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Blicher

,2Alle Bucher dieser Welt
Bringen dir kein Gluck,

Doch sie weisen dich geheim

In dich selbst zuriick.

Dort ist alles, was du brauchst,
Sonne, Stern und Mond,
Denn das Licht, danach du frugst,

In dir selber wohnt.

Weisheit, die du lang gesucht
In den Blchereien,
Leuchtet jetzt auch jedem Blatt-

Denn nun ist sie dein.”

Hermann Hesse
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1. Einleitung

1.1 Gastrodsophageale Refluxkrankheit (GERD)

1.1.1 Definition

Laut der Montreal Definition entwickelt sich eine GERD, wenn der Reflux von Mageninhalt
stérende Symptome und/oder Komplikationen verursacht (Vakil et al., 2006). Unter dem
Begriff GERD werden folgende Manifestationen zusammengefasst: erosive Refluxdso-
phagitis verschiedener Schweregrade (ERD), nicht erosive Refluxkrankheit (NERD), hy-
persensitiver Osophagus, extradsophageale Manifestationen, Komplikationen der GERD,
funktionelle Refluxbeschwerden und Barrett-Osophagus (Koop et al., 2014). Die Erkran-
kung kann in 6sophageale und extraGsophageale Syndrome unterteilt werden. Zu den
extrabsophagealen Symptomen zahlen Laryngitis, Husten, Asthma und Zahnerosionen
(Vakil et al., 2006, Zullo et al., 2020). Im Folgenden liegt der Fokus auf 6sophagealen
Symptomen der GERD.

Die GERD mit endoskopisch nachweisbaren Lasionen (Erosionen, Striktur, Barrett-Oso-
phagus) wird als erosive gastrodsophageale Refluxkrankheit (ERD) definiert. Dabei ha-
ben weniger als 50 % aller Patient*innen mit typischen GERD-Symptomen endoskopisch
erkennbare Schleimhautlasionen (Fass und Ofman, 2002). Eine NERD liegt nur vor, wenn
die Beschwerden die Lebensqualitat beeintréachtigen und NERD kann die Lebensqualitat
(QolL) ahnlich stark beeintrachtigen wie ERD (Fass und Ofman, 2002). Ein hypersensitiver
Osophagus liegt vor, wenn Refluxereignisse formal quantitativ innerhalb der Norm liegen,
aber als Sodbrennen mit positivem Symptomindex wahrgenommen werden (Thoua et al.,
2008). Patient*innen mit funktionellen Refluxbeschwerden klagen zwar Uber Sodbrennen,
es liegt aber weder ein pathologischer Reflux vor (negative pH-Metrie/lmpedanz) noch
besteht eine zeitliche Assoziation der Schmerzangaben mit physiologischen Refluxereig-
nissen (Fass und Achem, 2011). Abbildung 1 zeigt die Aufteilung der verschiedenen Sub-
gruppen der GERD, die Uberschneidung der Krankheiten (nicht proportional) und die ge-
schatzten Anteile der Patient*innen, welche mit der Erkrankung auch die typischen Symp-

tome zeigen.
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Abb. 1: Das Spektrum der GERD

Dargestellt ist das Spektrum der GERD und die Schéatzungen der Anteile von Patient*in-
nen mit Symptomen in Prozent und (nicht-proportional dargestellt) die Uberschneidung
der Krankheiten. Abk.: ?%*: hier gibt es keine Daten in der Literatur; NERD: Non erosive
reflux disease/ Nicht erosive Refluxkrankheit; GERD: Gastrooesophageal reflux disease.
Modifiziert nach Ronkainen und Agréus, 2013.

1.1.2 Epidemiologie

Die GERD ist eine haufige Krankheit. In Studien, welche als Kriterium Symptome von
mindestens einmal pro Woche festlegen, ergab sich eine gepoolte Pravalenz von weltweit
ungefahr 13,3 %. Hierfir wurden populationsbasierte Studien untersucht, welche einer
geographischen Variation unterliegen. Abbildung 2 zeigt die Pravalenz der gastroésopha-
gealen Refluxsymptome weltweit auf einer farblich markierten Karte. Es ist zu sehen, dass
sich die hoéchste Pravalenz fir Std-Asien und Sud-Europa (mehr als 21 %) und die nied-
rigste Pravalenz fur Sudost-Asien, Kanada und Frankreich (unter 10 %) ergibt. Es gibt
keine Daten fur eine Pravalenz in Afrika (auf der Karte grau markiert) (Eusebi et al., 2017).
Die niedrigste Pravalenz von 2,5 % wurde in China festgestellt und die héchste Pravalenz
mit 52,1 % in Griechenland (Eusebi et al., 2017). Die Pravalenz der GERD-Symptome
stieg bis 1995 um 50 % und blieb seitdem konstant (El-Serag et al., 2014). Somit bleibt,
laut einem Review von El-Serag et al. (2014), GERD eine haufige Erkrankung weltweit,
wobei nur in Ost-Asien eine Pravalenz von konstant unter 10 % zu finden ist. Die hohe

Pravalenz dieser Erkrankung hat demnach auch grof3e soziale Konsequenzen, da der
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ausgeloste Schmerz und das Unbehagen viele Bereiche des Lebens der Patient*innen
beeinflussen (El-Serag et al., 2014). Es konnte gezeigt werden, dass eine gastro6oso-
phageale Refluxerkrankung viele Aspekte des alltaglichen Lebens beeinflusst. Vor allem
die gesundheitsbezogene Lebensqualitat, Krankheitstage, Produktivitat auf der Arbeit und
Inanspruchnahme medizinischer Versorgung sind hier zu nennen. Hierbei waren die Aus-
wirkungen von GERD auf diese Parameter gro3er bei Patient*innen mit haufigeren und
starkeren GERD-Symptomen (Wabhlqvist et al., 2008). Schon 1999 wurde der starke und
vermutlich kausale Zusammenhang zwischen gastroésophagealem Reflux und ésopha-
gealem Adenokarzinom erkannt (Lagergren et al., 1999). Die jahrliche Inzidenz des 6so-
phagealen Adenokarzinoms stieg weltweit zwischen 1960 und 1990, von 3,5 % in Schott-
land bis 8,1 % in Hawaii, was mit einer gleichzeitig steigenden Pravalenz von GERD ein-
herging (Edgren et al., 2013).

< U
10-14 9%,
1519 9*°

20-24 9% >~ b

Abb. 2: Pravalenz der wochentlichen gastro6sophagealen Reflux-Symptome weltweit

Abgebildet ist die weltweite Verteilung der gastroésophagealen Reflux-Symptome basie-
rend auf Symptomen mit einer Haufigkeit von einmal die Woche oder mehr. Fir die grau
markierten Lander konnten keine Daten gefunden werden. Quelle: Modifiziert nach Rich-
ter und Rubenstein 2018, adaptiert von Eusebi et al., 2017.
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1.1.3 Atiologie

Die Ursachen fur die Entstehung einer GERD sind vielfaltig und es gibt einige gut doku-
mentierte Risikofaktoren und Komplikationen (siehe Tabelle 1) (Richter und Rubenstein,
2018).

Tab. 1. Assoziation von Risikofaktoren fir GERD und deren Komplikationen

Risikofaktor ~ Symptome Osophagitis Striktur Osophageales
Adenokarzinom

Alter +/- ‘ + + ++

Méannliches +/- + +/- ++

Geschlecht

WeiRe Rasse  +/- ‘ + + ++

Ubergewicht | + + ++

H. pylori +/- - -

Rauchen + + + ++

Modifiziert nach Richter und Rubenstein, 2018.+ : positive Assoziation; ++ : starke positive
Assoziation; - : negative Assoziation; -- : starke negative Assoziation; +/- : keine Assozia-
tion oder heterogene Daten flr Assoziation. Es wurde nur das mannliche Geschlecht un-
tersucht.

Laut Ronkainen und Agréus sind Ubergewicht und Rauchen die beiden Lebensstilfakto-
ren, welche eine starke Evidenz haben, mit GERD assoziiert zu sein (Ronkainen und Ag-
réus, 2013). Die gepoolte Pravalenz von gastrodsophagealen Refluxsymptomen war ho-
her bei Raucher*innen (19,6 %) im Vergleich zu Nicht-Raucher*innen (15,6 %) (Eusebi et
al., 2017). Bei Patient*innen mit Ubergewicht, definiert mit einem BMI = 30 kg/m2, war die
gepoolte Pravalenz hoher (22,1 %) als bei nicht Gbergewichtigen Patient*innen (14,2 %).
Das Odds Ratio (OR) war 1,73 (Eusebi et al., 2017). Ein weiterer wichtiger Faktor, welcher
im Zusammenhang mit gastroésophagealen Refluxsymptomen steht, ist das Alter, denn
das OR fur gastroosophageale Refluxsymptome bei Patient*innen mit einem Alter 250
Jahre verglichen mit denen <50 Jahren, war 1,32. Somit ergibt sich ein Zusammenhang
zwischen Alter und gastrodsophagealen Refluxsymptomen (Eusebi et al., 2017). Das lasst
einen moderaten Anstieg bei der Symptompravalenz mit steigendem Alter vermuten. Zu-

satzlich war die gepoolte Pravalenz signifikant hoher bei Ubergewichtigen Patient*innen
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verglichen mit Normalgewichtigen. Andere demographische Faktoren, welche mit Symp-
tomen assoziiert sind, sind NSAR und/oder Aspirin-Einnahme, niedriges Einkommen und
niedriges Bildungsniveau, obwohl bei all diesen Faktoren das Ausmal3 der Effekte mode-
rat war (Eusebi et al., 2017). Aul3erdem zeigte sich, dass kein bestimmtes Gen als Ursa-
che fur die Erkrankung gefunden werden konnte, sondern GERD eher auf einer polygenen
Basis entsteht (Gharahkhani et al., 2016).

Medikamente sind mdgliche Verursacher einer GERD und die Symptomatik einer beste-
henden GERD kann durch sie verstarkt werden. Kalziumantagonisten, Nitropraparate,
Theophylline und Aminophylline (Verstarkung eines refluxbedingten Asthmas), Anticholi-
nergika, beta-adrenerge Agonisten, Benzodiazepine, pfefferminzhaltige Préparate und
Ostrogenpraparate zur postmenopausalen Hormontherapie bewirken die Relaxation des
unteren Osophagussphinkters oder die Stoérung der 6sophagealen Clearance (Lagergren
et al., 2000). AuRBerdem gibt es Medikamente, die motilititsunabhangig agieren und zu
einer toxischen Osophagitis fiihren konnen. Diese kann lokal (ASS, NSAR, Biphospho-
nate, Doxycylin, Eisensulfat, Ascorbinsaure) oder systemisch (Zytostatika) geschehen
(Tutuian, 2010).

1.1.4 Pathogenese

Die GERD wird hauptséchlich durch den retrograden Fluss von Magensaure aus dem
Magen in den Osophagus ausgelost, welche Symptome verursacht und/oder die 6sopha-
geale Schleimhaut angreift (Vakil et al., 2006). Charakteristische Symptome der gastro6o-
phagealen Refluxkrankheit sind retrosternales Brennen (haufig Sodbrennen genannt) und
Regurgitation (der retrograde Fluss von Inhalt von Hohlorganen) (Vakil et al., 2006). Die
Funktion des Osophagus ist es, Nahrstoffe vom Mund in den Magen zu transportieren
und eine Aspiration von Mageninhalt in die Lunge zu verhindern. Fur diese Funktion hat
der Osophagus zwei Sphinkter (oberen und unteren ésophagealen Sphinkter) an beiden
Enden des tubularen Organs. Der mikroskopische Aufbau der Tunica Mucosa des Oso-
phagus ist - im Unterschied zu den anderen Organen des Magen-Darm-Traktes - mit ei-
nem mehrschichtig unverhornten Plattenepithel mit submukdsen Drisen ausgestattet
(Tutuian, 2010).

Die GERD kann entstehen, wenn Faktoren, welche den Osophagus schadigen, den

schitzenden Faktoren (die gastrodésophageale Junction Barrier, Saure-Clearence,
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Schleimhaut- Widerstand) tberlegen sind. Wenn die schitzenden Faktoren Giberwunden
sind, kann das Refluxat - bestehend aus Saure, Pepsin, duodenalen Saften und Pan-
creasenzymen - direkten Schaden an der Schleimhaut anrichten und somit zu den oben
genannten Symptomen und Komplikationen flihren. Die Mechanismen, welche direkt an
der Pathogenese beteiligt sind, sind (1) motorische Abnormalitaten z.B. eingeschrankter
Ruhetonus des unteren Osophagussphinkter, transiente Relaxationen des unteren Os-
phagussphinkter, eingeschrankte 6sophageale Saure-Clearance und verzdgerte Magen-
entleerung, (2) anatomische Abnormalitaten z.B. Hiatushernie, (3) viszerale Hypersensi-
tivitat und (4) eingeschréankter Schleimhautwiderstand (Giorgi et al., 2006). Die Hiatusher-
nie kann hierbei zu einer Dysfunktion des unteren Osophagussphinkters fiihren und die
verzogerte Magenentleerung kann eine Magendehnung und damit voribergehende Deh-
nung des unteren Osophagussphinkters bewirken, was zu postprandialem Reflux fiihren
kann. AuRerdem kann das Gleichgewicht der Schleimhautschutzfaktoren bei erhéhtem
Saurereflux zusammenbrechen (Castell et al., 2004). Histopathologische Veranderungen
bei der Refluxdsophagitis bei GERD sind erhéhte Eosinophile, intrapapillare GefalRdilata-
tion, intraepitheliale Einblutung, Papillare Dehnung, Basalzellhyperplasie, dilatierte inter-
zellulare Raume (DIS), erhohte Zellproliferation, Auftauchen von Langerhanszellen und
Hyperplasie der Nervenfasern (Miwa et al., 2013).

Lange ging man davon aus, dass zur Pathogenese von GERD lediglich die Saure-indu-
zierte Verletzung des Epithels beitragt und dass HCL den Osophagus verletzt, indem es
die Tight Junction Proteine des Epithels beschadigt. Dies fuhrt zu dilated intercellular
spaces (DIS), wodurch sich die parazellulare Permeabilitat erhdht. Das Resultat aus den
DIS und dem Untergang der Epithelzellen ist, dass HCL Zugang zu sensorischen Neuro-
nen in tieferen Schichten der Mukosa bekommt und dort an chemosensitiven Nozizepto-
ren Schmerz (Sodbrennen) erzeugen kann (Barlow und Orlando, 2005). Pepsin tragt zur
Verletzung durch das Refluxat bei, indem Pepsin die Verbindungsproteine der Zellen spal-
tet. Die peptische Verdauung der Verbindungsproteine erhdht die Schleimhautpermeabi-
litéat, was das Eindringen von Wasserstoff-lonen in die Schleimhaut erleichtert und Zellen
in tieferen Schichten des Epithels angreifbar flr die Magensaure macht (Tobey et al.,
2001). Standard-Medikament bei gastroosophagealem Reflux sind Protonenpumpeninhi-
bitoren (PPI) (Kahrilas et al., 2008; Koop et al., 2014). Fragen bezuglich deren Wirksam-

keit warfen Falle auf, bei denen die Symptome nicht durch eine PPI-Therapie gemindert
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werden konnten. Eine japanische Studie fand heraus, dass ca. 20 % der Patient*innen
mit Refluxdsophagitis und ca. 50 % der Patient*innen mit nicht-erosiver-Refluxdsophagitis

nicht auf eine PPI-Therapie ansprechen (Miwa et al., 2007).

In einer weiteren Studie von Miwa et al. (2013) wurden ERD und NERD-Patient*innen
Biopsien des distalen Osophagus entnommen, bevor eine vierwdchige Therapie mit
10 mg Rabeprazol (ein PPI) taglich eingeleitet wurde. Die Symptome wurden mit einem
Symptomtagebuch dokumentiert. Patient*innen, die nach vier Wochen noch Symptome
hatten, wurde zwei weitere Wochen Rabeprazol verabreicht (insgesamt sechs Wochen).
Die Patient*innen, welche noch immer keinen Symptomrickgang zeigten, wurden zwei
weitere Wochen mit Rabeprazol therapiert (insgesamt acht Wochen). Bei Patient*innen,
welche nicht auf die Therapie ansprachen, waren bei der ERD histopathologisch viele
Eosinophile Zellen zu finden und intraepitheliale Blutungen. Bei NERD-Patient*innen, die
nicht auf die Therapie ansprachen, konnte im distalen Osophagus ein fehlendes Immuno-
staining fur PGP 9.5 (Marker fir viszerale sensible Neurone) und DIS gefunden werden.
Bei dieser Patient*innengruppe war mit 0 % nach vier Wochen und 22 % nach acht Wo-
chen der niedrigste Therapieerfolg zu verzeichnen (Miwa et al., 2013). Die Studie zeigt,
dass das traditionelle Konzept der Pathogenese der Refluxésophagitis und von Sodbren-
nen zu einfach ist und dass die Symptome der GERD nicht nur durch Séure induziert sein
konnen (Huo und Souza, 2013). Weiterhin gibt es eine steigende Anzahl von Daten aus
denen hervorgeht, dass auRerdem immunvermittelte Mechanismen auf3erdem eine wich-
tige Rolle spielen und dass alleinige Sauresuppression nicht ausreicht, um alle Patient*in-
nen mit GERD suffizient zu behandeln. Souza et al. (2009) zeigte, dass Reflux die IL-8
Freisetzung des Osophagus-Epithels erhoht und dass die Infiltration von Entziindungs-
zellen stattfindet, bevor Giberhaupt die Schleimhautbarriere gestort ist (Souza et al., 2009,
Abdel-Aziz et al., 2015b, Ulrich-Merzenich et al., 2019). Eine Studie von Abdel-Aziz et al.
(2015) konnte auRerdem an einem subchronischen Osophagitismodell zeigen, dass
epitheliale Osophagus-Zellen eine Reihe von pro-entziindlichen Zytokinen freisetzen, wel-
che Rezeptoren und Signalkaskaden (CINC1-3 (IL-8), TREM1 und GPR84) aktivieren, die
fur die Regulation des entztindlichen Prozesses in diesem Modell relevant waren (Abdel-
Aziz et al., 2015b). Generell konnte gezeigt werden, dass IL-8 eines der zentralen pro-ent-
zuindlichen Zytokine im oberen Gastrointestinaltrakt (GIT) ist (Joel E. Richter, 2007).
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1.1.5 Klinik

Charakteristische Symptome der GERD sind retrosternales Brennen (haufig Sodbrennen
genannt) und Regurgitation (der retrograde Fluss von Inhalt von Hohlorganen). Die hau-
figste Manifestation der 6sophagealen Verletzung ist die Refluxdsophagitis (Vakil et al.,
2006). Zum anderen gibt es Symptome, die zwar nicht pathognomonisch sind, aber mit
einer Refluxerkrankung vereinbar: retrosternale Schmerzen, Dysphagie (Schlucker-
schwernis), seltene Odynophagie (Schmerzen beim Schlucken), Reizhusten/morgendli-
ches Rauspern, belegte Stimme, Heiserkeit, Reizhusten und Asthmaanfalle (Koop et al.,
2014). Es gibt zwei Manifestationsorte von Komplikationen der GERD. Zum einen in der
Speiserohre (z.B. Osophagitis, Stenosen, Barrett) und zum anderen extradésophageal

(z.B. Laryngitis, chronischer Husten, Zahnerosionen, Asthma) (Koop et al., 2014).

1.1.6 Diagnostik

Zunachst wird sich bei der Diagnostik auf die Klinik berufen. Hierzu erfolgt eine ausfihrli-
che Anamnese der oben genannten Symptome sowie eine Medikamentenanamnese
(Koop et al., 2014). Eine GERD wird als wahrscheinlich angesehen, wenn typische Re-
fluxsymptome mindestens ein- bis zweimal pro Woche auftreten und mit einer Beeintrach-
tigung der Lebensqualitat einhergehen (Dent et al., 1999). Fihrt Sodbrennen die klinische
Symptomatik an, so liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit (>75 %) eine Refluxerkrankung vor
(Vakil et al., 2006). Hier kann als weiteres diagnostisches Werkzeug der sogenannte "PPI-
Test" durchgefiihrt werden. Dabei wird eine Woche probatorisch ein PPI (z.B.: Pan-
toprazol 40 mg taglich) gegeben und der Symptomverlauf beobachtet. Eine Symptomre-
duktion von mindestens 50 % wird als positives Testergebnis gewertet und bestatigt dabei
die Diagnose. Zu beachten ist, dass der PPI-Test auch bei anderen saureinduzierten
Krankheiten, wie peptische Ulkuskrankheit und funktionelle Dyspepsie, positiv sein kann.
AulR3erdem gibt es einen beachtlichen Placeboeffekt, weshalb die Spezifitat des Tests nur
24—65 % betragt und nicht wesentlich héher als der Placebotest (38—41 %) ist (Johnsson
et al., 2003). Laut einer Studie von 2010 betragt die Sensitivitat 95,5% bis 98,8%. Somit
ist der PPI-Test sensitiv, hat jedoch eine sparliche Spezifitat. Auch hier spricht die Studie
von einer optimalen Dauer von einer Woche und spricht von einem positiven Test bel

einer Symptomreduktion um 275 % (Leone et al., 2010). In der ambulanten Versorgung
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ist also ein kurzer PPI-Test sehr hilfreich, denn die Kombination aus favorisierter Symp-
tomantwort und das Fehlen der Alarmsymptome macht zusatzliches Testen unnoétig (Bre-
denoord et al., 2013). Bei unklaren Symptomen sollte keine Probetherapie mit einem PPI

mit diagnostischer Zielsetzung erfolgen (Koop et al., 2014).

Alarmsymptome der GERD als diagnostisches Werkzeug zu nutzen ist nicht auf Basis
hochwertiger Studien etabliert. Beschrieben und gut vereinbar mit allgemeinen medizini-
schen Standards sind Dysphagie und Odynophagie, unfreiwilliger Gewichtsverlust (>5 %),
eine Anamie insbesondere bei klinischen Hinweisen auf gastrointestinale Blutverluste, so-
wie klinische/apparative Hinweise auf eine 6sophageale/epigastrische Raumforderung,
Striktur oder ein Ulkus (Lundell et al., 1999). Wenn aus der Anamnese keine typischen
Refluxsymptome hervorgehen, bei langjahrigen Beschwerden oder auf ausdricklichen
Wunsch des Patienten/der Patientin, sollte eine weitere Diagnostik mittels OGD und/oder
pH-Metrie (-Impedanz) erfolgen (Berstad und Hatlebakk, 1995). Die Endoskopie ermdg-
licht die Differenzierung zwischen erosiver Refluxkrankheit (ERD) und nichterosiver Re-
fluxkrankheit (NERD) sowie die primare Diagnose der Refluxdsophagitis und die Festle-
gung ihres Schweregrades (Dent et al., 1999). Daflr wird die Los Angeles Klassifikation
(Lundell et al., 1999) verwendet:

Grad A: Eine (oder mehrere) Schleimhautlasionen <0,5 cm. Die Lasionen greifen

nicht Uber die Spitzen zweier Mukosalangsfalten.

Grad B: Mindestens eine Lasion >0,5 cm. Die Lasionen greifen jedoch noch nicht

Uber die Spitzen zweier Mukosalangsfalten.

Grad C: Die Lasionen uberschreiten mehrere Mukosalangsfalten. Sie nehmen je-
doch weniger als 75 % des Gesamtumfangs des Osophagus ein, d.h. es
liegen noch keine zirkuldren Defekte vor.

Grad D: Es liegen zirkulare L&sionen vor, die mehr als 75 % des Gesamtumfangs

des Osophagus einnehmen.

Der generelle diagnostische Gewinn einer Endoskopie bei der GERD ist gering, da viele
Patient*innen keine sichtbaren Erosionen im Osophagus aufweisen. Trotzdem ist die En-
doskopie ein Test mit hoher Spezifitat und niedriger Sensitivitat fir GERD (Bredenoord et
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al., 2013). Ein weiteres diagnostisches Mittel ist die 24-Stunden-pH-Metrie. Hierbei erhalt
man primar die Saureexpositions-Zeit (Scarpulla et al., 2007). Die 24-Stunden-pH-Metrie
weist eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt auf (Lacy et al., 2010). Eine weitere Mdglichkeit
zur Diagnostik ist die 24-Stunden-pH-Metrie-Multikanale-Intraluminale-lImpedanzmes-
sung. Hier wurde die einfache pH-Metrie durch eine Impedanzmessung erganzt. Diese
ermoglicht die kombinierte Erfassung von Bolusbewegungen und Saureexposition (Sifrim
et al., 2004). Diese kann in saure, schwach saure (pH > 4 und pH < 7) und nicht saure
Refluxereignisse (pH > 7) unterteilt werden. Somit kann Aufschluss tber die Ursache der
Symptome bei persistierenden Refluxbeschwerden unter PPl Therapie gewonnen werden
(Koop et al., 2014). Durch diese Untersuchungsmethode ergeben sich weitere Moglich-
keiten fur die Differenzierung zwischen Patienttinnen mit hypersensitivem Osophagus
(formal normale Saureexposition, aber positive Symptomassoziation) und mit funktionel-
lem Sodbrennen (Savarino et al., 2012). Die Osophageale-Manometrie (Messung des in-
traluminalen Osophagusdrucks und damit Abklarung von Funktionsstérungen der Oso-
phagusmuskulatur) ist zur Diagnostik der GERD nicht indiziert, da eine motorische Dys-
funktion assoziiert mit abnormalem Reflux nicht spezifisch ist. Die Manometrie wird zur
Diagnostik von schweren Motilitatsstérungen der Speiseréhre wie zum Beispiel der Acha-
lasie verwendet (Pandolfino und Kahrilas, 2005). Bei histologischen Analysen von Biop-
sien von Patient*innen mit GERD koénnen verlangerte Papillen, Hyperplasie der Basalzell-
linie mit dilatierten interzellularen Raumen gefunden werden. Entziindungszellen kénnen
vorhanden sein, wobei jedoch das vermehrte Auftauchen von Eosinophilen eher mit einer
eosinophilen Osophagitis zusammenhangt. Somit ergibt sich eine hohe Untersuchervari-
ation, eine niedrige Sensitivitdt und Spezifitat. Dies limitiert die histologische Analyse als
diagnostische Methode der GERD (Ismail-Beigi et al., 1970). Lediglich wenn zusatzlich zu
Refluxsymptomen die Dysphagie als Symptom hinzukommt, erhdht sich der diagnosti-
sche Mehrwert einer Biopsie bis zu 9,2%. Da zum einen die Anzahl an Biopsien reduziert,

jedoch keine eosinophile Osophagitis tibersehen wird (Oude Nijhuis et al., 2021).

