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Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Reizdarmsyndrom

1.1.1 Definition, Symptome und Therapie

Das Reizdarmsyndrom (RDS) ist eine heterogene funktionelle, auf Dunn- und
Dickdarm bezogene Darmerkrankung. Sie betrifft vor allem junge Menschen
unter 45 Jahren und kommt bei Frauen doppelt so haufig vor wie bei Manner
(Kolfenbach 2007).

Das RDS kann in vier Untergruppen klassifiziert werden, dazu gehoren Diarrho-
Obstipations-, Schmerz- und Blahtyp. Die Sicherung der Diagnose stitzt sich
auf eine typische Symptomenkonstellation mit rezidivierenden krampfartigen
Schmerzen im Unterbauch, Meteorismus, Schleimabgang, Obstipation und/
oder Diarrh6. Zu den Begleitsymptomen zahlen unter anderem Dyspepsie,
Sodbrennen, Ubelkeit/ Erbrechen, Distensionsgefiihl im Darm und
Nahrungsunvertraglichkeit (Hotz et al. 2000).

Ausgehend von der aktuelle ROM IlI-Kriterien der American Gastroenterological
Association kann eine positive Diagnose des RDS erteilt werden, wenn der
Patient die Symptome langer als sechs Monate verfolgen konnte und diese fur
mindestens drei Tage pro Monat Uber einen definierten Zeitraum von
wenigstens drei Monaten vorhanden sind (Drossman & Dumitrascu 2006). Mit
Hilfe einer Einteilung der Stuhlqualitdt koénnen verschiedene Subtypen

differenziert werden (Longstreth et al. 2006).

Die Behandlung des RDS stiitzt sich auf drei Saulen: Arztliche Fihrung und
Ernahrungsberatung, medikamentdse Therapie sowie eine psychosomatische
Grundversorgung und Psychotherapie. Bei einer medikamentésen Behandlung
werden zum Beispiel bei Obstipation-dominanten RDS Abfuhrmittel und bei
Diarrh6-dominanten RDS Abfuhr hemmende Wirkstoffe verabreicht. Die
Wirksamkeit verschiedener andere Ansatze, wie Pfefferminzdl, Ballaststoffe
oder krampflésende Medikamente belegt eine neue Meta-Untersuchung
bekannter Studien (Ford et al. 2008). Wasserlosliche Ballaststoffe wie z.B.

Flohsamenschalen haben sich als empfehlenswert herausgestellt (Bijkerk et al.


http://de.wikipedia.org/wiki/Obstipation
http://de.wikipedia.org/wiki/Pfefferminz%C3%B6l
http://de.wikipedia.org/wiki/Ballaststoff
http://de.wikipedia.org/wiki/Flohsamenschalen
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2009). Auch pflanzliche Wirkstoffe wie Pfefferminzdl oder hochkonzentrierter
Extrakt aus Melissenblattern haben sich bei Reizdarm etabliert (Ford et al.
2008). Ebenso konnte durch ein Antibiotikum (Rifaximin) eine signifikante
Verbesserung der Reizdarmsymptomatik erzielt werden (Piementel et al. 2007),
da bei etwa ein Drittel der Reizdarmpatienten ein gastrointestinaler Infekt
(postinfektioses RDS) als Ursache der Erkrankung betrachtet wird (Kassinen et
al. 2007). Einen hohen Stellenwert hat auch das Phytotherapeutikum STW 5,
das sich in einer placebokontrollierten Doppelblindstudie bei 103 RDS-
Patienten als wirksam erwiesen hat (Madisch et al. 2004a, 2004b). Anhand der
Wirkweise von STW 5 lasst sich zeigen, dass bei pflanzlichen Arzneimitteln das

Ganze mehr sein kann als die Summe seiner Teile (Allescher et al. 2009).

1.1.2  Atiologie

Die Atiologie des RDS ist bisweilen unklar. Vermutete Mechanismen sind eine
genetische Pradisposition, chronische Entzindung, Infektionen, Stress und
psychosomatische Probleme. Oft kann ein Ungleichgewicht lokaler Mediatoren,
Hormone und Zellen zum Beispiel fur Allergien (Mastzellen MZ, IgE) und fur
Entzindungen (Histamin, Bradykinin) sowie fur Neurotransmittern (vor allem
des Serotonins) festgestellt werden (Wang et al. 2007). Desweiteren kann eine
viszerale Hypersensibilitat zu einer zentralen Stérung der Schmerzverarbeitung
im Gehirn und dadurch zu einer gestorten neuronalen Interaktion zwischen

cerebraler, spinaler und enterischer Ebene fuhren (Barbara et al. 2002).


http://de.wikipedia.org/wiki/Pfefferminz%C3%B6l
http://de.wikipedia.org/wiki/Melisse
http://de.wikipedia.org/wiki/%C3%84tiologie
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1.1.3  Pathophysiologische Grundlagen

Die Pathogenese ist multifaktoriell und bis dato noch nicht eindeutig geklart. Es
handelt sich offensichtlich um eine komplexe Interaktion physiologischer,
psychologischer und sozialer Faktoren (Wachtershauser & Stein 2008). Als
gesichert gilt das Vorliegen einer viszeralen Uberempfindlichkeit aufgrund einer
zentralen und/ oder peripheren Fehlregulation (Faure et al. 2007). Darlber
hinaus ist das Risiko, ein RDS zu entwickeln, nach einer infektidsen
Gastroenteritis 5-10fach erhoht (Halvorson et al. 2006, Spiller & Campbell
2006). Vermutlich persistiert eine leichte Entzindung, die zu Storungen der
mukosalen Funktion und Struktur fuhrt (Camilleri 2006). So wurden bei
Patienten mit RDS neben Veranderungen in der Darmflora auch erhdhte
Konzentrationen von Serotonin-bildenden Zellen sowie von Mastzellen (MZ)
und Entzindungsmediatoren in der Mukosa festgestellt (Spiller & Campell
2006).

Bei vielen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes wie zum Beispiel beim
RDS spielen Entzindungen eine gro3e Rolle. Da einerseits reaktive Oo-
Spezies (ROS) vermutlich signifikant an den Krankheitsbildern beteiligt sind,
andererseits Phytotherapeutika einen hohen Stellenwert bei diesen chronischen
Erkrankungen haben, sollte daher geklart werden, inwieweit radikalfangende
Eigenschaften zum Beispiel bei der Praparation Iberogast® (STW 5), zumindest

als Teilwirkung beobachtet werden kénnen.

Da das Reizdarmsyndrom als Erkrankung den gesamten Dunn- und Dickdarm
betreffen kann, wahlten wir fir unsere Versuche Praparate des terminalen
lleums, dessen Anatomie und Physiologie in den nachsten Kapiteln naher

beschrieben werden.
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1.2 lleum der Maus als Modell fur pharmakologische
Studien

1.2.1  Anatomie und Physiologie des lleums

Die Darmwand besteht aus funf Schichten. Von innen nach aufen sind dies die
Tunica mucosa, die Tela Submucosa, die Tunica muscularis, die Tunica
adventitia und die Tunica serosa.

Die Schleimhaut (Mukosa) besteht aus einem vielfach aufgefalteten
Zylinderepithel. Dieses wird zum Uberwiegenden Teil von den Saumzellen
(Enterozyten) gebildet und ist verantwortlich fur die Resorption aus dem Darm.
Zudem existieren in der Mukosa noch vereinzelt Becherzellen, die Schleim
produzieren. Die Mukosa besitzt eine sehr diinne Eigenmuskelschicht (Lamina
muscularis mucosae), die Bewegungen der Schleimhaut mdglich macht und
somit den Kontakt zwischen Speisebrei und Mukosa intensiviert.

Die Submukosa ist eine bindegewebige Verschiebeschicht zwischen
Schleimhaut (Mukosa) und Muskelschicht (Muskularis). In der Submukosa
befindet sich ein Teil des Nervensystems des Dinndarms (Meissner- Plexus),
welcher die Schleimhaut innerviert.

Die Muskelschicht besteht aus glatter Muskulatur und ist in Form einer inneren
Ring- und einer auReren Langsmuskelschicht angelegt. Zwischen den beiden
Muskelschichten befindet sich ein weiteres Nervengeflecht, welches ebenfalls
zum enterischen Nervensystem gehort (Auerbach- Plexus). Dieses innerviert
beide Schichten der Muskulatur.

Die Serosa ist das Blatt des Bauchfells, welches die Eingeweide Uberzieht.

In der Mukosa, Submukosa und Serosa ist der grofldte Teil der zellularen
Komponenten des intestinalen Immunsystems, wie intestinale Makrophagen,
MZ und Lymphozyten lokalisiert. Speziell im lleum sind Ansammlungen von
Lymphfollikeln in Peyer- Plaques in der Tunica mucosa, Uberwiegend in der
Lamina propria, und der Submukosa vereinigt. Diese sind ebenfalls

Komponenten des darmassoziierten Immunsystems.
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1.2.2 Immunologische Aspekte

Der Darm ist das Zentrum der Immunabwehr. Etwa 70 bis 80 Prozent aller
Immunzellen sind im Darm lokalisiert (Gustav et al. 2006).

Da immunologische Faktoren die Entstehung von RDS fordern, (es wurde zum
Beispiel unter anderem eine erhohte Anzahl an MZ in der Mukosa des lleums
und Kolons nachgewiesen (Wetson 1993)) und auch einen negativen Einfluss
auf den Verlauf der Erkrankung nehmen, indem sie den Entziindungsprozess
durch Uberreaktionen des mukosalen Immunsystems verstarken (Friedt 2008)-
sollen hier in erster Linie die mukosalen Abwehrmechanismen angesprochen

werden.

