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Einleitung 1

1  Einleitung und Fragestellung

1.1  lleum der Maus als Modell fiir pharmakologische Studien

Fir pharmakologische Untersuchungen am Gastrointestinaltrakt ist man zur
Beurteilung der Wirksamkeit verschiedener Medikamente auf Tiermodelle angewiesen.
Hieraus gewonnene Erkenntnisse konnen haufig auf den Menschen (bertragen
werden. In der Vergangenheit wurden Organpraparate Uberwiegend von Kaninchen
und Meerschweinchen flir Messungen der Darmkontraktilitat verwendet. Zunehmend
wird jedoch auch die Maus als geeignetes Tiermodell eingesetzt. Einerseits weil fur
diese Spezies eine groBe vegetative Reagibilitdat beschrieben wird, andererseits sind
bei der Maus genetische Veranderungen vergleichsweise leicht moglich, da die
genomische Sequenz der Maus, die Ahnlichkeiten zu der des Menschen aufweist,
bereits entschlisselt wurde [Bradley 2002; Waterston et al., 2002].

Da das Reizdarmsyndrom als Erkrankung den gesamten Dinn- und Dickdarm betreffen
kann, wahlten wir fir unsere Versuche das terminale lleum, dessen Anatomie und

Physiologie im nachsten Kapitel ndher beschrieben werden.

1.1.1 Anatomie des lleums

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

Tunica serosa.

Die in der Tunica mucosa vorkommende Lamina muscularis mucosae und die Tunica
muscularis sind als Schichten glatter Muskelzellen fir die Peristaltik notwendig. Die
Tunica muscularis gliedert sich aufgrund ihres jeweiligen Verlaufs in das Stratum
circulare und das Stratum longitudinale. Zwischen dieser Ring- und Langsmuskulatur
liegt das enterische Nervensystem mit den Plexus myentericus (P. Auerbach) und
submucosus (P. Meissner). Der P. myentericus steuert insbesondere die Motilitat und
Peristaltik durch Innervation der glatten Muskelzellen, der P. submucosus innerviert
dagegen die Lamina muscularis mucosae, fuihrt zu gleichmaBiger Bewegung der Darm-

zotten, dadurch zu verstarkter Peristaltik, und reguliert die Sekretion der Drisen in der
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Darmwand.

In der Mukosa, Submukosa und Serosa ist der groBte Teil der zellularen Komponenten
des intestinalen Immunsystems, wie intestinale Makrophagen und Lymphozyten
lokalisiert. Insbesondere im Ileum sind Ansammlungen von Lymphfollikeln in Peyer-
Plaques in der Tunica mucosa, vor allem in der Lamina propria, und der Submukosa

organisiert. Diese sind ebenfalls Teil des darmassoziierten Immunsystems.

1.1.2  Physiologie des lleums

1.1.2.1 Peristaltik
Die fir die Durchmischung des Speisebreis mit den Verdauungsenzymen und fir
dessen Weitertransport notwendige Peristaltik des Darms wird Uber myogene,

reflektorische und zentrale Mechanismen gesteuert.

Auf der Ebene der glatten Muskelzellen findet man spezielle Schrittmacherzellen, so
genannte interstitielle Cajal-Zellen, die rhythmisch Uberschwellige Depolarisationen,
d.h. Aktionspotentiale, unabhangig von externen Nervenimpulsen auslosen (slow
waves). Diese Depolarisationen breiten sich in aboraler Richtung aus, wodurch ein
basaler elektrischer Rhythmus entsteht, der im humanen lleum mit einer Frequenz von

ca. 8 min' zu entsprechenden Kontraktionen flihrt.

Reflektorisch wird die Peristaltik dadurch beeinflusst, dass, ausgeldst durch
bestimmte Reize, wie z.B. mechanische Dehnung des Darms, lokale Reflexbdgen
innerhalb des ENS aktiviert werden (siehe Kap. 1.1.2.2).

Vom zentralen Nervensystem aus greifen tUber den Nervus vagus und parasympa-
thische Nervengeflechte sowie Uber sympathische Fasern des Plexus thoracolumbalis
Mechanismen in die Steuerung der Motilitdt ein, die die Funktionen des ENS
modulieren (siehe Kap. 1.1.2.2) und die Konzentration motilitdtswirksamer Peptide
(z.B. Substanz P, Neurotensin, Motilin, Gastrin) verandern konnen. Allerdings muss
berlcksichtigt werden, dass aus dem Darmtrakt wesentlich mehr afferente Bahnen
zum ZNS ziehen als umgekehrt, so dass auch eine Beeinflussung zentraler

Regelzentren durch afferente Reize angenommen werden kann.

Man kann zwischen phasischen und tonischen Kontraktionen der glatten
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Darmmuskulatur unterscheiden. Die phasische Peristaltik besteht aus propulsiven,
nicht propulsiven und retrograden Kontraktionen. Bei der propulsiven Peristaltik
handelt es sich um ringférmig einschnirende Kontraktionen, die dem Weitertransport
des Darminhalts dienen. Sie beruhen einerseits auf dem Eigenrhythmus der
Muskulatur und auf lokalen Reflexen, innerviert durch das ENS, andererseits konnen
die Kontraktionen durch parasympathische Aktivitat gefordert werden. Im Gegensatz
dazu dient die nicht propulsive Peristaltik insbesondere der Durchmischung des
Chymus, durch lokale ringformige Kontraktionswellen entstehen so genannte Segmen-
tierungen. Die retropulsive Peristaltik tritt beim Menschen physiologischerweise nur

im Dickdarm auf, wo sie der Stuhlspeicherung dient.

Die phasischen Kontraktionen fuhren zu Pendelbewegungen, die dadurch entstehen,
dass wahrend die Langsmuskulatur eines Darmabschnittes kontrahiert, der
benachbarte Abschnitt relaxiert. Dies fordert ebenfalls die Durchmischung des

Chymus.

Die tonische Kontraktion ist stationdr und es kommt zur Bildung so genannter
digestiver Sphinkteren. Hierdurch entstehen intestinale Kompartimente, in denen

verschiedene Verdauungsvorgéange nebeneinander ablaufen kénnen.

1.1.2.2 Enterisches Nervensystem

Das enterische Nervensystem (ENS) ist Teil des vegetativen Nervensystems und
steuert weitgehend eigensténdig Funktionen wie die gastrointestinale Motilitat, die
Vermittlung des peristaltischen Reflexes, die Sekretion und die Resorption, die Durch-
blutung der Schleimhaut sowie die Immunabwehr. Die im Plexus myentericus
zwischen Ring- und Langsmuskelschicht und Plexus submucosus in der Submukosa
angeordneten Nervengeflechte durchziehen den gesamten GIT und enthalten mit ca.

10'° Neuronen etwa genauso viele Nervenzellen wie das Rickenmark.

GemaB ihren Aufgaben, unterscheidet man drei Arten von Neuronen: Die sensorischen
afferenten Neurone nehmen Reize aus dem Darm Uber Chemo-, Mechano- und
Thermorezeptoren auf und projizieren diese an Interneurone des ENS und an das ZNS.
Die Interneurone stehen, quasi als periphere Reflexzentren, unter Kontrolle von

Steuerzentren, die im Hypothalamus und in der Medulla oblongata lokalisiert sind, und
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innervieren Uber die viszeralen Motoneurone die glatte Muskulatur des GIT. Dabei
werden Neurotransmitter mit muskelkontrahierender (wie z.B. ACh, Serotonin,
Substanz P) oder muskelrelaxierender (bspw. Neurotensin, VIP, NO) Wirkung

freigesetzt.

Die genannten Steuerzentren im ZNS stehen lber Parasympathikus und Sympathikus
mit dem ENS in Verbindung. So enden parasympathische postganglionare Fasern an
Ganglienzellen und Interneuronen direkt an den Organen des GIT. Eine Reizung des
Parasympathikus fihrt zu einer Erregung der glatten Muskulatur und damit zu einer

gesteigerten Motilitat und Sekretion.

Die postganglionaren sympathisch innervierten Neurone hemmen die Erregungs-
Ubertragung an den exzitatorischen Nervenzellen und damit die Peristaltik, aber

aktivieren die glatte Sphinktermuskulatur.

