Konventionelle Histologie - Immunbhisto-
chemie - Enzymhistochemie - Motilitats-
stérungen

Conventional histological diagnostics in coloproctology

Abstract

With the introduction of immunohistochem-
ical methods, histopathological diagnosis
based on formalin fixed, paraffin embedded
tissue in coloproctology has substantially im-
proved. In recent years, the routine use of im-
munohistochemistry for S100, cathepsin D
and a picrosirius red staining has proven to
be sufficient for the diagnosis of hypogang-
lionosis of the myenteric plexus and desmo-
sis of the muscularis propria. In some cases,
an immunohistochemical reaction for CD 117
is also necessary for the evaluation of Cajal
cells. In contrast, in ultrashort Hirschsprung’s
disease, aganglionosis of the anal ring, agang-
lionosis of the musculus corrugator cutis ani,
and internal sphincter, the histochemical ace-
tylcholinesterase reaction is essential and

not replaceable by any immunohistochemi-
cal method.

Immunohistochemistry, classical histo-
logical stains and enzyme histochemistry
are complementary histopathological tech-
niques. In contrast to immunohistochemis-
try, enzyme histochemistry requires native
cryostat sections for the assessment of en-
zyme activity. As a consequence, biopsy per-
formance and transport to pathology depart-
ments should be particularly well organized.

Keywords

Conventional histology - Immunohisto-
chemistry - Enzyme histochemistry -
Motility disorders
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Abb. 4 A Das klassische Bild eines ultrakurzen M. Hirschsprungs: a HE-Farbung. b Acetylcholinestera-
se-Darstellung an derselben Schleimhautbiopsie
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Abb. 5 A Aganglionose des M. corrugator cutis ani. a Klassische HE-Farbung. b Acetylcholinesterase-

Reaktion desselben Gewebes

esterase-Darstellung an nativen Kryos-
tatschnitten nicht verzichten. Das trifft
ganz besonders auf den ultrakurzen

M. Hirschsprung sowie die Aganglionose
des Analrings, des M. corrugator cutis ani
und des Sphincter internus zu.

Fiir Labore, welche nur selten Biopsien
mit der Frage eines M. Hirschsprung zu
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untersuchen haben, sind kommerziell er-
héltliche enzymhistochemische Reakti-
onskits zweckmaBig, da diese bei 40°C
langerfristig vorratig gehalten werden
konnen (Districhem, Hohlweg 25, CH-
4104 Oberwil, E-Mail: districhem@blue-
win.ch oder Bio-Optica, Via San Faustino
58, 1-20134 Milano).
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