Die an den immunologischen Mechanismen beteiligten Schleimhaute verfigen
uber ein fur die Bekampfung pathogener Antigene spezialisiertes Immunsystem
mit speziellen strukturellen und funktionellen Eigenschaften (GALT = Darm-
assozierte-lymphatische Gewebe). Das GALT besteht aus einem Netzwerk mit
integrierten nicht-  lymphatischen  und  lymphatischen = Geweben,
Entzindungszellen und Effektormolekilen. Bei den nicht- lymphatischen
Gewebezellen ist die Darmepithelzelle (microfold-zells, M-Zellen) die wichtigste.
Aufgrund ihres Aufbaus und ihrer Funktion sind unter den lymphatischen
Geweben des GALT's neben den mesenterialen Lymphknoten die Peyerschen
Plaques und die Lymphfollikel von besonderer Bedeutung.

Weiterhin wichtig sind die Entziindungszellpopulationen: Sie beinhalten CD4"-
T-Helferzellgruppen, die intraepithelialen zytotoxischen CD8*-T-Zellen, die
Immunglobulin A (IgA) produzierenden B-Zellen, die Monozyten/ Makrophagen,
Mastzellen und zudem die antigenprasentierenden dendritischen Zellen. Von
Bedeutung bei den Effektormolekilen sind die pro- und antiinflammatorischen
Zytokine und ebenso IgA. Immunzellen finden sich innerhalb des Epithels, der
Lamina propria, den Lymphollikel- ahnlichen Strukturen der Submukosa, den
Peyerschen Plaques sowie den Lymphfollikeln des Dickdarms (Kleinschmidt
2007).
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Da der Einfluss von MZ beim RDS zunehmend an Bedeutung gewinnt (Bilge et
al. 2005; Guilarte et al. 2007; Farhadi et al. 2007; Piche et al. 2008; Farmer &
Aziz 2008; Spiller & Garsed 2009; Kiank et al. 2010) werden im nachsten

Abschnitt Vorkommen, Einteilung und Funktion der MZ beschrieben.

1.2.3  Vorkommen, Einteilung und Funktion von Mastzellen

Vor Uber 100 Jahren entdeckte Paul Ehrlich die MZ (Ehrlich 1879).
Histochemisch lassen sich MZ aufgrund der Metachromasie ihrer Granula durch
kationische Farbelosungen wie Kresylecht-Violett oder Toluidin-Blau darstellen
(Penissi et al. 2003). In ihren Granula enthalten MZ eine ganze Reihe
praformierter Mediatoren wie Histamin, Heparin und Proteasen, die infolge einer
Mastzellaktivierung freigesetzt werden (Robbie- Ryan & Brown 2002).

MZ kommen ubiquitar im Bindegewebe und in den Schleimhduten vor,
besonders an inneren und aulleren Grenzflachen, z.B. Haut, Atmungs- und
Gastrointestinaltrakt (Molderings 2010). Sie sind besonders zahlreich in der
Nahe von kleinen Blut- und Lymphgefalden und von Nervenendigungen. Daher,
und aufgrund der enormen Anzahl pharmakologisch potenter Mediatoren, die
zum Teil chemotaktische, vasoaktive (z.B. Leukotriene, PAF) oder
proinflammatorische sowie Wachstum stimulierende (z.B. Interleukine, VEGF)
Eigenschaften besitzen, ist die Beteiigung von MZ an zahlreichen

pathologischen und physiologischen Ablaufen im Kérper anzunehmen.

Bei der Maus werden zwei unterschiedliche MZ Phanotypen beschrieben, die
Bindegewebsmastzellen (Connective Tissue Type Mast Cell, CTMC) und
Mukosamastzellen (Mucosal Type Mast Cell, MMC) (Enerback 1966a, 1966b).
Die Unterscheidung wird aufgrund der Art der Lokalisation, Morphologie,
Farbeeigenschaft, Granulainhalt und der Aktivierung und Aktivierungshemmung
durch verschiedene Substanzen durchgeflhrt (Noli & Miolo 2001; Malaviya &
Abraham 1998).
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Zu den klassischen immunologischen Funktionen der Mastzellen zahlt ihre
Beteiligung an der allergischen Sofortreaktion und an Immunglobolin E
vermittelten allergischen Reaktionen (Molderings 2010). MZ Ubernehmen eine
wichtige Rolle in der angeborenen Immunitat gegen Bakterien (Echternacher et
al. 1996; Malaviya et al. 1996) und der erworbenen Immunitat gegen Parasiten
(Ruitenberg & Elgersma 1976).

Eine Mastzellaktivierung und ihre Granulafreisetzung fuhren im GIT zu einer
verstarkten Peristaltik und zu einer erhdhten Flussigkeitssekretion was letztlich

unter anderem zum Erbrechen und Diarrho fuhren kann.

1.2.4  Interaktionen zwischen Nervensystem und Mastzellen

Eine Interaktion zwischen MZ und Nerven wurde in den letzten Jahren in
einigen Studien nachgewiesen (Bauer & Razin 2000; Barbara et al. 2007; Monk
et al. 2007; Schappi et al. 2008).

Zum einem wird gezeigt, dass zum Beispiel nach einer Gewebsverletzung
afferente Nerven stimuliert werden und dadurch ihre Mediatoren freisetzen, um
benachbarte Zellen zu beeinflussen (Gottwald et al. 1998), zum anderem, dass
ein emotionaler Reiz einen Stimulus auslost, der durch autonome Nerven an
primare afferente sensorische Nerven weitergeleitet wird. Diese geben den Reiz
weiter, so dass es zu einer Freisetzung verschiedener Neurotransmitter aus
den sensorischen Nervenendigungen kommt, die eine Mastzelldegranulation
auslosen (Black & Garbutt 2002).

1.2.5 Mastzellaktivierung beim Reizdarmsyndrom

Experimentelle Untersuchungen zeigten, dass bei RDS Mastzellen und MZ-
Nerven- Synapsen akkumulieren und dass diese Veranderungen mit der
klinischen Symptomatik korrelieren (O’Sullivan et al. 2000; Collins & Barbara
2004; Wood 2006; Park et al. 2006; Wang et al. 2007; Bischoff 2009). In einer

Studie wurden an 20 Patienten mit einem Diarrhd- dominaten RDS und an 14
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gesunden Kontrollpersonen hinsichtlich einer Mastzellaktivitat im Dunndarm
Untersuchungen durchgefuhrt. Die Patienten mit einem Durchfall- dominanten
RDS hatten eine signifikant hohere Stressbelastung und zu dem signifikant
mehr Mastzellen im Jejenum (Guilarte et al. 2007).

Da auch Mastzellaktivierung zu oxidativem Stress beitragt, soll im nachsten

Kapitel kurz dessen pathophysiologische Bedeutung zusammengefasst werden.

1.3 Oxidativer Stress

1.3.1 Bildung und Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies

Oxidativer Stress ist ein Zustand, bei dem die Zellen exzessiv hohen

Konzentrationen von molekularem Sauerstoff (O,) oder chemischen Derivaten

von Sauerstoff, sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ausgesetzt
sind. Zahlreiche Basismechanismen des Zellstoffwechsels fuhren zur
Produktion von ROS. Zu den reaktiven Sauerstoffspezies zahlen radikalische
Substanzen, wie das Hydroxylradikal (‘OH), das Superoxidanionradikal (‘O,)
und Peroxylradikale (ROOQO’) und nicht radikalische Verbindungen wie
Wasserstoffperoxid (H2O2) oder die Hypochlorsaure (HOCI). Freie, nicht an
Proteine gebundene Ubergangsmetalle wie Eisen oder Kupfer férdern
zusatzlich die Generierung von ROS und kénnen die Umwandlung von weniger
toxisch  wirkenden  Radikalen  (Superoxidradikale) in  hochtoxische
Hydroxylradikale begulnstigen. Diese ROS koénnen prinzipiell fur alle Zellen
toxisch wirken, endogene Molekile wie Lipide, Proteine oder auch
Nukleinsauren oxidativ verandern und in Folge funktionell beeintrachtigen. Doch
haben Sauerstoffradikale zum Teil auch nutzliche Effekte und konnen im
Organismus auch physiologische Funktionen haben. Zum Beispiel fungieren
Sauerstoffradikale in  biomechanischen Prozessen und intrazellularen
Signalmechanismen als regulatorische Molekile (Siems et al. 2005). Aktivierte

phagozytare Zellen (Monocyten, neutrophile und eosinophile Granulocyten
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sowie die meisten Makrophagen- Typen) produzieren O, - Radikale Uber
NADPH- Oxidase im Rahmen der bakteriellen Abwehr (,respiratory burst®). Eine
andere wichtige Eigenschaft haben die freien Radikale wahrscheinlich bei der
Apoptose, dem programmierten Zelltod, welche fur die kdrpereigene
Unterdrickung von Krebserkrankungen von grof3er Bedeutung ist (Siems et al.
2005; Irani 2000). Im Korper entstehen ROS einerseits endogen wie z.B. in der
mitochondrialen Atmungskette oder in der NADPH-Oxidase-Reaktion und
andererseits exogen durch Umwelteinflisse wie zum Beispiel Chemikalien und
Arzneimittel. Radikale werden auch bei inflammatorischen Erkrankungen im
Koérper vermehrt gebildet. Ubersteigt die Bildung freier Radikale die
antioxidative Kapazitadt des Organismus, kommt es zum oxidativen Stress
(Kohen and Nyska 2002). Oxidativer Stress verursacht Zellschaden und wird

als pathogenetischer Mechanismus vieler Erkrankungen angesehen (s. 1.1.3)

1.3.2 Entgiftungsmechanismen fir ROS

Der menschliche Organismus verfugt Uber ein komplexes Armamentarium zur
Entgiftung der ROS, wobei alle aeroben Zellen verschiedene enzymatische und
nicht enzymatische Schutzmechanismen benutzen. Es handelt sich um ein
komplexes Abwehrsystem, in das eine Vielzahl von sog. Antioxidantien
eingebunden sind (Chapple 1997; Halliwell 1994).