1.1.2.3 Kontraktionsmechanismus der glatten Muskulatur

Die fur die Kontraktion verantwortlichen Myofilamente sind innerhalb der glatten
Muskelzellen ungleichmaBig angeordnet und durch so genannte ,dense bodies® und

subsarkolemmale ,,dense plaques® miteinander verbunden.

Obwohl auch in der glatten Muskulatur der Kontraktionsmechanismus direkt durch die
intrazellulire Ca*’-Konzentration reguliert wird, gibt es im Vergleich zum Skelett-
muskel einige charakteristische Unterschiede. Diese sind zunachst in den Mechanis-
men der Ca’*-Aktivierung zu finden: Einerseits gibt es, wie im Skelettmuskel, eine
elektromechanische Kopplung, bei der durch Aktionspotentiale aktivierte Ca*-Kanile
einen Ca”-Einstrom vom Extrazellulirraum erméglichen. Daneben spielen auch
pharmakomechanische Kopplungen uber durch Neurotransmitter und Second
Messenger aktivierte Signalkaskaden eine groBe Rolle, wodurch Ca” Uber G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren bzw. aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt wird.

Ein weiterer wichtiger Unterschied liegt in der Interaktion der Querbricken-bildenden
Filamente. In der glatten Muskulatur fiihrt die Ca**-Aktivierung iiber Bildung des Ca*'-
Calmodulin-Komplexes zur Phosphorylierung der Myosin-Leichten-Ketten, wodurch
deren ATPase-Aktivitdt und der Querbrickenmechanismus an die Aktinfilamente

induziert werden.
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Zu einer Abnahme des Tonus der glatten Muskulatur kommt es, sobald der
intrazelluldre Ca®*-Spiegel auf Werte unter 107 mol/| sinkt, wodurch die Bildung des
Ca**-Calmodulin-Komplexes abnimmt. Phosphat wird durch eine Phosphatase von den
leichten Ketten der Myosinkdpfe abgespalten, der Aktomyosin-Komplex wird nicht

mehr gebildet bzw. dissoziiert zu Aktin und Myosin und ermdglicht die Relaxation.
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1.2 Reizdarmsyndrom

1.2.1  Definition und Symptome

Das Reizdarmsyndrom (RDS) stellt eine der haufigsten Erkrankungen des Gastro-
intestinaltrakts (GIT) dar. Weltweit leiden ca. 10-20 % der Bevdlkerung an RDS, in
Deutschland 15-22 % [Hauser and Lempa 2004], wobei eine dreimal hohere Pravalenz

bei Frauen zu finden ist.

RDS ist definiert als eine funktionelle Darmerkrankung mit vielfaltigen Symptomen, die
sowohl einzeln als auch gemeinsam auftreten konnen. Dazu gehdren Beschwerden
und Schmerzen des Abdomens, begleitet von Krampfen, Véllegefihl und Blahungen,
Diarrh6 oder Obstipation. Des Weiteren findet man sehr haufig eine gesteigerte
Schmerzwahrnehmung auf Dehnungsreize im Darm-Trakt und eine erhdhte oder

gehemmte Peristaltik sowohl bei Nuchternheit als auch nach Nahrungsaufnahme.

Nach den neusten ROM Ill-Kriterien (Mai 2006) der American Gastroenterological
Association kann die Erkrankung RDS diagnostiziert werden, wenn der Patient die
auftretenden Symptome langer als sechs Monate beobachten konnte und diese fir
mindestens drei Tage pro Monat uUber einen zusammenhangenden Zeitraum von
wenigstens drei Monaten prasent sind [Drossman and Dumitrascu 2006]. Anhand
einer Klassifizierung der Stuhlkonsistenz konnen verschiedene Subtypen unter-

schieden werden [Longstreth et al., 2006].

Als Voraussetzung fur die positive Diagnose ,,Reizdarmsyndrom® muissen organische

Erkrankungen als Ursache fiir das Beschwerdebild ausgeschlossen werden.

1.2.2 Atiologie

Das RDS gilt als multifaktorielle Erkrankung, deren Pathomechanismus noch nicht
vollstandig geklart ist. Vor allem eine gestorte Motilitat und Veradnderungen der
Peristaltik konnen das Krankheitsbild hervorrufen. Aber auch vorangegangene
bakterielle Darminfektionen und inflammatorische Prozesse werden bei RDS-Patienten
haufig beobachtet. Stresssituationen kénnen die Symptome méglicherweise auslésen
oder negativ beeinflussen. Ein weiterer Hintergrund der Erkrankung konnen

Veranderungen der afferenten Verarbeitung, verbunden mit einer Modulation der
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reflektorischen Steuerung, sein. Unter anderem wird auch eine viszerale Hypersensi-
bilitat gefunden, die auf eine zentrale Stérung der Schmerzverarbeitung im Gehirn und
eine gestorte Interaktion zwischen cerebraler und spinaler Ebene zuriickzufiihren ist.
Ferner wird ein Zusammenhang von RDS und psychosozialen Faktoren bzw.

genetischer Disposition diskutiert [Musial and Enck 1996].

1.2.3 Pathophysiologische Mechanismen

Verschiedene Pathomechanismen werden mit der Entstehung des RDS in Zusammen-

hang gebracht.

Die ,,Motilitatshypothese® beruht auf der Annahme, dass die primére Stérung in einer
veranderten Motilitdat und Kontraktilitat besteht. Diese konnte durch Nahrungs-
aufnahme [Rogers et al., 1989], Stresssituationen [Musial 2002] oder eine allgemein
erhohte Reaktivitat des autonomen Nervensystems [Fukudo et al., 1993] bedingt sein.
Da ein allgemeingiltiges, reizdarmspezifisches Motilitdtsmuster jedoch nicht definiert

werden kann, wurde die These erweitert.

Die ,Hypersensibilitatshypothese® beschreibt eine erhdhte Empfindlichkeit bzw. eine
erniedrigte Toleranzschwelle der RDS-Patienten fir intestinale Dehnungsreize, die
aufgrund einer gestorten Verarbeitung afferenter Impulse zu gesteigerter Wahrneh-
mung intestinaler Kontraktionen fihren kdnnen. Damit einhergehend soll eine
reflektorisch gesteigerte Motilitat vorliegen [Gebhart 2000; Mertz et al., 1995]. Offen-
sichtlich spielt hier auch die ,brain-gut axis®, durch die Wechselbeziehungen zwischen
Darm und ZNS vermittelt werden, eine wichtige Rolle [Mayer et al., 2000; Silverman et
al., 1997; Talley 2006].

Des Weiteren riickt die ,,Entzindungshypothese“ zunehmend in den Fokus der Unter-
suchungen, da sie sowohl mit einer gestorten Darmmotilitdt als auch mit einer
veranderten Funktion des ENS einhergeht. Im Inflammationsgeschehen konnte einer-
seits in Tierexperimenten gezeigt werden, dass lokale Entziindungen zu einer Sensibili-
sierung viszeraler Afferenzen und einer VergroBerung der rezeptiven Felder der
Rickenmarksneurone fiihren kdénnen [Gebhart 2000; Mayer and Gebhart 1994].
Andererseits wird auch der Zusammenhang zwischen dem Auftreten des RDS und zeit-

lich vorangegangenen gastrointestinalen Infektionen [Tornblom et al., 2007] diskutiert.
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Akiho et al. [2005] stellten dazu die Hypothese auf, dass die postinfektiose Hyper-
kontraktilitat aus einer erhohten Prasenz immunaktiver Zellen resultiert, die wiederum
zu einer vermehrten Expression von COX-2 und Bildung von Prostaglandinen und
damit zu einer verstarkten Erregbarkeit der glatten Muskelzellen flihren. Aber nicht nur
die Kontraktilitat scheint postinfektios betroffen. Spiller et al. fanden nach voran-
gegangener Campylobacter-Enteritis neben einem Anstieg der enterochromaffinen
Zellen und der T-Lymphozyten eine erhdohte Permeabilitat der Darmwand [Chadwick et
al., 2002; Spiller et al., 2000]. Diese Faktoren konnten das postinfektiose RDS

fordern.