1.1.7 Therapie

Anlass fir die arztliche Konsultation sind héufig Refluxsymptome, welche von den Pati-
ent*innen als belastend empfunden werden. Deshalb ist das Therapieziel zun&chst eine
zufriedenstellende Symptomkontrolle (Dent et al., 1999). In einer Studie von 2003 waren

Patient*innen mit NERD dann zufrieden, wenn leichte Refluxsymptome maximal einmal
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pro Woche auftraten (Junghard et al., 2003). Auch Lebensstilveranderungen sind Teil der
Therapie. Hierbei gibt es Evidenz fur Gewichtsverlust, Schlafen mit erhdhtem Kopf und
Oberkdrper, die Beendigung des Tabak- und Alkoholkonsums und das Vermeiden von
spatabendlichen Mahlzeiten. Aul3erdem gibt es Evidenz fir das Vermeiden von Nah-
rungsmitteln, welche potentiell den Reflux verschlimmern kdnnten, wie zum Beispiel Kof-
fein, Kaffee, Schokolade, scharfe Nahrungsmittel, sehr saure Lebensmittel und Nahrungs-
mittel mit hohem Fettanteil (Katz et al., 2013). Laut Leitlinie fiir die GERD von 2014 (die
aktualisierte Fassung konsensbasierten S2-Leitlinie (S2k-Leitlinie) GERD steht aktuell
(01/23) nur als Konsultationsfassung zur Verfiigung) sieht das Therapieschema bei Re-

fluxsymptomen wie folgt aus:

eindeutige Refluxbeschwerden
(dominierend)

|

Alarmsymptome
oder
Risikofaktoren
oder
Patientenwunsch

Akuttherapie Endoskopie
mit PPI

H I_; P

nicht beschwerdefrei

—

| beschwerdefrei (nach 4 Wo.)
1 G ! v
Bedarfstherapie mangeinde gute
mit PPI Compliance Compliance

nicht gentgend
wirksam
(Patientenurteil)

nach 6 Monaten

zufriedenstellend
wirksam pr—- | hoher PPI-Bedarf

|

[ Bedarfs;heraple |
| mit PPI auf Dauer

Abb. 3: Managementalgorithmus zur Abklarung und Therapie typischer Refluxbeschwer-
den

Als Flussdiagramm dargestellt wird die diagnostische und therapeutische Vorgehens-
weise bei Patient*innen mit Refluxbeschwerden. Wo: Wochen; PPI: Protonenpumpenin-
hibitor. Quelle: Koop et al., 2014
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Laut S2k-Leitlinie kbnnen Patient*innen mit typischem Refluxsyndrom ohne Alarmzeichen
oder Risikofaktoren (wie z.B. Gewichtsabnahme, Dysphagie, Blutungshinweise, Familien-
anamese fur Malignome des oberen Verdauungstraktes, langjahrige schwere, insbeson-
dere auch néchtliche Symptome) ohne Endoskopie empirisch mit einem PPI in Standard-
dosis (Préaparate: Esomeprazol 40 mg, Lansoprazol 30 mg, Omeprazol 20 mg, Pan-
toprazol 40 mg, Rabeprazol 20 mg) uUber vier Wochen behandelt werden (Katz et al.,
2013). Es ist gut belegt, dass PPIs den H2-Blockern tberlegen sind, sowohl bei der Hei-
lung der Osophagitis als auch bei der Aufrechterhaltung der Heilung. Bei Vergleichen der
verschiedenen PPIs (Omeprazol 20 mg, Pantoprazol 40 mg, Lansoprazol 30 mg, Rabe-
prazol 20 mg und Esomeprazol 40 mg) zeigte sich ein kleiner, jedoch klinisch nicht rele-
vanter Unterschied in der effektiven Kontrolle der Magensaure zwischen den einzelnen
Praparaten (Miner, JR et al., 2003). Endoskopierte Patient*innen mit einer NERD sollten
mit einem PPI in halber Standarddosis behandelt werden. Aul3erdem sollte bei ungenu-
gendem Ansprechen auf eine vier-wdchige PPI-Therapie die Therapiedauer verlangert
werden, die Dosis des PPI erhéht (bis maximal 2x1 Standarddosis) und/oder der PPI ge-

wechselt werden (Koop et al., 2014).

Eine endoskopisch gesicherte Refluxdsophagitis ist im Regelfall mit einem pathologi-
schen Saurereflux assoziiert. Somit sollte eine leichte Refluxésophagitis (Los Angeles
A/B) uber vier Wochen, eine schwere Refluxdsophagitis (Los Angeles C/D) tiber acht Wo-
chen mit einem PPI in Standarddosis behandelt werden. Nach Beendigung der Akutthe-
rapie einer leichten Refluxdsophagitis kann, orientierend am klinischen Verlauf, ein Aus-
lassversuch, eine kontinuierliche, intermittierende oder Therapie nach Bedarf erfolgen.
Die Langzeittherapie einer schweren Refluxdsophagitis sollte unmittelbar im Anschluss
an eine (erfolgreiche) Akuttherapie mit Versuchen der PPI-Dosisreduktion im Verlauf er-
folgen (Koop et al., 2014). Dabei muss bei der Langzeittherapie zwischen einem Rezidiv
(symptomatisch/endoskopisch) und den Nebenwirkungen der PPI-Therapie abgewogen
werden (Caos et al., 2005). Mdglichkeiten zur chirurgischen Therapie der GERD beinhal-
ten laparoskopische Fundoplikatio oder bariatrische Chirurgie bei Ubergewicht. Griinde
fur eine chirurgische Therapie sind der Wunsch die medikamentdse Therapie zu beenden,
fehlende Compliance, Nebenwirkungen der PPl Therapie, grol3e Hiatushernie, therapie-
refraktare Osophagitis oder persistierende Symptome bei refraktarer GERD (Katz et al.,
2013).
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1.2 Saureempfindliche lonenkandle (Acid-sensing ion channels; ASICs)

1.2.1 Einfuhrung

Acid-sensing ion channels (ASICs) gehdren zu den ligandengesteuerten Kandalen. Sie ha-
ben einen speziellen Liganden: Protonen (H*-lonen) (Grinder und Pusch, 2015). ASICs
sind auRerdem flir Kationen permeabel und werden durch extrazellulare Azidose aktiviert
(Delaunay et al., 2012). Zu diesen Kationen gehdren vor allem Natrium und Kalium (um
den Faktor 10 weniger permeabel fur K* als Na*). Nur wenige ASICs lassen auch einen
leichten Ca?*Strom erkennen (Griinder und Pusch, 2015). Somit werden ASICs durch
extrazellulare Protonen aktiviert und sorgen hauptsachlich fur einen Na*-Stromfluss
(Wemmie et al., 2006).

1980 wurde erstmals ein durch Séure hervorgerufener Stromfluss in Neuronen beobach-
tet (Krishtal und Pidoplichko, 1980). 1997 konnte ein Protein geklont werden, welches
einen ahnlichen saureinduzierten Stromfluss produziert, ein ,acid-sensing ion channel”
(ASICs). Dieses Protein ist verwandt mit einem Mitglied der ,degenerin-epithelial Na+
channel family“ (DEG-ENaC Familie) (Waldmann et al., 1997). Diesen und anderen ver-
wandten Kanalen wird eine pH-Sensitivitdt zugesprochen (Lingueglia et al., 1997). Des-
halb wurden die DEG-ENaC-Kanale in ASICs umbenannt, um zu zeigen, dass sie eine
verwandte Struktur, Funktion und pH-Sensitivitat besitzen (Waldmann und Lazdunski,
1998). Vier ASIC-Gene (ASIC1, ASIC2, ASIC3, ASIC4) und sechs ASIC-Untereinheiten
(ASIC1A, ASIC1B, ASIC2A, ASIC2B, ASIC3 und ASIC4) konnten identifiziert werden. Die
verschiedenen Kanéle konnten sowohl im zentralen Nervensystem (ZNS) als auch im pe-

ripheren Nervensystem (PNS) nachgewiesen werden (Hesselager et al., 2004).
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Extracellural (b)
loop

< TM2

Abb. 4: Struktur der acid-sensing ionic channels

Struktur der acid-sensing ionic channels. Abgebildet sind a) eine einzelne Untereinheit mit
extrazellularer Schleife (extracellural Loop) und einem intrazellularen Terminus (NH2:
Aminogruppen-terminales Ende, COOH: Sauregruppen-terminales Ende) sowie zwei
Transmembrandoméanen (TM) b) vier Untereinheiten, die zusammen einen funktionalen
Kanal bilden. Quelle: Krishtal, 2003.

Weitere Forschungen zur Struktur, Funktion und Physiologie der ASICs fuhrten zu immer
detaillierteren Charakterisierungen. In peripheren sensorischen Neuronen konnten ASICs
auf Zellkérpern und sensorischen Endplatten gefunden werden. Hier wurde vermutet,
dass diese eine wichtige Rolle in Nozizeption und Mechanosensation spielen (Price et al.,
2000). In Neuronen des ZNS konnten ASICs auf dem Zellkdrper, Dendriten und dendriti-
schen Auslaufern gefunden werden und es wird vermutet, dass sie zu synaptischer Plas-
tizitat beitragen (Wemmie et al., 2002). ASIC1 und ASIC2 Untereinheiten werden zusatz-
lich in den Bereichen des ZNS exprimiert, welche eine wichtige Rolle in der Schmerzver-

arbeitung spielen (Wemmie et al., 2003).

ASICs haben aulRerdem eine bekannte Proteinstruktur von zwei Transmembrandomaéanen,
einem extrazellularen Loop und intrazellularen N- und C-terminalen Domé&nen (siehe Ab-
bildung 4). Ihre Aktivierung durch eine pH-Absenkung wird durch eine Vielzahl von physi-
ologischen und pathologischen Faktoren bedingt: starke synaptische Transmission, lokale
Ischamie, Energieverbrauch und entzindliche Schadigung des Gewebes (Lin et al.,
2015). Eine Azidose ist ein bekannter Aktivator von Nozizeptoren und kann somit Schmer-

zen bei Menschen hervorrufen (Steen und Reeh, 1993). Die hauptsachlichen H*-Senso-
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ren sind die ASICs (Waldmann et al., 1997). Sie werden auch in den dorsalen Ricken-
marksganglien der sensorischen Neuronen exprimiert und partiell auch in freien sensori-
schen Nervenendigungen (Voilley et al., 2001). So wurde schon von Wemmie et al. (2003,
2006) vermutet, dass die ASICs (Untertypen) durch ihre Lokalisation und ihre Eigenschaf-
ten gute Kandidaten fir H*-gesteuerte Nozizeptoren sind (Wemmie et al., 2006).

1.2.2 Acid-sensing ion channels (ASICs) und Schmerz

Viele Stimuli, die Schmerz hervorrufen, wie zum Beispiel Entzindungen im Gewebe, ver-
ringern den extrazellularen pH-Wert. Diese Beobachtung lasst schlussfolgern, dass es
pH-sensitive Rezeptoren auf nozizeptiven Neuronen geben muss, welche bei Aktivierung
Schmerz hervorrufen. Ein Beispiel fur diesen Mechanismus sind die ASICs, da saures
Milieu bei diesen Kanalen Kationenstrome hervorruft. Auf3erdem konnten sie an den Zell-
kérpern und den Endplatten der peripheren nozizeptiven Neuronen gefunden werden.
Wie schon im vorherigen Abschnitt erwahnt, wurden ASIC1- und ASIC2-Untereinheiten
auch in den fir die Schmerzverarbeitung wichtigen Arealen im ZNS gefunden (Wemmie
et al., 2013). Das legt die Hypothese nahe, dass ASICs zu Schmerzwahrnehmung und -
verarbeitung beitragen.

Eine Entziindung ist eine schiitzende Reaktion des Korpers, induziert durch Gewebsver-
letzung, Infektion oder Tumorwachstum. Sie reprasentiert eine der Hauptursachen von
Schmerz. Die Entziindungs- und Schmerzmediatoren werden von Fibroblasten, Neuro-
nen und Immunzellen freigesetzt. Dazu gehdren Histamin, Bradykinin (BK), Prostaglan-
dine (PG), Serotonin (5-HT), Protonen, Zytokine, Peptide und freie Radikale (Dray, 1995).
Eine kombinierte Stimulation durch Entzindungsmediatoren (BK, 5-HT, nerve growth fac-
tor, glia-derived neurotrophic factor) erhdht die Expression und Aktivitat von ASIC3 (Ma-
met et al., 2002). Diese Beobachtungen lassen eine Zusammenarbeit zwischen Entzln-
dungsmediatoren und Protonen sowie ihr Zusammentreffen am ASIC3-Kanal vermuten
(Wang et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Genen, welche
spezifisch fur ASICs sind, bei Entztindung erhéht ist und dass therapeutische Dosen von
nicht-steroidalen Antirheumatika diese erhdhte ASIC-Transkription verhindern kénnen
(Voilley et al., 2001). Es gibt weiterhin Bedarf an der Therapieoptimierung von akutem
und chronischem Schmerz (Allegri et al., 2012). ASICs somit als mdgliches Ziel zu be-
trachten, liegt nahe. Bevor ihr therapeutisches Potential voll ausgeschopft werden kann,
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sollte deutlich mehr tber die physiologische Rolle der ASICs bei Schmerzen herausge-
funden werden (Wemmie et al., 2006, Dulai et al., 2021).

1.2.3 Acid-sensing ion channels (ASICs) im Gastrointestinal-Trakt

Saure ist eines der Hauptsekretionsprodukte des Magens, in welchem sie dafur sorgt,
Nahrung zu verdauen und den Kdorper vor Pathogenen, welche Uber die Nahrung aufge-
nommen werden kdnnen, zu schitzen. Gleichzeitig kann eine Azidose (erniedrigter pH-
Wert) im Gastrointestinal-Trakt ein pathologischer Zustand sein, welcher durch zu viel
Saureaufnahme, zu viel Sauresekretion, defizitare Eindammung der Saure, metabolische
Azidose und Azidose durch Ischamie oder Entziindung ausgel6st wird. Um diese Heraus-
forderungen zu meistern, hat der Korper Mechanismen auf zellularer Ebene eingebaut,
sowie ein systemisches Monitoring, um schadliche Azidose wahrzunehmen und adéquate
Schutzreaktionen in Kraft zu setzen. Diese Funktionen dienen der Vermeidung von Ge-
websschadigungen. Im gesamten Magendarmtrakt wird der pH-Wert durch verschiedene
Sauresensoren uUberwacht, welche auf Epithelzellen und sensorischen Neuronen expri-
miert werden (Holzer, 2011). Zu diesen Sauresensoren gehoéren die acid-sening ion chan-
nels, welche hauptséachlich in den Neuronen der Rickenmarksganglien beobachtet wer-
den (Waldmann et al., 1997). Abbildung 5 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen
lonenkanéle und ihre Untereinheiten und Rezeptoren, welche durch extrazellulare Azi-

dose moduliert werden.
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Acid-sensing ion channels (ASIC) Voltage-dependent ion channels
ASICla ASIC1b G protein-coupled inward rectifier K* channels
ASIC2a ASIC3 K1.3
K14
Transient t tential (TRP) ion ch | kL aia
ransient receptor potential (TRP) ion channels Nifedipine-sensitive L-type Ca?* channels
TRPVA TRPVA4 Tetrodotoxin-sensitive Na* channels
TRPC4 TRPC5
TRPP2 (PKD2L1) Other ion channels
Two-pore domain K* (K,,) channels Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channels
TALK-1 TALK-2 Gap junction channels (connexins)
TASK-1 TASK-2 Acid-sensitive CI- channels
TASK-3 TRESK
TWIK-1 - -
Ligand-gated receptor ion channels
Proton-sensing G-protein-coupled receptors P2X, P2X,
P2X, P2X,
OGR1 GPR4 P2X; P2X,
G2A TDAG8 GABA,

Abb. 5: Uberblick tiber lonenkanal Untereinheiten und Rezeptoren

Dargestellt ist ein Uberblick tiber die lonenkanal Untereinheiten und Rezeptoren, welche
durch extrazellulare Azidose moduliert und auf primar afferenten Neuronen exprimiert
werden. Quelle: Holzer, 2009. Abk.: ASIC: Acid-sensing ion channels; TRP: Transient re-
ceptor potential; TRPC: Transient receptor potential canonical; TRPP: Transient receptor
potential polycystic; TRPV: Transient receptor potential vanilloid; TALK: Tandem of P do-
mains in a weakly inward rectifying K+ channel (Tandem aus P-Domé&nen in einem
schwach einwarts gerichteten K+ Kanal); TASK: TWIK-related acid-sensitive K+ channel
(Kaliumkanal ahnlich dem TWIK, sauresensitiv); TWIK: Tandem of P-domains in a Weak
Inward Rectifying K+ channel (Tandem aus P-Domé&nen in einem schwach einwarts
gerichteten Kaliumkanal); TRESK: TWIK-related spinal cord K+ channel (Kaliumkanal ver-
wandt mit TWIK im Ruckenmark); OGR: Ovarian cancer G-protein-coupled receptor; G2A:
G2 accumulation; GPR: G-Protein gekoppelter Rezeptor; TDAGS8: T-cell Death-Associ-
ated Gene 8; P2X: P2X purinoreceptor; GABA: Gamma Aminobuttersaure.

Ubersetzung: Acid-sensing ion channels: Saure-sensible lonen-Kanale; Transient recep-
tor potential ion channels: lonenkandale des transienten Rezeptorpotenzials; Two-pore do-
main K* channels: Kaliumkanéle mit zwei Poren-Doménen; Proton-sensing G-protein-
coupled receptors: Saure-sensitivierende G-Protein-gekoppelte Rezeptoren; Voltage-de-
pendention channels: Spannungsabhangige lonen-Kanéle; G protein-coupled inward rec-
tifier K* channels: G-Protein-gekoppelte einwartsgerichtete Kaliumkanale; Nifedipine-sen-
sitive L-type Ca?* channels: Nifedipin sensitive L-Typ Calcium-Kandle; Tetrodotoxin-sen-
sitive Na* channels: Tetrodotoxin sensitive Natrium-Kanale; Other ion channels: andere
lonen-Kanale; Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels: hyperpolari-
sationsaktivierter zyklisch nukleotidgesteuerter Kanal; Gap junction channels: Nexus-
Kanale; Acid-sensitive CI- channels: Saure-sensible Chlorid-Kanéle; Ligand-gated recep-
tor ion channels: Liganden-gesteuerte Rezeptor-lonenkanéle.
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Im Folgenden wird jedoch nur auf die acid-sensing ion channel (ASIC) eingegangen, da
sie in dieser Arbeit untersucht wurden. Die ASIC-Untereinheiten, welche im GIT prasent
sind, befinden sich hauptsachlich auf den peripheren Auslaufern von primar afferenten
Neuronen, die von den Riuckenmarks- und Vagusganglien kommen. Es gibt wenig Infor-
mationen dazu, ob die ASICs auch auf 6sophagealen und gastrischen Epithelzellen ex-
primiert werden (Akiba et al., 2008). Es gibt verschiedene Mechanismen, die zum Schutz
des Osophagusepithels beitragen, wenn dieser Saure ausgesetzt ist. Akiba et al. (2008)
konnte zeigen, dass ASICs zusammen mit den transient receptor potential vanilloid
(TRPV1) in die 6sophageale Hyperamie als Reaktion auf luminale Saureexposition invol-
viert sind. Nicht nur die Schleimhaut tragt zum Schutz vor Magensaure im Osophagus bei,
auch der untere Osophagussphinkter kontrolliert den Saurereflux vom Magen in die Spei-
serohre. Der Sphinkter steht hierbei unter Kontrolle von neuronalen Reflexen, welche sau-
resensible Neurone mit einbeziehen. Diese passen den Sphinktertonus an den Saure-
spiegel in Speiserdhre, Magen und Duodenum an (Holzer, 2007). Die molekularen Saure-
Sensoren, die in die Kontrolle der gastro-dsophagealen motorischen Aktivitat involviert
sind, wurden jedoch noch nicht charakterisiert (Holzer, 2009). Hochstwahrscheinlich sind
primar afferente Neurone des enterischen Nervensystems (ENS) beteiligt, da diese auf
Saure reagieren konnen (Schicho et al., 2003). Aul3erdem ist bekannt, dass S&ure einen
groRen Anteil an dem Schmerz bei der gastrodsophagealen Refluxkrankheit hat (Holzer,
2011) und sensorische Neurone im Gastrointestinaltrankt stimuliert (Holzer, 1988). Diese
Stimulation wird unter anderem durch ASICs hervorgerufen (Waldmann et al., 1997). So-
mit sind Saure-Sensoren relevant fur die pH-Homoostase auf der zellularen und systemi-
schen Ebene. Besonders im oberen Gastrointestinaltrakt sind Saure-Sensoren wichtig,
da dort die hochste Saurekonzentration im Korper herrscht. Neben ASICs sind TRP-Ka-
nale wichtige Saure-Sensoren. ASICs spielen bei Saure-Hypersensitivitdt unter Entztn-
dungsbedingungen und Ulzera des oberen Gastrointestinaltraktes eine wichtige Rolle.
AulRerdem zeigen die oben genannten Punkte und ihre Hochregulierung bei inflammato-
rischen und nicht-inflammatorischen Krankheiten, dass ASICs potentielle Zielobjekte bei
viszeraler Hypersensitivitat und Schmerz bei funktionalen gastrointestinalen Krankheiten
sind (Holzer, 2015). Trotzdem bedarf es weiterer Forschung Uber die physiologische Re-

levanz und die pathologische Aktivitat von ASICs im Magendarmtrakt (Holzer, 2011).
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1.3 Serotonin

Serotonin wird aus der essenziellen Aminosaure Tryptophan durch zwei enzymatische
Schritte synthetisiert. Zuerst wird Tryptophan durch die Tryptophanhydroxylase hydroxy-
liert, was zum Produkt 5-Hydroxytryptophan fiihrt. Der zweite enzymatische Schritt ist die
Decarboxylierung von 5-Hydroxytryptophan durch die Aromatische-L-Aminosaure-Decar-
boxylase unter Verwendung von Pyridoxalphosphat, wodurch 5-Hydroxytryptamin (5-HT)
bzw. Serotonin entsteht (Tyce, 1990). Nachdem 5-HT die Serotoninrezeptoren stimuliert
hat wird es durch den Serotonintransporter (SERT) inaktiviert und in die Zelle transportiert.
Er wird sowohl im enterischen Nervensystem (ENS) (Gershon und Altman, 1971), als
auch in den Enterozyten der intestinalen Mukosa exprimiert (Linden et al., 2009). Der
Abbau von Serotonin erfolgt hauptsachlich tber das Enzym Monoaminooxidase A (MAO
A) zu 5-Hydroxyindolessigsaure (Gershon et al., 1976). Serotonin hat viele Funktionen in
diversen Systemen, sowohl im Gehirn als auch in der Peripherie. Ungeféhr 5 % des Se-
rotonins im Koérper lassen sich im ZNS vorfinden und circa 95 % sind im Gastrointestinal-
trakt zu finden. Das Serotonin wird dort von den enteroendokrinen Zellen der Schleimhaut
freigesetzt, genauer gesagt dem haufigsten Subtyp der enteroendokrinen Zellen: den
enterochromaffinen Zellen (Sjo6lund et al., 1983), welche circa 90 % des Serotonins dort
speichern (Gershon, 2004). Circa 10 % des Serotonins ist in den enterischen Neuronen
zu finden (Bertaccini, 1960). Serotonin wird vom MDT freigesetzt, wenn enterische Ner-
ven stimuliert werden (Gershon und Tamir, 1981). Serotonin hat im GIT verschiedene
motorische und sensorische Funktionen, vermittelt durch submukdse und enterische Neu-
rone, welche Uber verschiedene 5-HT-Rezeptoren aktiviert werden. Durch Serotonin aus-
geloste Reaktionen sind Ubelkeit, Erbrechen, Beeinflussung der intestinalen Sekretion
und Peristaltik. Au3erdem spielt es eine Rolle als enterischer Neurotransmitter (Gershon,
1999). Serotonin entfaltet seine Wirkung durch Bindung an Zelloberflachenrezeptoren,
welche in sieben Rezeptorfamilien und mehr als 16 Subtypen aufgrund ihrer strukturellen,
funktionalen und pharmakologischen Eigenschaften unterteilt werden kénnen (Raymond
etal., 2001). 5-HT Rezeptoren sind auf enterischen Neuronen, enterochromaffinen Zellen,
glatten Muskelzellen des GIT und mdglicherweise auch auf Enterozyten und Immunzellen
zu finden (Gebauer et al., 1993). Menschlichen Mastzellen ist es auch mdglich, Serotonin
zu synthetisieren und freizusetzen (Kushnir-Sukhov et al., 2007). Serotonin induziert die

Adhasion und Migration von Mastzellen (Kushnir-Sukhov et al., 2006). Im Osophagus von
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Mausen sind Mastzellen eine nicht neuronale Quelle von Serotonin (Férster, 2008). Es
wird vermutet, dass Mastzellen ein zentrales Element bei intestinalen neuroimmunologi-
schen Interaktionen sind, lokalisiert in der Nahe zu enterischen Neuronen, vagalen Ner-
venendigungen und spinalen sensorischen Neuronen. Eine bidirektionale Kommunikation
zwischen Mastzellen und enterischen Neuronen im MDT wird vermutet (van Nassauw et
al., 2007).

1.3.1 Wirkung von Serotonin im Osophagus

Wie oben bereits erwéhnt entfaltet Serotonin seine Wirkung durch Bindung an Zellober-
flachenrezeptoren (Raymond et al., 2001). Auf Proteinebene war die Expression im unte-
ren Osophagussphinkter bei Menschen am héchsten fiir 5-HT3A und 5-HT4 Rezeptoren,
gefolgt von 5-HT1A und 5-HT2A Rezeptoren. 5-HT7 Rezeptoren wurden auch auf einem
niedrigen Niveau exprimiert (Li et al., 2015). Somit lasst sich schlussfolgern, dass das
serotonerge System eine wichtige Rolle bei der Osophagusmotilitat spielt (Li et al., 2015).
In Ratten-Experimenten konnte gezeigt werden, dass Serotonin eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von GERD spielt. Der signifikante Anstieg der Expression von SERT und
die Reduktion der 5-HTR4 Expression schwachte hier die Effekte von Serotonin ab und
dies fiihrte folglich zu einer Schadigung von Osophagusschleimhaut und Osophagitis
(Yang et al., 2012). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass 5-HTR7 sowohl auf Zellen
von 6sophagealen Biopsien als auch auf humanen 6sophagealen Epithelzellen (human
esophageal epithelial cell; HEEC) exprimiert werden. Durch Experimente mit 5-HTR7 A-
gonisten und Antagonisten konnte gezeigt werden, dass Serotonin Uber diesen Rezeptor
die transepitheliale Resistenz und somit auch die epitheliale Barriere senkt (Wu et al.,
2016). Dadurch tragt Serotonin vermutlich zur Entstehung der GERD bei (Wu et al., 2016).
Wahrend extrazellularer Azidose wird 5-HT vermutlich gleichzeitig von Thrombozyten und
Mastzellen nach Gewebsverletzung oder Entziindung freigesetzt (Dray, 1995), wodurch
es die Nozizeptoren sensibler macht (Wang et al., 2013). Erhohtes Saureaufkommen be-
wirkt aul3erdem die Freisetzung von 5-HT von enterochromaffinen Zellen in der Magen-
schleimhaut von Ratten (Wachter et al., 1998). Ob jedoch entrochromaffine Zellen selbst
in der Lage sind, den intraluminalen pH-Wert zu messen und zu kontrollieren, ist noch
nicht klar (Holzer, 2015). Yu et al. (2010) entdeckten eine Bindestelle an den ASICs (hier
bei ASIC3), welche keine Protonen bindet, sondern andere Liganden. Diese konnten den

Kanal auch unter normalem pH-Wert aktivieren (Yu et al., 2010). Daran anschliel3end



32

entdeckten Wang et al. (2013), dass auch 5-HT ein Ligand fiir diese Doméne ist und den
bereits bestehenden Stromfluss sogar steigern kann. Somit vermuteten die Autor*innen,
dass der Entziindungsmediator 5-HT zum Entziindungsschmerz beitragt, indem er durch
Bindung an die sogenannte nonproton ligand sensing domain den Stromfluss bei ASIC3
Kandlen steigert. Dies geschieht jedoch bei 5-HT eher bei niedrigem pH-Wert (Wang et
al., 2013). Deshalb ist die kombinierte Stimulierung von ASIC3 Kanalen durch 5-HT und
Protonen eine potentielle Angriffstelle flur die Behandlung von Entziindungsschmerz
(Wang et al., 2013).