In diesem Zusammenhang spielt das Enzym Superoxiddismutase eine
bedeutende Rolle, weil dieses Enzym die Umwandlung von Superoxidradikalen
in das ungefahrlichere Wasserstoffsuperoxid katalysiert. Dieses wird dann
durch zwei weitere Enzyme, die Glutathionperoxidase und Katalase inaktiviert.
Wahrend Katalase direkt zu den Endprodukten O, und H,O fuhrt, ist die Aktivitat
der Glutathionperoxidase von einer ausreichenden Konzentration des Co-
Faktors Glutathion (GSH) abhangig. Um die gesamte Schutzreaktion erfolgreich
in Richtung GSH- Peroxidase zu verschieben, sind weitere Antioxidantien oder

Radikalfanger notwendig, die z.T. Uber die Nahrung aufgenommen werden
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muassen. Zu ihnen gehort auch das Vitamin E, das den Abbau vielfach
ungesattigter Fettsduren in den Membranen durch ROS verhindern kann. Durch
die Reaktion an den Membranen mit peroxidierten Fettsauren wird Vitamin E
selbst zu einem Radikal. Dieses kann aber wiederum durch Vitamin C, b-
Karotin, Ubichinon oder andere Antioxidantien regeneriert werden.

Letztlich werden die oxidierten Antioxidantien Uber GSH reduziert und durch
GSH- Reduktase und NADPH vollstandig entgiftet.

Praventive Antioxidantien, wie Transferrin, Lactoferrin, Caeruloplasmin und
Albumin, binden Ubergangsmetallionen wie Kupfer (Cu®*) und Eisen (Fe?").
Diese stehen dann nicht mehr als Katalysatoren bei der wichtigen Haber-Weiss-
Redox-Reaktion zur Verfugung (Leeuwenburgh & Heinecke 2001). Neben den
Ubergangselementen Eisen und Kupfer wird auch eine Beteiligung der
Schwermetalle Cadmium und Quecksilber an der Genese ROS diskutiert (Ercal
et al. 2001; Valko et al. 2005). Pflanzliche Antioxidantien sogenannte
Polyphenole wie Flavonoide, Anthocyane, Proanthocyanidine, Catechine,
Tannine und Cumarinderivate sowie polyfunktionelle organische Sauren
gehoren zu der groBen Gruppe der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe. lhr
Wirkungsspektrum ist sehr breit gefachert. Neben antikanzerogen,
antimikrobiellen, antiodematdsen, antiphlogistischen und immunmodulierenden
Wirkungen sind Polyphenole ausgepragte Antioxidantien. Anthocyane und
Proanthocyanidine gehdéren zu den starksten Antioxidantien unter den
Flavonoiden. Flavonoide schiitzen mehrfach ungesattigte Fettsduren vor der
Lipidperoxidation und sind gleichzeitig natirliche Vitaminverstarker. Sie konnen
andere Antioxidantien wie Vitamin E und Vitamin C regenerieren und dadurch
deren Wirksamkeit verstarken (Graf et al. 2005). Desweiteren wird
angenommen, dass diese Komponenten Uber die Nahrung wichtige protektive
Wirkungen im Organismus entfalten und zum Beispiel zu den positiven Effekten
einer mediterranen Ernahrung beitragen (Schaffer 2005).

Dennoch bieten die antioxidativ wirksamen Substanzen keinen ausreichenden
Schutz, deshalb gibt es zusatzliche Reparaturenzyme, die zum Beispiel ROS-
verursachte Protein- oder DNA- Schaden wieder reparieren konnen (Halliwell
1994). Die durch ROS induzierten Einzel- und Doppelstrangbrtiche in der DNA
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werden in einem zweiphasigen Prozess sehr schnell repariert. Dabei stehen
nach neueren Erkenntnissen zwei Mdglichkeiten zur Verfigung. Zu einem die
long-patch- und zum anderem die short-patch- Reparatur. In beiden Fallen dient
Poly(ADP- Ribose)- Polymerase 1 als Sensor. Dieses Enzym bindet an den
Einzel- oder Doppelstrangbruch, wird aktiviert und synthetisiert nun negativ
geladene ADP-Ribose-Polymere, die wiederum zu einer Wiederherstellung der
Schadenstelle fuhren (Caldecott 2003).

1.3.3  Oxidativer Stress und seine Bedeutung in der
Pathophysiologie

Krankheiten, die mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht werden, sind u.
a. Atherosklerose (Kondo et al. 2009), Krebs (Siems et al. 2005), entziindliche
Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis (Halliwell et al. 1992), entzundliche
Darmerkrankungen (Kruidenier et al 2003), koronare Herzkrankheit,
Myokardinfarkt, Apoplex, Grauer Star, Diabetes mellitus, neurodegenerative
Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Alzheimer-Demen (Tieu et al. 2003),
z, Asthma bronchiale (Dworski 2000), Parodontitis (Battino et al. 2002),
Alterungsprozesse sowie Reperfusionsschadigungen nach Ischamie (Pierce et
al. 2004; Biesalski et al. 2002).

Die bei oxidativem Stress vermehrt vorhandenen ROS verursachen
Gewebeschaden auf ganz unterschiedliche Weise: Proteine und DNA werden
geschadigt, es kommt zur Lipidperoxidation, wichtige Enzyme werden oxidiert
und proinflammatorische Zytokine werden vermehrt freigesetzt (Chapple 1997).
Beachtet werden sollte, dass ROS zum einen kausal in der Pathogenese
verschiedener Krankheiten eine Rolle spielen kdnnen, zum anderen bei vielen
Erkrankungen sekundar auf Grund von Gewebeschadigung vermehrt gebildet
werden (Halliwell et al. 1992).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kruidenier%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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1.4 Therapie mittels Phytopharmaka

Folgend wird STW 5 und seine Einzelkomponenten, die in der vorliegenden

Arbeit untersucht wurden, naher erlautert.

141 STW 5

STW 5 st eine fixe pflanzliche Arzneimittelkombination aus neun
Einzelextrakten. Bei den Extrakten handelt es sich um Iberis amara als
Frischpflanzenauszug (lberis amara totalis) und 8 weitere Pflanzen als
Drogenauszuge (Pfefferminzblattern, Kamillenbllten, Suflholzwurzel,
Angelikawurzel, Kimmelfrichten, Mariendistelfrichten, Melissenblattern und
Schollkraut). Im  nachsten Kapitel werden die  Wirkungen der
Einzelkomponenten auf den GIT dargestellt.

Die Inhaltsstoffe von STW5 vermindern die gastrointestinale Hypersensibilitat
(Lui et al. 2004; Muller et al. 2006), wirken spasmolytisch auf verkrampfte und
tonisierend auf atonische Muskulatur (Ammon et al. 2006; Heinle et al. 2006).
Zudem wurden eine stimulierende Wirkung bei verminderter Mucussekretion,
eine hemmende Wirkung bei erhohter Magensauresekretion (Schnitker &
Schoneberg 2000; Khayyal et al. 2001) sowie eine antiinflammatorische,
antibakterielle (Saller et al. 2002; Allescher & Wagner 2007), karminative und
antioxidative Wirkung gezeigt (Germann et al. 2006; Michael et al. 2006).
Gerade bei funktionellen Beschwerden wie Reizmagen und RDS hat sich STW
5 als wirksam erwiesen (Madisch et al. 2004b; Allescher 2006; Holtmann et al.
2004; Saller et al. 2002). Des Weiteren wurde anhand experimenteller
Untersuchungen an der Ratte eine ulcusprotektive Wirkung, die mit einer
erhohten Bildung des schleimhautschutzenden Prostaglandin E2 und einer

verminderten Produktion an Magensaure einhergeht (Khayyal et al. 2006).
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1.4.2 Einzelexztakte aus STW 5 und ihre Wirkungen auf GIT

Tab: 1: Wirkungen der Einzelextrakte von STW 5auf den GIT

Extrakt aus Wirkung auf GIT

spasmolytisch,antioxidativ,karminativ,

Pfefferminzblatter antiphlogistisch

antiphlogistisch,antioxidativ,spasmolytisch,

Kamillebluten karminativ, ulcusprotektiv

spasmolytisch, ulcusprotektiv, antioxidativ,

StBholzwurzel antiphlogistisch

spasmolytisch, karminativ,antiphlogistisch,

Angelikawurzel fordert die Magensaftsekretion

karminativ, spasmolytisch,antiphlogistisch,

Kimmelfrichten T
antioxidativ

antioxidativ, antidyspeptisch, cytoprotektiv in Leber

Mariendistelfriichten
und Magen

Melisseblatter spasmolytisch, antioxidativ, beruhigend

. spasmolytisch, cholekinetisch,
Schollkraut choleretisch, antiphlogistisch

prokinetisch, tonisierend an glatter relaxierter,

Iberis amara ) .
intestinaler Muskulatur

(Germann et al. 2006; Heinle et al. 2006; Hohenester et al. 2004; Khayyal et al. 2006;
Reichling & Saller 2002; Saller et al. 2002; Allescher & Wagner 2007)
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1.5 Fragestellung

Da offensichtlich oxidativer Stress und Mastzellen bei entziundlichen
Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes wie z.B. beim Reizdarmsyndrom eine
wichtige Rolle spielen und die Therapie mit pflanzlichen Extrakten wie STW 5
eine hohe Patientencompliance aufweist, sollten in der vorliegenden

Dissertation folgende Aufgaben bearbeitet werden.