In der Inflammationsreaktion sind pathophysiologisch auch Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) von groBer Bedeutung. Sie kdonnen als Stressoren zu Veranderungen der Zell-
funktionen fuhren und dadurch unter anderem Motilitdt und Kontraktilitat, mukosale
Durchblutung und Sekretion beeinflussen. In dieser Arbeit liegt daher ein Schwerpunkt
auf der Untersuchung der Zusammenhénge zwischen oxidativem Stress, ROS und der
Darmkontraktilitét, u.a. auch durch Verwendung von lleumpraparaten aus Mausen, bei
denen das Enzym Glutathionperoxidase1 (GPx1) ausgeknockt war. Daher wird im
nachsten Kapitel auf ROS und oxidativen Stress eingegangen, bevor die

therapeutischen Ansatze beschrieben werden.
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1.3 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

Zu den reaktiven Sauerstoffspezies zdhlen radikalische Substanzen, wie das Hydroxyl-
radikal ("OH), das Superoxidanionradikal (O, *) und Peroxylradikale (ROO"), und nicht
radikalische Verbindungen wie Wasserstoffperoxid (H,0,) oder die Hypochlorsaure
(HOCI).

ROS entstehen im Kdrper sowohl endogen, z.B. in der mitochondrialen Atmungskette
oder in der NADPH-Oxidase-Reaktion, als auch exogen durch Umwelteinflisse wie z.B.
Chemikalien und Arzneimittel. Auch bei inflammatorischen Erkrankungen werden im
Korper vermehrt Radikale gebildet. Entsteht dadurch ein Ungleichgewicht zwischen
der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und ihrer Entgiftung in Richtung einer erhéhten

ROS-Konzentration, spricht man von oxidativem Stress [Kohen and Nyska 2002].

Entzindungsprozesse sind durch ein vermehrtes Auftreten proinflammatorisch
wirksamer Mediatoren wie zum Beispiel Zytokine, Prostaglandine und Leukotriene
gekennzeichnet und gehen mit Aktivierung der beteiligten Zellen einher [Katz et al.,
1999; Laufer 2003; Schreiber et al., 1992]. ROS werden in diesem Geschehen
vermehrt freigesetzt, einerseits um beispielsweise Bakterien abzuwehren, andererseits
entstehen sie als Nebenprodukte bei der Prostaglandin-Bildung. Des Weiteren haben
ROS eine Signalwirkung, indem sie unter anderem Transkriptionsfaktoren und
inflammatorische Gene aktivieren und Protein-Tyrosin-Phosphatasen inaktivieren
[Chapple 1997; Di Virgilio 2004].

1.3.1  Glutathionperoxidasen als Teil der antioxidativen Abwehr

Die Zellen konnen uber verschiedene Mechanismen oxidative Schaden verhindern
bzw. reparieren. Die antioxidative Abwehr wird dabei sowohl durch nicht enzymatische
als auch durch enzymatische Prozesse realisiert. Zu den nicht enzymatischen
Antioxidantien zahlen u.a. die Vitamine C, A und E, aber auch das Tripeptid Glutathion
(GSH). Zur Gruppe der enzymatischen Antioxidantien gehéren u.a. die Glutathion-
peroxidase (GPx), die Superoxid-Dismutase (SOD) und die Katalase. Die SOD
katalysiert die Entgiftung der Superoxidradikale. Bei dieser Reaktion wird durch

Disproportionierung Wasserstoffperoxid und Sauerstoff gebildet. Die Katalase reguliert
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neben der GPx die H,0,-Konzentration, indem sie H,0, durch Disproportionierung zu

Sauerstoff und Wasser umsetzt.

Die Glutathionperoxidasen sind Selenoproteine, die organische und anorganische
Hydroperoxide unter Verbrauch von Glutathion oder einem anderen Thiol in die
entsprechenden Hydroxyverbindungen reduzieren konnen. Finf GPx-lsoenzyme
wurden bisher naher beschrieben: die zytosolische GPx (GPx1), die gastrointestinale
GPx (GPx2), die plasmatische GPx (GPx3), die Phospholid-Hydroperoxid GPx (GPx4a)
und die in spaten Spermatiden kernlokalisierte GPx (GPx4b).

Ho et al. [1997] konnten zeigen, dass die GPx1 den groBten Beitrag an der GPx-
Aktivitat im Gewebe liefert. Messungen mit GPx1-defizienten Mausen fihrten zu dem
Ergebnis, dass diesem Enzym eine bedeutende Rolle im Schutz vor oxidativen Zell-
schaden zukommt [Flentjar et al., 2002]. Fehlt dieses Enzym, tritt vermehrt durch ROS
hervorgerufener oxidativer Stress auf, der im GefaBsystem mit einer endothelialen

Dysfunktion verbunden ist [Forgione et al., 2002].
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1.4 Therapie mittels Phytopharmaka und Homoéopathika

Die derzeitige Therapie des Reizdarmsyndroms richtet sich nach den jeweiligen Leit-
symptomen, da aufgrund des ungeklarten Pathomechanismus keine kausale Therapie
zur Verfigung steht. So werden je nach Beschwerden wu.a. Spasmolytika,
Antidiarrhoika, Laxantien, Karminativa und Probiotika eingesetzt. Des Weiteren laufen
derzeit klinische Studien mit Opioid-Agonisten und Serotonin-Antagonisten und -Ago-
nisten [Hansen 2003], sowie Untersuchungen zu mdglichen Neurokinin-Rezeptor-Anta-
gonisten [Herbert and Holzer 2002b]. Dabei erweist sich jedoch vor allem die gezielte
Wirkung an den spezifischen Rezeptoren als schwierig. In den USA wurde erst im April
diesen Jahres dem 5-HT;-Rezeptor-Antagonist Tegaserod aufgrund schwerer kardio-

vaskularer Nebenwirkungen die Zulassung entzogen [Thompson 2007].

Daher stellen pflanzliche Mehrkomponenten-Praparate eine sehr gute Alternative dar.
Die darin enthaltenen Arzneipflanzenextrakte bieten ein breites Wirkspektrum im
Sinne einer Multi-Target-Therapie [Wagner 2006]. Zudem kann das Risiko von Neben-
wirkungen aufgrund einer geringeren Dosierung der einzelnen Extrakte deutlich
gesenkt werden. Daruber hinaus werden auch homoopathische Arzneimittel als Mono-
substanz oder in Komplexpraparaten in der Therapie des RDS eingesetzt. Seitens der
Patienten spielt sowohl die Phytotherapie als auch die Homdopathie durch eine hohe

Compliance und vergleichsweise geringe Kosten eine wichtige Rolle.

Da in der vorliegenden Arbeit Wirkungen von Iberogast® und seinen Einzelextrakten
sowie von homoopathischen Tinkturen untersucht wurden, sollen diese Pharmaka in

den folgenden Abschnitten naher beschrieben werden.

1.4.1 STW5

STW 5 (Iberogast®) ist ein Kombinationspréparat, das bei funktionellen Beschwerden
des Gastrointestinaltrakts eingesetzt wird, und aus alkoholischen Ausziigen aus der
Frischpflanze lberis amara und acht Drogen besteht: Pfefferminzblatter, Kamillen-
bliten, StBholzwurzel, Angelikawurzel, Kimmelfriichte, Mariendistelfriichte, Melissen-
blatter und Schollkraut. Die beschriebenen Wirkungen der Einzelextrakte auf den

Gastrointestinaltrakt sind sehr vielféltig und in Tab. 1 zusammengefasst dargestellt.

In verschiedenen Studien konnten bereits motilititsmodulierende Effekte fir die
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pflanzlichen Extrakte und teilweise auch fir einzelne isolierte Inhaltsstoffe auf den GIT
des Meerschweinchens und der Ratte gezeigt werden. [Ammon et al., 2006; Gharzouli
and Holzer 2004; Hammad and Abdalla 1997; Heinle et al., 2006; Nahde and Murad
2004; Schemann et al., 2006; Wegener and Wagner 2006].

Im Entziindungsgeschehen scheint STW 5 ebenso eine Rolle zu spielen: antioxidative
radikalfangende Eigenschaften konnten in verschiedenen Modellen gezeigt werden
[Germann et al., 2006; Schempp et al., 2006]. Die viszerale Hypersensitivitat als ein
diskutierter pathophysiologischer Mechanismus der funktionellen Stérungen konnte
unter Behandlung mit STW 5 gesenkt werden [Muller et al., 2006].

