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A. Einleitung

........ vom ersten Augenblick an, als ich die Klasse iibernommen habe, war Susanne nicht zu
ziigeln. Sie war zappelig, konnte nicht still sitzen, verschaffte sich Bewegung, indem sie
standig mehr oder minder unbegriindet zum Papierkorb lief. Auf diesem Weg gelang es ihr
nur hochst selten, an den Tischen der Klassenkameraden vorbeizukommen, ohne
anzurempeln, Federmdppchen herunterzustoffen oder sonstwie Unruhe zu stiften. Fiir ihr
Mifigeschick entschuldigte sie sich lautstark und wortreich, was den Unterricht erneut
unterbrach. Auf ihrem eigenen Platz verbreitete sie jeden Morgen binnen kiirzester Zeit
unbeschreibliches Chaos. Nicht nur deshalb, sondern auch wegen ihres stindigen Redeflusses
mufSten alle Versuche, sie neben einem Banknachbarn sitzen zu lassen, wieder abgebrochen
werden.

Susannes Ablenkbarkeit, ihre Unfdihigkeit, sich iiber einen lingeren Zeitraum hinweg auf eine
Sache zu konzentrieren, fiihrte natiirlich zu mangelhaften Leistungen. Schriftliche Arbeiten
wurden héchstens vier bis fiinf Zeilen lang einigermafsen geordnet erledigt, dann zerfloff das
Schriftbild und die Eintrdige verloren jegliche duflere Form ........... . Susanne war meinerseits
nur durch ganz konsequente Fiihrung in Schach zu halten und zu ertrdglichem
Zusammenleben zu bringen, wobei sie hoffentlich doch das Gefiihl hatte, daf3 man sie trotz
allem mochte und sie niemals aufgab und fallenliefs ........ “(Heigl, 1991).

Die vorangegangenen Sitze einer Lehrerin schildern anschaulich die Symptome des
hyperaktiven Syndroms und die Konsequenzen, die sich daraus fiir die betroffenen Kinder
und ihre Umwelt ergeben.

Bereits 1845 beschrieb der Frankfurter Nervenarzt und Dichter Dr. Heinrich Hoffmann mit
seiner Geschichte tiiber den ,Zappelphilipp®“ das Verhalten hyperkinetischer Kinder
(Hoffmann, 1845). Heute, mehr als 150 Jahre spiter ist das hyperkinetische Syndrom durch
ungehemmte Uberaktivitit, erhdhte Ablenkbarkeit, kurze Aufmerksamkeitsspanne,
Impulsivitidt und ausgeprigte Stimmungsschwankungen in der internationalen Klassifizierung
von Krankheiten (ICD 10, WHO, 1992) charakterisiert. Das hyperkinetische Syndrom zéhlt
mit einer Prdvalenz von drei bis sechs Prozent mittlerweile zu den héufigsten
kinderpsychiatrischen Erkrankungen (Anderson, 1987; Baumgartel, 1995).

Durch ihr unangepaltes Verhalten haben Kinder mit hyperkinetischem Syndrom, das meist
im Kindergarten- oder Grundschulalter diagnostiziert wird, hdufig Schwierigkeiten in der
sozialen Integration. Die Unfédhigkeit sich auf gestellte Aufgaben zu konzentrieren
beeintrichtigt die schulischen Leistungen betrdchtlich. Nicht selten wird das Verhalten der
betroffenen Kinder zum unldsbaren Problem in der Familie und fithrt zu intrafamilidren
Spannungen.

Trotz vielfachen Untersuchungen in den letzten Jahren, konnte eine eindeutige Ursache des
hyperkinetischen Syndroms bisher nicht gefunden werden. Genetische Prédisposition und
Storungen im Dopaminstoffwechsel des ZNS werden derzeit als Ursachen des
hyperkinetischen =~ Syndroms  diskutiert und sind Gegenstand der aktuellen
Forschungsbemiihungen.

Durch die heute zur Verfiigung stehenden bildgebenden Verfahren konnten bei
hyperkinetischen Kindern zudem neuroanatomische Auffilligkeiten festgestellt werden. Die
betroffenen Kinder scheinen sich durch eine Verkleinerung des prifrontalen Cortex, des
Globus pallidus und des Corpus callosum von gesunden Kindern zu unterscheiden (Hynd,
1990; Castellanos, 1994; Filipek, 1997; Baumgardner, 1996; Aylward, 1996). In den vorallem
fiir die Kontrolle der motorischen Aktivitit und fiir die Aufmerksamkeit verantwortlichen



Hirnstrukturen findet sich neben einem verringerten Glucosemetabolismus eine
Verminderung der Durchblutung (Lou, 1984, 1989, 1990; Zametkin, 1990, 1993).

Die bis heute unklare Atiologie, die Beeintrichtigung der Patienten im Alltag und die oft
verzweifelte Situation der Eltern fiithrten in den letzten Jahrzehnten zur Entwicklung sehr
verschiedener Therapiekonzepte mit unterschiedlichem Erfolg. Zu den derzeit etablierten
Therapien des hyperkinetischen Syndroms zédhlen die Verabreichung von Psychostimulantien,
die Anwendung von Verhaltenstherapien und didtetische Maflnahmen.

Vor mehr als 70 Jahren wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen hyperaktivem Verhalten
und der Einnahme bestimmter Nahrungsmittel vermutet (Rowe, 1928). Feingold postulierte
1975 Salicylate, kiinstliche Farbstoffe und Geschmacksverstirker als Ausloser des
hyperkinetischen Syndroms. Tryphonas (1979) fand einen signifikanten Zusammmenhang
zwischen Nahrunsmittelallergie und hyperkinetischem Verhalten. In den folgenden Jahren
hauften sich die Berichte iiber erfolgreiche Behandlungen des hyperkinetischen Syndroms mit
Diét (Brenner, 1977; Rapp, 1978; Mattes, 1978; Swanson, 1980).

In groBen kontrollierten, zum Teil doppelblind durchgefiihrten Studien wurde die
Wirksamkeit der oligoantigenen Diét allerdings erst in den achtziger und neunziger Jahren
nachgewiesen (Egger, 1985; Kaplan, 1989; Carter, 1993; Schulte-Korne, 1996).

Besteht nunmehr kein Zweifel an der Wirksamkeit der oligoantigenen Didt als
nebenwirkungsarme Therapieform des hyperkinetischen Syndroms, bleibt die Frage nach dem
Wirkungsmechanismus bisher vollkommen unbeantwortet. Zwar wird wiederholt das
Vorliegen einer Nahrungsmittelallergie als Pathomechanismus aufgefiihrt, doch lassen sich
klinische Symptome und Laborparameter nicht mit einer klassischen Nahrungsmittelallergie
vereinbaren. Zudem ist derzeit unklar auf welchem Wege der Verzicht auf bestimmte
Nahrungsmittel neurologische Symptome beeinflussen kann.

Die Erkenntnisse der bisher vorliegenden biochemischen und bildgebenden Befunde bei
hyperkinetischen Kindern und die Moglichkeit, das hyperkinetische Syndrom {ber
Nahrungsmanipulation erfolgreich zu behandeln, lieBen Peptide der ,,brain-gut-axis“ in den
Mittelpunkt unserer Bemiihungen nach einer Erkldrung des Wirkungsmechanismus einer
oligoantigenen Diét riicken.

Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) zdhlt aufgrund seiner vielféltigen Wirkungen
sowohl im Gastrointestinaltrakt als auch im Zentralen Nervensystem zu den wichtigsten
Vertretern der ,,brain-gut hormones*.

Als das Vasoaktive Intestinale Polypeptid 1970 von Said und Mutt entdeckt wurde, glaubte
man zundchst nur an ein auf den Gastrointestinaltrakt beschrinktes Vorkommen von VIP.
Erst in den néchsten Jahren wurde auch eine tragende Rolle in der Regulation der zerebralen
Durchblutung und des zerebralen Glucosemetabolismus bekannt (Larson, 1976; McCulloch,
1983, Bevan, 1984).

Ziel unserer Crossover-Studie war es, herauszufinden, ob sich die VIP-Rezeptorendichte im
Diinndarm von Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom unter Diét
bzw. Provokation verdndert.



A. 1. Das hyperkinetische Syndrom

A. 1. 1. Definition

Der Krankheitsbegriff des hyperkinetischen Syndroms wird durch ein abnormes
Verhaltensmuster eines Kindes oder eines Erwachsenen bestimmt. Um ein Verhalten als nicht
der Norm entsprechend einzustufen bedarf es jedoch altersbezogener Normwerte. Diese
bestehen wie bei vielen psychiatrischen Erkrankungen zunéchst nicht aus meB3baren Grof3en,
sondern definieren sich aus der Beobachtung durch Eltern, Lehrer/innen, Kindergértner/innen,
dem behandelnden Arzt, sowie aus subjektivem Empfinden.
Bereits der Begriff ,,hyperkinetisches Syndrom‘ beinhaltet die erste Entitét:
Hyperkinetisch: aus dem Griechischen: zuviel an Bewegung.
Desweiteren fordert der Begriff ,,Syndrom® einen Symptomkomplex. Hierzu gehort die bei
Patienten mit hyperkinetischer Storung beobachtete assoziierte Aufmerksamkeitsstorung. Im
englischen Sprachgebrauch wird das hyperkinetische Syndrom als ,,Attention Deficit
Hyperactivity Disorder” abgekiirzt ADHD, bezeichnet. Im Folgenden wird dieser Begriff
verwendet werden.
Der Begriff des hyperkinetischen Syndroms 148t sich zundchst auf zwei
Verhaltensauffalligkeiten eingrenzen:
Ein Ubermaf an Bewegung bzw. Aktivitit und einen Mangel an Aufmerksamkeitsfihigkeit.
Dementsprechend findet sich im Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
vierte Auflage, (DSM-IV) (American Psychiatric Association, 1994) folgende Unterteilung:

« der vorallem hyperaktive-impulsive Typ

« der vorallem aufmerksamkeitsgestorte Typ

« der kombinierte Typ

In der internationalen Klassifizierung von Krankheiten ICD 10 (WHO, 1992) wird der Begriff
des hyperkinetischen Syndroms erweitert:

. ungehemmte, wenig organisierte und schlecht gesteuerte Uberaktivitit

 erhohte Ablenkbarkeit

« kurze Aufmerksamkeitsspanne

o Impulsivitit

A. 1. 2. Pravalenz

Das Attention Deficit Hyperactivity Disorder-Syndrom z&hlt zu den hiufigsten Erkrankungen
in der Kinderpsychiatrie. Die Privalenz bei Kindern liegt zwischen drei und sechs Prozent,
abhiangig von der jeweiligen Studie sowie von kulturellen und geographischen
Gegebenheiten. Jungen sind dreimal héufiger als Méadchen betroffen (Anderson, 1987;
Baumgartel, 1995; Szatmari, 1992; Wang, 1993; Goldman, 1998).

Fir das geschlechtliche Ungleichgewicht gibt es keine befriedigende Erkldrung. Eine
mogliche Ursache beschreibt Berry in seiner Studie (1985), indem er bei Midchen eine
Symptomverlagerung in den kognitiven und sprachlichen Bereich vermutet. Die betroffenen
Midchen werden seltener diagnostiziert, da sich die Umwelt durch die verhaltensbetonten
Storungen der Jungen stirker beeintrdchtigt fiihlt. Die bei Méddchen und Jungen verschieden



ausgepragten Symptomschwerpunkte werden auch durch die grofle Studie von Tirosh (1998)
bestétigt.

A. 1. 3. Symptome

A. 1. 3. 1. Motorisches Verhalten

Die Hyperaktivitit ist eines der Hauptmerkmale der an ADHD leidenden Kinder. Die
Patienten scheinen stindig unter ,,Spannung® zu stehen, kénnen kaum ruhig sitzen, laufen
scheinbar wahllos im Zimmer herum. Haufig wird auch ein stindiges Herumrutschen auf dem
Stuhl, ein kaum pausierendes Bewegen von Fiilen und Beinen beschrieben.

Diese Verhaltensauffilligkeiten finden sich sowohl im als auch aufBlerhalb des elterlichen
Zuhauses.

Mehrere Arbeiten konnten die Hyperaktivitit im Vergleich zu verhaltensunauffilligen
Kindern auch quantitativ bestdtigen. So fanden Zyss und Hassler (1992), dal3 sich bei 55
Jungen mit ADHD mehr als doppelt soviele Kdrperbewegungen pro Zeiteinheit messen lassen
als dies bei verhaltensunauffélligen Jungen der Fall war. Eine weitere Studie zeigte, daf3
Jungen mit ADHD 2,3-mal soviele Kopfbewegungen durchfiihrten und den Kopf 3,4-mal
weiter bewegten, als eine gesunde Kontrollgruppe (Teicher, 1996).

A. 1. 3. 2. Aufmerksamkeit

Die Unaufmerksamkeit ist vorallem eine im schulischen und sozialen Bereich auffallende
Beeintriachtigung. Die Betroffenen sind oft nicht in der Lage Einzelheiten zu beachten, es
haufen sich Flichtigkeitsfehler. Bevor eine Aufgabe zu Ende gefiihrt wurde, wird mit einer
neuen begonnnen. Die Aufmerksamkeitsspanne ist reduziert und oft kommt es zur Ablenkung
durch nebensichliche Dinge.

A. 1. 3. 3. Impulsivitiit

Die Impulsivitit manifestiert sich als Ungeduld und als Schwierigkeit, Reaktionen
zuriickzuhalten. Die Betroffenen platzen z. B. hiufig mit Antworten heraus, bevor eine Frage
vollstidndig gestellt wurde. Andere Personen werden unterbrochen oder so sehr gestort, dal3 es
zu Problemen im sozialen und schulischen Bereich kommt. Eine geringe Frustrationstoleranz
fordert Aggressivitit und Wutausbriiche.

Die Impulsivitidt kann durch uniiberlegtes Handeln zu haufigeren Unféllen fiihren (Weiss,
1979; Beck, 1996), zudem werden die Handlungskonsequenzen oft nicht bedacht.

A. 1. 3. 4. Assoziierte, jedoch nicht obligate Symptome

« Gehauft finden sich bei Kindern mit ADHD Lernschwierigkeiten. Diese liegen in den
Bereichen des Rechnens, Lesens und der Rechtschreibung (Faraone, 1993).



« Eine Assoziation mit einem niedrigeren Intelligenzquotienten konnte nicht gesichert
werden. Vielmehr diirfte die Ursache fiir Lernschwierigkeiten in der verminderten
Aufmerksamkeitsfiahigkeit begriindet sein.

. Patienten mit ADHD zeigen im Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant héufiger
sprachliche Defizite (Tirosh, 1998).

o Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, daBB bei Kindern mit ADHD die motorische
Koordination eingeschriankt ist. Patienten, die zur diagnostischen Gruppe des
iberwiegend aufmerksamkeitsgestorten Typs gehoren, =zeigen héufiger eine
Beeintrachtigung der Feinmotorik, wihrend Patienten des kombinierten Typs
grobmotorische Defizte aufweisen (Piek, 1999).

. Haufig von Eltern berichtete begleitende Symptome sind Aggressivitit und
Distanzlosigkeit. In einer sorgfiltig durchgefiihrten Studie zeigte sich jedoch, daf
Aggressivitit nur bei wenigen hyperkinetischen Kindern im Frithstadium vorhanden ist,
sodal} es sich hierbei wohl um Reaktionen auf die allgemeine soziale Ablehnung, die
betroffene Kinder immer wieder erfahren, handeln diirfte (Weiss, 1971; Satterfield,
1982).

« Beziiglich somatischer Beschwerden, klagen vorallem Jungen gehduft iiber
Bauchschmerzen (Egger, 1999).

« Kinder mit ADHD leiden gehéuft an Schlafproblemen (Dagan, 1997; Marcotte, 1998).

A. 1. 4. Diagnose

Zur Diagnose des ADHD werden heute allgemein die Diagnosekriterien nach dem Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, vierte Auflage, (DSM-IV) (American Psychiatric
Association, 1994) und des ICD 10 (WHO, 1992) verwendet.

Als Beispiel werden in Tab. I die diagnostischen Kriterien des DSM-IV aufgefiihrt:



DSM-IV: Diagnosekriterien

A. Entweder Punkt 1 oder Punkt 2 miissen zutreffen:

1. sechs (oder mehr) der folgenden Symptome von Unaufmerksamkeit sind wihrend
der letzten sechs Monate bestindig in einem mit dem Entwicklungsstand des
Kindes nicht zu vereinbarenden und unangemessenen Ausmall vorhanden
gewesen:

a, beachtet héufig FEinzelheiten nicht oder macht Fliichtigkeitsfehler bei den
Schularbeiten, bei der Arbeit oder bei anderen Tatigkeiten;

b, hat oft Schwierigkeiten lingere Zeit die Aufmerksamkeit bei Aufgaben oder
beim Spielen aufrechtzuerhalten;

¢, scheint haufig nicht zuzuhdren, wenn andere ihn/sie ansprechen;

d, fihrt hiufig Anweisungen anderer nicht vollstindig durch und kann
Schularbeiten, andere Arbeiten oder Pflichten am Arbeitsplatz nicht zu Ende
bringen (nicht aufgrund oppositionellen Verhaltens oder
Verstidndnisschwierigkeiten);

e, hat hdufig Schwierigkeiten, Aufgaben und Aktivititen zu organisieren;

f, vermeidet haufig, hat eine Abneigung gegen oder beschiftigt sich hiufig nur
widerwillig mit Aufgaben, die ldngerandauernde geistige Anstrengungen
erfordern (wie Mitarbeit im Unterricht oder Hausaufgaben);

g, verliert hiufig Gegenstinde, die er/sie fiir Aufgaben oder Aktivititen bendtigt
(z. B. Spielsachen, Hausaufgabenhefte, Stifte, Biicher oder Werkzeug);

h, 148t sich 6fter durch dullere Reize leicht ablenken;

1, ist bei Alltagstdtigkeiten hiufig vergeBlich;

2. sechs (oder mehr) der folgenden Symptome der Hyperaktivitidt und Impulsivitét
sind wihrend der letzten sechs Monate bestindig in einem mit dem
Entwicklungsstand des Kindes nicht zu vereinbarenden und unangemessenen
Ausmal vorhanden gewesen.

a, zappelt hiufig mit Hinden oder FiiBen oder rutscht auf dem Stuhl herum;

b, steht in der Klasse oder in anderen Situationen, in denen Sitzenbleiben
erwartet wird, hdufig auf;

c, lauft haufig herum oder klettert exzessiv in Situationen, in denen dies unpassend
ist (bei Jugendlichen oder Erwachsenen kann dies auf ein subjektives
Unruhegefiihl beschrankt bleiben);

d, hat hdufig Schwierigkeiten, ruhig zu spielen oder sich mit Freizeitaktivititen
ruhig zu beschéftigen;

e, ist haufig ,,auf Achse" oder handelt oftmals, als wére er/sie ,,getrieben",

f,redet haufig tibermaBig viel;

g, platzt hdaufig mit den Antworten heraus, bevor die Frage zu Ende gestellt ist;

h, kann nur schwer warten, bis er an der Reihe ist;

i, unterbricht und stort andere hiufig (platzt z. B. in Gespriche oder in Spiele
anderer hinein);




B. Einige Symptome der Hyperaktivitidt-Impulsivitit oder Unaufmerksamkeit, die
Beeintrachtigungen verursachen, treten bereits vor dem Alter von sieben Jahren
auf.

C. Beeintrachtigungen durch diese Symptome zeigen sich in zwei oder mehr
Bereichen (z. B. in der Schule bzw. am Arbeitsplatz und zu Hause).

D. Es miissen deutliche Hinweise auf klinisch bedeutsame Beeintrdchtigungen der
sozialen, schulischen oder beruflichen Funktionsfahigkeit vorhanden sein.

D. Es miissen deutliche Hinweise auf klinisch bedeutsame Beeintrachtigungen der
sozialen, schulischen oder beruflichen Funktionsfahigkeit vorhanden sein.

E. Die Symptome treten nicht ausschlieBlich im Verlauf einer tiefgreifenden
Entwicklungsstorung, Schizophrenie oder einer anderen psychotischen Storung
auf und konnen auch nicht durch eine andere psychische Storung besser erklart
werden (z. B. affektive Storung, Angststorung, dissoziative Storung oder eine
Personlichkeitsstorung).

Tab. 1

Diagnose des Subtypus:
« Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitdtsstorung, Mischtypus:
liegt vor, wenn die Kriterien Al und A2 wéhrend der letzten sechs Monate erfiillt waren.

« Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung, vorwiegend unaufmerksamer Typus:
liegt vor, wenn Kriterium A 1, nicht aber Kriterium A 2 wéhrend der letzten sechs
Monate erfiillt war.

« Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung vorwiegend hyperaktiv-impulsiver
Typus:
liegt vor, wenn Kriterium A2, nicht aber Kriteritum AI wéhrend der letzten sechs
Monate erfiillt war.



Zur Beurteilung des Schweregrades und Krankheitsverlaufs unter Therapie findet die Conners
Skala eine weitverbreitete Anwendung (Conners, 1973). Hierbei werden 10 Symptome des
ADHD je nach Grad der Auspriagung mit 0-3 Punkten bewertet (7ab. 2).

Conners-Skala zur Verhaltensbeurteilung hyperaktiver Kinder

Beobachtete Symptome Bewertung (Punkte)
1. rastlos, dauernd in Bewegung
2. reizbar, impulsiv
3. stort andere Kinder
7. kann nicht warten, leicht enttduscht und frustrierbar
4. kurze Aufmerksamkeitsspanne, beginnt alles und

fithrt nichts zu Ende

5. zappelt dauernd

6. unaufmerksam, leicht ablenkbar

8. weint schnell und héufig

0. Stimmung wechselt rasch und extrem

10.  neigt zu Wutausbriichen, explosiv, unberechenbar
Zusatz:

11.  Schlafstérungen

Tab. 2

Auspragung der Symptome nach Punkten:

gar nicht vorhanden: 0 Punkte
leicht vorhanden: 1 Punkt

deutlich ausgepragt: 2 Punkte
sehr stark ausgepragt: 3 Punkte



A. 1. 4. 1. Differentialdiagnose des ADHD

Bei den differentialdiagnostischen Erwédgungen mull zwischen Krankheiten, die
Verhaltensauffilligkeiten als Begleitsymptom zeigen und Krankheiten die das Verhalten
beeinflussen unterschieden werden.

Folgende Verhaltensauffilligkeiten konnen &hnliche Symptome wie das hyperkinetische
Syndrom zeigen:

- Storung des Sozialverhaltens (Conduct disorders)

- Lernbehinderung

- oppositionelles Trotzverhalten

- Tourette Syndrom

- Sprech- oder Sprachbehinderung.

Oft besteht eine symptomatische Uberlappung, so daB eine klare differentialdiagnostische
Abgrenzung schwierig wird.

Zudem konnen sich bei nachstehend genannten Erkrankungen eine Beeinflussung des
Verhaltens in Richtung Hyperaktivitit und Aufmerksamkeitsstorung als Begleitsymptome
zeigen:

- Angstneurosen

- Psychosen

- Medikamenten- und Drogenabhéngigkeit

- generalisierte Resistenz gegen TSH, Hyperthyreose (Hauser, 1993; Weiss, 1993).

A. 1. 5. Atiologie

Auch wenn es mittlerweile gelungen ist das Krankheitsbild des ADHD einheitlich zu
definieren sowie zuverldssige und reproduzierbare Diagnosekriterien zur Verfligung zu
haben, bleibt die Frage nach der Ursache des ADHD bisher unbeantwortet.

Vielmehr finden sich heute, wohl dem heterogenen Krankheitsbild entsprechend, eine
Vielzahl moglicher krankheitsausldsender, krankheitsbegiinstigender oder
krankheitsbeeinflussender Ursachen. Dabei =zeigt sich zunehmend, daBl definierbare
pathologische Konstellationen nur fiir bestimmte, in der Regel kleine Patientengruppen
bewiesen werden konnen.

Folgende Mechanismen oder Krankheiten wurden bisher mit dem Entstehen eines
hyperkinetischen Syndroms in Verbindung gebracht:

- Entwicklungsbedingte Hyperaktivitét als normale Reifungsvariante

. Vererbung

« Neurotransmitterstorung

« Sozialisationsdefizit (Unterschichtfamilien, desorganisierte Familien)

« perinatale Probleme

« Nahrungsmittelunvertréglichkeit

« Uberempfindlichkeit gegen Salicylate und synthetische Nahrungsmittelzusitze



A. 1. 5. 1. Nahrungsmittel als Ursache des ADHD

Ein moglicher Zusammenhang zwischen hyperkinetischem Verhalten und Nahrungsmitteln
wurde in der Literatur erstmals zu Beginn des letzten Jahrhunderts erwéhnt. Shannon fiihrte
bereits 1922 vermehrte Unruhe wund Schlafstorungen bei Kindern auf eine
Nahrungsmittelallergie zuriick. Nach dem Weglassen zuvor getesteter Lebensmittel, wie z. B.
Eier, Tomaten und Getreide, kam es zu einer Besserung bzw. zum Verschwinden der
Symptome.

Ebenso beschrieb Rowe (1928) einen Zusammenhang zwischen Nahrungsmittelallergie und
Verhaltensauffilligkeiten bei Erwachsenen. Hiufig wurden mehrere Nahrungsmittel fiir
verstirkte =~ Miudigkeit, = unruhigen = Schlaf, = hyperkinetisches = Verhalten = und
Konzentrationsstorungen verantwortlich gemacht (Randolph, 1947).

Auch Crook (1961) unterstiitzte die Allergie-Hypothese nach einer Studie an 50 Kindern mit
hyperkinetischen Verhaltensweisen. Als hdufigste Ausloser fanden sich Milch, Getreide, Eier
und Schokolade.

In der Studie von Tryphonas (1979) fand sich eine hoch signifikante Korrelation zwischen im
RAST nachgewiesenen Nahrungsmittelallergien und hohen Conners’Scores.

1973 wurden von Goldberg erstmals kiinstliche Lebensmittelzusitze, wie Farb-,
Konservierungs- und Geschmacksstoffe, als moglicher Ausloser fiir hyperkinetisches
Verhalten angeschuldigt.

Feingold berichtete 1975 iiber einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Einnahme von
Salicylaten und Nahrungszusitzen wie synthetische Farbstoffe und Konservierungsmittel als
Ursache hyperaktiver Storungen. Nach ihm wurde der Begriff ,,Feingold-Hypothese* geprégt
und eine spezielle Didt entwickelt, die auf kiinstliche Zusatzstoffe in Lebensmitteln und auf
Salicylate verzichtete. Feingold beschrieb bei 70% der mit seiner Diét behandelten Patienten
eine Besserung der Symptome.

Die Meinungen beziiglich dieses Therapieansatzes waren jedoch in der Literatur von Anfang
an kontrovers. Vorallem wurde Feingold fehlende Objektivitidt, impressionistische
Beschreibung und das Ausbleiben kontrollierter Studien vorgeworfen.

In einer Reihe von Studien konnte allerdings der Einflu von Nahrungsmittelzusitzen auf das
Verhalten hyperkinetischer Kinder nachgewiesen werden (Brenner, 1977; Rapp, 1978; Stine,
1976; Matthes, 1978; Swanson, 1980; Rowe, 1988).