1. Charakterisierung der antioxidativen Eigenschaften von STW5 und seinen
Einzelextrakten in einem zellfreien Testsystem bestehend aus opsonisiertem

Zymosan und H;O,.

2. Charakterisierung der radikalabfangenden Eigenschaften von STW5 und
seinen Einzelextrakten in einem Darmmodell, bei dem durch Stimulation mit

Histamin oxidativer Stress induziert wird.

3. Charakterisierung der radikalabfangenden Eigenschaften von STW5 und
seinen Einzelextrakten an isolierten Mastzellen, die durch opsonisiertes

Zymosan zur Radikalproduktion stimuliert wurden.
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2 Materialien

2.1 Gerate

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

Luminometer TD-20/20, Turner Designs, Promega, Mannheim
Mikroskop Motic AE 20, UK- Tubingen

Multibiolumat LB 9505 C (6- Kanal), Berthold, Wildbad
Rotilabo- Block- Heater H250, Roth, Karlsruhe

Vortex- Genie , Bender- Hobein, Zurich, Schweiz

Waage AC 100, Mettler, Gielden

Waage BP 121 S, Sartorius, Gottingen

Waage Typ K7, Mettler

Zentrifuge Hettich EBA 3S, Hettich, Tuttlingen

2.2 Chemikalien

AAPH (2,2"- Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid, CgH1gNg x 2 HCL),
Polyscience, Warrington, USA

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2H,0), Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO, C;HgOS), Sigma, Steinheim
Ethanol absolut zur Analyse (C,HsOH), Merck, Darmstadt
Etylendiamintetraessigsaure, Sigma, Steinheim
Glucose-Monohydrat (CgH1206 x H20), Roth, Karlsruhe

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure, CgH1gN204S)
Roth, Karlsruhe

Histamin- dihydrochloride, Sigma, Steinheim

Kaliumchlorid (KCI), Roth, Karlsruhe
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Luminol, Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat- Heptahydrat (MgSO4 x 7H,0), Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl), Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,O),Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid, (10M NaOH), Merck, Darmstadt

Nordihydroguarsaure (NDGA, 1,4-Bis(3,4-dihydroxyphenyl)2,3-dimethylbutan,
C1gH2204), Sigma, Deisenhofen

Trolox (6- Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure, C14H1304),
Sigma, Deisenhofen

Wasserstoffperoxid 30 %, Universitatsapotheke, Tubingen

Zymosan A, Sigma, Deisenhofen

2.3 Losungen

Puffer:

Normal-Tyrode pH 7,4 fur 1 Liter

NaCl 6,896 g 118 mM
KCI 0,373 g 5,0 mM
MgSOa4x 7 H20 0,293 g 1,19 mM
NaH2PO4 x H20 0,213 g 1,54 mM
CaCl2x 2 H20 0,368 g 2,5mM
HEPES 2,383 g 10,0 MM
Glucose 109 5,0 mM

Die Lésung wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt
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Opsonisiertes Zymosan

Zur Opsonisierung wurden 200mg Zymosan A in 20 ml NaCl- Lésung (0,9%)
suspendiert und Uber Nacht geruhrt. Die Suspension wurde 10 min lang
zentrifugiert, der Uberstand entfernt. Zum Niederschlag wurden 5 ml frisches
humanes Citratplasma gegeben, das Gemisch wurde 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlieend wurde die Suspension zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Der
Niederschlag wurde mit NaCl- Lésung (0,9%) dreimal gewaschen, danach in 4
ml NaCl- Lésung (0,9%) resuspendiert und anschlielend homogenisiert. Die
Suspension wurde in Aliquots zu 200 pl bei -20°C aufbewahrt und am Messtag

bei Raumtemperatur aufgetaut.

Luminol- Losung

20mg Luminol wurden in 10 ml DMSO im Dunkeln geldst und in Aliquots zu 200
Ml bei -20°C aufbewahrt.

Histamin- Stammldsung

Es wurde eine 50 mM Histamin- Lésung (2,3mg/ 5ml) mit demineralisiertem
Wasser hergestellt. Die weiteren Verdlinnungen erfolgten ebenfalls mit

demineralisiertem Wasser.
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2.4 STW 5

24.1 Extrakte aus STW 5

Wie bereits beschrieben ist Iberogast® (STW5) ein Kombinationspraparat aus
neun Einzelextrakten. Es handelt sich bei den Extrakten um Auszlige aus
getrockneten Pflanzenteilen (Pfefferminzblattern, KamillenblUten,
SuBholzwurzel,  Angelikawurzel, Kummelfrtichten, Mariendistelfrlchten,
Melissenblattern, Schoéllkraut) und der frischen Pflanze Iberis Amara. Tab. 2
und Tab.3 charakterisieren die Einzelextrakte und zeigen deren Anteil in STW
5.

Um eventuell vorhandenen Bodensatz zu suspendieren, wurden alle Extrakte
vor der Verwendung gut geschuttelt. Die Verdunnungen erfolgten mit
demineralisiertem Wasser. Genauere Angaben zu den eingesetzten
Konzentrationen und den verwendeten Testsystemen finden sich bei den

jeweiligen Ergebnissen.

Tab.2: Einzelextraktcharakterisierung von STW 5

Extrakt DEV Extraktionsmittel Abklrzung
Angelikawurzelextrakt 1:3  Ethanol 30 % ANG
Iberis amara Extrakt 1:2  Ethanol 50 % IBE
KamillenblUtenextrakt 1:3  Ethanol 30 % KAM
Kimmelfrichteextrakt 1:3  Ethanol 30 % KUM
Mariendistelfrichteextrakt 1:3  Ethanol 30 % MAR
Melissenblatterextrakt 1:3  Ethanol 30 % MEL
Pfefferminzblatterextrakt 1:3  Ethanol 30 % PFE
Schéllkrautextrakt 1:3  Ethanol 30 % SCHO
StiRholzwurzelextrakt 1:3  Ethanol 30 % SUSS

(DEV= Droge-Extrakt-Verhaltnis)
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Tab. 3: Zusammensetzung von STW 5 (ml/ 100ml)
Extrakt Iberogast ®(STW 5)
Angelikawurzelextrakt 10
Iberis amara Extrakt 15
KamillenblUtenextrakt 20
Kimmelfriichteextrakt 10
Mariendistelfrichteextrakt 10
Melissenblatterextrakt 10
Pfefferminzblatterextrakt 5
Schollkrautextrakt 10
SuRholzwurzelextrakt 10

Alle genannten Extrakte wurden von der Firma Steigerwald Arzneimittel GmbH

(Darmstadt) zur Verfugung gestellt.

2.5 Biologisches Material

25.1 Isolierte Mastzellen

Unreife Mastzellen wurden aus Knochenmark von Mausen isoliert und in
Kulturmedien zu reifen MZ heran gezichtet. Sie wurden freundlicherweise von
Frau Dr. E. Shumilina, Institut fur Physiologie der Universitat Tubingen, zur
Verfigung gestellt.

Die Zellzahl wurde am Tag des Versuches unter dem Lichtmikroskop mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Farbung der Zellen erfolgte mit
Trypanblau im Verhaltnis Zellsuspension: Trypanblau = 1:1. Tote Zellen stellten
sich in dieser Farbung dunkelblau dar, da das Trypanblau durch die defekte
Zellmembranen ungehindert eindringen konnte. Hierzu wurde ein Deckglas
leicht befeuchtet und auf die Neubauer-Zahlkammer aufgesetzt. Die
Zellsuspension wurde nach der Zugabe des Trypanblau und vor der
Probenentnahme zur Zellzahlbestimmung gut durchmischt. Nun wurde jeweils
ein Tropfen an beide Enden des Deckglases der Neubauer-Zahlkammer

pipettiert und durch dort herrschende Kapillarkrafte in die Zahlkammer gesogen.
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Die Auswertung erfolgte durch Auszahlen der vier grol’en Eckquadrate. Die
ermittelte Zellzahl wird mit 10* multipliziert sowie mit dem Verdiinnungsfaktor
der Zellsuspension. Dies ergibt die Zellzahl pro pl. Die jeweilige Zellzahl der

verwendeten Praparate betrug ca. 1000 pro pl.

2.5.2  Praparate aus Mauseileum

Wildtyp-Mause der Zuchtlinie C57BI6 wurden von der Firma Charles River,
Sulzfeld bezogen und entsprechend gesetzlicher Richtlinien in Tierrdumen des
Physiologischen Instituts der Universitat Tubingen (offene Gemeinschaftskafige,
12/12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus) gehalten und weitergezichtet;
Standardfutter (Nagetierfutter, Ssniff, Soest) und Wasser waren ad libitum
vorhanden. Am Tag der Messung wurden die Tiere durch CO»-Asphyxie und
zervikale Dislokation getotet.

Das Peritoneum wurde gedffnet und ein ca. 3 cm langes Praparat des distalen
lleums entnommen. Dies wurde mit Tyrode-Lésung durchgespult und
anschliellend von Fettgewebe, Mesenterium und Darmmukosa befreit. Fur die

Bestimmung der Radikalbildung wurden 2 mm lange Ringpraparate vorbereitet.
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3 Methoden

3.1 Radikalbildung durch Zymosan und H,0,

In Tab.4 ist beispielhaft ein Reaktionsansatz zur Bestimmung der antioxidativen
Eigenschaften der Extrakte dargestellt, der in Plastikklvetten pipettiert und im 6-
Kanal Biolumat durch luminolverstarkte Chemilumineszenz sichtbar gemacht

und 30 Minuten bei 37°C gemessen wurde.