1.3.2 Kommunikation zwischen Magendarmtrakt und Gehirn

Bereits 1899 erkannten Bayliss und Starling, dass es ein lokales intrinsisches Nervensys-
tem im Gastrointestinaltrakt gibt. Dieses nannten sie law of the intestine. Es wird heute
peristaltischer Reflex genannt. Es beschreibt die Fahigkeit des Magendarmtraktes, auf
Dehnung mit einem peristaltischen Bewegungsreflex zu antworten. Sie fanden heraus,
dass dies unabhangig von extrinsischer Innervation geschieht (Bayliss und Starling,
1899). Somit war der Grundstein fur die Beschreibung des enterischen Nervensystems
(ENS) gelegt, welches aus mehr als 108 Neuronen besteht (Schemann, 2005).

Das bidirektionale Kommunikationsnetzwerk der Darm-Hirn-Achse beinhaltet das zentrale
Nervensystem (ZNS), das autonome Nervensystem (ANS), das enterische Nervensystem
(ENS) und die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN). Unter nor-
malen Bedingungen arbeitet die Kommunikation zwischen Magen-Darm-Trakt und dem
ZNS autonom. Unter pathologischen Bedingungen erreichen Signale das somatisch-sen-
sible Nervensystem und kénnen Symptome wie Unwohlsein, Ubelkeit und Schmerzen er-
zeugen. Im Gegenzug reagiert das ZNS uber das autonome Nervensystem, was zu gast-
rointestinaler Dysfunktion fiihren kann (Raskov et al., 2016). Weil der Kérper aufgenom-
mene Nahrung wahrnehmen und verarbeiten muss, gibt es bei dem Enterischen Nerven-
system ein Netzwerk von Zellen, welche Motilitat, Sekretion, Nahrungsaufnahme und so-
gar die Stimmung und andere Verhaltensweisen koordiniert. In der Vergangenheit wurde
in diesem Zusammenhang viel zu den Neuronen des enterischen Nervensystems ge-
forscht, jedoch weild man heute, dass dieses Netzwerk weit Uber das enterische Nerven-

system hinausreicht. Es besteht aus enterischen Gliazellen, Neuronen von peripheren
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Ganglien, welche den MDT innervieren, intrinsischen Neuronen und spezialisierten inner-
vierten epithelialen Sensoren, wie den enteroendokrinen Zellen (Bohorquez und Liddle,
2015). Neuronale und hormonelle Kommunikation in Kombination erlaubt dem Gehirn und
den Bakterien im MDT, die Aktivitat von intestinalen Zellen zu regulieren. Signale zu und
von dem ZNS und den Bakterien benétigen dafir Signaltransduktionszellen, wie
enterochomaffine Zellen und dendritische Zellen, welche verschiedene Transmitter, wie
5-HT, Somatostatin, Cholecystokinin und Corticotropin-releasing Hormon, freisetzten
(Rhee et al., 2009). Studien haben gezeigt, dass Serotonin ein wichtiger Mediator bei der
Kommunikation von Magendarmtrakt und Gehirn ist (Kim, 2000). Epitheliale enter-
chromaffine Zellen fungieren im MDT als sensorische Ubersetzerinnen. Sie ubertragen
Uber ihre Ausschittung von 5-HT die Schleimhautprozesse, wie luminale Stimuli, auf intri-
nische und extrinsische primar afferente Neuronen (Gershon, 2004). Die Hormonfreiset-
zung leitet Informationen tber eine parakrine, autokrine und endokrine Funktion weiter.
Durch direkte Verbindungen zu dem enterischen Nervensystem werden dann Informatio-

nen von und zum zentralen Nervensystem weitergegeben (Berg und Kaunitz, 2016).

1.4 Iberogast classic® (STW 5)

STW 5 (Steigerwald, Darmstadt, Germany) ist ein pflanzliches Arzneimittel. Es ist ein fixes
Kombinationspraparat, das aus neun verschiedenen Heilpflanzen besteht. Die einzelnen
Pflanzen werden haufig in Europa bei funktionalen gastrointestinalen Krankheiten einge-
setzt und sind fur ihre Multitargeteffekte bekannt (Saller und Reichling, 2002; Allescher,
2006; Allescher und Wagner, 2007; Khayyal et al., 2007; Abdel-Aziz et al., 2010). Die
einzelnen Pflanzenextrakte sind gut charakterisierte und standardisierte (Kroll und Cor-
des, 2006; Wegener und Wagner, 2006) wasser-ethanolische Extrakte aus der Frisch-
pflanze Iberis amara (L.) (15 %), den Blattern von Menthae piperitae (L.) (5 %), den Bliten
von Matricaria recutita (L.) (20 %), den Wurzeln von Glycyrrhiza glabra (L.) (10 %) und
von Angelica archangelica (L.) (10 %), den Friichten von Carum carvi (L.) (10 %) und von
Silybum marianum (L.) Gaertn (10 %), den Blattern von Melissa officinalis (L.) (10 %)
sowie dem Kraut von Chelidonium majus (L.) (10 %) (L.: Name des Erstbeschreibers der
Pflanze: Carl von Linné). Auszugsmittel fir alle Arzneidrogen mit Ausnahme von lberis
amara (L.) (Auszugsmittel Ethanol 50 % (V/V)) ist Ethanol 30 % (V/V) mit einer finalen
Ethanolkonzentration von 31 % (Reichling und Saller, 2002).
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1.4.1 Anwendungsbereiche und Indikation

STW 5 wird empfohlen fur die Anwendung bei der Behandlung von funktionellen und mo-
tilitatsbedingten Magen-Darm-Erkrankungen wie Reizmagen- und Reizdarmsyndrom, so-
wie zur unterstitzenden Behandlung der Beschwerden bei Magenschleimhautentziin-
dung (Gastritis). Man geht davon aus, dass die Kombination der neun Heilpflanzen fur
die vielseitige Wirksamkeit bei diesen multifaktoriellen Erkrankungen mit ihren heteroge-

nen und Uberlappenden Pathomechanismen verantwortlich ist (Abdel-Aziz et al., 2017).

Das Kombinationspraparat STW 5 besitzt belegte klinische Wirksamkeit bei der Behand-
lung von funktionalen gastrointestinalen Krankheiten (FGIDs) (Rosch et al., 2006). FGIDs
sind die haufigsten gastrointestinalen Krankheiten mit einer Pravalenz von bis zu 25 %.
Sie sind charakterisiert durch morphologische und physiologische Abnormalitaten, welche
haufig in Kombination vorkommen. Dazu gehéren Motilitdtsstérungen, viszerale Hyper-
sensitivitat, veranderte Schleimhaut- und Immunfunktion, verédndertes Mikrobiom im MDT

und veranderte ZNS-Verarbeitung (Drossman, 2016).

Die Deutsche Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) und die
Deutsche Gesellschaft fur Neurogastroenterologie und Motilitdt (DGNM) empfehlen in ih-
ren S3-Leitlinien STW 5 fur alle Untertypen des Reizdarmsyndroms, welche die haufigste
und am besten verstandene funktionelle gastrointestinale Krankheit ist (Andresen et al.,
2011). AulRerdem ist STW 5 durch seine Multitargetwirkung eine effektive und sichere
Therapieoption, um die Symptome der funktionellen Dyspepsie zu behandeln (Rosch et
al., 2006). In der aktuellen S3-Leitlinie fir Reizdarm (Update Juni 2021) wird STW 5 mit
einem Empfehlungsgrad B (starker Konsensus) aufgefuhrt mit signifikant positiven Effek-

ten auf Schmerz (Layer et al., 2021).

STW 5 kann zur Therapie von Funktionalen- und Motilitatsstorungen des Gastrointesti-
naltraktes eingesetzt werden, wie funktionelle Dyspepsie und Reizdarmsyndrom. Bei der
Gastritis kann es als supportive Therapie eingesetzt werden. Hierbei wirkt es vor allem
auf die Symptome von Magenschmerzen, Vollegefuhl, Blahungen, gastrointestinale
Krampfe, Ubelkeit und Sodbrennen (Madisch et al., 2017). Bei der Dauer der Anwendung
gibt es keine Einschrankungen und richtet sich nach Form, Schwere und Verlauf der Er-
krankung (Madisch et al., 2017). Kontraindikationen bestehen bei Uberempfindlichkeit (Al-
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lergie) gegen die Wirkstoffe von Iberogast classic®, wenn die Patient*innen an Leberer-
krankungen leiden oder in der Vorgeschichte litten oder wenn sie gleichzeitig Arzneimittel
mit leberschadigenden Eigenschaften anwenden und bei Kindern unter 3 Jahren, da keine
ausreichenden Erfahrungen vorliegen (Bayer 2020). Warnungen existieren, wenn Zei-
chen einer Leberschadigung (Gelbfarbung der Haut oder Augen, dunkler Urin, entfarbter
Stuhl, Schmerzen im Oberbauch, Ubelkeit, Appetitverlust, Miidigkeit) auftreten. Dann
sollte die Einnahme von Iberogast classic® sofort beendet werden und ein*e Mediziner*in
aufgesucht werden. Wenn bei erstmaliger Anwendung von Iberogast classic® die Be-
schwerden sich nicht bessern, sollte nach einer Woche ein*e Mediziner*in aufgesucht
werden, um organische Ursachen auszuschlie3en. Sollten sich die Beschwerden unter
Einnahme von Iberogast classic® verschlimmern oder neue Beschwerden hinzukommen,

ist grundsatzlich ein*e Mediziner*in aufzusuchen.

1.4.2 Wirkungsweise

Uber die letzten 25 Jahre wurden sowohl die pharmakologische Wirkungsweise von
STW 5 als auch die individuellen Bestandteile genauer erforscht (Abdel-Aziz et al., 2017).
Fur STW 5 konnten verschiedene Wirkungsmechanismen in préklinischen Studien ge-
zeigt werden: eine Erh6hung der antralen und unteren Osophagussphinkter-Kontraktilitét,
eine Relaxation von Magencorpus und Fundus, was zu einem niedrigeren Magendruck
fuhrt, Antagonismus von Sauresekretion und Schleimhautentziindung und eine Multitar-
getwirkung an verschiedenen Rezeptoren und lonen-Kanélen (Brierley und Kelber, 2011).
Es konnte in pharmakologischen Studien gezeigt werden, dass die Einzelextrakte der
pflanzlichen Kombination STW 5 synergistisch arbeiten und dadurch kooperativ auf ent-

zundliche Prozesse im Darm wirken (Hoser et al., 2014).

Die ersten Studien identifizierten einen dualen Wirkmechanismus auf die gastrointestinale
Motilitdt mit einem spasmolytischen Effekt auf die Acetylcholin-induzierte Muskelkontrak-
tionen der intestinalen Muskulatur und einen tonisierenden Effekt in relaxiertem Zustand.
Dies kann in Teilen erklaren, warum STW 5 sowohl bei hypotonischen, als auch bei spas-
tischen Symptomen bei funktioneller Dyspepsie und dem Reizdarmsyndrom wirkt (Am-
mon et al., 2006). Dies konnte sowohl durch pharmakologische Modelle (Heinle et al.,
2006) als auch durch Studien an humanen isolierten intestinalen Segmenten (Schemann
et al., 2008) und auch in entziindetem intestinalen Gewebe in vitro und in vivo bestatigt
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werden (Michael et al., 2009; Sibaev et al., 2013; Wadie et al., 2012). Im Magen konnte
eine regionsspezifische Wirkungsweise von STW 5 in vitro beobachtet werden. Hier
wurde eine Inhibition vom Ca?*-Einstrom durch store-operated channels (SOC) im Ma-
genfundus beobachtet und eine Stimulation eines Ca?*-Einstroms durch L-Typ-Calcium-
kanéale im Antrum festgestellt werden (Schemann et al., 2006). Diese regionsspezifische
Wirkungsweise konnte durch eine humane in vivo Studie bestatigt werden (Pilichiewicz et
al., 2007). Im unteren Osophagussphinkter konnte eine anspannende Wirkung, ausgelost
durch die Wirkung von STW 5 an L-Typ-Calciumkanaéle in vitro identifiziert werden (Sche-
mann et al., 2008). Eine fehlerhafte Saureregulation kann zu Symptomen der funktionel-
len Dyspepsie beitragen. Es konnte gezeigt werden, dass STW 5 die pathologisch erhéhte
Sauresekretion in vivo und in vitro reduziert (Khayyal et al., 2001). Die Schleimhautbarri-
ere ist wichtig fir den Schutz des ganzen GIT vor Schaden, welche durch externe oder
interne aggressive Substanzen (z.B. Drogen, Bakterientoxine, Saure, Pepsin) ausgelost
werden kdonnen. Die Schleimhautbarriere wird stark beeinflusst durch Prostaglandin E2
(PGE2) und die Muzinsekretion von Becherzellen. Es konnte gezeigt werden, dass STW 5
sowohl die Muzinsekretion als auch die PGE2-Konzentration im Gewebe in vivo bei Ver-
suchen an Ratten erhéht (Khayyal et al., 2001). Auch anti-inflammatorische Effekte konn-
ten fir STW 5 im GIT gezeigt werden, sowohl in vitro als auch in vivo. Im Osophagus
konnte STW 5 die akute und sub-chronische Refluxdsophagitis abschwachen (Abdel-Aziz
et al., 2010). Auch im Magen konnten anti-inflammatorische Eigenschaften von STW 5

gezeigt werden (Khayyal et al., 2001).

Im unteren GIT konnte in verschiedenen in vitro und in vivo Studien die anti-inflammato-
rische Wirkung von STW 5 gezeigt werden. Hier sind multiple Mechanismen involviert,
wie die Aktivierung von Adenosin-A2-Rezeptoren, die Inhibition von Entziindungsmedia-
toren wie TNF-alpha, IL-8 und Leukotrienen und die Erhéhung von Anti-Entztindungsme-
diatoren wie IL-10 verursachen (Abdel-Aziz et al., 2017). Aul3erdem konnte gezeigt wer-
den, dass STW 5 Radikale abfangen kann und anti-oxidative Eigenschaften besitzt (Ger-
mann et al., 2006). Zuséatzlich nimmt STW 5 Einfluss auf 5-HT-sensitive und mechano-
sensitive intestinale, afferente Nervenfasern, sodass die Reaktionsfahigkeit dieser sinkt
(Mittler et al., 2011). Hierbei konnte die grof3te Affinitat von STW 5 fir 5HT3- und 5HT4-

Rezeptoren gefunden werden (Simmen et al., 2006). In einer in vitro Studie konnte gezeigt
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werden, dass STW 5 5HT3-Rezeptoren blockiert (Abdel-Aziz et al., 2007), was die posi-
tive Wirkung von STW 5 auf Ubelkeit und Erbrechen bei funktioneller Dyspepsie erklaren
kénnte (Abdel-Aziz et al., 2017).

Abbildung 6 fasst die Beitrdge der Einzelextrakte von STW 5 auf die verschiedenen Pa-

thomechanismen bei funktioneller Dyspepsie und bei Reizdarm zusammen.
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Abb. 6: Beitrag von Einzelextrakten von STW 5 zur Multitargetaktivitat bei verschiedenen
Pathomechanismen bei (A) funktioneller Dyspepsie und (B) Reizdarmsyndrom

Die zugrundeliegende Analyse basiert auf einem multi-step Clustering von publizierten
pharmakologischen Daten adaptiert von Abdel-Aziz et al. (2017). Relative Effektstarken
jedes Extraktes sind auf einer Skala als Farbintensitat dargestellt (hellgelb fiir schwachen
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Effekt bis dunkelgrun fir starken Effekt). Ubersetzung: Gastric Accomodation: Magenan-
passung; Acid Regulation: Saureregulation; Antrum Contraction: Antrumkontraktion; Mu-
cosal Protection: Schleimhautschutz; weak effect: schwacher Effekt; strong effect: starker
Effekt; Intestinal motility: intestinale Motilitat; Tonicising: Tonisierend; Spasmolytic: Spas-
molytisch; Pro-secretory Effect: pro-sekretorischer Effekt; Mucosal Barrier: Schleimhaut-
barriere. Abkirzungen: |. amara: Iberis amara, M. piperita: Menthae piperita, M. recutita:
Matricaria recutita, G. glabra: Glycyrrhiza glabra, A. archangelica: Angelica archangelica,
C. carvi: Carum carvi, S. marianum: Silybum marianum, M. officinalis: Melissa officinalis,
C. majus: Chelidonium majus Quelle: Ulrich-Merzenich et al., 2019.

1.5 Multitargetwirkung von Pflanzen

Pflanzliche Arzneimittel kénnen aus verschiedenen Pflanzen bestehen und komplexe Ex-
trakte mit einer grof3en Anzahl von aktiven Substanzen enthalten. Die Kombination eben
dieser Extrakte mit verschiedenen gastrointestinal aktiven Substanzen zeigt sich als vor-
teilhaft fur heterogene Krankheiten wie z.B. funktionelle Dyspepsie (Rdsch et al., 2006).

Der "Synergistische Multi-target-Effekt" bezeichnet den Umstand, dass Einzelbestandteile
eines Mono-Extrakts oder einer Pflanzenextraktkombination (beides Vielstoffgemische)
nicht nur ein einzelnes Ziel im Koérper erreichen, sondern verschiedene und dafir poten-
tiell in einer synergistischen Weise kooperieren (Wagner und Ulrich-Merzenich, 2009).
Mogliche Medikamentenziele sind hierbei Enzyme, Substrate, Metaboliten und Proteine,
wie Rezeptoren, lonenkanéle, Transportproteine, DNA/RNA, Ribosomen, monoklonale
Antikdrper, physikalisch-chemische Mechanismen und Signalkaskaden (Imming et al.,
2006). In einem biologischen System wirken bei einem Vielstoffgemisch alle Einzelex-
trakte zusammen und kdnnen durch ihre Kombination sogar einen hoheren Effekt bewir-
ken, als von den Einzelextrakten allein erwartet. Eine solche synergistische Wirkung wird
fur STW 5 mit ihrer Kombination aus neun Einzelextrakten (Abdel-Aziz et al., 2017) ver-
mutet. Eine solche Kombination kann aber auch zu additiven oder antagonistischen Ef-

fekten fuhren.

1.5.1 Multitargetwirkung von STW 5 am Beispiel des Reizdarmsyndroms

Viele Krankheiten sind ein Zusammenspiel von verschiedenen lokalen und systemischen
Gegebenheiten. lhre Entstehung ist komplex und dies spiegelt sich auch in den Auswir-
kungen auf den Korper wider. Es bedarf haufig einer Therapie, die sowohl die Entste-
hungsmechanismen angeht als auch die Auswirkungen behandelt. Am Beispiel von Ibe-
rogast classic®STW 5 soll hier das Konzept der Multitargetwirkung von Pflanzenextrakten

erklart werden. Das Reizdarmsyndrom ist eine Krankheit mit multifaktorieller Entstehung
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(Enck et al., 2016). Nach den Rome |V Kriterien sind Symptome des Reizdarmsyndroms
eine Kombination der Folgenden: Motilitdtsstorungen, viszerale Hypersensitivitat, veran-
derte Schleimhaut- und Immunfunktion, verandertes Mikrobiom und veranderte ZNS-Pro-
zessierung (Drossman, 2016). Es ist nicht wahrscheinlich, dass ein einziges Medikament
allein bei dieser Krankheit helfen wird. Viele Patient*innen brauchen einen komplexeren
Ansatz mit multidisziplinarer Therapie, welche unter anderem Ern&hrungstherapie, Medi-
kation und Psychotherapie beinhaltet (Enck et al., 2016). Medikamente mit einem einzi-
gen Angriffspunkt helfen Patient*innen bei speziellen pathophysiologischen Abnormalita-
ten. Beim Reizdarmsyndrom jedoch werden antispasmolytische Medikamente, Laxantien,
Durchfallmedikamente, Schmerzmedikamente, selektive Antibiotika und Probiotika ver-
wendet. Trotz allem muissen viele von diesen Medikamenten kombiniert werden, um die
Symptome zu lindern. Somit lasst sich festhalten, dass eine multifunktionelle Therapie
des Reizdarmsyndroms mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit die gewiinschte therapeu-
tische Wirkung erzielt (Allescher et al., 2020).

Es konnte in diversen Studien gezeigt werden, dass STW 5 Auswirkungen auf viele Ent-
stehungsmechanismen und Symptome von Erkrankungen im Magendarmtrakt hat. Es be-
einflusst die Saureregulation, die Expression von bestimmten Kanédlen und Rezeptoren,
die Entziindung, die Muskelrelaxation im Fundus/Korpus des Magens, die Kontraktion des
Magenantrums und den Schleimhautschutz (Abdel-Aziz et al., 2017). Durch diesen Mul-
titarget-Effekt von STW 5 konnen die zugrundeliegenden Mechanismen des
Reizdarmsyndroms behandelt werden, womit eine generelle Verbesserung der

Reizdarmsymptome erreicht werden kann (Allescher et al., 2020).

1.6 Synergie

Schon sehr lange werden Medikamente in Kombination genutzt, um Krankheiten zu be-
handeln und Symptome zu lindern. Die traditionelle chinesische Medizin (TCM) und die
traditionelle indische Medizin, die auch heute noch in hohem Mal3e pflanzliche Medika-
mente einsetzen, sind klassische Beispiele. Aber auch bei komplexen Pathophysiologien
gehdrt die Gabe von Medikamentenkombinationen zum téglichen Alltag in der westlichen
Medizin (Beispiele: Kombination antiretroviraler Therapie bei der Behandlung von HIV-1
positiven Personen (Atta et al., 2019), Kombination von ACE-Hemmern, 3-Blockern und

Aldosteronantagonisten bei der Herzinsuffizienztherapie (Tomasoni et al., 2022)).
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Die Schwierigkeit eine einheitliche Definition von Synergie zu finden zeigt sich unter an-
derem daran, dass es viele Publikationen zu dem Thema gibt (Loewe, 1953). Mehr oder
weniger einig sind sich die Verfasser darin, dass Synergie entsteht, wenn zwei oder mehr
Komponenten (Medikamente) zusammenkommen und der Effekt groRer ist als die
Summe der Einzeleffekte der Komponenten, wenn diese fur sich gegeben werden. Dabei
entsteht entweder mit gleicher Dosis ein "1+1>2"-Effekt oder ein gleicher Effekt mit ver-
ringerter Dosis (D1 + D2 <1) (Huang et al., 2019). Eine genauere Erklarung ergibt sich
durch die "Isobologramm-Methode" von Loewe (1953). Sie bildet die Grundlage fur meh-
rere Synergiebestimmungsmethoden und erfasst die Beziehung zweier Wirkstoffe in
Kombination graphisch. Hierbei wird dargestellt, wie sich die beiden Wirkstoffe zueinander
verhalten, mit einer X und einer Y-Achse, welche fiir die Dosisraten der Einzelkomponen-
ten in Bezug auf das gleiche Effektlevel (z.B.: IC50) stehen (siehe Abbildung 7). Das
Isobologramm wurde in Folge von Berenbaum mathematisch beschrieben (Berenbaum,
1989).

Dose B

Dose
A
B antagonism = negative interaction
® synergism = positive interaction or potentiation

® zero-interaction = effects-addition of individual components

Abb. 7: Isobole fur keine Interaktion, Synergismus und Antagonismus

Pharmakologische in vitro und Tierversuche kdnnen fir die Darstellung der Isobole bei
einer Mischung von zwei Substanzen genutzt werden. Diese Methode bietet eine graphi-
sche Darstellung mit linear angeordneten X- und Y-Achsen, welche die Dosisrate von den
einzelnen Komponenten darstellt. Ubersetzung: Dose: Dosis; Antagonism: Antagonis-
mus; zero-interaction: keine Interaktion; Synergism: Synergismus; negative interaction:
negative Interaktion; positive interaction: positive Interaktion oder Potenzierung; effects-
additition of individual components: Effekaddition von einzelnen Komponenten. Quelle:
Wagner und Ulrich-Merzenich, 2009.
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Wenn zwei Medikamente kombiniert werden, ist Synergie, betrachtet bezogen auf den
Effekt, ein Effekt, welcher grof3er ist als durch die einfache Addition der Einzeleffekte zu
erwarten ware. Die Dosis, die flr den Effekt benotigt wird, ist geringer. Bei antagonisti-
schen Effekten ist der Effekt geringer als durch die Addition der Einzeleffekte zu erwarten

ware. Es wird eine hdhere Dosis fir den gegebenen Effekt bendtigt.

Der Kombinationsindex (Cl) formuliert diesen Zusammenhang mathematisch (siehe Seite
64ff). Ist CI=1 handelt es sich um einen additiven Effekt. Ein CI<1 zeigt einen synergisti-
schen Effekt und ein CI>1 einen antagonistischen Effekt (Chou, 2006). Der Kombination-
sindex (CIl) ist ein quantitatives Mal3 basierend auf dem Massenwirkungsgesetz des Gra-
des der Arzneimittelwechselwirkung in Bezug auf Synergismus und Antagonismus fur ei-
nen gegebenen Endpunkt der Effektmessung (Chou und Talalay, 1981). Zur einfachen
Berechnung des CI haben die Autoren ein Computerprogramm entwickelt (CompuSyn
(2005) / CalcuSyn (1998)). Hier werden Dosis und Effektdaten (fa) fur jedes Medikament
allein und ihre Kombination eingegeben. Zur Berechnung des Kombinationsindexes soll-
ten die Medikamente in mindestens funf Konzentrationen im Versuch eingesetzt werden.
Hierbei sollten idealerweise zwei Konzentrationen tiber dem IC50 und zwei Konzentratio-

nen unter dem IC50 fur den untersuchten Effekt liegen (Chou, 2014).

Fur ein einzelnes Medikament kann die Dosis und die entsprechende Wirkung in einem
zweidimensionalen Dosis-Wirkungs-Diagramm angegeben werden. Wenn jedoch die In-
teraktion von zwei Medikamenten oder Wirkstoffen untersucht werden soll, kommt dies
als dritter Parameter hinzu, sodass ein dreidimensionales Diagramm notig ware. Durch
Festlegung eines Punktes auf der Dosis-Wirkungs-Kurve pro Medikament, fir welchen
dann die Kombination ausgerechnet wird, gelangt man von dem dreidimensionalen Dia-
gramm zurlck in eine zweidimensionale Darstellung durch das Isobologramm. Dieser
Punkt ist haufig der IC50- Wert, also die mittlere inhibitorische Konzentration, bei der ein
Medikament 50 % der Inhibition erreicht. Es werden sich also zwei Medikamente in Kom-
bination bei einer gleichen inhibitorischen Konzentration von 50 %, 75 % et cetera ange-
schaut. Hierdurch kann sich die Interaktion bei einem festgelegten Punkt angeschaut wer-
den. Eine Isobole kann als eine Linie oder Kurve zwischen zwei Punkten des gleichen
Effekts verstanden werden (Wagner und Ulrich-Merzenich, 2009). Die meiste Literatur
bezieht sich hier auf die inhibitorische Konzentration (IC), jedoch kann die Wirkung auch
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auf den Effekt und somit die Effektkonzentration (EC) bezogen werden. Das Erstellen von
Isobolen bengtigt das Wissen der Konzentrationen und der Einzelkomponenten bei ver-
schiedenen Effektleveln. Somit kdnnen die Konzentrationen von Substanzen anhand der
Isobolen ermittelt werden, welche am meisten fur den Synergieeffekt sorgen. Zusammen-
gefasst lasst sich sagen, dass Daten von verschiedenen Effektstarken nétig sind fur die
Identifikation der Interaktion, da Qualitat und Quantitat der Interaktion von der Effektstufe
abhangen (Wagner und Ulrich-Merzenich, 2009).

