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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Reizdarmsyndrom

1.1.1 Definition und Symptome

Das Reizdarmsyndrom (RDS) zahlt zu den funktionellen Erkrankungen des unteren
Verdauungstraktes. In der westlichen Bevolkerung ist das RDS mit einer Pravalenz
von etwa 20 % eine der haufigsten Ursachen fur die Konsultation eines
Gastroenterologen (Thompson, 2006), wobei Frauen etwa doppelt so haufig

betroffen sind wie Manner (Longstreth et al, 2006).

Zu den Symptomen, die einzeln, aber meist in verschiedenen Kombinationen
auftreten konnen, zahlen veradnderte Stuhlgewohnheiten wie Diarrhée und/oder
Obstipation, abdominale Schmerzen und Krampfe sowie Vollegefuhl und Blahungen.
Hinzu kommt haufig eine von der Nahrungsaufnahme unabhangige erniedrigte

Reizschwelle fur Dehnungsreize aus dem Magen-Darm-Trakt.

Die beschriebenen Beschwerden sollen nach obiger Definition funktionell bedingt
sein und nicht durch organisch fassbare Veranderungen verursacht werden.
Allerdings soll hier schon auf die Problematik dieser Definition hingewiesen werden,
denn haufig, bspw. bei Inflammationen, ist der Ubergang von gestérter Funktion

(.funktionell*) und zellularer Gewebeveranderung flieBend und nicht klar abgrenzbar.

Die Diagnose erfolgt nach Ausschluss organischer Erkrankungen entsprechend den
ROME-IlI-Leitlinien (Stand: 2006), nach denen der Patient mindestens sechs Monate
an einigen der genannten Symptomen leidet und diese an mindestens 3 Tagen pro
Monat Uber 3 zusammenhangende Monate auftreten (Drossmann and Dumitrascu,
2006). Die verschiedenen Subtypen gliedern sich nach den verdnderten
Stuhlgewohnheiten (Longstreth et al., 2006).
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1.1.2 Atiologie des RDS

Die Symptome des RDS kommen hauptsachlich durch eine gestérte Motilitat,
Veranderungen der Sekretions- und Resorptionsvorgdnge sowie durch eine
gesteigerte Schmerzwahrnehmung (Hypersensitivitdt) zustande. Die kausalen
Zusammenhange sind derzeit jedoch noch nicht eindeutig geklart. Es werden
verschiedene Mechanismen in Betracht gezogen, die zu den typischen

Beschwerden fuhren kdnnen.

Zunachst kénnen Ursachen definiert werden, die vom Darminhalt her wirksam sind;
hierzu gehdéren Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und Veranderungen der Darmflora
(Whorwell, 2007; Codling et al., 2010, Barbara et al, 2008) sowie abgeklungene
bakterielle Infektionen, die durch verschiedene Keime wie Campylobacter jejuni oder

Escherichia coli verursacht wurden (Spiller and Garsed, 2009).

Diese Faktoren flhren zu allergischen oder inflammatorischen Reaktionen, die in der
Darmwand selbst Stérungen der Sekretions- und Resorptionsvorgange sowie der
Peristaltik verursachen. Hier konnen auch neuronale Veranderungen innerhalb des
darmassoziierten enterischen Nervensystems (ENS), aber auch zwischen ENS und
efferenten Zielzellen wie glatter Muskulatur, Mucosazellen oder Zellen des
Immunsystems Funktionsanderungen hervorrufen, beispielsweise die flir RDS-
Patienten typische erhohte Schmerzempfindlichkeit (Akbar et al, 2008; Wood, 2004;
Gebhart, 2000).

In neueren Untersuchungen wird zunehmend auf die Bedeutung entzindlicher Zellen
in der Pathogenese des RDS hingewiesen, die sowohl die Motilitat als auch die
Nozizeption der Darmwand beeinflussen konnen (Spiller and Garsed, 2009). Eine
besondere Rolle scheinen dabei Mastzellen zu spielen, die einerseits durch den
Mediator Histamin stimuliert werden, andererseits diesen auch freisetzten kdénnen.
Da sowohl Leukozyten als auch Mastzellen reaktive Sauerstoffspezies sezernieren,
ist anzunehmen, dass oxidativer Stress eine wichtige Komponente in der

Pathogenese des RDS darstellt.

Eine Ubergeordnete Rolle in der Entstehung des RDS besteht in der Modulation der
Darmfunktionen durch das zentrale Nervensystem (ZNS), das durch
parasympathische und sympathische Bahnen mit dem ENS verbunden ist. (Talley,
2006).
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Neuerdings weisen Studien auf genetische Pradispositionen hin, die moglicherweise
die Entwicklung eines RDS begunstigen (Saito et al, 2010; Kapeller et al, 2008),

doch ist Uber deren phanotypische Expression noch nichts bekannt.

In der Regel treten mehrere dieser Faktoren bei den einzelnen Patienten gemeinsam

auf, weshalb man von einer multifaktoriellen Pathogenese des RDS ausgehen kann.

Das RDS kann sowohl den Dunndarm ebenso wie den Dickdarm betreffen, daher
wurde in der vorliegenden Arbeit terminales lleum untersucht, dessen Aufbau und

Funktion im Folgenden erldutert werden sollen.
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1.1.3 Anatomie und Physiologie des lleums

Das lleum (dt. Krummdarm) ist der distale, beim Menschen 2-3 m lange Teil des
Dunndarms. Zu seinen Aufgaben zahlen Durchmischung und Transport des
Chymus, Sekretion verschiedener Verdauungssafte sowie Resorption von Vitamin

B2 und aufgespaltener Nahrungsbestandteile.

Diese Vorgange werden durch die verschiedenen funktionellen Schichten der Wand
des Dunndarms ermdglicht (Abb. 1)

Serosa
Langsmuskulatur

Ringmuskulatur

Plexus submucosus

(Meissner) Submucosa

Mucosa

Plexus myentericus

(Auerbach) Epithel

Zotte

Abb. 1. Schematische Darstellung der Dunndarmwand (Querschnitt). (nach Voss
und Herrlinger, 1974, S. 61).

Zum Lumen hin befindet sich die Schleimhaut (Mucosa), die aus einem
einschichtigen Epithel (Lamina epithelialis mucosae), Bindegewebe (Lamina propria
mucosae) und einer dinnen Muskelschicht (Lamina muscularis mucosae)
zusammengesetzt ist. Sie ist in sog. Zotten aufgefaltet, welche die Resorptionsflache

des Darms vergroBern.

Die Submucosa (Tela submucosa) bildet als weitere Bindegewebsschicht den
Ubergang zur fir die Peristaltik des lleums nétigen glatten Muskulatur, innerhalb der
Submucosa ist auch ein Teil des ENS, der Plexus submucosus (Plexus Meissner)
lokalisiert. Die Muskelschicht (Tunica muscularis) gliedert sich in Ring- und
Langsmuskulatur (Stratum circulare, Stratum longitudinale), dazwischen befindet

sich der zweite Teil des ENS, der Plexus myentericus (Plexus Auerbach). Zum
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Bauchraum hin ist der Darm abschlieBend von der aus Bindegewebe bestehenden

Serosa uUberzogen.

Das den gesamten Magen-Darm-Trakt durchziehende ENS, das hauptsachlich aus
den zwei groBen Nervenkernen Plexus submucosus und Plexus myentericus
besteht, ist fUr die Erflllung der physiologischen Aufgaben des lleums essentiell.
Wahrend der Plexus submucosus vorwiegend Sekretions- und Resorptionsvorgange
in der Schleimhaut steuert, regulieren die Nervenzellen des Plexus myentericus die

peristaltische Motilitat der glatten Muskulatur.

Beide Plexus sind untereinander vielfach neuronal verbunden. Uber afferente und
efferente Bahnen, letztere gehdren zu Parasympathikus und Sympathikus, steht das
ENS auch in engem Kontakt mit dem ZNS.

Wahrend die Struktur der Zotten in aboraler Richtung des lleums immer weniger
ausgepragt ist und somit die Resorption von Nahrungsbestandteilen in den
Hintergrund tritt, nimmt die Bedeutung des lleums als Teil des Immunsystems zu. In
tieferen Schichten der Schleimhaut finden sich zahlreiche T-Zellen sowie Mastzellen,
in der Lamina propria mucosae kommen auBer den solitdren Zellen Ansammlungen
von Lymphfollikeln, sogenannte Peyer-Plaques, vor. Diese bestehen aus einer

groBen Anzahl an B- und T-Zellen sowie dendritischen Zellen.

Somit zeigt die gesunde Schleimhaut des lleums viele Merkmale einer chronischen
Entziindungsreaktion; die groBe Zahl an vorhandenen Lymphozyten kampft
permanent gegen Unmengen von Antigenen, die Uber die Nahrung in den Darm

gelangen (Murphy et al, 2009) bzw. durch die Darmflora prasentiert werden.
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1.2 Inflammation, Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

Wie bereits erwahnt legen aktuelle Untersuchungen nahe, dass Inflammation an der
Entstehung von RDS beteiligt ist (Spiller and Garsed, 2009; Akiho et al, 2005;
Barbara et al, 2002). Obwohl die Entzindungsreaktion ein komplexes
pathophysiologisches Geschehen darstellt, dirfte dabei oxidativem Stress, d.h. der
verstarkten Bildung von freien reaktiven Sauerstoffmetaboliten (reactive oxygen
species, ROS), eine bedeutende vermittelnde Rolle zukommen. Zudem konnte von
Hagelauer (2007) gezeigt werden, dass ROS auch direkt die Motilitat des lleums

beeinflussen konnen.

Eine Ubersicht Uber die Zusammenhange zwischen oxidativem Stress und den
durch ihn induzierten pathophysiologischen Prozessen wird im Folgenden

dargestellt.

1.2.1 Oxidativer Stress in vivo

Zu den ROS zahlen unter anderen das Hydroxylradikal OH’, das Superoxidradikal
0O,", Peroxylradikale ROO" und Wasserstoffperoxid H,O,. Sie werden in fast allen
aeroben Zellen innerhalb des normalen Stoffwechsels als physiologische Metabolite
gebildet. Wichtigste ROS-Quellen sind dabei die Atmungskette und die NADPH-
Oxidase, des Weiteren der Purinabbau (Xanthinoxidase), die Autoxidation von
Catecholaminen oder Glutathion und verschiedene freie Enzyme wie Oxidasen,

Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen.

Als Intermediate des Stoffwechsels haben sie vielerlei physiologische Bedeutung:
ROS sind beteiligt an Biosynthesen, so bei der Hydroxylierung von L-Prolin im
Rahmen der Kollagensynthese, aber auch im Arachidonsaure-Stoffwechsel bei der

Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen (Laufer, 2002).

Sie  aktivieren die  Transkription verschiedener Gene, beispielsweise
Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie, welche wiederum die Transkription von
MRNA proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-1B, IL-2 und IL-6 aktivieren
(Halliwell and Gutteridge, 2007).
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Des Weiteren erflllen ROS Messenger-Funktion innerhalb der Zelle und
untereinander bei Proliferations- und Apoptosevorgangen (Kohen and Nyska, 2002;
Irani 2000).

Im Zusammenhang mit Entziindung tragen ROS zur Abwehr von Krankheitserregern
bei: Leukozyten produzieren mit Hilfe der NADPH-Oxidase und der Myeloperoxidase
groBe Mengen ROS (.respiratory burst?), durch die die phagozytierten
Krankheitserreger abgetodtet werden (Magder, 2006).

Pathophysiologisch fuhren erhohte ROS-Spiegel zu Schaden an allen intra- und

extrazellularen makromolekularen Substanzklassen.

Durch Peroxidation ungesattigter Fettsduren in der Zellmembran verandert sich die
Membranfluiditat, was zu Fehlfunktionen von Kanalproteinen und Rezeptoren fuhren

kann.

Proteine kdnnen durch ROS an oxidationsempfindlichen Aminosauren wie Histidin
und Tryptophan oxidiert und modifiziert werden, was ebenso wie die Bildung von

Disulfidbricken mit Cystein haufig zu Funktionsverlust fuhrt.

Durch ROS verursachte Schaden an der DNA zeigen sich nach Reaktion mit der
Desoxyribose in Einzel- und Doppelstrangbrichen sowie in Mutationen und
Fehlpaarungen, die durch Oxidation der Basen zustande kommen, vorwiegend durch

Bildung von 8-Oxo-Guanin, aber auch durch Oxidation von Thymin zu Thyminglycol.

Verschiebt sich das Gleichgewicht aus Produktion und Elimination der ROS
zugunsten der Produktion, spricht man von oxidativem Stress (Kohen and Nyska,
2002). Zu den Ursachen, die zu dieser Verschiebung fuhren, gehdren prooxidative
Prozesse wie Entzindungen, Infektionen, verschiedene Erkrankungen, aber auch
exogene Faktoren wie Arzneimittel- und Alkoholkonsum (Halliwell and Gutteridge,
2007). Andererseits kann auch eine Verminderung der antioxidativen Kapazitaten der
Zelle, beispielsweise aufgrund eines Gendefektes, zu oxidativem Stress flhren
(Dalle-Donne et al, 2006).
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1.2.2 Entgiftungsmechanismen fur ROS

Zur Entgiftung der ROS stehen den Zellen verschiedene enzymatische Systeme

sowie direkte radikalfangende Antioxidantien zur Verfugung (Abb. 2).

extrazellulire Antioxidantien

Vitamin E
Lysosomen Vitamin C
Endoplasmatisches Retikulum * Vitamin £ o
«  Vitamin E *+ B-Carotin I;in;\sfemn
+ GSH oferrin
* Glutathion-Peroxidase J Nukieus QO g{?ungl‘n
- iliribin
. gi;::{mm E Cytosol Coeruloplasmin
+ - Meiallathioned * i bl
othionein . GSH Hemopexin/Haptoglobin
: s« CuiZn 50D
Peroxisomen » Glutathion-Peroxidase
« Katalase « Metallothionein

Ll %@ + Dipeptide
(]

Mitochondrien
o Vitamin E

+ GSH
= Ubiquinol
£ + Mn-SOD
7 l\\'GEutathion-Peroxidase
membranére Lipid-Doppeischicht
- Vitamin €

« B-Carotin
» konjugierte Linolsiureisomere

Abb. 2. Ubersicht der antioxidativen Schutzsysteme (Siems et al, 2005, Abb. 1-5, S.
21).

Die enzymatische Beseitigung wird eingeleitet von der Superoxid-Dismutase (SOD),
die die Umwandlung von Superoxidradikalen unter Bildung von Wasserstoffperoxid
und Sauerstoff katalysiert. Wasserstoffperoxid wird anschlieBend entweder von der
Katalase zu Wasser und Sauerstoff umgewandelt, oder durch die Glutathion-
Peroxidase reduziert, wobei ebenfalls Wasser entsteht und Glutathion (GSH) zu GS-
SG oxidiert wird.

Zu den direkt antioxidativ wirkenden Molekilen gehéren endogene Substanzen wie
GSH, Harnsaure sowie Coenzym Q10. Exogen sind Vitamin C, Vitamin E und [3-
Carotine die prominentesten Antioxidantien. Sie eliminieren die Radikale direkt,
indem sie selbst oxidiert werden. Die Regeneration der oxidierten Form erfolgt im
Cytoplasma Uber Oxidation von GSH und anschlieBend vollstandiger Entgiftung
durch die NADPH-abhangige Glutathion-Reduktase.
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Besondere Beachtung finden sekundare Pflanzenstoffe, die antioxidative
Eigenschaften besitzen. Zu dieser groBen Gruppe der Polyphenole gehdren u.a.

Flavonoide, Gerbstoffe und polyfunktionelle Carbonsauren sowie Cumarinderivate.

Zu den starksten pflanzlichen Antioxidantien gehdéren Anthocyane und
Proanthocyanidine aus der Gruppe der Flavonoide. Durch die phenolischen
Hydroxylgruppen bieten sie einerseits direkten Schutz vor Oxidation und verstarken
durch Regeneration andere Antioxidantien wie Vitamin C und E (Graf et al, 2005),
andererseits haben sie dadurch auch die Fahigkeit Ubergangsmetallionen (Fe*",
Cu?") zu komplexieren und so die Entstehung von durch die Haber-Weiss-Reaktion

bedingten oxidativem Stress zu verhindern.

Viele haufige Erkrankungen wie Atherosklerose (Chisolm and Steinberg, 2000),
Diabetes mellitus (Piconi et al, 2003), Morbus Parkinson (Tieu et al, 2003) und Krebs
(Cerutti, 1994) werden im Zusammenhang mit den pathophysiologischen

Auswirkungen von oxidativem Stress gesehen.