Des Weiteren wurde anhand experimenteller Untersuchungen an der Ratte eine ulcus-
protektive Wirkung fur STW 5 beschrieben, die mit einer erhohten Bildung des
schleimhautschitzenden Prostaglandin E; und einer verminderten Produktion an
Magensaure einhergeht [Khayyal et al., 2006]. Bislang wenig untersucht sind die

Effekte im Mausmodell.



Einleitung 13

Extrakt aus Wirkung im GIT

Pfefferminzblatter (Menthae pip. folium) spasmolytisch, antioxidativ, karminativ,
antiphlogistisch

Kamillenbllten (Matricariae flos) antiphlogistisch, antioxidativ, spasmolytisch,
karminativ, ulcusprotektiv

SuBholzwurzel (Liquiritiae radix) spasmolytisch, ulcusprotektiv, antioxidativ,
antiphlogistisch

Angelikawurzel (Angelicae radix) spasmolytisch, karminativ, antiphlogistisch,
fordert die Magensaftsekretion

Kdmmelfrichte (Carvi fructus) karminativ, spasmolytisch, antiphlogistisch,
antioxidativ

Mariendistelfriichte (Cardui mariae fructus) | antioxidativ, antidyspeptisch, cytoprotektiv in
Leber und Magen

Melissenblatter (Melissae folium) spasmolytisch, antioxidativ, beruhigend

Schollkraut (Chelidonii herba) spasmolytisch, cholekinetisch, choleretisch,
antiphlogistisch

Bittere Schleifenblume (lberis amara) prokinetisch, tonisierend an glatter relaxierter,
intestinaler Muskulatur

Tab. 1: Wirkungen der Einzelextrakte aus STW 5 auf den GIT [Germann et al., 2006;
Heinle et al., 2006; Hohenester et al., 2004; Khayyal et al., 2006; Reichling and Saller
2002; Saller et al., 2002; Wegener and Wagner 2006]
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1.4.2 Homoéopathische Tinkturen

Die bekannten Grundprinzipien der klassischen Homdopathie, ndmlich das Ahnlich-
keitsprinzip (,similia similibus curentur®) und die Potenzierung bzw. Dynamisierung,
wurden in dieser Arbeit auBer Acht gelassen. Es sollte hier nur der Frage
nachgegangen werden, welche Wirkungen verschiedene homdopathische Tinkturen
auf die spontane Kontraktilitat des Mause-lleums ausiiben. Daflir wurden die in Tab. 2
genannten Homoopathika aufgrund ihrer Verwendung als Monosubstanz und in
Komplexpréparaten mit Anwendungsgebieten im Bereich der Magen-Darm-
Erkrankungen ausgewahlt. Homdopathische Arzneimittel, die Chamomilla, Colo-
cynthis, Ignatia, Lachesis oder Asa foetida enthalten, werden bevorzugt bei gastro-
intestinalen Beschwerden eingesetzt, die von ,Krampfen und spastischen Stérungen®
begleitet sind. Demgegenuber wird fir Praparate, die Lycopodium oder Magnesium

chloratum beinhalten, eine allgemeine ,Verdauungsschwache® als Indikation genannt.

Substanz Anwendung im GIT bei folgenden Beschwerden
Asa Foetida Urtinktur Nervose Storungen der Verdauungswege, Darmtragheit
Chamomilla Urtinktur Entziindungen und Kréampfe der Verdauungsorgane,

Meteorismus, Diarrho

Colocynthis Urtinktur Schmerzhafte Krampfe des Magen-Darm-Kanals und des
Gallensystems, Meteorismus

Ignatia Urtinktur Nervose Stérungen, Krampfe und Spasmen

Lachesis D4 Krampfe, Infektionen

Lycopodium Urtinktur Verdauungsschwéache, Entziindungen im Darm,
Leberstérungen

Magn. chlorat. Urtinktur Verdauungsschwache, Obstipation

Tab. 2: Anwendungsgebiete der hier eingesetzten Homodopathika im GIT [Boericke
2004]
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1.5 Fragestellung

Ausgehend einerseits von der Vorstellung, dass das Reizdarmsyndrom letztlich in einer
gestorten Peristaltik bzw. Kontraktilitdt des Dunndarms besteht, (wobei offensichtlich
Entzindungsmechanismen und damit oxidativer Stress von wesentlicher Bedeutung
sind), andererseits von der praktischen Erfahrung aus der Apotheke, dass die Therapie
solcher chronischen Erkrankungen vor allem mit phytotherapeutischen Mitteln eine
hohe Compliance aufweist, sollten an normalen Mause-llen folgende Untersuchungen

durchgefihrt werden:

1) Charakterisierung der Effekte von STW 5 und seinen Einzelkomponenten auf die
spontane Peristaltik. Neben Dosis-Wirkungs-Beziehungen sollten auch mogliche

synergistische Effekte untersucht werden.

2) Charakterisierung der Effekte ausgewahlter homdopathischer Tinkturen auf die

spontane Peristaltik.

3) Charakterisierung der Effekte von STW 5 auf die durch Modulatoren (Acetyl-
cholin, Prostaglandin F,,, Substanz P und Neurotensin) erzielten Verande-

rungen der Peristaltik.

Des Weiteren sollten unter der Annahme, dass Entziindungen und damit oxidativer
Stress pathophysiologisch flr das Reizdarmsyndrom eine wichtige Rolle spielen,
Untersuchungen am lleum von GPx1(-/-)-Méausen durchgefiihrt werden, bei denen

gestorte Peroxidstoffwechsel und oxidativer Stress erwartet werden kénnen.

4) Charakterisierung der Effekte von STW 5 und seinen Einzelkomponenten auf

Peroxid-stimulierte Kontraktilitat in Wildtyp- und KO-Tieren

5) Charakterisierung der Effekte von STW 5 auf Peroxid-stimulierte ROS-Bildung in
Wildtyp- und KO-Tieren

6) Letztlich sollten orientierende Versuche an humanen lleumpraparaten
durchgefihrt werden, um die Ergebnisse der Untersuchungen am Maus-Modell

besser bewerten zu konnen.
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2 Material

2.1 Gerate

Biophotometer, Eppendorf, Hamburg

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

Kraftaufnehmer SG3-0.25 SWEMA, Stockholm

Luminometer TD-20/20, Turner Designs, Promega, Mannheim
Thermocycler, Mastercycler, Eppendorf, Hamburg

Messkraftverstarker MGCplus, Hottinger Baldwin Messtechnik, Darmstadt
Metallblockthermostat DRI-Block® DB-3D, Techne, England
Operationsbinokular mit Beleuchtungseinheit, Zeiss, Oberkochen

Perfusionskammer mit Messeinrichtung zur Untersuchung der Darmkontraktion,

Physiologisches Institut, Universitat Tubingen

Stativpumpe ISM 853 Ismatec, Glattbruck-Zurich

Thermometer HI 8314 Membrane pH-Meter HANNA-Instruments, Roth, Karlsruhe
Thermo-Spectrometer, Genesys6, Rochester, USA

Thermostat Colora, Lorch

Vortex-Genie, Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz

Waage AC 100, Mettler, GieBen

Waage BP 121 S, Sartorius, Gottingen

Zentrifuge Hettich EBA 3S, Hettich, Tuttlingen

2.2 Chemikalien

Acetylcholinhydrochlorid, Sigma, Steinheim
Agarose, Biomol, Hamburg

Rinderserumalbumin (BSA), Sigma, St.Louis
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Bio-RAD-Reagenz Coomassie Brilliant Blue G250, Bio-Rad

Minchen

Calciumchlorid-Dihydrat, Roth, Karlsruhe
Dikaliumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Dimethylsulfoxid, Sigma, Steinheim
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck, Darmstadt
Ethanol absolut zur Analyse, Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid, Roth, Karlsruhe
Etylendiamintetraessigsaure, Sigma, Steinheim
Glucose-Monohydrat, Roth, Karlsruhe
Glutathion Reductase, Sigma, Steinheim
HEPES, Roth, Karlsruhe
Histamindihydrochlorid, Sigma, Steinheim
Kaliumchlorid, Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat, Roth, Karlsruhe
L-Glutathion reduziert, Sigma, Steinheim
Luminol, Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid, Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt
N-Butylscopolaminbromid, Sigma, Steinheim

Neurotensin, Sigma, Steinheim

Laboratories GmbH,

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert, Sigma, Steinheim

NucleoSpin®Tissue Kit, Macherey-Nagel, Diren

Papaverin, Sigma, Steinheim
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Prostaglandin F,,TrisSalt, Sigma, Steinheim

Protein Assay, Bio-Rad Labor GmbH, Minchen

Salzsaure, Merck, Darmstadt

Substanz P Acetate Salt Hydrate, Bachem, Bubendorf, Schweiz
tertiar-Butylhydroperoxid, Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 30 %, Universitatsapotheke, Tiibingen

2.3 Phytotherapeutika

Alle genannten Extrakte wurden von der Firma Steigerwald Arzneimittel GmbH

(Darmstadt) zur Verfiigung gestellt.