Conners (1976) konnte die Ergebnisse von Feingold nur teilweise nachvollziehen, ebenso wie
Williams (1978), die mit Psychostimulantien wesentlich bessere Ergebnisse als mit der
Feingold-Diit erzielten. Thorley (1984) und Wender (1986) konnten keinen signifikanten
EinfluB auf hyperaktive Patienten feststellen, Weiss (1980) hingegen postulierte sogar
Auswirkungen kiinstlicher Farbstoffe auf das Verhalten gesunder Kinder.

Zusammenfassend lieB sich in keiner der Studien eine spezifische Wirkung der Feingold-Diét
nachweisen, positive Effekte jedoch, Placebo-Wirkung nicht ausgeschlossen, fanden sich
haufiger.

Aus heutiger Sicht lassen sich die Schwierigkeiten bei der Interpretation dieser Studien
vorallem auf methodische Fehler zuriickfiihren wie das Fehlen einer Auswaschphase, zu
kurze Beobachtungszeiten nach Verabreichung der Testsubstanzen oder Maskierung der
Testsubstanzen mit Schokoladendrinks.

Parallel zur oben genannten Hypothese entstand 1975 die Vermutung stark phosphathaltige
Nahrung kénne zu Verhaltensauffélligkeiten fiihren (Hafer, 1975). Diese Hypothese wurde
jedoch in keiner Untersuchung bestétigt. Eine kontrollierte Didt-Studie von Walther (1982)
konnte keinen Zusammenhang zwischen Belastung mit Nahrungsmittelphosphat und
hyperkinetischem  Verhalten  herstellen. Die  phosphatreduzierte  Didt  wurde
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erndhrungswissenschaftlich analysiert und sogar als bedenklich eingestuft (Droese, 1978), da
bei Phosphatreduktion unter eine bestimmte Grenze mit Gesundheitsschdden zu rechnen ist.

Ausgehend von den widerspriichlichen Ergebnissen der Feingold-Didt wurden die bisher
streng auf Nahrungsmittelzusdtze und Salicylate begrenzten Didten erweitert, indem auch
Nahrungsmittel selbst als Ausloser hyperaktiven Verhaltens verantwortlich gemacht wurden
und in Didten ausgetestet wurden.

Seit 1980 wurden mehrere doppelblinde, placebokontrollierte Studien durchgefiihrt, die den
Zusammenhang zwischen Nahrungsmitteln und Hyperaktivitét priifen sollten.

Aufsehen erregte die groBe Studie von Egger 1985, in der erstmals unter kontrollierten
Bedingungen bei 62 von 76 untersuchten Patienten mit ADHD eine signifikante Verbesserung
der Verhaltensauffilligkeiten unter oligoantigener Didt nachgewiesen werden konnte. 21
Patienten zeigten unter Didt sogar ein volliges Verschwinden der Symptome. Reproduzierbar
kam es unter provozierender Nahrung wieder zu den Symptomen des ADHD. Bereits
Swanson (1980) konnte unter Doppelblind-Testung die BeeinfluBbarkeit des ADHD durch
bestimmte Nahrungsmittel beweisen.

Kaplan zeigte 1989 in einer placebokontrollierten Studie, da3 sich unter oligoantigener Diit
bei tiber 50% von 24 Patienten mit ADHD eine Verhaltensbesserung erreichen lief3.

In einer 78 ADHD-Patienten umfassenden kontrollierten Studie von Carter (1993) konnte mit
oligoantigener Didt bei 59 Patienten eine signifikante Verhaltensbesserung erreicht werden.
Auch in dieser Studie konnte nach Identifikation der provozierenden Nahrungsmittel
doppelblind das erneute Auftreten der Symptome durch Gabe der provozierenden
Nahrungsmittel bewiesen werden.

Weitere Studien, die den Einflu von Nahrungsmitteln auf das hyperkinetische Syndrom
belegten, wurden von Swanson (1980), Boris (1994) und Schulte-Korne (1996) durchgefiihrt.

11



A. 1. 6. Pathophysiologie

Wie in den bisherigen Ausfiihrungen beschrieben, existiert eine allgemeingiiltige Ursache des
ADHD bisher nicht. Dies hat zur Folge, dafl die Untersuchungen zur Pathophysiologie des
ADHD zunéchst von der Symptomkonstellation des Krankheitsbildes ausgehen miissen.

Zu unterscheiden sind der psychopathologische, der neurophysiologische und der
neurobiochemische Ansatz.

A. 1. 6. 1. Die Arousal-Theorie

Dieser psychopathologische Erkldrungsansatz bezieht sich auf eine im Vergleich zu gesunden
Kindern gestorte Vigilanz. Hierzu existieren zwei alternative Modelle. Einmal wird ein
sogenanntes ,,Hyperarousal® postuliert, indem die betroffenen Kinder nicht fahig sind
Lwtimuli-Inputs zu filtern. Dies fiihrt aufgrund der iiberméfBigen sensorischen Stimulierung
zu einer sensorischen Uberladung, die hyperaktives Verhalten zur Folge hat (Strauss, 1947).
Alternativ wurde von Weinberg (1990) die Vorstellung des sogenannten ,,Hypoarousal*
gepragt. Eine verminderte Vigilanz bewirkt eine Reduktion der zentralnervésen
Inhibitorfunktion. Sensorische Stimulationen fiihren daher zu einer inaddquat heftigen und
unkontrollierten motorischen Aktivitit. In diesem Zusammenhang wurde bei Kindern mit
ADHD ein Mangel an zentralnervosem Adrenalin vermutet. Der Behandlungserfolg mit
Psychostimulantien bei Kindern mit ADHD unterstiitzt diese Theorie (Hunt, 1988).

A. 1. 6. 2. Die Inhibitionsdefizit-Theorie

In den letzten zehn Jahren wurde zunehmend das Fehlen oder eine Verringerung der
zentralgesteuerten Hemmung bestimmter Verhaltensweisen als psychopathologischer Ansatz
des ADHD favorisiert.

Gray (1982) und Quay (1988, 1997) sehen normgerechtes Verhalten als das Resultat zweier
gegengerichteter Kontrollmechanismen: das sogenannte verhaltenshemmende und das
verhaltensaktivierende System. Bei Kindern mit ADHD wird von ihnen eine verminderte
Aktivitit des hemmenden Systems vermutet; dies filhrt zu einem Uberwiegen des
verhaltensaktivierenden Systems.

Barkley (1997) erweitert das Modell der mangelnden Hemmung, indem die verschiedenen
Symptome des ADHD miteinbezogen werden. Demnach werden durch eine verminderte
Verhaltenshemmung vier exekutive neuropsychologische Fahigkeiten (Arbeitsgeddchtnis,
Selbstregulation ~ der  Affekt-Motivations-Erregung, Sprachinternalisierung ~ und
Rekonstitution) beeinfluft.

Als neuroanatomischer Ausgangspunkt des verhaltenshemmenden Systems gilt der
préifrontale Cortex mit seinen Verbindungen zum septohippocampalen System. Die Aktivitit
des verhaltenshemmenden Systems hingt wiederum von noradrenergen Stimuli aus dem
Locus coerulus und serotonergen Stimuli aus dem Raphekern ab. Als Ursache des
Ungleichgewichts der beiden gegengesetzten verhaltenssteuernden Systeme werden
genetische und entwicklungsbedingte Ursachen vermutet (Tannock, 1998).

Im Gegensatz dazu werden von Pribram (1975) und Sanders (1983) die Basalganglien und
eine Dysfunktion des dopaminergen Systems flir das Modell der ,,Hemmung als Dysfunktion
im Leistungs/Aktivierungs-System* verantwortlich gemacht. Diese Theorie unterscheidet
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zwischen laufenden Prozessen und statischen bzw. energetischen Zustdnden, die einfache

Verhaltensoperationen beeinflussen.

Drei energetische Systeme werden angenommen:

- Erregung, die die sensorische Aktivitét aktiviert,

- Aktivierung, die auf die Kontrolle motorischer Bereitschaft bezogen ist,

- Leistung, die durch Motivationsfaktoren (Wissen um das Ergebnis, Auszahlen der
Handlung, Selbstbestimmung versus Fremdbestimmung) beeinflufit wird.

Insbesondere die beim ADHD zu beobachtenden verlangsamten und ungenauen motorischen

Antworten auf Stimuli, sollen Ausdruck fehlerhafter Leistungs- bzw. Aktivierungsprozesse

sein (Sergeant, 1995; Van der Meere, 1996).

Es muBl allerdings kritisch bemerkt werden, da die den psychopathologischen

Modellvorstellungen zugrunde liegenden psychometrischen Tests keine scharfe Abgrenzung

zwischen Aufmerksamkeit, Impulsivitdt, Exekutivfunktion etc. erlauben.

A. 1. 6. 3. Bildgebende und neurophysiologische Befunde

Durch die inzwischen routinemifBige Verwendung der Computer- und Kernspintomographie
in der Pidiatrie sind vergleichende Untersuchungen des Cerebrums von Patienten mit ADHD
und gesunden Kontrollgruppen moglich geworden. Zahlreiche Studien mit insgesamt {iber
370 ADHD-Patienten sind bisher durchgefiihrt worden.

Fiir eine sachgerechte Beurteilung der Ergebnisse ist es allerdings notwendig die bisher
vorliegenden Erkenntnisse liber das kindliche, gesunde Gehirn zu erwéhnen.

Das Gehirnvolumen weiblicher Schulkinder ist um ca. 7% kleiner als das gleichaltriger
Jungen (Filipek, 1994).

GrofB3- und Kleinhirn sind bei Ménnern grofer als bei Frauen, wihrend der weibliche Lobus
caudatus disproportional groBer ist (Filipek, 1994; Giedd, 1996).

Eine altersbezogene Abnahme der Grofle des Nucleus caudatus und des Putamens und eine
wiederum altersabhidngige Grof3enzunahme der Seitenventrikel scheint ménnerspezifisch zu
sein (Giedd, 1996).

o Drei MRT-Studien mit insgesamt 75 ADHD-Patienten zeigten einen kleineren
prafrontalen Cortex bei ADHD-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
(Hynd, 1990; Castellanos, 1994; Filipek, 1997).

« Die bei gesunden Jungen nachgewiesene altersbezogene Groflenabnahme des Nucleus
caudatus konnte bei minnlichen ADHD-Patienten nicht nachgewiesen werden
(Castellanos, 1996).

« Zudem konnte in allen den Globus pallidus einbeziehenden Studien gezeigt werden, dal3
dieser im Vergleich zur Kontrollgruppe bei ADHD-Patienten kleiner ist. Dagegen
konnten in keiner der Vergleichsstudien Verdnderungen des Putamens nachgewiesen
werden (Singer, 1993; Castellanos, 1996; Castellanos, 1996; Aylward, 1996).

« In fiinf von sechs Studien konnte eine Verkleinerung des Corpus callosum gezeigt
werden (Baumgardner, 1996; Castellanos, 1996; Giedd, 1994; Hynd, 1991; Semrud-
Clikeman, 1994).

« Castellanos (1996) berichtet {iiber ein insgesamt verringertes GroBhirn- und
Kleinhirnvolumen.

« Anhand der Groflenmessung des rechten Globus pallidus, der Symmetrie des Nucleus
caudatus und des Kleinhirnvolumens konnte Castellanos (1996) 73% der
Studienteilnehmer korrekt der Patientengruppe mit ADHD bzw. der gesunden
Kontrollgruppe zuordnen.
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Bemerkenswert ist, dal die erwidhnten Befunde der kraniellen Bildgebung mit den
psychoanatomischen Strukturen wie sie oben erwidhnt wurden, in ihrer Lokalisation
ibereinstimmen.

In den zahlreichen EEG-Studien mit ADHD-Patienten fanden sich ebenfalls Auffilligkeiten
im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen. Allerdings zeigen die verschiedenen Studien
unterschiedliche Ergebnisse. So zeigten mehrere Arbeiten eine vermehrte ,,slow-wave®
(theta)-Aktivitdt vorallem in der Frontalregion (Matsuura, 1993; Chabot, 1996; Mann, 1992).
Dagegen berichtet Kuperman iiber eine verminderte Delta- und/oder gesteigerte Beta-Band
RPP (relative per cent power), insbesondere {iber der linken Hemisphire.

Steinhausen (1984) konnte aufgrund von EEG-Verdnderungen Vorhersagen {iiber die
Effektivitit einer medikamentdsen Stimulantientherapie treffen.

Einen Einflufl didtetischer Faktoren auf die topographische elektrische Hirnaktivitit beim
nahrungsmittelinduzierten hyperkinetischen Syndrom konnte Uhlig (1992) nachweisen. Unter
Vermeidung provozierender Lebensmittel zeigte sich frontotemporal eine signifikante
Abnahme der [;-Aktivitit. Diese Befunde wurden als eine verdnderte kognitive
Informationsverarbeitung, die zum Teil im prdmotorischen Cortex stattfindet, interpretiert.

In einer mehrere ERP (Event-Related Potentials)-Studien zusammenfassenden Interpretation
zeigen sich Hinweise, dal bei ADHD-Patienten Storungen in der zentralen
Erregungsverarbeitung und eine Hypo-Reaktivitidt auf Stimuli vorliegen (Klorman, 1991).
Diese Befunde wiirden mit der von Seargant (1995) aufgestellten These des ,,energetischen
Konzepts* libereinstimmen.

Sehr interessante und zum Verstdndnis der Pathophysiologie des ADHD beitragende Befunde
konnten durch Untersuchungen des Neurometabolismus erbracht werden.

Mehrere Studien mit 133-Xenon Inhalation und Emmissions-CCT wurden von Lou
durchgefiihrt (Lou, 1984; Lou, 1989; Lou, 1990). In allen drei Arbeiten konnte bei Kindern
mit ADHD eine verminderte cerebrale Durchblutung der Frontallappen und des Striatums
nachgewiesen werden. Nach Gabe von Methylphenidat zeigte sich eine Steigerung der
cerebralen Durchblutung. Aufgrund dieser Befunde postulierte Lou eine primére Dysfunktion
des Striatums, indem er eine verminderte striatale Hemmung der multisensorischen Aktivitit
vermutete.

In PET-Studien an ADHD-Patienten fand sich ein verminderter Glucosemetabolismus im
pramotorischen Cortex, im superioren prifrontalen Cortex, im Striatum, Thalamus und
Hippocampus (Zametkin, 1990; Zametkin, 1993). Es ist bekannt, daB} vorallem diese
Hirnstrukturen auf die Kontrolle der motorischen Aktivitdt und auf die Aufmerksamkeit
EinfluB nehmen. Die oben erwéhnte Verdnderung der P;-Aktivitit (Uhlig, 1992) in den
frontotemporalen Regionen ist mit dem Bild einer Perfusionsstérung vereinbar.
Interessanterweise zeigten die weiblichen ADHD-Patienten eine stirkere Verminderung des
Glusosemetabolismus als die mdnnlichen Patienten (Zametkin, 1993; Ernst, 1994).

Sieg (1995) konnte anhand von I-123 IMP SPECT-Aufnahmen bei ADHD-Patienten eine
erhohte Speicherungsasymmetrie mit verringerter Aktivitit in der linken Frontal- und
Parietalregion nachweisen. Da die Frontalregionen in der cerebralen Reifung zuletzt
myelinisiert werden, erwégte Sieg aufgrund dieser Befunde Reifungsdefizite des ZNS im
Rahmen einer verzogerten Myelinisierung. Einschrinkend miissen jedoch die groB3en
Altersunterschiede (6-16 Jahre) der Studienteilnehmer erwéhnt werden.

Anhand von small-scale fMRI-Aufnahmen wurde die funktionale Neuroaktivierung wihrend
eines visuellen Stop-Signaltests bei erwachsenen ADHD-Patienten untersucht (Rubia, 1997).
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Alle ADHD-Patienten zeigten eine verminderte Gehirnaktivierung in Regionen der rechten
Hemisphére und eine gesteigerte Aktivierung in subcorticalen Bereichen.

A. 1. 6. 4. Biochemische und molekulargenetische Studien

Eine sichere Zuordnung des hyperkinetischen Syndroms zu einer bestimmten
Neurotransmitterstorung konnte bisher nicht gelingen. Seit den letzten Jahren konzentrieren
sich jedoch die biochemischen und molekulargenetischen Forschungsansitze auf das
dopaminerge System. Vorallem aus zwei Griinden scheint das dopaminerge System in die
Atiologie des ADHD involviert zu sein:

. die gesicherte Wirksamkeit von Pharmaka, die primér auf das dopaminerge und
noradrenerge System wirken.

« die aufgrund der bildgebenden Diagnostik gewonnene Erkenntnis, da3 sich beit ADHD-
Patienten gerade in den cerebralen Bereichen Auffilligkeiten zeigen, die eine
wesentliche dopaminerge Innervation zeigen.

Da das Attention Deficit Hyperactivity Disorder-Syndrom eine vererbbare Komponente
aufweist und die zur Therapie eingesetzten Medikamente (Methylphenidate,
Dextroamphetamine, Bupropion) den Dopamin-Transporter hemmen, konzentrierten sich die
Arbeiten auf das Dopamin-Transporter-Gen.

Cook konnte 1995 den Zusammenhang zwischen ADHD und einem Allel (480bp) des
Dopamintransporterlocus (DAT1) nachweisen. Diese Ergebnisse konnten von Gill (1997),
Waldman (1998) und Daly (1999) reproduziert werden.

Weitere Forschungsarbeiten untersuchten das D4-Dopamin-Rezeptorgen, das einen von fiinf
bekannten postsynaptischen Dopaminrezeptoren kodiert. Neuroanatomisch findet sich dieser
Rezeptor im dorsolateralen Bereich des prifrontalen Cortex und scheint daher bei der
Kontrolle der Aufmerksamkeit eine Rolle zu spielen. Von diesem Gen ist ein
Polymorphismus bekannt, indem ein 48bp langer Bereich in der dritten zytoplasmatischen
Schleife zwischen zwei- und elfmal wiederholt wird. La Hoste wies 1996 ein gehéuftes
Vorkommen des ,,7-repeat-allele bei ADHD-Patienten nach. Sunohara (1997), Swanson
(1998) und Faraone (1999) konnten diese Ergebnisse bestdtigen. Castellanos (1998) konnte
allerdings kein gehduftes Vorkommen des DRD4*7R-Allel bei ADHD finden.

Die bisher vorliegenden Arbeiten zur ADHD-Pathophysiologie lassen eine Stérung im
dopaminergen und noradrenergen System immer wahrscheinlicher werden. Mehrere Studien
versuchten daher auch im peripheren Blut oder im Urin Hinweise auf eine gestorte
Katecholaminhomdostase zu finden. Spivak (1999) konnte im peripheren Blut von ADHD-
Patienten jedoch nur einen leicht erniedrigten Serotoninspiegel nachweisen. Die
Konzentrationen von Norepinephrin und Dopa zeigten keine Unterschiede zur gesunden
Vergleichsgruppe. Oades (1998) konnte bei 14 ADHD-Patienten im Plasma leicht erhdhte
Werte von Norepinephrin und Epinephrin nachweisen, wéhrend im Urin deutlich erhohte
Konzentrationen von Norepinephrin und Serotoninmetaboliten vorlagen. Ebenso auftillige,
allerdings signifikant erniedrigte Urinkonzentrationen von 3,4-Dihydroxyphenylglycol (ein
Norepinephrinmetabolit) erbrachte die Studie von Hanna (1996).

1993 berichtete Hauser iiber ein gehduftes Vorkommen von ADHD bei Patienten mit
generalisierter Resistenz gegeniiber Schilddriisenhormon (GRTH). Bei dieser sehr seltenen
Erkrankung kommt es aufgrund von Mutationen des Thyroid-B-Rezeptor-Gens zu einem
verminderten Ansprechen des peripheren und des hypophysdren Gewebes auf
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Schilddriisenhormon. In dieser Studie konnten bei 60% der an GRTH leidenden Patienten (49
Kinder und Erwachsene) auch das ADHD-Syndrom diagnostiziert werden. Doppelblind lief3
sich eine Besserung der ADHD-Symptome bei Patienten mit GRTH durch Gabe von L-T3
erreichen (Weiss, 1997).

Mehrere Arbeiten konnten dagegen keine Assoziation zwischen ADHD und GRTH
nachweisen und lehnen eine routinemifige Kontrolle der Schilddriisenparameter ab (Spencer,
1995; Elia, 1994; Toren, 1997; Valentine, 1997).

A. 1. 7. Genetik und Umwelteinfliisse

In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien durchgefiihrt, die sich mit dem Einfluf3
genetischer Faktoren und der Umwelt auf das hyperkinetische Syndrom beschéftigen.
Untersucht wurden familidre Haufung, Vererbbarkeit und Genlokalisationen, sowie
Zusammenhdnge zwischen prd- und perinatalen Faktoren, sozialen Verhidltnissen und dem
gehduften Auftreten von ADHD.

Zahlreiche Untersuchungen zeigten ein vermehrtes Vorkommen psychopathologischer
Erkrankungen, insbesondere ADHD, bei Eltern und anderen Familienangehdrigen von
betroffenen Kindern (Faraone, 1994; Hechtman, 1994; Lombroso, 1994; Pauls, 1990). Einige
altere Studien berichteten, dal ADHD 5 mal so hdufig bei Verwandten von hyperaktiven
Kindern diagnostiziert wurde, als in Vergleichsgruppen (Biedermann, 1986). Ebenso gehéuft
festgestellt wurden bei den betroffenen Familien jedoch auch andere Verhaltensstdrungen.
Die hohe Komorbidititsrate, die Abhdngigkeit von retrospektiven Diagnosen und Fehlen
einer kontrollierten Doppelblindstudie schrianken jedoch die Verlésslichkeit dieser é&lteren
Ergebnisse ein.

Neuere, methodisch verfeinerte Studien konnten eine hohere Inzidenz von ADHD bei
Familienangehorigen ersten Grades mannlicher ADHD-Patienten nachweisen (Faraone, 1994;
Hudziak, 1993; Lombroso, 1994). Die Erkenntnisse beziiglich einer familidren Haufung von
ADHD konnten sowohl auf Madchen, als auch auf Jungen ausgeweitet werden (Faraone,
1991a; Faraone, 1995), wie auch auf Angehorige zweiten Grades (Faraone, 1996; Perrin,
1996).

Inwieweit diese familidre Haufung auf Umwelteinfliissen griindet oder eine genetische
Ursache hat, wurde in Zwillings- und Adoptionsstudien ndher untersucht:

Bereits die friihen Zwillingsstudien mit kleinen Fallzahlen (Heffron, 1984; Lopez, 1965;
Willerman, 1973) zeigten groere Konkordanz-Abweichungen zwischen eineiigen und
zweieiigen Zwillingen. Mehrere groBere und neuere Studien konnten ebenso hohere
Konkordanzraten bei eineiigen Zwillingen feststellen, als bei zweieiigen (Edelbrock, 1995;
Gillis, 1992; Levy, 1997; Sherman,1997; Silberg, 1996; Stevenson, 1992; Thapar, 1995).

Bis heute steht der Nachweis einer Genlokalisation fiir die Entstehung des ADHD aus. Auch
oligogene und polygene Vererbungsmodi erscheinen moglich.
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A. 1. 8. Therapie

Aufgrund der unterschiedlichen pathophysiologischen Erkldrungsansitze des ADHD und der
bisher nicht geklarten Ursache, finden sich verschiedene therapeutische Ansétze. Zu
unterscheiden sind: Pharmakotherapie, Psychotherapie, Verhaltenstherapie und didtetische
Therapie.

A. 1. 8. 1. Pharmakotherapie

Vor 60 Jahren wurde erstmals iiber eine deutliche Verbesserung des Verhaltens und der

intellektuellen Leistung bei hyperkinetischen Kindern berichtet, wenn diese mit

Amphetaminen behandelt wurden (Bradley, 1937).

Seitdem hat sich die Therapie des ADHD mit Psychostimulantien etabliert. Derzeit werden

die Psychostimulantien Methylphenidat, Dextroamphetamin und Pemolin therapeutisch

eingesetzt. In zahlreichen kontrollierten und zum Teil doppelblind durchgefiihrten Studien

konnte der therapeutische Nutzen der Psychostimulantien nachgewiesen werden (Whalen,

1976; Spencer, 1996; Gillberg, 1997; Greenhill, 1999; Zeiner, 1999).

Als Wirkungsmechanismus wird eine dopaminerge und noradrenerge Wirkung im ZNS

vermutet (Snyder, 1973; Shekim, 1979).

Lou (1984, 1989, 1990) konnte nachweisen, daB3 sich die bei ADHD-Patienten gefundene

striatale und periventrikuldre Perfusionsstorung unter Methylphenidattherapie deutlich

besserte.

Die Ansprechrate auf die Stimulantientherapie liegt bei ungefdahr 70%, der Wirkungseintritt

findet innerhalb einer Stunde statt.

Der therapeutische Nutzen liegt vorallem in einer Verbesserung der Verhaltensauffélligkeiten,

der Aufmerksamkeit und der interpersonellen Interaktion. Wahrend der Stimulantientherapie

werden in der Regel bessere Schulleistungen erbracht, allerdings zeigt sich im Vergleich zur

deutlichen Verhaltensbesserung eine geringere Verbesserung der intellektuellen Leistungen

(Swanson, 1993; Elia, 1993).

Die mit Psychostimulantien zu erreichende, erfreuliche Milderung der ADHD-Symptome ist

allerdings nur auf die Zeit der Gabe beschrinkt. Nach Absetzen der Therapie findet sich bei

fast allen Patienten wieder die gleich starke Ausprigung der Symptome wie vor

Therapiebeginnn. Zudem scheint die Psychostimulantientherapie keinen positiven Effekt auf

die Langzeitprognose des ADHD auszuiiben (Weiss, 1975). Ob sich durch eine konsequente

Psychostimulantientherapie auch eine langfristige Verbesserung der Schulleistungen

hinsichtlich Schulabschlu und Beruf erreichen 148t, konnte bisher nicht nachgewiesen

werden (Barkley, 1978).

Auch wenn die Psychostimulantientherapie insgesamt als sicher gilt, muf3 mit einer Reihe von

Nebenwirkungen gerechnet werden:

— Ca. 80% der Behandelten zeigen eine Verminderung des Appetits, dies fiihrt bei 10%-15%
zu einem signifikanten Gewichtsverlust (Klein, 1992).

— Insomnie wird bei 3%-85% der behandelten Patienten berichtet (Klein, 1992).

— Erhohung der Herzfrequenz und des Blutdrucks (Klein, 1992).

— Wachstumsretardierung; diese wird jedoch durch einen Wachstumsschub nach
Therapiebeendigung wieder ausgeglichen (Safer, 1975).

— Entwicklung von motorischen oder verbalen Tics (Denckla, 1976).
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Unter Pemolintherapie kam es seit 1975 zu 13 Fillen mit akutem Leberversagen (Food and
Drug Administration, 1997).

Die héufige Befiirchtung, daB3 durch eine lingerfristige Psychostimulantientherapie das Risiko
einer Medikamentenabhingigkeit entsteht, konnte bisher nicht bestitigt werden.

Die einfache Handhabung einer medikamentdsen Therapie und die rasch nach Gabe
erzielbaren Verhaltensbesserungen flihrten zu einer breiten Anwendung der
Psychostimulantien in der Therapie des ADHD.