Die Ziele der Synergieforschung sind 1) die Effektivitat des therapeutischen Effekts stei-
gern 2) die Dosis erniedrigen, bei dem gleichen oder gro3eren Effekt, um Toxizitat zu
vermeiden, 3) die Medikamentenresistenz minimieren oder verlangsamen, und 4) selek-
tiven Synergismus gegen ein bestimmtes Ziel erzeugen (Chou, 2006). Ob jedoch zwei
oder mehr Medikamente synergistische Effekte haben muss experimentell bewiesen wer-
den (Huang et al., 2019). Synergie-Forschung ist in den letzten Jahren in der Phytomedi-
zin immer wichtiger geworden. Hierbei gilt es synergistische Effekte eines Kombinations-
préaparats, bestehend aus verschiedenen bioaktiven Substanzen, genauer zu untersu-
chen und die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen (Wagner und Ulrich-Merze-
nich, 2009). Ein Bespiel ist die Wirkung von STW 5 auf die IL-8-Freisetzung im oberen
Gastrointestinaltrakt. IL-8 ist eins der zentralen Zytokine bei Entziindungen im oberen
Gastrointestinaltrakt (Souza et al., 2009). Inwiefern STW 5 nun in diesen Mechanismus
eingreift, wurde anhand von Versuchen mit HET-Zellen (MDT-Epithelzellen) gezeigt. Hier
wurden die Zellen mit den verschiedenen Extrakten von STW 5 stimuliert und beobachtet,
wie sich die IL-8-Freisetzung verandert. Das hat gezeigt, dass Iberis Amara (L.) (STW 6)
eine deutliche Freisetzung von IL-8 induziert, obwohl die IL-8-Freisetzung durch den Ge-
samtextrakt (STW 5) vergleichbar mit der Kontrollprobe war. Daraufhin wurden Kombina-
tionsversuche mit Iberis Amara (L.) gemacht um zu schauen, welcher Extrakt die IL-8-

Freisetzung von STW 6 wieder mindert (Ulrich-Merzenich et al., 2019).
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(Ch
Auswahl von Pflanzenextraktkombinationen IC-Werte (ul/ml) Kombinationsindex (ClI)
IC55 IC75 Cl bei IC55 bei IC75
Iberis amara Menthae piperitae Matricaria recutita 0.82; 0.05 1.0; 0.02
Iberis amara | Menthae piperitae Glycyrrhiza glabra 4.44; 6.91 0.12; 2.68
Iberis amara | Menthae piperitae Angelica archangelica | 48.0;, 1635.7 1.14; 50.95
Iberis amara Menthae piperitae Carum carvi 17.84;, 11704 1282; 22 103
Iberis amara | Menthae piperitae Silybum marianum 2.48; 15.6 0.18; 0.9
Iberis amara | Matricaria recutita Glycyrrhiza glabra 1.76; 649.8 0.97; 125.8
Iberis amara Matricaria recutita Carum carvi 7.04; 112.7 480.4; 460102
Iberis amara | Glycyrrhiza glabra Angelica archangelica | 44.31; 61.1 55.6; 25.25
Iberis amara | Glycyrrhiza glabra Carum carvi 9.55;  246.1 55.6; 25.26
Iberis amara | Glycyrrhiza glabra Silybum marianum 3.6; 47.2 0.32; 0.41
Iberis amara | Angelica archangelica | Carum carvi 6.04E-4; 6.1E11 0.03; 1.8E10
Iberis amara Carum carvi Silybum marianum 1.67; 3.01 0.15; 0.08

Die IC-Werte sind angegeben als Extraktkonzentrationséaquivalente zu pl/ml von STW 5.
Die Cl-Werte stimmen mit IC55 und IC75-Werten Uberein. Grau markiert sind die syner-
gistischen Kombinationen. Entnommen aus Ulrich-Merzenich et al., 2019.

Es konnte gezeigt werden, dass Iberis amara (L.) die IL-8-Freisetzung stark in die H6he
trieb, obwohl STW 5 als Gesamtextrakt keine IL-8-Erh6hung zeigt. Deshalb wurde unter-
sucht, welche Extrakte die durch Iberis amara (L.) verursachte IL-8-Erh6hung wieder sen-
ken. Hierbei wurden Dreierkombinationen untersucht, bei denen die Cl-Werte zwischen
starker Synergie (CI<0.03) bis zu sehr starkem Antagonismus (Cl: 480) reichten. Es
konnte gezeigt werden, dass Silybum marianum (L.) gaertn der effektivste Kombinations-
partner war, um die IL-8-Freisetzung wieder zu senken (Ulrich-Merzenich et al., 2019).

1.7 Fragestellung
Um das Verstandnis der Pathogenese der Reflux6sophagitis zu vertiefen, wurden fol-
gende Hypothesen generiert, die sich mit verschiedenen Aspekten der Krankheit und ihrer

Behandlung befassen.

Ein Kommunikationsnetzwerk zwischen séuresensiblen lonenkanélen und dem Sero-
toninsystem ist in die Pathogenese der Refluxdsophagitis involviert. Speziell die saure-
sensible lonenkanale (ASICs) und die 5-Hydroxytryptaminrezeptoren (5-HTR) sowie
5-Hydroxytryptamin (Serotonin) sind an Entziindungsprozessen und Schmerzwahrneh-
mung im Osophagus beteiligt. Bestimmte Zelltypen sind wesentlich fiir die Prozesse, die
mit der Refluxdsophagitis und ihren Symptomen verbunden sind. Omeprazol und STW 5
beeinflussen dieses Kommunikationsnetzwerk, wobei der Einfluss von STW 5 unter an-

derem durch seine Multitargetwirkung hervorgerufen wird. Die Freisetzung von Calcium
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im Osophagus wird durch Omeprazol und STW 5 beeinflusst und es gibt eine synergisti-
sche Wirkung von Einzelextrakten von STW 5 auf diese Freisetzung.

Grundlage fur diese Hypothesen waren Vorarbeiten zum Kommunikationsnetzwerk zwi-
schen sauresensiblen lonenkanalen (ASICs) und 5-Hydroxytryptaminrezeptoren (Seroto-
nin). In 30-40 % der Falle einer GERD persistieren die Symptome der Patient*innen trotz
PPI-Therapie (Souza, 2010), sodass davon auszugehen ist, dass weitere Prozesse als
nur die S&ure an der Entstehung der Erkrankung und der Symptome beteiligt sind. Au-
Berdem konnte festgestellt werden, dass fir die Schleimhautverletzung bei funktioneller
Dyspepsie und Reizdarmsyndrom ein Entziindungsprozess wichtig ist. Da diese beiden
Krankheiten bei Symptomen und Pathogenese mit GERD Uuberlappen, wurde in dieser
Arbeit hauptséchlich mit einem Modell einer Refluxésophagitis bei Ratten sowie an hu-
manen Osophagusproben geforscht. Hierbei wurden die Tiere zusatzlich zur PPI-Thera-
pie mit dem pflanzlichen Praparat STW 5 behandelt. In vorherigen Studien erfolgten be-
reits die Untersuchungen der Genexpression und der Proteinnachweis einiger sauresen-
sibler Kanale und einiger 5-HTR mittels Western Blot. In dieser Arbeit wurden die Western
Blot Versuche weiterentwickelt, um final alle relevanten Genexpressionsdaten mit den
Western Blot Daten vergleichen zu kdnnen. Weiterhin herrschte Unklarheit, ob es auch
mdglich ist, die untersuchten Kanale im humanen Osophagusgewebe nachzuweisen und
wie diese Expression mit der Symptomauspragung zusammenhangt. Da STW 5 eine
nachgewiesene Multitargetwirkung hat und nicht nur Entziindung eine wichtige Rolle bei
der GERD spielt, sondern auch die Motilitat, wurde anhand von Human Intestinal Smooth
Muscle Cells (HISMC) die Calciumfreisetzung in diesen Zellen durch Stimulierung mit ver-
schiedenen Substanzen (Capsaicin, Omeprazol, STW 5, Einzelextrakte von STW 5) un-
tersucht. Durch Stimulierung mit einer Kombination von Einzelextrakten von STW 5 sollte
erforscht werden, inwiefern einzelne Substanzen synergistisch auf die Calciumfreisetzung

wirken.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellen

2.1.1 Fibroblasten
Humane Hautfibroblastenzellen (normal human dermal fibroblasts-cells; NHDF-C) wur-
den von PromoCell (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Die Zellen wurden aus der Der-

mis juveniler Vorhaut isoliert.

2.1.2 Human Intestinal Smooth Muscle Cells (HISMC)

HISMC wurden von ScienCell Research Laboratories (Carlsbad, USA) bezogen. Die hu-
manen intestinalen Muskelzellen wurden aus dem Gastrointestinaltrakt isoliert und in
Flussigstickstoff eingefroren. HISMCs aus den Passagen 2-10 wurden in den Versuchen

eingesetzt.

2.2 Humane Proben

Die Proben wurden im Rahmen endoskopischer Untersuchungen in der Abteilung far
gastrointestinale Endoskopie der Universitat Kairo, Kairo, Agypten von Dr. Abdel Meguid
Kassem gewonnen und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Alle Patient*innen ga-
ben ihren Informed consent und alle durchgefiihrten Malinahmen wurden durch das lo-
kale ethische Komitee genehmigt. Die MaRhahmen wurden durchgefihrt nach den Ethical
guidelines der Deklaration von Helsinki (as revised in 2000).

2.3 Medikamente
e STW 5/Iberogast classic®:

Das aus neun Heilpflanzen bestehende Phythotherapeutikum und seine Einzelex-
trakte wurden von der Steigerwald Arzneimittelwerk GmbH, Bayer Consumer Health
als Lyophilisate zur Verfligung gestellt. Diese wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) gel6st (Konzentrationen siehe Tabelle 3). Die Stamml6sungen wur-
den in Aliquoten bei 80 °C eingefroren. Vor Versuchsbeginn wurden Aliquote aufgetaut

und die Versuchslésungen hergestellt (1:10 Verdinnung).
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Tab. 3: STW 5 und seine Einzelkomponenten

Komponenten Binominaler Name Name mg/ml* %
STW 5 Iberogast classic® 59 100
STW 6 Iberis amara (L.) Bittere Schleifenblume 18 15
STW 5-K Il Menthae piperitae (L.) Pfefferminzblatter 88 5
STW 5-K llI Matricaria recutita (L.) Kamillenbliten 58 20
STW 5-K IV Glycyrrhiza glabra (L.) SuRholzwurzel 100 10
STW 5-KV Angelica  archangelica Angelikawurzel 99 10
(L)
STW 5-K VI Carum Carvi (L.) Kimmel a7 10
STW 5-K VII Silybum marianum (L.) Mariendistel 20 10
gaertn
STW 5-K VIII Melissa officinalis (L.) Melissenblatter 71 10
STW 5-K IX Chelidonium majus (L.) Schdllkraut 75 10

Die Tabelle zeigt STW 5 und seine Einzelkomponenten. *: Losungsmittel Alkohol (31%).
Adaptiert von Abdel-Aziz et al., 2017.

e Capsaicin:
Der TRPV1 Blocker wurde von Cayman Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA) bezo-
gen (LOT#: 0462904-29). Es wurde als ein kristalliner Feststoff geliefert. Capsaicin

wurde fir in-vitro Experimente verwendet und mit DMSO und DMEM (ohne Phenolrot)

zu einer Konzentration von 80 uM verdinnt.
e Omeprazol

Der PPI Omeprazol wurde von Sigma Aldrich Deutschland bezogen. Es wurde in

DMEM gel6st und in einer Konzentration von 10-100 pg/ml eingesetzt.
2.4 Chemikalien und Reagenzien

2.4.1 Chemikalien
Alle Chemikalien waren von analytischem Grad. Die Quelle der Chemikalien, die in diesen

Versuchen benutzt wurden, sind in der folgenden Tabelle aufgelistet:
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Tab. 4: Chemikalien

Chemikalien

Quelle

Acrylamid/Bis-Acrylamid-Ldsung (30 %)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Ammonium persulphat

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Essigsaure

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol (absolute)

AppliChem, Deutschland

Fetales Kalberserum (fetal bovine serum,
FBS)

Gibco Life Technologie, Carlsbad, USA

Formaldehydlsg. 4 %, gepuffert pH 6,9

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Formaldehyd 37 wt. %

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Glycerol

Merck, Deutschland

Glycin

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Magermilchpulver

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Methanol (100 %)

Applichem GmbH, Deutschland

Mowiol (wasserlosliches Einbettmittel)

Hoechst, Deutschland

N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamin
(TEMED)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Natriumdesoxycholat

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Natriumfluorid (NaF)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Natriumothovanadat

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Natriumpyrophosphat

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Poly-L-Lysine-Losung (Coating-Losung)

Biochrom/Merck, Deutschland

Sodium dodecyl
20 %)

sulfat-Lésung (SDS,

Biorad, Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tris Base (Trizma)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tris HCL

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Triton X 0,1 %

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tween 20

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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Poly-L-Lysine-Lésung (Coating-Losung): 1,5 ml Poly-L-Lysine (Stocklo-
sung 0,1 mg/ml) von Biochrom/Merck, Deutschland wurde mit 8,5 ml ste-
rilem Aqua Destillata verdinnt (Endkonzentration: 0,015 mg/ml).

Calcium und Magnesium freier-Dulbecco’s phosphate buffered saline

(DPBS): Es wurde von Life Technologies (Gibco), Deutschland bezogen.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): Es wurde von Life Techno-
logies (Gibco), Deutschland bezogen.

Fetales Bovine Serum (FBS) stammte von Life Technologies (Gibco).

Trypsin (10-fach konzentriert, L6sungsmittel DPBS): Es wurde bezogen
von PAA, Deutschland. 5 ml der Losung wurden mit 45 ml DPBS ver-
dunnt (Endkonzentration 0,25% Trypsin).

Antibiotika: Penicillin/Streptomycin-Gemisch (je 5000 1U/ml) wurde von

Thermo Fisher Scientific Deutschland bezogen.

Western Blot Lésungen:

RIPA Lysepuffer flr die Proteinisolation pH 7,5 (vor SDS und Tritonzu-

gabe; Losungsmittel Aqua dest.)

Tris HCL 20 mM
Triton X-100 1%
Glycerol 20 mM
EDTA 2.5 mM
Sodium Pyrophosphat 10 mM
NaF 50 mM
SDS 0,1%
Sodium Desosycholat 1%
Protease Inhibitor Cocktail 1%

Sodium Orthovandat 0,5%
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10 % Separations Gel-Puffer (8 ml)

Aqua Destillata
Acrylamid/Bis-Acrylamid (30 %)
1,5 M Tris-Base, pH 8,8

SDS (10 %)

Ammonium Persulphat (10 %)
TEMED

6 % Stacking Gel-Puffer (5ml)
Aqua Destillata
Acrylamid/Bis-Acrylamid (30 %)
0,5 M Tris-HCL, pH 6,8

SDS (10 %)

Ammonium persulphat (10 %)
TEMED

Protein Sample Puffer
Tris HCL, pH 6,8

SDS

Glycerol

Bromophenol Blau
1MDTT

3,2ml
2,67 ml
2 mi
80 pL
80 pL
8 puL

2,6 ml
1ml
1,25 ml
50 pL
50 pL
5puL

50 mM

2 % (w/v)

10 % (v/iv)
0,0025 % (w/v)
10 % (viv)

Laemmeli Gelelektrophorese-Puffer (Running-Puffer) pH 8,3

Tris Base
SDS
Glycine

Towbin Transferpuffer pH 8,6
Tris HCL
Glycine

25 mM
0,5 % (w/v)
192 mM

25 mM
192 mM



Methanol

Tris-buffered saline (TBS) pH 7,6

Tris Base
NacCl

20 % (v/v)

20 mM
140 mM

Waschpuffer (Tris-buffered saline with Tween20 (TBST)) pH 7,6

Tris Base
NacCl

Tween 20

Blockierlésung:
TBS pH 7,6
Milchpulver
Tween 20

Antibody-Dilution-Buffer:

TBS pH 7,6
Milchpulver

Tween 20

1. Antikérper
Antibody-Dilution-Buffer

2. Antikérper (ASIC, 5-HTR, SERT)

Verdinnung 1:1000

3. Antikdrper
Antibody-Dilution-Buffer

4. Antikdrper (goat-anti-rabbit)

Verdinnung 1:2000

20 mM
140 mM
0,1 % (v/v)

150 ml
750
1% (viv)

20 ml

59
1 % (vIv)

10 ml
10

40 ml
20 pl
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Stripping Buffer (Lot# QB211998) pH 8,0:
Der Stripping Puffer wurde von Thermo Fisher Scientific, Deutschland be-

zogen.

Western blotting Luminol Reagenz:

Detection Reagent 1, Peroxide Solution (Lot# QB213483)

Detection Reagent 2, Luminol Enhancer Solution (Lot# QC213481A)
Bezogen wurden diese Losungen von Thermo Fisher Scientific, Deutsch-
land.

2.4.3 Wachstumsmedium
Nahrmedium:
Das Nahrmedium wurde zur Propagierung der Zellen hergestellt, wobei fur die verschie-
denen Versuche unterschiedliche Konzentrationen des Nahrmediums verwendet wurden.
Die Herstellung erfolgte wie folgt:

e 1% FBS haltiges Serum (495 ml DMEM + 5 ml FBS)

e 10 %/12 % FBS haltiges Serum (440/450 ml DMEM + 50/60 ml FBS) mit
1 ml Penicillin/Streptomycin (je 5000 IU/ml) auf 100 ml Medium

Freezing Medium:

Das Einfriermedium wurde hergestellt, um die Zellen in Flissigstickstoff lagern zu kdnnen.
Es wurde wie folgt hergestellt: 7 ml DMEM (mit Phenolrot/ohne Phenolrot), 2 ml FBS, 1
ml DMSO. Die Losung ohne Phenolrot wurde fir die Versuche eingesetzt, um den Einfluss

des Phenolrots auf die fluorometirsche Messung zu vermeiden.

2.5 Kits
¢ In Vitro Toxicology Assay Kit, Resazurin basiert (TOX-8)

Dieses Kit wurde von Sigma Aldrich Merck, USA bezogen. Es wurde ver-
wendet, um fluorometrisch die Zellzahl zu bestimmen. Verwendet wurde da-
fur der Farbstoff Resazurin, der zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat

der Zellen dient. Lebende Zellen reduzieren die oxidierte Form (blau) und
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erhohen damit gleichzeitig die Menge an fluoreszierendem Intermediat Re-
sofurin (rot), der damit einen Indikator fir die Zytotoxizitat der untersuchten
Substanz darstellt. Die Menge an Farbstoffumwandlung wird fluorometrisch

gemessen.
e Calcium-Assay Kit

Das Screen Quest Fluo-8 No Wash Calcium-Assay Kit (Lot# 163103S)
wurde von AAT Bioquest, Inc., USA bezogen. Es enthalt Fluo-8 NW, 10X
Pluronic F127 Plus, HHBS (Hanks™ buffer with 20 mM Hepes) zur Herstel-
lung einer Dye-Loading Solution. Das Prinzip des Assays ist unter 2.11.1

beschrieben.
e PAXgene RNA Kit/ PaxGene blood RNA kit

Es wurde von Qiagen, Hilden, Deutschland bezogen und zur RNA-Isolie-

rung aus den Proben genutzt.



2.6 Antikorper

53

Die folgenden Antikdrper wurden fur die Western Blots genutzt. Die Quelle und benutzten

Verdinnungen sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tab. 5: Antikdrper zur Durchfiihrung der Western Blots

Antikorper Spezifizierung Host | Anwendung | Quelle Verdin-
nung
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASR021AN0250 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 1A
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASR022AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 1B
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASR023AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 1D
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASRO33AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 2A
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASRO35AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 2B
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASRO36AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 4
Polyclonal
Anti-5-Hydroxytryptamin | Lot# ASR040AN0150 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Rezeptor 5B
Polyclonal
Anti-ASIC1 Lot# ASCO014ANO0650 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Polyclonal
Anti-ASIC2 Lot# AN-01 Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Polyclonal
Anti-ASIC3 Lot# ASCO18ANO0750 | Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Polyclonal
Anti-ASIC4 Lot# AN-01 Rabbit | Western Blot Alomone Lab | 1:1000
Polyclonal
Serotonin  Transporter | Polyclonal Rabbit | Western Blot Novus Bio- | 1:1000
Ab (SERT) logicals
Goat-anti-rabbit IgG- | Lot# F2215 Goat Western Blot Santa Cruz | 1:2000
HRP . Biotechnol-
HRP conjugated
Jug ogy

Abkurzungen: SERT: Serotonintransporter, Ab: Antikorper, HRP: Horseradish peroxi-
dase; Ubersetzungen: Host: Wirt, Goat: Ziege, Rabbit: Kaninchen, conjugated: konjugiert,

Polyclonal: Polyklonal
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Antikorper fur das Kontrollgewebe

Anti-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 1A, Anti-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 1B, Anti-5-Hyd-
roxytryptamin-Rezeptor 1D, Anti-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 2A, Anti-5-Hydroxytrypta-
min-Rezeptor 2B, Anti-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 4, Anti-5-Hydroxytryptamin-Rezep-
tor 5B, Anti-ASIC1, Anti-ASIC3, Anti-ASIC4 Antikorper (Quelle: Kaninchen; Reaktivitat:
Ratte) und Anti-Pan ASICs (1:500) stammten von Alomone Labs (Jerusalem, Israel). Anti-
Serotonin Aks (goat anti-rat) stammten von Abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich),
Anti-SERT Aks stammten von Bio-Techne (1:500) (Minnealpolis, USA). Die sekundaren
Aks Anti-Ziege und Anti-Kaninchen IgG Aks (1:1000) stammten von der Firma Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA).

Tab. 6: Antikorper fir die Anfarbung der Paraffinschnitte

Antikorper | Spezifizierung | Host | Anwendung Quelle | Verdinnung
Serotonin Ab IgG1 kappa, Clone: | Maus, | IHC-Paraffin, Mouse, | Genetex | 1:100
5HT-H209, Mouse | human, rat
Monoclonal
Serotonin Ab MO0758, Clone: | Maus, | IHC-Paraffin, Human, | Dako 1:100
5HT-H209, Mouse | Rat
Monoclonal
ASIC4 Ab Aal21-170, Poly- | Rabbit | IHC, IHC-Paraffin, | LSBio 1:100
clonal Western Blot, Human,
Mouse, Rat and others
ASIC4 Ab Bs-12129R, Polyc- | Kanin- | Western Blot, IHC-P, | Biossus | 1:50
lonal chen, IF-Paraffin, Human, | a
Rabbit | Mouse, Rat
ASIC4 Ab Polyclonal Kanin- | Western Blot, IHC, IF, | Alo- 1:50
chen, Rat, Human, Mouse mone
Rabbit Lab
ASIC4  (D3), | Scc-377063, Mono- | Maus, | Western Blot, IHC- | Santa 1:50/100/250/50
Ab clonal Mouse | Paraffin, Mouse, Hu- | Cruz 0/ 1000
man, Rat

Abklrzungen: IHC: Immunhistochemie, IF: Immunfluoreszens, P: Paraffin, AK/Ab: Anti-
korper, Kursiv markiert: positiv reagierende Aks; Ubersetzungen: Host: Wirt, Mouse:
Maus, Rabbit: Kaninchen, Rat: Ratte, Human: Mensch, and others: und andere, Clone:
Klon, Monoclonal: Monoklonal, Polyclonal: Polyklonal
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2.7 Untersuchung der Expression von Acid-sensing ion channels (ASICs), 5-Hydroxy-
tryptamin-Rezeptor-Subtypen (5-HTR) und Serotonintransporter (SERT) in Ratte-

noésophagi

2.7.1 Versuchsaufbau

Die Tierversuche wurden durchgefiihrt nach der European Communities Council Directive
von 1986 (86/609/EEC) und genehmigt durch die Ethik-Kommission fur Tierexperimente
(NRW, Deutschland) (Abdel-Aziz et al. 2015a).

Erwachsene, mannliche Wistar Ratten wurden blind in finf Gruppen (siehe Abbildung 8)
unterteilt: Sham Operation (acht Tiere), Osophagitis Gruppe (14 Tiere), STW 5 und Ome-
prazol Behandlung (je zehn Tiere). Zwei Gruppen erhielten anstatt des Medikamentes
Wasser (Sham und Osophagitis-Gruppe), zwei Gruppen erhielten STW 5 (0,5 oder 2
ml/kg) und eine Gruppe erhielt Omeprazol (30 mg/kg) einmal taglich per oraler Gabe.
Gestartet wurde damit sieben Tage vor der Induktion der Osohpagitis. Eine der Gruppen,
welche nur Wasser erhielt, wurde sham-operiert. In allen anderen Gruppen wurde eine
Osophaygitis induziert (siehe Abbildung 9). Die Tiere wurden fiir weitere zehn Tage behan-

delt und dann unter Anasthesie getotet (Abdel-Aziz et al. 2015a).

Unbehandelte Gruppe Behandelte Gruppe

Sham-Gruppe - 6sgphagitis- 7 OgTrX\Il/k% ZSInvykg Og\(;eg:g/zkol,
Ratte ruppe : g
8 Ratleq) (14 Ratten) (10 Ratten) (10 Ratten) (10 Ratten)
.|
Keine Behandlung \g J Behandiung
@®
|
“\C,‘v7
Sham-Operation | Induktion der Osophagitis
- . i
s
Keine Behandlung a8 | Behandlung
@

Mukosa-Entnahme

Abb. 8: Versuchsaufbau des subchronischen Rattenmodells

Gezeigt wird die Aufteilung der Ratten in zwei unbehandelte Gruppen (Sham (8 Ratten)
und Osophagitis-Gruppe (14 Ratten)) und drei Behandlungsgruppen (STW 5 (0,5 ml/kg)
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(10 Ratten), STW 5 (2 ml/kg) (10 Ratten), Omeprazol 30 mg/kg (10 Ratten)). AuRerdem
wird die zeitliche Achse des Versuchs visualisiert: nach 7 Tagen Sham-Operation oder
Induktion der Osophagitis und nach 10 Tagen Mukosaentnahme. Die Abbildung wurde
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Anastasiia Shcherbakova.

Die Experimente wurden in vier erfolgreichen Versuchsrunden durchgefuhrt, wobei jede
Runde Tiere aus allen Gruppen enthielt (Sham-Gruppe (2 Ratten), Osophagitis-Gruppe
(3-4 Ratten), STW 5 oder Omeprazol (2-3 Ratten). Die Refluxtsophagitis wurde, bis auf
wenige Modifikationen, wie von Omura et al. (1999) beschrieben induziert. Die durch ver-
schiedene Ligationen induzierte Osophagitis sowie der Zeitablauf der Behandlung sind
schematisch in Abbildung 9 dargestellt. Eine separate Gruppe von Tieren wurde nur Sham
operiert, wobei sie anasthesiert, ihr Abdomen geo6ffnet und dann wieder zugenaht wurde,
ohne weitere chirurgische Manipulationen. Die Tiere wurden zehn Tage nach der Oso-

phagitis-Induktion oder Sham-Operation getotet (Abdel-Aziz et al., 2015a).