Auch zur Pathogenese von entzindlichen Darmerkrankungen sollen erhéhte ROS-
Spiegel beitragen (Grisham 1994). Beim RDS finden subklinisch entzindliche
Vorgange statt, die in engem Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen, weshalb
in dieser Arbeit ein Modell flr oxidativen Stress am lleum der Maus entwickelt

werden sollte.
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1.3 Peristaltik des lleums

Der Transport des Chymus durch peristaltische Kontraktionen gehoért zu den
essentiellen Funktionen des lleums. Da Stérungen der Peristaltik auch zu den
Symptomen des RDS gehoren, die durch STW 5 beeinflusst werden, soll kurz auf

diese mechanische Darmfunktion eingegangen werden.

1.3.1 Mechanische Funktion des lleums

Die Peristaltik des lleums umfasst phasische und tonische Kontraktionen, die den
Speisebrei durchmischen und weitertransportieren. Die phasischen Kontraktionen
setzten sich zusammen aus propulsiven, nicht-propulsiven und retrograden
Kontraktionen sowie Pendelbewegungen, die aus einem Wechsel von An- und
Entspannung benachbarter Muskelzellen entstehen. Punktuell stattfindende tonische
Kontraktionen schnlren kleine intestinale Kompartimente ab, in denen verschiedene

Verdauungsvorgange parallel ablaufen kénnen.

1.3.2 Kontraktionsmechanismus der glatten Muskulatur

Die Ring- und Langsmuskulatur des Magen-Darm-Traktes besteht aus glatter
Muskulatur. Innerhalb der glatten Muskelzelle sind die Filamente nicht in Sarkomeren
angeordnet, d.h. dass die Aktinflamente also nicht durch Z-Streifen, sondern durch
,dense bodies” (,Verdichtungszonen®) verbunden sind, die eine starkere Verklrzung
der Muskelzelle ermoglichen, als es bei der der quergestreiften Muskelzelle der Fall

ist.

Induziert werden die Kontraktionen der Muskelzelle durch elektromechanische sowie
durch pharmakologische Kopplung. Erstere wird Uber spannungsabhangige Calcium-
Kanale in der Plasmamembran vermittelt, letztere durch eine Vielzahl von Agonisten.
Beide Mechanismen resultieren letztendlich in  einer Erhdhung der
cytoplasmatischen Calcium-Konzentration. Es bildet sich ein Calcium-Calmodulin-
Komplex, der die Phosphorylierung der Myosin-leichten Ketten durch die
entsprechenden Kinasen und unter ATP-Verbrauch einleitet. Dies erlaubt schlieBlich

die Querbrickenzyklen zwischen Aktin und Myosin und somit die Kontraktion.
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Um in der Peristaltik die Kontraktionen der einzelnen Muskelzellen zu
synchronisieren, werden Potenzialwellen ausgesendet, die die Muskelzellen
koordiniert erregen. Die Schrittmacherzellen, auch als interstitielle Cajal-Zellen
bezeichnet, haben eine sehr niedrige Erregungsschwelle und leiten die
Depolarisation Uber gap junctions an die umliegenden Muskelzellen weiter, wo sie
Aktionspotentiale und somit Kontraktionen ausldosen. Die Wellen werden aboral
weitergeleitet und versiegen nach einer gewissen Strecke, weiter distal liegende

Schrittmacherzellen I6sen neue Depolarisationswellen aus.

Diese Aktivierung der Darmmuskulatur ist myogener Natur, doch es gibt auch

reflektorische und zentrale Impulse, die die Peristaltik kontrollierten.

1.3.3 Neuronale Steuerung der Darmfunktionen

Das enterische Nervensystem (ENS), das etwa gleich viele Neurone enthalt wie das
Ruckenmark, steuert weitgehend autonom samtliche Verdauungsvorgange des

Magen-Darm-Traktes.

Um die myogene Spontanrhythmik der Peristaltik aktuellen Anforderungen
anzupassen, sind dieser komplexe neuronale Regelmechanismen Uberlagert, welche
einerseits im schon erwdhnten ENS, andererseits in Teilen des vegetativen

Nervensystems verankert sind.

Das grundlegende Funktionsprinzip liegt dabei in Reflexbdgen, die ihren Ursprung in
einer Vielzahl von mechanischen, chemischen sowie nozizeptiven Sensoren in der
Darmwand haben. Sie schalten noch innerhalb der Darmwand Uber Interneurone

direkt zu efferenten, die Darmfunktion steuernden Neuronen um.

Diesen ,kurzen“ Reflexbogen stehen ,lange” Reflexbdgen gegenuber, bei denen die
afferenten Informationen meist Uber den Nervus vagus zum Nucleus tractus
solitarius in den Hirnstamm gelangen. In diesem zentralen Reflexzentrum erfolg die
Umschaltung auf parasympathische, evtl. auch sympathische Efferenzen, die somit
eine zweite Ebene der Steuerung darstellen. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass periphere, darmorientierte Nerven zu 90 % afferente, sensible

und nur ca. 10 % efferente Neurone enthalten.

SchlieBlich tragen auch Ubergeordnete Zentren wie beispielsweise der

Hypothalamus und das limbische System zur Modulation der Verdauungsvorgange
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bei. Diese Ebene der Kommunikation zwischen dem ZNS und dem
Gastrointestinaltrakt bietet einen mdglichen Ansatz zum Verstandnis der Tatsache,
dass psychosoziale Probleme wie Stress viele gastrointestinale Symptome

verschlimmern kénnen (Mayer et al, 2001).
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1.4 Therapie des RDS

Die Therapie des RDS richtet sich nach den individuellen Symptomen, da aufgrund
der multifaktoriellen Pathogenese keine kausale Therapie moglich ist. Es werden
also Laxantien bei Obstipation, Antidiarrhoika bei Diarrhée, Muskelrelaxantien bei
Krampfen und viele weitere Arzneimittel angewendet, die den vielfaltigen
Beschwerdekomplexen der RDS-Patienten oft nur kurzzeitig oder unzureichend

Erleichterung verschaffen (Camilleri and Andresen, 2009).

Zu den typischen, beim RDS indizierten Arzneimitteln gehoéren je nach Subtyp
Antidiarrhoika wie Loperamid oder Laxantien wie Lactulose, Macrogol oder
Bisacodyl. Blahungen werden mit Simeticon erfolgreich behandelt, Pre- und
Probiotika koénnen =zur Stabilisierung der Darmflora eingenommen werden
(McFarland and Dublin, 2008). Abdominelle Schmerzen und Krédmpfe werden mit

den Spasmolytika N-Butylscopolaminbromid und/oder Mebeverin therapiert.

Trizyklische Antidepressiva sollen sowohl die Schmerzempfindlichkeit, als auch
Sekretion und Motilitat normalisieren (Rahimi et al, 2009), auch selektive Serotonin-
Reuptake-Hemmer kdnnen sich positiv auf den Krankheitsverlauf auswirken (Ford et
al, 2009).

Neben den klassischen Medikamenten stehen auch verschiedene Phytotherapeutika
zur Verfligung, so hat sich die pflanzliche Mehrkomponentenmischung Iberogast”
(STW 5) in einer klinischen Studie und diversen Anwendungsbeobachtungen beim
RDS bewahrt (Madisch et al, 2004; Klein-Galczinsky und Sassin, 1999). Im Sinne
einer Multi-Target-Therapie bieten die einzelnen Arzneipflanzenextrakte in der
Summe ein breites Wirkungsspektrum (Wagner, 2006), des Weiteren kann das
Nebenwirkungsrisiko durch geringere Dosierung der Einzelextrakte gesenkt werden.
Seitens der Patienten nehmen Phytopharmaka in der Therapie chronischer
Erkrankungen einen hohen Stellenwert ein, was zu einer guten Compliance bei

vergleichsweise geringen Kosten fuhrt.

STW 5 ist ein Kombinationspraparat aus ethanolischen Drogenextrakten von
Angelikawurzel, Kamillenbluten, Kimmelfrichten, Mariendistelfrichten,
Melissenblattern, Pfefferminzblattern, Schollkraut und SuBholzwurzel sowie eines
Frischpflanzenauszuges von [Iberis amara. Die speziellen Effekte der einzelnen

Extrakte sind in Tab. 1 erlautert.
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Zahlreiche Studien belegen bereits modulierende Effekte von STW 5 auf die
Kontraktilitat des Gastrointestinaltraktes (GIT) (Michael et al, 2009; Hagelauer, 2007;
Heinle 2006). Ebenso gibt es Untersuchungen an verschiedenen Testmodellen zur
antioxidativen Wirkung von STW 5 (Schempp et al, 2006; Germann et al, 2006).

Diese wurden bisher jedoch noch nicht direkt an intestinalem Gewebe beschrieben.
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Extrakt aus

Wirkung im GIT

Bittere Schleifenblume (/beris amara)

prokinetisch, tonisierend an glatter,

relaxierter Muskulatur

Angelikawurzel (Angelicae radix)

antiphlogistisch, karminativ,
cholagog, spasmolytisch, fordert die

Magensaftsekretion

Kamillenbliten (Matricariae flos)

antioxidativ, antiphlogistisch,
karminativ, heilungsfordernd

spasmolytisch, ulcusprotektiv

Kimmelfriichte (Carvi fructus)

antioxidativ, antiphlogistisch,

karminativ, spasmolytisch

Mariendistelfrichte (Cardui mariae fructus)

antioxidativ, cytoprotektiv in Leber

und Magen

Melissenblatter (Melissae folium)

antioxidativ, karminativ,

spasmolytisch

Pfefferminzblatter (Menthae pip. folium)

antioxidativ, antiphlogistisch,

spasmolytisch, karminativ

Schaéllkraut (Chelidonii herba)

antiphlogistisch, cholekinetisch,

choleretisch, spasmolytisch

SiBholzwurzel (Liquiritiae radix)

antioxidativ, antiphlogistisch,

spasmolytisch

Tab. 1: Ubersicht (ber die Effekte der Einzelextrakte aus STW 5 auf den

Gastrointestinaltrakt. (Monographie der Kommission E Angelikawurzel,
1990; Monographie der Kommission E Kamillenbliten, 1990; Monographie
der Kommission E Kimmelfrichte, 1990; Monographie der Kommission E
Mariendistelfrichte, 1986; Monographie der Kommission E Melissenblatter,
1990; Monographie der Kommission E Pfefferminzblatter, 1990;
Monographie der Kommission E Schdllkraut, 1985; Monographie der
Kommission E StiBholzwurzel, 1991; Reichling and Saller, 2002; Wegener
and Wagner, 2006)
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1.5 Fragestellung

Ausgehend von den vorgestellten verschiedenen pathogenen Mechanismen des
RDS, soliten in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Fragestellungen zur

Wirkungsweise von STW 5 und seinen Einzelextrakten untersucht werden:

1) Kénnen die antioxidativen bzw. radikalfangenden Eigenschaften der
pflanzlichen Extrakte auch an einem darmrelevanten Modell fir oxidativen

Stress bestatigt werden?

Dazu sollte zunachst ein aussagekraftiges Testsystem entwickelt werden, bei dem
oxidativer Stress in der Darmwand induziert und untersucht werden kann. Nachdem
Vorarbeiten gezeigt hatten, dass dies an einem aus Tela submucosa bestehenden
Darmwandpréparat durch Stimulation mit Histamin gelang, sollte dieses Modell
weiter charakterisiert und daran STW 5 und seine Einzelkomponenten auf ihre

antioxidativen Eigenschaften Uberpruft werden.

2) Koénnen die spasmolytischen Wirkungen auch dann bestatigt werden, wenn
die lleumkontraktionen unter pathophysiologisch verstarkter Agonistenwirkung

induziert werden?

Dazu sollte die glatte Muskulatur von Ringpraparaten des lleums entweder durch
starke Depolarisation mit erhohter Kalium-Konzentration oder durch hohe
Acetylcholin-Konzentration stimuliert und die Effekte von STW 5 und den

Einzelextrakten auf das kontraktile Verhalten beobachten werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Digital-pH-Meter Typ 643-1, Knick, Berlin

Gefriermikrotom HM 550, Microm, Walldorf

Gefriermikrotom HM 560, Microm, Walldorf

Kraftaufnehmer SG3-0.25, SWEMA, Stockholm, Schweden

Magnetrihrer IKAMAG REOQO, Staufen

Messkraftverstarker MGCplus, Hottinger Baldwin Messtechnik, Darmstadt
Multibiolumat LB 9505C (6 Kanéle), Berthold Technologies, Bad Wildbad
Operationsbinokular mit Beleuchtungseinheit, Zeiss, Oberkochen

Perfusionskammer mit Messeinrichtung zur Untersuchung der Darmkontraktion,

Physiologisches Institut, Universitat Tubingen

PowerlLab 4/25T, ADInstruments, Spechbach

Stativpumpe ISM 853 Ismatec, Glattbruck-Zurich, Schweiz
Thermostat Colora, Lorch

Ultraschallbad Sonorex 1RK100, Bandelin Electronic, Berlin
Vortex-Genie, Bender und Hohbein, Zlrich, Schweiz
Waage AC 100, Mettler, GieBRen

Waage BP 121 S, Sartorius, Géttingen
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2.2 Chemikalien

Acetylcholinchlorid (C7H16NO,CI), Sigma-Aldrich, Steinheim
a-Bisabolol (C15H260), Roth, Karlsruhe
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl; x 2 H;0), Roth, Karlsruhe
(+)-Carvon (C1pH140), Roth, Karlsruhe

Chlorogensaure (C16H1809), Sigma-Aldrich, Steinheim

Citral cis/trans-Gemisch (C1pH160), Sigma-Aldrich, Steinheim
(x)-Citronellal (C1pH180), Roth, Karlsruhe
Clobenpropitdihydrobromid (C14H17CIN4S x 2 HBr), Sigma-Aldrich, Steinheim
Eosin-Losung wassrig 0,1%, Chroma, Munster

Ethanol absolut zur Analyse (C;Hs0OH), Merck, Darmstadt
Famotidin (CsH15N;0,S3), Sigma-Aldrich, Steinheim
a-D-(+)-Glucose-Monohydrat (CeH1,06 x H20), Roth, Karlsruhe

Hamalaun-Lésung sauer, Mayer, Chroma, Minster

HEPES-Pufferan (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N*-2-ethansulfonsaure, CgH1sN,04S),

Roth, Karlsruhe

Histamin-Dihydrochlorid (2-(4-Imidazolyl)ethylamin-Dihydrochlorid,

CsHgN3 x 2 HCI), Sigma-Aldrich, Steinheim

Histogreen"”, Linaris, Wertheim-Bettingen

Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure, CqHgO4), Sigma-Aldrich, Steinheim
Kaliumchlorid (KCI), Roth, Karlsruhe

Kampferol (3,5,7,4'-Tetrahydroxyflavon, C15H100¢), Sigma-Aldrich, Steinheim
Lucigenin (N,N'-Dimethyl-9,9'-Bisacridin-Nitrat, C,sH,,N4Og), Streva, Heidelberg
Luminol (5-Aminophthalhydrazid, CsH;N3O;), Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H,0), Roth, Karlsruhe

(-)-Menthol (C10H200), Roth, Karlsruhe

(-)-Menthon (C1pH150), Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid (NaCl), Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,0), Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH), Roth, Karlsruhe

N-Butylscopolaminbromid (C,1H3oNO4Br), Sigma-Aldrich, Steinheim
Pyrilaminmaleat (C17H23N30), Sigma-Aldrich, Steinheim

R-(+)-Limonen (C1oH16), Sigma-Aldrich, Steinheim

anti xylgG-Biotin, GE Healthcare, Minchen

Rabbit anti alpha smooth muscle aktin, Abcam, Cambridge, Gro3britannien
Rat anti mouse CD31, BD Pharmingen, Franklin Lakes (NJ), USA

Rat anti mouse CD4, Abcam, Cambridge, Grof3britannien

Rat anti mouse CD68, BD Pharmingen, Franklin Lakes (NJ), USA

Rat anti mouse CD8, Abcam, Cambridge, GroBbritannien

Rosmarinsaure (C1gH160sg), Sigma-Aldrich, Steinheim
Streptavidin-horseradish Peroxidase, GE Healthcare, Minchen

Tissue-Tek", Sakura, Staufen

Trolox™ (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure, C14H150,4), Sigma-
Aldrich, Steinheim

Wasserstoffperoxid-Losung (H20;) 30%, Roth, Karlsruhe
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2.3 STW 5 und seine Einzelextrakte

Samtliche pflanzlichen Extrakte einschlieBlich STW 5 wurden von der Firma

Steigerwald Arzneimittel GmbH (Darmstadt) zur Verfliigung gestellt.