Um die Notwendigkeit einer langerfristigen Stimulantientherapie zu bestétigen, sollten immer
wieder AuslaBversuche in die Therapie zwischengeschaltet werden. Nicht wenige Kinder
bediirfen am Wochenende oder wihrend der Schulferien keiner Therapie.

Aufgrund der Hemmung im Dopamin- und Norepinephrinmetabolismus wurde auch ein
therapeutischer Nutzen der trizyklischen Antidepressiva beim ADHD postuliert. Tatséchlich
konnte in zwei Studien ein positiver Effekt von Imipramin und Desipramin auf das Verhalten
hyperkinetischer Kinder nachgewiesen werden (Quinn, 1975; Biedermann, 1989). Trotz ihrer
lingeren Halbwertszeit zeigte sich keine Uberlegenheit gegeniiber den Psychostimulantien
(Quinn, 1975; Elia, 1990). Vorallem die deutlich starkeren Nebenwirkungen der trizyklischen
Antidpressiva mit sogar Todesfdllen bei bis auf ADHD gesunden Kindern, verbieten derzeit
einen routinemifBigen Einsatz (Biedermann, 1995; Varley, 1997).

Fiir den alpha-adrenergen Agonisten Clonidin konnte ebenfalls eine positive Wirkung auf die
Symptome des ADHD nachgewiesen werden. Diese ist jedoch der Wirkung von
Methylphenidat unterlegen (Hunt, 1990). Aufgrund fehlender Studien iiber den Nutzen und
der Sicherheit einer Clonidintherapie bei ADHD-Patienten kommt dieses Medikament derzeit
ebenfalls nicht zur routineméfBigen Anwendung.

A. 1. 8. 2. Verhaltenstherapie

Die bei Kindern mit ADHD postulierte Storung der Impulssteuerung legt die Anwendung von
verhaltensmodifizierenden Therapien nahe. Bidder (1978) und Pelham (1998) berichten in
thren Studien {iiber beachtliche Erfolge durch verhaltenstherapeutische MaBnahmen.
Allerdings sind diese Therapieformen zeitlich und personell sehr aufwendig und beziiglich
eines positiven Langzeiteffekts existieren bisher keine Daten.

A. 1. 8. 3. Psychotherapie
Diese scheint bei Kindern mit ADHD keinen Erfolg zu zeigen. Jedoch berichtet Satterfield

(1981) iiber eine erfolgreiche Anwendung im Rahmen einer Familientherapie und der
Kombination mit Psychostimulantien.

A. 1. 8. 4. Diiitetische Behandlung

Die erfolgreiche Behandlung des ADHD durch die oligoantigene Didt wurde bereits im
Kapitel 1. 5. 1. vorgestellt.

Prinzip der oligoantigenen Diit ist es, die Auswahl der verwendeten Nahrungsmittel auf ein
Minimum zu beschrinken und dabei nur Nahrungsmittel einzusetzen, die erfahrungsgemaif
ein geringes Provokationspotential besitzen.
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Die Didt muB3 also folgende Bedingungen erfiillen:
« Verwendung moglichst weniger verschiedener Nahrungsmittel
« FEinsatz von Nahrungsmitteln mit bekannt niedrigem Unvertréglichkeitspotential
« kein Mangel an essentiellen Nahrungsstoffen
. praktikable Beschaffung und Zubereitung der Zutaten
« schmackhafte und abwechslungsreiche Zubereitungsmoglichkeiten

Als 1980 erstmals Untersuchungen iiber die oligoantigene Diét durchgefiihrt wurden, kam
zunéchst die klassische oligoantigene Didt zum Einsatz (7ab. 3). Die klassische oligoantigene
Diét setzte sich aus einer Fleischsorte, einem kohlenhydratreichen Nahrungsmittel, einer
Frucht, verschiedenen Blattgemiisen und Wasser zusammen und ist frei von Farb- und
Konservierungsstoffen, Milch, Milchprodukten und Getreide.

Fiir eine vollwertige Erndhrung erfolgte die Substitution von Calcium und Vitaminen.

Im weiteren Verlauf zeigte sich, daB3 die strenge, klassische oligoantigene Didt mit einigen
anderen Nahrungsmitteln kombiniert werden konnte, die ebenfalls nur sehr selten Reaktionen
auslosten. Somit konnte ohne Minderung des Therapieerfolges eine fiir den Patienten
wesentlich leichter zu akzeptierende Diét erstellt werden (Egger, 1985; Kaplan, 1989).
Wihrend in der Vergangenheit verschiedene Didtkonzepte (z. B. phosphatarme Didten)
strengen wissenschaftlichen Uberpriifungen nicht standhielten, konnte das Therapieprinzip
der erweiterten oligoantigenen Diét durch eine Reihe grof3 angelegter, kontrollierter und z. T.
doppelblind durchgefiihrter Studien verifiziert werden (Egger, 1985; Kaplan, 1989; Carter,
1993; Boris, 1994; Schulte-Korne, 1996).

Die erweiterte oligoantigene Didt besteht aus zwei Fleischsorten, Kartoffeln und Reis,
verschiedenen Gemiisesorten, mehreren Friichten, Fett, Getrdnken, Gewiirzen, Calcium und
Vitaminen (Tab. 3).

Klassische, Erweiterte oligoantigene Diiit
oligoantigene Di:it
. je zwei Fleischsorten:
Lok Pute (Lamm, Pute, Huhn, Truthahn)
Kohlenhydrate Kartoffeln Kartoffeln, Reis
Kohl, Rosenkohl, Blumenkohl, Spargel,
Gemiise Kohl, Rosenkohl, Karotten, Sellerie, Pastinaken, Gurke,
Blumenkohl, Spargel Markkiirbis, Melone, Zwiebel, Lauch,
Auberginen
Friichte Bananen Apfel, Birne, Banane, Aprikose, Pfirsich,
Trauben, Ananas
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milchfreie Magarine, z. B. ,,Vitaquell®,

lfsis Olivend] Sonnenblumenol

Fruchtséifte der verwendeten Friichte,
Getranke Wasser Leitungswasser, Soda, Quellwasser,
Mineralwasser, Krautertee

Gewiirze Salz Salz, Pfeffer, Krauter
Calcium 300 mg/d 300 mg/d
Multivitamine Multibionta 15gtt Multibionta 15gtt
Tab. 3

Die sehr eingeschriankte klassische oligoantigene Didt hat heute nur noch historische
Bedeutung. Seit Mitte der achtziger Jahre wird ausschlieflich die erweiterte oligoantigene
Diét eingesetzt.

A. 1. 8. 4. 1. Hyposensibilisierung

Die oft aufwendige Zubereitung der fiir jedes Kind individuell erstellten Diét, die teilweise
hohen Kosten und der schwierige Ersatz essentieller Nahrungsmittel, falls auf diese reagiert
wurde, fithrte zur Entwicklung der Hyposensibilisierung bei Kindern mit
nahrungsmittelinduziertem hyperkinetschen Syndrom. In einer doppelblind und placebo-
kontrollierten Studie konnte Egger (1992) bei 16 von 20 Patienten eine Toleranz gegeniiber
dem vormals Symptome auslésenden Nahrungsmittel erreichen.

A. 1. 9. Prognose

In zunehmendem MaBle konzentrieren sich kontrollierte Studien auch auf die
Langzeitprognose des ADHD’s, insbesondere wird die Frage gestellt, ob sich unbehandelte
Kinder von Kindern, die medikamentds behandelt wurden, im spéteren Leben unterscheiden.
Bis zum Anfang der siebziger Jahre herschte allgemein die Meinung, dall sich ,,das
hyperkinetische Syndrom* im Laufe des Erwachsenwerdens ,,auswachse®. So berichtet Laufer
(1957) iiber eine deutliche Abnahme bis zum voélligen Verschwinden der Symptome im
Jugendalter. Niemals sei eine Symptompersistenz bis in das Erwachsenenalter beobachtet
worden.
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Die 25-Jahresverlaufsstudie von Menkes (1967) stiitzte diese Vorstellung, zeigte jedoch
erstmals ein Fortbestehen von Koordinationsstérungen, visuomotorischen Schwierigkeiten
und Sprachstorungen. Auch Borland (1976) fand zwar einen Riickgang der hyperkinetischen
Symptome um 50% im Erwachsenenalter, doch wird in dieser Studie zum ersten Mal ein
niedrigerer Sozial- und Berufsstatus der ehemals Hyperaktiven im Vergleich zu ihren Briidern
und Vitern aufgezeigt. Allerdings ist die Aussagekraft dieser Studien stark eingeschréinkt, da
es sich um retrospektive und oft unsystematische Studien handelte.

In den nun folgenden prospektiven Studien mit kiirzerer Verlaufsdauer erkannte man, dafl
zwar die Hyperaktivitit bei den ausschlieBlich Hyperaktiven deutlich abnahm, jedoch
Aufmerksamkeitsdefizite und Impulsivitit im Vierjahresverlauf bei Hyperkinetikern mit und
ohne Storung des Sozialverhaltens persistierten. In Verbindung mit schlechten
Schulleistungen fithrte die Symptomatik hiufig zu anhaltenden Problemen mit niedrigem
Selbstwertgefiihl. Ein Unterschied zwischen friiherer, erfolgreicher Stimulantientherapie und
Spontanverlauf zeigte sich nicht (Mendelson, 1971; Stewart, 1973; August, 1984).

In einer 10-Jahres-Follow-up-Studie an 75 ehemals hyperaktiven Jugendlichen fanden sich
diverse Abweichungen zur Kontrollgruppe. Die Impulsivitit bestand unverdndert fort, die
Schulleistungen waren schlechter, die Schulabschliisse niedriger und Schulausschliisse waren
hiufiger (Weiss, 1979). Die negative Beeintrdchtigung des spiteren Berufsstatus durch
ADHD in der Kindheit konnte auch in einer neueren Studie bestitigt werden (Mannuzza,
1997). Auch eine linger durchgefiihrte Therapie mit Psychostimulantien konnte an diesem
Verlauf nichts dndern, wenngleich sich die behandelten Kinder unter Therapie besser
anpassen konnten und den schulischen Anforderungen besser gerecht wurden (Barkley,
1978).

In einer 17 Jahre umfassenden Verlaufsstudie fand Mannuzza (1998) eine signifikant hohere
Pravalenz antisozialer Storungen im Erwachsenenalter.

Beziiglich einer hoheren Rate an Kriminalititsdelikten finden sich keine einheitlichen
Ergebnisse. Allerdings scheint das Risiko fiir dissoziales Verhalten und Drogenmif3brauch bei
einer Persistenz der Kernsymptomatik in das Erwachsenenalter erhoht zu sein (Gittelmann,
1985; Loeber, 1999).

Conners (1996) berichtet in einer Studie iiber einen deutlich erhohten Nikotinkonsum bei
erwachsenen ADHD-Patienten. Dieser konnte moglicherweise auch als eine Art
Selbstmedikation aufgrund der indirekten dopaminergen Wirkung des Nikotins interpretiert
werden.

In einer vom 9. bis 19. Lebensjahr verfolgten Feldstichprobe in Deutschland zeigte sich, daf3
von den im 8. Lebensjahr diagnostizierten Kindern mit hyperkinetischer Storung mit 18
Jahren keines mehr die Symptome der Hyperkinese zeigte, allerdings waren vierzig Prozent
nun mit dissozialen Stérungen auffillig. Sechzig Prozent waren bis zum 18. Lebensjahr
vollkommen unauftéllig geworden (Schmidt, 1991).

In allen Arbeiten zeigt sich, da3 zwar mit zunechmendem Alter die Hyperaktivitit abnimmt,
oft aber nur um anderen Verhaltensstérungen Platz zu machen. Zudem zeigt die Mehrheit
aller in der Kindheit von ADHD Betroffenen signifkante Beeintrachtigungen beziiglich des
spéteren sozialen und beruflichen Status.

Eine Verbesserung der Langzeit-Prognose durch eine konsequente medikamentdse Therapie
im Kindesalter ist derzeit nicht erkennbar.
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A. 2. VIP und der VIP-Rezeptor

A. 2. 1. Vasoaktives Intestinales Polypeptid

Als Claude Bernard 1856 in seinem Werk ,,Memoire sur Le Pancreas* (Bernard, 1985) in
zwei farbigen Illustrationen das Pankreas eines seit 36 Stunden fastenden Hundes als blafl und
das eines gerade gefiitterten Hundes als blutrot darstellt, mufite er sich auf eine rein
deskriptive Beobachtung beschrinken.

Heute, mehr als 140 Jahre spiter, weill man, dal diese Beobachtung zumindest zum Teil
durch die Existenz des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptides zu erklédren ist (Finke, 1986).
Said und Mutt konnten 1970 aus Diinndarmextrakten des Schweines ein neues Polypeptid
isolieren. Da sich in den ersten biologischen Charakterisierungen eine starke periphere
vasodilatatorische Wirkung vorallem im Mesenterialbereich zeigte, benannten sie das neu
gefundene Peptid ,,vasoactive intestinal polypeptide (Said, 1970).

4 Jahre spéter konnte wiederum durch Said und Mutt die Aminosiurensequenz des von ihnen
gefundenen Peptids aufgeklart (Mutt, 1974) und durch Synthese des Peptids bestdtigt werden
(Bodanszky, 1974).

VIP des Schweines ist ein basisches, lineares Polypeptid aus 28 Aminosduren
(Oktacosapeptid). Die Primirstruktur von VIP ist in Teilsequenzen dhnlich der von Sekretin,
Glucagon und Gastric Inhibitory Peptide (GIP). Daher wurden diese vier Peptide zur Gruppe
IT der Klassifikation nach Pearse (1974) zusammengefalit. Mit der Entdeckung des Pituitary
Adenylate Cyclase Activating Peptide (PACAP) fand man eine 68%ige Sequenzhomologie
mit VIP, so daf3 die Pearse-Klassifikation erweitert werden mufite (Arimura, 1996).

Zunichst ging man davon aus, dal VIP in seiner Funktion der Gruppe der gastrointestinalen
Hormone zuzuordnen wére. Hierfiir wiirde man jedoch eine physiologische Ausschiittung der
Substanz in den Korperkreislauf fordern, die bei VIP nicht nachgewiesen werden konnte.

In den nun explosionsartig zunehmenden Publikationen iiber VIP, konnte VIP nahezu in allen
Organen des Schweines und spiter auch des Menschen nachgewiesen werden. Als VIP im
Gehirn und im peripheren Nervensystem entdeckt wurde, zeigte sich immer mehr, daf} es sich
bei dem neu gefundenen Peptid um ein Neuropeptid mit Eigenschaften eines
Neurotransmitters und Neuromodulators handelt (Fahrenkrug, 1993).

A. 2. 1. 1. Biochemische Struktur des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids

Urspriinglich aus dem Schweinedarm isoliert, zeigte sich, dafl die VIP-Aminosdurensequenz
bei Schwein, Hund, Rind und Ratten mit der des Menschen identisch ist (Mutt, 1974;
Bunnett, 1984; Carlquist, 1979; Dimaline, 1984).
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Abb. 1 zeigt die VIP-Aminosdurensequenz des Menschen und ihre Strukturdhnlichkeit mit
Sekretin, Glucagon und einer Teilsequenz von Gastric Inhibitory Peptide (GIP) mit seinen
ersten 29 Aminosduren (Guppe II der Klassifikation nach Pearse). Die mit VIP identischen

Aminosédurensequenzen sind grau unterlegt.

VIP

Sekretin

Gly

Asp
Ser

Ala

Glukagon

Gln

Gly

Ser

Ser
Lys
Tyr
Leu
Asp

Ser

Abb. 1: Aminosdurensequenzen von VIP, Sekretin, Glucagon und GIP
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A. 2. 1. 2. Biosynthese des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids

Das Gen fiir VIP ist auf Chromosom 6 (6q24) des menschlichen Genoms lokalisiert und
besteht aus ungefihr 9000 Basenpaaren. Es beinhaltet sieben Exons, wobei jedes fiir eine
bestimmte funktionale Domaine des VIP-Precursers oder die mRNA kodiert (Gozes, 1988).
Die Intron/Exon-Konstellation des VIP-Gens ist sehr dhnlich mit der Intron/Exon-Struktur der
,» VIP related peptides* (Gozes, 1986).

Die mRNA der ¢cDNA des VIP-Gens beinhaltet die Struktur fiir VIP und PHI (Peptide
histidine isoleucine) (Nishizawa, 1985). Posttranslational wird im Zellsoma zunichst ein aus
170 Aminosduren bestehender Precursor synthetisiert. Durch Spaltung des Precursers kommt
es zur Freisetzung des Polypeptids VIP und es erfolgt der Transport in Vesikeln zur
Zellmembran der Nervenendigung. Bemerkenswerterweise kommt es trotz gemeinsamen
Precursers nicht zu einer dquimolaren Freisetzung von VIP und PHI, was auf ein getrenntes
Processing schliefen 148t und nur zur Freisetzung des einen (VIP) bzw. des anderen Peptids
(PHI) fiihrt.

Die Aktivierung des VIP-Gens und die damit verbundene Synthese von VIP ist derzeit
Gegenstand der Forschung. Man weil}, daB3 Steroidhormone, Proteinhormone (Prolactin,
HCG, TRH) und cholinerge Neurotransmitter die VIP-Genexpression beeinflussen (Balsa,
1996; Chew, 1997; Kristensen, 1997). Weiterhin scheint es einen Regulierungsmechanismus
auf Transkriptionsebene zu geben, der durch cAMP und Proteinkinase C gesteuert wird
(Hayakawa, 1984; Pruss, 1985). Neue Arbeiten weisen jedoch darauf hin, daBl der
Mechanismus der VIP-Genregulation selbst innerhalb eines physiologischen Systems (z. B.
Gastrointestinaltrakt) unterschiedlich ist (Pearson, 1993).
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mRNA:
Precurser: ‘ ‘ ‘ ‘
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PHV 42 VIP
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[ ]

PHI

Abb. 2: Schematische Darstellung der Beziehung zwischen VIP-Gen, der mRNA, dem Precurser und dem
Endprodukt. Von den sieben Exons enthalten fiinf kodierende Sequenzen (dunkelgrau unterlegt) fiir VIP
und PHI.

A. 2. 1. 3. Physiologische Freisetzung und Metabolismus des Vasoaktiven Intestinalen
Polypeptids
VIP wird im Soma der Nervenzelle synthetisiert und an den Nervenenden in Vesikeln
gespeichert. Bisher konnten mehrere Mechanismen nachgewiesen werden, die zur Freisetzung
von VIP fiihren.
Werden gastrointestinales Gewebe innervierende Nerven oder das VIP-Nervenfasern
enthaltende Gewebe direkt stimuliert, wird VIP aus der Nervenendigung freigesetzt
(Fahrenkrug, 1978; Bloom, 1980; Grider, 1985). Ebenso konnte durch elektrische Reizung
der glatten Muskulatur des unteren Osophagussphinkters und durch Stimulierung des N.
vagus die Freisetzung von VIP nachgewiesen werden (Bloom, 1980; Biancani, 1984). Man
sah, daB die Menge freigesetzten VIP’s proportional zur Frequenz und Intensitit der
Stimulierung war. Die Blockierung der Freisetzung von VIP durch Tetrodotoxin und
Hexamethonium, 146t eine Verbindung der VIP-Nervenfasern mit dem nikotinergen
cholinergen Nervensystem vermuten (Grider, 1986).
Von folgenden Substanzen ist eine Stimulierung bzw. Verstirkung der VIP-Freisetzung beim
Menschen bekannt:
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- Cholinerge Agonisten z.B. Neostigmin (Bitar, 1980)
- Serotonin (Shimatsu, 1982)

- Dopaminerge Agonisten (Goiny, 1986)

- Prostaglandine (Shimatsu, 1983)

- Stickstoffmonoxid (NO) (Allescher, 1996).

Wegen des hohen , first pass effect in der Leber ist die Plasmakonzentration von VIP niedrig
(<20pmol/l) und spielt im physiologischen Rahmen nur eine geringe Rolle. Leichte
Plasmakonzentrationserhohungen konnten nach intraduodenaler Fett-, HCIl-, Ethanol-,
Kohlenhydrat- und Wasserbelastung beobachtet werden ((Schaffalitzky-de-Muckadell, 1977,
Pedersen-Bjergaard, 1996). Deutlich hohere VIP-Konzentrationen lassen sich im
Portalvenenblut nachweisen.

Eine pathologische Erhohung der VIP-Plasmakonzentration findet sich beim Pankreas-
Cholera-Syndrom (Bloom, 1978).

VIP wird im menschlichen Organismus sehr schnell metabolisiert, so da3 die Halbwertszeit
nur eine Minute betrdgt (Domschke, 1978). Urséchlich dafiir ist zum einen der Abbau in der
Leber und zum anderen eine Internalisierung und nachfolgende Degradation des an seinen
Rezeptor gebundenen Peptids (Misbin, 1982; Luis, 1986).

A. 2. 1. 4. Physiologische Wirkung des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids auf zelluliirer
Ebene

Nach der Freisetzung aus der Nervenzelle bindet VIP an die spezifischen VIP-Rezeptoren, die
an der Zelloberfliche der Zielzelle gelegen sind. Diese Bindung ist spezifisch, sittigbar,
reversibel und temperaturabhiingig. Vorallem durch Studien am unteren Osophagussphinkter
und am Sphinkter Oddi konnte die VIP vermittelte Signaltransduktion aufgekldrt werden.
Alle Arbeiten zeigen eine Beteiligung von second messenger-Systemen.

Wirkt VIP als Inhibitor (Relaxation der glatten Muskulatur) kann dies auf zwei Wegen
geschehen: Durch die Ligand-Rezeptorbindung an der Zelloberfliche wird ein G-
Proteinkomplex aktiviert, der die Adenylatzyklase aktiviert und damit zu einer intrazelluldren
cAMP-Erhohung fiihrt oder es kommt zur Aktivierung der Guanylzyklase und somit zur
Freisetzung von cGMP. Sowohl cAMP als auch cGMP sind bekannte second messenger bei
der neuronal induzierten Relaxation glatter Muskulatur.

Im Gegensatz dazu sind IP3 und DAG bei der Kontraktion glatter Muskulatur als second
messenger involviert.

Neuere Studien weisen allerdings auf ein komplexes Zusammenspiel verschiedener second
messenger (cCAMP, cGMP, IP3) bei der VIP induzierten Signaltransduktion hin (Ignarro,
1987; Swewczak, 1990; Ito, 1990; Baird, 1990; Fiscus, 1991; Maurice, 1990).

A. 2. 1. 5. Vorkommen und Wirkung des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids im
menschlichen Organismus

Zunichst wurde VIP bei seiner Erstentdeckung 1972 im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen,
was zur Namensgebung fiihrte. Inzwischen weil man, daB3 das VIP-Gen in den Neuronen
sowohl des peripheren, als auch des Zentralen Nervensystems exprimiert wird und kaum ein
Organ ohne Nachweis VIPerger Nervenfasern verblieben ist.
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VIP konnte als nonadrenerger-noncholinerger Neurotransmitter aufler im Gastrointestinaltrakt
und ZNS, auf die gesondert eingegangen wird, bisher in folgenden Organen bzw.
Organsystemen nachgewiesen werden:

« Kardiovaskulédres System:
Dilatation der Koronarterien, positiver inotroper und chronotroper Effekt (Unwin, 1987,
Christophe, 1984; Smitherman, 1989; Popma, 1990).

« Respiratorisches System:
Bronchodilatation, Relaxation der Pulmonal- und Bronchialarterien (Dey, 1981; Altiere,
1983).

« Urogenitaltrakt:
multiple Effekte, vorallem Steigerung der Durchblutung an Nieren, Ureteren, Uterus,
Tuben, Ovarien, Vagina, Prostata und Penis (Barajas, 1983; Calam, 1983; Calam, 1984;
Willis, 1981; Graf, 1996).

« Endokrine Organe:
Sekretion der Hypophysenhormone (TSH, LRH), Schilddriisenhormonsekretion und
Verstarkung der TSH-Wirkung (Ahren, 1980; Hammond, 1993; Toccafondi, 1984), in
Nebenniere, Hoden und Ovarien wahrscheinlich Stimulierung der Steroidsynthese.
Stimulierung der Insulin- und Glucagonsekretion im Pankreas (Fahrenkrug, 1987;
Huffman, 1988).

« Hemmung der Thrombozytenaggregation (Cox, 1984; Park, 1996).

« Modulation im Immunsystem (Leceta, 1996).

A.2.1.5. 1. Vorkommen und Wirkung des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids im
Gastrointestinaltrakt
Immunhistochemische Untersuchungen haben ein weitverbreitetes Vorkommen von VIP bzw.
VIPerger Nervenfasern im Gastrointestinaltrakt gezeigt. VIP 148t sich in den intestinalen
Nervenplexus, Nervenzellperikaryen, Nervenzellfasern und  Nervenzellendigungen
nachweisen. Die hdochsten Gewebekonzentrationen von VIP im  menschlichen
Gastrointestinaltrakt konnten im Diinndarm und Colon descendens nachgewiesen werden,
wobei VIP in der Mucosa und in der Submucosa gleich verteilt ist (Chayvialle, 1982).
Ca. 45% der Perikaryen des Plexus submucosus sind VIP-immunreaktiv, wihrend im Plexus
myentericus nur 2-7% der Nervenzellen VIP enthalten (Ferri, 1983; Wattchow, 1988). Die
aus dem Plexus submucosus entspringenden Nervenfasern bilden ein dichtes Netzwerk in der
Lamina propria. Zahlreiche Nervenfasern ziehen lumenwiérts bis zur oberfldchlichsten Schicht
der Mucosa, umgeben die epithelialen Krypten und Villi und erreichen so die Enterozyten
(Larsson, 1976).
Ein Teil der Nervenfasern aus dem Plexus myentericus miindet an gleicher Stelle sofort in die
Ring- und zu einem geringeren Anteil in die Langsmuskulatur (Burleigh, 1990), der andere
Anteil zieht im Plexus bis zu 15 mm analwérts und innerviert dann die Muskulatur (Costa,
1983).
DaB} sich weder durch Vagotomie noch durch Sympathektomie die Anzahl bzw. Aktivitét der
VIPergen Nervenfasern verringern lie3, fiihrte zum Begriff des ,intrinsischen
Nervensystems* (Larsson, 1978). Es konnten jedoch auch VIPerge Nervenfasern
nachgewiesen werden, die zum Ganglion coeliacum und Ganglion mesentericum inferior
ziehen und somit eine libergeordnete sympathische Beeinflussung vermuten lassen (Costa,
1983).
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Ebenso konnte gezeigt werden, dal3 ein gewisser Teil VIP-immunreaktiver Nervenfasern pra-
und postganglionér vagalen Ursprungs ist (Kirschgessner, 1989).

Die von Said und Mutt bereits bei der Entdeckung von VIP beobachteten physiologischen
Wirkungen von VIP, konnten in zahlreichen Studien bestitigt und erweitert werden. Am
menschlichen Diinndarm konnte die Funktion von VIP durch Studien von Krejs (1980), Davis
(1981) und Wolosin (1989) weiter aufgeklért werden.