Tab.4: Zymosan- H,O,- Reaktion: Reaktionsansatz

Material Konzentration |Pipettier- |Endkonzen-
Stammldésung |volumen |tration

(Wl)

Tyrode (37°C) 475

Luminol- Lésung 11,3 mM 5 113 uM
H>O,— Losung 50mM 10 1 mM
Zymosan 10

Extrakt 5 siehe

Ergebnisse

Bei allen Messdurchlaufen wurden zwei Kanale als Kontrolle ohne und drei
Kanale mit Phytopharmaka benutzt. Der Reaktionsablauf sah folgendermalien
aus:

Zunachst wurde fur 10 Minuten die Reaktion mit H,O, und Luminol als
Vorinkubation verfolgt, wobei allerdings die Chemilumineszenz praktisch nicht
uber die Leerwertreaktion gesteigert wurde.

Dann wurde Zymosan zugesetzt und die CL fur weitere 20 Minuten gemessen.
Der von Biolumat gelieferte Messwert stellte dann als Integral praktisch nur die
Counts pro 20 min nach Stimulation mit Zymosan dar (Abb.1, Abb.2).

Zur Untersuchung der Extrakteffekte wurden diese initial zugesetzt und
entsprechend verfahren. Die CL- Messwerte fur jeden Extrakt wurde in Prozent

der jeweiligen Kontrollansatze ohne Extrakt ausgedruckt.
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Tyrode
Luminol-Losung
Probe ( Extrakt), H2O Zymosan
£ 10 min : 20 min
4 \4
— >

Vorinkubation ﬂ Messreaktion

Abb. 1: Zymosan/ H,O, - Reaktion: Reaktionsablauf

Chemilumineszenz [cpm]

1,0E+09 | — Zusatz von Tyrode und H,O, ohne Extrakt
Zusatz von Extrakt

6,0E+08 . Zymosan

Tyrode
4,0E+08 1 H,0,

0,0E+00 1 ' ‘ )
0 20 30

Zeit (min)

Abb.2: Zymosan-H,0,- Modell: Originalaufzeichung der CL- Reaktion
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3.2 Radikalbildung durch Darmpraparate
In Tab.5 ist beispielhaft ein Reaktionsansatz dargestellt.

Tab.5: Darmmodell: Reaktionsansatz

Material Konzentration | Pipettier-volumen |Endkonzen-
Stammldsung (M) tration

Tyrode (37°C) 480

Luminol- Losung 11,3 mM 5 113 uM

Darmpraparat

Histamin 2,5mM 10 50 uM

Extrakt 5 siehe
Ergebnisse

Im 6- Kanal Biolumat wurde die Radikalbildung mit Hilfe der luminolverstarkte
Chemilumineszenz sichtbar gemacht und bei einer Messtemperatur von 37° 60
Minuten integriert. Bei allen Versuchen wurde ein Kanal als Kontrolle ohne und
vier Kanale mit Phytopharmaka benutzt. Fur jeden einzelnen Extrakt wurde die
Messung 4-mal mit verschiedenen Praparaten durchgefthrt. In den ersten 10
min wurde die basale Radikalproduktion der Darmpraparate untersucht (CL ¢.10).
Nach 10 min Messzeit wurde Histamin zur Stimulation zugegeben und deren
Einfluss auf die Radikalproduktion weitere 10 Minuten verfolgt (CL 10-20).
Anschlie®end wurden die Extrakte zugesetzt und erneut die Chemilumineszenz
fur weitere 40 min registriert (Abb. 3, Abb. 4). Zur Auswertung wurde allerdings
nur die CL zwischen Minute 20 und 30 (CL 20.30) integriert.

Diese Integration der CL- Werte erfolgte jeweils aus den einzelnen, vom
Biolumat in WinSTAT Exel gelieferten Messpunkten.

Zur Auswertung dienten folgende Quotienten: Die Stimulation der
Radikalproduktion durch Histamin wurde durch CLio.20/ ClLo.10 berechnet; die
antioxidative Wirkung der Extrakte durch CL .30/ CL 1020. Diese Hemmung
durch die Extrakte wurde jeweils auf den Kontrollwert (Reaktionsablauf ohne
Extrakte) bezogen (s. Abb.4).
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Tyrode
Luminol, Histamin Extrakt
Darmpraparat
£ 10 min : 10 min :  40min
\ 4 v \ 4
— ﬂ > —
CLo-10 CL 10-20 CL 2-60

Abb. 3: Darmmodell: Reaktionsablauf der CL- Messung bei Histamin- Stimulation

Chemilumineszenz (cpm)

—— Zusatz von Tyrode, D, Histamin ohne Extrakt

9,0E+07 - Zusatz von Extrakt
] Extrakt
| Histamin/’ l
5,0E+07 N /
| Tyrode |
- D
1,0E+07 - l v |
0,0E+00 : | ‘
0 10 20 30 60 Zeit ( min)
CL 1020 CL 20-30

Abb. 4: Darmmodell: Originalaufzeichnung der Chemilumineszenzreaktion
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3.3 Radikalbildung durch isolierte Mastzellen
In Tab.6 ist beispielhaft ein Reaktionsansatz dargestellt.

Tab.6: Mastzellenmodell: Reaktionsansatz

Material Konzentration | Pipettier-volumen |Endkonzen-
Stammldsung () tration

Tyrode (37°C) siehe Ergebisse

Luminol- Losung 11,3 mM 5 113 uM

Zellsuspension 30

Zymosan 10

Extrakt siehe Ergenisse siehe
Ergebnisse

Der Reaktionsansatz wurde ebenfalls in Plastikklvetten pipettiert. Durch
luminolverstarkte Chemilumineszenz wurde die Radikalbildung sichtbar gemacht
und im 6- Kanal Biolumat bei einer Messtemperatur von 37° 40 Minuten
integriert. Bei allen Versuchen wurde ein Kanal als Kontrolle ohne und vier
Kanale mit Phytopharmaka benutzt. Die basale Radikalproduktion von
Mastzellen und die antioxidative Wirkung der Extrakte wurden in den ersten 10
Minuten untersucht (CL ¢.10). Zur Stimulation wurde anschlieRend Zymosan
zugesetzt und dessen Einfluss auf die Radikalproduktion weitere 30 Minuten
verfolgt (CL 10.40) (Abb.5, Abb.6). Die Stimulation wurde auch in Gegenwart der
Extrakte durchgefuhrt.
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Tyrode
Luminol,Extrakt,
Mastzellen Zymosan
: 10 min : 30 min
v v
— ﬂ >
CLo-10 CL 10-40

Abb. 5: Mastzellenmodell: Reaktionsablauf der Stimulation mit Zymosan

Chemilumineszenz [cpm]

2,5E+08¢ — Tyrode, MZ ohne Extrakt
Zusatz von Extrakt
2,0E+08¢}
Zymosan

1,5E+08}

Tyrode

MZ,
1,0E+08]  Extrakt
5,0E+07| l

v
0 10 40

Zeit (min)

Abb. 6: Mastzellenmodell: Originalaufzeichung der Chemilumineszenreaktion
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Dabei wurde flir jeden einzelnen Extrakt die Messung dreimal mit
verschiedenen Zellpraparationen durchgefihrt.

Da bei den meisten Zellpraparationen nur relativ kleine CL- Werte gefunden
wurden, wurde bei diesen Auswertungen die Radikalproduktion durch Messung
der Plateauintensitat der CL quantifiziert. Plateau 1 entspricht CL (.10, Plateau 2
entspricht CL 19.40. Der Quotient P,/ P1 gibt dabei die Aktivierung durch Zymosan
an.

Um die Hemmwirkung der Extrakte zu quantifizieren, wurden die Differenzen
zwischen Kontroll (K)- und Extraktplateau (E) im Bezug auf den Kontrollwert

berechnet und diese Werte als Hemmung (in %) dargestellt:

(K- E)

*100% = Hemmung in % der Kontrolle

Das heildt, es ergibt sich bei E=K 0% Hemmung, bei E=0 100% Hemmung.
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3.4 Statistik
Fir die statistische Auswertung wurde das folgende Programm verwendet:

=  WIinSTAT fur Exel

Mittelwertsvergleiche erfolgten mittels ungepaarten T-Tests flir unabhangige
Stichproben. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt, genauere

Angaben finden sich im Ergebnisteil.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von STW 5 und seinen Komponenten auf
die Zymosan- H,0,- Reaktion

Zur Quantifizierung der radikalfangenden Effekte von STW 5 und seiner
Einzelextrakte wurden die verbleibende Radikalbildung der Reaktion zwischen
Zymosan und HyO, in Abhangigkeit von der Extraktkonzentration (in pl/ml)
dargestellt. Abb. 7 a-j zeigen immer im Vergleich zu STW 5, dass die einzelnen
Extrakte in unterschiedlichen Ausmal} und konzentrationsabhangig antioxidativ
wirken. Ausgehend von der niedrigsten eingesetzten Konzentration (0,01pul/ml)
ergaben sich bei Pfefferminz die starkste antioxidative Wirkung, bei Schdllkraut,
Sussholz und Kamille die geringste. Bei 0,1ul/ml war wiederum Pfefferminz am
Starksten wirksam, aber auch Kamille, Melisse und Schollkraut waren deutlich
wirksamer als die Vergleichsverdinnung von STW 5. Bei 10ul/ ml war bei allen
Extrakten die Radikalbildung vollstandig unterdrickt (Abb.8).
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Abb.7 a-j: Zymosan-H,0O,- Reaktion: antioxidative Wirkung der Einzelextrakte im
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Abb.8: Zymosan/ H,O,- Reaktion: Vergleich der Effekte von STW5 und seiner

Einzelextrakte auf die Radikalbildung durch Zymosan und H,O,.
Endkonzentration der Extrakte jeweils 0,1 pl/ml, [MW, SD, n= 3]
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4.2 Einfluss von STW 5 und seinen Komponenten auf
Histamin induzierte Radikalbildung von
Darmpraparaten

Wir konnten zeigen, dass mit Histamin (50 pM) inkubierte Praparate des
terminalen lleums verstarkt Sauerstoffradikale produzieren, wobei die basale
Radikalproduktion mit Histamin um 20 -30 % gesteigert wurde. Im Anschluss
wurden die einzelnen Extrakte und STW 5 in verschiedenen Konzentrationen
dazugegeben und die Hemmung der Radikalproduktion ausgewertet. Fir die
Untersuchungen wahlten wir eine Konzentration von 0,1 pl/ml. Resultat der
Untersuchung ist, dass STW 5 und alle seinen Komponenten die
Radikalproduktion der lleumpraparate dosis-abhangig hemmen konnen. Der
Extrakt aus  Pfefferminzblatter erzielte mit einer verbleibenden
Radikalproduktion von 22% den starksten, der aus Schoéllkraut mit 77,5% den
geringsten Effekt. Das antioxidative Potential der Extrakte nahm in folgender
Reihenfolge ab: Pfefferminz, Kamille, STW5, Kimmel, Siussholz, Angelika,

Mariendistel, Melisse, Iberis amara, Schollkraut (Abb. 9).