STW 5 ist ein Phytotherapeutikum, dessen Wirksamkeit beim RDS durch zahlreiche
klinische und pharmakologische Studien belegt sind (Rosch et al, 2002; Madisch et
al, 2004; Gundermann et al, 2004).

Die Mischung besteht aus acht wassrig-alkoholischen Extrakten aus Drogen von
Angelikawurzel, Kamillenbluten, Kimmelfrachten, Mariendistelfrichten,
Melissenblattern, Pfefferminzblattern, Schollkraut und SdBholzwurzel; fir den
wassrig-alkoholischen Extrakt von /Iberis amara wurde die ganze Frischpflanze

verwendet.

Tab. 2 erlautert die Zusammensetzung von STW 5 und beschreibt die einzelnen
Extrakte mit ihren zugehorigen Drogen-Extrakt-Verhaltnissen und dem jeweiligen

Extraktionsmittel.

Einzelextrakt A?r:‘elill i],nog -Inv:; > Drc{/geiaﬁz(r:::kt' Extraktionsmittel
Angelikawurzel 10 13 Ethanol 31 %
Kamillenbluten 20 13 Ethanol 31 %
Kimmelfrachte 10 13 Ethanol 30 %
Mariendistelfrichte 10 13 Ethanol 31 %
Melissenblatter 10 13 Ethanol 30 %
Pfefferminzblatter 5 13 Ethanol 30 %
Schollkraut 10 13 Ethanol 30 %
SuBholzwurzel 10 13 Ethanol 30 %
Iberis amara 15 12 Ethanol 50 %

Tab. 22 Zusammensetzung von STW 5 und Charakterisierung der Einzelextrakte.
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2.4 Losungen

Normal-Tyrode

NaH,PQO4 x H,0 1,54 mM
MgSQOy4 x7 H,O 1,19 mM
CaCl; x 2 H,O 25 mM
KCI 5 mM
NaCl 118 mM
Hepes 10 mM
Glucose-Monohydrat 5 mM

Die Lésung wurde mit Natronlauge [10 M] auf pH 7,4 eingestellt.

Kalium-reiche Tyrode (K" [90mM])

NaH,PO4 x H,0 154 mM
MgSQOy4 x 7 H;0 1,19 mM
CaCl; x 2 H,O 25 mM
KCI 90 mM
NaCl 33 mM
Hepes 10 mM
Glucose-Monohydrat 5 mM

Die Lésung wurde mit Natronlauge [10 M] auf pH 7,4 eingestellt.

Acetylcholinlésung
Es wurde eine Acetylcholinchlorid-Stammlésung [100 mM] in Tyrode-Losung

hergestellt und mit Tyrode-Lésung auf 100 uM verdinnt.

Butylscopolaminlésung
Es wurde eine Butylscopolaminbromid-Stammlésung [10 mM] in Tyrode-Lésung

hergestellt und mit Tyrode-Lésung auf 100 uM verdinnt.
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Histamin-Stammlésung

Es wurde eine Histamindihydrochlorid-Stammlésung [5 mM] in Tyrode L&sung

herstellt. Weitere Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Lésung (1, 10, 20, 50, 100
HM).

Luminol-Lésung

Es wurde eine Luminol-Lésung [11,3 mM] in DMSO hergestellt.

Lucigenin-Lésung

Es wurde eine Lucigenin-Lésung [9,8 mM] in DMSO hergestellt.

Trolox ™-Stammlésung

Es wurde eine Trolox™-Stammldésung [100 mM] in Methanol hergestellt, weitere

Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung (1, 2, 5, 10, 20 pM).

Bisabolol-Stammlésungen

Es wurde jeweils eine a-Bisabolol-Stammldsung [Kontraktionsmessungen: 1 M;
Radikalmessungen: 100 mM] in Ethanol hergestellt, weitere Verdinnungen erfolgten
mit  Tyrode-Losung [Kontraktionsmessungen: 50, 100, 300, 500 uM;
Radikalmessungen: 1, 2, 5, 10 uM].

Carvon-Stammlésung
Es wurde eine (+)-Carvon-Stammlésung [1 M] in Ethanol hergestellt, weitere
Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [100, 150, 300, 500 pM].
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Citral-Stammlésung
Es wurde eine Citral-Stammldsung (cis/trans-Gemisch) [1 M] in Ethanol hergestellt,

weitere Verdunnungen erfolgten mit Tyrode-Lésung [100, 300, 500 pM].

Citronellal-Stammlésung

Es wurde eine (¥)-Citronellal-Stammlésung [1 M] in Ethanol hergestellt, weitere

Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [100, 300, 500 puM].

Chlorogensdure-Stammlésung

Es wurde eine Chlorogensaure-Stammlésung [100 mM] in DMSO hergestellt, weitere
Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [Kontraktionsmessungen: 100, 300, 500
MM; Radikalmessungen: 1, 2, 5, 10 yM].

Kémpferol-Stammlésung

Es wurde eine Kampferol-Stammlésung [10 mM] in DMSO hergestellt, weitere
Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Lésung [Kontraktionsmessungen: 2,5, 5, 25 uM;
Radikalmessungen: 1, 2, 5, 10, 20 uM].

Limonen-Stammlésung
Es wurde eine R-(+)-Limonen-Stammldésung [1 M] in Ethanol hergestellt, weitere

Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [100, 300, 500 pM].

Kaffeesdure-Stammldsung

Es wurde eine Kaffeesaure-Stammldésung [100 mM] in DMSO hergestellt, weitere
Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [Kontraktionsmessungen: 100, 300, 500
MM; Radikalmessungen: 1, 2, 5, 10, 20 pM].
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Menthol-Stammlésung

Es wurde eine (-)-Menthol-Stammlésung [1 M] in Ethanol hergestellt, weitere
Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [50, 100, 300, 500 uM].

Menthon-Stammlésung
Es wurde eine (-)-Menthon-Stammloésung [1 M] in Ethanol hergestellt, weitere

Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [100, 300, 500 uM].

Rosmarinsdure-Stammlésung
Es wurde eine Rosmarinsaure-Stammlodsung [100 mM] in Ethanol hergestellt, weitere

Verdinnungen erfolgten mit Tyrode-Losung [100, 300, 500 puM].

2.5 Biologische Materialien
Fur die Experimente wurde terminales lleum von Wildtyp-Mausen verwendet.

Die Mause der Zuchtlinie C57BI6 wurden von Charles River, Sulzfeld bezogen und
den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend (offene Gemeinschaftskafige, 12
Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus) in den Tierstéllen des Physiologischen Instituts
Tubingen bei freiem Zugang zu Standardfutter (Nagetierfutter, Ssniff, Soest) und

Leitungswasser gehalten und weitergezuchtet.
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3 Methoden

3.1 Gewinnung der Gewebe-Praparate

Zur Organentnahme wurden die 4-10 Monate alten Tiere beiderlei Geschlechts
durch COj-Asphyxie und zervikale Dislokation getétet. Nach Offnung der
Bauchdecke wurden 5-10 cm des distalen lleums direkt vor dem Ubergang in das
Colon entnommen, mit Tyrode-Lésung durchspdlt, von Fett- und Bindegewebe

befreit und in gekihlter Tyrode-Lésung aufbewahrt.

Fur die jeweiligen Versuche wurde das lleumgewebe noch weiter prapariert.

3.1.1 Gewebe fiir die Versuche zur Messung der Radikalbildung

Aus dem nach Kap. 3.1 vorbereiteten lleum wurde die Mucosa samt Nahrungsresten
mit einer Pinzette herausgestrichen und die komplette Muskelschicht ebenfalls mit
einer Pinzette stumpf entfernt. Dieses Vorgehen fuhrte zu drei histologisch

verschiedenen Gewebepraparaten: Mucosa, Tela submucosa und Tela muscularis.

Die in Tyrode-LAsung bereit gehaltene Tela submucosa wurde zur Radikalmessung

in 2 mm breite Ringe disseziert.

Von allen drei Préparaten (Mucosa, Tela submucosa, Tela muscularis) wurden die in

Kap. 3.3 beschriebenen histologischen Farbungen angefertigt.

3.1.2 Gewebe fiir die Versuche zur Kontraktionsmessung

FUr die Messungen der peristaltischen Kontraktion wurde das nach Kap. 3.1
vorbereitete lleum in etwa 4 mm breite Ringpraparate geschnitten. Diese wurden im
Abstand von 2 mm mit zwei Edelstahlnadeln senkrecht zum Lumen durchstochen
und anschlieBend in gekiihlter Tyrode-Losung bis zur Messung im Organbad

aufbewahrt.
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3.2 Messung der Histamin-induzierten Radikalbildung mittels

Luminol-verstarkter Chemilumineszenz

3.2.1 Reaktionsansatz

Grundlage des Messverfahrens ist die Reaktion von Luminol mit Sauerstoffradikalen
zu 5-Aminophthalsdure unter Emission von Licht der Wellenlange 425 nm (Abb. 3).
Diese Photonen wurden mit einem 6-Kanal-Multibiolumat registriert; die Intensitat

wurde zeitabhangig in ,counts per minute® (cpm) graphisch und als Excel-Datei

angegeben.
NH, O NH,
| " hv COO~ Na*
Ly ¥ 2 NaOH +2 H,0, —4 +N,+4H,0
| COO~ Na*
o]
Luminol 5-Aminophthalsaure

Abb. 3. Reaktionsgleichung fur die Chemilumineszenzreaktion von Luminol.

Die Chemilumineszenzmessung (CL) wurde mit den Praparaten im Reaktionsansatz
(Tab. 3) im Multibiolumat LB 9505C (Berthold Technologies, Bad Wildbad)

durchgefuhrt.
Losung Konzentration | Pipettier- Endkonzentration
Stammlosung | Volumen

Tyrode-Losung 485 pl

Luminol-Lésung 11,3 mM 5ul 113 uM
Histamin-Lésung 5mM 5l 50 uM

Testlésung 5ul
Gewebepréaparat

Tab. 3: Reaktionsansatz flr die Radikalmessungen.
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3.2.2 Messung und Auswertung

Ein typischer Verlauf der CL-Messung nach Histamin-Stimulation ist in Abb. 4
dargestellt Zunachst wurde Uber 10 Minuten die basale Radikalproduktion
aufgezeichnet. Dann wurde Histamin [50 pM] zupipettiert und wieder 10 Minuten
gemessen, bevor STW 5, die Extrakte, die Substanzen oder die

Lésungsmittelkontrollen appliziert und weitere 10 Minuten gemessen wurde.

—— 10 pl/ml
1,00E+08 - l/ Histamin 50 pM — 1ylml
9.00E+07 - 0.1 pifmi

\l, Kamille-Extrakt 0.01 p/mi
8,00E+07 - 0,001 pl/ml
é 7 00E+07 -
&
& 6.00E+07 -
(0]
»
® 5,00E+07 -
£
E 4,00E+07
€
2 300E+07
O
2 00E+07 -
1,00E+07 -
0,00E+00 TTT T T TTTTTT TTTTT
© o « o 9 ¥ < o v ¥ o o v
o L o < (o)) < ()] m 0 (2] o) o~ N~
— i — o~ o oM o™ <t < LN L0
Zeit (min)

Abb. 4. Messung der durch Histamin induzierten Radikalproduktion an 5
lleumpraparaten derselben Maus bei Zugabe von Histamin [50 pM] und
anschlieBender Hemmung durch Kamillen-Extrakt in verschiedenen
Konzentrationen [0,001-10 ul/ml]. Beispiel einer Originalregistrierung.

Far die Auswertung wurden zunachst durch Integration der CL-Werte, die vom
Biolumat in Excel-Format konvertiert wurden, die ,area under the curve” (AUC) fur
die Abschnitte, 1, 2 und 3 (Abb. 4) ermittelt. Dann wurde aus AUC 3 und AUC 2 der
Quotient gebildet, der als maximale Radikalproduktion nach Stimulation mit Histamin
[50 pM] als 100 % definiert wurde.
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Die Hemmwirkung der untersuchten pflanzlichen Extrakte sowie der Mischung STW
5 wurde ebenfalls durch den Quotienten aus AUC 3 und AUC 2 quantifiziert, welcher

dann auf den Histamin-Referenzwert (= 100 %) bezogen wurde.

FUr die Charakterisierung der Einzelsubstanzen und der Histamin-Rezeptor-
Antagonisten wurde nach Registrierung der Basalaktivitat die zu untersuchende
Substanz zeitgleich mit Histamin den Gewebeproben zugegeben und Uber 10
Minuten gemessen (AUC 2*). Aus jeder Messung wurde nach Integration von
Abschnitt 1 und 2* der Quotient von AUC 2* und AUC 1 bestimmt.

Auch hier sollte die maximale Radikalproduktion als Bezugswert dienen, deshalb
wurden pro Versuchstier 12 Praparate nur mit Histamin [50 pM] behandelt, die
Quotienten aus AUC 2 und AUC 1 gemittelt und als 100 % definiert. Anschlie3end
wurden die Quotienten AUC 2*/AUC 1 aus den Messungen der Substanzen und

Antagonisten auf diesen Histamin-Referenzwert (= 100 %) bezogen.

Jede Konzentration der Testlosungen wurde pro Tier an funf verschiedenen

Praparaten gemessen.

3.2.3 Kontrollmessungen

Um weitere Informationen zu diesem Stimulationsmodell zu erhalten, wurde bei
einigen Messungen der unspezifische CL-Indikator Luminol durch den spezifischen,

aber nicht zellgangigen Indikator Lucigenin ersetzt.

In einer weiteren Messreihe mit depolarisierender, KCl-angereicherter Tyrode-
Losung [KCI = 90 mM] sollte untersucht werden, inwieweit die Histamin-Stimulation
vom Membranpotential der Zellen bzw. von spontanen neuronalen

Aktionspotentialen abhangig ist.

Um zu zeigen, dass enzymatische Reaktionen fur die Radikalproduktion
verantwortlich sind, wurden lleumpraparate Uber eine Stunde bei 50 °C denaturiert

und anschlieBend mit Histamin stimuliert.
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3.3 Histologische Charakterisierung der Praparate

Far die Farbungen wurde Gewebe verwendet, das entweder direkt nach der
Entnahme oder nach entsprechender Praparation fur die Radikalmessung (Kap.

3.1.1) eingefroren worden war.

3.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

FUr die HE-Farbung wurden am Mikrotom HM560 12 um dicke Gewebeschnitte
hergestellt, die fir 10 Minuten bei 4°C in einem Acetonbad fixiert, dann mit
destilliertem Wasser gespilt und schlieflich fir 4 Minuten in die saure Hamalaun-
Lésung getaucht wurden. Nach grundlichem Spulen mit destilliertem Wasser und
einem Bad in Leitungswasser fur 15 Minuten, wurden die Schnitte fir 30 Sekunden in
die Eosin-Lésung getaucht. Nach wiederholtem Spulen mit destilliertem Wasser
wurden die Praparate durch Tauchbader in aufsteigender Alkoholreihe (96, 99, 100

%) entwassert und fixiert.

Als Ergebnis dieser Farbemethode sind die Zellkerne in der mikroskopischen Ansicht
blau-violett; Cytoplasma, kollagenes Bindegewebe sowie Erythrozyten erscheinen

rot.

Aufarbeitung, Farbung und fotographische Bearbeitung wurden vom Labor Prof.

Klessen, Anatomisches Institut der Universitat Tubingen, durchgefuhrt.

3.3.2 Immunohistochemische Markierungen

FUr diese Farbungen wurde das entnommene lleum unter Eiskihlung entsprechend
Kap. 3.1.1 vorbereitet, in Tissue Tek” eingebettet und in Stickstoff-gekiihltem
Isopentan schockgefroren. Auf Trockeneis gelagert wurden die Proben nach
Mannheim ans Zentrum flr Biomedizin und Medizintechnik, Sektion Makroskopische

Anatomie, zur Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kinscherf gebracht.

Dort wurden von den Praparaten an einem Mikrotom HM550 6 pm dicke
Gefrierschnitte angefertigt, die zuerst fir 10 Minuten mit normalem Schweineserum

benetzt wurden, um unspezifische Antigene abzufangen. Die Schnitte wurden dann
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uber Nacht mit dem jeweiligen spezifischen Antikorper inkubiert flr die a-Aktin-
Farbung ein ,rabbit anti alpha smooth muscle actin® (Verdlinnung 1:200, abcam), fr
die Markierung der CD-Antigene jeweils ein ,rat anti mouse antibody“ (anti CD4 und
anti CD8 (Verdunnung jeweils 1:200). abcam; anti CD31 (Verdinnung 1:100) und anti
CDe68 (Verdinnung: 1:500): BD Pharmingen).