Wirkung von VIP auf die Hydroelektrolytsekretion im Diinndarm des Menschen:

« Verminderung der passiven Natrium- und Chloridresorption

« Absinken der Wasserresorption

« Stimulierung der Bicarbonatsekretion, Verminderung der aktiven Bicarbonatabsorption

« Erhohung der aktiven Chloridsekretion:
An menschlichen Colonepithelzellen konnte ein an der basolateralen Zelllmembran
gelegenes Na*, K', Cl" Kotransport-System, das die lumenseitige Chloridsekretion
beeinfluBit, nachgewiesen werden (Dharmsathaphorn, 1985). Ob dieser Mechanismus
auch fiir den Diinndarm existiert, ist bisher nicht erwiesen.

« Erhohung der lumennegativen Potentialdifferenz.

Wirkung von VIP auf die glatte Muskulatur im Diinndarm des Menschen:

Durch eine Erhohung des intrazelluliren cAMP’s fiihrt VIP zur direkten Relaxation der
glatten Darmwandmuskulatur und der Sphinkter (Binder, 1980). Da die glatte Muskulatur der
Darmwand einem kontinuierlich kontrahierend wirkenden neuronalen Stimulus ausgesetzt ist,
kommt es durch die inhibitorische Wirkung von VIP zur Muskelrelaxation. Man beobachtete,
daf3 VIP durch Darmwanddistension aus den Neuronen sezerniert wird und zu einer analwérts
fiihrenden Muskelrelaxation fiihrt, so da3 man davon ausgeht, dal VIP in den Mechanismus
des intestinalen Peristaltikreflexes eingebunden ist (Grider, 1989).

Neuere Studien postulieren zwar weiterhin eine fiihrende Rolle von VIP bei der Relaxation
der glatten Darmwandmuskulatur, jedoch wurde vorallem mit der zunehmenden
Funktionscharakterisierung von NO ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
noncholinerger-nonadrenerger Neurotransmitter (NANC) im Gastrointestinaltrakt evident
(McKirdy, 1988; Brookes, 1993).

EinfluB von VIP auf die gastrointestinale Durchblutung:

VIP fiihrt zu einer Steigerung der Durchblutung durch Vasodilatation (Biber, 1971; Eklund,
1980; Synnerstad, 1998). Dies zeigt sich vorallem in einer Erhohung des arteriellen
Blutflusses in der Arteria gastrica sinistra und Arteria gastroduodenalis (Thulin, 1984).

A. 2. 1. 5. 2. Vorkommen und Wirkung des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids im
Zentralen Nervensystem

Wurde VIP nach seiner Entdeckung  zunidchst als ein nur im Gastrointestinaltrakt

vorkommendes Hormon betrachtet, konnte VIP 1976 erstmals im Zentralen Nervensystem der

Maus und der Ratte nachgewiesen werden (Larsson, 1976). VIP wurde in radial

angeordneten, bipolaren intrakorticalen Neuronen lokalisiert. Weitere Arbeiten wiesen VIP

neben dem Cortex auch im Hypothalamus und im limbischen System nach (Fahrenkrug,

1978; Loren, 1979). Ebenso konnte gezeigt werden, dal} die intrazerebralen Blutgefdfle durch

VIP innerviert werden (Larsson, 1976).

Physiologische Wirkung von VIP im ZNS:
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« Stimulierung der Glycogenolyse (Magistretti, 1984)
« Forderung des Glucosemetabolismus (McCulloch, 1983)
« Steigerung der zerebralen Durchblutung durch Vasodilatation (Bevan, 1984).

A. 2. 2. Der VIP-Rezeptor

Der VIP-Rezeptor gehdrt zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und besitzt
sieben transmembrandse Doménen (Couvineau, 1993).

Man unterscheidet zwei verschiedene VIP-Rezeptoren, den VIP;-Rezeptor und den VIP,-
Rezeptor molekulargenetisch und in ihrer Aminosdurensequenz, die nur zu 50% identisch ist
(Sreedharam, 1993).

Der VIP,-Rezeptor besteht aus 457 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 52 kDa.
Er entspricht dem PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) II-Rezeptor
und besitzt die gleiche Affinitit zu VIP wie zu dem ebenfalls zur Glucagon-Sekretin-VIP-
Familie gehorenden Peptid PACAP.

Um eine einheitliche und klare Nomenklatur zu erreichen, wird der frither als VIP-Rezeptor
bezeichnete Rezeptortyp nun zunehmend als VPAC,-Rezeptor gefiihrt (Harmar, 1998).

Das Rezeptorgen ist auf dem Chromosom 3p22 lokalisiert. Der VPAC;-Rezeptor wurde in der
Lunge, in der Leber, im Gastrointestinaltrakt, im ZNS, im Cortex und im Hippocampus
nachgewiesen (Sreedharam, 1995).

Der VIP,-Rezeptor besteht aus 438 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 49 kDa.
Er besitzt ebenfalls die gleiche Affinitdt zu VIP und PACAP, wobei der potenteste Ligand das
Peptid Helodermin ist. Das Rezeptorgen ist auf dem Chromosom 7q36.3 lokalisiert (Mackay,
1996). Dieser Rezeptor wird nun in der neueren Literatur VPAC, genannt. Der VIP,-Rezeptor
wird auf Lymphoblasten, Monozyten, Lungencarcinomzellen und im Zentralen Nervensystem
(Hippocampus, Thalamus und Cerebellum) exprimiert (Adamou, 1995).

Die durch die Bindung von VIP an den Rezeptor ausgeldste Ligand-Rezeptorinteraktion und
die folgende Signaltransduktion wurden bereits im Kapitel A. 2. 1. 4. ausfiihrlich beschrieben.
An den VIP-Rezeptoren konnen auch Agonisten und Antagonisten, z. B.Wachstumshormon-
Releasing-Faktoren (Pandol, 1986) oder VIP-Fragmente (Turner, 1986) binden, die den VIP-
Bindungs-Effekt verstirken oder hemmen konnen. Die Wirkung der Agonisten bzw. der
Antagonisten ist abhingig von der Spezies und der Gewebeart, weswegen auf eine gewisse
Heterogenitidt der VIP-Bindungen geschlossen werden kann (Christophe, 1986; Rosselin,
1980).

Die Stirke der Wirkung des freigesetzten VIPs an der Zielzelle kann iiber verschiedene
Mechanismen auch noch am VIP-Rezeptor moduliert werden. So konnen einige Zielzellen die
Sekundar-Konfiguration des Rezeptors und damit die Bindungszahl verdndern (Christophe,
1986).

Bei stetiger VIP-Exposition kommt es zu einer Toleranzentwicklung des Rezeptors mit
Erniedrigung der Rezeptor-Anzahl und einer verminderten oder sogar génzlich fehlenden
Signaltransduktion bei erneuter VIP-Ausschiittung. Diese Effekte konnten bei den
verschiedensten VIP-Wirkungen unter anderem bei der Glykogenolyse (Rousset, 1981), der
Gefilmuskelrelaxation (Ganz, 1986) und bei T-Lymphozyten (Ottaway, 1984) beobachtet
werden. Die chemische Desensibilisierung des VIP-Rezeptors ist bei der Aktivierung des
Katecholamin-Rezeptors vom Typ «al bekannt, bei dessen Aktivierung {ber
Phosphorilierungsprozesse schlieBlich die C-Kinase stimuliert wird. Diese mindert die VIP-
Wirkung auf ¢c-AMP (Quilliam, 1985).
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Durch Rosselin (1988) wurden entscheidende Erkenntnisse iiber die VIP-Rezeptorregulation
erbracht. Bei 37°C kommt es bereits drei Minuten nach Bindung von VIP an den VIP-
Rezeptor zur Internalisierung des Ligand-Rezeptorkomplexes. Zu diesem Zeitpunkt besteht
funktionell und wahrscheinlich auch strukturell keine Verbindung mehr zur Adenylat-
Cyclase. Der Rezeptor bleibt in seiner Konfiguration bei der Internalisierung unverédndert,
ebenso bleibt VIP noch an den Rezeptor gebunden. Erst dann kommt es zu einer
zunehmenden Losung vom Rezeptor und der Rezeptor wird in Endosomen aufgenommen. Ca.
70% der internalisierten Rezeptoren erscheinen nach 10 Minuten ,,recycled” erneut an der
Zelloberfliche und werden wieder an die Adenylatcyclase gebunden, die restlichen 30%
werden in Lysosomen abgebaut (4bb. 3).

Die Regulation der Neusynthese der VIP-Rezeptoren ist unbekannt.
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Abb. 3: Regulation des VIP-Rezeptors (aus Rosselin, 1988)
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VIP-Rezeptoren konnten mittlerweile wie VIP selbst, in fast allen Organen nachgewiesen
werden.

Im gesamten Gastrointestinaltrakt lassen sich, wenn auch in unterschiedlicher Dichte, VIP-
Rezeptoren nachweisen. In Autoradiographiestudien mit ['*°J]-markiertem VIP an humanem
Darmgewebe fanden sich die hochsten Konzentrationen der VIP-Rezeptoren im Duodenum
und Jejunum (Zimmerman, 1989; Korman, 1989).

Im Duodenum befinden sich die VIP-Rezeptoren vorallem in der luminalen Mucosa. In
keinem Bereich des gesamten Gastrointestinaltrakts findet sich eine hohere Rezeptorendichte
als in der duodenalen luminalen Mucosa. Ebenfalls weisen die basale Mucosa und die
Muscularis mucosae hohe Rezeptordichten auf. Geringere Konzentrationen an VIP-
Rezeptoren liegen in der glatten Muskulatur, in der Ringmuskulatur, um Arteriolen und im
Plexus myentericus vor. Die Langsmuskulatur weist die geringste Rezeptordichte im
Duodenum auf (Zimmerman, 1989).

Ein dhnliches Verteilungsmuster findet sich im Jejunum. Im Colon konnten VIP-Rezeptoren
in der Mucosa, in der Muscularis mucosae, Submucosa, in der Ring- und Langsmuskulatur,
im Plexus myentericus, in der glatten Muskulatur der Arterienwénde und in Lymphknoten
nachgewiesen werden (Zimmermann, 1989). Korman (1989) kam bei seinen Untersuchungen
bis auf den fehlenden Nachweis in glatter Muskulatur und Lymphknoten, zu den gleichen
Ergebnissen.

Bemerkenswert ist, dafl die VIPergen Fasern im Gegensatz zu den korrespondierenden
Rezeptoren vorallem in der Lamina propria, im Plexus submucosus und Plexus myentericus
vorkommen (Kormann, 1989; Costa, 1987; Ferri, 1983).
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B. Material und Methoden

B. 1. Auswahl der Patienten

Im Rahmen des vom Bundesministerium fiir Gesundheit geforderten Modellprojektes
»Erndhrung und Verhalten wurden zum Zeitpunkt dieser Studie in der von Prof. Egger
geleiteten Sprechstunde ,,Erndhrung und Verhalten* im Dr. v. Haunerschen Kinderspital 70
Patienten mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom betreut.

Fiir unsere Studie wurden aus diesem Patientenpool 14 Patienten ausgewahlt.

Die Auswahl der Patienten erfolgte nach folgenden Kriterien:

1.

Diagnose des hyperkinetischen Syndroms entsprechend den Kriterien des ,,Diagnostischen
und Statistischen Manuals psychischer Stérungen (DSM-3R) und der ,,International
Classification of Diseases 10 (ICD 10). Diese wurden bereits im Anfangsteil der Arbeit
vorgestellt und sollen hier deshalb nicht mehr weiter besprochen werden.

. Vorliegen eines nahrungsmittelinduzierten hyperkinetischen Syndroms mit:

a, Normalisierung oder definierbarer Besserung der Hyperaktivitit und des
Aufmerksamkeitsdefizits (Conners Skalen, Continuous Performance Test, Matching
Familiar Figure Test) unter oligoantigener Diit.

b, Wiederauftreten der Symptome unter Einnahme bestimmter Nahrungsmittel und
Remission der Symptome unter Vermeidung dieser Nahrungsmittel.

¢, Reproduzierbarkeit der Verhaltensbeeinflussung durch bestimmte Nahrungsmittel
wihrend dreimaliger Exposition.

. Die Beschaffenheit der provozierenden Nahrungsmittel musste so sein, daBl fiir den

einzelnen Patienten nicht provozierende Nahrungsmittel zur Verfiigung standen, die
hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat, Fett, der
Osmolaritit und des Volumens vergleichbar waren.

. Die klinische Indikation zur Diinndarmsaugbiopsie zum Ausschlul} einer silenten Zdliakie

mulfite bestehen.

. Patienten mit zusdtzlichen Erkrankungen, die nicht dem Formenkreis des

nahrungsmittelinduzierten hyperkinetischen Syndroms zugehdrten, wurden aus der Studie
ausgechlossen.

. Keine medikamentdse Therapie des ADHD mit Psychostimulantien (Methylphenidat).

B. 2. Durchfiihrung der oligoantigenen Diét

Das Prinzip der oligoantigenen Didt und ihre in kontrollierten Studien nachgewiesene
Wirksamkeit zur Behandlung des hyperkinetischen Syndroms wurden bereits in den Kapiteln
A. 1.5 1.und A. 1. 8. 4. vorgestellt.
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Bei allen Studienteilnehmern handelte es ausschlieBlich um ambulante Patienten. Die
klinische Anbindung erfolgte durch regelmiBige Vorstellungen in der Sprechstunde
,Ernihrung und Verhalten“. Zudem wurde durch die betreuenden Arzte und Diitassistenten
der Sprechstunde telephonischer Kontakt mit den Eltern und den betreuenden Lehrern bzw.
Kindergértnerinnen aufrecht erhalten.
Durch die ambulante Betreuung ergaben sich folgende Vorteile:
o Durch die vertraute hidusliche Umgebung konnten Nahrungsmitteleffekte auf das
Verhalten des Patienten sicherer erfalit werden.
« Eine schmackhafte, individuelle Zubereitung der oligoantigenen Didt war im hauslichen
Rahmen eher gegeben, als dies in einer KrankenhausgroBkiiche moglich gewesen wire.
o Haiufig war es moglich, dal die gesamte Familie an der Diidt teilnahm und so ein
Sonderstatus des Patienten vermieden werden konnte.

Die Didtbehandlung wurde in drei Phasen unterteilt:

B. 2. 1. Die erste Phase: erweiterte oligoantigene Di:it

Wie bereits unter A. 1. 8. 4. erwdhnt, wurde zur Identifizierung der provozierenden
Nahrungsmittel in unserer Studie die erweiterte oligoantigene Didt verwendet.

Die ausgewihlten Patienten muBten fiir 4 Wochen die unter A. 1. 8. 4. beschriebene
erweiterte oligoantigene Diédt einhalten (Tab. 4).

erweiterte oligoantigene Diét

je zwei Fleischsorten:

Fleisch (Lamm, Pute, Huhn, Truthahn)

Kohlenhydrate Reis, Kartoffeln

Kohl, Rosenkohl, Blumenkohl, Spargel,
Karotten, Sellerie, Pastinaken, Gurke,
Melone, Markkiirbis, Zwiebel, Lauch,

Auberginen

Gemiise

Apfel, Birne, Banane, Aprikose, Pfirsich,

Fticlite Trauben, Ananas

milchfreie Magarine, z. B. ,,Vitaquell®,

Fett Sonnenblumendl
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Fruchtsifte der verwendeten Friichte,
Getranke Leitungswasser, Soda, Quellwasser,
Mineralwasser, Kriutertee

Gewiirze Salz, Pfeffer, Krauter
Calcium 300 mg/d
Multivitamine Multibionta 15gtt

Tab. 4

Das Verhalten der Kinder unter der Didt wurde von den Eltern téglich, von den Lehrern bzw.

Kindergirtnerinnen in regelmifBigen Abstinden anhand der Conners-Verhaltensskalen

dokumentiert.

Zeigte sich anamnestisch und anhand der Conners-Skalen eine deutliche Besserung der

ADHD-Symptome, wurden die Patienten der Reintroduktionsphase zugefiihrt.

Konnte durch die oligoantigene Diit keine signifikante Verhaltensbesserung erreicht werden,

muBten drei Ursachen in Erwégung gezogen werden:

1. Nahrungsmittel hatten keinen Einflu3 auf die Symptome des ADHD.

2. Die Diét wurde nicht eingehalten.

3. Die oligoantigene Didt selbst enthielt Nahrungsstoffe, die das hyperaktive Verhalten
auslosten. Zum Ausschlufl dieser Ursache wurde die Basisdidt durch eine zweite ebenfalls

als inert geltende Didtzusammensetzung ersetzt, die wiederum fiir 3-4 Wochen eingehalten
wurde (Tab. 5).

Zweite oligoantigene Diit
Fleisch Rind, Schwein
Kohlenhydrate Mais
Gemuse Blattgemiise, Pastinaken
Friichte Birnen, Avokado, Mango
Fett Sonnenblumendl
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Getranke Wasser

Gewlirze Salz
Calcium 300 mg/d
Multivitamine Multibionta 15gtt

Tab. 5

LieB sich auch durch die zweite oligoantigene Didt keine signifikante Verhaltensbesserung
trotz  zuverldssiger ~Compliance erreichen, konnte ein nahrungsmittelinduziertes
hyperkinetisches Syndrom ausgeschlossen werden.

B. 2. 2. Die zweite Phase: Reintroduktion

Patienten, deren Verhalten sich unter der erweiterten oligoantigenen Didt normalisiert oder
deutlich und definierbar gebessert hatte, traten in die Phase der sequentiellen Reintroduktion
ein. Ziel der Reintroduktionsphase war es, provozierende Nahrungsmittel zu identifizieren.
Alle fiinf Tage wurde ein vorher in der oligoantigenen Diit nicht enthaltenes Nahrungsmittel
der Didt zugesetzt. Dieses Nahrungsmittel muflite nun iiber fiinf Tage in normaler Menge
eingenommen werden (7ab. 6).

Reintroduktionsphase
Huhn frisch oder gefroren
Hafer Haferschleim, Haferkekse
Rind frisch oder gefroren
Weizen Vollkornweizen, Nudeln (eifrei)
Roggen Vasa®
Vollkornbrot ohne Milch- oder Sojazusdtze und ohne
Hefe .
Konservierungsstoffe
Kuhmilch pasteurisierte Milch, Joghurt ohne Zusitze

35



Kése farbstoffreie Hartkésesorten
Ei 1 frisches Ei pro Tag in beliebiger Zubereitung wiahrend des
Austestens, spiter maximal 3 Eier pro Woche
Fisch frisch oder tiefgefroren, nicht aus der Dose, nicht gerduchert
Zitrusfriichte Friichte oder Sifte (ohne Zusétze)
Tomaten frisch oder piiriert (ohne Zusitze)
Schwein frisch oder tiefgefroren
Zucker Riibenzucker
bei Milchunvertraglichkeit milchfreie Schokolade, z.B. Cote
Schokolade ,
d’Or, Kakaopulver
Malz Wheatabix, Rice Crispies, Cornflakes
Tee
in Form von Speisefarben als Pulver (5-50 mg/d) oder als
I Gummibéarchen (wenn Zucker problemlos)
Benzoat Corned beef, Wiirste, Squash, kann auch als Pulver der
Nahrung zugesetzt werden (5-50 mg/d)
Sodiumglutamat | Suppenwiirfel, z.B. Knorr®

Tab. 6

Konnte nach dem Hinzufiigen eines vorher im Didtplan nicht enthaltenen Nahrungsstoffes ein
Wiederauftreten oder eine Verschlechterung der Symptome beobachtet werden, wurde dieser
Nahrungsstoff als provozierendes Nahrungsmittel eingestuft und aus dem Diétplan entfernt.

In der Regel konnte ein Nahrungsmittel zwischen einigen Stunden und 3-4 Tagen nach
Einfiihrung als provozierend erkannt werden.

Wenn ein Nahrungsmittel keinen negativen EinfluB3 auf das Verhalten hatte, wurde es fest in
den Diidtplan ibernommen.

Zu jedem Zeitpunkt der Reintroduktionsphase wurde darauf geachtet, die Reihenfolge der
wiedereinzufithrenden Nahrungsmittel dem Wunsch des Patienten und der Forderung nach
einer ausgewogenen Nahrungszusammensetzung anzupassen

Die Austestung kiinstlicher Farb- und Konservierungsstoffe, die in vielen Nahrungsmitteln
enthalten sind, erfolgte durch gefirbte SiiBigkeiten (z. B. Gummibidrchen) oder geférbte
Limonaden. Zuvor muflte natiirlich die Unvertraglichkeit der Tragersubstanz ausgeschlossen
worden sein.
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Die als provozierend erkannten essentiellen Nahrungsmittel wurden wie aus 7ab. 7 ersichtlich
ersetzt.

Ersatz fiir provozierende Nahrungsmittel
Kuhmilch pasteurisierte Ziegenmilch, Soja (Humana SL®, Milupa Som®,
Multival Plus®), Pregestemil®, Alfare®, Pregumin®
Kiise Ziegenmilch- oder Schafsmilchkise in jeder Form. Wegen des
hohen Salzgehaltes vorher einige Stunden in Wasser eingelegt
Weizen Roggen, Hafer, Mais, Gerste, Hirse
Ei Methylcellulose (zum Backen), Enteneier
Riibenzucker Rohrzucker, Glucose, Fructose
Schokolade Johannisbrot
Orangensaft schwarzer Johannisbeer- oder Ananassaft
Tab. 7

B. 2. 3. Die dritte Phase: Reproduzierbarkeit

Alle Patienten dieser Studie, bei denen in der zweiten Phase (Reintroduktion) ein oder
mehrere Nahrungsmittel als provozierend identifiziert werden konnten, durchliefen nun die
dritte Phase.

Ziel der dritten Phase war es, die als provozierend erkannten Nahrungsstoffe reproduzierbar
auf ihre krankheitsbeeinflussende bzw. krankheitsauslosende Wirkung zu testen.

Alle bei einem Patienten als provozierend erkannten Nahrungsmittel wurden insgesamt
dreimal fiir fiinf Tage nach mehrwdochigen Auswaschphasen auf ihre verhaltensbeeinflussende
Wirkung getestet.
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B. 3. Studiendesign

Aus einem Pool von 70 Patienten mit hyperkinetischem Syndrom erfiillten 14 Patienten die in
B. 1. beschriebenen Kriterien und wurden somit fiir unsere Studie ausgewéhlt. Fiir diese
Patienten stand fiir das als provozierend identifizierte Nahrungsmittel ein nicht
provozierendes Nahrungsmittel zur Verfligung, das hinsichtlich des Energiegehalts, der
Verteilung von Protein, Kohlenhydrat, Fett, der Osmolaritit und des Volumens vergleichbar
war. Provozierende Nahrungsmittel, die diese Voraussetzung nicht erfiillten, wurden zu
keinem Zeitpunkt des Experimentes eingesetzt.

Wiéhrend des experimentellen Teiles wurden normale, standardisierte Mengen des
provozierenden bzw. nicht provozierenden Nahrungsmittels verabreicht. Da eine Maskierung
des provozierenden Nahrungsmittels nur fiir kleinste Nahrungsmengen mdoglich gewesen
wire, konnte ein Doppelblindversuch nicht durchgefiihrt werden.

Die Patienten wurden nun in zwei Gruppen aufgeteilt. Die Zuteilung zur jeweiligen Gruppe
erfolgte durch Randomisierung (4bb. 4).

Prov. Auswaschphase Diét
n=7 4d 21d 4d
Auswaschphase
21d 1. Biopsie 2. Biopsi€
oligoantigene stufenweise
Diit Reintroduktion
Auswaschphase
21d 1. Biopsie 2. Biopsie
n=7 4d 21d 4d
Dit Auswaschphase Prov.

Abb. 4: Studiendesign

Wie aus 4bb. 4 ersichtlich, schlof3 sich nach der Reintroduktionsphase fiir beide Gruppen eine
21-tdgige sogenannte Auswaschphase an, in der alle fiir den jeweiligen Patienten als
provozierend geltenden Nahrungsmittel streng vermieden wurden.

Nach diesen 21 Tagen ohne provozierende Nahrungsmittel wurden nun bei den Patienten der
einen Gruppe (Abb. 4, oberer Arm) die jeweils fiir den einzelnen Patienten als provozierend
getesteten Nahrungsmittel im Rahmen eines standardisierten Didtplanes verabreicht. Diese
Provokationsphase wurde fiir vier Tage durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die erste
Diinndarmsaugbiopsie nach der in B. 2. 1. beschriebenen Methode durchgefiihrt.

Nach einer wiederum 21-tdgigen Auswaschphase, in der die Patienten alles bis auf die
provozierenden Nahrungsmittel essen durften, erfolgte nun die standardisierte viertdgige
Didtphase. In dieser wurden die in der Provokationsphase verabreichten provozierenden
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Nahrungsmittel durch nicht provozierende Nahrungsmittel ersetzt. Die Nahrungszufuhr war
im Rahmen des standardisierten Didtplanes hinsichtlich des Energiegehaltes, der Verteilung
von Protein, Kohlenhydrat und Fett, der Osmolaritit und des Volumens identisch. Im
Anschluf} erfolgte die zweite Diinndarmsaugbiopsie unter Diit.

Bei der anderen Patientengruppe der Randomisierung (4bb. 4, unterer Arm) wurde unter
gleichen Bedingungen die erste Diinndarmsaugbiopsie unter Didt und die zweite Biopsie
unter Provokation durchgefiihrt.

Es folgte dann die autoradiographische Untersuchung und anschlieBend die geblindete
Auswertung der VIP-Rezeptorendichte der Enterozyten.
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B. 4. Gewinnung des Untersuchungsmaterials

B. 4. 1. Diinndarmsaugbiopsie

Alle Diinndarmsaugbiopsien wurden im Dr. v. Haunerschen Kinderspital durch erfahrene
Pédiater mit gastroenterologischer Ausbildung durchgefiihrt.

. Material
flexibler Schlauch aus Kunststoff, Metallkapsel, 20 ml Einwegspritze

« Methode

Die Patienten mit unter B. 2. beschriebenem Erndhrungsschema blieben 6 Std. vor der Biopsie
niichtern und erhielten 15 Min. vor dem Eingriff 5 mg Diazepam intravenos.

Durch =zeitgleiches Schlucken und Schieben wurde der Kunststoffschlauch mit der
Biopsiekapsel in Richtung Duodenum vorgeschoben und unter Durchleuchtungskontrolle in
der Flexura duodenojejunalis (Treitz’scher Winkel) positioniert.

Das durch Ziehen am Kolben der Einwegspritze erzeugte Vakuum o6ffnete die
VerschluBkappe der Metallkapsel und durch den Unterdruck wurde ein Stiick
Diinndarmschleimhaut aspiriert.

Nach Ziehen des Schlauches wurde das Biopsat sofort aus der Metallkapsel entnommen und
in drei Teile mit dem Skalpell geteilt. Das fiir die Studie zur Verfligung stehende Biopsatstiick
wurde sofort in ein Eppendorfgefil gegeben und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Nach dem Schockgefrieren wurden die Biopsien bei -80°C im Gefrierschrank bis 1 d vor dem
Rezeptorbindungsassay auftbewahrt.

Die Aufbewahrungszeit betrug ldngstens 20 Monate. Bei einer Aufbewahrungstemperatur von
-80°C sind zeitbedingte Gewebealterationen (Mantyh, 1988) in diesem Zeitraum sehr
unwahrscheinlich.

B. 5. Rezeptorautoradiographie

B. 5. 1. Prinzip der Autoradiographie

Die meisten biologischen und pharmakologischen Vorgdnge im menschlichen Organismus
werden iiber die sogenannte Ligand-Rezeptorbindung vermittelt.