2.7.2 Probengewinnung

Wahrend der Anasthesie wurde Blut fur die RNA-Analyse aus der posterioren V. cava
entnommen. Die unteren 3 cm des Osophagus wurden entnommen, longitudinal gedffnet,
makroskopisch betrachtet und gemaf dem Grad der Schadigung beurteilt (0= keine Schéa-
digung bis 5= Perforation). Die Osophagus-Proben wurden gewogen und in drei Teile
geschnitten: ein Teil wurde in 10 % Formalin fixiert und in Paraffin gebettet, ein Teil wurde
bei -80 °C in einem RNAlater®Tube fir die RNA-Array Analyse gelagert und ein Teil wurde
verwendet um Whole Cell Lysates fiur die Western Blots vorzubereiten und dafur bei -80
°C gelagert (Abdel-Aziz et al., 2015a).
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Rat-Model of Reflux-Esophagitis

0 e Induction of Reflux = inflammation
Esophagitis & lesions.

Ligature between
Pyloric constriction fundus & corpus,
(Nelaton catheter) to todecrease
delay passage of stomach volume.
gastric contents.

STWS5 or 30 mg/kg Omeprazol (Gavage)

10 Sacrifice

Abb. 9: Darstellung des subchronischen Rattenmodells zur Induktion der Osophagitis

Die Durchfiihrung der Osophagitisinduktion erfolgte wie bei Omura et al., (1999) beschrie-
ben. Gezeigt werden die zeitliche Achse des Modells und die grobe graphische Darstel-
lung des Vorgangs der Osophagitisinduktion. Zum einen wird bei der Osophagitisinduk-
tion eine Pyloruskonstriktion durch einen Katheter bewirkt und zum anderen eine Magen-
ligatur gezogen, um das Magenvolumen zu verkleinern. Dies flhrt zu Reflux und infolge-
dessen zu Entziindung und Lasionen in der Speiserohre. Ubersetzung: Rat-Model of Re-
flux-Esophagitis: Ratten Modell der Refluxdsophagitis; Induction of Esophagitis: Induktion
der Osophagitis; Sacrifice: Opferung; Gavage: Sondennahrung; lesions: Lasionen; Pyloric
constriction (Nelaton catheter) to delay passage of gastric contents: Pylorusverengung
(Nelaton Katheter), um die Passage von Mageninhalt zu verzdgern; Ligature between fun-
dus & corpus, to decrease stomach volume: Ligatur zwischen Fundus und Corpus, um
das Magenvolumen zu verringern. Die Abbildung wurde freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dr. Heba Abdel-Aziz.

Durchgefiihrt wurden die Tierversuche sowie die Probengewinnung am Institut fir Phar-

mazeutische Chemie, Westfalische Wilhelms-Universitdt Minster von Dr. Heba Abdel-

Aziz.

2.7.3 RNA-Isolierung
Die Daten der Transkriptomanalysen stammen aus dem Experiment von Abdel-Aziz et

al., 2015a. Die RNA wurde von den Gewebe- und Blutproben mit dem PaxGene tissue
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RNA kit und dem PaxGene blood RNA kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die Ge-
nexpression wurde mittels das Agilent whole genome microarray (Ratte) untersucht, wie
von Ulrich-Merzenich et al. (2012) beschrieben. Diese Analysedaten einschliel3lich der
Daten zur Genexpression der ASICs, den 5-HTR Untertypen und SERT wurden von Dr.
Gudrun Ulrich-Merzenich zur Verfugung gestellt.

2.7.4 Gelelektrophorese und Western Blotting

Die Proteine der Whole Cell Lysates wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese ent-
sprechend ihrer Gro3e und Ladung aufgetrennt. Hierzu wurden die Proben in RIPA-Puffer
geldst und die Lysate, wie von Gouni-Berthold et al. (2001) beschrieben, aufbereitet. Glei-
che Teile von Protein (10-40ug) wurden 1:4 mit 5x Laemli Puffer gemischt, fur finf Minuten
gekocht und nach Grol3e aufgetrennt durch eine 10% SDS-Page. Nach der Gelelektro-
phorese wurden die Proteine von dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (8,5 cm x
13,5 cm) (Biorad, Deutschland) mittels einer Trans-Blot Turbo Maschine (BioRad,
Deutschland) tibertragen, wie in Ulrich-Merzenich et al. (2007) beschrieben. Die Gelelekt-
rophoresen und Blotverfahren wurden grof3tenteils von Dr. Gudrun Ulrich-Merzenich und
Anastasiia Shcherbakova durchgefihrt. Die Proteinbanden der ASICs, 5-HTR Untertypen
und SERT wurden auf den Nitrocellulosemembranen mit Hilfe von spezifischen Antikor-

pern nachgewiesen.

Hierzu wurden die Nitrocellulosemembranen in einer Pipettierschale mit Blockierldsung
bedeckt und mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Stunde
wurde die Blockierlosung entfernt und der Antikdrper-Dilution-Puffer mit dem 1. Antikorper
hinzugegeben. Dieser wurde bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Nach Entfernen des Antikor-
per-Dilution-Puffers mit dem 1. Antikdrper wurde die Membran sechsmal funf Minuten mit
TBST gewaschen. Danach wurde der 2. Antikdrper-Dilution-Puffer hinzugefigt und eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen des 2. Antikdrper-Dilution-Puffers

wurde die Membran erneut sechsmal fur finf Minuten mit TBST gewaschen.

Zur Auswertung wurden je 1 ml Detection Reagent 1 und 1 ml Detection Reagent 2 in
einer Pippetierschale gemischt und die Membran eine Minute bei lichtarmer Bedeckung
inkubiert. Danach erfolgte die Immunodetektion wie unter 2.13.2 beschrieben. Um weitere

Proteinbanden auf den Nitrocellulosemembranen nachzuweisen, wurden die Antikorper
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entfernt. Hierzu wurden die Antikbrper mit 10 ml Stripping Puffer fur funf Minuten bei 37
°C entfernt. Danach wurde die Membran zweimal mit TBS gewaschen.

2.8 Zellkulturmethoden

2.8.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Die Zellen wurden in 75 cm? behandelten Zellkulturflaschen mit Entliftungskappe aus
Plastik (BD Falcon, Deutschland) kultiviert. Die Flaschen wurden in einem Inkubator (37
°C, 95 % relative Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2; STERI-CULT 200 Model 3035, S/N: 38006-
1446, Incubator Forma Scientific, Inc., USA) inkubiert und taglich mit einem Mikroskop
(Olympus CK2, Japan) begutachtet. Das Zellkulturmedium wurde zweimal wdchentlich
gewechselt. Die Antibiotika Penicillin und Streptomycin wurden eingesetzt, um die Zellen
vor bakterieller Kontamination zu schitzten. Die Arbeit mit den Zellen erfolgte unter steri-
len Bedingungen an der Werkbank (Gelaire TC 60, Seriennummer 51078, Gelaire Flow
Laboratories Netheler-Hinz GmbH, Deutschland).

Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden in nicht beschichteten Zellkulturflaschen mit Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) + 10 % FBS +Antibiotika (Penicillin/Streptomycin je 5000 1U/ml)

kultiviert. Verwendet wurden die Zellpassagen 21-26.
HISMC

Die humanen intestinalen Muskelzellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert, welche zu-
vor mit einer Poly-L-Lysin-Losung beschichtet wurden. Die HISMC wurden in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) + 10 %/12 % FBS + Antibiotika (Penicillin/Streptomycin
je 5000 U/ml) kultiviert. Die Zellpassagen 2-15 wurden verwendet.

Beschichtung der Zellkulturflaschen und Versuchsplatten

Die HISMC benétigten eine Oberflachenmodifikation zur Adh&sion. Diese wurde mit einer
Poly-L-Lysin-Losung, sowohl bei den Zellkulturflaschen als auch bei den Versuchsplatten
durchgefthrt. Die Poly-L-Lysin-L6ésung wurde wie folgt hergestellt: 1,5 ml Poly-L-Lysine-
I6sung wurde mit 8,5 ml sterilem Wasser versetzt. Anschliel3end wurde die Lsung steril

filtriert.
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Die Zellkulturflaschen wurden mit jeweils 3 ml Poly-L-Lysine-L6sung und die Well-Plates
mit je 50 pl Poly-L-Lysin-Losung per Well beschichtet und tber Nacht in den Inkubator
gestellt.

2.8.2 Auftauen der Zellen

Das zuvor in flissigem Stickstoff eingefrorene Zellréhrchen wurde im Wasserbad auf ei-
ner Heizplatte (40 °C) schnell aufgetaut. Die 1 ml Zellflissigkeit (kalt) aus dem Zellr6hr-
chen wurde in ein 15 ml Tube tberfuhrt, DMEM ohne FBS wurde tropfenweise hinzuge-
fugt und gemischt. Dann wurde die Flissigkeit zehn Minuten zentrifugiert, um das im
Freezingmedium enthaltene DMSO komplett zu entfernen. Der Uberstand wurde entfernt
und das Pellet in 1 ml DMEM + 10 % FBS aufgeldst. Dies wurde dann in eine zuvor be-
schichtete Zellkulturflasche zusammen mit 9 ml Nahrmedium gefillt und im Inkubator in-
kubiert.

2.8.3 Passagieren der Zellen

Zellen von beinah vollstéandig (80-90 %) bewachsenen Zellkulturflaschen wurden trypsini-
siert und auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Zuerst wurde der Uberstand aus den Zell-
kulturflaschen abpipettiert und diese dann zweimal mit jeweils 5 ml DPBS gewaschen.
Danach wurden 5 ml Trypsin hinzugefiigt, um die Zellen 3-5 Minuten bei 37 °C abzulGsen.
Daraufhin wurde die Reaktion mit 1 ml DMEM + 10 % FBS gestoppt und in ein 15 ml Tube
gefiillt. Die Mischung wurde sechs Minuten zentrifugiert (1200 rpm) und der Uberstand
abpipettiert. Das Zell-Pellet wurde in 3 ml DMEM + 10 % FBS gel6st. Davon wurden je
1,5 ml mit 8,5 ml DMEM + 10 % FBS gemischt und die neuen Zellkulturflaschen mit je 5

ml Zell-L6ésung befllt.

2.8.4 Einfrieren der Zellen und Lagerung

Die Zellen wurden, wie bereits beschrieben, trypsinisiert, das Zell-Pellet in 1 ml Einfrier-
medium aufgeldst und mit einer sterilen Pipette in ein Cryotube (Nunc, Deutschland) tGber-
fuhrt. Die Zellen zuerst drei Stunden bei -20 °C und dann fur ca. 24h bei -80 °C gelagert.
Danach wurden sie in flissigen Stickstoff Gberfihrt und gelagert.

2.8.5 Zellzahlung
Fur die Zellzahlung wurde eine Neubauerzahlkammer verwendet. Auf einen Objekttrager
wurden 10 pl der Zelllésung gegeben, welche aufgrund der Kapillarkraft die Zahlkammer



61

mit einem definierten Volumen von 0,1 pl pro Eckquadrat fullt. Unter einem Lichtmikroskop
(Olympus CK2-TR, Seriennummer T2-5M02278, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) wurde
bei 100facher absoluter VergroRerung die Zellzahl in vier Eckquadraten gezéhlt. Die
durchschnittliche Zellzahl pro Eckquadrat wurde mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro
ml zu berechnen. Hierdurch konnte berechnet werden, welche Verdinnung erfolgen

muss, um eine bestimmte Zellzahl pro Well zu erhalten.
2.9 Zell-Viabilitats-Assay

2.9.1 Prinzip

Die Viabilitat der HISMC unter Einfluss der Testsubstanzen wurde im Vergleich zu unbe-
handelten Kontrollproben mit dem In Vitro Toxicology Assay Kit (TOX-8) untersucht. Hier
wird die Zellzahl durch Nachweis der metabolischen Aktivitat der Zellen gemessen. Das

Prinzip der Messung wurde bereits unter 2.5 beschreiben.

Hierfir wurden HISMC auf mit Poly-L-Lysin-Losung beschichteten 384er Platten ausge-
sat. Es wurden verschiedene Serumkonzentrationen und Volumina verwendet: 10.000
Zellen/100 pl DMEM mit 10 % FBS; 10.000 Zellen/25 yl DMEM mit 10 % FBS; 10.000
Zellen/100 pl DMEM mit 1 % FBS. Nach 24 Stunden Zelladhasionszeit wurden die Zellen
zweimal mit DMEM gewaschen und uber Nacht mit DMEM ohne FBS belassen, um die

Zellzyklen zu synchronisieren.

2.9.2 Stimulierungsprotokoll
Die Zellen wurden mit STW 5, den Einzelextrakten und Omeprazol in unterschiedlichen
Konzentrationen (1 pl/ 2 pl/ 4 pl/ 8 pl per 100 pl mit einer Konzentration 10 pg/ul) stimuliert,

jeweils mit und ohne Capsaicin (0,5 pl pro Well).

Die Platten wurden wie folgt stimuliert: Bei den Platten mit 100 pl/well wurde mit je
1 pl/ 100 pl (0,1 pg/ul) oder 2 pl/ 100 pl (0,2 pg/ul) Extrakt stimuliert. Die Platte mit
25 pl/well wurde mit 1 pl/ 25 pl (0,4 pg/ul) oder 2 ul/ 25 pl (0,8 pg/ul) Extrakt stimuliert. Es
wurden jeweils acht Wells ohne und acht Wells mit 0,5 ul Capsaicin zusatzlich stimuliert
sowie zwei Kontrollreihen angesetzt, welche ohne Stimulierung belassen wurden. Danach

wurden die stimulierten Zellen 21 Stunden inkubiert.
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Schlie3lich wurde der Resazurin-Assay durchgefuhrt, indem in jedes 100 pl-well 10 pl
Resazurin und in jedes 25 pl-well 2,5 pl Resazurin (jeweils 10 % des Gesamtvolumens)
hinzugefligt wurde. Nach zwei und vier Stunden wurde die Resazurin-Umsetzung gemes-

sen.
2.10 Calcium-Assay

2.10.1 Prinzip

Das Screen Quest Fluo-8 NW-Calzium-Assay ist ein fluoreszenzbasiertes Nachweisver-
fahren fur die intrazellulare Calciummobilisierung. Fluo-8 NW kann Zellmembranen durch-
dringen, die einen Calcium-G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) besitzen. In der
Zelle wird Fluo-8 NW zu einem negativ geladenen fluoreszierenden Farbstoff gespalten,
der in den Zellen verbleibt und dessen Fluoreszenz bei Bindung an Calcium verstéarkt wird.
Fluo 8-NW hat eine lange Wellenlange, hohe Sensitivitat und 100-250mal héhere Fluo-

reszenz, wenn es Komplexe mit Calcium formt.

2.10.2 Vorexperimente

Die zu verwendende optimale Zellzahl wurde fiur Fibroblasten (unbeschichtete 96-Well-
platten) und HISMC (beschichtete 96-Wellplatten) getestet. Dabei wurden Versuche mit
10.000 Zellen/well, 20.000 Zellen/well, 30.000 Zellen/well, 40.000 Zellen/well bis zu
50.000 Zellen/well durchgefihrt.

AulRerdem wurden verschiedene Prozentzahlen an FBS (10 % und 12 %) im N&hrmedium

getestet, um herauszufinden unter welchen Bedingungen die HISMC am besten wachsen.

Weiterhin wurden folgende Endkonzentrationen der Stimulierungslésung Capsaicin (80

1M) getestet: 2 ul/well, 3 pl/iwell, 4 pl/well.

2.10.3 Vorbereitung der Proben

Nachdem 20.000 HISMCs/well in eine 96-Wellplatte ausgesat wurden, wurden diese 24
Stunden mit Nahrmedium (DMEM, 10 % FBS) im Inkubator belassen. Dann wurde der
Uberstand entfernt und die Zellen einmal mit 200 ul DMEM gewaschen. Nun wurden die
Zellen fir weitere 24 Stunden in ,Hungermedium“ (DMEM, 1 % FBS) belassen. Das Me-

dium wurde entfernt und die Zellen stimuliert.
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2.10.4 Stimulierungsprotokoll

Der Uberstand in den Wells wurde abpipettiert und je nach Well 180 pl, 190 pl, 194 pl,
198 pl oder 200 pl ,Hungermedium“ (DMEM (ohne Phenolrot), 1 % FBS) hinzugefugt. Die
Einzelextrakte von STW 5 wurden in aquimolaren Mengen zum Gesamtextrakt angesetzt
und 1:10 (100 ul Extrakt + 900 ul DMEM ohne FBS und Phenolrot) verdinnt. Diese Ein-
zelextrakt-Losungen sowie Omeprazol als Referenzmedikament wurden nun in der ent-
sprechenden Verdiinnung auf die Zellen gegeben. Die Endkonzentration jeder Losung
pro Well variierte dabei (1 pl/ml, 3 pl/ml, 5 pl/ml, 10 pl/ml). Alle Stimulierungen wurden
jeweils in Duplikaten/Triplikaten angesetzt, jeweils mit und ohne Capsaicinstimulierung.
Die Kontrollproben wurden als Quadruplex angesetzt. Nach 20 Stunden Stimulationszeit
im Inkubator wurden 100 pl Zelliberstand abgenommen und die Calcium Bestimmung

nach Protokoll durchgefthrt.

2.10.5 Kombinationsstimulierung

Es wurden Versuchsreihen mit zwei 3er-Kombinationen von Einzelextrakten von STW 5
gemacht, um herauszufinden, ob die Einzelextrakte synergistisch arbeiten. Kombination
1 bestand dabei aus Menthae piperitae (L.), Matricaria recutita (L.) und Melissa officina-
lis (L.) und Kombination 2 aus Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica archangelica (L.) und Sy-
libum marianum (L.) gaertn. Hierfir wurden die Kombinationen dosisaquivalent zu STW 5
(siehe Tabelle 3) hergestellt und in Konzentrationen von 1-10 ul/ml verwendet. Alle Sti-
mulierungen wurden jeweils in Duplikaten/Triplikaten angesetzt, jeweils mit und ohne

Capsaicinstimulierung. Die Kontrollproben wurden als Quadruplex angesetzt.

2.10.6 Ablauf des Assays

Das Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach Hinzugabe der Dye Loa-
ding Solution wurde die Platte 30 Minuten bei 37 °C und weitere 30 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert, bevor die Calciumfreisetzung bei einer Wellenlange von 560 nm mit

dem FLUOstar multi-plate reader (BMG Labtech, Germany) gemessen wurde.

2.11 Synergie Quantifizierung

Zur Quantifizierung der synergistischen, additiven und antagonistischen Wirkungen der
verschiedenen Pflanzenextraktkombinationen wurde die Chou-Talalay-Kombinationsin-
dexmethode (CI) angewendet (Chou und Talalay, 1984).
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Die Kombinationen der neun verschiedenen Pflanzenextrakte wurden in mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils zwei Replikaten getestet. Der Cl-Wert wurde mit
Hilfe der CompuSyn Software berechnet. Die Software fur die Berechnung des CI basiert

auf folgenden Gleichungen (Chou, 2006):

_ (D) (D)2 (D)1 (D)2
=100 T D) = OonlFa/ A= F7m  (Dnalfa/ (1 — fu)]i7m

(Dx)1 ist die Dosis des Medikaments (Extrakts) D1 allein, welches ein System zu x
% inhibiert (hier Ca?* Freisetzung bei stimulierten HISMC). (Dx)2 ist die Dosis des
Medikaments (Extrakts) D2 allein, welches ein System zu x % inhibiert. (D)1 und
(D)2 sind die Dosen der Medikamente D1 und D2 in der Kombination welche ein
System zu x % inhibiert. Dm ist die mediane Effektdosis, fa ist die betroffene Frak-
tion (fraction affected) bei x % Hemmung, m ist die Steigung der Median-Effekt-
Grade (Chou, 2006). Eine Neuanordnung der Median-Effekt-Gleichung erlaubt die

Berechnung der Dosis:
Dx=Dm [fa/(1 'fa)]l/m

Der CI fur dreifach Kombinationen kann berechnet werden aus der urspringlichen Glei-
chung fur n-Medikamentenkombinationen bei x % Hemmung (Ulrich-Merzenich et al.,

2019) und wird durch folgende Gleichung beschrieben:

_ D))
"(CIx =21 o

Die Synergie Quantifizierung wurde freundlicherweise von Anastasiia Shcherbakova

durchgefuhrt und zur Verfigung gestellt.
2.12 Methoden zur Gewinnung und Untersuchung humaner Osophagusproben

2.12.1 Probengewinnung

Die Osophagus-Biopsien wurden im Rahmen endoskopischer Untersuchungen in der Ab-
teilung fir gastrointestinale Endoskopie der Universitat Kairo, Agypten von Prof. Abdel
Meguid Kassem gewonnen. Zunachst wurde beurteilt, ob es sich endoskopisch um un-

verandertes Osophagusgewebe handelt oder ob eine Refluxdsophagitis besteht. Pati-
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entxinnen mit Barrett Osophagus, 6sophagealen Polypen oder Moniliasis (Candidamy-
kose) wurden nicht eingeschlossen. Es wurde das Einverstéandnis von allen Patient*innen
eingeholt. Die Prozeduren wurden von dem oértlichen ethischen Komitee genehmigt und
nach den ethischen Grundsatzen der Deklaration von Helsinki (2000) durchgefuhrt (World
Medical Association, 2013).

Eine ausfihrliche medizinische Anamnese wurde bei allen Patient*innen erhoben und be-
sonderes Augenmerk auf die Indikationen fiir eine OGD und Symptome des oberen und
unteres Gastrointestinaltraktes gelegt. Bei allen Patient*innen wurden mindestens zwei
endoskopische Biopsien aus dem distalen Osophagus, oberhalb der Z-Linie, gewonnen.
Die OGD wurde mit einem Video Chip OLYMPUS CV-240 (Tokyo, Japan) oder einem
PENTAX EPM-3500 (Tokyo, Japan) Endoskop unter Sedierung (Midazolam i.v.) gemacht.
Die Biopsate wurden mit einer Biopsie-Pinzette entnommen und sofort in Formalin (10 %
Ldsung) gelegt. Innerhalb von 24 Stunden wurden die Proben in Paraffin eingebettet (Ab-
del-Aziz et al., 2015a). Die 5 um dicken Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt und ohne Kenntnis der Probenidentitat zuféllig durch einen Histopathologen un-
tersucht. Jede Probe erhielt einen Score mit folgender Skalierung: O = normal, 1 = leichte
Entziindung (Odem, Infiltrationen), 2 = moderate Entziindung (Epithelschadigungen) und
3 = schwere Entziindung (schwere Odeme, ausgedehnte Ulzerationen, Abszesse). Dies
geschah durch das Institut fur Anatomie von Prof. Winfried Neuhuber, Universitat Erlan-
gen-Nurnberg.

2.12.2 Endoskopische Beurteilung

Auf Basis der Endoskopie wurden die Patient*innen durch Prof. Kassem nach der Los
Angeles Klassifikation in folgende Gruppen eingeteilt: endoskopisch normaler Osopha-
gus, Grad A Osophagitis, Grad B Osophagitis oder Grad C Osophagitis (Abdel-Aziz et al.,
2015b).

2.12.3 Immunhistochemie

Aufgrund des begrenzten Probenmaterials wurden fur die Immunhistologie die Antikorper
vorab mit Kontrollgewebe ausgetestet. Bei dem ,Kontroligewebe® handelt es sich um Rat-
tendarm- und Pankreasgewebe aus der urspriinglichen Versuchsreihe (Abdel-Aziz et al.

2015b), die fur derartige Zwecke tiefgefroren (-80 °C) gelagert waren. Weiterhin wurde
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humanes Gewebe eines endokrinen Tumors, insbesondere fiir den Serotoninnachweis,

als Positivkontrolle eingesetzt.

Die Positiv-Kontrollgewebsproben wurden in Paraffin eingebettet und mittels Standard-
methoden mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt. Eine H.E.-Farbung wurde auch fur alle
experimentellen Osophagusproben nochmals als Ubersichtsfarbung durchgefiihrt, um
den Zustand des Gewebes beurteilen zu kbnnen. Dies geschah auch durch das Institut

fur Anatomie von Prof. Winfried Neuhuber, Universitat Erlangen-Nurnberg.

Die in Paraffin eingebetteten humanen Proben wurden von dem Pathologischen Institut
der Universitat Bonn immunhistochemisch mit ASIC4 und Serotonin Antikérpern ange-
farbt. Besonderer Dank gilt hier Frau Esch fur die Durchfiihrung der histologischen
Schnitte und der Anfarbungen und Herrn Dr. Thore Thiesler fur die Unterstutzung bei der

Beurteilung der Proben.

Die angefarbten Paraffinschnitte wurden gemeinsam mit Herrn Dr. Thiesler vom Patholo-
gischen Institut begutachtet und in zwei Gruppen eingeteilt: Praparate mit ASIC4 oder
Serotonin positiven Zellen und Préaparate ohne ASIC4 oder Serotonin positiven Zellen.
Zum Ausschluss von Farbungsartefakten und einer besseren Beurteilung der Farbung
des Gewebes ohne AK, wurde immer auch eine H.E.-Farbung durchgefuhrt. Es wurde
keine Quantifizierung der angefarbten Zellen und kein Vergleich der Intensitat der Far-
bung durchgefihrt. Anhand der Probennummer konnten die immunhistochemischen Da-

ten mit der Klinik der Patient*innen in Zusammenhang gebracht werden.

Es wurden verschiedene Oberflachenmarker getestet, um herauszufinden, welche Zellen
im humanen Osophagus ASIC4 und Serotonin exprimieren bzw. freisetzten und welche
Zellen sich im Rattencolon anfarben lieRen. Durch die Pathologie der Universitdt Bonn
wurden folgende Oberflachenmarker getestet: S100, CD38+, CD3+, CD20+, CD68+,
MUML.

2.13 Statistische Analyse

2.13.1 Genexpressionsdaten
Die Agilent Feature Extraction Software (FES) wurde zum Auslesen und Verarbeiten der

Microarray-Bilddateien verwendet. Fur die Bestimmung der differentiellen Genexpression
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wurden die von FES abgeleiteten Ausgabedateien mit dem Rosetta Resolver® System
zur Analyse von Genexpressionsdaten (Rosetta Biosoftware) analysiert. Die hintergrund-
korrigierten Intensitatsdaten wurden fir die Berechnung des Verhéltnisses Versuchs-
probe/Kontrolle verwendet. Die Verhaltnisse wurden anhand einer gemeinsamen "kiinst-
lichen Referenz" (4 kombinierte Kontrollproben) berechnet. Diese gemeinsame Referenz
wurde als Basiswert fur alle Proben verwendet. Eine globale Korrelationsanalyse aller
Verhaltnisdaten wurde durchgefiihrt. Die Datensatze wurden gefiltert, um Gene zu entfer-

nen, die in keinem Vergleich differenziell reguliert waren.

Die berechneten Verhaltnisse (Probe/Kontrolle) wurden mit Ingenuity Systems Inc. (Qi-
agen, Hilden, Deutschland) analysiert. Die Daten wurden als hoch- oder herunterreguliert
betrachtet, wenn das Expressionsverhaltnis Probe/Referenzkontrolle = 2 mit einem p-
Wert <0,01 war. Die Genbank wurde als Gen-Identifikator und die Gene der Ingenuity®-
Wissensbasis als Gen-Referenzsatz verwendet. Fur alle Analysen wurden die Filter fur
alle Analysen auf Saugetiere eingestellt. Mit dieser allgemeinen Einstellung wurden in je-
der Gruppe gemeinsam oder differenziell regulierte Gene ermittelt und die so genannten
kanonischen Pfade (gut untersuchte Signal- und Stoffwechselwege innerhalb der Ingenu-

ity Pathways Analysis (IPA)) identifiziert.

Die Benjamini-Hochberg-Korrektur fur Mehrfachtests wurde als statistischer Test zur Be-
rechnung der Falschentdeckungsrate in IPA-Funktionen und -Pfaden verwendet. Gemein-
same und einzigartige Genregulationen in den verschiedenen Beobachtungsgruppen
wurden mit dem "Compare Analysis Tool" ermittelt.