2.3.1 STW 5 und seine Einzelextrakte

STW 5 (Iberogast®) ist ein Kombinationspraparat aus neun Einzelextrakten. Es handelt
sich bei den Extrakten um Auszlige aus getrockneten Pflanzenteilen von Pfefferminz-
blattern, Kamillenbliten, SuBholzwurzel, Angelikawurzel, Kimmelfrichten, Marien-
distelfriichten, Melissenblattern und Schollkraut. Der Extrakt aus Iberis Amara stellt
als Frischpflanzenauszug eine Ausnahme dar. Tab. 3 charakterisiert die Einzelextrakte
und zeigt deren Anteil in STW 5.

Alle Extrakte wurden vor der Verwendung gut geschittelt, um eventuell vorhandenen
Bodensatz zu suspendieren. Die Verdunnungen erfolgten mit Tyrode-Losung. Dazu
wurden die Pflanzenextrakte in jeweils 100 ml Tyrode-Lésung appliziert, so dass sich
jeweils Endkonzentrationen von 2, 5 und 10 pl/ml ergaben. Genauere Angaben zu den

eingesetzten Konzentrationen finden sich im Kapitel 4.1.1.2.
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Zusammensetzung Drogen-
Einzelextrakt von STW 5 Extrakt- Extraktionsmittel Abkiirzung
(ml/100 ml) Verhaltnis

Pfefferminzblatter 5 1:3 Ethanol 30 % Pfe
Kamillenbliten 20 1:3 Ethanol 31 % Kam
SiiBholzwurzel 10 1:3 Ethanol 30 % SuB
Angelikawurzel 10 1:3 Ethanol 31 % Ang
Kimmelfriichte 10 1:3 Ethanol 30 % Kim
Mariendistelfriichte 10 1:3 Ethanol 31 % Mar
Melissenblatter 10 1:3 Ethanol 30 % Mel
Schollkraut 10 1:3 Ethanol 30 % Schoé
Iberis amara 15 1:2 Ethanol 33 % Ibe

Frischpflanze

Tab. 3: Zusammensetzung von STW 5

2.3.1.1

STW 5 - Varianten

Zum Vergleich gegenuber STW 5 standen weitere Forschungspraparate zur Verfugung.

Tab. 4 gibt einen Uberblick iiber deren Zusammensetzung. STW5Kombé und

STW5Komb4 sind Kombinationspraparate aus sechs bzw. vier Einzelextrakten,

STW5-Ibe enthalt alle Komponenten von STW 5 auBer dem Frischpflanzenauszug Iberis
amara. STW5Sch610 enthalt ebenfalls alle Einzelextrakte von STW 5, jedoch ist der

Schollkrautextrakt auf 10 % alkaloidabgereichert.

Alle Extrakte wurden vor Verdunnung mit Tyrode ebenfalls gut geschuttelt und in der

Konzentration [10 pl/ml] eingesetzt.
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Extrakt STWS5 STW5Komb6 STW5Komb4  STW5-lbe STW5Sché10
Pfefferminzblatter 5 10 30 5 5
Kamillenbliten 20 30 30 20 20
SiiBholzwurzel 10 10 10 10 10
Angelikawurzel 10 10 10
Kimmelfriichte 10 20 10 10
Mariendistelfriichte 10 10 10
Melissenblatter 10 15 10 10
Schollkraut 10 10 10*
Iberis amara 15 15 30 15
Ethanol 30 % 15

Tab. 4: Zusammensetzung der STW 5-Varianten, alle Angaben in ml/100 ml. *enthalt
den Schollkrautextrakt Scho10.

2.3.1.2 Alkaloidabgereicherte Schoéllkrautextrakte und die Alkaloidfraktion

Neben dem vollstandigen Schollkrautextrakt (Schd) standen mittels Fest-
phasenextraktion auf 10 % (Sch610) und 2 % (Sch62) Gesamtalkaloidgehalt abge-

reicherte Extrakte sowie die abgetrennte Alkaloidfraktion (SchoAlk) zur Verfigung.

Zur vergleichenden Beurteilung mit dem vollstéandigen Schoéllkrautextrakt wurde Scho2
mit der Alkaloidfraktion rekonstituiert, so dass der Gesamtalkaloidgehalt von
4,17 ug/ml wieder erreicht wurde. Genaue Angaben zu den eingesetzten

Konzentrationen finden sich im Kapitel Ergebnisse.
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2.4 Homoopathika

Tab. 5 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten homdopathischen Substanzen, die
alle in Losung vorlagen und von der Firma Steigerwald Arzneimittel GmbH (Darmstadt)
zur Verfliigung gestellt wurden. Angegeben sind der Alkoholgehalt der Lésung, der
Trockenrtckstand, die in den Versuchen eingesetzte Konzentration und die im Text
verwendete Abkurzung. Bis auf Lachesis lagen alle Losungen als Urtinkturen vor, aus
welchen durch Verdinnung mit Tyrode-Ldsung die entsprechenden Konzentrationen
hergestellt wurden. Hierbei wurde nicht nach homdopathischer Verfahrensweise
verdinnt. Das Ziel der Versuche war die Wirkung der Substanzen am lleum naher zu

charakterisieren.

Alkohol- Trocken- Verwendete

Substanz gehalt riickstand Konzentration [ug/ml  Abkiirzung
[V%] [%] bzw. mol/I]

Asa Foetida Urtinktur 86 4,6 46 pg/mi Asa
Chamonmilla Urtinktur 64 1,4 14 und 140 pg/ml Cham
Colocynthis Urtinktur 88 1,7 170 pg/ml Colo
Ignatia Urtinktur 70,8 1,5 150 pg/ml Ign
Lachesis D4 0 k.A. 1:100 verdinnt Lach
Lycopodium Urtinktur 89 2,1 210 pg/ml Lyco
Magn. chlorat. Urtinktur 52 k.A. 5*10*und 5* 10 mol/I Mag

Tab. 5: Untersuchte homodopathische Tinkturen. Aufgelistet sind Alkoholgehalt und
Trockenruckstand der jeweiligen Tinktur nach Herstellerangaben, sowie die in den
Messungen verwendeten Konzentrationen und Abkurzungen. (k.A. = keine Angaben).
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2.5 Loésungen

Normal-Tyrode-Losung als physiologische Salzlosung

NaCl 118,0 mM
KCI 50 mM
CaCl, x 2 H,0 2,5 mM
MgSO, x 7 H,0 1,2  mM
NaH,PO, x H,0 1,5 mM
Glucose-Monohydrat 50 mM
HEPES 10,0 mM

Die Losung wurde mit NaOH 10M auf pH 7,4 eingestellt.

Acetylcholin-LOsung

Es wurde eine Acetylcholin-Stammldsung [10?M] in Tyrode-Lésung hergestellt und
daraus durch weitere Verdinnung mit Tyrode-Losung 10°, 10®° und 10 Molare

Losungen.

ProstaglandinF; 4 -LOsung

Es wurde eine ProstaglandinF,,-Stammldsung [10’3M] in Ethanol 50 % hergestellt und

daraus durch weitere Verdiinnung mit Tyrode-Lsung eine 10 Molare Lsung.

Substanz P-Losung

Es wurde eine Substanz P-Stammldsung [5*10*M] in Tyrode-Losung hergestellt und

daraus durch weitere Verdiinnung mit Tyrode-Lsung 10 und 10”7 Molare Lésungen.