Ein bestimmtes Molekiil bindet kompetitiv an einen Rezeptor der Zelloberflache und durch
die erfolgte Bindung des Liganden an seinen spezifischen Rezeptor wird iiber verschiedene
Mechanismen eine biologische Wirkung erzielt.

Die Rezeptorautoradiographie ermoglicht es, diese Vorginge in vitro nachzuvollziehen.
Entwickelt wurde die Rezeptorautoradiographie von Young und Kuhar (1979). Grundlegende
Methodenuntersuchungen wurden von Mantyh (1988) durchgefiihrt. Ausfiihrliche
autoradiographische Untersuchungen mit VIP erfolgten durch De Souza (1985) und Martin
(1987). Zimmerman (1989) untersuchte erstmals VIP-Rezeptoren im humanen
Gastrointestinaltrakt.

Ein radioaktiv markierter Ligand bindet an seinen spezifischen Rezeptor. Durch
Fixierungmethoden ist es mdglich, diese Bindung irreversibel zu machen. Wird iiber dem zu
untersuchenden Gewebe eine photosensitive Emulsion oder ein photosensitiver Film
angebracht, wird dieser durch die radioaktive Strahlung des Liganden veridndert. Aufgrund
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dieses physikalischen Vorganges ist es moglich, Ligand-Rezeptorbindungen im Gewebe zu
lokalisieren und zu quantifizieren.

Als Wert der quantitativen Bindung wird die spezifische Bindung angegeben. Wie in 4bb. 5
gezeigt, bindet der radioaktiv markierte Ligand an die spezifischen Rezeptoren der Zelle. Da
der Ligand jedoch auch zu einem gewissen Anteil unspezifisch an das Gewebe bindet, muf}
diese unspezifische Bindung im Gewebe bestimmt werden. Die Ursachen der unspezifischen
Bindung sind vielfiltig (z. B.: elektrostatische Anziehungskrifte), es liegt jedoch auf keinen
Fall der physiologische, biochemische Bindungsprozel3 der spezifischen Bindung vor. Diese
Tatsache ermdglicht es, die unspezifische Bindung zu messen:

Schnitte des zu untersuchenden Gewebes werden mit radioaktiv markiertem Ligand inkubiert.
Die gebundene Aktivitit entspricht zum einen der Rezeptorenmenge und zu einem geringen
Anteil der ,,zufdllig™ (unspezifisch) im Gewebe gebundenen Menge an radioaktiv markierten
Liganden. Die gemessene Gesamtaktivitdt bezeichnet man als sogenannnte ,,totale Bindung*,
wobei der Anteil des unspezifisch gebundenen Liganden zunéchst unbekannt bleibt. Dieser
wird auf folgende Weise bestimmt:

Schnitte desselben Gewebes werden mit radioaktiv markierten Liganden inkubiert, wobei
jetzt jedoch unmarkierter Ligand in tausendfach hdherer Konzentration zugegeben wird.
Gemadll dem Mechanismus der kompetitiven Verdringung konkurrierender Molekiile wird der
in Unterzahl vorhandene radioaktiv markierte Ligand von seinem Rezeptor verdriangt. Dieser
Vorgang findet jedoch nicht beim unspezifisch im Gewebe gebundenen Liganden statt. Wird
nun die Aktivitit gemessen, wird nur noch unspezifisch im Gewebe gebundener Ligand
erfafit. Dieser Wert entspricht der sogenannten ,,unspezifischen Bindung (4bb. 6).

Die Differenz zwischen totaler Bindung und unspezifischer Bindung ergibt die ,,spezifische
Bindung®, die die Grundlage aller Berechnungen dieser Arbeit ist.

Totale, unspezifische und spezifische Bindung konnen iiber mehrere Wege bestimmt werden.
Einmal ist es moglich, mit Filterpapier die Gewebeschnitte nach der Inkubation vom
Objekttrager zu wischen und dessen Aktivitit in einem SzintillationsmeBgerdt zu messen.
Diese Methode wurde in zahlreichen Voruntersuchungen dieser Studie angewandt. Eine
weitere Moglichkeit der Quantifizierung ist die Emulsionsautoradiographie, die bereits
eingangs erwihnt wurde. Die Messungen der Rezeptorendichte der Patienten in der Studie
wurden mit der letztgenannten Methode bestimmt.
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Spezifisch
gebundenes'°J-VIP

Enterozyt

VIP-Rezeptor

Abb. 5: Schemansche Darstellung der autoradlographze (1 unspezzf sche Bindung)

\‘ig
Unspezifisch
gebundenes

B25rvip

Abb. 5 stellt die Bindung von '**J-VIP an den VIP-Rezeptoren der Enterozyten schematisch
dar. Wie bereits oben ausgefiihrt, bindet jedoch ein gewisser Teil des '*°J-VIP unspezifisch im
Gewebe. Wird nun die Aktivitit des gesamten '*J-VIP gemessen, geht in diese Summe das
spezifisch am Rezeptor gebundene und das unspezifisch im Gewebe gebundene VIP ein.

‘ Unspezifisch gebundenes '*°J-VIP
_|_

% Spezifisch gebundenes '*°J-VIP

Totale Bindung
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VIP
(unmarkiert)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Re autoradzographle (spezifische andung)

“!

Unspezifisch
gebundenes
12J.vIP

Abb. 6 soll die Messung der spezifischen Bindung illustrieren. Wie zuvor beschrieben, wird
dazu unmarkiertes VIP in tausendfach héherer Konzentration als die '*J-VIP-Konzentration
zugegeben. Aufgrund der kompetitiven Verdringung wird nun jedes '’J-VIP aus der
Rezeptorbindung verdridngt. An allen VIP-Rezeptoren findet sich jetzt unmarkiertes VIP.
Unspezifisch im Gewebe gebundenes '*J-VIP verbleibt jedoch in unverinderter Menge und
stellt bei der Messung der Aktivitdt im Gewebe die unspezifische Bindung dar.

( ¢ \|‘/) N = spezifische Bindung

totale Bindung - unspezifische Bindung = spezifische Bindung

43



B. 5. 2. Materialien

« Untersuchungsmaterial
Diinndarmbiopsien der Patienten, die mittels der unter B. 4. /. beschriebenen Methode
gewonnen wurden.

« Verbrauchsmaterial

— Glasobjekttriager mit einseitigem Mattschliff

— Deckgléser (22x74 mm)

— Metallobjekttrigergestelle

— Farbetroge mit Taucheinsatz aus Kunststoff (Vitlab, D-Seeheim)

— Transportgefdle (Herenz, D-Hamburg)

— Falcon Blue Max-Rdéhrchen (Vertrieb Boll, D-Miinchen)

— qualitatives Filterpapier ¢ 7.0 cm (Whatman International Ltd., GB-Maidstone)
— Zihlflaschchen (Vials) fiir die Fliissigkeitsszintillationsmessung (20 ml)

— LM 1-Photoemulsion fiir die Lichtmikroskopie (Amersham- Buchler, D-Braunschweig)
— Kodak-D19-Entwickler (Kodak, D-Miinchen)

— Kodak-Unifix (Kodak, D-Miinchen)

o Gerite

— Standard-Exsikkatoren (Vertrieb Boll, D-Miinchen)

— Trockenschrank (Memmert, D-Schwabach)

— Kryostat (Cryocut E, Reichert-Jung iiber Leica, D-Bensheim)

— Ultraschall Sonifier B-10-L ( Branson Sonic Power Co., USA-Danbury, CT)
— v-Counter (Berthold 12-Kanal-Multigammazahler LB 211, D-Wildbad)

. Reagenzien
— [3-Iodotyrosyl-1125] Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP), Ausgangsaktivitidt: 500

KBQ (Amersham Buchler, D-Braunschweig)
— Vasoactive Intestinal Peptide human/porcine/rat 28 amino acids (Bissendorf-Saxon
Biochemicals, D-Hannover)
Die sonstigen verwendeten Reagenzien stammten in analysenreiner Form oder in der reinst
erhéltlichen Form von den Firmen Sigma (D-Deisenhofen), Boehringer ( D-Mannheim),
Merck (D-Darmstadt), Bio-Rad (D-Miinchen).

o Losungen
Die bendtigten Losungen werden in den Beschreibungen des jeweiligen Experiments

aufgefiihrt.
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B. 5. 3. Versuchsvorbereitung

B. 5. 3. 1. Vorbehandlung der Objekttriiger

. Reinigen

Die in Kunststoffobjekttrigergestellen eingeordneten Objekttrager wurden zuerst fiir 5 Min.
in Aceton getaucht. Nach kurzem Abdampfen wurden sie fiir 5 Min. in Methanol getaucht.
Anschliefend wurden sie in drei nacheinanderfolgenden Gefdflen mit Aqua bidest. fiir je 5
Min. gewaschen. Im Trockenschrank erfolgte bei 40°C das Trocknen fiir 4 Std..

« Gelatinieren

1,0 g Gelatine wurde in 200 ml Aqua bidest. durch Erwédrmen auf 55°C gelost. Nach
Abkiihlen in Eis wurde die Losung zweimal filtriert. Die Objekkttriger in den Gestellen
wurden viermal kurz in absolutem Ethanol, anschlieBend einmal kurz in Aqua bidest.
eingetaucht. Nun wurden sie fiir 5 Sek. langsam in die Gelatinelosung getaucht und ebenso
gleichmiBig aus der Losung wieder entfernt. Durch vertikales Aufstellen (Mattrand der
Objekttrager nach unten) lieB man iiber 15 Min. lberfliissige Gelatine ablaufen. Darauf
schloB sich das Trocknen im Ofen bei 37°C iiber 4 Std. an.

In den schwarzen Plastikboxen wurden die gelatinierten Objekttrager staubfrei bis zur
Verwendung autbewahrt.

30 Min. vor Gebrauch wurden die Objekttriger auf die verwendete Schneidetemperatur
aquilibriert (Kuhar, 1985).

B. 5. 3. 2. Vorbereiten und Schneiden der Diinndarmbiopsien

Die Diinndarmbiopsien wurden nach dem Schockgefrieren in schwarzen Plastikboxen, deren
Boden mit Kieselgel bedeckt war, bei -80°C aufbewahrt.

Vor dem Schneiden wurde die jeweilige Biopsie bei -20°C fiir 30 Min. im Kryostat
temperaturdquilibriert. Nach Fixieren der Biopsie am Schneidetisch wurde eine Schnittdicke
von 20 um bei einer Schneidetemperatur von -20°C gewéhlt. Bei diesen Parametern erzielt
man sowohl eine optimale Auflésung des Gewebes als auch eine gute, gleichmiBige
Schnittqualitit (Mantyh 1988).

Nach dem Aufbringen von vier Schnitten auf den Objekttrager (4bb. 7) strich man langsam
mit dem Finger iiber die Unterseite des Objekttragers, so daB3 die Schnitte anschmolzen
(sogenannte ,,thaw-mount procedure*) (Stumpf, 1966).

——— Schnitt

\
\— Objekttrager

Abb. 7: Aufsicht eines Objekttrdgers mit vier Schnitten

Mattrand
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Bis zur Vollendung aller Schnitte wurden die Objekttriger mit den Schnitten im
Objekttrigergestell in einer Plastikbox, die Kieselgel enthielt, auf Eis gelagert.

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden bis zur Inkubation unter Vakuum bei 4°C fiir

10 Std. getrocknet.

B. 5. 3. 3. Vorbereiten der Reaktionsgefiifie

Alle zur Aufbewahrung von Stammlosungen und fiir Inkubationen eingesetzten Gefélle
wurden vorbehandelt, um die Adsorption von Peptiden und Proteinen an die GefdBwénde so
gering wie moglich zu halten. Die als InkubationsgefdBe benutzten Transportbehilter wurden
fiir 1 Min. mit Sigmacote® gefiillt und anschlieBend mit der Offnung nach unten im Abzug
getrocknet. Ebenso wurde mit den Eppendorfgefaflen verfahren, in denen die Stammldsungen
von Peptiden bei -20°C aufbewahrt wurden.

Serielle Verdiinnungen von Peptiden wurden in EppendorfgefiBen angesetzt, der
Inkubationspuffer in silikonisierten Falcon Blue Max-Gefa3en aufbewahrt. Diese wurden bei
-20°C bis zur Verwendung gelagert.
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B. 5. 4. Versuchsdurchfiihrung

B. 5. 4. 1. Bindungsreaktion

Um eine optimale Bindung des jodierten VIP zu erreichen, sind mehrere Schritte vor der
eigentlichen Inkubation mit '*’J-VIP notwendig. Nach den in B. 5. 3. beschriebenen
Vorarbeiten wurden die Objekttrager aus dem Vakuumexsikkator entfernt. Die Schnitte
erschienen nun glasig transparent auf den Objekttriagern.

Alle nun folgenden Schritte fanden, wenn nicht anders erwéhnt bei konstant 4°C im Eisbad
statt.

Fiir Priainkubation, Vorwaschen und Waschen wurden Glasfarbegestelle (Inhalt: 50 ml des
jeweiligen Reagenz) verwendet, in denen je GefdBl vier Objekttriger Platz fanden. Die
Inkubation fand in silikonisierten Transportgefdfen fiir vier Objekttréger statt (4bb. 8).

Objekttrager

Eisbad

raa Rl

/\//
il

Vorwasch
-puffer Waschpuffer
Prainkubations Inkubations

-nuffer -puffer

l— Aqua bidest.

Abb.8: Ansicht der Versuchsanordnung von vorne
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Zuerst wurden die Schnitte fir 15 Min. vorinkubiert. Die Vorinkubation diente der
Entfernung natiirlicher VIP-Liganden und der Aquilibrierung der Schnitte im Puffermilieu.

Zusammensetzung des Prainkubationspuffers:

............................... pH: 7.40
- Tris/HCL 50 mM
- BS4 proteagéﬁéi (Fraction V) 1%
-kc 10 mM
- Polyethyleﬁé;;;l:ﬁ """"""" 0.002%
(Polyethylenamin erst kurz vor Versuch
beigeben)

AnschlieBend wurden die nun vorinkubierten Schnitte fiir zweimal 5 Min. in Gefdlle mit
Vorwaschpuffer tberfiihrt. In diesem Schritt wurden {iberschiissige Elektrolyte und
iberschiissiges Polyethylenamin entfernt.

Zusammensetzung des Vorwaschpuffers:

............................... pH: 7.40
- TrisyHCI LY
- BSA proteagéu i (Fraction V) 1%

Zur Inkubation mit '*J-VIP bzw. VIP wurden die Objekttriger in die TransportgefiBe
gegeben. Diese enthielten je 3 ml Inkubationspuffer mit markierten VIP bzw. zusitzlich nicht

markiertes VIP in 3000-fachem UberschuB zur Bestimmung der unspezifischen Bindung.
Die Inkubationsdauer betrug 180 Min. bei 4°C.

Zusammensetzung des Inkubationspuffers:

o . pH: 7.40
- ThsHCL SO
- MgCZZ lllllllllllllllllllllllllllllll 3mM
- Aprotinin 5000 KI1U/100 ml
- Bacitracin 4 mg/100 ml
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- Chymostati'ﬁ """""""""""""" 0.5 mg/100 ml
- Leupeptin 0.4 mg/100 ml
- BS4 protea;éﬁéi (Fraction V) 1%

- MnCl» (zuléiginz}éigeben/) """""" 3 mM
12577 vIP Amersham 150000 cpm/ ml
- VIP Bissendorf 1 uM

Um die Bindungsreaktion zu beenden und iiberschiissige Liganden zu entfernen, wurden die
Objekttriager nach 180 Min. Inkubation sofort je dreimal fiir 5 Min. in Waschpuffer iiberfiihrt.

Zusammensetzung des Waschpuffers:

lllllllllllllllllllllllll pH: 7.40
T -
CMgcly T e

Nach diesem Waschvorgang wurden die Objekttriger nochmals in  zwei
hintereinanderfolgenden Gefdflen mit Aqua bidest. fiir jeweils 1 Sek. 5x eingetaucht, um
Puffersalze von den Schnitten zu entfernen.

B. 5. 4. 2. Trocknen

Nach dem Eintauchen in eiskaltem Aqua bidest. ist es notwendig, sofort die auf den Schnitten
verbliebene Fliissigkeit zu entfernen. Dies geschah mit einem Kaltluftfon, der im Abstand von
50 cm im schrigen Winkel auf die Schnitte gerichtet wurde. Kanten und Unterseite der
Objekttrager wurden mit Filterpapier getrocknet.

Die Objekttrager wurden nun fiir 10 Std. im Exsikkator bei 4°C aufbewahrt.

B. 5. 4. 3. Vorfixieren

Um eine optimale Bewahrung der Gewebestruktur zu erreichen und die Ligandenbindung an
die Rezeptoren irreversibel zu machen, miissen die Objekttrager nach dem Trocknen fixiert
werden. Die verwendete Substanz darf jedoch keinen EinfluB auf die folgenden
photochemischen Prozeduren haben. Diese Forderungen erfiillt eine Fixierung mit
Paraformaldehyd (Hendrickson, 1972).

25g Paraformaldehyd wurden auf einer Glasschale bei Raumtemperatur und einer
Luftfeuchtigkeit von 30-60% im Abzug fiir 48 Std. &quilibriert. Die Glasschale mit
Paraformaldehyd wurde anschlieBend auf den Boden des Exsikkators gestellt und nach
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Zugabe der Objekttriger wurde ein Vakuum angelegt. Fiir den eigentlichen
Fixierungsvorgang wurde der Exsikkator mit den Objekttragern fiir 120 Min. auf 80°C im
Ofen erhitzt.

Sofort nach dem Offnen des Exsikkators wurden die Objekttriiger entnommen und fiir 10 Std.
im Abzug belassen. Um mogliche Artefakte auf die Photoemulsion durch Paraformaldehyd zu
vermeiden, ist es notwendig diese sogenannte Abdampfzeit einzuhalten und die Schnitte zu
entfetten (Herkenham, 1988).

B. 5. 4. 4. Entfetten

Die Schnitte wurden zunichst in aufsteigenden Konzentrationen von Methylalkohol (70%,
80%, 95%, 100%) fiir jeweils 2 x 5 Min. entfettet und dann fiir 60 Min. in 100% Xylol
getaucht.

Anschliefend wurden die Schnitte in absteigenden Konzentrationen von Methylalkohol
(100%, 95%, 80%, 70%) sowie in Aqua bidest. fiir je 2 x 5 Min. rehydriert und nachfolgend
im Ofen bei 40°C iiber Nacht getrocknet.

Die so behandelten Schnitte konnten nun der Exposition zugefiihrt werden.

B. 5. 5. Mikroautoradiographie

Wie bereits im Kapitel B. 5. 1. erwéhnt, kann die im Gewebe gebundene Radioaktivitit
mittels Photoemulsion sichtbar gemacht werden. Dadurch wird eine Quantifizierung der
Rezeptor-Ligandenbindung moglich.

Mit [3H]-sensitiven Filmen, die auf die Gewebeschnitte gelegt werden, konnen Ligand-
Rezeptorenbindungen lokalisiert werden. Fiir eine genaue Quantifizierung ist diese Methode
jedoch nicht optimal. Aus diesem Grunde wurde in dieser Studie von der
Emulsionsautoradiographie Gebrauch gemacht.

B. 5. 5. 1. Emulsionsautoradiographie mittels Coverslip-Methode

Bei der Emulsionsautoradiographie wird ein mit photosensitiver Schicht {iberzogenes, sehr
diinnes Glaspléttchen (Coverslip) in Grofe des Objekttragers auf den Objekttrager mit den
Gewebeschnitten dicht aufgelegt und iiber einen bestimmten Zeitraum in absoluter
Dunkelheit exponiert. AnschlieBend wird die Photoschicht entwickelt und fixiert. Eine
bestimmte Menge an gebundenem '*J-VIP entspricht einer bestimmten Menge an
Silberkérnchen (grains) auf der Photoemulsion abziiglich der unspezifischen Bindung.

Alle Vorginge der Emulsionsautoradiographie fanden bei absoluter Dunkelheit in der
Dunkelkammer statt.

Nachdem die Photoemulsion in einem thermostatisierten Wasserbad bei 43°C vollstindig
geschmolzen war, wurde sie in ein Dippinggefdll umgefiillt, bis dieses etwa zur Halfte gefiillt
war. Durch langsames Umriihren entfernte man evtl. vorhandene Luftblasen solange, bis sie
auf Test-Coverslips nicht mehr nachweisbar waren.
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Nun wurden die Coverslips mit der Photoemulsion iiberzogen. Dazu tauchte man sie flir 5
Sek. in das Dippinggefil3, so dal 50% bis 75% der Fliche mit Photoemulsion bedeckt war
und zog sie langsam (2 Sek.) heraus. Die iiberfliissige Emulsion wurde an der Kante des
Dippinggefies abgestreift und das Coverslip auf Filterpapier fiir 2 x 5 Sek. gestellt.

Die so liberzogenen Coverslips wurden in Objekttridgerhalter eingeordnet und in einer
lichtdichten Box aus Aluminium, die Kieselgel enthielt, fiir 8 Std. getrocknet.

Die mit Photoemulsion iiberzogenen, nun getrockneten Coverslips wurden auf die zu
untersuchenden Objekttriger fixiert, indem das emulsionsfreie Ende des Coverslips mit
UHU®-Pen-Sekundenkleber auf das mattierte Ende des Objekttragers geklebt wurde, so daf3
die Emulsion direkt auf den radioaktiv inkubierten Gewebeschnitten zu liegen kam (A4bb. 9).

Photoemulsion
Coverslip

o

M Gewebeschnitt

Mattrand
Objekttrager

Abb. 9: Schematische Darstellung der Coverslip-Methode
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Zur sicheren und maximalen Gewebendhe wurde das Coverslip an beiden Enden mit
Klammern an den Objekttrager fixiert. Die so fixierten Objekttriger wurden in
lichtundurchléssige mit Kieselgel gefiillte Boxen gelegt und bei 4°C fiir 48 Std. exponiert.

B. 5. 5. 2. Entwickeln der Photoemulsion

Alle Vorginge der Entwicklung fanden erneut ohne Rotlicht in der Dunkelkammer statt. Die
fixierten Objekttrager wurden aus den schwarzen Boxen entnommen und die dem Mattrand
gegeniiberliegende Klemme entfernt. Die Klemme auf dem geklebten, emulsionsfreien
mattierten Ende wurde belassen. Die dem Mattrand gegeniiberliegende Seite des Coverslips
wurde nun vorsichtig angehoben und ein kleines Holzstdbchen zwischen Objekttrager und
dem angehobenen Coverslip eingespreizt. Die so gespreizten Ojekttrager-Coverslip-Gebilde
wurden in Objekttrager-Halter eingeordnet, um die Entwicklung durchzufiihren.

Hierzu wurden die Objekttridgerhalter 2 Min. in Kodak® D19-Entwickler gestellt und alle

30 Sek. 3x leicht bewegt. AnschlieBend wurde die Entwicklung im Stoppbad (Aqua bidest
und 0,5% Essigsdure) beendet (10 Sek.). Die Fixierung wurde fiir 5 Min. in Kodak®-Unifix
durchgefiihrt, wobei nach den ersten zwei Minuten die Halter wiederum leicht bewegt
wurden. Es folgte das Waschen fiir 2 x 5 Min. in Aqua bidest, nach jeder Minute wurden die
Halter leicht bewegt. Nach Abrinnen des Wassers wurden die beladenen Halter bis zum
Féarbevorgang in einer staubfreien Box getrocknet und gelagert.

B. 5. 5. 3. Kontrolle der Photoemulsion

Um Artefakte der Emulsion und Fehler bei der Durchfithrung der Entwicklung zu erkennen,
wurden bei jedem Versuch zusitzliche Objekttrager als Kontrolle mitgefiihrt.

Zur Kontrolle der Emulsion wurden auf zwei gelatinierte Objekttrdger, auf denen sich keine
Gewebeschnitte befanden, ebenfalls photoemulsionbeschichtete Coverslips geklebt und
entwickelt. Die Emulsion durfte nach Ende der Entwicklung keine Schwérzung zeigen.

Zur Kontrolle auf positive Chemographie wurden zwei Objekttriger, auf denen sich
unmarkierte Gewebeschnitte befanden, wie die Versuchsobjekttriger behandelt. Nach
Entwicklung durfte ebenfalls keine Schwirzung erkennbar sein, da das Gewebe nicht
radioaktiv markiert war.

Zur Kontrolle auf negative Chemographie wurden zwei mit beschichteten Coverslips
beladene Objekttrager mit markierten Schnitten kurz lichtexponiert und dann normal
weiterverarbeitet. Hier muflte eine vollkommene Schwirzung der Emulsion auftreten.

B. 5. 6. Histologische Firbung der Gewebeschnitte

Um die histologischen Strukturen der Gewebeschnitte darzustellen, wurde eine Himatoxilin-
Eosin-Féarbung (Mayer-Féarbung) durchgefiihrt.

Hierzu wurden die Objekttriger mit den abgespreizten Coverslips im Objekttragerhalter
zuerst 1 Min. in Aqua bidest. gewdssert. Danach wurden die Objekttriger 2 Min. in
Hamatoxilin gefarbt, fiir 10 Sek. in Aqua bidest. gestellt und bei flieBendem Wasser fiir 7
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Min. gewaschen. Es folgte die Farbung in Eosin fiir 50 Sek., sowie das Waschen in Aqua
bidest fiir 1 Min. und in flieBendem Wasser fiir 30 Sek..

Die Dehydrierung erfolgte in Ethanol-Losungen mit zunehmender Konzentration, wobei die
Halter fiir 1 Min. in 70%, 2 Min. in 80%, 2 x 2 Min. in 95% und 2 Min. in 100% Ethanol
belassen wurden. Abschlieend folgte das Waschen in 100% Xylol fiir 4 Min..

Sofort nach dem Entfernen der Objekttrager aus dem Xylol wurde 1 Tropfen Eukit auf den
Objekttrager getropft, das Holzstiickchen herausgezogen und das Coverslip auf den
Objekttrager geklebt. Nachdem die geklebten Objekttrager 1 Std. flach liegend getrocknet
waren, wurden sie in histologischen Schachteln aufbewahrt und konnten nun ausgewertet
werden.

B. 5. 7. Computerunterstiitzte quantitative Bestimmung der Rezeptorendichte

(durchgefiihrt mit Unterstiitzung des Forschungszentrums fiir Umwelt und Gesundheit, GSF,
in Miinchen-Neuherberg)

Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, reprisentiert eine bestimmte Menge an
Silberkornchen (grains) auf den Gewebeschnitten eine bestimmte Anzahl von Rezeptoren im
zu untersuchenden Gewebe. Ziel der nun folgenden Auswertung war es, die Menge der
Silberkdrnchen in der Diinndarmmukosa der Patienten zu bestimmen.

. Material
— Objekttrager mit den Gewebeschnitten, die wie in Kapitel B. 5. vorbehandelt waren.

o Gerite

— Bild-Analyse-System (SAMBA, Alcatel-Titn Answare, Grenoble, France) (Brugal, 1987)

— Mikroskop, Objektiv 25x, numerische Apertur 0,55, Optovar 1.6, Filter 0G45 (Zeiss UEM,
Oberkochen, FRG)

— CCD-TV Kamera (Hamatsu, C3077, Tokyo, Japan)

— MS-DOS-Computer

— Bildverarbeitungsprogramm ,,ARA" (GSF, Neuherberg, BRD)

« Durchfiihrung
Die Untersuchung der Gewebeschnitte erfolgte geblindet. Die Gewebeschnitte wurden

zundchst auf ihre Schnitt-, Farbe- und Bindungsqualitét hin gepriift. Mit der oben erwéhnten
Bildverarbeitungseinheit ist es moglich einzelne Bezirke des Gewebeschnittes (z.B.
Diinndarmmukosa) am Computerbildschirm zu kennzeichnen und die Flache des markierten
Bereichs zu vermessen (Brugal, 1987).