Nach der Inkubation wurde der Antikorper ausgewaschen. AnschlieBend wurde die
endogene Peroxidase-Aktivitat mit 3 %iger H,O,-Lésung inaktiviert und das Praparat

mit PBS gewaschen.

Fur die weitere Nachweisreaktion wurde als Bricke zwischen dem spezifischen
Antikorper und der Peroxidase ein biotinylierter Antikorper (,anti xylgG-Biotin“, GE
Healthcare) verwendet, der fir 30 Minuten mit den Gewebeschnitten inkubiert wurde.
Die mit PBS grindlich ausgewaschenen Schnitte wurden anschlieBend fir 30
Minuten mit der Streptavidin-gekoppelten Peroxidase behandelt und wieder

gewaschen.

Um die markierten Zellen sichtbar zu machen, wurde den Praparaten unter dem
Mikroskop das Substrat fiir die Peroxidase (Histogreen™) zugegeben, anschlieBend

die Zellkerne mit Hamatoxylin gegengefarbt.

Ergebnis der Markierung mit Peroxidase und anschlieBender Farbung mit
Histogreen” sind tiirkisfarbige Zellkérper, die sich von den nicht-markierten Zellen
deutlich abheben. Die Hamatoxylin-Farbung erleichtert die Auswertung, da die

gesamte Zellpopulation erkennbar wird.
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3.4 Messung der Darmkontraktionen

3.4.1 Messaufbau

Die nach Kap. 3.1.2 vorbereiteten Ringpraparate wurden mit den Edelstahlnadeln in
der auf 37°C temperierten Messkammer fixiert (Abb. 5). Eine Nadel war mit einer
Mikrometerschraube zur VVorgabe der Grundspannung verbunden, die andere Nadel
mit einem Kraftaufnehmer. Dieser registrierte die durch die Kontraktionen
auftretenden isometrischen Krafte und leitete die Messdaten Uber einen Verstarker
an den Computer weiter. Mit der Software Chart 5 (ADInstruments, Spechbach)
wurden diese kontinuierlich aufgezeichnet. Die Messeinrichtung wurde regelmaBig

mit einer Federwaage im Bereich bis 50 mN geeicht.

Jede der zu untersuchenden Lésungen wurde an insgesamt 10 Praparaten von 5

Tieren gemessen.

Thermostat

—

Computer

Mikrometerschraube Kraftaufnehmer H Verstirker

T [leum l

Tyrode Tyrode

Abb. 5: Schematische Darstellung der Messanlage
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3.4.2 Einfluss der Extrakte auf spontane Kontraktionen der lleumpraparate

Zur Messung des Einflusses verschiedener Extrakte bzw. Substanzen auf die
Spontanmotilitdt des Mauseileums wurden die Praparate auf 2 mN vorgedehnt. Nach
einer Equilibrierungsphase von etwa 20 Minuten unter Tyrode-Lésung-Perfusion (10
ml/min) konnten phasische Kontraktionen konstant Uber 8 Stunden registriert

werden.

Die Parameter Amplitude P (mN) und Frequenz F (min™) wurden jeweils {iber einen
Zeitraum von 2 Minuten direkt vor Applikation der Testldsung durch die Software
Chart 5.5 ausgewertet und gemittelt. Die unter Tyrode-Losung-Perfusion (Tyr)
erhaltenen Werte Pty und Fry, wurden zum Vergleich mit weiteren Messungen flr

jedes Praparat als 100 % definiert.

Um die Effekte der zu untersuchenden Extrakte bzw. Substanzen auf die Motilitat zu
charakterisieren, wurde die Tyrode-Losung durch die jeweilige Testlosung ersetzt.
Diese wurden aus den in Kapitel 2.4 beschriebenen Stammldsungen bzw. Extrakten

durch Verdinnung mit Tyrode-Losung hergestellt.

Die Applikationsdauer fur jede Testlosung betrug 10 Minuten. Ausgewertet wurden
Prest Und Frest immer in Minute neun und zehn (Abb. 6), anschlieBend wurden die

absolut gemessenen Werte auf Pty bzw. Fry (= 100 %) bezogen.

Zum Vergleich wurde das Anticholinergikum Butylscopolamin (Bsc) [10 pM]

eingesetzt.
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LabChart Reader Window
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Abb. 6: Applikation von STW 5 (1:100 in Tyrode-Losung verdinnt). Ausgewertet
wurden Amplitude P+, (= 100 %), Frequenz Fry, (= 100 %) sowie Pstw und
Fstw. Beispiel einer Originalregistrierung.

Um Losungsmitteleffekte auszuschlieBen, wurden Kontrollversuche mit samtlichen

Lésungsmitteln, die Verwendung gefunden haben, durchgefihrt.
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3.4.3 Einfluss der Extrakte auf durch Kaliumchlorid und Acetylcholin

stimulierte Kontraktionen der lleumpraparate

Um weitere Informationen Uber die Wirkmechanismen der pflanzlichen Extrakte zu
erhalten, wurden auch Untersuchungen mit Kaliumchlorid (KCI) [90 mM] bzw.

Acetylcholin (ACh) [100 pM] als Stimulantien der lleumpréparate durchgefuhrt.

Dazu wurde zunachst die Wirkung von KCI bzw. ACh auf die spontane Rhythmik des
Darms untersucht Das Stimulanz wurde Uber 10 Minuten appliziert und wie bereits
beschrieben Amplitude P und Frequenz F in Minute neun und zehn ausgewertet.
Zusatzlich wurde der Anstieg des Tonus T als maximale Amplitude ausgewertet
(Abb. 7, 8).

LabChart Reader Window
of
5t
E \ Pyai
- 4 | . ol
LR | =
: Fa
2 . kel
o 3 :
s KC1 90 mM
E€ >
2 @
% :
i 18:00 20:00 22:00 24:00 26:00 ¢ 28:00
Zeit (min)

Abb. 7. Stimulation eines Praparates mit KCI [90 mM]. Ausgewertet wurden die
Parameter initiale Kontraktion T, Amplitude Pkc) und Frequenz Fkc,. Beispiel
einer Originalregistrierung.
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LabChart Reader Window
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Abb. 8. Stimulation eines Praparates mit ACh [100 yuM]. Ausgewertet wurden die
Parameter tonische Kontraktion T, Amplitude Pacn und Frequenz Fach.
Beispiel einer Originalregistrierung.
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Um die Effekte der Extrakte bzw. Substanzen auf diese induzierten Kontraktionen zu

ermitteln, wurde die Testlosung fur 10 Minuten zunachst allein appliziert, direkt im
Anschluss fur weitere 10 Minuten zusammen mit KCI bzw. ACh (Abb. 9).

Channel 1 (mN)

Abb. 9:

LabChart Reader Window

PSTW+ACh§

STWW + ACH 100 myM____ . . ...

. e onl il
Fryg! | STW+AChE
:< STW 5 (1:100) §<STW 5(1:100) + ACh (100 uM))?
45|:00 4 50|:00 55;00 5 1:0(I):00 1:0.;):00 6

Zeit (min)

Applikation einer Testlosung (STW 5 [10 ul/ml]) und anschlieBende
Stimulation mit ACh [100 pM]. Ausgewertet wurden Amplituden Pry (=100
%), Pstw+ach und T sowie die Frequenzen Fry (=100 %) und Fstw:ach.

Beispiel einer Originalregistrierung.
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3.5 Statistik

Fur die Darstellung der Ergebnisse wurden generell Mittelwerte (MW) =+
Standardabweichung (SD) berechnet und meist relativ in Bezug auf die jeweilige

Kontrolle angegeben.

Die statistische Auswertung wurde unter Annahme einer Normalverteilung der

Messwerte vorgenommen.

Die Radikalmessungen der Einzelextrakte sowie der verschiedenen Substanzen
wurden einer Varianzanalyse (ANOVA) fur unabhangige Stichproben in GraphPad

Instat 3 unterzogen.

Fur die Kontraktionsmessungen der Einzelextrakte erfolgte ein Vergleich der

Mittelwerte fur abhangige Stichproben durch zweiseitigen t-test in Excel.

Die Kontraktionsmessungen der verschieden konzentrierten Substanzen wurden
durch Varianzanalysen (ANOVA) flr abhangige Stichproben mit GraphPad Instat 3

ausgewertet.

Das Signifikanzniveau wurde auf *p < 0,05 festgelegt, in Einzelfallen konnte noch **p

< 0,01 angegeben werden (vgl. Ergebnisteil).
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4 Ergebnisse

4.1 Radikalfangende Eigenschaften von STW 5 und seinen

Komponenten

4.1.1 Charakterisierung der Histamin-induzierten Radikalbildung des lleums

Bei den Untersuchungen ein darmassoziiertes Modell flr oxidativen Stress zu finden,
zeigte sich zunachst, dass bei Verwendung von Praparaten des intakten lleums
mittels Luminol-verstarkter Chemilumineszenz keine Radikalbildung detektierbar war.
Auch nach Zugabe von Histamin konnte die ROS-Produktion an diesen Praparaten
nicht gesteigert werden.

Erst nach Dissektion der Darmwand in die verschiedenen Schichten konnte in der

Tela submucosa die Radikalproduktion durch Histamin stimuliert werden.
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4.1.1.1 Stimulation der Radikalproduktion von Tela submucosa durch Histamin

Eine beispielhafte Darstellung der Chemilumineszenzreaktion ist in Abb. 10 zu
sehen: Der Reaktionsverlauf zeigt, dass auch bei Tela submucosa ohne Histamin
keine basale Radikalproduktion nachgewiesen werden kann. Erst nach Zusatz des
Amins erfolgte ein sehr schneller, starker Anstieg der CL, dem meist eine initial

starkere, spater langsamere Abnahme folgte.
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3,0E+08 -
‘S 25E+08 -
(e
")
N 20E+08 -
(O]
N
[}
(0]
£ 15E+08 -
S
3
IS |
S 10E+08
K
O
5,0E+07 -
0,0E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
! ™ < < 1 1
© 0 S = & ~
Zeit (min)

Abb. 10: Stimulation von 6 lleumpréparaten einer Maus mit Histamin [50 pM].
Originalregistrierung.

Zur Erstellung der Dosis-Wirkungsbeziehung wurden Histamin-Konzentrationen bis
100 pM eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abb. 11 dargestellt und zeigt eine Sattigung

ab ca. 50 pyM Histamin, wahrend bei 1 uM praktisch keine Reaktion messbar war.

Fir alle weiteren Versuche wurde [50 uM] als Standardkonzentration von Histamin

gewahilt.
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Abb. 11: Dosis-Wirkungskurve von Histamin. MW + SD, n = 10 pro Konzentration.
Signifikanzen bezogen auf Tyrode-Losung; **p < 0,01.

Diese Radikalbildung konnte durch das Antioxidans Trolox™ gehemmt werden,

wobei der Effekt erst bei einer Konzentration von 20 uM signifikant war (Abb. 12).

160,0 -
1400 -
o 120,0 -
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5 —
v 800 -
c
2 600 -
% 40,0 - - L *%
20,0 -
0,0 T T T 1
2 UM 5uM 10 uM 20 uM

Trolox-Konzentration

Abb. 12: Dosisabhangige Wirkung von Trolox™ auf die Stimulation mit Histamin [50
HM] = 100 %. MW + SD, n = 20 pro Konzentration. Signifikanzen bezogen
auf Histamin; **p < 0,01.
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4.1.1.2 Korrelation von Gewebe-Masse und Ausmal3 der Radikalproduktion

Um die Abhangigkeit der Radikalproduktion von der eingesetzten Gewebemenge zu
untersuchen, wurde von insgesamt 68 Praparaten aus 20 Tieren nach der CL-
Reaktion die Trockenmasse bestimmt. Berechnet wurde AUC 2 nach
Histaminstimulation und diese bezogen auf das jeweilige Trockengewicht. Die
Wertepaare sind in Abb. 13 dargestellt, ihre Korrelation wurde mit einer
Ausgleichsgeraden berechnet. Schon der Mittelwert von 49*10% + 5,70*10% cpm/mg
zeigt, dass eine sehr groBe Streuung auftritt, der Regressionskoeffizient R?=0,09
belegt, dass keine signifikante Korrelation besteht. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Radikalbildung nicht homogen in der Darmwand erfolgt, sondern

eher diskrete Zentren dafir verantwortlich sind.
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Abb. 13: Korrelation von Gewebemasse und Radikalproduktion nach Stimulation
mit Histamin [50 pM], n = 68. Trendlinie linear berechnet; y = 4,18*10%x +
4,25*10%; R* = 0,09.



Ergebnisse 42

4.1.1.3 Messungen mit dem CL-Indikator Lucigenin

Weiterfuhrende Versuche zur Lokalisation von radikalbildenden Zellen sind in Kap.
4.1.4.2 beschrieben, hier sollte durch Verwendung des Indikators Lucigenin der
Frage nachgegangen werden, ob der Nachweis der Radikale intra- oder extrazellular
erfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 14 und 15 dargestellt und zeigen, dass mit dem
zellimpermeablen Lucigenin praktisch keine Detektion mdoglich ist, dass also

Radikalbildung und Nachweis intrazellular erfolgten.
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Abb. 14: Stimulation von 6 lleumpréparaten einer Maus mit Histamin [50 pM];
jeweils drei Messungen mit Luminol und Lucigenin als Detektor.

Originalregistrierung.
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Abb. 15: Histamin-stimulierte Radikalproduktion, Verlgeich der CL-Messung mit
Lucigenin [98 pM] bzw. Luminol [113 pM]. MW + SD, n = 20 pro Indikator.
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4.1.1.4 Messungen in kaliumreicher Tyrode-Lésung

Um den Einfluss des Membranpotentials auf die Radikalproduktion zu untersuchen,
wurden die Versuche auch in KCl-angereicherter Tyrode-Lésung (KCI [90 mM])
durchgeflhrt (Abb. 16).

Der Vergleich der Messungen in physiologischer Tyrode-L6sung und in Kalium-
angereicherter Tyrode-Losung ergab keinen signifikanten Unterschied in der durch
Histamin [50 uM] stimulierten Radikalproduktion, tendenziell war das AusmaB etwas
geringer (Abb. 17). Daraus kann geschlossen werden, dass eine Depolarisation des

Membranpotentials keinen Einfluss auf die Stimulation mit Histamin hat.
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Abb. 16: Stimulation von 6 lleumpraparaten einer Maus mit Histamin [50 pM]; zwei
Praparate in physiologischer Tyrode-Ldsung, vier Praparate in KCI-
angereicherter Tyrode-Lésung. Originalregistrierung.
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Abb. 17: Histamin-stimulierte Radikalproduktion, Vergleich der CL-Messung in
physiologischer Tyrode-Lésung und in KCl-angereicherter Tyrode-Losung
(KCI [90 mM]). MW = SD, n = 12 pro Lésung.
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4.1.1.5 Einfluss von Histaminrezeptor-Antagonisten auf die Histaminstimulation

Die Histamin-Stimulation konnte durch den Hs-Antagonisten Clobenpropit im
untersuchten Konzentrationsbereich [0,01 - 1 pM] signifikant um ca. 90 % vermindert
werden. Deutlich weniger wirksam war der Hi-Antagonist Pyrilaminmaleat, durch ihn
wurde eine Hemmung von ca. 50 % erreicht, doch war dieser Effekt in
Konzentrationen von 0,01 uM - 1 mM nicht signifikant. Der H,-Antagonist Famotidin
war bei 10 pM noch véllig unwirksam. Ob die bei den hohen Konzentrationen [100
MM, 1 mM] beobachteten hemmenden Wirkungen auf spezifische Wechselwirkungen

mit dem Rezeptormolekul zuriackzufuhren sind, ist eher unwahrscheinlich.