2.13.2 Western Blotting

Der Proteinnachweis auf den Membranen wurde mit einer Peqglab Gel-Documentation-
Station evaluiert. Hierbei wurde die Intensitat der Banden bei den entsprechenden Mo-
lekulargewichtsmarkern digital festgehalten. Danach wurden die Bilder mit der ImageJ
software (NIH, USA) quantifiziert. Die Daten stammen jeweils aus mindestens drei un-
abhéngigen Experimenten, sofern nicht anders angegeben. Die Auswertung der Ergeb-

nisse erfolgte mit Excel und Sigma Stat.
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Die gemessenen Werte der Proteinbanden wurden mittels der 3-Aktin-Banden norma-
lisiert. Die Ergebnisse wurden als Quotient der Bande im Verhéltnis zu 3-Aktin darge-

stellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Sigma Stat. Es wurde der Stan-
dardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean, SEM) errechnet. Der Un-ter-
schied zwischen den einzelnen Gruppen wurde bei normalverteilten Daten durch einen
Student’s T-Test analysiert. Ansonsten wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test verwen-
det. Folgende Signifikanzwerte wurden in den Diagrammen dargestellt: *:<0,05; **:<0,01;
***:< 0,001.

2.13.3 Zell-Viabilitats-Assay

Die Zellviabilitdt wurde ermittelt, indem die Fluoreszenz bei 560/590 nm mit einem FLU-
Ostar multi-plate reader (BMG Labtech, Germany) gemessenen wurde. Fir die Auswer-
tung wurden die Messungen zwei Stunden nach Resazurinzugabe verwendet. Die Daten
stammen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten mit einem Minimum von je-
weils zwei Replikaten, sofern nicht anders angegeben. Es wurde das prozentuale Verhalt-
nis zum Kontrollwert, jeweils mit und ohne Capsaicinstimulierung, errechnet. Die Ergeb-
nisse wurden mit und ohne Capsaicinstimulierung, als ein Vielfaches der Kontrolle mit
dem Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean, SEM) dargestellt.

2.13.4 Calcium-Assay

Auch bei dem Calcium-Assay stammen die Daten aus mindestens drei unabhéngigen
Experimenten, sofern nicht anders angegeben. Die Ergebnisse wurden, mit und ohne
Capsaicinstimulierung, als ein Vielfaches der Kontrolle mit dem Standardfehler des Mit-

telwertes (Standard Error of the Mean, SEM) dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Sigma Stat. Es wurde der Stan-
dardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean, SEM) errechnet. Der Unter-
schied zwischen den einzelnen Gruppen wurde bei normalverteilten Daten durch einen
Student’s T-Test analysiert. Ansonsten wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test verwen-
det. Die Daten wurden schlief3lich in Sdulendiagrammen dargestellt. Hier wurden die Mit-
telwerte + Standard Error of the Mean verwendet und die Signifikanzwerte in Bezug auf
die Osophagitisgruppe als *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 angegeben.
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3.1 Expression von Acid-sensing ion channels (ASICs), 5-Hydroxytryptamin-Rezeptor-

Subtypen (5-HTR) und Serotonintransporter (SERT) in Rattenésophagi

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Expression der Acid Sensing lon Channels, 5-Hyd-

roxytryptamin-Rezeptor-Subtypen und des Serotonintransporters in den Osophagi der be-

handelten und unbehandelten Tiere vergleichend dargestelit.

3.1.1 Genexpression

Die Anzahl der Tiere, die zum Ende der Studie noch lebten, war: acht bei der Sham-

Operation, neun fiir die Osophagitis-Gruppe, sechs fiir die niedrige Dosis und sieben fir

die hohe Dosis STW 5, sechs fur die Omeprazol-Gruppe. Alle anderen Tiere starben wah-

rend der Studie oder mussten wegen ethischer Bedenken getdtet werden (diese Entschei-

dung fallte die Versuchsleitung gemaf dem Tierschutzgesetzes (Ratsch 2008)).

Tab. 7: Genexpressionsdaten der ASICs im dsophagealen Rattengewebe

Sham vs. Oso Osophagitis vs. Behandlungsgruppe

-phagitis
Rezeptor/ Osophagitis STW 5 STW 5 Omeprazol
Kanal 0,5 ml/kg 2 ml/kg 30 mg/kg
ASIC1 +1,33 -1,38 -1,27 -1,25
ASIC2 +2,68 -2,7* -2,44 (p=0,09) -2,73 (p=0,08)
ASIC3 +1,13 -1,29 -1,00 -1,03
ASIC4 +3,83*** -1,36 -4, 79%+* -4,00%**
ASIC5 +1,02 -9,53 +1,00 -1,02

Die Genexpression wurde als ein Vielfaches der Genexpressionsdaten (Agilent whole ge-
nome microarray) im Vergleich der Sham- und Osophagitis-Gruppe bzw. der Osophagitis-
und den Behandlungsgruppen angegeben (STW 5 (0,5 ml/kg), STW 5 (2 ml/kg), Ome-
prazol 30 mg/kg). Die Anzahl der Tiere pro Gruppe: Sham (acht Tiere), Osophagitis (neun
Tiere), Behandlungsgruppe STW 5 (0,5 ml/kg) (sechs Tiere), Behandlungsgruppe STW 5
(2ml/kg) (sieben Tiere), Omeprazol (sechs Tiere). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Die Genexpressionsdaten zeigen eine geringe, jedoch statistisch signifikante Erhéhung

der Genexpression von ASIC4. Im Vergleich zu der Sham-Versuchsreihe stieg die Gen-

expression von ASIC4 in der Osophagitis-Versuchsreihe um ein 3,83-faches an. In den
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Behandlungsgruppen mit STW 5 (2 ml/kg) und Omeprazol (30 mg/kg) konnte eine niedri-
gere Genexpression von ASIC4 um ein -4,79-faches bzw. -4,00-faches im Vergleich zur

Osophagitisgruppe beobachtet werden.

Tab. 8: Genexpressionsdaten von 5-HTRs und SERT im dsophagealen Rattengewebe

Sham vs. Oso- Osophagitis vs. Behandlungsgruppe

phagitis
Rezeptor/ Osophagitis STW 5 STW 5 Omeprazol
Kanal 0,5 ml/kg 2 ml/kg 30 mg/kg
5-HTR1A +1,03 +1,24 +1,28 +2,69*
5-HTR1B -1,45 +1,85 +1,81 +2,65
5-HTR1D +1,02 -1,13 -1,14 +0,69
5-HTR2A +3,02%** -1,46 -5,36*** -3,88***
5-HTR2B +6,64*** -1,6 -7,92%* -3,68***
5-HTR4 -3,5* -1,0 -1,9 -1,27
5-HTR5A -1,09 +0,75 +0,76 +3,63*
5-HTR7 +9,38*** -4,11* -15,45%** -6,83***
SERT -2,4%* +1,71 +2,77*** +2,42*

Die Genexpression wurde als ein Vielfaches der Genexpressionsdaten (Agilent whole ge-
nome microarray) im Vergleich der Sham- und Osophagitis-Gruppe bzw. der Osophagitis-
und den Behandlungsgruppen angegeben (STW 5 (0,5 ml/kg), STW 5 (2 ml/kg), Ome-
prazol 30 mg/kg). Die Anzahl der Tiere pro Gruppe: Sham (acht Tiere), Osophagitis (neun
Tiere), Behandlungsgruppe STW 5 (0,5 ml/kg) (sechs Tiere), Behandlungsgruppe STW 5
(2ml/kg) (sieben Tiere), Omeprazol (sechs Tiere). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Die Genexpressionsdaten zeigen eine geringe, jedoch statistisch signifikante Erhéhung
der Genexpression bei Osophagitis von 5-HTR2A (3,02-fach), 5-HTR2B (6,64-fach), 5-
HTR7 (9,38-fach) und eine niedrigere Genexpression von SERT (-2,4-fach). In den Be-
handlungsgruppen mit STW 5 (2 ml/kg) und Omeprazol (30 mg/kg) konnte eine statistisch
signifikante Herabregulation Genexpression von 5-HTR2A (-5,36-fach bzw. -3,88-fach),
5-HTR2B (-7,92-fach bzw. -3,68-fach), 5-HTR7 (-15,45-fach bzw. -6,83-fach) beobachtet
werden. Die Hemmung von 5-HTR7 durch Omeprazol war um den Faktor -6,83 geringer
als bei STW 5 (-15,4-fach), und sie konnte die gesteigerte Expression in der Osophagitis-

Gruppe nicht kompensieren.
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3.1.2 Western Blots

Im Folgenden wird die qualitative und semiquantitative Expression von ASIC1-4 und
5-HT-Rezeptoren sowie SERT in Rattendsophagi untersucht. Die Abbildungen 10, 11, 12,
14 und 15 zeigen die qualitativen Ergebnisse der Western Blots, wahrend die Abbildungen
13, 16, 17 und 18 die quantitative Auswertung der Western Blots in Form von Diagrammen
(als ein Vielfaches von [3-Aktin) zeigen.

Acid Sensing lon Channels (ASICs)

Im Folgenden sind reprasentative Western Blots von ASIC3 und ASIC4 dargestellt.

Abb. 10: ASIC3-Expression in Rattenésophagi in der Sham-Gruppe

Die Banden 1-8 sind jeweils Osophaguslysatproben von sham-operierten Tieren. Die hier
dargestellte Bande liegt bei 60 kD und ist spezifisch fir ASIC3. Das Bild steht repréasen-
tativ fir eins von drei unabhéngigen Experimenten. Rechts dargestellt ist der Molekular-
gewichtsmarker.

Abb. 11: ASIC4-Expression in Rattendsophagi in der Entziindungs-Gruppe

Die Banden 1-9 sind jeweils Osophaguslysatproben von Tieren, bei denen eine Osopha-
gitis induziert wurde. Die hier dargestellte Bande liegt bei 60 kD und ist spezifisch fur
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ASICA4. Das Bild steht reprasentativ fur eins von drei unabhangigen Experimenten. Links
dargestellt ist der Molekulargewichtsmarker.
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Abb. 12: ASIC4-Expression in Rattendsophagi in der Sham-Gruppe und nach der Be-
handlung mit STW 5

Die Banden 1-4 sind jeweils Osophaguslysatproben von sham-operierten Tieren und die
Banden 5-8 sind jeweils Osophaguslysatproben von STW 5 behandelten Tieren. Die hier
markierte Bande liegt bei 60 kD und ist spezifisch fur ASIC4. Das Bild steht reprasentativ
fur eins von drei unabhangigen Experimenten. Rechts dargestellt ist der Molekularge-
wichtsmarker.

Analyse der ASICs in Ratten6sophagi
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Abb. 13: Die Expression von ASICs in Rattenésophagi in verschiedenen Versuchsgrup-
pen (I= Entziindung (Osophagitis), S= Sham, STW 5 (0,5 ml/kg), STW 5 (2 ml/kg), O=
Omeprazol 30 mg/kg)
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Dargestellt ist die in den Western Blots (n=3) gemessene Expression von ASIC1-4 als ein
Vielfaches von 3-Aktin. Die angegebenen kD-Werte entsprechen den Molekulargewichten
der untersuchten ASICs (laut Herstellerangaben: ASIC1: 85 kD, 170 kD; ASIC2: 70 kD;
ASIC3 60 kD; ASIC4: 60 kD, 75 kD). Dargestellt sind die Mittelwerte+SEM. Signifikanz-
werte angegeben in Bezug auf die Osophagitisgruppe *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ver-
wendete Tests: ASIC 1 alle Gruppen Mann-Whitney Rank Sum Test; ASIC 2 nur | (Ent-
zundung) Mann-Whitney Rank Sum Test sonst Student’s T-Test; ASIC 3 60 kD nur O
(Omeprazol) Mann-Whitney Rank Sum Test sonst Student’s T-Test, 80 kD nur | (Entzin-
dung) und O (Omeprazol) Mann-Whitney Rank Sum Test sonst Student’s T-Test; ASIC 4
alle Gruppen Mann-Whitney Rank Sum Test).

Es konnte gezeigt werden, dass die ASIC-Kanale in den verschiedenen Versuchsgruppen
unterschiedlich stark exprimiert werden. Bei ASIC1 konnte bei 85 kD eine statistisch sig-
nifikante Erhohung in der Sham-Gruppe im Vergleich zur Osophagitis-Gruppe und bei 170
kD eine statistisch signifikante Erhéhung in der STW 5 (0,5 ml/kg) -Gruppe im Vergleich
zur Osophagitis-Gruppe gezeigt werden. Bei ASIC2 konnte eine statistisch signifikante
Erhéhung sowohl in der Sham-Gruppe als auch in den Gruppen STW 5 (2 ml/kg) und
Omeprazol 30 mg/kg festgestellt werden. Jeweils bei ASIC3 und bei 60 kD sind die STW 5
(0,5 mi/kg) - und STW 5 (2 ml/kg) -Gruppen im Vergleich zur Osophagitis-Gruppe statis-
tisch signifikant herabreguliert. Bei ASIC4 sind bei beiden kD-Werten die Versuchs-Grup-

pen im Vergleich zur Osophagitis-Gruppe statistisch signifikant herabreguliert.
5-HTR und SERT

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Western Blots der 5-HTR und SERT dargestellt.

Sham-Gruppe STW 5 0,5ml/kg
1
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Abb. 14: 5-HTR1B-Expression in Rattendsophagi nach der Behandlung mit STW 5

Die Banden 1-4 sind jeweils Osophaguslysatproben von sham-operierten Tieren und die
Banden 5-8 sind jeweils Proben von STW 5 behandelten Tieren. Die hier markierte Bande
liegt bei 65kD und ist spezifisch fur 5-HTR1B. Das Bild steht reprasentativ fur eins von
drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 15: 5-HTR2B- Expression in Rattentsophagi nach der Behandlung mit STW 5

Die Banden 1-7 sind jeweils Osophaguslysatproben von Einzeltieren nach Behandlung
mit STW 5. Die hier markierten Banden liegen bei 25 kD und 60 kD und sind spezifisch
fur 5-HTR2B. Das Bild steht reprasentativ flr eins von drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 16: Die Expression von 5-HT-Rezeptoren in Rattendsophagi in verschiedenen Ver-
suchsgruppen (I= Entziindung (Osophagitis), S= Sham, STW 5 (0,5 ml/kg), STW 5 (2
ml/kg), O= Omeprazol 30 mg/kg)

Dargestellt ist die in den Western Blots gemessene Expression von 5-HTR1A, 5-HTR1B,
5-HTR1D als ein Vielfaches von 3-Aktin. Die angegebenen kD-Werte entsprechen den
Molekulargewichten der untersuchten 5-HTR (laut Herstellerangaben: 5-HTR1A: 36 kD,
72 kD; 5-HTR1B: 55 kD; 5-HTR1D 47 kD, 53 kD). Dargestellt sind die Mittelwerte+SEM.
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Signifikanzwerte angegeben in Bezug auf die Osophagitisgruppe *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 (verwendete Tests: HRT 1A alle Gruppen Mann-Whitney Rank Sum Test; HTR
1B alle Gruppen Mann-Whitney Rank Sum Test; HRT 1D alle Gruppen Student’s T-Test).
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Abb. 17: Die Expression von 5-HT-Rezeptoren und SERT in Rattendsophagi in verschie-
denen Versuchsgruppen (I= Entziindung (Osophagitis), S= Sham, STW 5 (0,5 ml/kg),
STW 5 (2 ml/kg), O= Omeprazol 30 mg/kg)

Dargestellt ist die in den Western Blots gemessene Expression von 5-HTR2A, 5-HTR2B,
5-HTR4, 5-HTR5A, SERT als Vielfaches von 3-Aktin. Die angegebenen kD-Werte ent-
sprechen den Molekulargewichten der untersuchten 5-HTR (laut Herstellerangaben: 5-
HTR2A: 50 kD, 60 kD; 5-HTR2B 55 kD; 5-HTR4 48 kD; 5-HTR5A 45 kD; SERT 75 kD).
Dargestellt sind die Mittelwerte+SEM. Signifikanzwerte angegeben in Bezug auf die Oso-
phagitisgruppe *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 (verwendete Tests: HTR 2A alle Gruppen
Mann-Whitney Rank Sum Test; HTR 2B 55 kD nur | (Entziindung) und S (Sham) Mann-
Whitney Rank Sum Test sonst Student’s T-Test; HTR4 alle Gruppen Mann-Whitney Rank
Sum Test; HTR 5A alle Gruppen Mann-Whitney Rank Sum Test; SERT alle Gruppen
Mann-Whitney Rank Sum Test).

Auch die 5-HT-Rezeptoren und der SERT werden in den verschiedenen Versuchsgrup-
pen unterschiedlich reguliert. 5-HTR1A zeigt bei 36 kD eine statistisch signifikante Erho-
hung in der Sham-, der STW 5 (2 ml/kg) - und der Omeprazol-Gruppe. Bei 72 kD zeigt
sich lediglich eine Erhéhung in der STW 5 (2 ml/kg) - und der Omeprazol-Gruppe. Bei 5-
HTR1B zeigt sich bei 55 kD eine statistisch signifikante Erhéhung in allen Gruppen im
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Vergleich zur Osophagitis-Gruppe. Bei 5-HTR1D zeigt sich bei 53 kD eine statistisch sig-
nifikante Herabregulation des Kanals in der Sham- und STW 5 (0,5 ml/kg) -Gruppe im
Vergleich zur Osophagitis-Gruppe. 5-HTR2A zeigt bei 50 kD eine statistisch signifikante
Erhohung in allen Gruppen im Vergleich zur Osophagitis-Gruppe. Bei 5-HTR2B zeigt sich
bei 55 kD eine statistisch signifikante Herabregulation des Kanals in den Gruppen Sham
und STW 5 (0,5 ml/kg) im Vergleich zur Osophagitis-Gruppe. Bei SERT zeigt sich in allen
Gruppen eine statistisch signifikante Herabregulation des Transporters im Vergleich zur

Osophagitis-Gruppe.
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Abb. 18: Die Expression von 5-HT-Rezeptoren und SERT in Rattendsophagi in verschie-
denen Versuchsgruppen (I= Entziindung (Osophagitis), S= Sham, STW 5 (0,5 ml/kg),
STW 5 (2 ml/kg), O= Omeprazol 30 mg/kg)

Die densitometrische Auswertung zeigte keine statistisch signifikanten Veranderungen
von 5-HTR7 (die Daten sind in Bezug zu 3-Aktin dargestellt). Diese Western Blot Analysen
wurden von Anastasiia Shcherbakova durchgefuhrt. Dargestellt sind die Mittel-
werte+SEM. Signifikanzwerte angegeben in Bezug auf die Osophagitisgruppe *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001 (verwendeter Test: Student’s T-Test).

Die Western Blot Analysen von 5-HTR7 zeigen eine generelle Hochregulierung der Ex-
pression des Kanals in allen Versuchsgruppen. Zudem zeigen sie eine unterschiedliche

Regulierung des Rezeptors in den verschiedenen Versuchsgruppen, wovon keine der
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Gruppen eine statistisch signifikante Hoch- oder Herabregulation im Vergleich zur Oso-

phagitisgruppe aufweist.
3.2 Humane Osophagusproben

3.2.1 Klinische Daten

In der folgenden Tabelle werden die klinischen Daten und Befunde der OGD von insge-
samt 38 Patient*innen zusammengefasst. Bei allen Patient*innen wurde im Rahmen der
OGD eine Osophagusprobe entnommen, aus der fiir die histologische Untersuchungen

Parafinschnitte angefertigt wurden.

Tab. 9: Demographische Patient*innen Daten der OGD

Osophageale Mu- | Grad A Reflux | Grad B Reflux | Grad C Reflux
kosa endoskopisch | Osophagitis (n=9) | Osophagitis Osophagitis
normal (n=17) (n=10) (n=2)
Geschlecht (m/w) 11/6 712 6/4 1/1
Alter (MW +/- SD) 45,1(+14,7) 35,2(+13,4) 45,8(+11,5) 52,5(+7,5)
PPI-Einnahme 8 5 5 1

Die Daten stammen von 38 Patient*innen von denen im Rahmen einer OGD an der Uni-
versitat Kairo Osophagusproben genommen wurden. Abkirzungen: OGD: Osophagodu-
odenoskopie, m: ménnlich, w: weiblich, MW +/- SD: Mittelwert +/- Standardabweichung,
PPI: Protonenpumpeninhibitor

Das Gesamtkollektiv von 38 Patient*innen wurde anhand des endoskopischen Befundes
in vier Gruppen eingeteilt (siehe Tabelle 9). Insgesamt gab es 25 mannliche Patienten
und 13 weibliche Patientinnen. Fast die Hélfte der Patient*innen hatte bei der Untersu-
chung eine endoskopisch normale Osophagusmukosa und acht dieser 17 Patient*innen

nahmen PPIs ein.

Tab. 10: OGD-Indikationen

OGD-Indikation Osophageale Mu- | Grad A Reflux | Grad B Reflux | Grad C Reflux
kosa endoskopisch | Osophagitis Osophagitis Osophagitis
normal (n=17) (n=9) (n=10) (n=2)

Abdominelle Schmer- | 7 4 / /

zen

+Reflux 2 2 8 1

+Erbrechen 2 1 / /

+Gewichtsverlust 1 / / /
+GI-Blutung 1 / / /

Duodenale Biopsie + | 1 / / /

Aspiration

Schweres Sodbren- | 1 2 / /

nen

Dysphagie 1 / 1 1
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Andmie 1 / / /
Untersuchung vor der | / / 1 /
Reflux OP

Abkiirzungen: OGD: Osophagoduodenoskopie, Gl: gastrointestinale

Die Indikationen fir die Untersuchung der Speiserbhre waren vielseitig. Am haufigsten
wurde die OGD angeordnet aufgrund von abdominellen Schmerzen (elf Patient*innen)
und abdominellen Schmerzen plus Refluxbeschwerden (13 Patient*innen) (siehe Tabelle
10).

Tab. 11: Zusatzliche Befunde der OGD

Nebenbefunde  der Osophageale Mu- Grad A Reflux | Grad B Reflux | Grad C Reflux
OGD (Mehrfachnen- | kosa  endosko- | Osophagitis Osophagitis Osophagitis
nungen maoglich) pisch normal | (n=19) (n=10) (n=2)

(n=17)

Hiatus Hernie
Diffuse Gastritis
Antrale Gastritis
Duodenitis
Pangastritis
Inkompetente Kardia
Magenerosion
Magenulcus
Prépylorischer Ulcus
Blasse Magenmukosa
Keine

Abkurzungen: OGD: Osophagoduodenoskopie
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Auch die Nebenbefunde bei der Untersuchung des Osophagus waren vielseitig. Hier
wurde am haufigsten eine diffuse Gastritis (14 Patient*innen), eine Duodenitis (zehn Pa-

tient*innen) und eine Hiatushernie (sieben Patient*innen) diagnostiziert (sieheTabelle 11).

Tabelle 12 zeigt die immunhistochemische Anfarbung der Paraffinschnitte der Osopha-

gusproben der Patient*innen mit humanen Antikérpern gegen ASIC4 und Serotonin.

Tab. 12: Immunhistochemie der Osophaguspraparate

Immunhistochemie Osophageale Mu- | Grad A Reflux | Grad B Reflux | Grad C Reflux
kosa  endosko- | Osophagitis (n=9) | Osophagitis Osophagitis
pisch normal (n=10) (n=2)

(n=17)

ASIC4 7 5 7 1

Serotonin 2 3 3 2

ASIC4 und Serotonin | / 2 3 1

Die Osophagusproben wurden als Paraffinschnitte immunhistochemisch mit ASIC4- und
Serotonin-Antikbrpern angefarbt. Die Antikdrper-Farbungen wurden im Vergleich zur
H.E.-Farbung beurteilt, um Artefakte auszuschlieRen. Abkirzungen: ASIC: acid-sensing
ion channel
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Nach immunhistochemischer Untersuchung der Osophagusproben lasst sich feststellen,
dass in allen Befundgruppen positive Nachweise sowohl fir ASIC4 als auch fur Serotonin
zu finden sind. Somit lasst sich sagen, dass ASIC4 sowohl in der endoskopisch normalen
Mukosa als auch in Grad A, Grad B und Grad C der Refluxésophagitis exprimiert wird.
Auch Serotonin (5-HT) konnte im endoskopisch gesunden Osophagus und auch bei Grad
A-C der Refluxdsophagitis nachgewiesen werden. Da in allen vier Gruppen sowohl ASIC4
als auch Serotonin nachzuweisen war, besteht die Mdéglichkeit, dass sauresensible Ka-
nale (hier AISC4) und Serotonin ein Kommunikationsnetzwerk bilden, welches in die
Schmerzwahrnehmung und —weiterleitung involviert sein kann. Aufgrund der kleinen An-
zahl an Proben, lasst sich keine Aussage Uber die Beeinflussung der Entziindung auf die
Expremierung von ASIC4 und die Freisetzung von Serotonin in der 6sophagealen Mukosa

machen.

3.2.2 Immunhistochemie

Die Auswertung der immunhistochemisch angefarbten Proben zeigt, dass von den 38 Pa-
tient*innen-Proben, 20 Proben ASIC4 und zehn Patient*innen-Proben Serotonin positiv
waren. Bei ASIC4 waren sieben Proben im endoskopisch normalen Osophagus positiv
und insgesamt 13 Proben im endoskopisch veranderten Osophagus. Bei Serotonin waren
zwei Proben im endoskopisch normalen Osophagus positiv und insgesamt acht Proben

im endoskopisch veranderten Osophagus.

AnschlieRend wurden die klinischen Daten mit den immunhistochemisch aufbereiteten
Proben verglichen. Hierbei wurde darauf geachtet, ob die Klinik der Patient*innen mit der
Anfarbung von entweder ASIC4 oder Serotonin in den Proben tbereinstimmt und ob hier

ein Zusammenhang gesehen werden konnte (siehe Tabelle 13).



Tab. 13: Auswertung der ASIC4 immunhistochemisch positiven Schnitte
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Osophageale Mu-

Grad A Reflux Oso-

Grad B Reflux

Grad C Reflux

kosa endoskopisch | phagitis (n=5) Osophagitis Osophagitis
normal (n=7) (n=7) (n=1)
Geschlecht (m/w) 6/1 3/2 6/1 1/0
Alter (MW +/- SD) 38,1 (+12,8) 37,2 (+10,3) 47,57 (+8,57) 45
PPI-Einnahme 3 2 3 /
OGD-Indikation
Abdominelle 3 3 / /
Schmerzen
+Reflux 1 / 5 /
+Erbrechen 1 1 / /
+Gewichtsverlust / / / /
+GI-Blutung / / / /
Duodenale Biopsie + | 1 / / /
Aspiration
Schweres Sodbren- | / 1 / /
nen
Dysphagie 1 / 1 1
Anémie / / / /
Untersuchung vor |/ / 1 /
der Reflux OP
Abkurzungen: OGD: Osophagoduodenoskopie, m: mannlich, w: weiblich, MW +/- SD: Mit-

telwert +/- Standardabweichung, PPI: Protonenpumpeninhibitor, ASIC: acid-sensing ion
channel, Gl: gastrointestinale

Die Daten zeigen, dass die sieben Patient*innen mit positiver ASIC4-Anfarbung und en-

doskopisch normalem Osophagus als Indikation fiir die OGD hauptséachlich abdominelle

Schmerzen angaben. Die 13 weiteren Patient*innen mit endoskopisch veranderten Oso-

phagi hatten hauptsachlich abdominelle Schmerzen und Reflux als Symptome. Fast die

Halfte der untersuchten Patient*innen nahm PPIs ein und hatte trotz Einnahme eine symp-

tomatische Indikation zur OGD. Das bestétigt, dass der Schmerz oder die Symptome der

Patient*innen durch mehr als nur S&ure hervorgerufen werden. Ob jedoch die Expression

der ASIC4 in nachweisbarem Zusammenhang mit den Symptomen trotz PPI-Einnahme

steht, bedarf weiterer Untersuchungen.
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Im Folgenden ist die Auswertung der Paraffinschnitte in Abh&ngigkeit zur Serotoninanfar-

bung dargestellt.