Neurotensin-Losung

Es wurde eine Neurotensin-Stammldsung [5* 10*M] in Tyrode-Lésung hergestellt und
daraus durch weitere Verdinnung mit Tyrode-Losung 10°, 10® und 107 Molare

Losungen.

Histamin-LOosung

Es wurde eine Histamin-Stammldsung [10’2M] in Tyrode-Losung hergestellt und daraus

durch weitere Verdiinnung mit Tyrode-Lésung eine 10 Molare Lésung.
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H,0,-L6sung
Es wurde eine H,0,-Stammlésung [5* 102M] in Tyrode-Losung hergestellt und daraus
durch weitere Verdinnung mit Tyrode-Lésung 10, 2.5*10™, 5*10™* und 10 Molare

Losungen.

tertidr-Butylhydroperoxid-Losung

Es wurde eine tBHP-Stammldsung [5* 102M] in Tyrode-Lésung hergestellt und daraus

durch weitere Verdinnung mit Tyrode-Losung eine 5*10™ Molare LOosung.

Butylscopolaminbromid-Losung

Es wurde eine Butylscopolaminbromid-Stammldsung [10‘3M] in Tyrode-Losung herge-
stellt und daraus durch weitere Verdinnung mit Tyrode-LOsung eine 10° Molare

Losung.

Papaverin-Losung

Es wurde eine Papaverin-Stammldsung [10°M] in Tyrode-Losung hergestellt und

daraus durch weitere Verdiinnung mit destilliertem Wasser eine 10 Molare Lésung.

2.5.1 Loésungen zur Messung der Chemilumineszenz

Luminol-LOsung

Fir die 11,3 mM Losung wurden 2,0 mg Luminol in 1,0 ml DMSO im Dunkeln gel0st.

H;0,-Lésung

Es wurde eine 10'M Stammldsung in Tyrode-Losung hergestellt und daraus durch

weitere Verdiinnung mit Tyrode-Losung 10°, 5* 10 und 10 Molare Lésungen.

tertidr-Butylhydroperoxid-Losung

Es wurde eine 10'M Stammldsung in Tyrode-Losung hergestellt und daraus durch

weitere Verdiinnung mit Tyrode-Lésung 10°, 5* 10 und 10 Molare Lésungen.
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2.6 Biologische Materialien

2.6.1 lleumpraparate der Wildtyp-Maus

Die Wildtyp-Mause (WT) der Zuchtlinie C57BI6 wurden von der Firma Charles River,
Sulzfeld bezogen und entsprechend gesetzlicher Regularien in Tierrdumen des
Physiologischen Instituts der Universitat Tibingen (offene Gemeinschaftskafige,
12/12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus) gehalten und weitergeziichtet; Standardfutter

(Nagetierfutter, Ssniff, Soest) und Wasser standen ad libitum zu Verfigung.

Die Tiere wurden durch CO,-Asphyxie und zervikale Dislokation getdtet. Nach Offnung
des Peritoneums wurde ein ca. 2 cm langes Praparat des distalen lleums entnommen.
Dies wurde mit Tyrode-Losung durchgespult und von Fettgewebe und Mesenterium
befreit. AnschlieBend wurden 4 mm lange Ringpréaparate fiir die Bestimmung der

Kontraktilitat und der Radikalbildung vorbereitet.

2.6.2 lleumpraparate der GPx1(-/-)-Maus

Von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Lackner des Institutes fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universitat Mainz wurden uns Glutathionperoxidase 1(-/-)-
Mause (GPx1-KO) zur Verfugung gestellt und in den Tierrdumen des Physiologischen
Instituts der Universitat Tlibingen weitergezichtet. Die Tiere haben den genetischen
Hintergrund der C57Bl6-Méause, jedoch wurde das fir die GPx1 kodierende Gen
inaktiviert, indem die kodierende Sequenz durch Einsetzen einer ,Neomycin-Resistenz-
Gen-Kassette® in Exon 2 unterbrochen wurde [Ho et al., 1997]. Die dadurch erhaltenen
Tiere waren homozygot bzgl. GPx1(-/-), dennoch erfolgte bei den Nachkommen

stichprobenartig eine Uberpriifung des Genotyps mittels PCR (siehe Kapitel 3.1.8).

Fir die Messungen wurden 4 mm lange Ringpraparate des distalen lleums, wie unter

2.6.1 beschrieben, vorbereitet.
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2.6.3 Humane lleumpraparate

Von der Universitatsklinik fir Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie
Tubingen wurden humane Illeumpréaparate, die im Rahmen von Operationen fur
histopathologische Untersuchungen entfernt worden sind, anonym zur Verfligung

gestellt.

Die Gewebeproben wurden von Fettgewebe und Mesenterium befreit und als
ca. 4 * 4 mm groBe Streifenpraparate fur die Messungen der Kontraktilitat sowie der

Chemilumineszenz vorbereitet.
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3 Methoden

3.1 Kontraktionsmessungen

3.1.1  Messanordnung zur Darmmotilitat

Die Darmpraparate wurden mit 2 Edelstahlnadeln quer zum Darmlumen im Abstand
von 2 mm durchstochen und an den Nadeln in eine thermostatisierte Versuchs-
kammer eingehangt, die mit auf 37°C erwarmter Tyrode-Losung perfundiert wurde.
Die eine Nadel war mit einer Mikrometerschraube verbunden, um die Grundspannung
vorzugeben, die andere war mit dem Kraftaufnehmer verbunden, der die durch
Vordehnung oder durch spontane bzw. stimulierte Kontraktionen auftretenden
isometrischen Krafte erfasste und das Signal Uber den Messverstarker an den
Computer weitergeleitet hat. Dieses Signal wurde mit der Software AxoScope9
kontinuierlich aufgezeichnet, gespeichert und wie spater beschrieben ausgewertet.
RegelmaBig wurde die Kraftregistrierung mit Hilfe einer Federwaage im Messbereich

bis 50 mN geeicht. In Abb. 1 wird die Versuchsanordnung schematisch gezeigt.

Thermostat Computer

Messkraft-
verstarker

Mikrometerschraube §&§

Kraftaufnehmer —

i

Abb. 1: Messanordnung zur in vitro-Messung der mechanischen Darmmotilitat



Methoden 27

3.1.2 Spontane Kontraktionen der lleumpraparate der Wildtyp-Maus

Die in die auf 37°C beheizte Versuchskammer eingespannten Illeumpraparate wurden
zunachst auf einen Kraftwert von 0,8 mN vorgedehnt. Unter Perfusion mit Tyrode-
Losung zeigten sie nach einer Equilibrierungsphase von ca. 30 Minuten eine gleich-
maBige, phasische Spontanrhythmik, die in einem Zeitraum von durchschnittlich acht

Stunden konstant zu beobachten war.

Zur Charakterisierung der unbeeinflussten spontanen Peristaltik wurden die mittlere
Amplitude Py, (in mN) und die mittlere Frequenz Fyy, (in min‘1) ausgewertet. P, wurde
ermittelt, indem in einem reprasentativen Zeitraum von zwei Minuten die Hohe der
einzelnen Amplituden gemessen und anschlieBend gemittelt wurde. Um Fy, anzu-
geben, wurde die Anzahl der Amplituden in einem Zeitraum von funf Minuten gezahlt
und pro Minute berechnet. Diese unter Tyrode-Perfusion gemessenen Parameter

wurden fur jedes Praparat gleich 100% gesetzt.

Um Effekte der verschiedenen Extrakte auf die spontane Peristaltik zu messen, wurde
die zulaufende Tyrode-Losung durch die jeweilige vorbereitete Testlésung ersetzt.
Dafur wurden die in Kap.2.3 und 2.4 genannten Pflanzenextrakte und homoo-
pathischen Tinkturen in jeweils 100 ml Tyrode-Lésung appliziert, so dass sich fir die
Phytopharmaka Konzentrationen von 2 bis 10 pl/ml und fiir die Homdopathika von 14
bis 210 ug/ml (berechnet aus den Trockengehalt-Angaben) ergaben. Zum Vergleich
mit den Extrakten wurden Papaverin (Pap) und Butylscopolamin (Bsc) [je 107 M]

eingesetzt.