[

S 420 -

S

§ 100 |

X

3o 90 * { %
=2 60- . {

X C —E

= O

8% 40

3 |

(D)

g 20 -

2

()

TE 0 T T
g <o

Abb. 9: Darmmodell: Vergleich der antioxidativen Wirkung von STW5 und seinen
Komponenten auf die Radikalbildung durch Darmpraparate nach Stimulation
mit His, Endkonzentration der Extrakte jeweils 0,1ul/ml, [MW, SD, n=4 bis 5];
* p< 0,05, unabhangiger t-Test.
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4.3 Einfluss von STW 5 und seinen Komponenten auf
die Zymosan- stimulierte Radikalbildung von
isolierten Mastzellen

Um zu prufen, ob und in welchem Ausmal® STW 5 und seine Einzelextrakte
auch bei Mastzellen Radikale abfangen oder die Radikalproduktion durch
Stimulation mit Zymosan beeinflussen, wurden die Extrakte an isolierten
Mastzellen vom Knochenmark der Mause getestet. Die Extrakte wurden jeweils
in Konzentrationen von 0,1 pl/ml, 0,4 pl/ml, 0,8 yl/ml, 1,6 pl/ml eingesetzt, wobei
jede Konzentration dreimal vermessen wurde und die Mittelwerte bestimmt
wurden. Die Standardabweichung lag im Mittel bei circa 7% des Mittelwertes.

Auch in diesem zellularen Testsystem zeigten alle Extrakte
konzentrationsabhangig antioxidative Wirkungen (Abb. 10 a- j). In Abb. 11
werden die Effekte der Extrakte vergleichend bei der Konzentration von 0,4
pI/ml dargestellt. Der Extrakt aus Pfefferminzblattern war am wirksamsten und
hemmte 66% der Radikalbildung, gefolgt vom Melissenblatterextrakt (62%) und
STW 5 (56,3%) und Mariendistelfrichten (55,9%). Die Extrakte aus
Sussholzwurzel (48,2%), Kamillenbliten (36,2 %), Angelikawurzel (35,1%),
Kimmelfriichten (28,7%), Schollkraut (28%) und Iberis amara (22,7%) waren

weniger wirksam, zeigten jedoch auch noch deutlich antioxidative Effekte.
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Abb. 10 a- j: Einfluss von STW 5 und seiner Einzelextrakte auf die Zymosan-
stimulierte Radikalbildung von Mastzellen; [MW, SD, jeweils n=3]; * p<
0,05, ** p< 0,01; unabhangiger t-Test. *, ** zeigen, ab welcher
Konzentration diese Signifikants erreicht wurde.
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g) Mariendistel
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Mastzellenmodell: Vergleich der Hemmwirkung der Extrakte und STW 5 auf

die Radikalproduktion von isolierten Mastzellen nach Stimulation mit Zym,
Endkonzentration der Extrakte jeweils 0,4 pl/ml, [MW, SD, jeweils n=3]
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4.4 Untersuchung zur pharmakologischen Synergien
zwischen den Einzelextrakten in STW 5

Ob Synergien zwischen den Einzelextrakten die Wirkung von STW 5 aktivierend
oder hemmend beeinflussen kdnnen, sollte bei allen drei hier verwendeten

Systemen Uberprift werden.

4.4.1 Untersuchung mittels der Zymosan- H,O,- Reaktion

Im Zymosan/ H,O,- Reaktion wahlten wir flur unsere Untersuchnung die
Extraktkonzentration von 0,1 pl/ml (s. Abb. 8). Wie in Kapitel 4.1 dargestellt,
wurden alle Extrakte dreimal vermessen und die verbleibende
Radikalproduktion in Prozent der Kontrolle ermittelt. Der Effekt von STW 5
wurde einerseits direkt gemessen, andererseits als Summe der Effekte der
Einzelextrakte berechnet. Der gemessene Wert betrug 36,8%, der berechnete
28,6%. Diese Daten deuten auf additive Wechselwirkungen zwischen den
Einzelextrakten hin.

Aulerdem wurde hier ersichtlich, dass die antioxidative Wirkung in STW 5
hauptsachlich durch die Extrakte aus Pfefferminzblattern, Schollkraut,

Melissenblattern und Kamillenbliten verursacht wurde.

4.4.2  Untersuchung mittels des Darmmodells

Auch am Darmmodell sollten die Wecheselwirkungen zwischen den
Einzelextrakten in STW 5 untersucht werden. Alle Einzelextrakte wurden in einer
Konzentration von 0,1 pl/ml mindestens viermal vermessen und die
verbleibende Radikalproduktion in Prozent der Kontrolle ermittelt. Um mogliche
Synergien zwischen den Komponenten in STW 5 zu untersuchen wurde der
Effekt von STW 5 als Summe der Effekte der Einzelextrakte, analog den
Konzentrationsverhaltnissen in STW 5, berechnet und mit dem direkt
Gemessenen verglichen. Der berechnete Wert betrug 50,3%, der gemessene 32
%.
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Dieses Ergebnis verdeutlicht am Darmmodell die supraadditive Wirkung
zwischen den Einzelextrakten (Abb. 12), die mdglicherweise vor allem durch

Pfefferminzblattern, Kamillebliten und Kummelfriichten hervorgerufen wird.
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Abb.: 12: Darmmodell: Untersuchung zu pharmakologischen Synergien zwischen
den Einzelextrakten von STW 5 [MW, SD, jeweils n=4 bis 5]

4.4.3 Untersuchung mittels des Mastzellenmodells

Im Mastzellenmodell wurde ebenfalls das Zusammenwirken zwischen den
Einzelextrakten in STW 5 untersucht. Die Extrakte wurden in einer einheitlichen
Konzentration von 0,4 ul/ml eingesetzt und auf den Hemmungsgrad nach
Zymosanstimulation untersucht. Als Summe der Einzeleffekte der verschiedenen
Extrakte wurde die verbleibende Radikalproduktion von STW 5 berechnet und
mit dem gemessenen Wert von STW 5 verglichen. Fur die Radikalproduktion

nach Stimulation mit Zymosan betrug der berechnete Wert 43,9 %, der
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gemessene 56,3 % (Abb. 13). Dadurch wird ersichtlich, dass alle Einzelextrakte

synergistisch zur Gesamtwirkung von STW 5 beitragen.

Ferner wurde deutlich, dass der radikalfangende Effekt von STW 5 in diesem
Modell Gberwiegend durch die Extrakte aus Pfefferminzblattern, Melisseblattern

und Mariendistelfriichten erzeugt wurde.
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Abb.: 13: MZ- Modell: Untersuchung zu pharmakologischen Zusammenwirken
zwischen den Einzelextrakten von STW 5, [MW, SD, jeweils n = 3]
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5 Diskussion

51 STW 5 und seine Komponenten als Antioxidantien

In der Entstehung von zahlreichen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes,
wie unter anderem des Reizmagens und des Reizdarms, spielt die
Entzindungsreaktion eine wichtige Rolle (Barbara et al. 2002; Wang et al.
2007; Camilleri 2006; Spiller & Campell 2006). Fur deren Behandlung stellen
oftmals pflanzliche Mehrkomponenten-Praparate, wie zum Beispiel STW 5, eine
sehr gute Alternative dar. Da ROS in der Inflammationsreaktion von grofl3er
Bedeutung sind, kdnnte der antioxidative Effekt des eingesetzten Arzneimittels

(STW 5 und Einzelextrakte) zur therapeutischen Wirkung beitragen.

51.1 Antioxidative Effekte in chemischen radikalbildenden
Systemen

Inwieweit STW 5 und seine Komponenten Radikale abfangen, konnte in dem
rein chemischen Testsystem, das in der Reaktion zwischen Zymosan und H,O,
besteht, bestatigt werden. Am starksten antioxidativ wirksam waren in dieser
Reaktion die Extrakte aus Pfefferminzblattern und Schollkraut, am geringsten
die aus Sussholzwurzel und Iberis amara. STW 5 selbst und die restlichen

Komponenten befanden sich betreffend der Wirkstarke im Mittelfeld.