180 ==Pyrilamin (H1)

160

Famotidin (H2)
140

== Clobenpropit (H3)
120 -

100 -

80 -

% von Kontrolle

40 -

20 -

0,01 01 1 10 100 1000

Konzentration [UM]

Abb. 18. Dosisabhangige Wirkung des Hi-Antagonisten Pyrilaminmaleat, des H»-
Antagonisten Famotidin und des Hs-Antagonisten Clobenpropit auf die
Stimulation mit Histamin [50 yM] = 100 % (logarithmische Darstellung).
MW + SD, n(Pyrilamin) = 15, n(Famotidin) = 9, n(Clobenpropit) = 25.
Signifikanzen bezogen auf Histamin; *p < 0,05, **p < 0,01.
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4.1.2 Effekte von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die durch Histamin

stimulierte Radikalproduktion

STW 5 sowie samtliche Einzelextrakte konnten die Histamin-initiierte
Radikalproduktion dosisabhdngig hemmen (Abb. 19). Der starkste Effekt wurde mit

Pfefferminz-, der schwachste mit Schollkrautextrakt beobachtet.
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== Kamille
1200 4 == K immel
o == Mariendistel
° 100,0 - _
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N | .
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-
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0,0 T T T T 1
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Verdunnung [pl/ml]

Abb. 19: Dosisabhangige Wirkung von STW 5 und den Einzelextrakten auf die
Stimulation mit Histamin [50 uM]; bezogen auf Histamin = 100 %. MW, n =
5 pro Konzentration.
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Abb. 20 hebt die signifikanten Effekte der einzelnen Extrakte hervor. in der héchsten
Konzentration [10 pl/ml] fhrten Angelika- und Pfefferminzextrakt zu einer Hemmung
von Uber 90 %, Kamillen-, Mariendistel- und SiBholzextrakt reduzierten die
Radikalbildung um knapp 85 %. Iberis- und Kimmelextrakt schwachten den
Histamineffekt um ca. 70 % ab. Die Mischung STW 5 inhibierte die
Radikalproduktion um ca. 90 %. Ahnliche Verhaltnisse zeigten sich im nachsten
Verdinnungsschritt [1 pl/ml]. Pfefferminzextrakt reduzierte die Radikalproduktion am
starksten. Kamillen- und Melissenextrakt wirkten ebenfalls stark hemmend, gefolgt
von Angelika- und SuBholzextrakt. STW 5 reduzierte die Radikalbildung um die
Halfte. Alle weiteren Extrakte schwachten die Radikalbildung tendenziell ab. Das
zum Vergleich eingesetzte Trolox™ hemmte bei 20 yM die Radikalproduktion um ca.
80 %.

Far STW 5 wurde, unter Annahme additiver Effekte der Einzelextrakte, die
theoretische Hemmung der Radikalproduktion berechnet, die tatséchlich gemessene

war deutlich starker.

Far weitere Verdunnungen wurden keine signifikanten Effekte mehr gemessen.

160.0 - ® 10 pl/ml
SRR

[0 berechneter
Effekt

% von Kontrolle

Abb. 20: Wirkung von STW 5 und den Einzelextrakten [10 pl/ml, 1 pl/ml] auf die
Stimulation mit Histamin [50 uM] = 100 %, Trolox™ [20 pM] zum Vergleich.
MW £ SD, n(STW 5, Extrakte) = 5, n(Trolox™) = 4. Signifikanzen bezogen
auf Histamin; *p < 0,05, **p < 0,01.
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4.1.3 Effekte von ausgewahlten Substanzen auf die durch Histamin stimulierte
Radikalproduktion

Von den ausgewahlten Substanzen Kampferol, Kaffeesdure, Chlorogensaure,
Rosmarinsdure und Bisabolol konnte Kaffeesdure in allen untersuchten
Konzentrationen [1 — 20 yM] die Wirkung von Histamin reduzieren bzw. in der
héchsten Konzentration [20 puM] fast unterbinden (Abb. 21). Ebenfalls sehr gute
Effekte zeigte Chlorogensaure, die Uber die ganze Konzentrationsreihe eine
signifikante Schwachung der Radikalbildung bewirkte, wahrend Kampferol sie nur in
den beiden hohen Konzentrationen [10, 20 uM] hemmen konnte. Bisabolol hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die durch Histamin stimulierte Radikalproduktion.
Das Antioxidans Trolox™ konnte erst bei 20 uM eine signifikante Hemmung der

Radikalgenese bewirken.

M1 uM
M2 uM
M5 puM

® 10 pM

% von Kontrolle

=20 pM

Abb. 21: Dosisabhangige Wirkung von chemisch definierten Substanzen [1 - 20
MM] auf die Stimulation mit Histamin [50 pM] = 100 %, Trolox™ zum
Vergleich. MW + SD, n = 20 pro Konzentration. Signifikanzen bezogen auf
Histamin; *p < 0,05, **p < 0,01.
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4.1.4 Histologische Charakterisierung der Darmpraparate

Um einen Uberblick Uber die Struktur der untersuchten Darmpraparate zu erhalten
und evtl. radikalproduzierende Zellen, d.h. Leukozyten, aufzuspuren, wurden von
histologischen Schnitten folgende Farbungen und immunohistochemische

Markierungen angefertigt.

4.1.4.1 Hématoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Farbung)

Durch diese Standardfarbung lassen sich Zellkerne bzw. DNA durch Hamatoxylin

blauviolett, Cytoplasmaproteine durch Eosin rétlich darstellen.

Untersucht wurde intaktes lleum sowie die durch die Praparation abgetrennte Tela
submucosa und Tunica muscularis. Nach Entfernung der Muskelschicht wurden
sowohl an der Schleimhaut als auch an der Muskelschicht die HE-Farbung
durchgefihrt (Abb. 22a-c; L = Lumen, S = Serosa).
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Abb. 22a: intaktes lleum  Abb. 22b: prapariertes Abb. 22c: Tunica

lleum (Tela submucosa) muscularis (Langs- und

Ringmuskulatur)

*

Abb. 22: Histologie der lleumpraparate nach HE-Farbung und verschiedenen
praparativen Aufarbeitungen (a-c). L = Lumen, LM = Langsmuskulatur, M
= Mucosa, RM = Ringmuskulatur, S = Serosa, SM = Submucosa;
MaBstab entsprechend Markierung.
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Abb. 22a zeigt einen Ausschnitt des intakten lleums im Querschnitt. Das Lumen ist
ausgekleidet mit dem sehr dunkel gefarbten Schleimhautepithel (Lamina epithelialis
mucosae) der Mucosa, deren Zotten- und Kryptenstruktur gut erhalten ist. Unter der
Mucosa liegt die hellere, lockere Submucosa (Tela submucosa). Eine sehr dichte,
schmale Bindegewebsschicht trennt die Submucosa von der Muskelschicht (Tunica

muscularis), deren Ring- und Langsmuskulatur deutlich zu erkennen sind.

In Abb. 22b sind Mucosa und Muskulatur entfernt, im Querschnitt der Tela
submucosa ist das Lumen durch die Praparation kollabiert. Ganz schwach sind in
der Mitte des Schnittes noch Reste der Zotten zu erkennen. Das Praparat schlief3t

mit einer dichten Bindegewebsschicht ab.

In Abb. 22c fehlt die komplette Schleimhaut. Im Querschnitt der verbleibenden
Tunica muscularis ist zum Lumen hin die Ringmuskulatur zu sehen, zur Serosa hin

die Langsmuskulatur.

Die Farbungen bestatigen, dass durch die Praparation der Gewebe zur
Radikalmessung die Mucosa und Muskulatur entfernt und die Tela submucosa fur

die Messung verwendet wurde.
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4.1.4.2 Immunohistochemische Farbungen: CD-Markierungen

Die dargestellte HE-Farbung diente einer ersten histologischen Ubersicht. Genauere
Unterscheidung verschiedener Zelltypen, beispielsweise anhand der Form der
Zellkerne, war kaum moglich. Besser eignen sollten sich  hierflr

immunohistochemische Marker.

Diese Farbungen wurden mit Darmpraparaten von Tieren durchgeflhrt, welche in
einem parallelen Test nach Stimulation mit Histamin [50 yM] deutlich Radikale

produzierten.

Um Leukozyten in der Tela submucosa zu identifizieren, wurde zum einen ein CD4-
Marker verwendet (Abb. 23a + b). Das CD4-Epitop befindet sich vor allem auf T-
Helferzellen, aber auch auf Makrophagen und Monozyten. Des Weiteren kam ein
CD8-Marker zum Einsatz, der spezieller nur cytotoxische T-Zellen hervorheben sollte
(Abb. 24a + b), wahrend ein CD68-Marker Makrophagen markieren sollte (Abb. 25a
+ b). CD31 ist ein Oberflachenprotein, was vorwiegend auf Endothelzellen exprimiert
wird (Abb. 26a + b).

(Der Balken entspricht stets 100 um. L = Lumen, S = Serosa; in den praparierten

Schnitten ist keine eindeutige Orientierung mdglich.)
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Abb. 23a: CD4-Markierung von Abb. 23b: CD4-Markierung von

intaktem lleum prapariertem lleum (Tela submucosa)

Abb. 23: Immunohistochemische Markierung von unbehandeltem sowie von nach
Kap. 3.1.1 vorbereitetem lleumpraparat mit anti-CD4-Antikérpern (a + b). L
= Lumen, S = Serosa, MaBstab entsprechend Markierung.

Abb. 23a zeigt, dass in der Mucosa des intakten lleums in geringer Zahl CD4-
tragende Leukozyten mit dieser Methode markiert werden konnten, im praparierten

Gewebe (Abb. 23b) konnten keine CD4-positiven Zellen detektiert werden.
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Abb. 24a: CD8-Markierung von Abb. 24b: CD8-Markierung von
intaktem lleum prapariertem lleum (Tela submucosa)

Abb. 24: Immunohistochemische Markierung von intaktem sowie von nach Kap.
3.1.1 vorbereitetem lleumpraparat mit anti-CD8-Antikorpern (a + b). L =
Lumen, S = Serosa, MaBstab entsprechend Markierung.

In Abb. 24a sind CD8-positive cytotoxischen T-Zellen zu sehen, die im intakten lleum
in der Mucosa angefarbt wurden und zahlreicher vorhanden sind als die CD4-
positiven Zellen. Auch hier konnten im praparierten Schnitt keine Markierungen
gefunden werden (Abb. 24b).
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Abb. 25a: CD68-Markierung Abb. 25b: CD68-Markierung von
von intaktem lleum prapariertem lleum (Tela submucosa)

Abb. 25: Immunohistochemische Markierung von intaktem lleum sowie von Tela
submucosa mit anti-CD68-Antikérpern (a + b). L = Lumen, S = Serosa,

MaBstab entsprechend Markierung.

Die CD68-tragenden Zellen in Abb. 25a sind Monozyten, Makrophagen sowie
neutrophile und basophile Granulozyten. Sie wurden im intakten lleum sehr zahlreich
in der Mucosa gefarbt, wahrend im praparierten lleum keine Markierungen
nachgewiesen werden konnten (Abb. 25b).
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Abb. 26a: CD31-Markierung
von intaktem lleum

Abb. 26:
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Abb. 26b: CD31-Markierung von
prapariertem lleum (Tela submucosa)

Immunohistochemische Markierung von intaktem Illeum sowie von Tela

submucosa mit anti-CD31-Antikérpern (a + b). L = Lumen, S = Serosa,
MaBstab entsprechend Markierung.

CD31 befindet sich auf Zellen wie Monozyten, Blutplattchen, Granulozyten, einigen
T-Zellen und Endothelzellen. Im intakten Schnitt in Abb. 26a sind zwei BlutgefalRe zu
erkennen, sowie einige solitare Zellen in Mucosa bzw. Submucosa. Im praparierten
Schnitt wurden ebenfalls einige Zellen markiert, es 1asst sich allerdings nicht sagen,
um welchen Zelltyp es sich genau handelt (Abb. 26b).
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4.1.4.3 Immunohistochemische Farbungen: alpha-Aktin-Farbung (aA-Farbung)

S
L
; 100 pm : / ! 100 pm
Abb. 27a: a-Aktin-Farbung von Abb. 27b: a-Aktin-Farbung von
intaktem lleum prapariertem lleum (Tela submucosa)

Abb. 27: Immunohistochemische Markierung von intaktem lleum sowie von Tela
submucosa mit anti-a-Aktin-Antikorpern (a + b). L = Lumen, S = Serosa,

Malstab entsprechend Markierung.

a-Aktin kommt in allen Zellen als Bestandteil des Cytoskeletts vor, in glatter
Muskulatur uberwiegt jedoch ay-Aktin als wichtige Komponente des kontraktilen
Apparates. Am intakten lleum (Abb. 27a) wurden Ring- und Langsmuskulatur rétlich
gefarbt, durch die Aufbereitung flr die Radikalmessung fehlen die Muskelzellen in
der Tela submucosa (Abb. 27b).

Die beschriebenen immunohistologischen Untersuchungen haben also nur bedingt
Aufschluss Uber die Prasenz von Leukozyten in der Tela submucosa gebracht,
sodass alternative Methoden zur Charakterisierung der Immunzellen eingesetzt

werden sollten.
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4.2 Kontraktionsmodulierende Eigenschaften von STW 5 und

seinen Komponenten

Die lleumpraparate kontrahierten unter den experimentellen Bedingungen in vitro
spontan mit einer mittleren Frequenz (Fry) von 19,8 + 3,5 min™ und einer mittleren
Amplitude (Pty) von 1,8 = 0,4 mN, ausgewertet aus 120 Praparaten (n) von 60
Tieren. Diese peristaltische Aktivitat konnte bis zu 8 Stunden aufrecht erhalten

werden.

Zunachst sollen die als Kontrollversuche durchgefihrten Messungen mit den
pflanzlichen Extrakten und ausgewahlten Inhaltsstoffen an spontanen Kontraktionen

dargestellt werden.

4.2.1 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten

Inhaltsstoffen auf die spontane Peristaltik

STW 5 und die Einzelextrakte in der Verdunnung [10 pl/ml] konnten mit Ausnahme
von Iberis-, Kimmel- und Schollkraut-Extrakt die Amplitude signifikant vermindern,

wobei Pfefferminz- und Kamillenlextrakt den starksten Effekt zeigten (Abb. 28).

In den im Bezug auf STW 5 anteilig eingesetzten Konzentrationen (vgl. Kapitel 2.3)
hatten Mariendistel-, Pfefferminz- und SuBholzwurzelextrakt nur noch eine
abschwachende signifikante Wirkung auf die Amplitude. Kimmelextrakt vergroBerte
die Amplitude in dieser Verdinnung sogar (Abb. 28). Auch das zum Vergleich
eingesetzte Anticholinergikum N-Butylscopolamin-Bromid (BSC) [10 pM] verminderte
die Amplitude signifikant.

Die Frequenz der spontanen Kontraktionen wurde von keinem der pflanzlichen
Extrakte signifikant beeinflusst, auch (BSC) [10 pM] konnte die Frequenz der

Spontanperistaltik nicht verandern.
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Abb. 28: Effekte von STW 5 und seinen Extrakten in der Verdinnung [10 pl/mi]
sowie in den der Komposition entsprechenden Anteilen auf die Amplitude
P der Spontanperistaltik (bezogen auf Py, = 100 %). BSC [10 puM] als
Vergleichssubstanz. MW * SD, n = 10 pro Extrakt. Signifikanzen bezogen

auf Pry; *p < 0,05, **p < 0,01.

Von den ausgewahlten Inhaltsstoffen Bisabolol, Carvon, Chlorogensaure, Citral,

Citronellal, Kampferol, Kaffeesaure, Limonen, Menthol, Menthon und Rosmarinsaure

hatte keine in der niedrigesten untersuchten Konzentration [100 pM] einen
signifikanten Effekt auf die Amplitude (Abb. 29). In den hdheren Konzentrationen

[300, 500 pM] reduzierte Bisabolol die Amplitude am starksten, etwas schwéacher

Citral und Citronellal. Carvon und Rosmarinsaure konnten ebenfalls in beiden

Konzentrationen die Amplitude signifikant reduzieren, gleiches gilt in geringerem

MaBe fir Menthol. Kampferol hatte nur in der Konzentration [25 pM] einen

hemmenden Effekt auf die Amplitude, wahrend Chlorogensaure, Kaffeesaure,

Limonen und Menthon keinen nennenswerten Effekt aufwiesen.
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Die Frequenz F der spontanen Kontraktionen wurde durch Bisabolol in der
Konzentration [500 pM] um 82,0 % (40,5, + 16,1 min™) gegeniber Fryr signifikant
erhoht, durch Citral in gleicher Konzentration um 43,7 % (25.4 + 7,5 min™Y) (nicht
dargestellt). Alle anderen Substanzen hatten im untersuchten Konzentrationsbereich

keinen Einfluss auf die Frequenz.
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Abb. 29: Konzentrationsabhéngige Effekte der Substanzen [100 — 500 uM] auf die
Amplitude der Spontanperistaltik P (bezogen auf Pty = 100 %). MW + SD,
n = 10 pro Konzentration. Signifikanzen bezogen auf Pry; *p < 0,05, **p <
0,01.