Fir alle Extrakte betrug die jeweilige Applikationsdauer zehn Minuten, wahrend der die
Effekte auf die Peristaltik ausgewertet wurden. Folgte der Verlauf der typischen
Registrierung, wie in Abb. 2 dargestellt, so wurden Pgy;,. und Fgyi,. aus den Kontrak-
tionen in der achten Minute ermittelt. Als Besonderheit traten nach Applikation von
Lachesis-Tinktur transiente Effekte auf, die zusatzlich ausgewertet wurden: eine
Relaxation des Praparats, verbunden mit einer reduzierten Amplitude der spontanen
Kontraktilitat. Alle ermittelten Werte wurden auf die jeweils mittleren Werte Py, bzw.
Fryr (=100%) bezogen.
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Abb. 2: Einfluss eines Phytopharmakons auf die Spontanrhythmik: Typischer Verlauf
mit Darstellung der Parameterauswertung (Beispiel einer Originalregistrierung).

Losungsmittel-Kontrollen

Da sowohl die Phytopharmaka als auch die Homo6opathika als ethanolische Extrakte
oder Losungen vorlagen, wurden Kontroll-Messungen mit Ethanol entsprechender
Konzentration [Endkonzentration 3,0, 4,2, 5,2 bzw. 8,6 %.] durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigten, dass das Losungsmittel in diesen Konzentrationen weder die
Amplitude noch die Frequenz der phasischen Spontanrhythmik signifikant beein-

flusste, so dass auf ihre Darstellung verzichtet wurde.
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3.1.3 Durch Neurotransmitter stimulierte Kontraktionen der lleum-
praparate der Wildtyp-Maus

Um verschiedene funktionelle Stérungen zu simulieren, wurden Acetylcholin (ACh),
Prostaglandin F,, (PGF,,), Substanz P (SP) und Neurotensin (NT) als physiologische
bzw. pathophysiologische Modulatoren der Darmfunktion in Konzentrationen von 10

bis 10 M (ndhere Angaben jeweils bei den Ergebnissen) eingesetzt.

Zunachst wurden deren Wirkungen wahrend einer Applikationsdauer von zehn Minuten
auf die Spontanperistaltik der lleumpraparate untersucht. Um die meist in @hnlicher
Weise auftretenden typischen Effekte auf die Kontraktilitdt zu charakterisieren,
wurden einerseits die Wirkungen auf die Amplitude und die Frequenz im Zeitraum
einer maximalen Antwort, Py., bzw. Fy.x, Sowie in der achten Minute nach Applika-
tionsbeginn, P/Fguin, ausgewertet. Andererseits wurden tonische Kontraktion T bzw.

Relaxation R ausgewertet, sofern diese im Beobachtungszeitraum auftraten.

AnschlieBend wurde die Wirkung der pflanzlichen Extrakte auf die induzierte

Kontraktion untersucht.

Am Beispiel von ACh wurden dabei zwei verschiedene Applikationsprotokolle
verglichen. Im ersten Fall wurden Extrakt [10 ul/ml] und ACh [10‘5M] fir zehn Minuten
gleichzeitig zur Perfusionslésung appliziert, im zweiten Fall wurde das Gewebe
zunachst fir zehn Minuten mit Extrakt [10 ul/ml] vorbehandelt und daraufhin ACh
[10‘5M] der Extrakt-Losung zugesetzt (Abb. 3).

Ausgewertet wurden jeweils die gleichen Parameter wie bei alleiniger Applikation der
Stimulantien, so dass die Differenzen, die sich aufgrund des zugesetzten Extrakts
ergaben, deutlich wurden. Alle durch Wirkstoffzugaben auftretenden Anderungen der
Amplitude und Frequenz sowie weitere Effekte (T bzw. R) wurden in prozentualer

Relation zu Py, bzw. Fyy, angegeben.
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Acetylcholin [10-°M]

\

Kraft n
Tyrode STW 5 [10ul/ml] Tyrode
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Abb. 3: Einfluss von STW 5 auf die ACh-induzierte Kontraktion (Beispiel einer
Originalregistrierung). Ausgewertet wurden die tonische Kontraktion T sowie Pgy;,. und
Femin.- Diese Werte wurden auf P/Fr,, (=100%) bezogen und verglichen mit denen der
alleinigen ACh-Applikation.

Um die Wirkung der pflanzlichen Extrakte auf die Prostaglandin F,,-, die Substanz P-
und die Neurotensin-induzierte Stimulation des lleums zu untersuchen, wurde das
zweite Protokoll verwendet, d.h. dass das Gewebe bereits fiir zehn Minuten mit dem
jeweiligen Extrakt vorbehandelt wurde. Abb. 4 veranschaulicht dieses Vorgehen am
Beispiel von STW 5 und Substanz P.
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Substanz P [100nM]
Kraft < >

Tyrode STW 5 [10pl/ml] Tyrode
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Abb. 4: Einfluss von STW 5 auf die Substanz P-induzierte Kontraktion (Beispiel einer
Originalregistrierung). Ausgewertet wurden Pund F im Maximum der SP-Antwort
(P/Fuax) und in der achten Minute nach SP-Applikation (P/Fgwin.), sowie die tonische
Kontraktion T. Diese Werte wurden auf P/Fy, (=100%) bezogen und verglichen mit
denen der alleinigen SP-Applikation.

3.1.4 Durch oxidativen Stress induzierte Kontraktionen der lleum-
praparate der Wildtyp- und der GPx1(-/-)-Maus

Fir diese Untersuchungen wurden lleumpraparate sowohl von WT- als auch von
GPx1(-/-) -Mausen verwendet. Um festzustellen, welchen Einfluss oxidativer Stress auf
die Darmkontraktilitdt auslibte, wurden dem Perfusionsmedium Wasserstoffperoxid
und tertidr-Butylhydroperoxid in verschiedenen Konzentrationen [100, 250, 500 und
1000 pM] zugesetzt. Dies fuhrte nach zwei bis finf Minuten zu verstarkten tonischen
und phasischen Kontraktionen, die aber noch wahrend der Peroxidperfusion wieder

abgeschwacht wurden.

Um die Peroxidwirkung zu erfassen, wurde daher der Maximaleffekt wahrend der
tonischen Kontraktion (T) ausgewertet (Pyax, Fumax), SOwie Amplitude und Frequenz in

der achten Minute nach Beginn der H,0,-Perfusion (Pgwin.,, Famin.)-
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Die Wirkung der pflanzlichen Extrakte auf die Peroxid-induzierte Kontraktion wurde
untersucht, indem die Praparate, wie im Schaubild Abb. 5 erlautert, mit dem jeweiligen
Extrakt vorbehandelt wurden. Die so erhaltenen Werte wurden mit denen der

alleinigen Peroxidstimulation verglichen.

Kraft H,0, [500uM] _
Tyrode Iberis amara [10ul/ml] Tyrode
[mN] > | > >
! I
10 - ! !
! I
! I
! I
' I
! I
PTyr ! |
r‘\“
Bl
by !
<> !
Fryr Fitax Femin.
0 I I I
Zeit [s]
200 800 1400

Abb. 5: Einfluss von Iberis amara auf die H,0,-induzierte Kontraktion (Beispiel einer
Originalregistrierung). Ausgewertet wurden Py und Fya im Zeitraum der tonischen
Kontraktion T, sowie Pgyin, und Fgyi,.. Diese Werte wurden auf Py, bzw. Fry, (=100 %)
bezogen und verglichen mit denen der alleinigen H,0,-Applikation.
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3.1.5 Kontraktionsmessungen humaner lleumpraparate

Die Messungen an humanen lleumpraparaten wurden wie in Kap. 3.1.2 beschrieben
durchgefiihrt. Die Darmpréaparate wurden jedoch auf einen hoheren Kraftwert von
2,5 mN vorgedehnt und zur Equilibrierung far eine Stunde mit Tyrode-Losung

perfundiert.

Im Unterschied zum Mause-lleum trat nicht bei jedem humanen Praparat eine regel-
maBige Spontanrhythmik auf. Daher konnte die Wirkung von STW 5 nur in wenigen
Féllen (n = 5) bei gleichméaBig ablaufender Peristaltik untersucht werden; dann wurde
STW 5 in Tyrode-Losung [10 pl/ml] flr zehn Minuten appliziert. Hier zeigte sich zusatz-
lich zu einer reduzierten phasischen Rhythmik, Pgyi,. und Fguin, €ine auftretende

Relaxation R des Praparats, die ebenfalls ausgewertet wurde.