Der auszuwertende, markierte Gewebebereich wurde nun in 512 x 512 Pixel, wobei der
Pixelabstand 0,273 um betrug, digitalisiert. AnschlieBend wurde die Anzahl und die Flache
der in dem markierten Gewebeschnitt enthaltenden Silberkérnchen gemessen.

Die Anwendung eines Digital-Bild-Filters mit angepafter Filtermatrix (Dark Tophat
Transformation) stellte sicher, daB nur Silberkdrnchen in der Messung erfasst wurden.

Wie bereits zuvor ausfiihrlich beschrieben, beruht das Prinzip der Autoradiographie auf den
Messungen der totalen und der unspezifischen Bindung, um die spezifische Bindung
errechnen zu kdnnen. Fiir jeden markierten Bereich eines Gewebeschnittes wurde die totale
und die unspezifische Silberkdrnchendichte gemesssen. Die flir jede Biopsie gemessene
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Silberkornchenfliche der unspezifischen Bindung wurde von der Fliche der Silberkdrnchen
der totalen Bindung subtrahiert. Somit erhielt man den Flichenwert der spezifischen Bindung.
Dieser Flichenwert wurde nun prozentual zur Gesamtfliche des markierten Gewebeschnitts
in Bezug gesetzt.

Fliche der Gewebemarkierung (um’) / Fliche der Silberkérnchen (um’) = Anteil der
Silberkornchen an der Gesamtfliche (%)

B. 5. 8. Statistische Auswertung der quantitativen Bestimmung der Rezeptorendichte

Von jedem Patienten existierte eine Biopsie unter Didt und unter Provokation. Jede
Patientenbiopsie wurde in zwei unabhingigen autoradiographischen Versuchsdurchldufen
untersucht.

Pro Versuchsdurchlauf wurden von jeder Patientenbiopsie 16 Gewebeschnitte angefertigt (8
Gewebeschnitte fiir die totale Bindung und 8 Gewebeschnitte fiir die unspezifische Bindung).
Wie bereits erwidhnt, erfolgte die computerunterstiitzte quantitative Bestimmung der
Rezeptorendichte geblindet.

Pro Gewebeschnitt wurden mindestens 200 Enterozyten vermessen und die
Silberkdrnchenfldache bestimmt. Die spezifische Bindung spiegelt somit die Rezeptorendichte
von mindestens 1600 Enterozyten pro Versuchsdurchlauf wider. Da zwei Versuchsdurchliufe
stattfanden, wurde die mittlere Rezeptorendichte eines Patienten unter Didt bzw. unter
Provokation aus mindestens 3200 Enterozyten bestimmt.

Somit stand die prozentuale Silberkdrnchendichte aus mindestens 3200 Enterozyten unter
Didt, der prozentualen Silberkdrnchendichte aus mindestens 3200 Enterozyten unter
Provokation zum Vergleich gegeniiber.

Diese Werte wurden mit Hilfe des T-Testes verglichen. Signifikanz wurde bei einem p< 0,05
angenommen.

Der bei einer Crossover-Studie notwendige AusschluB eines Uberhangeffektes erfolgte durch
die Varianzanalyse fiir Crossover-Design.
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B. 5. 9. Qualitiitssicherung und Optimierung der autoradiographischen Methode

B. 5. 9. 1. Nachweis der biochemischen Intaktheit von VIP und '>>J-VIP durch High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Vor jedem Versuchsdurchgang mufBite sichergestellt werden, dal die verwendeten VIP-

Peptide (VIP und '*J-VIP) biochemisch in einwandfreiem Zustand vorlagen. Hierfiir wurde

die High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) eingesetzt.

« Material:

— [3-Iodotyrosyl-1125] Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP), Ausgangsaktivitiat: 500
KBQ (Amersham Buchler, D-Braunschweig)

— Vasoactive Intestinal Peptide human/porcine/rat 28 amino acids (Bissendorf-Saxon
Biochemicals, D-Hannover)

. Reagenzien

Inkubatlonspuffer (s. B. 3. 4. 1. Bindungsreaktion)

Puffer A: Acetonitril Wasser bidest. Trifluoressigsaure
Zusammensetzung

(Anteile): 10 90 0.1

Puffer B: Acetonitril Wasser bidest. Trifluoressigsiure
Zusammensetzung

(Anteile): 10 90 0.1

Pufter C: Acetonitril Wasser bidest. Trifluoressigsaure
Zusammensetzung

(Anteile): 100 0 0.1

. Gerite

— Niederdruck-Pumpe 655 A-12 (Merck-Hitachi, D-Darmstadt)

— CI18 Reverse-Phase-Siule (Merk LiChroCART 250-4, Supershep 100, RP 18 encapped,
Merck-Hitachi, D-Darmstadt)

— Wirmebad

— variable UV-Detektoren (655A, Wellenldange 210nm, Merck-Hitachi, D-Darmstadt)

— Fraktionskollektor (Advantec SF 2120 Super Fraction Collector Merck-Hitachi, D-
Darmstadt)

— Chromatographensystem Gynkosoft (Gynkotec, D-Germering)

— y-Counter (Berthold 12-Kanal-Multigammazihler LB 211, D-Wildbad)

 Durchfiihrung
65.4 pg VIP wurden zu 200 pl Inkubationspuffer gegeben, in einer Hamilton-Spritze

aufgezogen und 50 pl der vorbereiteten Probe in die Niederdruck-Pumpe injiziert. Diese
Pumpe transportierte die Analyse durch eine C18 Reverse-Phase-Séule. Fiir den
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Probendurchlauf in der Sdule wurde ein Gradientensystem mit drei verschiedenen
FlieBpuffern verwendet.

Als Transportmedium wurden oben beschriebene Puffer benutzt. Es erfolgte ein linearer
Gradienteniibergang von Puffer A zu Puffer B innerhalb von 60 Min.. AnschlieBend wurde
auf Puffer C als Reinigungsgradienten innerhalb von 15 Min. umgestellt. Es schlof} sich eine
Reiquilibrierung iiber 10 Min. auf Puffer A an, gefolgt von einer Aquilibrierung mit Puffer A
fiir 20 Min.. Die FluBrate betrug konstant 1 ml/Min.. Um eine grof8tmogliche Konstanz der
Retentionszeiten zu erreichen, wurde die Sdule in einem Wasserbad auf 25°C temperiert. Das
Signal des UV-Detektors wurde mit dem Gynkosoft-Chromatographensystem ausgewertet.
Die Peptide wurden durch UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 210 nm detektiert.

Der Nachweis biochemischer Intaktheit von ['2°J] markiertem Vasoactive Intestinal Peptide
wurde ebenfalls mit der High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) erbracht.

500000 cpm '*°J-VIP und 5 nmol unmarkiertes VIP wurden zu 100 pl Inkubationspuffer
zugegeben. Unmarkiertes VIP wurde zur Sattigung eventuell in der Sidule vorhandener VIP-
Bindungsstellen beigegeben. Mit einer 100 pl Hamilton Spritze wurden 50 pl der
vorbereiteten Probe in die Niederdruck-Pumpe injiziert. Der Sdulendurchlauf entsprach der
bei VIP beschriebenen Methode. Das FluBmedium wurde nach Durchlaufen des variablen
UV-Detektors im Minutenabstand durch einen Fraktionskollektor auf 90 Sammelgefile
verteilt. Die im Minutenabstand gewonnenen Fraktionen wurden anschlieend in einem 7-
Counter vermessen.

B. 5. 9. 2. Nachweis der biochemischen Intaktheit von ">’ J-VIP nach 180 Minuten
Inkubationszeit durch High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Um sicherzustellen, da3 wéhrend der 180 miniitigen Inkubation der Gewebeschnitte keine
signfikante Degradation von '*°J-VIP stattgefunden hat, wurde '**J-VIP 200 Min. nach
Beginn der Inkubation mit HPLC nochmals auf Degradationsprodukte hin untersucht. Es
wurden 50 pl aus dem Inkubationspuffer analysiert, die Versuchsdurchfithrung fand wie im
Kapitel

B. 5. 9. 1. beschrieben durch High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) statt.
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B. 5. 9. 3. Optimierung der Versuchsbedingungen

B. 5. 9. 3. 1. Bestimmung der optimalen Polyethylenaminkonzentration im
Prainkubationspuffer

Zu Beginn unserer Versuche erwies sich eine sehr hohe Bindung des radioaktiven Liganden
an das Glas des Objekttragers als Problem. Trotz Verdnderungen der Inkubationszeit, der
Versuchstemperatur und der Zusammensetzung der Puffer lief3 sich die hohe Glasbindung von
'2J.VIP nicht reduzieren. Eine mogliche Ursache sahen wir in der negativen elektrischen
Ladung des Glases und der bei einen pH von 7.4 positiven elektrischen Ladung von '*°J-VIP.
Um die negative elektrische Ladung des Objekttrigers zu vermindern, wurde dem
Inkubationspuffer Polyethylenamin zugegeben (Mantyh, 1988). Dadurch konnte die '*J-VIP
Glasbindung nahezu eliminiert werden. Um Artefakte der '**J-VIP-Bindung am Gewebe
sicher auszuschlieBen, war es notwendig die Polyethylenaminkonzentration zu wihlen, mit
der die '*J-VIP-Glasbindung maximal vermindert wurde ohne EinfluB auf die
Ligandenbindung im Gewebe zu haben.

Hierzu wurden mehrere Versuchsreihen mit verschiedenen Polyethylenaminkonzentrationen
im Priinkubationspuffer durchgefiihrt. Unter identischen Versuchsbedingungen wie unter B.
5. beschrieben, wurden nach dem Waschen die inkubierten Schnitte mit Filterpapier vom
Objekttrager abgenommen und die totale und unspezifische Bindung im Gewebe mittels -
Counter bestimmt. In jedem Versuchsdurchgang wurden gelatinierte Objekttriger ohne
Gewebeschnitte zur Bestimmung der Glasbindung mitgefiihrt. Am Ende des Waschvorgangs
wurde mit Filterpapier eine ca. 2 cm” groBe Fliche des Objekttriigers abgewischt. Die
Radioaktivitdt des Filterpapiers wurde ebenfalls im y-Counter gemessen.

B. 5. 9. 3. 2. Bestimmung der optimalen Inkubationszeit

Bevor die quantitative Analyse der VIP-Rezeptoren im Diinndarm durchgefiihrt wurde, muf3te
die optimale Inkubationszeit bestimmt werden. Der Versuchsaufbau entsprach der im Kapitel
B. 5. beschriebenen Methode. Zu den Zeitpunkten 15 Min., 30 Min., 60 Min., 120 Min. und
180 Min. wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten aus dem Inkubationsmedium
entfernt und nach Messung im y-Counter die spezifische Bindung bestimmt.

Zur Bestimmung der optimalen Inkubationszeit wurde der Proteingehalt der Gewebeschnitte
ermittelt,um die im y-Counter gemessenen Werte auf die eingesetzte Gewebemenge beziehen
zu konnen. Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford-Methode.

Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford:

« Untersuchungmaterial

— Diinndarmbiopsien der Patienten, die mittels der unter B. 4. /. beschriebenen Methode
gewonnen wurden.

« Verbrauchsmaterial
— Eppendorfgefilie
— Microtiterplatte Greiner F (Vertrieb Boll, D-Miinchen)

« Gerite
— Plattenphotometer (Dynatech, D-Denkendorf)
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— Ultraschall Sonifier B-10-L ( Branson Sonic Power Co., USA-Danbury, CT)

. Reagenzien

— 0.5 M NaOH

— Standard-Protein-Microassay (Bio-Rad, D-Miinchen)
— BSA (Sigma, D-Deisenhofen),

« Durchfiihrung
Zunichst muBite eine Standardkurve bestimmt werden. Dazu wurde 1 mg BSA in 1 ml Aqua

bidest. gelost, gemischt und eine Protein-Verdiinnungsreihe erstellt, die im Photometer
vermessen wurde.

Wihrend des Schneidens der Gewebeproben wurden von jeder Biopsie je 4 Schnitte in
vorgekiihlte Eppendorfgefa3e gegeben und bis zur Proteinbestimmung bei -80°C aufbewabhrt.

Zur Proteinbestimmug wurden 200 pl 0.3 molare NaOH in die Eppendorfgefie pipettiert,
vermischt und das Gewebe 2 Min. mit Ultraschall aufgeldst. Fiir die Messung im Photometer
wurden davon 20 pl in eine Kiivette pipettiert und 750 pl Bredford-Losung dazugegeben.
Nach Vermischen konnte nach 2 Min. die Messung im Photometer erfolgen. Anhand der
zuvor erstellten Eichkurve konnte der Proteingehalt ermittelt werden.

B. 5. 9. 4. Evaluierung der biochemischen Ligand-Rezeptorbindung

Bei Rezeptor-Ligandenstudien muf3 sichergestellt sein, dal der Ligand an seinem spezifischen
Rezeptor bindet. Die biochemische Definition eines Rezeptors fordert die direkte und
selektive Bindung eines Agonisten. Diese Bindung mul} séttigbar, spezifisch und reversibel
sein.
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B. 5. 9. 4. 1. Aquilibriumsbindung

Rezeptoren miissen séttigbar sein, da jedes Gewebe nur eine bestimmte, endliche Anzahl an
Rezeptoren besitzt. Das heiflt, daB3 ab einer bestimmten Menge von zugegebenen Liganden
alle Rezeptoren mit Liganden besetzt sind und die Assoziationsreaktion mit der
Dissoziationsreaktion im Gleichgewicht (Aquilibrium) steht. Um die Sittigbarkeit der
Rezeptoren zu zeigen, muf} sich ab einer bestimmten Ligandenkonzentration eine konstante
spezifische Bindung einstellen.

Der Versuchsaufbau entspricht der im Kapitel B. 5. beschriebenen Methode. Es wurden nun
steigende Konzentrationen von 2.5 pM '*J-VIP bis 80 pM im Inkubationspuffer eingesetzt.
Unter identischen Versuchsbedingungen wie unter B. 5. beschrieben, wurden nach dem
Waschen die inkubierten Schnitte mit Filterpapier vom Objekttriger abgenommen und die
totale und unspezifische Bindung im Gewebe mittels y-Counter bestimmit.

Der Proteingehalt der Gewebeschnitte wurde nach der in Kapitel B. 5. 9. 3. 2. beschriebenen
Methode ermittelt.

B. 5. 9. 4. 2. Reversibilitat der Ligandenbindung

Eine weitere Eigenschaft einer biochemisch intakten Ligand-Rezeptorbindung ist die
Reversibilitdit dieser Bindung. Konkurrieren zwei Liganden mit der gleichen
Bindungsaffinitit zu einem Rezeptor, so verdréngt der in hoherer Konzentration vorliegende
Ligand den in niedrigerer Konzentration vorliegenden Liganden aus der Ligand-
Rezeptorbindung. Fiir den Nachweis der Reversibilitdt wurden die zwei Liganden VIP und
BJ-VIP verwendet.

Der Versuchsaufbau entspricht der im Kapitel B. 5. beschriebenen Methode. Es wurde
zunichst eine Inkubation von 20 Objekttragern mit je 3 Schnitten humanem Duodenalgewebe
mit 37.5 pM '®J-VIP iber 180 Min. durchgefiihrt. Nach 180 Min. wurde bei vier
Objekttragern (12 Gewebeschnitte) die totale Bindung mit dem y-Counter bestimmt. Im
Inkubationsmedium verblieben 16 Objekttrager. Nun wurde zum Inkubationsmedium 2.91
uM VIP zugegeben. Nach 10 Min., 30 Min., 50 Min. und 80 Min. erfolgten Messungen der
verbliebenen '*J-VIP-Aktivitit im Gewebe mittels y-Counter.

B. 5. 9. 4. 3. Spezifitat der '*°J-VIP-Bindung

Neben der Sittigbarkeit und der Reversibilitdt einer Ligand-Rezeptorbindung muf3 die
Spezifitit der Bindung nachgewiesen werden. Die Ligand-Rezeptorbindung darf von
Peptiden, die keine Affinitdt zum spezifischen Rezeptor besitzen nicht beeinflult werden.
Liganden, die eine bestimmte Affinitdt zum Rezeptor besitzen, miissen die Ligand-
Rezeptorbindung beeinflussen.

Von Sekretin ist eine Teilaffinitit zum VIP-Rezeptor der Enterozyten bekannt (Salomon,
1993). Wird eine hohe Menge Sekretin zum '*°J-VIP-Bindungsassay zugegeben, mul es zu
einer Abnahme der '*’J-VIP-Bindung am VIP-Rezeptor kommen.

Substanz P, ein weiteres Mitglied der ,,gut-hormon*-Familie, besitzt keine Affinitit zum VIP-
Rezeptor (Gespach, 1985). Die Bindung von '*’J-VIP an den VIP-Rezeptor muBl durch die
Zugabe von Substanz P, auch in hohen Konzentrationen, unbeeinfluf3t bleiben.
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Wird VIP in hohen Konzentrationen zum '*°J-VIP-Bindungsassay zugegeben, muf sich eine
Verdringung von '*J-VIP aus der Rezeptorbindung nachweisen lassen, die ungefihr der
unspezifischen Bindung entspricht.

Der Versuchsaufbau entspricht der in B. 5. beschriebenen Methode. Substanz P und Sekretin
wurden von der Fa. Bissendorf (Saxon Biochemicals, D-Hannover) bezogen. Es wurden den
!B J_VIP-Inkubationsmedien jeweils Substanz P, Sekretin und VIP in ansteigenden
Konzentrationen zugesetzt und nach 180 Min. Inkubation die Aktivitdt der Gewebeschnitte
im y-Counter bestimmt.
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C. Ergebnisse
C. 1. Daten der Patienten

C. 1. 1. Klinische Daten der Patienten

In Kapitel B. 1. wurden die Auswahlkriterien fiir die Studienteilnehmer beschrieben. 14
Patienten wurden zunichst fiir die Studie ausgewéhlt. Zwei Patienten standen nur fiir eine
Biopsie zur Verfiigung. Die Biopsate von zwei Patienten waren so klein, daB3 sie nur fiir die
Untersuchung zum Ausschluf3 einer Zoliakie und fiir die histologische Begutachtung im
Institut fiir Pathologie der LMU-Miinchen verwendet werden konnten und somit nicht fiir die
Bestimmung der VIP-Rezeptorendichte zur Verfiigung standen.

Von 10 Patienten existierte somit eine Biopsie unter Provokation und unter Diét fiir die hier
dargestellte Studie.

In Tab. 8 werden die klinischen Daten der 10 Studienteilnehmer dargestellt.

Klinische Daten der Patienten

10 Patienten
Anzahl der Studienteilnehmer: davon weiblich: 2 Patientinnen
davon minnlich: 8 Patienten

Durchschnittliches Alter der

Studienteilnehmer: 8.5 Jahre (6-12 Jahre)

Durchschnittliche Dauer der ADHD-

Symptome: 8.1 Jahre (5-12 Jahre)

Durchschnittliche Anzahl der erfiillten

DSM III R-Kriterien: 9.4 Punkte (8-13)

Durchschnittliche Anzahl der Tage pro

Woche mit Conners Scores > 14: 2.5 Tage (1-5)

Zusitzliche Symptome:

Anzahl der Patienten mit rezidivierenden

Kopfschmerzen: 5 Patienten

Anzahl der Patienten mit rezidivierenden

. . 10 Patienten
gastrointestinalen Beschwerden:

Tab. 8
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C. 1. 2. Provozierende Nahrungsmittel bei den Studienteilnehmern

Wie im Kapitel B. 2. ausfiihrlich dargestellt, wurden die provozierenden Nahrungsmittel in
der Reintroduktionsphase identifiziert.

Alle bei einem Patienten als provozierend erkannten Nahrungsmittel, Konservierungs- und
Farbzusédtze wurden insgesamt dreimal fiir flinf Tage nach mehrwochigen Auswaschphasen
auf ihre reproduzierbare verhaltensbeeinflussende Wirkung getestet.

Folgende Nahrungsmittel bzw. Nahrungszusitze zeigten auslosenden oder verstirkenden
EinfluB} auf die Symptome des hyperkinetischen Syndroms der Studienteilnehmer:

« Kuhmilch

o Tomaten

. Weizen

« Roggen

« Riibenzucker

« Farb- u. Konservierungszusétze

« Schweinefleisch

. Fisch

. Eier

« Nisse

« Schokolade

. Kakao

« Zitrusfriichte

Tab. 9 zeigt, wieviele Patienten auf das jeweilige Nahrungsmittel reagierten.

Anzahl der auf ein bestimmtes Nahrungsmittel reagierenden Studienteilnehmer
n=10
Kuhmilch 6
Riibenzucker 6
Weizen 5
Schweinefleisch 3
Farb- u. Konservierungszusétze 3
Tomaten 3
Eier 3
Schokolade 3
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Roggen 1
Zitrusfriichte 1
Nisse 1
Fisch 1
Kakao 1
Tab. 9

C. 1. 3. Einfluf} der Diit auf das Verhalten

Wihrend der Studienphase wurden von Eltern, Lehrern oder Kindergértnern tiglich die
Conners Verhaltensskalen ausgefiillt.

Alle Patienten zeigten unter Didt deutlich niedrigere Punktwerte als unter Provokation (7ab.
10).

Auch die Anzahl der Tage, an denen die Kinder eindeutig hyperaktives Verhalten zeigten
(Conners Score mehr als 14 Punkte), war unter Diét deutlich niedriger (7ab. 10).

Einfluf} der Diiit auf die Conners Verhaltensskala (n = 10)
ohne Diit mit Didt
Wochentliche Conners Scores (Median) 15.7 5
Conners Scores > 14 Punkte (Mittel)
(Tage pro Woche) 2.5 0.1

Tab. 10

Zusétzliche Symptome:

5 Studienteilnehmer litten unter gewohnter Erndhrung an Kopfschmerzen, 10
Studienteilnehmer klagten iiber rezidivierende gastrointestinale Beschwerden. Unter Didt
konnte ein volliges Verschwinden beider Symptome beobachtet werden.
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C. 2. Ergebnisse der Vorversuche zur Optimierung und Qualitatssicherung der
autoradiographischen Methode

C. 2. 1. Nachweis der biochemischen Intaktheit von VIP und '*J-VIP durch High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

C. 2. 1. 1. Nachweis der biochemischen Intaktheit von VIP vor Inkubation

Wie im Kapitel B. 5. 9. 1. beschrieben, wurde vor jeder autoradiographischen Untersuchung
der Patientenbiopsien das verwendete VIP durch High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC) auf seine Reinheit und Degradationsprodukte hin analysiert.

Abb. 10 zeigt die Absorptionskurve bei biochemisch intaktem VIP. Deutlich 148t sich bei
Min. 30 ein steiler Absorptionsanstieg erkennen.

Wenn VIP als eindeutiger peak im Zeitraum von 30-31 Min. des Durchlaufs im Photometer
identifiziert werden konnte und keine Verunreinigungen vorlagen, wurde das VIP-Reagenz
fiir die Autoradiographie verwendet.

Abb. 10: Nachweis von biochemisch intaktem VIP durch HPLC
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C. 2. 1. 2. Nachweis der biochemischen Intaktheit von [3-lodotyrosyl-1125] Vasoactive
Intestinal Polypeptide (**J-VIP) vor Inkubation

Wie VIP wurde auch '*°J-VIP vor jedem Autoradiographieversuch mit Patientengewebe auf
die biochemische Intaktheit und auf Verunreinigungen mit HPLC iiberpriift. Wie unter B. 5.
9. 1. beschrieben, wurden nach dem Saulendurchlauf die Flissigkeitsfraktionen in
einminiitigem Abstand iiber 90 Min. gesammelt und dann die 90 Sammelréhrchen im y-
Counter vermessen.

Konnte ein eindeutiger Aktivitdtspeak im Zeitraum von 39-41 Min. gemessen werden und
fanden sich keine Verunreinigungen, wurde das Reagenz '*°J-VIP aus der die Probe stammte
fiir die Autoradiographie verwendet (4bb. 11). Der geringe Aktivititsanstieg bei Min. 3 stellt
den freien '*°J-Anteil dar.
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Abb.11: Nachweis von biochemisch intaktem, nicht verunreinigtem 12 . vIP durch HPLC
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Um sicherzustellen, daB3 degradiertes 1251_VIP mit der verwendeten Methode detektiert wird,
fiihrten wir nach identischer Versuchsmethode eine HPLC mit '*°J-VIP durch, das in Aqua
bidest. gelost, 24 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt worden war.

Es fand sich ein breitbasiger Aktivitdtsanstieg zwischen Min. 31 und 66. Auch war der Anteil
des freien '*°J bei Min. 3 wesentlich hoher (4bb. 12).
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Abb.12: Nachweis von degradiertem '**J-VIP durch HPLC
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C. 2. 1. 3. Nachweis der Stabilitiit von [3-Iodotyrosyl-1125] Vasoactive Intestinal
Polypeptide ("ZJ-VIP) nach 200 Minuten Inkubation

Die Gewebeschnitte wurden 180 Min. mit '*J-VIP inkubiert. Nach jedem
autoradiographischen Versuch muBte sichergestellt werden, daB '*°J-VIP bis zum Ende der
Inkubation (180 Min.) noch in biochemisch intakter Form vorhanden war. Es wurde daher

20 Min. nach Beendigung der Inkubation 50 pl Inkubationspuffer nach der in B. 5. 9. 2.
beschriebenen Methode durch HPLC auf Degradationsprodukte hin untersucht. Wie zu
erwarten, fand sich eine geringere Aktivitét als vor Inkubationsbeginn, da ein gewisser Anteil
des '"*J-VIP im Gewebe gebunden worden war. Degradationsprodukte wurden nach keinem
Versuch nachgewiesen. Somit war sichergestellt, daB '**J-VIP bis zum Ende der Inkubation in
stabiler Form vorhanden war (4bb.13).
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Abb. 13: Nachweis der Stabilitit von "> J-VIP nach 200 Min. Inkubation durch HPLC
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C. 2. 2. Bestimmung der optimalen Polyethylenaminkonzentration im
Prainkubationspuffer

Wie im Kapitel B. 5. 9. 3. 1. erldutert, war aufgrund der zu Beginn der Versuche auffallend
hohen '*’J-VIP-Glasbindung die Zugabe von Polyethylenamin in den Priinkubationspuffer
zur Verminderung der negativen elektrischen Ladung der Glasobjekttrager notwendig.

Ziel der Versuchsreihen mit verschiedenen Polyethylenaminkonzentrationen war es, die
Polyethylenaminkonzentration zu bestimmen mit der eine maximale Verminderung der '*°J-
VIP-Glasbindung und eine minimale Beeinflussung der spezifischen Bindung erreicht werden
konnte. Die Versuchsdurchfithrung wurde im Kapitel B. 5. 9. 3. 1. beschrieben.