*Kampferol in den Konzentrationen (von links nach rechts) 2,5; 5; 25 pM.

Vergleicht man nun die Extrakte [10 pl/ml] mit den zugehdrigen Substanzen in der
jeweils entsprechenden Konzentration im Bezug auf die Amplitude (Abb. 30), so wird
deutlich, dass die Extrakte starker wirksam sind als die Substanzen, von denen keine
signifikante Effekte erreichen konnte. So erlbrigt sich auch der Vergleich im Bezug
auf die Frequenz, da sich weder die Einzelextrakte noch die Substanzen in der
Konzentration [100 pM] signifikant auf die Frequenz der spontanen Peristaltik

auswirkten.
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Abb. 30: Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten und darin enthaltenen
Substanzen auf die Amplitude der Spontanrhythmik (bezogen auf P(ry,) =
100 %). Extrakte [10 pl/ml], Substanzen entsprechend der Konzentration
im jeweiligen Extrakt, BSC [10 uM] als Vergleichssubstanz. MW £ SD, n =
10 pro Losung. Signifikanzen bezogen auf P(ry); *p < 0,05, **p < 0,01.
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4.2.2 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten

Inhaltsstoffen auf induzierte Kontraktionen

In zwei modellhaften Versuchsreihen mit unphysiologisch hohen Agonisten-
konzentrationen sollte nun untersucht werden, inwieweit die pflanzlichen Extrakte

auch unter diesen Bedingungen kontraktionsmodulierende Effekte aufweisen.

4.2.2.1 Stimulation der lleumpréparate durch Kaliumchlorid [90 mM)]

Die Applikation von KCI [90 mM] fuhrte zu einer tonischen Kontraktion, die nach
einer initialen, verstarkten phasischen Amplitude Tkc Iin einer schwacheren

Grundspannung mit Verlust der spontanrhythmischen Aktivitat resultierte (Abb. 31).

Im Vergleich zur Peristaltik wahrend Tyrodeldsung-Perfusion wurde die Frequenz auf
52,7 + 3,7 min? (275 %) erhoht, die Amplitude auf 0,05 + 0,02 mN (ca. 5 %)
reduziert. Die initiale Kontraktion Tkci betrug 2,7 £ 09 mN (240 % von Pry),

ausgewertet an 40 Praparaten von 20 Tieren.
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Abb. 31. Effekt von KCI [90 mM] auf die Spontanperistaltik. Ausgewertet wurden
Kontraktion Tkc im Maximum, Amplitude Pkc) und Frequenz Fygin Minute
neun und zehn. Nach einer Originalregistrierung.
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Die initiale Kontraktion T konnte durch zwei Extrakte sowie STW 5 signifikant
abgeschwacht werden (Abb. 32): durch Angelika- und Pfefferminzextrakt wurde T um
ca. 60 % bzw. 90 % von Tkc) vermindert.

Kémpferol [25 uM] und Bisabolol [100 uM] waren die einzigen Substanzen, die einen
signifikanten Effekt auf die Kontraktion hatten. Sie reduzierten Txc um 170 % bzw.

150 %. Auch die Vergleichssubstanz BSC [10 uM] verminderte Tkc signifikant (Abb.
32).
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Abb. 32. Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten und darin enthaltenen
Substanzen auf die Kontraktion T der durch KCI [90 mM] stimulierten
Praparate (bezogen auf Pty = 100 %). STW 5 und Extrakte [10 pl/ml],
Substanzen [100 pM], *Kampferol [25 uM]; BSC [10 pM] als
Vergleichssubstanz. MW + SD, n = 10 pro Extrakt/Substanz. Signifikanzen
bezogen auf T(kcy); *p < 0,05; **p < 0,01.
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4.2.2.2 Stimulation der lleumpraparate durch Acetylcholin [100 uM]

Die Applikation des Neurotransmitters ACh [100 pM] fuhrte an den lleumpréparaten
zu einer initialen tonischen Kontraktion Tacn von ca. 240 % (P, = 100 %) und einer
im Vergleich zur Spontanrhythmik um ca. 85 % verminderten Amplitude Pach (Abb.
33). Die Frequenz Facn war um 80 % hdher als Fry,, wurde ebenso wie Pach in allen

weiteren Messungen aber nicht ausgewertet.
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Abb. 33: Effekt von ACh [100 pM] auf die Spontanperistaltik. Ausgewertet wurden
Tonus Tach im Maximum, Amplitude Pach und Frequenz Fach in Minute
neun und zehn. Nach einer Originalregistrierung.

Die tonische Kontraktion Tach konnte nur durch STW 5 signifikant reduziert werden,

alle anderen Extrakte hatten keinen signifikanten Einfluss (Abb. 34).

Die ausgewahlten Inhaltsstoffe, die in Konzentrationen eingesetzt wurden, die der im
Extrakt entsprechen, konnten T im Vergleich zu Tach nicht signifikant beeinflussen,
lediglich das zum Vergleich eingesetzte Anticholinergikum Butylscopolamin [10 pM]

konnte Tacr hemmen.
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Abb. 34: Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten und darin enthaltenen

Substanzen auf die tonische Kontraktion T der durch ACh [100 pM]
stimulierten Praparate (bezogen auf Pty = 100 %). STW 5 [10 pl/ml],
Extrakte anteilig, Substanzen entsprechend den Konzentrationen im
Extrakt, BSC [10 uM] als Vergleichssubstanz. MW + SD, n = 10 pro
Extrakt/Substanz. Signifikanzen bezogen auf Tach; *p < 0,05; **p < 0,01.
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5 Diskussion

5.1 RDS, oxidativer Stress, Entziindung und Histamin

5.1.1 RDS - funktionelle oder entzlindliche Erkrankung?

Die Vielfaltigkeit der Symptome, an denen Patienten mit RDS leiden, findet sich auch
in dessen multifaktorieller Pathogenese. Trotz intensiver Studien sind bisher keine

klar definierbaren Mechanismen bekannt, die dem RDS zugrunde liegen.

Zu den mdglichen Ursachen des RDS zahlen ,externe® Faktoren wie
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und Veranderungen der Darmflora (Codling et al,
2010; Barbara et al, 2008) sowie Infektionen des Gastrointestinaltraktes, die das
Risiko, ein RDS zu entwickeln, 5-10fach erhdéhen (Halvorson et al, 2006; Spiller and
Campbell, 2006).

Als ,interne” Ursachen kdonnen zum einen Vorgange angesehen werden, die die
Darmwand selbst betreffen, d. h. die gestorte intestinale Motilitat kann z. B. durch
Veranderungen der neuronalen Transmitterfreisetzung (Talley, 2006) oder durch
subklinische inflammatorische Prozesse bedingt werden (Collins et al, 2001), die

spater genauer erlautert werden sollen.

Die fir das RDS typische Hypersensitivitdt kann zum anderen aber auch auf
Storungen in allen Ebenen der neuronalen Kommunikation beruhen (Barbara et al,
2004b) und Uber eine erhohte Aktivitat kurzer und langer Reflexb6égen wiederum zu
Storungen der Peristaltik fihren (Gebhart, 2000). Darlber hinaus spielen emotionale
Umstande wie beispielsweise Stress eine Rolle, da der Darm Uber das autonome
Nervensystem mit dem limbischen System und dem Hypothalamus bidirektional in
Verbindung steht (Talley, 2006). Des Weiteren scheint auch eine genetische
Pradisposition vorzuliegen, die entsprechenden Gene sind jedoch nicht eindeutig
identifiziert (Talley, 2009).

Das RDS ist einerseits definiert als funktionelle Erkrankung, der kein organischer
Befund zugrunde liegen soll. Entsprechend wird sie durch Ausschluss anderer

Erkrankungen an Hand einem vorliegenden Symptomenkomplex diagnostiziert.
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Andererseits wird immer deutlicher, dass den funktionellen Stérungen durchaus auch

histologische Veranderungen zugrunde liegen konnen.

Das Immunsystem, dessen zellulare Komponenten zu etwa 70-80 % im Darm
lokalisiert sind (Gustav et al, 2006), rickte in den letzten Jahren zunehmend als
mdgliche pathophysiologische Komponente des RDS in den Fokus und stellt einen

neueren Ansatzpunkt fir mechanistische Untersuchungen dar.

So beschreiben verschiedene Studien erhdhte Zahlen von intestinalen mucosalen
Mastzellen und T-Lymphozyten in Colon-Biopsien von RDS-Patienten (Chadwick et
al, 2002; O’Sullivan et al, 2000; Weston et al, 1993). Barbara et al (2004a) haben
festgestellt, dass bei RDS-Patienten Mastzellen einen hdheren Aktivierungsgrad
aufweisen und besonders nah an Nervenendigungen lokalisiert sind. Diese
Phanomene korrelieren direkt mit der Schwere der Symptome. Eine starkere
Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie Histamin und Tryptase wurde ebenfalls
in dieser Studie bestatigt. Cremon et al. (2009) konnten in 50 % der RDS-Patienten
uber 70 % mehr intestinale mucosale Immunzellen zahlen als bei den gesunden

Probanden.

Neben den Untersuchungen zu T-Lymphozyten wurden auch B-Zellen genauer
fokussiert. In Blutproben von RDS-Patienten wurde anhand der Expression von IgG-
Antikorpern auf der Zelloberflache ein hoherer Aktivierungsgrad der B-Zellen
gefunden (Ohman et al, 2009).

AuBer diesen zellularen Parametern gibt es auch Hinweise auf Veranderungen, die

den humoralen Anteil des Immunsystems betreffen.

Bei RDS-Patienten wurden erhohte Serumspiegel von IgG-Antikérpern gegen
bestimmte Nahrungsmittelantigene nachgewiesen, wahrend keine veranderten Werte

fur IgeE-Antikorper gefunden wurden (Zuo et al, 2007).

Ebenso wurden erhdhte Werte verschiedener Zytokine wie TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-10
und IL-12 im Serum von RDS-Patienten gemessen (Liebregts et al, 2007; O’'Mahony
et al, 2005).
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Diese Veranderungen des Immunsystems weisen deutlich auf die Bedeutung von
Inflammation in der Pathogenese des RDS hin. Klar abzugrenzen von diesen
Mechanismen sind Erkrankungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn. Hier sind
die entzindlichen Reaktionen wesentlich starker ausgepragt und gehen mit teils
massiven Veranderungen des Darmwandaufbaus, im Speziellen der Mucosa, einher.

Diese strukturelle Komponente ist beim RDS per definitionem ausgeschlossen.

5.1.2 Modelle zur Untersuchung der Pathogenese des RDS

Aufgrund der beschriebenen Befunde kann man also davon ausgehen, dass das
Immunsystem an pathophysiologischen Vorgangen des RDS in Form von
verschiedenen Entzundungsmediatoren und -zellen beteiligt ist, und es stellt sich die
Frage, inwieweit an Modellsystemen weitere Erkenntnisse gewonnen werden

koénnen.

FUr die genannten inflammatorischen Entitaten wie Morbus Crohn oder Colitis
ulcerosa sind schon eine Vielzahl an experimentellen Modellen etabliert, die auch
Untersuchungen im Initialstadium der Inflammation erlauben (Wirtz and Neurath,
2000). Neben selektierten Zuchtlinien sowie genetisch veranderten Versuchstieren,
die jeweils spontan entzindliche Geschehen entwickeln, sind besonders gut
Entzindungsmodelle etabliert, bei denen inflammatorische Prozesse durch

verschiedene chemische Substanzen induziert werden.

Prominentes Beispiel ist die Induktion von inflammatorischen Ereignissen im Darm
durch in vivo Instillation von Tri-Nitro-Benzolsulfonsdure (TNBS), die durch
Kontaktsensibilisierung eine 1gG-vermittelte Entzindung im Gewebe ausldst (Strober
and Fuss, 2006). Die Veranderungen der Darmwand manifestieren sich je nach
Protokoll (Tierlinie, Applikationsdauer) akut in einer lokal begrenzten Nekrose (Elson
et al, 1995) aufgrund von Entziindungsreaktionen (Michael et al, 2009), aber auch
chronisch durch Infiltration von Entzindungszellen sowie in der Freisetzung
charakteristischer proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-6, TNF-a) und Enzyme

wie der Myeloperoxidase (Kirkova et al, 2007).

Die genannten Modelle sind jedoch zur Untersuchung der subklinischen

inflammatorischen Prozesse, die mdglicherweise an der Pathogenese des RDS
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beteiligt sind, kaum geeignet, da sie mit weitreichenden morphologischen

Veranderungen einhergehen.

Der Uberblick Uber die entsprechende Literatur, auch mit Hilfe von ,pubmed* und
,medline” aus den Jahren 1990 bis heute zeigt, dass es kaum Publikationen zu

relevanten Modellen des RDS gibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht, ein neues Modell zu entwickeln,
wobei die Frage im Vordergrund stand, inwieweit in vitro durch Histamin eine
allergisch-entziindliche Reaktion, im Besonderen oxidativer Stress, induziert werden

kann.

Die grundlegenden Befunde, die zu dieser Arbeitshypothese gefuhrt haben, sollen
nochmals kurz dargestellt werden: in Colonbiopsien von RDS-Patienten wurde eine
starkere Infiltration von Mastzellen in der Mucosa gefunden. Daruber hinaus weisen
diese Mastzellen einen erhdhten Aktivierungsgrad auf (Barbara et al, 2004a).
Aktivierte Mastzellen wiederum setzen Histamin frei, welches neutrophile
Granulozyten zur Produktion von ROS anregt (Benbarek et al, 1999). Aus erhdhten
Mastzell-Zahlen bei RDS-Patienten folgt eine erhdhte Freisetzung von

Entzindungsmediatoren wie Histamin (Barbara et al, 2004a).

Histamin ist ein biogenes Amin, das als Gewebshormon und Neurotransmitter seine
Wirkungen Uber G-gekoppelte Rezeptoren (Hi, Hz, Hs, Hs) vermittelt. Im Darm
befindet es sich in den Granula von Mastzellen und basophilen Granulozyten

(Rangachari, 1992), die vorwiegend in der Tela submucosa angesiedelt sind.

Die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen fuhrt im Gastrointestinaltrakt Uber
Bindung an Hi-Rezeptoren zu einer verstarkten Flussigkeitssekretion und zur
Kontraktion der glatten Muskulatur (Rangachari, 1992). Speziell am humanen ENS
wurde Histamin als excitatorischer Transmitter beschrieben, wobei alle 4
Rezeptorsubtypen beteiligt sind (Breunig et al, 2007). Diese Wirkung von Histamin
tragt zum Zusammenspiel von Immunsystem und dem ENS bei, da Mastzellen
besonders haufig in der Nahe von Neuronen angesiedelt sind (Barbara et al, 2004a)

und Histamin selbst direkt die Motilitat beeinflussen kann (Cao et al, 2004).
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Im Folgenden sollen nun die Untersuchungen diskutiert werden, mit denen das

Histamin-Modell charakterisiert wurde.
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5.1.3 Histamin-induzierte ROS-Sekretion als Modell fir RDS

In ersten Versuchen mit intakten lleumpréparaten konnte im Biolumat mittels
Luminol-verstarkter =~ Chemilumineszenz  keine  signifikante  Radikalbildung
nachgewiesen werden. Auch die Zugabe von Histamin hatte keine Auswirkung auf
die Radikalbildung.

Um eventuelle Diffusionsbarrieren zu beseitigen, wurde daher die Wand des lleums
mit leicht reproduzierbaren Arbeitsschritten in einzelne Schichten aufgetrennt. So
ergaben sich drei histologisch verschiedene Praparate: die Mucosa mit Submucosa,
die durch stumpfe Praparation aus dem Lumen ,geschabt® wurden; die Tunica
muscularis, die von der Serosa her vom lleumpraparat abprapariert wurde; und
schlieBlich die letzte verbleibende mittlere Schicht, die Tela submucosa. Bestatigt
wurde die |dentitat dieser histologischen Kompartimente durch die HE-Farbungen

der einzelnen Praparate, die spater diskutiert werden sollen.

Wurde nun die Radikalproduktion untersucht, so produzierten alle drei Praparate in
Tyrode-Lésung lediglich eine sehr geringe, basale Menge ROS. Wurde zu den
jeweiligen Geweben Histamin zugegeben [1-100 puM], so flhrte dies bei Praparaten
der Tela submucosa dosisabhangig zu einem deutlichen Anstieg der Radikalbildung.
Die Praparate von Mucosa und Tunica muscularis konnten mit Histamin nicht zur

Radikalbildung stimuliert werden.