Tab. 14: Auswertung der Serotonin immunhistochemisch positiven Schnitte

Osophageale Mu-
kosa endosko-
pisch normal (n=2)

Grad A Reflux
Osophagitis (n=3)

Grad B Reflux
Osophagitis (n=3)

Grad C Reflux
Osophagitis
(n=2)

Geschlecht (m/w)

11

1/2

2/1

1/1

Alter (MW +/- SD)

54,5 (+0,5)

41,33 (+8,7)

47 (+8,3)

52,5(+7,5)

PPI-Einnahme

2

1

OGD-Indikation

Abdominelle
Schmerzen

~

~

+Reflux

=

+Erbrechen

+Gewichtsverlust

+Gl-Blutung

Duodenale Biopsie +
Aspiration

~|~[=[=In

~~ ]~~~

Schweres Sodbren-
nen

Dysphagie

/

1

Anamie

/

/

Untersuchung
der Reflux OP

vor

/

/

1

/

Abkurzungen: OGD: Osophagoduodenoskopie, m: mannlich, w: weiblich,

MW +/- SD: Mit-

telwert +/- Standardabweichung, PPI: Protonenpumpeninhibitor, ASIC: acid-sensing ion
channel, Gl: gastrointestinale

Die Auswertung der Daten zeigt, dass die Paraffinschnitte der beiden Patient*innen, wel-

che trotz endoskopisch normalem Osophagus, eine positive Serotoninfarbung zeigten,

entweder eine gastrointestinale Blutung oder eine Anamie hatten. Die weiteren acht Pati-

ent*innen, von denen Proben aus endoskopisch veranderten Osophagi genommen wur-

den, hatten hauptséchlich abdominelle Schmerzen und Reflux als Symptome. Mehr als

die Halfte der Patient*innen mit positiver Serotoninfarbung nahm PPIs ein.
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Tab. 15: Auswertung der Serotonin und ASIC4 positiven Schnitte

Osophageale Mu-
kosa endosko-
pisch normal (n=0)

Grad A Reflux
Osophagitis (n=2)

Grad B Reflux
Osophagitis (n=3)

Grad C Reflux
Osophagitis
(n=1)

Geschlecht (m/w)

/

11

2/1

1/0

Alter (MW +/- SD)

/

46 (+7)

47 (+8,3)

45

PPI-Einnahme

2

OGD-Indikation

Abdominelle
Schmerzen

~

+Reflux

+Erbrechen

+Gewichtsverlust

+GI-Blutung

Duodenale Biopsie +
Aspiration

~|~[=|=In

Schweres Sodbren-
nen

Dysphagie

/

Anamie

/

Untersuchung
der Reflux OP

vor

/

/

1

/

Abkurzungen: OGD: Osophagoduodenoskopie, m: mannlich, w: weiblich,

MW +/- SD: Mit-

telwert +/- Standardabweichung, PPI: Protonenpumpeninhibitor, ASIC: acid-sensing ion
channel, Gl: gastrointestinale

Insgesamt gab es sechs Patient*innen, welche in den Paraffinschnitten der Osophagus-

proben positiv auf ASIC4 und Serotonin waren. Vier davon nahmen PPIs ein und hatten

trotzdem Symptome (Abdominelle Schmerzen, Reflux, Erbrechen und Dysphagie).
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Immunhistochemische Anfarbung mit Serotonin

Zuerst wurde der Serotonin-Antikérper in Schnitten von Rattencolon getestet.

Abb. 19: Immunhistochemische Anfarbung von Rattencolon mit Serotonin-Antikérpern

Probe#9. Der rote Pfeil zeigt beispielhaft auf die mit Serotonin-Antikérper angefarbten
Zellen (Braunfarbung), 4-fache Vergrol3erung.

Dieses Bild zeigt, dass die Anfarbung mit dem Serotonin-Antikérper erfolgreich war. Somit
wurden mit diesem Antikérper auch die humanen Schnitte gefarbt. Hierfir wurden hu-
mane Osophagusproben verwendet. Die erfolgreiche Anfarbung dieser Paraffinschnitte
ist in den Abbildungen 19-21 zu sehen.
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Abb. 20: Immunhistochemische Anfarbung von humanen Osophagusproben mit Seroto-
nin-Antikérpern

Probe#1. Uberblicksbild: Linkes Bild H.E.-Farbung, rechtes Bild Anfarbung mit Serotonin-
Antikdrpern. Roter Pfeil zeigt auf den vergrof3erten Bildausschnitt von Abbildung 21, 5-

fache VergrofRerung.
S T N

-

Abb. 21: Immunhistochemische Anfarbung von humanen Osophagusproben mit Seroto-
nin-Antikérpern
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Probe #1. Linkes Bild H.E.-Farbung, rechtes Bild Anfarbung mit Serotonin-Antikorpern.
Roter Pfeil zeigt auf die Identifizierung von Serotonin in Osophaguszellen (Braunfarbung).
Der Zelltypus konnte nicht eindeutig identifiziert werden. Details zur Bestimmung der Zell-
typen befinden sich auf Seite 89, 40-fache Vergrol3erung.

Die hier gezeigten Proben stammen von einer 55-jahrigen weiblichen Patientin, bei wel-
cher aufgrund von abdominellen Schmerzen und gastrointestinalen Blutungen die Indika-
tion fur eine OGD gestellt wurde. Hierbei zeigte sich ein endoskopisch normaler Osopha-

gus. Die Patientin nahm PPIs ein.

Abb. 22: Immunhistochemische Anfarbung von humanen Osophagusproben mit Seroto-
nin-Antikérpern

Probe #19. Linkes Bild H.E.-Farbung, rechtes Bild Anfarbung mit Serotonin-Antikorpern.
Roter Pfeil zeigt auf die Identifizierung von Serotonin in Osophaguszellen (Braunfarbung).
Der Zelltypus konnte nicht eindeutig identifiziert werden. Details zur Bestimmung der Zell-
typen befinden sich auf Seite 89, 40-fache Vergrol3erung.

Diese Probe stammt von einer 39-jahrigen weiblichen Patientin, bei welcher aufgrund von
abdominellen Schmerzen die Indikation fiir eine OGD gestellt wurde. Hierbei zeigte sich
endoskopisch eine Grad A Refluxdsophagitis. Die Patientin nahm PPIs ein.
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Immunhistochemische Anfarbung mit ASIC4

Im Folgenden sind die immunhistochemischen Anfarbungen mittels ASIC4-Antikorpern
dargestellt. Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die probatorische Anwendung der ASIC4-
Antikdrper in Schnitten vom Rattencolon. Die Abbildungen 25 und 26 zeigen die Anfar-
bung mittels ASIC4-Antikérpern in humanen Osophagusproben.

Abb. 23: Immunhistochemische Anfarbung mit ASIC4-Antikdrpern vom Rattencolon-
schnitten

Probe #6. Roter Pfeil zeigt auf die Identifizierung von ASIC4 in Zellen des Rattencolon
(Dunkelbraunfarbung), 4-fache VergroRerung.
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Abb. 24: Immunhistochemische Anfarbung mit ASIC4-Antikdrpern von Rattencolon-
schnitten

Probe #6. Der rote Pfeil zeigt auf einen vergroéRerten Ausschnitt der in Abbildung 23 an-
gefarbten ASIC4-positiven-Zellen, 10-fache Vergrof3erung.

Abb. 25: Immunhistochemische Anfarbung von humanen Osophagusproben mit ASIC4-
Antikdrpern



88

Probe #19, Verdinnung des Antikorpers 1:500. Die mit ASIC4-Antikoper angefarbten Zel-
len zeigen sich braunlich. Der Zelltypus konnte nicht eindeutig identifiziert werden. Details
zur Bestimmung der Zelltypen befinden sich auf Seite 89, 40-fache Vergrol3erung.

Abb. 26: Immunhistochemische Anfarbung von humanen Osophagusproben mit ASIC4-
Antikdrpern

Probe #19, Verdinnung des Antikorpers 1:1500. Die mit ASIC4-Antikbper angefarbten
Zellen zeigen sich braunlich. Der Zelltypus konnte nicht eindeutig identifiziert werden. De-
tails zur Bestimmung der Zelltypen befinden sich auf Seite 89, 40-fache Vergrof3erung.

Somit konnte durch immunhistochemische Anfarbung von ASIC4 und Serotonin, dessen
Existenz im 6sophagealen Gewebe nachgewiesen werden. Welche Zellen speziell ange-
farbt wurden, also Serotonin freisetzen bzw. ASIC4 exprimieren, konnte nicht endgltig
geklart werden. Folgende Oberflachenmarker wurden getestet: S100, CD38+, CD3+,
CD20+, CD68+, MUM1. Jedoch gibt der Nachweis von ASIC 4 und Serotonin im Osopha-
gus bereits Anlass fir weitere Diskussionen.
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3.3 Auswirkung von STW 5, dessen Einzelextrakte und Omeprazol auf Human Intestinal
Smooth Muscle Cells (HISMC)

3.3.1 Viabilitats-Assay
Im Folgenden wird die prozentuale Zellproliferation (In Abbildungen 27-30 dargestellt als
Vielfaches der Kontrolle) der HISMC im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe in

Form von Diagrammen dargestellt.

Viabilitatsuntersuchung der verschiedenen
Pflanzenextrakte von STWS ohne
Capsaicinstimulierung
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Abb. 27: Die Uberlebensfahigkeit (Viabilitat) von HISMC bei Stimulation mit STW 5, den
Einzelextrakten und Omeprazol

Dargestellt wird die gemessene Resazurin-Umsetzung im Vergleich zur unstimulierten
Kontrollgruppe. Es wurden pro Well 10.000 Zellen mit 1 % FKS in 100 pl ausgesét und
mit jeweils 1 pl/ 2 ul STW 5 stimuliert, ohne zuséatzliche Capsaicin-Stimulierung. Darge-
stellt sind die Mittelwerte+SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Viabilitatsuntersuchung der verschiedenen
Pflanzenextrakte von STW S mit
Capsaicinstimulierung
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Abb. 28: Die Uberlebensfahigkeit (Viabilitat) von HISMC bei Stimulation mit STW 5, den
Einzelextrakten und Omeprazol

Gezeigt wird die gemessene Resazurin-Umsetzung im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trollgruppe. Es wurden pro Well 10.000 Zellen mit 1 % FKS in 100 pl ausgesat und mit
jeweils 1 pl/ 2 pul STW 5 stimuliert + Capsaicin-Stimulierung mit 0,5 pl pro Well. Dargestellt
sind die Mittelwerte+SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Die Viabilitdtsuntersuchung mit 1 % FKS und 1 pl bzw. 2 pul STW 5-Stimulierung zeigt,
dass trotz des niedrigen FKS-Gehalts die Zellen durch die STW 5-Stimulierung ihre
Resazurin-Umsetzung statistisch signifikant steigern konnten (p<0,001). Dies ist auch der

Fall bei der zusatzlichen Stimulierung mit 0,5 pl Capsaicin.
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Viabilitatsuntersuchung der verschiedenen Pflanzenextrake von
STW 5 ohne Capsaicinstimulierung
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Abb. 29: Die Uberlebensfahigkeit (Viabilitat) von HISMC bei Stimulation mit STW 5, den
Einzelextrakten und Omeprazol

Dargestellt wird die gemessene Resazurin-Umsetzung im Vergleich zur unstimulierten
Kontrollgruppe. Es wurden pro Well 10.000 Zellen mit 10 % FKS in 100 pl ausgesat und
mit jeweils 1 pl/ 2 pl/ 4 pl/ 8 ul stimuliert ohne Capsaicin-Stimulierung. Dargestellt sind die
Mittelwerte+SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Viabilitatsuntersuchung der verschiedenen Pflanzenextrake von
STW S mit Capsaicinstimulierung

.85
ol

5 3
58

& 25
2 2

e 2
23
= @ 1.5 m
§ _S 1 xn "t
@ S

2 0,5
m Z | II

0
@ «\ \‘)\\ e}\o 0\\% f2>\ 'z>
) Q) \ 0 fo R\ &
0.) \_’b Q\Q @.@ 09 (@(\Q O ((\(b&\ 6{‘\0 9 @@Q
w & o N 9
-
mipl w2yl m4pl =8yl

Abb. 30: Die Uberlebensfahigkeit (Viabilitat) von HISMC bei Stimulation mit STW 5, den
Einzelextrakten und Omeprazol

Gezeigt wird die gemessene Resazurin-Umsetzung im Vergleich zur unstimulierten Kon-
trollgruppe. Es wurden pro Well 10.000 Zellen mit 10 % FKS in 100 pl ausgesat und mit
jeweils 1 ul/ 2 pl/ 4pl/ 8 pul STW 5 stimuliert + Capsaicin-Stimulierung mit 0,5 ul pro Well.
Dargestellt sind die Mittelwerte+SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Die Viabilitatsuntersuchung mit 10 % FKS und 1 pl/ 2 pl/ 4 pl/ 8 pl STW 5 zeigt, dass
STW 5 sowohl in den niedrigeren Konzentrationen (1 pl und 2 pl) als auch in den hdheren
Konzentrationen (4 pl und 8 pl) die Resazurin-Umsetzung in den HISMC statistisch signi-
fikant steigert. Die htchste Steigerung war bei der Stimulierung mit 8 ul STW 5 und
Capsaicin 0,5 pl zu finden und erhohte die Resazurin-Umsetzung fast um ein dreifaches
(p<0,001). Somit lasst sich festhalten, dass STW 5 und die neun Extrakte, sowie Ome-
prazol nicht zelltoxisch sind. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass Capsaicin nicht zell-

toxisch ist.

Ersichtlich wird auch, dass STW 5 in fast allen Konzentrationen die Viabilitat der HISMC
statistisch signifikant erhoht. Einige Einzelextrakte (Matricaria recutita (L.), Glycyrrhiza
glabra (L.), Carum carvi (L.), Melissa officinalis (L.), Chelidonium majus (L.)) bewirkten in

der hochsten Konzentration (8 ul, auf3er Chelidonium majus (L.) in Kombination mit
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Capsaicin schon bei 4 pl) eine statistisch schwach signifikante Erniedrigung der Zellviabi-
liat (p<0,05).

3.3.2 Calcium-Assay

Es wurde untersucht, ob STW 5 und die Einzelextrakte die Calciumfreisetzung in vitro in
HISMC unter nicht-inflammatorischen und inflammatorischen Bedingungen, beeinflussen
kénnen. Eine Versuchszellzahl von 20.000 Zellen/well fir die HISMC erwies sich aufgrund
der Intensitat des gemessenen Signals als die beste fiir die Versuche (Daten wurden nicht
gezeigt). Das 10 % FBS-haltige Nahrmedium wurde eingesetzt, da eine leichte FBS-Er-
hoéhung zu keinem schnelleren Wachstum fiihrte (Daten wurden nicht gezeigt). Fur die
Endkonzentrationen der Stimulierungslosung Capsaicin (80 uM) wurde letztendlich 4
pl/well verwendet, weil sich hier die Stimulierung der Zellen am deutlichsten zeigte (Daten

wurden nicht gezeigt).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 und 32 dargestellt.
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Abb. 31: Calciumfreisetzung von HISMC in Prozent im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle

HISMC wurden mit STW 5, den Einzelextrakten von STW 5 oder Omeprazol stimuliert.
STW 5 und Melissa officinalis (L). rufen eine Calciumfreisetzung hervor. Jeder Datenpunkt
reprasentiert drei eigenstandige Experimente. Dargestellt sind die Mittelwerte+SEM.
*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001.
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Abb. 32: Calciumfreisetzung von HISMC in Prozent im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle

Die Zellen wurden gleichzeitig mit Capsaicin (80 uM) und den verschiedenen Extrakten
stimuliert. Jeder Datenpunkt reprasentiert drei eigenstandige Experimente. Dargestellt
sind die Mittelwerte+SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Es konnte gezeigt werden, dass STW 5 selbst schon eine Calciumfreisetzung in den
HISMC bewirkt. Bei der Stimulation ohne Capsaicin war diese 1,91-fach und mit Capsaicin
sogar 1,98-fach. Der einzige Einzelextrakt, welcher eine deutliche Calciumfreisetzung in-
duziert, war Melissa officinalis (L.) (Abbildung 31 und 32), obwohl dies in einem kleineren
Ausmall geschah als bei STW 5 und nur in der héchsten Konzentration, sowohl unter
nicht-inflammatorischen (1,39-fach) als auch unter inflammatorischen (1,25-fach) Bedin-
gungen. Alle anderen Konzentrationen zeigten keine oder statistisch nur geringe signifi-

kanten Unterschiede.

AulRerdem konnte festgestellt werden, dass fur die Konzentrationen 1-5 pl/ml der Effekt
von Melissa officinalis (L.) noch geringer ist als der Effekt von Menthae piperitae (L.) und
Matricaria recutita (L.). Es konnte eine niedrige, jedoch statistisch signifikante Steigerung
der Calciumfreisetzung bei Menthae piperitae (L.) und Matricaria recutita (L.) beobachtet
werden. Das Gegenteil zeigte sich bei Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica archangelica (L.)

und Sylibum marianum (L.) gaertn (Abbildung 31 und 32). Aus diesen Griinden wurden
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die Dreierkombinationen von Menthae piperitae (L.), Matricaria recutita (L.) und Melissa
officinalis (L.) (Kombination 1) und die Kombination von Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica
archangelica (L.) und Sylibum marianum (L.) gaertn (Kombination 2) unter nicht-inflama-
torischen (Abbildung 33A) und unter inflammatorischen Bedingungen (Abbildung 33B) ge-
testet. Kombination 1 erhdhte die Calciumfreisetzung, jedoch nicht so stark wie STW 5
alleine. Verglichen mit Melissa officinalis (L.) alleine, war jedoch die Calciumfreisetzung
der Kombination 1 leicht héher und unter inflammatorischen Bedingungen konzentrations-
abhangig. Die Auswirkungen von Kombination 2 auf die Calciumfreisetzung in HISMC

zeigten sich weniger stabil.
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Abb. 33: Calciumfreisetzung von HISMC

A Die Zellen wurden mit Kombination 1 (Menthae piperitae (L.), Matricaria recutita (L.),
Melissa officinalis (L.)) oder Kombination 2 (Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica archangelica
(L.), Sylibum marianum (L.) gaertn) allein stimuliert B mit Hinzufigen von Capsaicin (80

UM).
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3.3.3 Synergie Quantifizierung

Im Folgenden werden die Daten der Synergie Quantifizierung graphisch dargestellt. Die
Daten basieren auf Versuchen zur Calciumfreisetzung von HISMC durch Stimulation mit
der Kombination 1 (Menthae piperitae (L.), Matricaria recutita (L.), Melissa officinalis (L.))
und der Kombination 2 (Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica archangelica (L.), Sylibum mari-

anum (L.) gaertn) unter nicht-inflammatorischen und inflammatorischen Bedingungen.
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Abb. 34: Dosis-Effekt-Kurve der Calciumfreisetzung durch Stimulierung mit Kombination
1 ohne Capsaicinstimulierung

L3: Menthae piperitae (L.), L4: Matricaria recutita (L.), L9: Melissa officinalis (L.), Kombil:
Kombination aus L3, L4, L9, Dose: Dosis.

Die Abbildung 34 zeigt, dass bei steigender Dosis die Calciumfreisetzung (Fa) durch Me-
lissa officinalis (L.) deutlich mehr ansteigt als der Effekt von Menthae piperitae (L.) und
Matricaria recutita (L.). Die Kombination der drei Pflanzen zeigt sogar einen héheren Ef-

fekt als Melissa officinalis (L.) allein.
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Abb. 35: Der Fa-ClI-Plot der Calciumfreisetzung fur die Stimulation mit der Kombination 1
ohne Capsaicinstimulierung

CIl: Combinationsindex, Fa: fraction affected, Kombi 1: Kombination aus Menthae piperi-
tae (L.), Matricaria recutita (L.) und Melissa officinalis (L.).

Ab einer Effektstarke von 0,1 zeigt die Stimulierung der HISMC mit der Kombination 1
durchweg synergistische Effekte (da Cl <1) in Bezug auf die Calciumfreisetzung.
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Abb. 36: Dosis-Effekt-Kurve der Calciumfreisetzung durch Stimulierung mit Kombination
1 mit Capsaicinstimulierung

L3Cap: Menthae piperitae (L.) und Capsaicin, L4Cap: Matricaria recutita (L.) und Capsa-
icin, L9Cap: Melissa officinalis (L.) und Capsaicin, C349Ca: Kombination aus L3, L4, L9
und Capsaicin, Dose: Dosis.

Die Abbildung 36 zeigt, dass bei steigender Dosis der Effekt (Calcium-Freisetzung) von
Melissa officinalis (L.) mehr ansteigt als der Effekt von Mentha piperitae (L.) und Matricaria
recutita (L.). Unter infilammatorischen Bedingungen ist der Effekt von Mentha piperita (L.)
grof3er als unter nicht-inflammatorischen Bedingungen. Die Kombination der drei Pflanzen

zeigt jedoch erneut einen hoheren Effekt als Melissa officinalis (L.) allein.
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Abb. 37: Der Fa-ClI-Plot der Calciumfreisetzung fur die Stimulation mit der Kombination 1
mit Capsaicinstimulierung

Cl: Combinationsindex, Fa: fraction affected, C349Ca: Kombination aus Menthae piperita
(L.), Matricaria recutita (L.) und Melissa officinalis (L.) und Capsaicin.

Bis zu einer Effektstarke von 0,7/0,8 zeigt die Calciumfreisetzung durch die Stimulierung
der HISMC mit der Kombination 1 durchweg synergistische Effekte der drei Heilpflanzen

(da CI <1). Die Stimulierung erfolgte unter inflammatorischen Bedingungen.
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Abb. 38: Dosis-Effekt-Kurve der Calciumfreisetzung durch Stimulierung mit Kombination
2 ohne Capsaicinstimulierung

L5: Glycyrrhiza glabra (L.), L6: Angelica archangelica (L.), L8: Sylibum marianum (L.)
gaertn, 568: Kombiantion aus L5, L6, L8, Dose: Dosis.

Die Abbildung 38 zeigt, dass bei steigender Dosis der Effekt (Calcium-Freisetzung) durch
Angelica archangelica L. ansteigt. Die Kombination 2 zeigt bei steigender Dosis eine noch
hohere Calcium-Freisetzung in den HISMC als Angelica archangelica L. allein.
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Abb. 39: Der Fa-ClI-Plot der Calciumfreisetzung fur die Stimulation mit der Kombination 2
ohne Capsaicinstimulierung

Cl: Combinationsindex, Fa: fraction affected, 568: Kombination aus Glycyrrhiza glabra
(L.), Angelica archangelica (L.) und Sylibum marianum (L.) gaertn.

Unter nicht-inflammatorischen Bedingungen zeigt die Stimulation der HISMC mit der Kom-
bination 2 nur in einem bestimmten Bereich (zwischen Fa 0,2-0,4) eine synergistische
Wirkung (CI<1).
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Abb. 40: Dosis-Effekt-Kurve der Calciumfreisetzung durch Stimulierung mit Kombination
2 mit Capsaicinstimulierung

L5Cap: Glycyrrhiza glabra (L.), L6Cap: Angelica archangelica (L.), L8Cap: Sylibum mari-
anum (L.) gaertn, 568Cap: Kombiantion aus L5, L6, L8 und Capsaicin, Dose: Dosis.

Die Abbildung 40 zeigt, dass unter inflammatorischen Bedingungen bei steigender Dosis
der Effekt der drei Heilpflanzen nach kurzem Anstieg bei einer Effektstarke von 0,5 stag-
niert. Der Effekt der Kombination von Glycyrrhiza glabra (L.), Angelica archangelica (L.)
und Sylibum marianum (L.) gaertn steigt zunachst mit steigender Dosis an und stagniert
dann auch, jedoch bei einer Effektstare von ca. 0,75. Insgesamt zeigt die Kombination der

drei Heilpflanzen einen gré3eren Effekt als jede Heilpflanze allein.
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Abb. 41: Der Fa-ClI-Plot der Calciumfreisetzung fur die Stimulation mit der Kombination 2
mit Capsaicinstimulierung

Cl: Combinationsindex, Fa: fraction affected, 568Cap: Kombination aus Glycyrrhiza gla-
bra (L.), Angelica archangelica (L.), Sylibum marianum (L.) gaertn und Capsaicin.

Die Abbildung 41 veranschaulicht, dass die Kombination 2 unter Entziindungsbedingun-

gen nur in einem sehr beschrankten Bereich (Fa 0,42-0,55) synergistische Effekte zeigt.
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4. Diskussion

Seit mehr als 100 Jahren existiert das Konzept, dass das Symptom Sodbrennen und eine
maogliche Refluxdsophagitis durch den Ruckfluss von Magenséaure hervorgerufen werden.
Bei diesem Konzept beschadigt HCL den Osophagus, indem es die tight junction Proteine
des Epithels und die Zellen selbst beschadigt. Dies fuhrt zu dilated intercellular spaces
(DIS), wodurch die parazellulare Permeabilitat erhéht wird. Das Resultat aus DIS und dem
Untergang der Epithelzellen ist, dass HCL Zugang zu sensorischen Neuronen in tieferen
Schichten der Mukosa bekommt und dort an chemosensitiven Nozizeptoren Schmerz
(Sodbrennen) erzeugen kann (Barlow und Orlando, 2005). Einige dieser Neurone expri-
mieren ASIC3 und TRPV1, Nozisensoren, die durch Saure und andere Entziindungsbo-
tenstoffe aktiviert werden und so das Sodbrennen hervorrufen kénnen (Huo und Souza,
2013). Gegen dieses Konzept sprechen Versuche von Miwa et al. (2013), welche zeigen,
dass NERD Patient*innen mit DIS (+) und negativer Immunanfarbung fir neuronales Ge-
webe (PGP 9.5 (-) Marker fir viszerale sensible Neurone) am therapierefraktarsten bei
der PPI-Therapie waren. Ein Drittel der Patient*innen mit einer GERD, die eine PPI-The-
rapie erhalten, zeigen persistierende Symptome (Souza, 2010). Hier kann eine Vermeh-
rung der sensiblen Nervenendigungen und eine dadurch bedingte Hypersensibilitat nicht
fur die schwache Wirkung von PPIs bei einigen Patient*innen verantwortlich gemacht wer-
den (Miwa et al., 2013).