Abb. 4 zeigt die von der Polyethylenaminkonzentration abhidngigen Verdnderungen der
spezifischen Bindung von '*J-VIP im Gewebe.
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Polyethylenaminkonz. in % im Préinkubationspuffer

Abb. 14: Verdnderung der spezifischen Bindung bei unterschiedlichen Polyethylenaminkonzentrationen im
Préinkubationspuffer

Wie aus 4bb. 14 ersichtlich, wird bereits bei einer Polyethylenaminkonzentration von 0.001%
im Priinkubationspuffer die spezifische Bindung von '*J-VIP im Gewebe um 9% vermindert.
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Abb. 15 zeigt die Abnahme der '*J-VIP-Bindung am Glasobjekttriiger bei zunehmender
Polyethylenaminkonzentration im Priinkubationspuffer.
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Abb. 15: Abnahme der — J-VIP-Glasbindung bei zunehmender Polyethylenaminkonzentration im
Prdinkubationspuffer

Bereits eine Konzentration von 0.001% Polyethylenamin im Prainkubationspuffer konnte die
B J_VIP-Glasbindung um fast 90% senken. Mit héheren Polyethylenaminkonzentrationen
konnte keine weitere signifikante Verminderung der Glasbindung erreicht werden.

Wir entschieden uns fiir eine Polyethylenaminkonzentration von 0.001% im
Priainkubationspuffer, da bei dieser Konzentration bereits eine deutliche Reduzierung der
'BJ-VIP-Glasbindung gelang und der negative Einfluf des Polyethylenamins auf die
spezifische Bindung am geringsten war.
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C. 2. 3. Bestimmung der optimalen Inkubationszeit

Ziel des in B. 5. 9. 3. 2. beschriebenen Versuches war es, die notwendige Inkubationsdauer
fiir eine konstante spezifische Bindung im Gewebe zu bestimmen.

Abb. 16 zeigt, daB erst nach 30 Min. Inkubation mit '*’J-VIP eine deutliche spezifische
Bindung zu messen ist. Bis zu einer Inkubationsdauer von 60 Min. steigt die spezifische
Bindung als Zeichen einer zunehmenden Ligand-Rezeptorbindung an. Ab Min. 60 wird
allerdings ein Plateau der spezifischen Bindung erreicht. Ab diesem Zeitpunkt sind alle VIP-
Rezeptoren mit '*J-VIP besetzt und es hat sich ein Aquilibrium eingestellt. Aus dieser
Untersuchung geht ebenfalls hervor, da auch eine Inkubationsdauer von 180 Min. die
spezifische Bindung nach Erreichen des Plateaus (Min. 60) nicht beeinfluft.
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Abb. 16: Abhdngigkeit der spezifischen Bindung von der Dauer der — J-VIP-Inkubation

Da pro autoradiographischem Versuch zur Vermeidung von Artefakten alle Biopsien der
Patienten untersucht werden sollten, war aus technischen Griinden eine moglichst lange
Inkubationszeit notwendig. Da wir zeigen konnten, daf3 auch nach 180 Min. Inkubationsdauer
eine optimale spezifische Bindung nachzuweisen war, wurde fiir unsere Versuche eine
Inkubationszeit von 180 Min. gewihlt.
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C. 2. 4. Bestimmung der Aquilibriumsbindung

Rezeptoren miissen durch den zugegebenen Liganden sittigbar sein, da jedes Gewebe eine
endliche Anzahl an Rezeptoren des jeweiligen Liganden besitzt. Ab einer bestimmten
Konzentration von zugegebenem Liganden muf} sich daher eine Séttigung der Rezeptoren
nachweisen lassen. Diese ist abhéngig von der Affinitdt des Rezeptors zu seinem Liganden.
Die Versuchsdurchfithrung wurde in B. 5. 9. 4. I. beschrieben. Die Ergebnisse des Versuchs
zeigt Abb. 17.

Zunichst findet sich bei ansteigenden Konzentrationen von "“"J-VIP ebenfalls ein Ansteigen
der spezifischen Bindung als Ausdruck der zunehmenden Bindungsanzahl von VIP-
Rezeptoren und '*J-VIP. Ab einer '*J-VIP -Konzentration von 37.5 pM zeigt sich ein
Plateau der spezifischen Bindung und auch héhere '*°J-VIP-Konzentrationen fithren zu

125

keinem weiteren Ansteigen der spezifischen Bindung. Mit Erreichen der Plateaukurve hat
sich an allen VIP-Rezeptoren ein Gleichgewicht zwischen Ligandenassoziation und

Ligandendissoziation eingestellt, die Rezeptoren sind ,,geséattigt*.
125

In unseren Versuchen wurde aufgrund dieser Ergebnisse "““J-VIP in einer Konzentration von

37.5 pM eingesetzt.
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Abb. 17: Aquilibrium der VIP-Rezeptoren bei steigenden — J-VIP-Konzentrationen im Inkubationspuffer
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C. 2. 5. Reversibilitit der Ligandenbindung

Wie in Kapitel B. 5. 9. 4. 2. bereits beschrieben, mufl die Ligand-Rezeptorbindung reversibel
sein. Die Ergebnisse des ebenfalls in diesem Kapitel beschriebenen Versuchs stellt Abb. 18
dar. Bereits 10 Min. nach der Zugabe von 2.91 uM VIP 146t sich eine Verminderung der
totalen Bindung um 36% messen als Ausdruck, daB das im hohen UberschuB vorhandene VIP
'2J-VIP aus der Rezeptorbindung verdringt. Im weiteren zeitlichen Verlauf fillt die totale
Bindung auf 29% ab. Dieser Wert entspricht somit der unspezifischen Bindung.
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Abb. 18: Reversibilitdit der Ligandenbindung
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C. 2. 6. Spezifitit der '**J-VIP -Bindung

Entsprechend den biochemischen Forderungen einer Ligand-Rezeptorbindung muf3 die
VIP-Bindung spezifisch sein. Wie im Kapitel B. 5. 9. 4. 3. beschrieben, besitzt Substanz P
keine Affinitit und Sekretin eine Teilaffinitit zum VIP-Rezeptor. Ist die '*’J-VIP-
Rezeptorbindung spezifisch, darf die '*°J-VIP -Rezeptorbindung durch Substanz P nicht und
durch Sekretin nur zum Teil beeinflult werden. Wird allerdings VIP, das die gleiche
Rezeptoraffinitit wie '*J-VIP besitzt, in hohen Konzentrationen zugegeben, muf sich eine
Verdriangung der'*J-VIP -Rezeptorbindung zeigen. Die Versuchsdurchfiihrung wurde in
Kapitel B. 5. 9. 4. 3. dargestellt.

Abb. 19 stellt die Ergebnisse des Versuchs dar. Wurde Substanz P in hohen Konzentrationen
dem Inkubationspuffer beigegeben, konnte keine Verminderung der '*J-VIP -
Rezeptorbindung nachgewiesen werden. Die Zugabe von steigenden Sekretinkonzentrationen
verminderte die '*’J-VIP -Rezeptorbindung um maximal 21% als Zeichen der Teilaffinitit
zum VIP-Rezeptor. Wie bereits aus dem in Kapitel C. 2. 5. beschriebenen Versuch der
Reversibilitdit der Ligandenbindung bekannt, wird durch die Zugabe von hohen
Konzentrationen VIP, die '*’J-VIP-Rezeptorbindung um max. 70% verringert. Mit diesen
Ergebnissen ist die Spezifitit der '*’J-VIP-Rezeptorbindung nachgewiesen.
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Abb. 19: Spezifititsnachweis der '»J-VIP —Rezeptorbindung unter Zugabe von Substanz P, Sekretin und
VIP
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C. 3. VIP-Rezeptorendichte im Diinndarm der untersuchten Patienten

Die  Diindarmbiopsien = wurden
entsprechend des in Abb. 20
dargestellten  zeitlichen  Studien-

ablaufs entnommen.

Prov. Auswaschphase Diiit

n=5 4d 21d 4d
Auswaschphase ﬁ
21d 1. Biopsie 2. Biopsi
oligoantigene  stufenweises
Diit Wiedereinfiihren
Auswaschphase
21d 1. Biopsie 2. Biopsie
n=35 4d 21d 4d
Didt Auswaschphase  proy.

Abb. 20: zeitl. Studienablauf

Die Biopsien wurden aus der Flexura
duodenojejunalis entnommen. Die
Durchfiihrung der Saugbiopsien war
bei allen Patienten problemlos.

Abb. 21 zeigt den Entnahmeort im
Diinndarm.

= { Canalis pyloris
e

Flexura

Abb. 21 (aus Sobotta,1988): duodenoiejunalis

Biopsieentnahmeort

Abb. 22 stellt die mikroanatomischen
Verhiltnisse dar.

Stratum kongitudinale \

Tel subserosa \
Tunica \
serosa |

Abb. 22 (aus Sobotta,1988):
Mikroanatomie

Abb. 23 zeigt einen Teilausschnitt
aus einer Studienpatienten-
Saugbiopsie in HE-Farbung.

Abb. 23: Diinndarmzotten eines Patienten [

74




C. 3. 1. Nachweis der totalen und unspezifischen Bindung

Die Gewebeschnitte der Patienten wurden
nach Durchfithrung der Mikroautoradio-
graphie gefarbt (Kapitel B. 5. 6.) und
zundchst auf  Gewebeartefakte  hin
tiberpriift.

Abb. 24: Zotten eines Patienten in H.E.-Fédrbung II
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Die folgenden Abbildungen zeigen die
Gewebeschnitte in 400-facher
VergroBerung nach dem
EntwicklungsprozeB. Als orange Kornchen
sind die grains zu erkennen.

Abb. 25 stellt die totale Bindung und Abb.
26 die unspezifische Bindung von '*°J-VIP
an den Enterozyten dar.

Zur Verdeutlichung der Bindung wird der
gleiche Gewebeausschnitt wie in Abb. 25
nochmals im Dunkelfeld gezeigt (4bb. 27).
Deutlich ist die Bindung des '*’J-VIP iiber
den Enterozyten zu sehen.

Abb. 25: totale Bindung
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C. 3. 2. Histopathologische Untersuchung

Alle Biopsien wurden im gastroenterologischen Labor des Dr. v. Haunerschen Kinderspitals
und im Pathologischen Institut der LMU-Miinchen untersucht. Bei keiner Biopsie fanden sich
histopathologische Auffilligkeiten, insbesondere fanden sich bei keinem Patienten Hinweise
auf das Vorliegen einer Zdliakie.

C. 3. 3. Statistische Auswertung der VIP-Rezeptorendichte unter Diiit und unter
Provokation

10 Patienten wurden im Crossover-Studiendesign untersucht. Somit standen 20 Biopsien (10
unter Didt, 10 unter Provokation) fiir die autoradiographische Untersuchung zur Verfiigung.
Jede Patientenbiopsie wurde in zwei unabhingigen Versuchsdurchldufen untersucht.

Pro Versuchsdurchlauf wurden von jeder Patientenbiopsie 16 Gewebeschnitte angefertigt (8
Gewebeschnitte fiir die totale Bindung und 8 Gewebeschnitte fiir die unspezifische Bindung).
Die computerunterstiitzte quantitative Bestimmung der Rezeptorendichte erfolgte geblindet.
Pro Gewebeschnitt wurden mindestens 200 Enterozyten vermessen und die
Silberkornchenfliche bestimmt. Die spezifische Bindung spiegelt somit die Rezeptorendichte
von mindestens 1600 Enterozyten pro Versuchsdurchlauf wider. Da zwei Versuchsdurchldufe
stattfanden wurde die mittlere Rezeptorendichte eines Patienten unter Didt bzw. unter
Provokation aus mindestens 3200 Enterozyten bestimmt.

Somit stand die prozentuale Silberkdrnchendichte aus mindestens 3200 Enterozyten unter
Didt der prozentualen Silberkdrnchendichte aus mindestens 3200 Enterozyten unter
Provokation zum Vergleich gegeniiber.

Diese Werte wurden mit Hilfe des T-Testes verglichen. Signifikanz wurde bei einem p < 0,05
angenommen.

Der bei einer Crossover-Studie notwendige AusschluB eines Uberhangeffektes erfolgte durch
die Varianzanalyse fiir Crossover-Design.
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« 6 Patienten zeigten unter Diit eine signifikant hohere VIP-Rezeptorendichte als unter
Provokation.
. 3 Patienten zeigten unter Didt ebenfalls einen Anstieg der VIP-Rezeptorendichte,
jedoch
war der Anstieg nicht signifikant.
. 1 Patient wies unter Provokation eine gering hohere VIP-Rezeptorendichte als unter
Diat
auf. Dieser Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation war jedoch nicht
signifikant.

Abb. 28 zeigt die VIP-Rezeptorendichte aller Patienten unter Provokation und Diét.
Unterscheidet sich die Rezeptorendichte zwischen Provokation und Diét signifikant, ist dies
mit (s.) angegeben. Ein nicht signifikanter Unterschied wird mit (n.s.) angezeigt.

& unter
Provokation

7 unter Diat

Flache der grains in %

Pat.1 Pat2 Pat3 Pat4 Pat5 Pat6 Pat.7 Pat.8 Pat9 Pat.10
(s)) (s) (s.) (s.) (s.) (n.s.) (s (ns.) (ns) (n.s.)

Abb. 28: VIP-Rezeptorendichte der Patienten unter Provokation und unter Didt
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Ausgehend von der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation zeigt 4bb. 29 die unter Diét
angestiegene VIP-Rezeptorendichte der Studienteilnehmer. Dargestellt wird die prozentuale
Differenz zwischen der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation und der Rezeptorendichte
unter Didt.

130
110
90

70

%

50

30

10

-10

Pat.1 Pat.2 Pat.3 Pat4 Pat.5 Pat.6 Pat.7 Pat.8 Pat9 Pat.10
(s) () (s) (s) (s) (ns) (s) (ns) (ns.) (ns.)

Abb. 29: Prozentuale Verdnderung der VIP-Rezeptorendichte unter Didt im
Vergleich zur Rezeptorendichte unter Provokation.

Bei neun von zehn Patienten zeigte sich unter Didt eine hohere Rezeptorendichte als unter
Provokation.

Bei den sechs Patienten, deren Rezeptorendichte sich zwischen Didt und Provokation
signifikant unterschied, fand sich unter Didt eine zwischen 48% und 105% hohere
Rezeptorendichte als unter Provokation.

Die Patienten, deren Rezeptorendichte sich zwischen Diédt und Provokation nicht signifikant
unterschied, zeigten bis auf einen Patienten ebenfalls unter Didt eine zwischen 1.1% und 26.2
% hohere VIP-Rezeptorendichte als unter Provokation.

Nur bei einem Patienten der Studie wurde unter Provokation eine gering hohere
Rezeptorendichte (2.7%) als unter Didt gemessen.
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Unsere Untersuchung war als Crossover-Studie angelegt. Bei dieser Studienform werden mit
zwei Perioden zwei ,,Behandlungen* A (Diét) und B (Provokation) verglichen, indem jeder
Patient beide ,,Behandlungen® nacheinander erhélt. Der Vorteil dieser Studienform besteht
darin, daB3 jeder Patient als seine eigene Kontrolle dient (Lehmacher, 1987).

Nach Randomisierung wurden, wie in Kapitel B. 3. beschrieben, je 5 Patienten einem der
beiden Studienarme zugeordnet. So wurde bei den 5 Patienten des einen Studienarmes (4bb.
30, oberer Arm) die erste Biopsie unter Provokation und nach einer

21-tdgigen ,,wash-out“-Phase die zweite Biopsie unter Didt durchgefiihrt.

Bei den 5 Patienten des anderen Studienarmes (4bb. 30, unterer Arm) wurde die erste Biopsie
unter Diét und nach einer 21-tigigen ,,wash-out“-Phase die zweite Biopsie unter Provokation
entnommen.

Prov. Auswaschphase Diit
n=>5 4d 21d 4d
Auswaschphase
21d 1. Biopsie 2. Biopsi¢
oligoantigene stufenweises
Diit Wiedereinfiihren
Auswaschphase
21d 1. Biopsie 2. Biopsie
n=>5 4d 21d 4d
Dit Auswaschphase Prov.

Abb. 30: Studiendesign

In Abb. 31 wird die VIP-Rezeptorendichte der Patienten entsprechend ihrer Studien-
armzuteilung dargestellt.

I
£ 6 T
g
'3 Prov.
gﬂ 4 I I I e unter Prov
B B T T unter Didt
o 2
=
2
= 0
= = = = =
~ ~ ~ ey ~
™ il
- I _ I I unter Didt
I T == unter Prov.
< ¥ =) =) o
= = = = =
ey =W ~ ~ ch

Abb. 31: VIP-Rezeptorendichte unter Provokation und Dicdt entsprechend der Studienarmaufteilung
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Abb. 32 zeigt die Rezeptorendichte beider Perioden unter Behandlung A bzw. Behandlung B.
In der ersten Periode (Prov.= Didt) ist bei vier von fiinf Patienten ein deutlicher Anstieg der
VIP-Rezeptorendichte unter Didt zu erkennen. Bei einem Patienten bleibt die
Rezeptorendichte unter den beiden Behandlungsformen nahezu unveréndert.

In der zweiten Periode (Didt = Prov.) féllt bei drei von fiinf Patienten unter Provokation die
VIP-Rezeptorendichte deutlich ab. Ein Patient zeigt unter Provokation nur einen geringen
Abfall in der Rezeptorendichte, wiahrend sich bei einem Patienten unter Provokation sogar ein
geringer Anstieg der Rezeptorendichte (nicht signifikant) findet.

8 —
—o— Pat.1
—m— Pat.2
1 —A— Pat.3
—x<—Pat.4
6 + —x%— Pat.5
—0— Pat.6
o\o B Pat7
E 5+ —=— Pat.8
=
& —=— Pat.9
oh 4 - —o—Pat.10
o)
S
(5]
=
29y
= —_
2 €1
1 €1
0 .
Prov. = Diit Didt = Prov.

Abb.32: Verdnderungen der Rezeptorendichte unter der ersten Periode (Provi=) Didt) und der zweiten
Periode (Didit =) Prov.)
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Bei der Bewertung einer Crossover-Studie mufl sichergestellt werden, dafl kein
Uberhangseffekt vorliegt. Das heit, Behandlung A darf Behandlung B bzw. Behandlung B
darf Behandlung A nicht beeinflussen. Eine mdgliche Ursache konnte in unserer Studie zum
Beispiel eine zu kurz gewihlte ,,wash-out“-Phase sein.

Die Varianzanalyse fiir Crossover-Design ergab in unserer Studie keinen Uberhangseffekt (p=
0,76).

Abb. 33 stellt die Mittelwerte der Rezeptorendichte unter der jeweiligen Behandlungsform
dar.

Diat

Diat

Prov.
Prov.

Flache der grains in %

Abb. 33: Mittelwerte der Rezeptorendichte unter der jeweiligen Behandlungsform

Wird kein Uberhangseffekt nachgewiesen, diirfen beide Zeitpunkte ,,gepoolt* werden, um den
Gesamtbehandlungseffekt zu ermitteln.

Bei den 10 untersuchten Patienten liegt die durchschnittliche VIP-Rezeptorendichte unter
Provokation bei 3.41% Grainfldche und unter Diét bei 4.82% Grainfliche.

Der Unterschied der VIP-Rezeptorendichte unter Didt und unter Provokation ist
hochsignifikant (p=0.0038).
Bei den in dieser Studie untersuchten Patienten konnte eine Beeinflusssung der VIP-

Rezeptorendichte im Diinndarm durch Diit nachgewiesen werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Patienten dargestellt.
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Patient 1, N.H.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 13 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Provokation

« 2. Biopsie: unter Diét

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Kuhmilch

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Ziegenmilch, die bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Provokation: 2.76 (£ 0.34) %
unter Diit: 4.08 (£ 0.38) %
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt ist die VIP-Rezeptorendichte um 48 % hoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Diét ist signifikant.

Abb. 34 stellt die VIP-Rezeptoren-

=
dichte unter Provokation und unter £ 1
Diit dar. £§°7

T2t

unter unter Diat
Provokation

Abb. 34: VIP-Rezeptorendichte, Patient 1
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Patient 2, D.S.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 13 Jahre
« Geschlecht: weiblich

. 1. Biopsie: unter Provokation

« 2. Biopsie: unter Diét

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Weizen

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Roggen, der bei dieser Patientin als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Provokation: 2.83(£0.32)%
unter Diit: 4.77 (£ 0.67) %
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt ist die VIP-Rezeptorendichte um 68.5 % hdoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Diét ist signifikant.

Abb. 35 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter
Diit dar.

Flache der grains in %
D

unter unter Diat
Provokation

Abb. 35: VIP-Rezeptorendichte, Patient 2
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Patient 3, K.M.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 10 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Provokation

« 2. Biopsie: unter Diét

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Weizen

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Roggen, der bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Provokation: 2.88(x0.27) %
unter Diit: 5.90 (£ 0.28) %
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Diét ist die VIP-Rezeptorendichte um 105 % hdoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Diét ist signifikant.

Abb. 36 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter
Diit dar.

Flache der grains in %
D

unter unter Diat
Provokation

Abb. 36 VIP-Rezeptorendichte, Patient 3
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Patient 4, H.E..:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 15 Jahre
« Geschlecht: weiblich

. 1. Biopsie: unter Diét

. 2. Biopsie: unter Provokation

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Kuhmilch

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Ziegenmilch, die bei dieser Patientin als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Diit: 5.40(x0.36) %
unter Provokation: 342 (£0.8)%
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt war die VIP-Rezeptorendichte um 57.9 % hoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Abfall der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation ist signifikant.

7 4
Abb. 37 stellt die VIP-Rezeptoren- ©
. ) =6t
dichte unter Provokation und unter £ I
Diit dar. £§°7
>4+
: |
o 3+
g
227
1 4
0 } {
unter Diat unter
Provokation

Abb. 37: VIP-Rezeptorendichte, Patient 4
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Patient 5, B.R.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 11 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Diét

. 2. Biopsie: unter Provokation

Provozierende Nahrungsmittel, die durch ein als nicht provozierend getestetes Nahrungsmittel
hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat, Fett, der
Osmolaritit und des Volumens ersetzt werden konnnten:

Roggen, Weizen, Kuhmilch

Ersatz der provozierenden Nahrungsmittel durch:
Hafer und Ziegenmilch, die bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurden.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Diit: 5.52(20.52) %
unter Provokation: 3.67(x0.27) %
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt war die VIP-Rezeptorendichte um 50.4 % hoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Abfall der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation ist signifikant.

7 4
Abb. 38 stellt die VIP-Rezeptoren- 26l
dichte unter Provokation und unter £ I
Diat dar. 5 51
>4+
g L
o 3+
g
T 27
1 4
0 } {
unter Diat unter
Provokation

Abb. 38: VIP-Rezeptorendichte, Patient 5
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Patient 6, F.T.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 8 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Diét

. 2. Biopsie: unter Provokation

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Kuhmilch

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Ziegenmilch, die bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Diit: 4.62 (£ 0.55) %
unter Provokation: 3.66 (£ 0.23) %
Signifikanz (t-Test): p>0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt war die VIP-Rezeptorendichte um 26.2 % hoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Abfall der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation ist nicht signifikant.

Abb. 39 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter

S
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Diit dar. s I
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Provokation

Abb. 39: VIP-Rezeptorendichte, Patient 6
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Patient 7, Zi.F.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 7 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Provokation

« 2. Biopsie: unter Diét

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Weizen

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Roggen, der bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Provokation: 4.23 (£ 0.59) %
unter Diit: 7.10 (£ 0.85) %
Signifikanz (t-Test): p<0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt ist die VIP-Rezeptorendichte um 67.8 % hdoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Diét ist signifikant.

I
Abb. 40 stellt die VIP-Rezeptoren- 26l
dichte unter Provokation und unter £
Diat dar. 5 51
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3
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g
T 27
1 4
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unter unter Diat
Provokation

Abb. 40: VIP-Rezeptorendichte, Patient 7
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Patient 8, G.P.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 10 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Diét

. 2. Biopsie: unter Provokation

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Kuhmilch

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Ziegenmilch, die bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Diit: 4.28 (£0.63) %
unter Provokation: 4.40 (£ 0.67) %
Signifikanz (t-Test): p>0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt war die VIP-Rezeptorendichte um 2.7 % niedriger als die Rezeptorendichte
unter Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation ist nicht signifikant.

Abb. 41 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter
Diit dar.

Flache der grains in %
NI
——
-

unter Diat unter
Provokation

Abb. 41: VIP-Rezeptorendichte, Patient 8
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Patient 9, Z.H.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 11 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Provokation

« 2. Biopsie: unter Diét

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Kuhmilch

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Ziegenmilch, die bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Provokation: 3.69(£0.5) %
unter Diit: 3.73(x0.5) %
Signifikanz (t-Test): p>0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Diit ist die VIP-Rezeptorendichte um 1.1 % hoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Anstieg der VIP-Rezeptorendichte unter Diét ist nicht signifikant.

Abb. 42 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter
Diit dar.

Flache der grains in %
D
——
=

unter unter Diat
Provokation

Abb. 42: VIP-Rezeptorendichte, Patient 9
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Patient 10, K.F.:

« Alter zum Zeitpunkt der Biopsien: 12 Jahre
« Geschlecht: ménnlich

. 1. Biopsie: unter Diét

. 2. Biopsie: unter Provokation

Provozierendes Nahrungsmittel, das durch ein als nicht provozierend getestetes
Nahrungsmittel hinsichtlich des Energiegehalts, der Verteilung von Protein, Kohlenhydrat,
Fett, der Osmolaritidt und des Volumens ersetzt werden konnnte:

Weizen

Ersatz des provozierenden Nahrungsmittels durch:
Roggen, der bei diesem Patienten als nicht provozierend getestet wurde.

Fliche der grains bezogen auf die vermessene Zottenfliache (%):

unter Diit: 2.7 (£0.46) %
unter Provokation: 2.6 (£0.34) %
Signifikanz (t-Test): p>0.05
Beurteilung:

— ausgewertet wurden > 3200 histomorphologisch intakte Enterozyten pro Biopsie.

— unter Didt war die VIP-Rezeptorendichte um 3.8 % hdoher als die Rezeptorendichte unter
Provokation.

— der Abfall der VIP-Rezeptorendichte unter Provokation ist nicht signifikant.

Abb. 43 stellt die VIP-Rezeptoren-
dichte unter Provokation und unter
Diit dar.

Flache der grains in %
D

unter Diat unter
Provokation

Abb. 43: VIP-Rezeptorendichte, Patient 10
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D. Diskussion

Kinder mit gesichertem hyperkinetischen Syndrom kdnnen mit einer oligoantigenen Diét

erfolgreich behandelt werden (Egger, 1985; Kaplan, 1989; Carter, 1993; Boris, 1994; Schulte-

Korne, 1996). Die Moglichkeit eine sich vorallem neurologisch manifestierende Erkrankung

iiber den Nahrungsweg zu therapieren und die bei den Patienten immer wieder beobachteten

gastrointestinalen Symptome wie Ubelkeit, Bauchschmerzen und Blihungen, machten die

Untersuchung eines ,,brain-gut*“~-Hormons interessant. Wir entschieden uns daher Vasoaktives

Intestinales Polypeptid als Vertreter der ,,brain-gut“~-Hormone in der intestinalen Mukosa des

Duodenums quantitativ zu untersuchen. Aufgrund der schnellen Metabolisierung von VIP

selbst und der damit verbundenen MeBungenauigkeit der Serumkonzentration von VIP, wurde

die Dichte der VIP-Rezeptoren bestimmt. Das Duodenum als Untersuchungsort wurde aus
folgenden Griinden ausgewaihlt:

- Bei den Kindern mufte differentialdiagnostisch eine silente Zoliakie ausgeschlossen

werden.