Germann fuhrte bei der Untersuchung von STW 5 und seinen Einzelextrakten
mit der AAPH- und der Xanthin/- Xanthinoxidase — Reaktion ahnliche Versuche
durch (Germann 2005). Wie in der vorliegenden Arbeit zeigten auch dort diese
rein chemischen Testsysteme, dass der Extrakt aus Pfefferminzblattern das
starkste radikalfangende, der aus lIberis amara das schwachste Potential
aufwies. Der zweitstarkste war in der AAPH- Reaktion der Extrakt aus
Melissenblattern, gefolgt von STW 5, Kamillenbliten, Kimmelfriichten,

Angelikawurzel, Schoéllkraut, Mariendistelfriichte und Stssholzwurzel.
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In der Xanthin/- Xanthinoxidase- Reaktion war ebenfalls der Extrakt aus
Melissenblattern am starksten wirksam, gefolgt von STW 5, KamilleblGten,
Angelikawurzel, Mariendistel, Kummelfruchten, Schollkraut und
Sussholzwurzel. In diesen beiden Systemen war der Extrakt aus Schollkraut nur
schwach wirksam, wobei dieser Extrakt in dieser vorgestellten Arbeit in der

H,0,/ Zymosan- Reaktion sich als sehr wirksam erwiesen hat.

Auch Schempp et al. fuhrte eine ahnliche Studie mit einem Myeloperoxidase-
Modell durch. Dabei wurde die Hypochloritbildung in einem rein chemischen
Testsystem verfolgt. In dieser Reaktion zeigten absteigend die Extrakte aus
Iberis amara, Kamillenbliten, Mariendistelfrichten, Melissenblattern und
SuBholzwurzel die starkste antioxidative Wirkung, wahrend die Extrakte aus
Kimmelfrichten, Pfefferminzblattern und Schoéllkraut prooxidative Effekte
zeigten. Der Extrakt aus Angelikawurzel war hier unwirksam. STW § selbst
wirkte in dieser Reaktion antioxidativ. In diesem System war Iberis der
wirksamste Extrakt, wahrend in dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell der
Iberisextrakt im Allgemeinen nur sehr schwach wirksam war (Schempp et al.
2006).

Diese Befunde zeigen, dass die pflanzlichen Antioxidantien in unterschiedlichen
Testsystemen sehr divergierende Effekte hervorrufen. Daher kann eine
ausreichende Charakterisierung nur durch Verwendung eines mdglichst grof3en

Spektrums von verschiedenen Modellreaktionen gelingen.
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5.1.2  Antioxidative Effekte in zelludren Systemen
5.1.2.1 Antioxidative Effekte im Darmmodell

Um die antioxidative Eigenschaften der Extrakte weiter zu charakterisieren,
untersuchten wir auch die Effekte auf die Radikalproduktion von
lleumpraparaten nach Stimulation mit Histamin.

Das Ergebnis in dieser Arbeit zeigt, dass unstimuliert nur eine geringe basale
Radikalbildung in den Darmpraparaten der Mause auftrat, jedoch konnte die
Applikation von Histamin diese stimulieren und daher oxidativen Stress
verstarken. Die Verteilung bezlglich der Wirksamkeit der Extrakte sah
folgendermalien aus: Wie im rein chemischen System hatte der Extrakt aus
Pfefferminzblattern das starkste Potential, die Radikalproduktion nach
Stimulation mit Histamin zu senken. Der Extrakt aus Schollkraut hingegen hatte
in diesem Testsystem den schwachsten antioxidativen  Effekt.
KamillenblUttenextrakt war hier auffallend wirksam. Die Ubrigen Extrakte und
STW 5 befanden sich dosisabhangig bezuglich ihrer Wirkstarke im Mittelfeld.
Wie hier dargestellt wurde, weist das Mauseileum nach Stimulation mit Histamin
eine hohe Radikalproduktion auf, und da viele Befunde fir eine Beteiligung
einer Entzindungsreaktion beim RDS sprechen (Camilleri 2006), durfte die
radikalabfangende Wirkung der Phytotherapeutika wie zum Beispiel STW 5 von
groldter Bedeutung sein. Daher ware es interessant der Frage nachzugehen, ob
die Effekte der Extrakte auf direkten antioxidativen Eigenschaften, d.h. also in
der direkten Reaktion mit den gebildeten ROS oder auf Hemmung der
radikalbildenden Enzyme/ Enzymsysteme beruhen. Auch unabhangig von der
Kenntnis des genauen Mechanismus ergibt sich daraus ein breites
Wirkungsspektrum far STW 5 und seine Komponenten, das in der Therapie des

RDS adaquat zum Tragen kommen kdnnte.
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5.1.2.2 Antioxidative Effekte mit Mastzellen

In einem weiteren zellularen Modell konnten wir auch mit Zymosan- aktivierten
Mastzellen zeigen, dass STW 5 und seine Komponenten Radikale abfangen. Bei
der basalen Radikalproduktion hatte wieder der Extrakt aus Pfefferminzblattern
das starkste, der Iberisextrakt das schwachste antioxidative Potential, wobei
auch der Extrakt aus Melisseblattern noch stark wirksam war. Kamille und
Kimmel waren in diesem Test im Vergleich zu den vorherigen Tests auffallend
wenig wirksam. Nach Stimulation mit Zymosan zeigten die Extrakte aus
Pfefferminzblattern und Melissenblattern auf  die Radikalbildung
konzentrationsabhangig den deutlichsten hemmenden Effekt, der Extrakt aus
Schollkraut und Iberis amara waren am geringsten wirksam.

Da der Pfefferminzblatterextrakt sowohl im chemischen als auch im zellularen
System stark wirksam war, kann somit angenommnen werden, dass diese
ausgepragte Wirkung durch direkte radikalfangende Mechanismen weniger
durch Enzymhemmung zustande kommt. Der KamillenblUttenextrakt hingegen
hatte im Gegensatz zum Darmmodell einen geringen antioxidativen Effekt,
reduzierte aber die Radikalproduktion nach Stimulation mit Zymosan deutlich.
Dieser Wirkmechanismus deutet daher eher auf eine Hemmung der
Mastzellaktivierung hin als auf einen radikalfangenden Effekt.

Dadurch wird erneut deutlich, dass STW 5 und seine Einzelextrakte in
verschiedenen Systemen unterschiedlich starke Wirkungen entsprechend ihrer
radikalfangenden Eigenschaften zeigen konnen. Bei den Untersuchungen von
Germann (s. 5.1.2.3) hatte zum Beispiel der Extrakt aus Kamillenblliten eine viel
starkere Wirkung als in den in dieser Arbeit vorgestellten Modellen. Zur
Beschreibung der antioxidativen Eigenschaften von Phytopharmaka missen
daher immer verschiedene Testsysteme eingesetzt werden, da davon
ausgegangen werden kann, dass in vivo unterschiedliche Spezies von

Radikalen aus unterschiedlichen Quellen wirksam sind.



Diskussion 51

5.1.2.3 Antioxidative Effekte in weiteren zellularen Systemen

Germann konnte in weiteren zellularen Modellen mit Hilfe von
Lungenmakrophagen und Blut-Leukozyten ebenfalls zeigen, dass STW 5 und
seine Komponenten Radikale abfangen. Im Lungenmodell hatte der Extrakt aus
Pfefferminzblattern den starksten antioxidativen Effekt, gefolgt von
Melissenblattern, STW 5, Kamillenbliten, Mariendistelfrichten, Su3holzwurzel,
Schollkraut und Iberis amara. In allen bisher vorgestellten Modellen war der
Extrakt aus Iberis amara nur sehr schwach wirksam. Im Leukozytenmodell
untersuchte Germann zunachst den Einfluss der Extrakte auf die basale
Radikalproduktion. Dort bewirkte der Extrakt aus Kamillenbliten die starkste
Hemmung der basalen Radikalproduktion, gefolgt vom Pfefferminz- und
Melissenblatterextrakt und STW 5. Kimmelfrichtenextrakt war hier auffallend
wenig wirksam, wobei Kummel in dieser vorgestellten Arbeit im Darmmodell
deutlich wirksamer war. Kamille hatte hier den starksten hemmenden Effekt,

jedoch im Mastzellenmodell war Kamille nur sehr schwach wirksam.

Neben den Effekten auf die basale Radikalproduktion wurden von Germann
auch die nach Zymosan- Stimulation untersucht. Hier senkte
Pfefferminzblatterextrakt die Stimulierbarkeit am starksten, gefolgt von
Melissenblattern, STW 5 und Iberis amara (Germann 2005).

Wie auch schon von Germann beschrieben, sollte im Weiteren auch in dieser
Arbeit untersucht werden, inwieweit synergistische Wirkeffekte fir die Mischung

STW 5 beobachtet werden konnen.
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5.1.3  Synergieeffekte zwischen den Einzelextrakten von STW 5

Vergleicht man die Wirksamkeit von STW 5 und seinen Extrakten in den
verschiedenen Testsystemen, so fallt auf, dass STW 5 bei den zellularen
Systemen im Vergleich zu seinen Einzelkomponenten relativ wirksamer ist als

bei den rein chemischen.

Daher udberpriften wir durch die Berechnung des sich durch die
Zusammensetzung von STW 5 ergebende anteiligen Wirkeffektes der
Einzelextrakte und dem Vergleich zur gemessenen Wirkung von STW 5,
inwieweit diese als rein additiv oder als synergistisch betrachtet werden kann.
Die Untersuchung im Darmmodell weist auf supraadditive Wechselwirkungen
zwischen den Einzelextrakten hin. Dies zeigt sich darin, dass in diesem
Testsystem bei der Wirkung auf die stimulierte Radikalproduktion ein deutlicher
Unterschied zwischen den berechneten (50,3%) und den gemessenen (32%)
Werten. D.h. STW 5 weist einen wesentlich groReren Effekt auf als er aus den
Einzelkomponenten bei additivem Verhalten errechnet wurde.