Die anschlieBend fir weitere Versuche gewahlte Histaminkonzentration von 50 uM
entspricht durchaus pathophysiologischen Bedingungen; in entzindlichen Geweben

wurden lokal Histaminkonzentrationen bis 1 mM gemessen (Benbarek et al, 1999).

Durch die beschriebene Praparation des Darmgewebes scheinen also die
Strukturen, die flUr die ROS-Freisetzung verantwortlich sind, erst fur Histamin

zuganglich gemacht zu werden.

Um zu zeigen, dass der Anstieg der CL durch enzymatische Aktivitat zustande
kommt, wurden parallel zum Standardversuch lleumpraparate untersucht, die vor der
Messung mit Hitze denaturiert wurden. Aus der Tatsache, dass nach dieser

Behandlung der Gewebe keine induzierte ROS-Produktion gemessen werden
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konnte, kann man schlieBen, dass das vitale Darmgewebe ursachlich fir die ROS-

Produktion verantwortlich ist.

Zur weiteren Charakterisierung des Histamin-Modells wurde untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen der Gewebemasse und dem Anstieg der
Radikalproduktion besteht. Durch Bestimmung des Regressionskoeffizienten R?
wurde deutlich, dass keine Korrelation zwischen der Masse des Praparates und der
Radikalproduktion besteht. Vorlaufige Daten (hier nicht dargestellt) zeigen, dass die
unterschiedliche Intensitat der Radikalproduktion aufgrund einer Regionalverteilung
zustande kommt. Es wurden aufeinanderfolgende Ringpréaparate desselben Darms
verglichen, die Unterschiede in der Radikalmenge waren erheblich. Die Radikale
scheinen also von Zellen oder Enzymen des Darms gebildet zu werden, die nicht
gleichmaBig Gber den Darm verteilt sind. Das ware eine plausible Erklarung fir sehr

groBe Standardabweichungen innerhalb desselben Tieres.

Bei der Messung der CL mit Luminol kann nicht unterschieden werden, ob die
Radikale extra- oder intrazellular entstehen. Um diese Frage fur die durch Histamin
induzierten Radikale zu klaren, wurde Luminol in den Ansatzen zur CL-Messung
durch Lucigenin ersetzt. Aufgrund seiner positiven Ladung ist Lucigenin
impermeabel und reagiert nur mit extrazellularen Radikalen unter Emission von Licht.
Luminol hingegen ist ungeladen, es kann sowohl mit extra- als auch mit
intrazellularen Radikalen reagieren. Aus dem Vergleich der Messungen mit
Lucigenin und Luminol kann geschlossen werden, dass die Radikale hauptsachlich

intrazellular gebildet werden und dort reagieren.

Weiter wurde untersucht, welche Rolle das Membranpotential und die neuronale
Aktivitat des ENS in der Reaktion auf Histamin spielen. Hierfur wurde der
Kaliumgehalt der physiologischen Tyrode-Lésung auf 90 mM erhoht, was zu einer
Depolarisation der Zellmembran fihrt. In Neuronen wird so die Weiterleitung von
Aktionspotentialen verhindert, in glatten Muskelzellen die cytoplasmatische

Calciumkonzentration erhoht.

In Abhangigkeit der Kaliumkonzentration konnte kein signifikanter Unterschied im

AusmalB der Radikalproduktion gefunden werden, was deutlich macht, dass die
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ROS-Produktion unabhangig von Aktivierung von Neuronen und glatter Muskulatur

ist.

Untersuchungen der Wirkung verschiedener Histamin-Rezeptor-Antagonisten (Hs,
H,, H3) sollten den Mechanismus der Stimulation durch Histamin weiter aufklaren.
Clobenpropit, ein Antagonist am Hs-Rezeptor, konnte die Radikalproduktion
signifikant unterdriicken, wahrend Pyrilamin-Maleat (H;) diese zwar um ca. die Halfte
reduzieren konnte, doch erreichte dieser Effekt keine statistische Signifikanz.
Famotidin (H,) hatte nur in sehr hohen Konzentrationsbereichen Einfluss auf die
Radikalproduktion. Moglicherweise wird die Stimulation der Radikalgenese also im

Wesentlichen Uber H3-Rezeptoren vermittelt.

SchlieBlich stellte sich die Frage, welche Zellen letzten Endes die Radikale

generieren.

Typischerweise werden besonders viele Radikale in Phagozyten (Makrophagen und
Granulozyten) generiert. Daher lag es nahe, Leukozyten in den praparierten
Geweben nachzuweisen, zumal es bereits Untersuchungen zu antioxidativen
Effekten von STW 5 und seinen Komponenten an isolierten Leukozyten gibt
(Germann, 2005). In der Literatur wird beschrieben, dass Immunzellen in allen

Schichten der Darmwand zu finden sind, speziell auch in der Tela submucosa.

Zum Nachweis wurden immunohistochemische Markierungen mit Anti-CD-
Antikdrpern gegen die vier verschiedene Epitope CD4, CD8, CD31 und CD68
durchgefiihrt, wobei besonders Makrophagen mit CD4 und CD68 markiert werden

konnen.

Im nativen, unpréparierten lleum konnten in Mucosa und Submucosa einige CD4-,
CD8- und zahlreiche CD68-positive Zellen nachgewiesen werden. Auch mit dem
Anti-CD31-Antikorper konnten hier zahlreiche Zellen markiert werden, unter anderen
auch Endothelzellen zweier BlutgefaBe. AuBer den Endothelzellen tragen auch
Monozyten, Thrombozyten, Granulozyten und einige T-Zellen das CD31-Epitop. Eine
weitere Spezifizierung der markierten Zellen im Anschluss an die Detektion erfolgte

jedoch nicht.
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In Praparaten der Tela submucosa konnten lediglich einige wenige CD31-positive
Zellen gefunden werden, alle anderen Epitopnachweise verliefen an diesen

Praparaten negativ.

Es ware etwas voreilig festzustellen, dass keine Leukozyten in den Tela submucosa-
Praparaten vorhanden waren. Es kdnnte sein, dass die CD-Antigene sehr schnell
internalisiert bzw. verandert werden, sodass die spezifischen Antikdrper nicht mehr
die exakte Struktur zur Bindung vorfinden. Die durchgefuhrten Farbungen konnten
also nicht klaren, welche zellularen Komponenten fur die ROS-Bildung verantwortlich

sind.

Obwohl der enzymatische oder zellulare Mechanismus der Histamin-stimulierten
ROS-Produktion noch weiter geklart werden muss, kénnte er doch einen wichtigen
Schritt in der Pathogenese des RDS darstellen, Uber den die Wirkung von Histamin
mit der Entzindungsreaktion verbunden ist. Anhand dieses fur den Darm relevanten
Modelles sollte daher im Folgenden Uberpruft werden, inwieweit die in anderen
Systemen beschriebenen antioxidativen Eigenschaften von STW 5 auch hier zu

beobachten sind.
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5.1.4 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten

Inhaltsstoffen auf die durch Histamin stimulierte Radikalproduktion

Unter der Annahme, dass die Histamin-stimulierte Radikalproduktion als
darmwandbezogenes in vitro Modell fir das RDS angesehen werden kann, lag es
nahe, die radikalfangenden Eigenschaften von STW 5 und seinen Extrakten hieran
zu Uberprifen. Sie wurden bereits an verschiedenen chemischen bzw. zellularen
Modellen demonstriert (Germann, 2005; Schempp et al, 2006), jedoch nicht an

Darmgewebe direkt.

STW 5 und alle konstituierenden pflanzlichen Extrakte konnten den Anstieg der
Radikalproduktion dosisabhéangig [0,001 - 10 pl/ml] vermindern bzw. vodllig
unterbinden. Den starksten antioxidativen Effekt zeigte Pfefferminz, gefolgt von
Melisse, Kamille und SiiBholz, alle vier wirkten starker antioxidativ als die Mischung
STW 5. Die schwéchsten radikalfangenden Eigenschaften zeigte Schollkraut. Diese
Reihenfolge deckt sich mit den Ergebnissen von Germann, Pfefferminz war auch in
chemischen und zellularen in vitro Modellen der am starksten antioxidative Extrakt
(Germann et al, 2006).

Bei pflanzlichen Auszlgen, die chemische Vielstoffgemische darstellen, stellt sich
die Frage, ob der Effekt eines Extraktes durch einen einzelnen Inhaltsstoff zustande
kommen konnte oder aber mehrere zur Wirkung beitragen. Fur weiterfUhrende
Versuche haben wir aus einigen Extrakten Inhaltsstoffe ausgewahlt, von denen
teilweise die Konzentration im Extrakt bzw. in STW 5 bekannt war und/oder die
aufgrund ihrer chemischen Struktur radikalfangende Eigenschaften besitzen sollten
(vgl. Kap. 5.2.1, Tab. 4).

Aus dem Melissenextrakt wurde bspw. das Phenylpropanderivat Rosmarinsaure
untersucht, deren Konzentration im Extrakt [20 mM] betragt und die bereits in
wesentlich geringerer Konzentration [> 2 pM] gleich starke antioxidative Effekte hatte
(76,3 % Hemmung durch Melissenextrakt [10 pl/ml], 74,6 % Hemmung durch
Rosmarinsaure [2 yM]). In diesem Beispiel kdnnte also Rosmarinsaure allein fir die
radikalfangende Wirkung des Extraktes verantwortlich sein. Ahnlich verhalt es sich
mit dem Flavonoid Kémpferol aus /beris amara, dessen Konzentration im Extrakt

[230 uM, als Glycosid] ungefahr die gleiche radikalfangende Wirkung hat wie der
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Extrakt selbst (64,9 % Hemmung durch Kampferol [5 pM], 70,1 % Hemmung durch

Iberis amara [10 pl/ml]).

Die ebenfalls untersuchte Kaffeesaure und ihr Ester, die Chlorogensaure, sind quasi
ubiquitar in fast allen Pflanzen vorkommende Phenolcarbonsauren, es gab hier keine

Anhaltspunkte bezuglich analytischer Daten.

Beide Substanzen zeigten im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich [1 - 20
MM] signifikante radikalfangende Eigenschaften und waren somit wesentlich starker

wirksam als das zum Vergleich eingesetzte Trolox™.

Bisabolol, das in Kamillenextrakt mit einem Gehalt von [1,5 mM] vorkommt, zeigte
keinerlei antioxidative Eigenschaften. Dies war aufgrund der chemischen Struktur

auch nicht zu erwarten.

Trotz dieser sehr guten radikalfangenden Wirkungen der chemisch definierten
Inhaltsstoffe wird deutlich, dass die Extrakte als Vielkomponentengemische meist
wirksamer sind. Dies kann zum einen auf der Tatsache beruhen, dass viele
Inhaltsstoffe der einzelnen Extrakte antioxidative Eigenschaften besitzen und sich
deren Effekte addieren. Moglicherweise tragen auch Substanzen zur Wirkung bei,
die noch nicht identifiziert sind bzw. noch nicht auf radikalfangende Eigenschaften

untersucht wurden.

Zum anderen scheint hier das Prinzip des Synergismus zu greifen, das beschreibt,
dass die Wirkung eines Extraktes Uber die Summe der Wirkungen seiner
Einzelbestandteile hinausgeht (Williamson, 2001). Die Tatsache, dass die Mischung
STW 5 eine groBere tatsadchliche radikalfangende Kapazitadt besitzt (86.3 %
Hemmung fur [10 pl/ml]) als sich rechnerisch aus den Messungen der Einzelextrakte
ergeben wirde (72,7 % far [10 pl/ml]), deutet auf supraadditive Effekte der

Gesamtmischung hin.

In anderen Testsystemen konnten bereits antioxidative Eigenschaften von STW 5

sowie seinen Komponenten beschrieben werden.

In chemischen Untersuchungen wie dem Zerfall von AAPH und der enzymatischen
Radikalbildung durch die Xanthinoxidase (Germann, 2005) zeigten STW 5 und alle
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Einzelextrakte gute radikalfangende Eigenschaften, am starksten waren in beiden
Reaktionen wie in dem in dieser Arbeit vorgestellten Histamin-Modell Pfefferminz und
Melisse sowie STW 5, den schwéachsten Effekt zeigte der Extrakt aus Iberis amara.
Diese Reihenfolge konnte auch in einem zellularen Modell (Lungenmakrophagen)
bestatigt werden, wahrend in einer Untersuchung mit Buffy-Coat-Zellen
Kamillenextrakt die starkste antioxidative Wirkung hatte, gefolgt von Pfefferminz und

Melisse.

Diese Befunde stimmen mit den in dieser Arbeit vorgestellten Uberein, es gibt jedoch

auch kontroverse Ergebnisse:

Schempp et al (2006) untersuchten die Effekte von STW 5 und den Einzelextrakten
in diversen Testsystemen ebenfalls auf ihre radikalfangenden Eigenschaften.
Interessanterweise war der Frischpflanzenextrakt aus Iberis amara, der in allen
bisher dargestellten Testsystemen keinen Einfluss auf die Radikalbildung hatte, in
der MPO-katalysierten Reaktion der wirksamste, auch Kamille, StBholz- und Melisse
wirkten antioxidativ, wahrend Pfefferminz in diesem Versuch prooxidative Wirkung

zeigte.

Aus diesen Daten kann man schlieBen, dass die antioxidativen Wirkungen eines
Extraktes nicht vollstandig durch ein einziges Modell beschrieben werden konnen, es
sollten immer verschiedene Untersuchungen zur Charakterisierung herangezogen
werden, um eine moglichst umfassende Beschreibung der Eigenschaften zu

erhalten.
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5.2 RDS und gestorte Darmmaotilitat

Einige Symptome des RDS wie Vodllegefuhl, Krampfe, Diarrhde, Obstipation und
Erbrechen sind auf eine gestorte Motilitat des lleums zuruckzufuhren. Es ist
allerdings noch nicht bekannt, welche pathophysiologischen Mechanismen diesen
Veranderungen zugrunde liegen (Thompson, 2008). Eine Ursache sind
moglicherweise Storungen der neuronalen Transmission. Durch die Transmitter
Kaliumchlorid und Acetylcholin sollte in unserem Modell eine pathologisch stark
ausgepragte Kontraktion ausgeldst und die Effekte von STW 5, seinen Extrakten und

ausgewahlten Inhaltsstoffen darauf untersucht werden.

Zunachst wurden die pflanzlichen Extrakte bezuglich ihrer Effekte auf die spontane

Motilitat getestet.

5.2.1 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten

Inhaltsstoffen auf spontane rhythmische Kontraktionen

Es konnte gezeigt werden, dass STW 5 und die enthaltenen Extrakte
konzentrationsabhangig die Amplitude der Spontanperistaltik vermindern; die
einheitlich applizierte Konzentration der Extrakte von [10 pl/ml] zeigte
erwartungsgemal einen deutlicheren Effekt als die in der Mischung tatsachlich
vorliegenden Konzentrationsverhéltnisse [0,5 — 2 pl/ml]. Eine Ausnahme stellte der
Kimmelextrakt in der anteilig eingesetzten Konzentration [1 pl/ml] dar; hier wurde die

Amplitude signifikant vergréBert.

Betrachtet man die Ergebnisse der Extrakte, sowohl in der einheitlichen
Konzentration als auch in den der Mischung entsprechenden Konzentrationen, zeigt
sich, dass die Mischung STW 5 selbst stets einen gréBeren hemmenden Effekt auf
die Amplitude hat als die Summe der Effekte aller Einzelextrakte. Auch in diesem
Modell tragen also, wie bereits bei den Messungen der antioxidativen Eigenschaften

der Extrakte, synergistische Mechanismen zur Wirkung der Mischung STW 5 bei.

Um der Frage nachzugehen, ob die Effekte der einzelnen Extrakte einem
bestimmten Inhaltsstoff zugeordnet werden kénnen, wurden auch hier verschiedene

bekannte Stoffe ausgewahlt und untersucht Menthon, Chlorogensaure, Kampferol,
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Kaffeesaure, Citronellal, Citral, Limonen, Bisabolol, Rosmarinsaure, Carvon und
Menthol. (Tab. 4).

Extrakt Inhaltsstoff Gg)l(‘\a :k':n GSeIT'\s\IItsin spla_:;t;;;}_szcuher
Aktivitat

Pfefferminz | Menthon k. A. k.A. Taylor, 1985
(-)-Menthol 4,16 mM [0,20mM [k. A.

Kamille a-Bisabolol 1,47 mM 0,29 mM |Ammon und Kaul, 1992

Melisse (-)-Citronellal k. A. k.A. Reiter et al, 1985
Citral k. A. k.A. Reiter et al, 1985
Rosmarinsaure 21,45 mM |2,15 mM |Ersoy et al, 2008

Kimmel R-(+)-Limonen |k. A. k.A. Reiter et al, 1985
(+)-Carvon 1564 mM |15 mM k. A.