- Die hochste Konzentration der VIP-Rezeptoren im menschlichen Gastrointestinaltrakt findet
sich im Duodenum (Zimmerman, 1989; Korman, 1989). Somit konnte vermutet werden, dafl
genau an diesem Ort mogliche Verdnderungen in der Rezeptorendichte am ehesten entdeckt
werden.

D. 1. Patientenkollektiv

Die an dieser Studie teilnehmenden Patienten wurden in der Sprechstunde ,,Erndhrung und
Verhalten“ des vom Bundesministerium fiir Gesundheit geforderten Modellprojektes
»Erndhrung und Verhalten® im Dr. vom Haunerschen Kinderspital betreut. Die Auswahl der
Patienten fiir diese Studie erfolgte nach einem mehrstufigen Diagnoseschema.

Zunichst mufite die Verdachtsdiagnose auf das Vorliegen einer Attention Deficit
Hyperactivity Disorder (ADHD) bestdtigt werden. Hierzu wurden die international giiltigen
Diagnosekriterien des hyperkinetischen Syndroms verwendet.

Die untersuchten Patienten erfiillten die Kriterien des Diagnostischen Manuals psychischer
Storungen (DSM-3R) und der International Classification of Diseases (ICD 10).

Der zweite diagnostische Schritt beinhaltete die Priifung einer Nahrungsabhingigkeit der
ADHD-Symptome. Wissenschaftliche Basis fiir diese weitere Eingrenzung der ADHD-
Patienten waren die zahlreichen groBen, randomisierten und zum Teil placebokontrollierten
Studien, die eine therapeutische Beeinflussung des hyperkinetischen Syndroms durch eine
oligoantigene Diit belegten (Swanson, 1980; Egger, 1985; Kaplan, 1989; Carter, 1993; Boris,
1994). Konnte unter oligoantigener Diét eine deutliche Verbesserung oder ein Verschwinden
der ADHD-Symptome erreicht werden und in der Reintroduktionsphase ein oder mehrere
Nahrungsmittel reproduzierbar als Ausloser bzw. Verstirker der ADHD-Symptomatik
identifiziert werden, wurde die Diagnose ,nahrungsmittelinduziertes hyperkinetisches
Syndrom* gestellt.

Ein weiteres Auswahlkriterium war die Indikation zu einer Diinndarmsaugbiopsie. Bei den im
Modellprojekt ,,Erndhrung und Verhalten* betreuten Patienten mit nahrungsmittelinduziertem
hyperkinetischen Syndrom wurden héufig didtabhingige Bauchschmerzen und ein gebldhtes
Abdomen beobachtet. Diese gastrointestinalen Beschwerden werden zunehmend als
Begleitsymptome des hyperkinetischen Syndroms beobachtet (Carter, 1993). Um jedoch eine
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differentialdiagnostisch zu erwégende silente Zodliakie sicher auszuschlieBen, wurde in
Zusammenarbeit mit der gastroenterologischen Abteilung des Dr. v. Haunerschen
Kinderspitals die Indikation zur Diinndarmsaugbiopsie gestellt.

Im Rahmen dieser klinisch notwendigen Untersuchungen konnte unsere wissenschaftliche
Studie durchgefiihrt werden.

Durch die Erfiillung der oben beschriebenen Diagnosekriterien war somit sichergestellt,

— daB die an unserer Studie teilnehmenden Patienten an einem hyperkinetischen Syndrom
litten;

— dafB bei diesen Patienten die Symptomatik des hyperkinetischen Syndroms durch
Didtmanipulation beeinfluflt werden konnte;

— dabB bei den Patienten eine Zoliakie sicher ausgeschlossen werden konnte (Wagner, 1998).

Die Geschlechtsverteilung der teilnehmenden Patienten zeigt ein Uberwiegen des ménnlichen
Geschlechts (8 minnliche, 2 weibliche Patienten). Diese ungleiche Geschlechterverteilung
steht jedoch im Einklang mit dem bekannten Uberwiegen des minnlichen Geschlechts bei
ADHD-Patienten (Anderson, 1987; Baumgartel, 1995; Szatmari, 1992; Wang, 1993;
Goldman, 1998).

D. 2. Studiendesign

Das Ziel dieser Studie war es, die Frage zu beantworten, ob bei Kindern mit
nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom durch Didtmanipulation die
Rezeptorendichte fiir Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) im Duodenum beeinfluf3t
wird.

Diese Fragestellung setzt allerdings voraus, da3 die bisher vorliegenden wissenschaftlichen
Belege (Kapitel A. 1. 5. 1. und A. 1. 8. 4.) tber die therapeutische BeeinfluBbarkeit des
hyperkinetischen Syndroms durch Didtmanipulation akzeptiert werden. Es war daher nicht
das Ziel dieser Arbeit das Phinomen der Nahrungsmittelunvertraglichkeit per se auf das
Verhalten  hyperkinetischer ~ Patienten zu belegen, sondern einen moglichen
Wirkungsmechanismus der therapeutischen Didtmanipulation ndher zu untersuchen.

Da in dieser Arbeit weltweit erstmals die VIP-Rezeptorendichte im kindlichen Duodenum
untersucht wurde, standen keine Referenzwerte zur Verfiigung. Diese Tatsache und das kleine
Patientenkollektiv forderten einen Crossover-Versuchsplan als optimale Studienform. Durch
das Crossover-Design war es moglich trotz fehlender Normwerte Aussagen iiber
Verdnderungen der VIP-Rezeptorendichte zu machen und eine interindividuelle Variabilitit
auszuschalten.

Der Nachteil dieser Studienform liegt im modglichen Vorhandensein von unterschiedlichen
Residualeffekten (carryover-, Nacheffekte).

Durch die Varianzanalyse fiir Crossover-Design konnten jedoch signifikante
Uberhangseffekte (z. B. zu kurze ,,wash-out“-Phase) oder Entzugseffekte auf die Ergebissse
dieser Studie ausgeschlossen werden.

Die Zuteilung der Patienten auf den jeweiligen Studienarm erfolgte randomisiert. In dieser
Studie wurde auf eine Doppelblindung verzichtet. Dies erschien uns zuléssig, da nicht von
einem Placeboeffekt auf die duodenale VIP-Rezeptorendichte auszugehen ist. Allerdings
erfolgte die mikroautoradiographischen Auswertung der Patientenbiopsien geblindet.
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D. 3. Patientencompliance

Auf eine stationdre Aufnahme wihrend der Studienphase wurde wegen der Dauer der

Untersuchungsphase und dem Ziel, die Patienten in ihrer vertrauten und natiirlichen

Umgebung zu belassen, verzichtet. Somit war die Kontrolle iiber die korrekte Einhaltung der

Didt durch die arztliche Seite eingeschrinkt. Allerdings wiren auch unter stationédren

Bedingungen Diétfehler nicht sicher auszuschlieBen gewesen.

Setzt man jedoch eine gute Compliance der Eltern voraus, diirfte die Kontrolle der

Didteinhaltung im engen familiiren Kontakt der stationdren Kontrollmoglichkeiten sogar

iiberlegen sein. Folgende Tatsachen fiihrten zur Annahme einer guten Compliance:

— Aufgrund der deutlichen Symptomverbesserung unter der Didt und dem hohen
Leidensdruck bei Symptomauspriagung, war den betroffenen Eltern der therapeutische
Nutzen der Didt sehr bewuf3t.

— Bereits in der Testphase fand eine ausfiihrliche Didtschulung der Eltern statt. Die Eltern
zeigten vor Studienbeginn einen sicheren Umgang mit der Diat.

— Waihrend der Studiendurchfithrung bestand ein enger telephonischer Kontakt zwischen
dem betreuenden Team (Arzt, Didtassistentin) und den Eltern der Patienten. Es zeigte sich
bei den teilnehmenden Eltern ein starker Wille und groBe Konzentration auf eine
regelrechte Durchfiihrung der Diit.

— Die Dauer der streng bilanzierten Didt war mit insgesamt 8 Tagen kurz. Wihrend dieser
Studienphase wurden keine Didtfehler berichtet.

— Die Auswaschphasen mit je zweimal 21 Tagen forderten keine streng bilanzierte Diét,
sondern nur das Vermeiden der provozierenden Nahrungsmittel.

— Die wihrend der Studienphasen durchgefiihrten Verhaltensbeurteilungen durch die Eltern,
Kindergirtnerinnen und Lehrer stimmten sowohl in der Didtphase wie auch in der
Provokationsphase tiberein.

— Immer wieder waren wir liberrascht wie gewissenhaft die Patienten selbst auf eine korrekte
Einhaltung der Didt bedacht waren, da ihnen der Gesundheitsgewinn unter Didt ein
deutlich problemloseres Leben ermdglichte.

D. 4. Autoradiographische Methode

Bei der in unserer Studie angewandten Methode der Autoradiographie zur Bestimmung der
duodenalen VIP-Rezeptorendichte handelt es sich um eine etablierte Labormethode (Young,
1979; De Souza, 1985; Mantyh, 1988; Martin, 1987; Zimmerman, 1989; Reubi, 1999). Wir
entschieden uns fiir die autoradiographische Methode, da die Autoradiographie den Vorteil
bietet, sowohl die anatomische Lokalisation als auch die quantitative Dichte von Rezeptoren
zu bestimmen.

In der internationalen Fachliteratur finden sich bisher nur wenige Arbeiten iiber die
quantitative VIP-Rezeptorenbestimmung im gesunden humanen Duodenalgewebe (King,
1989; Korman, 1989; Zimmerman, 1989). In keiner Arbeit wurden bisher VIP-Rezeptoren im
kindlichen Duodenum untersucht.

Ein gravierender Unterschied zwischen unserer Studie und den bisher verdffentlichen
duodenalen VIP-Rezeptorstudien bestand im GrofBenunterschied des zu untersuchenden
Materials. Wahrend in den bekannten Studien grofle Biopsate aus Tumorresektionsgebieten
zur  Verfiigung standen, wurden fiir unsere Untersuchung Biopsate aus
Diinndarmsaugbiopsien verwendet. Um ein artefaktfreies Durchfiihren der Autoradiographie
auch in sehr geringen Gewebemengen sicherzustellen, wurden von uns zahlreiche
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Vorversuche zur Qualitdtssicherung der verwendeten Methode durchgefiihrt. Wie im Kapitel
C. 2. beschrieben, konnte nachgewiesen werden, daf3 auch in kleinen Biopsatmengen die
Autoradiographie als sichere MeBmethode zur quantitativen Bestimmung von Rezeptoren
verwendet werden kann.

D. 5. VIP-Rezeptorendichte im Duodenum der Patienten mit
nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom

In der vorliegenden Studie wurde die VIP-Rezeptorendichte im Duodenum von 10 Kindern
mit gesichertem nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom unter Didt und unter
Provokation untersucht.

Bei 6 Kindern wurde ein signifikanter (p < 0.05) Unterschied der duodenalen VIP-
Rezeptorendichte zwischen den beiden verschiedenen Erndhrungsformen nachgewiesen,
indem sich unter Didt eine deutlich hohere VIP-Rezeptorendichte fand. Drei weitere Patienten
zeigten ebenfalls unter Didt eine hohere Rezeptorendichte, allerdings war die Differenz
zwischen Diét und Provokation nicht signifikant.

Nur bei einem Patienten wurde ein geringer, nicht signifikanter Abfall der VIP-
Rerzeptorendichte unter Diédt nachgewiesen.

Da in jedem autoradiographischen Versuchsdurchgang gleichzeitig die Biopsien unter Diét
und unter Provokation und damit unter identischen Bedingungen untersucht wurden als auch
das praanalytische Vorgehen bei allen Patienten gleich war, scheint ein systematischer Fehler
ausgeschlossen.

Wie bereits zuvor hingewiesen, existieren keinerlei Normwerte {iber die kindliche duodenale
VIP-Rezeptorendichte, vielmehr wurden in dieser Studie weltweit erstmals VIP-Rezeptoren
im kindlichen Duodenum untersucht.

Aufgrund des auch deshalb gewihlten Crossover-Designs ist somit nur die Aussage zuléssig,
daf} durch Didtmanipulation bei den untersuchten Patienten eine signifikante Verdnderung der
VIP-Rezeptorendichte stattfindet. Ein Zusammenhang zwischen dem Ausmall der
Rezeptorendichteverdnderung und bestimmten Nahrungsmitteln konnte nicht gefunden
werden. Die in unserem Patientenkollektiv als ,,provozierend* identifizierten Nahrungsmittel
stimmen mit den bisher durchgefiihrten kontrollierten Studien {iiber die didtetische
BeeinfluB3barkeit des hyperkinetischen Syndroms {iberein.

Unklar 1ist, ob die provozierende Nahrung zu einer pathologischen, z. B.

krankheitsauslosenden Verminderung der VIP-Rezeptoren fithrt und durch die Diét eine

therapeutische Anhebung der VIP-Rezeptorendichte in den physiologischen Normbereich

erreicht wird.

Umgekehrt wére auch folgendes Denkmodell moglich: Die VIP-Rezeptoren liegen unter

Provokation im physiologischen Normbereich, durch die oligoantigene Didt kommt es zu

einem unphysiologischen Anstieg der VIP-Rezeptoren, der eine therapeutische Wirkung

entfaltet.

Mehrere Griinde lassen uns jedoch die Vermutung favorisieren, dall provozierende Nahrung

eine pathologische Verminderung der duodenalen VIP-Rezeptoren verursacht:

— Die Patienten zeigen unter Provokation ein pathologisches Verhalten.

— Unter provozierender Nahrung klagen die Patienten gehéuft iiber Bauchschmerzen.

— Unter Didt kommt es zu einem Verschwinden der Symptome und ein ,,physiologischer
Normbereich* des Verhaltens und begleitender Symptome wird erreicht.
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Aufgrund der histologischen Untersuchungen ist eine, zumindest mikroskopisch erkennbare
Schiadigung des Schleimhautepithels, die zu einer primédren Verminderung der VIP-
Rezeptorendichte fithren konnte, unwahrscheinlich. Zudem konnten wir kein vermehrtes
Auftreten von entziindungsassoziierten Zellen in den Saugbiopsaten erkennen.

Somit muf3 eine gesteuerte Down- bzw- Upregulation der Rezeptoren in Betracht gezogen
werden. Neben VIP sind bisher mehrere physiologische Substanzen bekannt, die die VIP-
Rezeptorexpression beeinflussen z. B. Cortisol, Cholezystokinin ( Diaz-Juarez, 1994; Wiik,
1991; Katsushima, 1990).

Der Mechanismus, {iiber den Nahrungsmittel zu einer Dysregulation der VIP-
Rezeptorexpression fiithren, ist bisher nicht untersucht worden. Allerdings existieren mehrere
Arbeiten, die einen EinfluB verschiedener Nahrungszusammensetzungen auf die VIP-
Plasmakonzentrationen nachweisen konnten (Corring, 1986; Ye,1995; Pedersen-Bjergaard,
1996).

Moglicherweise liegen bei unseren Patienten verdnderte VIP-Serumkonzentrationen vor.
Erhohte  VIP-Serumkonzentrationen konnten die  beobachteten  gastrointestinalen
Beschwerden der Patienten erkldren und zu einer Suppression der VIP-Rezeptorenexpression
fiihren. Diese Vermutung wird durch eine bisher unverdffentlichte Pilotstudie, die in der
Kinderklinik an der Great Ormond Street London, durchgefiihrt wurde, unterstiizt: Bei
Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom konnten reproduzierbar
unter Provokation hohere VIP-Plasmakonzentrationen als unter Didt gemessen werden
(Egger, 1997).

Der Zusammenhang unserer Ergebnisse mit der immer wieder aufgestellten Hypothese der
Nahrungsmittelallergie als Erkldrung fiir die BeeinfluBbarkeit des hyperkinetischen Syndroms
durch Nahrungsmittel ist bisher nicht gekldrt. Es mull jedoch betont werden, daf} die
Bezeichnung ,,Nahrungsmittelallergie® im strengen Sinne als Ursache des hyperkinetischen
Syndroms wissenschaftlich wenig haltbar ist.

Neuere Arbeiten konnten eine IgE-vermittelte Immunantwort bei Kindern mit
hyperkinetischem Syndrom nicht nachweisen (McGee, 1993; Blank, 1994; Gaitens, 1998).
Vielmehr mufl von einer Nahrungsmittelunvertriglichkeit ausgegangen werden, deren
pathophysiologischer Mechanismus nicht IgE-vermittelt ist. Darunter versteht man eine
reproduzierbare physische oder psychische Reaktion auf Nahrungsmittel, die auch dann
auftritt, wenn die Einnahme des verdichtigten Nahrungsmittels oder Nahrungsmittelzusatzes
unbewuBt erfolgt (Ferguson, 1992). Bei der Nahrungsmittelunvertraglichkeit mufl zwischen
der Idiosynkrasie (Mediatorfreisetzung, Enzymmangel) und der toxischen Wirkung
bestimmter Nahrungsmittel bzw. der Pseudoallergie unterschieden werden. Mehrere, nicht
Antikdrper vermitteltete Mechanismen scheinen bei der Pseudoallergie fiir die
gastrointestinalen Symptome verantwortlich zu sein. So wird eine direkte Wirkung der
Nahrungsmittelantigene auf  die Mastzellen vermutet. Zudem scheinen
Nahrungsmittelantigene die Faktoren C;p und Csp aus dem Komplementsystem direkt zu
aktivieren (Moneret-Vautrin, 1979). Allerdings gelang es erst in den letzten Jahren eine IgE-
unabhingige Mastzellaktivierung durch IgG-Rezeptoren und NO im Gastrointestinaltrakt
nachzuweisen (Miyajima, 1997; likura, 1998). In dem sich zunehmend weiterspannenden
immunologischen Netzwerk des Gastrointestinaltraktes konnte vor kurzem eine Interaktion
zwischen gastrointestinalem Nervensystem und Mastzellen entdeckt werden, indem eine
Aktivierung der Mastzellen durch das ,,gut-hormone® Substanz P nachgewiesen wurde
(Bischoft, 2000).
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Eine Interaktion zwischen VIP und Mastzellen wurde zwar noch nicht im Zusammenhang mit
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten untersucht, jedoch scheint VIP einen hemmenden Einfluf3
auf die Mastzelldegeneration zu haben (Tuncel, 1998; Tuncel, 2000).

Aufgrund der in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse iiber die Antikorper-
unabhingigen Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und unseren Studienergebnissen muf3 VIP
als Baustein des pathophysiologischen Geschehens beim nahrungsmittelinduziertem
hyperkinetischen Syndrom in Betracht gezogen werden.

Die immer wieder geduBerten, wissenschaftlich jedoch klar widerlegbaren Zweifel an der
Wirksamkeit der oligoantigenen Didt beruhen teilweise auf dem bis heute ungeklirten
Wirkmechanismus. Wie ist es moglich durch Didtmanipulation eine neuromodulatorische
Wirkung im Zentralen Nervensystem zu erzielen?

Zunehmend erkannte man vorallem in den letzten Jahren die Komplexitidt der neuronalen
Kommunikation zwischen Gastrointestinaltrakt und dem Zentralen Nervensystem. Die
sogenannte ,brain-gut“-Achse besteht aus einer multifunktionalen und bidirektionalen
Informationsweiterleitung  und  Informationsverarbeitung  zwischen = ZNS  und
Gastrointestinaltrakt. Das neuronale Netzwerk des Gastrointestinaltraktes scheint als eine Art
Microprozessor lokale Afferenzen und Efferenzen weit unabhingiger zu verarbeiten als
bisher angenommen. Vagale afferente Fasern leiten Informationen dieses ,,abdominellen
Mikroprozessors® iiber den Nucleus Tractus solitarius an libergeordnete Hirnregionen. Fiir die
synaptischen Ubertragungen dieses komplexen Informationssystems sind bis heute mehr als
30 Neurotransmitter bekannt. (Wood, 1999; Aziz, 1998). Stérungen in der ,,brain-gut“-Achse
werden zum Beispiel beim Krankheitsbild des irritablen Colons vermutet. So finden sich bei
diesen Patienten eine sich von Gesunden unterscheidende kortikale Aktivierung auf enterale
Schmerzreize (Mertz, 2000; Wood, 1999; Aziz, 1998) und EEG-Auffilligkeiten (Nomura,
1999).

Bei Kindern mit ADHD kann durch Didtmanipulation iiber den Gastrointestinaltrakt eine
primdr kortikal generierte Verhaltensdysfunktion beeinfluit werden. Zudem konnten
spezifische elektrophysiologische Wirkungen der oligoantigenen Diédt im ZNS nachgewiesen
werden. Uhlig (1992) zeigte bei Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen
Syndrom im EEG unter Diét eine signifikante Abnahme der B;-Aktivitdt frontotemporal. In
einer Studie von Kiefer (1997) wurde unter oligoantigener Diét eine signifikante Zunahme
des REM-Schlafes beobachtet.

Wir stellten uns daher die Frage, ob bei Kindern mit nahrungsmittelinduziertem
hyperkinetischen Syndrom eine Storung der ,,brain-gut“-Achse vorliegen konnte.

Hierzu konzentrierten wir uns auf die Untersuchung eines Neurotransmitters der ,,brain-gut*-
Achse, das Vasoaktive Intestinale Polypeptid.

Die physiologischen Wirkungen von VIP, insbesondere die starke vasoaktive Potenz im
prafrontalen Kortex, und die bisher vorliegenden Erkenntnisse eines verdnderten
Glucosemetabolismus und einer verminderten Durchblutung des préfrontalen Kortex bei
Kindern mit ADHD (Kapitel A. 1. 6. 3.) legten die Untersuchung dieses ,brain-gut®-
Neurotransmitters besonders nahe.

Die in dieser Studie nachgewiesenen Verdnderungen in der Dichte von duodenalen VIP-
Rezeptoren unter Didt und Provokation miissen als erster Hinweis auf eine mogliche Stérung
der ,,brain-gut“-Achse bei Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom
gewertet werden.

Da wir, durch die aufwendige Studiendurchfiithrung bedingt, nur eine kleine Patientenzahl
untersuchen konnten, miissen unsere Ergebnisse zundchst in einem gréferen
Patientenkollektiv bestétigt werden. Zudem sind Untersuchungen wiinschenswert, die
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Normwerte der VIP-Rezeptordichte im Duodenum gesunder Kinder zu erstellen. Die
Ergebnisse einer solchen Vergleichsgruppe wiirden die Frage beantworten, ob die von uns
unter Provokation gefundene VIP-Rezeptorendichteminderung durch die oligoantigene Diét
in den physiologischen Normbereich ,,up-reguliert™ wird oder erst durch Anhebung der VIP-
Rezeptorendichte in den ,,liber-physiologischen* Bereich die therapeutische Wirkung der
oligoantigenen Didt erreicht werden kann.

Erst das in den ndchsten Jahren zu erwartende zunehmende Verstindnis der ,brain-gut®-
Achse wird eine genauere Einordnung unserer Ergebnisse in den pathophysiologischen
Mechanismus des nahrungsmittelinduzierten hyperkinetischen Syndroms ermoglichen.
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E. Zusammenfassung

Das hyperkinetische Syndrom ist mit einer Pravalenz von 3 bis 6 Prozent die im Kinder- und
Jugendalter am hiufigsten auftretende psychiatrische Erkrankung. Leitsymptome des
hyperkinetischen Syndroms sind Hyperaktivitit, Aufmerksamkeitsstorung und Impulsivitat.
Die Ursachen des hyperkinetischen Syndroms sind bis heute weitgehend ungeklért, allerdings
scheinen genetische Disposition und Storungen im dopaminergen Stoffwechsel des ZNS eine
Rolle zu spielen.

Als Therapie steht die Anwendung von Psychostimulantien zur Verfiigung. Neben dieser
medikamentdsen Therapieform, konnte jedoch in den letzten 15 Jahren die oligoantigene Diét
als effektive und durch zahlreiche Doppelblindstudien gesicherte Therapieform fiir einen Teil
der betroffenen Kinder etabliert werden. Der Wirkungsmechanismus der oligoantigenen Diit
ist bis heute unbekannt. Die Moglichkeit durch Didtmanipulation eine neuromodulatorische
Wirkung zu erzielen, das gehdufte Auftreten von Bauchschmerzen und Studien, die
Verdnderungen im Glucosemetabolismus und der Durchblutung des préifrontalen Cortex
nachweisen konnten, lassen eine Storung in der ,,brain-gut“-Achse moglich erscheinen.

Wir untersuchten bei 10 Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetischen Syndrom
die Rezeptorendichte in duodenalen Enterozyten fiir Vasoaktives Intestinales Polypeptid
(VIP), ein Neurotransmitter der ,,brain-gut“-Achse.

Alle Patienten erfiillten die diagnostischen Kriterien des DSM IIIR und des ICD 10 fiir das
hyperkinetische Syndrom. Zudem bestanden bei allen untersuchten Patienten rezidivierende
Bauchschmerzen. Die Patienten zeigten unter einer oligoantigenen Diit ein Verschwinden
oder einen deutlichen Riickgang der Symptome des hyperkinetischen Syndroms und der
Bauchschmerzen. Reproduzierbar konnten diese Symptome durch Zufuhr bestimmter
Nahrungsmittel (provozierende Nahrung) wieder hervorgerufen werden.

Randomisiert wurden die Patienten auf zwei Studienarme verteilt. Nach einer
standardisierten, dreiwdchigen ,,wash-out“-Phase wurden Diinndarmsaugbiopsien aus der
Flexura dodenojejunalis bei jedem Patienten sowohl unter Didt als auch unter Provokation
durchgefiihrt.

Die Diinndarmsaugbiopsate wurden sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Die Bestimmung der duodenalen VIP-
Rezeptordichte erfolgte durch Autoradiographie mit '*J-VIP. Zur Quantifizierung wurde die
Methode der Mikroautoradiographie angewandt. Pro Patient wurden je 3200 Enterozyten
unter Didt und unter Provokation untersucht.

9 Patienten (n=10) zeigten unter Didt eine hohere VIP-Rezeptordichte als unter Provokation.
Bei 6 Patienten war die Differenz in der VIP-Rezeptordichte signifikant (p<0.05). Ein Patient
wies unter Provokation eine gering hohere VIP-Rezeptordichte als unter Diét auf, allerdings
war der Anstieg der VIP-Rezeptordichte unter Provokation nicht signifikant. In der
Varianzanalyse fiir Crossover-Design konnte ein Uberhangeffekt ausgeschlossen werden. Die
deswegen zulédssige Poolung beider Studienarme ergab einen hochsignifikanten Unterschied
der VIP-Rezeptordichte unter Diédt und Provokation (p=0.0038).

In unserer Crossover-Studie konnte gezeigt werden, dafl durch Didtmanipulation die VIP-
Rezeptorendichte im Diinndarm bei Kindern mit nahrungsmittelinduziertem hyperkinetsichen
Syndrom beeinfluflt wird.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daB VIP im Pathomechanismus des
nahrungsmittelinduzierten hyperkinetischen Syndroms eine Rolle spielt.
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