Nicht ganz so deutlich sind die Verhaltnisse im Mastzellenmodell. Hier betrug
der berechnete Wert 43,9% und der gemessene Wert 56,3%, sodass auch hier

leichte supraadditive Wechselwirkungen auftreten.

Germann (2005) konnte ebenfalls in Untersuchungen mit zellularen Systemen
(Lungenmodell und Leukozytenmodell)  zeigen, dass pflanzliche
Mehrkomponentenpraparate wie STW 5 supraadditiv synergistisch wirksam
waren- die gemessene verbleibende Radikalproduktion betrug 64% bzw. 52%
des berechneten Wertes. Dagegen wurden keine Synergismen bei den
einfachen, rein chemischen Modellen wie hier in dieser vorgestellten Arbeit mit
Zymosan/ H;O,- Reaktion (gemessener (36,8%)- und berechneter (28,6%)
Wert), als auch mit AAPH- und Xanthin/ Xanthinoxidase- Reaktion (gemessene-
(26,4min) und berechnete (26,6min) Ausloschzeit) gefunden (Germann 2005).

Synergetische antioxidative Effekte konnten auch in anderen Studien mit
pflanzlichen Extrakten beobachtet werden (Liu 2003). Prabhakar & Doble (2009)



Diskussion 53

konnten zeigen, dass synergistische antioxidative Effekte von Berberin bei der
Therapie von Diabetes mellitus Typ Il auftraten.

Die Frage, wie solche Synergien bei Mehrkomponentensystemen zustande
kommen, kann bisher noch nicht beantwortet werden (Wagner & Merzenich
2009). In Fall von STW 5 ware es aus theoretischen und praktischen
Erwagungen interessant zu wissen, inwieweit alle oder nur einzelne Extrakte
dazu beitragen, und inwieweit eventuell eine Minimalversion &hnliche gute

therapeutische Wirkungen erzielen konnte.
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5.2 Oxidativer Stress und Mastzellen in der
Pathogenese des RDS- kdnnen die antioxidativen
Eigenschaften zur therapeutischen Wirkung von
STW 5 beitragen?

Ausgehend von den aktuellen Befunden wird immer deutlicher, dass
Infektionen, Inflammation und Mastzellaktivierung fur die Pathogenese des RDS
wichtig sind (Barbara et al. 2002; Chadwick et al. 2002; Parry et al. 2003; Spiller
2007).In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass Mastzellabhangige
Aktivierung von viszeralen senorischen Neuronen zu nozizeptorische
Hypersensitivitat fuhren kann (Barbara et al. 2007; Farmer & Aziz 2008).
Aulerdem wird diskutiert, dass oxidativer Stress die Durchlassigkeit der
Darmschleimhaut erhoht und dadurch auch immunkompetente Zellen, vor allem
Mastzellen aktiviert, die dann enterische Neuronen sensibilisieren (Spiller &
Garsed 2009; Cuzzocrea et al. 2000). In einigen Studien wurde nachgewiesen,
dass Mastzellen fahig sind, Radikale zu bilden bzw. durch deren Aktivierung die
Bildung von ROS begunstigt wird (Suzuki et al. 2005, Ching et al. 1995, Yang &
Marshall 2009, Swindle & Metcalfe 2007), aber auch, dass ROS fur die durch
IgE- Antigen verursachte Mastzelldegranulation verantwortlich sind (Swindle et
al. 2004). Zusatzlich wird auch die Aktivierung von Makrophagen fir die ROS-
Bildung verantwortlich gemacht (Swindle et al. 2002). Auf der Basis dieser
Erkenntnis werden inzwischen antiinflammatorische Therapieansatze bei RDS
verfolgt. Neben Phytotherapeutika wie STW 5 oder anderen pflanzlichen
Antioxidantien (Chen et al. 2000, Kaplan et al. 2007) kommen
Entzindungshemmer wie Mesalazin zum Einsatz, wobei letzteres auch als
Radikalfanger wirkt und die Mastzellinfiltration in die Darmwand hemmt
(Barbara et al. 2007). Ob es sich bei der therapeutischen Wirkung um eine
tatsachliche Reduktion der Mastzellzahl oder um eine Hemmung der

Mastzelldegranulation handelt, ist unklar.

Noviana et al. konnten im GIT von Hunden zeigen, dass sich die hdchste
Mastzelldichte in der Lamina propria sowie in der Tela submucosa befindet,

wahrend in der Tunica muscularis und Tunica serosa die niedrigsten Zahlen
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vorliegen (Noviana et al. 2004). In dieser Publikation wird beschrieben, dass in
der Lamina propria des Magens und des Duodenums, unabhangig von der
Gewebefixierung, mehr metachromatisch gefarbte Mastzellen zu finden sind als
Tryptase und/oder Chymase positive Mastzellen. Zwischen den einzelnen
Dunndarmabschnitten verandert sich ihre Zelldichte nicht, und ihre Anzahl
nimmt in der Lamina propria von der Zotte zur Krypte hin zu (Spinato et al.
1990; Noviana et al. 2004). Intraepitheliale Mastzellen wurden nicht
nachgewiesen (German et al. 1999).

He konnte zeigen, dass es bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa des
Menschen zu einer Erhéhung der Mastzelldichte kommt (He 2004). German et
al. hingegen lieferte widerspruchliche Untersuchungsergebnisse hinsichtlich der
Mastzellinfiltration bei kaninen RDS. Dabei wurde eine Abnahme der
Mastzelldichte im Duodenum beschrieben (German et al. 2001, Locher et al.
2001).

Diese Befunde legen nahe, dass oxidativer Stress einen wesentlichen Beitrag
zur Pathogenese des RDS liefert. Zumindest in initialen Stadien wirde sich
oxidativer Stress nur in Stérungen der Zellfunktion auf3ern, so dass die Definition
des RDS als eine funktionelle Erkrankung des Darmes ohne ,Organbefund® voll
erfullt ware (Battino et al. 2002; Kruidenier et al. 2003; Siems et al. 2005;
Camilleri 2006; Spiller & Campell 2006; Wang et al. 2007; Kondo et al. 2009;
Spiller & Garsed 2009; Mearin et al. 2009; Ohman & Simrén 2010).

Weitere Untersuchungen sollten dann die genaueren Zusammenhange
zwischen oxidativem Stress und den weiteren Symptomen des RDS aufdecken
sowie erklaren, ob Antioxidantien gezielt therapeutisch dagegen eingesetzt

werden konnen.
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6 Zusammenfassung

Das Reizdarmsyndrom ist gekennzeichnet durch vielfaltige Symptome
unterschiedlicher Pathogenese und ist eine der haufigsten Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts. Im Vordergrund steht eine gestdrte Motilitat, die zum
einen durch Stérungen des enterischen Nervensystems, zum anderen auf
reflektorischem Weg durch eine erhohte Sensibilitat, aber auch durch
inflammatorische Prozesse hervorgerufen sein kann. In diesem Zusammenhang
ubernehmen reaktive Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle in der Entstehung
entzundlicher Erkrankungen des Magen- Darm- Trakts wie Reizmagen und
Reizdarm. Deshalb werden in der Therapie dieser Beschwerden haufig
Phytotherapeutika eingesetzt, so dass in der vorliegenden Arbeit die Wirkungen
des Magen- Darm- Therapeutikum STW 5 und seinen neun Einzelextrakten
sowohl in rein chemischen Testsystem (H,O./ Zymosan- Reaktion) als auch in
zellularen Modellen (Darmmodell, isolierte Mastzellenmodell) auf ihre

antioxidativen Wirkungen hin untersucht wurden.

In allen Untersuchungen wurden radikalfangende Effekte fur STW 5 und seine
Einzelextrakte gefunden, wobei die Extrakte je nach Testsystem unterschiedlich
stark wirksam waren. Im rein chemischen System zeigten die Extrakte aus
Pfefferminzblattern und Schollkraut dosisabhangig den starksten und die
Extrakte aus Iberis amara und Sussholz den schwachsten antioxidativen Effekt.
Auch im Darmmodell wurde die Radikalproduktion nach Stimulation mit
Histamin von Pfefferminzblatterextrakt am deutlichsten reduziert. Der Extrakt
aus Schollkraut zeigte sowohl im Darmmodell als auch im Mastzellenmodell die
schwachste Wirkung. Der Pfefferminzblatterextrakt war ebenso im
Mastzellenmodell wirksam, wobei es hier nach Stimulation mit Zymosan den
starksten hemmenden Effekt auf die Radikalproduktion aufwies. Auch der
Extrakt aus Melissenblattern war hier im Vergleich zu den vorherigen

genannten Tests deutlich wirksam. Dies veranschaulicht wiederum, dass die
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Extrakte immer in verschiedenen Testsystemen Uberprift werden sollten, damit

ihre radikalfangenden Eigenschaften charakterisiert werden kdnnen.

Weiterhin wurde Uberpruft, ob in Mehrkomponentenpraparate wie STW 5
hemmende oder aktivierende Synergien zwischen den Einzelextrakten
auftreten. Das Ergebnis im chemischen Modell deutete auf additive
Wechelwirkungen hin. Im Darmmodell und Mastzellenmodell hingegen kamen
wir zu dem Ergebnis, dass supraadditive Wechselwirkungen zwischen den

Einzelextrakten auftreten und somit zur Gesamtwirkung von STW 5 beitragen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das untersuchte
Phytotherapeutikum STW 5 und seine Einzelextrakte einerseits zu einer
signifikanten Reduzierung von in der Darmwand produzierten freien Radikalen
und andererseits zu einer Hemmung der Mastzellaktivierung flihren. Dieses
Wirkungsspektrum konnte durchaus auch einer pharmakologischen Therapie

des Reizdarmsyndroms mittels STW 5 zugrunde liegen.
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