Angelika Chlorogensaure (k. A. k.A. Trute et al, 1996

Iberis amara | Kéampferol 0,24 mM (0,03 mM |Trute etal, 1996

Diverse Kaffeesaure k. A. k.A. Trute et al, 1996

k.A. = keine Angaben

Tab. 4. Ausgewahlte Inhaltsstoffe mit Gehaltsangaben aus der Analytik der Firma
Steigerwald Arzneimittel GmbH, sowie Literaturangaben, die die
spasmolytischen Effekte der Inhaltsstoffe beschreiben.

In der kleinsten untersuchten Konzentration [100 uM] konnte keine der Substanzen
die Amplitude der Spontanperistaltik signifikant beeinflussen. Bisabolol, Carvon,
Citral, Citronellal sowie Menthol und Rosmarinsdure verminderten die Amplitude

signifikant lediglich in den beiden hoheren Konzentrationen [300, 500 pM].

Da flr einzelne Inhaltstoffe Gehaltsangaben bezlglich der entsprechenden Extrakte
vorlagen, war es moglich, einen direkten Vergleich der Wirkungen auf die Amplitude
der Spontanmotilitdt anzustellen. Man kann aus den Ergebnissen schlieBen, dass die
Wirkung eines Extraktes nicht durch die Wirkung einzelner Komponenten zustande

kommt.
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5.2.2 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten
Inhaltsstoffen auf durch Membran-Depolarisation induzierte

Kontraktionen

In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde KCI [90 mM] zur Stimulation der
Darmpraparate verwendet, um die Kontraktionen auf nicht-intrinsischem Weg
einzuleiten: KCI depolarisiert samtliche Nervenzellmembrane, was an allen Neuronen
einmalig zu einem Aktionspotential und in der Folge an den Muskelzellen zu einer
einzelnen, synchronen Kontraktion fuhrt. Die Repolarisation und somit die
Wiedererregbarkeit der Zellen ist aufgrund der hohen KCI-Konzentration nicht

moglich.

Zusatzlich fuhrt die erhdhte KCI-Konzentration in den Muskelzellen zu einer
dauerhaften Offnung spannungsabhéngiger Calcium-Kanéle, diese wiederum zu
einem anhaltenden Calcium-Strom aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum ins
Cytosol. Der hohe intrazellulare Calciumspiegel fuhrt letztlich zu einer

Dauerkontraktion der glatten Muskulatur.

Im Versuch fuhrte die Applikation von KCI [90 mM] zu einer initialen phasischen
Kontraktion, die im weiteren Verlauf in einer abgeschwachten Dauerkontraktion der
Praparate resultierte, es konnte kaum noch periodische Motilitat registriert werden.
Die Frage nach den Effekten von STW 5, den Einzelextrakten sowie den einzelnen
Inhaltsstoffen auf diese durch KCI stimulierte Kontraktion stellte sich letztlich

bezuglich des initialen Tonus.

STW 5 sowie die Extrakte von Angelika und Pfefferminz [10 pl/ml] konnten die initiale
Kontraktion signifikant reduzieren, bei den Einzelsubstanzen waren Kémpferol [25
HMM] und Bisabolol [100 yM] signifikant hemmend wirksam. Das Anticholinergikum
Butylscopolamin [10 pM] war ebenfalls hemmend wirksam. Da die Effekte der
Extrakte nicht mit den wirksamen Einzelsubstanzen zusammenhangen, kann man
annehmen, dass zur Wirkung des jeweiligen Extraktes mehrere Inhaltsstoffe

beitragen, also ein Synergismus vorliegt.
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Wie bereits erlautert stimuliert die KCl-induzierte Depolarisation die Kontraktion der
glatten Muskulatur Uber spannungsabhangige Calciumkanale unabhangig von
weiteren Rezeptoren. Da die spasmolytischen Wirkungen der pflanzlichen Extrakte
trotz anhaltender Applikation von KCI| zu beobachten waren, konnte der
Mechanismus der spasmolytischen Effekte in der Interaktion von STW 5 mit
Enzymen der Calcium-Signalkaskade innerhalb der glatten Muskelzellen vermittelt

werden.

5.2.3 Effekte von STW 5, seinen Einzelextrakten sowie ausgewahlten

Inhaltsstoffen auf durch Acetylcholin stimulierte Kontraktionen

Bei der Steuerung der intestinalen Motilitdt spielt neben anderen Neurotransmittern
Acetylcholin (ACh) eine zentrale Rolle. ACh ist SignalUbertrager an sympathischen
und parasympathischen  praganglionaren, sowie an parasympathischen
postganglionaren Synapsen. Im ENS flhrt ACh zu einer pharmako-mechanischen
Kopplung: Uber G-gekoppelte muskarinerge Rezeptoren (Ms3) werden intrazellulare
Calciumspiegel erhoht, was zu einer erhdhten Frequenz und einem erhohten Tonus

der gastrointestinalen Motilitat flhrt.

Um eine starke pathophysiologische Kontraktion zu simulieren, wurde ACh in der
pharmakologischen Konzentration von [100 pM] eingesetzt. Dies fuhrte an den
lleumpraparaten zu einer tonischen Kontraktion, die Uber den gesamten
Applikationszeitraum auf einem konstanten Maximum gehalten wurde, die
ursprungliche spontane Peristaltik kam zum Erliegen. Auch in dieser Versuchsreihe

wurde die Auswertung des Tonus als aussagekraftiges Ergebnis angegeben.

STW 5 konnte als einziger pflanzlicher Extrakt den Tonus signifikant vermindern, der
zum Vergleich eingesetzte, an muskarinergen Rezeptoren kompetitive Antagonist N-
Butylscopolamin hatte nur geringe hemmende Wirkung. Die anteilig eingesetzten
Einzelextrakte  hatten unter diesen Bedingungen keine  signifikanten
kontraktionsmodulierenden Wirkungen. Die ausgewahlten Inhaltsstoffe konnten den

Peak der durch ACh [100 pM] stimulierten Kontraktion nicht wesentlich beeinflussen.
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Untersuchungen zu spasmolytischen Eigenschaften von STW 5 wund den
Einzelextrakten wurden von Hagelauer am lleum der Maus durchgefihrt (Hagelauer
2007). Dort wurde gezeigt, dass die Mischung STW 5 sowie Pfefferminz - und
Mariendistelextrakt [10 pl/ml] hemmend auf die durch ACh [10 pM] stimulierte
tonische Kontraktion wirkten, aber auch auf durch Prostaglandin F,q, Substanz P und

Neurotensin induzierte Kontraktionen.

Auch am Meerschweinchen-lleum konnten in vitro nach Stimulation mit ACh die
spasmolytischen Eigenschaften von STW 5 beschrieben werden (Ammon et al,
2006), STW 5 und Pfefferminz zeigten die starkste Hemmung der Kontraktion, /beris

amara zeigte hingegen eine tonisierende Wirkung.

Ebenfalls am Meerschweinchen-Darm konnten Histamin-stimulierte Kontraktionen
durch STW 5 und seine Komponenten mit Ausnahme von Mariendistel, Schollkraut

und /beris amara gehemmt werden (Heinle et al, 2006).

Im vorangegangenen Abschnitt konnte aufgezeigt werden, dass die spasmolytischen
Effekte von STW 5 und seinen Einzelextrakten unabhangig von der Art des Stimulus
wirksam sind. Dies Iasst schlussfolgern, dass die pflanzlichen Extrakte intrazellular in
die Calcium-Signalkaskade eingreifen oder ihre Wirkung direkt an den kontraktilen

Einheiten der glatten Muskelzellen entfalten.

Mit KCI bzw. ACh konnten an diesem Modell zwei modgliche pathophysiologische
Prozesse simuliert werden, die zu den Symptomen des RDS fiuhren kdnnten. An
ihnen wurde gezeigt, dass STW 5, seine Extraktkomponenten sowie isolierte
Inhaltsstoffe sowohl unter physiologischen, als auch unter pathophysiologischen
Bedingungen spasmolytisch auf die Motilitdt des lleums wirken und somit einen

Beitrag zur therapeutischen Wirksamkeit von STW 5 leisten kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Das Reizdarmsyndrom (RDS) gehort zu den haufigsten gastrointestinalen
Erkrankungen in der Bevdlkerung westlicher Lander. Die Symptome dieser
funktionellen Erkrankung wie Véllegefihl, abdominale Schmerzen und Stérungen der
Darmentleerung werden vor allem durch eine gestorte Motilitat verursacht, doch ist
deren Pathogenese noch nicht eindeutig geklart. Neben Stérungen von motorischen
Funktionen des Darms, des enterischen Nervensystems und einer erhdhten
Sensitivitat intestinaler Afferenzen sind inflammatorische Prozesse und in diesem
Zusammenhang reaktive Sauerstoffspezies wichtige Aspekte der multifaktoriellen

Pathogenese.

In der Therapie des Reizdarmsyndroms haben Phytotherapeutika einen hohen
Stellenwert. Ein fur diese Indikation klinisch gut etabliertes Arzneimittel ist STW 5
(Iberogast™), das in dieser Arbeit zum einen auf radikalfangende bzw. antioxidative,

zum anderen auf kontraktionsmodulierende Effekte hin untersucht werden sollte.

Da es derzeit noch kein valides in vitro Modell fir das RDS gibt, sollte zunachst ein
Solches fur intestinalen oxidativen Stress entwickelt werden. Dabei gingen wir davon
aus, dass Histamin ein wichtiger Mediator in der Pathogenese des RDS ist und
untersuchten, inwieweit dieses die Radikalproduktion von lleumpraparaten in vitro
stimulieren kann. Es zeigte sich, dass die ileale Darmwand per se nur eine minimale,
durch Luminol-verstarkte Chemilumineszenz messbare Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) aufwies, die bei intakten Praparaten nicht stimulierbar war.
Waurde allerdings die Darmwand weiter in die verschiedenen Schichten disseziert, so
war vor allem in der Tela submucosa in Gegenwart von Histamin eine

dosisabhéangige Steigerung der Radikalproduktion zu finden.

Die weitere Charakterisierung ergab, dass diese Radikalproduktion durch das
Antioxidans  Trolox™ sowie den Hs-Rezeptorantagonisten  Clobenpropit
dosisabhangig gehemmt werden konnte. H; und Hj-Antagonisten waren deutlich
weniger effektiv. Messungen mit dem zellimpermeablen CL-Indikator Lucigenin legen

nahe, dass die Radikalbildung intrazellular erfolgte. Versuche, bei denen durch
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Verwendung von KCl-reicher Tyrode-Lésung das Membranpotential der Zellen
depolarisiert wurde, weisen darauf hin, dass neuronale Tatigkeit oder
potentialgesteuerte Kanale nicht beteiligt sind. Daraus, dass keine Korrelation von
Trockengewicht und entsprechender Radikalproduktion der einzelnen Praparate
festgestellt werden konnte, kann geschlossen werden, dass eine sehr inhomogene

Verteilung der ROS-Produktion in der Darmwand vorliegt.

Bei der Frage nach der Quelle fur die reaktiven Sauerstoffspezies standen aufgrund
ihrer physiologischen Funktion Leukozyten im Fokus. Durch immunohistochemische
Markierungen der Oberflachenproteine CD4, CD8, CD31 und CD68 sollte
Aufschluss Uber ihre Identitat und Verteilung in der Submucosa des lleums gegeben
werden. Im Gegensatz zu intakten lleumpraparaten, wo zahlreiche Zellen mit den
jeweiligen Antigenen in der Tela submucosa gefunden wurden, war die
Nachweisreaktion in Praparaten der isolierten Tela submucosa negativ. Zur

Definition der Radikalquelle sind also weiterfuhrende Untersuchungen notwendig.

Obwohl also die mechanistischen Grundlagen dieses neuen Modelles nicht genau
geklart sind, sollten STW 5 und seine Einzelextrakte hier an diesem Modell auf ihre

antioxidativen Eigenschaften untersucht werden.

Es zeigte sich, in Kongruenz mit Untersuchungen zu antioxidativen Eigenschaften
von STW 5 durch Germann (2005), dass alle Extrakte sowie die Mischung STW 5
die Radikalproduktion konzentrationsabhangig verringern konnten; besonders stark
wirkten Pfefferminz-, Kamillen- und Melissenextrakt, Schéllkraut wirkte relativ
schwach. An diesem Modell, wie auch an anderen, wurde ein typischer Synergismus
gefunden, trotzdem wurde exemplarisch der in der Pharmakognosie wichtigen Frage
nachgegangen, inwieweit einzelne Inhaltsstoffe fur die Wirkung eines Extraktes

verantwortlich sein konnen.

Potenteste radikalfangende Substanzen waren die zu den Hydroxyzimtsduren
gehorende Kaffeesaure sowie deren Ester Chlorogensaure und Rosmarinsaure, die
in vielen Pflanzen vorkommen und bereits in sehr geringen Konzentrationen die
Radikalgeneration abschwachen konnten. Bisabolol aus Kamillenextrakt hingegen

zeigte keinerlei antioxidative Eigenschaften.
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Die radikalfangende Wirkung mancher Extrakte ist also durch bekannte
Antioxidantien erklarbar, bei anderen sind offensichtlich noch weitere, bisher nicht

identifizierte Substanzen wirksam.

Neben der Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften der pflanzlichen Extrakte,
die durchaus auch zu der therapeutischen Wirkung von STW 5 beitragen kdnnen,
sollte in einer zweiten Versuchsreihe der Frage nachgegangen werden, inwieweit
auch Effekte auf eine gestorte Motilitat zu finden sind. Dazu sollte im Organbad, das
unter isometrischen Bedingungen die Messung der Kontraktionskrafte von
Darmpraparaten erlaubt, die moglichen Auswirkungen auf durch Kaliumchlorid-
Depolarisation bzw. Applikation einer erhdohten Acetylcholin-Konzentration im

Vergleich zur Spontanrhythmik erfasst werden.

Ausgehend von dem schon friuher erhobenen Befund, dass STW 5 die
Spontanrhythmik hemmt und damit spasmolytisch wirkt, konnte dieser Effekt
zunachst bestatigt werden, allerdings wurden hier die eingesetzten Konzentrationen
der Einzelextrakte dem tatsachlichen Mischungsverhaltnis in STW 5 angepasst, d.h.
auf den entsprechenden Anteil verringert. Selbst unter diesen Bedingungen zeigten
neben STW 5 Pfefferminz, Mariendistel und StfBholz hemmende Wirkung, wahrend

Kimmel in dieser groBeren Verdiinnung eine prokinetische Wirkung hatte.

Ausgewahlte Inhaltsstoffe  der verschiedenen Extrakte verminderten in
pharmakologischen Konzentrationen die Amplitude der Spontanmotilitdt lediglich
tendenziell. Zur spasmolytischen bzw. prokinetischen Wirkung des jeweiligen
Extraktes scheinen also synergistische Effekte beizutragen, die weiterer Klarung

bedurfen.

Die Stimulation der Darmwand mit 90 mM Kaliumchlorid-Tyrode-Lésung flhrte zu
tonischen Kontraktionen mit Abnahme der peristaltischen Oszillationen, wobei sich
allerdings die Kontraktionskraft nach einem initialen phasischen Peak auf einem

verminderten Plateau einpendelte.

Die Effekte von STW 5 und seinen Einzelextrakten zeigten sich vor allem in einer
Verminderung der Peakhohe, wobei STW 5, Pfefferminz und Angelika am starksten

wirksam waren. Von den untersuchten Einzelsubstanzen waren vor allem Kampferol
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und Bisabolol hemmend wirksam, ebenso das zum Vergleich eingesetzte N-

Butylscopolamin in einer Konzentration von 10 pM.

Diese beobachteten Befunde sind vermutlich auf eine Calcium-antagonistische

Wirkung der Einzelextrakte bzw. Einzelsubstanzen zurtckzufihren.

In der zweiten Versuchsreihe, bei der die lleumpraparate mit 100 pM Acetylcholin
stimuliert wurden, zeigte sich, dass STW 5 und Butylscopolamin tendenziell
kontraktionshemmend wirkten, die Einzelextrakte dagegen keine signifikanten
Effekte aufwiesen.

Generell belegen die Befunde der vorliegenden Arbeit, dass Phytotherapeutika
vielfaltige pharmakologische Optionen aufweisen und daher in der Therapie

multifaktorieller Erkrankungen, speziell beim RDS, gut geeignet sind.
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