Ein zusatzlicher Erklarungsansatz konnte die Entstehung von Refluxsymptomen durch
Freisetzung von pro-entzuindlichen Zytokinen sein. Bereits bei der Pathogenese der
GERD spielen immunvermittelte Mechanismen eine wichtige Rolle (Abdel-Aziz et al.,
2015b). Osophagus-Zellen setzten eine Reihe von pro-entziindlichen Zytokinen frei, wel-
che Rezeptoren und Signalkaskaden (CINC1-3 (IL-8), TREM1 und GPR84) aktivieren und
fur die Regulation des Entziindungsprozesses relevant zu sein scheinen (Abdel-Aziz et
al., 2015b). In einer Studie von Fitzgerald et al. (2002) wiesen Biopsien von Refluxéso-
phagitis- und NERD- Patient*innen erhdhte Level des pro-entzindlichen Zytokins Inter-
leukin-8 (IL-8) auf. Somit erhéhen Zellen ihre IL-8-Produktion, wenn sie mit Saure in Kon-
takt kommen (Fitzgerald et al., 2002). IL-8 wiederum erhdht die 6sophageale Schleim-
hautpermeabilitdt, indem es DIS in vitro und in vivo produziert und die Expression von
ASIC3 und TRPV1 (Huo und Souza, 2013). Somit kdnnte Sodbrennen auch ein Symptom
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des Zytokin-induzierten Mukosaschadens sein. Hou und Souza et al. (2013) konstatierten
bereits, dass es neben der Reduktion von Saure und Pepsin in Zukunft andere Therapie-
ansatze fur die Reduktion von Sodbrennen geben kénnte und sollte. Wie genau Nozizep-
toren, Saurekanale und zytokinvermittelte Entzindung zusammenhéngen und wie genau

diese therapeutisch genutzt werden kdnnen sei jedoch unklar (Huo und Souza, 2013).
Expression von ASICs, 5-HTR-Subtypen und SERT in Rattendsophagi

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Expression von sauresensiblen
Kanalen (ASICs) und 5-HTR sowie SERT in Rattendsophagi untersucht. Dafur wurde das
subchronische Rattenmodell zur Induktion der Osophagitis (Omura et al., 1999) einge-
setzt und mittels Gen-Microarray-Analysen die genetische Regulierung von ASICs und
5-Hydroxytryptaminrezeptorsubtypen in der entziindeten Speiseréhre und unter Behand-
lung untersucht. Mittels Western Blot Analysen wurden die regulierten Kanale auf die letzt-
endliche Proteinexpression in den Osophagi untersucht und wie sich das Vielstoffgemisch
STW 5 (0,5 oder 2 ml/kg) im Vergleich zum Protononenpumpeninhibitor Omeprazol auf
diese Kanéle auswirkt. Es wurde ein PPI genutzt, da dieser als Standard-Medikament bei
der GERD-Therapie verwendet wird (Kahrilas et al., 2008). AuRerdem konnte gezeigt wer-
den, dass PPIs sdureunabhéngige anti-entziindliche Effekte haben (Huo et al., 2014).

Acid Sensing lon Channels (ASICs)

Die Western Blot Analyse zeigt, dass ASIC1 und ASIC2 in der Sham- Gruppe hochregu-
liert werden und die Kanale in der Osophagitisgruppe nicht reguliert oder stark herabre-
guliert werden. Bei ASIC1 (170 kD) ist die STW 5 (0,5 ml/kg) -Gruppe (+0,71***) und bel
ASIC2 die STW 5 2 ml/kg (+0,84***) - und die Omeprazol-Gruppe (+0,836***) statistisch
signifikant hochreguliert. Somit werden ASIC1 und ASIC2 im nicht entziindeten Zustand
exprimiert bzw. bei Entztindung herabreguliert und durch STW 5 erneut hochreguliert. Bei
ASIC3 (60 kD) sind die beiden STW 5-Gruppen (0,5 ml/kg und 2 ml/kg) im Vergleich zur
Osophagitis- und zur Sham-Gruppe statistisch signifikant (-0,41***) herabreguliert. Das
zeigt, dass STW 5 die Expression von ASIC3 beeinflusst.

Verglichen mit den Daten der Genanalyse, kann bei den ASIC4-Proteinanalysen die glei-
che Tendenz beobachtet werden: die erhthte Expression des Kanals in der Osophagitis-
Gruppe fallt in den Behandlungsgruppen STW 5 (0,5 ml/kg) (60 kD: -4,1**; 75 kD: -2,5**),
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STW 5 (2 ml/kg) (60 kD: -5,2**; 75 kD: -6,1**), Omeprazol 30 mg/kg (60 kD: -8,7 **; 75
kD: -4,6**) statistisch signifikant niedriger aus. Somit wird ASIC4 bei Entziindung expri-
miert und durch Therapie mit STW 5 oder Omeprazol statistisch signifikant herabreguliert.
ASIC4 gehort zu der acid-sensing-ion-channel-Familie, obwohl bis jetzt noch wenig zu
seiner Funktion bekannt ist (Donier et al., 2008). Wie ASIC 1 und ASIC 2 wird ASIC4 in
vielen ZNS-Regionen exprimiert (Lin et al., 2015). Es konnte gezeigt werden, dass ASIC4
an Protonen induziertem Kationenstrom durch Modulation von ASICla und ASIC3 betei-
ligt ist, was eine physiologische Rolle von ASIC4 bei der Regulierung von ASIC-Strémen
bei Schmerzen vermuten lasst (Donier et al., 2008). Obwohl bis jetzt sehr wenig uber
diesen Kanal bekannt ist, sprechen unsere Daten daflr, dass ASIC4 eine Rolle bei der
Genese der Osophagitis einnimmt, da dieser durch Entziindung auf genetischer Ebene
statistisch signifikant (+3,83***) erhoht ist und in den Therapiegruppen (STW 5 (-4,79***)
oder Omeprazol (-4,00***)) statistisch signifikant erniedrigt ist. Dies gilt sowohl auf gene-
tischer Ebene als auch auf Proteinebene und kann ein Erklarungsansatz fur die symptom-

lindernde Wirkung dieser Medikamente/Pflanzenzubereitung sein.

ASIC5 wird zwar bei den Genexpressionsdaten als Kanal aufgefihrt, jedoch ist seine ge-
naue Funktion bis jetzt unbekannt (NCIB Gene, July 2008). Unsere Daten konnten keine
statistisch signifikante Genregulierung des Kanals zeigen und weitere Untersuchungen

der Proteinebene wurden nicht durchgefuhrt.
5-HTR-Subtypen und SERT

Bei den 5-HT-Rezeptoren bestatigen die Western Blot Analysen die Genanalyse vor allem
bei 5-HTR2B: die Osophagitis-Gruppe war in beiden Analysen (bei der Genanalyse sogar
statistisch signifikant (+6,64***)) erhoht und auf genetischer Ebene in den Behandlungs-
gruppen statistisch signifikant (STW 5 2 ml/kg: -7,92***; Omeprazol: -3,68***) erniedrigt.
Bei den Western Blots wurden lediglich die Sham-Gruppe und die STW 5 0,5 ml/kg-
Gruppe statistisch signifikant (jeweils p<0,001) herabreguliert. Das zeigt, dass 5-HTR2B
in entzindetem Gewebe hochreguliert und durch Behandlung mit STW 5 und Omeprazol

herabreguliert werden kann.
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5-HTR4 konnte sowohl in humanem als auch in tierischem Osophagusgewebe nachge-
wiesen werden. Aul3erdem wird vermutet, dass die Aktivierung des 5-HTR4 glatte Mus-
kulatur relaxiert (Tugay et al., 2003). Die glatte Muskulatur des Osophagus spielt eine
wichtige Rolle fur die Osophagusmotilitat, weshalb vermutet wird, dass die Serotonin-Sig-
nalkaskade an der Regulation der 6sophagealen Motilitat bei Reflux induziertem Mukosa-
schaden beteiligt ist (Yang et al., 2012). In einem Rattenexperiment konnte auf3erdem
gezeigt werden, dass die Reduktion der 5-HTR4 Expression die Effekte von Serotonin
abschwacht und dies folglich zu Schadigung der Osophagusschleimhaut und Osophagitis
fuhrt (Yang et al., 2012). Da in unserem Experiment 5-HTR4 in der Osophagitis-Gruppe
auf genetischer Ebene statistisch signifikant (-3,5*) erniedrigt ist und auf Proteinebene in
der Osophagitis-Gruppe nicht nachweisbar war, unterstiitzten unsere Daten die These,
dass 5-HTR4 an der Pathogenese von GERD beteiligt ist. AuRerdem konnte durch unsere
Western Blot Analyse gezeigt werden, dass STW 5 (0,5 ml/kg) 5-HTR4 statistisch signifi-
kant (+0,54**) hochreguliert. Sodass dies vermuten lasst, dass STW 5 Uber eine Hochre-

gulierung von 5-HTR4 einen protektiven Effekt auf den Osophagus hat.

Beim Vergleich der Genexpressions- und Western Blot-Daten von 5-HTR1A, 5-HTR1B,
5-HTR1D und 5-HTR5A konnten Auffalligkeiten bei der Regulation von 5-HTR1A in der
Omeprazol 30 mg/kg-Gruppe gefunden werden. Hier konnte eine Erhéhung auf geneti-
scher Ebene (+2,6*) und auf Proteinebene (+1,19***) gezeigt werden. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Omeprazol die Expression des Kanals 5-HTR1A beeinflusst. 5-HTR1B
wurde auf Proteinebene in der Sham- und in allen Behandlungsgruppen im Vergleich zur
Entziindungsgruppe statistisch signifikant (p<0,001) hochreguliert. Auf genetischer Ebene
zeigte sich diese Regulation nicht. Das lasst jedoch vermuten, dass der Kanal durch die
Behandlung mit Omeprazol oder STW 5 nicht beeinflusst wird.

Die genetischen Daten von 5-HTR7 zeigen, dass die Expression bei Entziindung statis-
tisch signifikant erhéht wird (+9,38***) und in den Behandlungsgruppen erniedrigt ist
(STW 5 (2 ml/kg) -15,45***; Omeprazol 30 mg/kg -6,83***). Es ist auch zu sehen, dass
die gesteigerte Expression in der Osophagitis-Gruppe durch die Behandlung mit Ome-
prazol nicht kompensiert werden konnte. Es kann also spekuliert werden, dass Serotonin
unter Therapie mit einem PPl (Omeprazol) an diesen Rezeptor in Abwesenheit von Saure
binden kann und dadurch Schmerz erzeugt wird. STW 5 kdnnte jedoch in einem solchen
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Szenario eine bessere Symptomlinderung erzielen, da es den durch Entziindung hochre-
gulierten 5-HTR7 ganzlich herabreguliert. Es konnte gezeigt werden, dass 5-HTR7 im hu-
manen GIT (Colon) exprimiert wird (Yaakob et al., 2015) und das nicht nur in enterischen
Neuronen, sondern auch in Immunzellen des lymphatischen Gewebes entlang des GIT
(Iceta et al., 2009), wo 5-HTR7 wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Entziindungs-
signalkaskade spielt (Urbina et al., 2014).

Zusammenhang ASICs und 5-HTR

Bereits 1981 wurde vermutet, dass ASICs eine Schlisselrolle bei der Nozizeption spielen
(Krishtal und Pidoplichko, 1981). ASICs werden Uber die gesamten Schmerzleitungsbah-
nen exprimiert, sowohl in peripheren, als auch in zentralen Neuronen (Deval und Lin-
gueglia, 2015). Klinische Daten unterstitzen die These, dass ASICs bei Schmerzen in der
Haut beteiligt sind (Steen et al., 1995; Baron und Lingueglia, 2015) und NSAR kdnnen
direkt ASIC1la (Fluorbiprofen, Ibuprofen) und ASIC3 (Salicyl Saure, Aspirin, Diclofenac)
inhibieren (Voilley, 2004). Es ist auch bekannt, dass Serotonin pronozizeptiv (Millan,
2002) und nicht nur ein Ligand fur 5-HTR-Subtypen ist, sondern auch ein Entzindungs-
mediator, welcher auch ASICs aktivieren kann (Wemmie et al., 2013). Somit konnte eine
Schmerzempfindung erzeugt werden, indem Serotonin in peripherem Nervengewebe

ASICs aktiviert. Diese Aktivierung ware unabhangig vom Saurereflux.

In unseren Daten zeigten sich ASIC2, 5-HTR1B und 5-HTR2A in den Behandlungsgrup-
pen hochreguliert, sodass hier eine Bindung von Serotonin und eine Schmerzinduktion
maoglich wéaren. Gegen diese Theorie sprechen unsere Gendaten zu ASIC4, 5-HTR2A, 5-
HTR2B und 5-HTR7, welche bei Einnahme von Omeprazol und STW 5 weitestgehend
wenig exprimiert werden und somit Serotonin nicht an diese Kanéle binden kénnte, um
den Saureschmerz trotz Abwesenheit von Saure auszulosen. Bei ASIC4 zeigte sich diese

Tendenz auch auf Proteinebene.

Wir kdbnnen somit sehen, dass ASICs (vor allem ASIC4) in entzlindeten Rattendsophagi
hochreguliert und durch die Einnahme von Omeprazol oder Iberogast classic® herabre-
guliert wird. Eine Regulierung von ASICs und 5-HTR-Subtypen in der 6sophagealen Mu-
kosa kann eine Rolle bei der schmerzlindernden Wirkung bei PPI- und STW 5-Respon-
dern spielen. Beide Rezeptortypen werden durch Entziindung und Medikamente reguliert
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und scheinen ein Kommunikationsnetzwerk zu bilden, welches in die Schmerzverarbei-

tung in der Speiserdhre involviert zu sein scheint.
Humane Osophagusproben

Der immunhistochemische Nachweis von ASIC4 in endoskopisch unveranderten huma-
nen Osophagusproben legt die Vermutung nahe, dass ASIC4 ein Kanal ist, der generell
im Osophagus exprimiert wird und deshalb auch im endoskopisch normalen Osophagus
zu finden ist. Die Aufschlisselung der klinischen Daten der ASIC4 positiven Proben (siehe
Tabelle 13) fuhrt zu folgender Interpretation. Bei den endoskopisch unauffalligen Proben
hatten acht von neun Patient*innen abdominelle Schmerzen, Reflux oder andere Symp-
tome, die den Gl-Trakt betreffen. Bei den endoskopisch veranderten Osophagi, waren
allen 15 Probenentnahmen vorherige Symptome wie abdominelle Schmerzen, Reflux und
Dysphagie vorangegangen. Hier spricht nichts gegen eine Verbindung von abdominellem
Schmerz, Refluxschmerz und der Préasenz von ASIC4.

Nach jetzigem Wissensstand konnte erstmalig immunhistochemisch nachgewiesen wer-
den, dass Serotonin im endoskopisch unveranderten als auch im endoskopisch veréander-
ten humanen Osophagus von bis dato unbekannten Zellen gespeichert bzw. freigesetzt
wird. Im physiologischen GIT vermittelt Serotonin durch submukdse und enterische Neu-
rone verschiedene motorische und sensorische Funktionen, welche tber verschiedene 5-
HT-Rezeptoren aktiviert werden. Durch Serotonin ausgeléste Reaktionen sind: Ubelkeit,
Erbrechen, Beeinflussung der intestinalen Sekretion und Peristaltik (Gershon, 1999). Die
hier genannten, durch Serotonin hervorgerufenen Symptome, kdnnen auch bei der in die-
ser Arbeit untersuchten Patient*innengruppe gefunden werden. Da Serotonin auch in en-
doskopisch veranderten Rattendsophagi gefunden wurde, liegt die Vermutung nahe, dass
das Hormon bei Entziindungsprozessen und der Schmerzweiterleitung in der Speiseréhre
beteiligt ist (Wu et al., 2016). Dies unterstitzt die Hypothese von Wu et al. (2016), dass
Serotonin vermutlich zur Entstehung der GERD beitragt.

Die Auswertung der Serotonin-Daten (Tabelle 14) zeigt, dass die beiden Patient*innen,
welche trotz endoskopisch unverandertem Osophagus, positiv in der Serotoninfarbung

waren entweder eine gastrointestinale Blutung oder eine Anamie hatten. Die weiteren acht



110

Patient*innen, welche endoskopisch veranderte Osophagi aufwiesen, hatten hauptsach-
lich abdominelle Schmerzen und Reflux als Indikationssymptome fiir die OGD. Hier lasst

sich ein Zusammenhang von Serotonin mit den Symptomen der GERD vermuten.

Bei der Patient*innengruppe welche gleichzeitig ASIC4 und Serotonin positiv war (Tabelle
15), kann zunachst festgehalten werden, dass es Uberhaupt Patient*innen gab, welche
gleichzeitig ASIC4 exprimieren und eine positive Serotonin-Farbung aufweisen. Vier von
sechs Patient*innen hatten trotz PPI-Einnahme Symptome. Ob jedoch Serotonin bei Pa-
tient*innen mit Symptomen trotz PPI-Einnahme und folglich Abwesenheit von Séure an
ASIC-Kandle bindet und dadurch fir die Symptome verantwortlich ist, lasst sich anhand
unserer Daten nicht feststellen. Weiterhin bleibt interessant, welche Zellen im Osophagus
ASIC4 exprimieren und Serotonin speichern bzw. freisetzen. Das wurde weitere Anhalts-
punkte liefern, wie genau das Kommunikationsnetzwerk im MDT aussieht und welche Zel-
len welche Aufgaben Ubernehmen und welche Kanéle sie daflir auf welche Reize hin ex-

primieren.

Auswirkung von STW 5 und Einzelkomponenten auf die Calciumfreisetzung von
HISMC

Es ist bekannt, dass STW 5 im Magendarmtrakt eine regionsspezifische Wirkungsweise
zeigt. Im Magen konnte eine Inhibition vom Ca?*-Einstrom durch store-operated channels
(SOC) im Magenfundus beobachtet und eine Stimulation von Ca?*-Einstrom durch L-Typ-
Calciumkanéle im Antrum festgestellt werden (Schemann et al., 2006). Im unteren Oso-
phagussphinkter konnte eine anspannende Wirkung, ausgelost durch die Wirkung von
STW 5 an L-Typ-Calciumkanélen in vitro identifiziert werden (Schemann et al., 2008).

In unseren Daten bewirkte das Vielstoffgemisch STW 5 die hdchste Calciumfreisetzung
in HISMC (+1,91***; mit Capsaicin-Stimulierung +1,98***). Das bestatigt die bestehende
Datenlage zur Wirkung von STW 5 auf die Motilitat im GIT. In einigen Bereichen des MDT
hat STW 5 eine tonisierende Wirkung und kdnnte dadurch den Ruckfluss von Magensaure
in den Osophagus verhindern. Bei den Einzelextrakten war Melissa officinalis (L.) der
Pflanzenextrakt, welcher, wie STW 5, eine deutliche Calciumfreisetzung induzierte. Daten

von Abdel-Aziz et al. (2017) (siehe Abbildung 6) zeigen, dass Melissa officinalis (L.) und
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Chelidonium majus (L.) einen starken Effekt auf die (Antrum) Kontraktilitdt haben. Im His-
togramm Teil B (siehe Abbildung 6) sind die Eigenschaften der Einzelextrakte von STW 5
in Bezug auf die Darmmotilitat zusammengefasst. Hier spielen Chelidonium majus (L.)
und auch Melissa officinalis (L.) eine untergeordnete Rolle. Laut der Studie von Abdel-
Aziz et al. (2017) haben Iberis amara (L.) und Carum carvi (L.) einen starkeren tonisieren-
den Effekt auf die Darmmuskulatur, was jedoch bei unseren Daten lediglich fur Iberis
amara (L.) (10 ul/ml, ohne Capsaicinstimulierung) mit einer 1,13-fachen Steigerung

(p<0,05) wiederzufinden war.

Durch die Stimulierung der HISMC durch eine Kombination von drei Einzelextrakten
konnte gezeigt werden, dass Melissa officinalis (L.) in Kombination mit Menthae piperitae
(L.) und Matricaria recutita (L.) (Kombination 1) die Calciumfreisetzung von HISMC be-
sonders unter Entziindungsbedingungen erhdht. Das weist auf eine entziindungshem-
mende Funktion der Kombination von Melissa officinalis (L.), Menthae piperitae (L.) und
Matricaria recutita (L.) hin. Die Calciumfreisetzung durch diese drei Einzelextrakte scheint
bereits einen grof3en Anteil an der Gesamtcalciumfreisetzung bei STW 5 zu haben. Durch
die Synergie Quantifizierung konnte auf3erdem gezeigt werden, dass es sich bei der Sti-
mulierung der HISMC mit der Kombination 1 unter nicht-inflammatorischen Bedingungen
(ab einer Effektstarke von 0,1) um synergistische Effekte (Cl<1) bei der Calciumfreiset-
zung in HISMC handelt (siehe Abbildung 35). Unter Entziindungsbedingungen zeigte die
Calciumfreisetzung durch die Stimulierung der HISMC mit der Kombination 1 bis zu einer
Effektstarke von 0,7/0,8 synergistische Effekte (Cl<1) (siehe Abbildung 37).

Somit unterstitzen die Daten zu STW 5 und den Einzelextrakten den Ansatz des Multi-
target-Effekts von STW 5, indem gezeigt werden konnte, dass STW 5 allein und auch die
Kombination von Melissa officinalis (L.), Menthae piperitae (L.) und Matricaria recutita (L.)
eine statistisch signifikante (p<0,001) Steigerung der Calciumfreisetzung in HISMCs her-
vorrufen konnte. Omeprazol hingegen zeigte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf

die Calciumfreisetzung in HISMC.
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Methodische Limitationen

Es wurden nicht alle mdglichen Kombinationen der neun Pflanzenextrakte fir die Calci-
umfreisetzung in HISMC getestet. Es besteht die Mdglichkeit, dass Vierer-, Funfer- oder
hohere Kombinationen zu anderen Ergebnissen fiihren. Aul3erdem wurden keine unter-
schiedlichen Dosisverhéltnisse der Einzelkomponenten von STW 5 getestet, da STW 5

eine festgelegte Kombination ist.

Es wurden keine Western Blot Analysen zu ASIC5 durchgefuhrt. Es wurden nicht alle in
den Western Blot Analysen untersuchten Kanéle und Rezeptoren auch immunhistoche-
misch an humanen Osophagusschnitten tiberprift. Es wurden verschiedene Oberflachen-
marker (s. Seite 67) getestet, um herauszufinden, welche Zellen im humanen Osophagus
ASIC4 und Serotonin exprimieren bzw. freisetzten und welche Zellen sich im Rattencolon
anfarben lieBen. Dies war jedoch bis jetzt ohne Erfolg. Ob die Expression der ASIC4 in
nachweisbarem Zusammenhang mit den GERD-Symptomen trotz PPI-Einnahme steht,
bedarf weiterer Untersuchungen. Um genauere Zusammenhange zwischen Symptomen,
PPI-Einnahme und Expression von ASIC4 bzw. Ausschiittung von Serotonin im Osopha-

gus festzustellen wird ein groReres Patient*innenkollektiv bendtigt.
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5. Zusammenfassung

Ein Drittel der Patient*innen mit gastroésophagealer Refluxkrankheit unter Protonenpum-
penhemmer-Therapie weisen persistierende Symptome auf. In dieser Arbeit wurden in
vitro und ex vivo Untersuchungen an Ratten- und menschlichem Gewebe durchgefihrt,
um die Beteiligung der Darm-Hirn-Achse an diesem Phanomen zu untersuchen, insbe-
sondere das Kommunikationsnetzwerk séduresensibler Kanale mit dem Serotoninsystem
und die Rolle von Calciumfliissen in humanen intestinalen glatten Muskelzellen. Untersu-
chungen wurden an Ratten- und an humanen Osophagi sowie an humanen intestinalen
glatten Muskelzellen durchgefihrt, unbehandelt oder behandelt mit dem Protonenpum-

penhemmer Omeprazol bzw. dem pflanzlichen Préaparat STW 5.

Die séauresensiblen Kanale ASIC1 und ASIC2 waren unter physiologischen Bedingungen
im untersuchten Rattenmodell aktiv, aber in der entziindeten Mukosa erniedrigt und blie-
ben unbeeinflusst durch Protonenpumpenhemmer oder STW 5. ASIC3 und ASIC4 zeig-
ten unterschiedliche Reaktionen auf STW 5 und Omeprazol. STW 5 reduzierte die Gen-
und Proteinexpression von ASIC3 und fuhrte zu weniger (Ratten-) Mukosaschaden.
ASIC4 wurde im entziindeten Rattendsophagus nachgewiesen und durch STW 5 und
Omeprazol auf Gen- (4,79-fach***) wie auch auf Proteinebene (60 kD: -5,2-fach***; 75 kD:
6,1-fach**) statistisch signifikant erniedrigt. Hiermit gelang erstmalig der Nachweis einer
gemeinsamen Regulierung von ASIC3 und ASIC4 unter physiologischen und entzindli-
chen Bedingungen. Die Rolle von ASIC4 in der Osophagusschleimhaut bleibt jedoch bis
dato unklar.

Die Genexpression des Serotoninrezeptors-2B war in der entziindeten Mukosa erhdht
(+6,64-fach***) und wurde durch STW 5 (-7,92-fach***) und Omeprazol (-3,68-fach***) re-
duziert, wahrend 5-HTR4 in der Osophagitis-Gruppe erniedrigt (-3,5-fach*) und in den
Behandlungsgruppen nicht nachweisbar war. Eine STW 5-Behandlung erhdhte die Ex-
pression von 5-HTR4 in der Mukosa (+0,54-fach**), was auf einen motilitatsfordernden
und damit protektiven Effekt auf den Osophagus hinweisen kénnte. 5-HTR1B wurde wéh-
rend der Entziindung geringfiigig exprimiert, war jedoch in der Sham- sowie in allen Be-
handlungsgruppen statistisch signifikant erhoht. Die Genexpression von 5-HTR7 war in
der entziindeten Mukosa statistisch signifikant (+9,38-fach***) erhéht und in den Behand-

lungsgruppen statistisch signifikant erniedrigt (STW 5: 2 ml/kg -15,45-fach***, Omeprazol:
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6,83-fach***), jedoch durch Omeprazol nicht so stark wie durch STW 5. Auf Proteinebene
zeigte sich die gleiche Tendenz, jedoch ohne statistische Signifikanz. Dies erdffnet die
Hypothese, dass Serotonin unter einer Protonenpumpenhemmer-Therapie an diesen Re-
zeptor in Abwesenheit von Saure bindet und dadurch weiter Schmerz erzeugt wird. STW 5
konnte hier eine bessere Symptomlinderung erzielen, da es den durch Entziindung er-
hohten 5-HTR7 géanzlich herabreguliert. Somit konnte der 5-HTR7 eine Rolle bei Re-
fluxschmerzen in Abwesenheit von Séure spielen und sollte weiter untersucht werden.
Serotonin ist ein Ligand fur ASICs. Basierend auf unseren Ergebnissen lasst sich speku-
lieren, dass Serotonin durch Bindung an ASIC3 und 4 in peripherem Nervengewebe

Schmerzempfindungen unabhangig vom Séaurereflux erzeugt.

ASIC4 konnte im humanen, nicht entziindeten Osophagusgewebe sowie in Osophagus-
proben von Patient*innen mit abdominellem Schmerz und Refluxschmerz nachgewiesen
werden. Auch wenn ASIC4 in diesen Proben nicht untersucht wurde, widersprechen die
Ergebnisse der Hypothese einer Verbindung zwischen der Prasenz von ASIC4 und der

Schmerzempfindung nicht.

Nach aktuellem Wissensstand konnte erstmalig immunhistochemisch nachgewiesen wer-
den, dass Serotonin im veranderten und unveranderten Osophagus von bis dato unbe-
kannten Zellen gespeichert bzw. freigesetzt wird. Hier sollte weiter untersucht werden,

welche Zellen im Osophagus ASIC4 exprimieren und Serotonin speichern bzw. freisetzen.

STW 5 und der Einzelextrakt Melissa officinalis (L.) erzielten eine deutliche Calciumfrei-
setzung in den humanen intestinalen glatten Muskelzellen, wobei die Kombination von
Melissa officinalis (L.), Menthae piperitae (L.) und Matricaria recutita (L.) einen synergis-

tischen Effekt (Combinationsindex<1) zeigte.
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