Um die Effekte auf stimulierte Kontraktionen untersuchen zu koénnen, wurden
zundchst Acetylcholin und Histamin, jeweils in einer Konzentration von 10°M fiir je
zehn Minuten appliziert, (wobei fur jeden Agonisten ein neues Darmpraparat
verwendet wurde). Wahrend dieser Perfusionszeit wurde die maximale tonische
Kontraktionskraft Ty.x sowie die acht Minuten nach Beginn der Applikation
verbleibende Kontraktionskraft Tgui, ausgewertet (Beispiele von Originalregistrie-

rungen siehe Kap. 4.3).

AnschlieBend wurden die Stimulationen unter Applikation von STW5 [10 ul/ml]
wiederholt, auch hier wurden die lleumpraparate fir zehn Minuten mit STW 5

vorbehandelt.
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3.2 Messung der Radikalbildung mittels Luminol-vermittelter

Chemilumineszenz

Die Messung der Radikalproduktion erfolgte mittels Luminol-vermittelter Chemilumi-
neszenz. Dieses Verfahren beruht darauf, dass Luminol mit ROS unter Bildung von 5-
Aminophthalsaure und Emission von Licht der Wellenlange 425 nm reagiert. Die
Photonen kdénnen im Luminometer gemessen werden, wobei das verwendete Gerat,
Luminometer TD-20/20 (Turner Designs, Promega, Mannheim), keine direkte Pho-
tonenzahlung in ,counts per minute“ durchfihrte, sondern nur eine Integration Gber

die Messzeit und den Messwert als so genannte ,relative light units® (RLU) lieferte.

lleumpraparate der WT- und der GPx1-KO-Maus sowie humane Gewebeproben
wurden, wie in Kap. 2.6 beschrieben, vorbereitet und vor Beginn jeder Messung

gewogen, um die spateren Messergebnisse auf das Gewicht beziehen zu konnen.

Nach Messung der basalen Radikalproduktion wurde die Wirkung von STW 5 auf die
Peroxid-stimulierte Radikalbildung wie im folgenden Schema veranschaulicht
untersucht: Die mit Gewebe und Losung beschickten Klvetten wurden im konstant auf

37°C beheizten Luminometer platziert und die Radikalbildung jeweils fir zehn Minuten

gemessen:
495ul Tyrode + lleumpréparat Peroxid bzw. STW 5 bzw.
5ul Luminol [110uM] STW 5 Peroxid
§ 10 Min. § 10 Min. $ 10 Min. $ 10 Min.

» RLU » RLU » RLU » RLU

Die Peroxide H,0, und tBHP wurden jeweils in den Konzentrationen 10, 500 und
1000 pM eingesetzt. STW 5 [10 pul/ml] wurde einerseits nach, andererseits am WT-

lleum auch vor der Peroxid-Applikation zupipettiert.

Zur Kontrolle wurden Referenzmessungen ohne lleumpraparate durchgefiihrt, um die
Chemilumineszenz der Peroxide mit Luminol zu zeigen. Diese ermittelten ,Peroxid-
Leerwerte“ sind ebenfalls im Ergebnisteil dargestellt. Die Radikalbildung der unter-

suchten lleumpraparate wurde in RLU sowie in RLU pro g Gewebe angegeben.
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3.3 Charakterisierung der GPx1(-/-)-Maus

Zur Beurteilung der GPx1-KO-Mause wurde sowohl die Genotypisierung der DNA als
auch die phanotypische Charakterisierung der GPx durchgeflhrt.

3.3.1  Genotypisierung: Polymerase-Ketten-Reaktion

Bei der PCR wird durch einen zyklisch verlaufenden Prozess eine Kettenverlangerung
zweier gegenlaufiger Oligonukleotid-Primer durch eine hitzestabile DNA-Polymerase
erzielt. Durch die mehrfache Wiederholung eines Reaktionszyklus (Denaturierung,
Primeranlagerung, Elongation) wird eine exponentielle Vervielfaltigung des zwischen
den Primern liegenden DNA-Abschnittes erreicht, so dass diese DNA nachgewiesen

werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR angewendet, um die GPx1-KO-Mause auf
ihren Mangel des GPx1-Gen zu charakterisieren. Die Isolierung der genomischen DNA
aus ,eartags“ erfolgte mittels einem NucleoSpin®Tissue Kit nach den Angaben des

Herstellers [Macherey-Nagel 2003].

Fur die PCR wurde mittels des TaKaRa LA TaqTM—Kits ein Reaktionsansatz vorbereitet,
der neben LA PCR™Ppuffer-, MgCl,- [2 mM], Tag-Polymerase [5 U/pl] und dNTP
(Desoxynukleotidtriphosphat)-Losung [2,5 mM] sowie die geeigneten Primer (FinN,
R3N, RPGKN) enthielt [Takara Biotechnology 2005]. Der Forward-Primer FinN [10 pM]
und der Reverse-Primer R3N [10 pM] wurden dabei zur Vervielféltigung des 293 bp
langen DNA-Fragmentes verwendet. Zur Amplifikation des 509 bp langen Fragments in
der ,Neomycin-Resistenz-Gen-Kassette“ der DNA der GPx1-KO-M&use wurde ebenfalls
FinN [10 pM] als Forward-Primer eingesetzt, als Reverse-Primer jedoch RpgkN [10 pM]
gewahlt. Die isolierte DNA wurde kurz vor Beginn der Messung mit dem
Reaktionsansatz gemischt, anschlieBend wurde die PCR in einem Thermocycler
(Mastercycler, Eppendorf) gestartet. Dort fanden nach einer Initialphase von zehn
Minuten bei 95°C, (um sicherzustellen, dass sich die DNA-Doppelstrange teilen),
40 Zyklen statt, die jeweils aus Denaturierung bei 95°C (2 Min.), Primerhybridisierung
bei 60,5°C (1 Min.) und Elongation bei 72°C (1 Min.) bestanden.

AnschlieBend wurden die Amplifikate bei -20°C bis zur Gelelektrophorese aufbewahrt.
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Gelelektrophorese

Mittels der Agarose-Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte, d.h. die Nuklein-
saure-Strange, nach ihrer GroBe unter Anlegen einer Spannung von 77 Volt aufge-
trennt. Bei dieser Methode wurden durch Zugabe von Ethidiumbromid [0,6 pg/ml] zum
Agarose-Gel [1 %] die einzelnen DNA-Fragmente sichtbar gemacht, da Ethidiumbromid
durch Interkalation an die Duplex-DNA bindet und damit eine Intensivierung der
Fluoreszenz-Emission bewirkt. Mit Hilfe der ebenfalls in einer Gelkammertasche appli-
zierten DNA-Leiter konnten anschlieBend unter UV-Licht die DNA-Strange anhand ihrer

Basenpaare identifiziert werden (Abb. 6).

Abb.6: Gelelektrophorese zur
Bestimmung des Genotyps:
Anhand der DNA-Leiter wurden
die Fragmente identifiziert.

509bp
293bp

DNA- ~
Leiter GPx1-/- WT

3.3.2 Phanotypisierung: Bestimmung der spezifischen Aktivitat der
Glutathionperoxidase

Um das Resultat der KO-Manipulation bewerten zu kénnen, sollte die spezifische
Aktivitat der GPx in Erythrozyten, in der Leber und im lleum der GPx1-(-/-)- und der
WT-Maus bestimmt werden. Hierfir wurden einerseits Hamolysate der isolierten
Erythrozyten verwendet, gewonnen durch osmotische Schadigung und anschlieBende
Zentrifugation. Andererseits wurden Proben aus der Leber und dem lleum vorbereitet,
indem das jeweilige Gewebe mit dem ca. dreifachen Volumen an Kaliumphosphat-
Puffer homogenisiert und danach bei 5000 U/min fur finf Minuten zentrifugiert

wurde.
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Bestimmung der GPx-Aktivitat mittels gekoppeltem Enzymtest

Die Glutathionperoxidase katalysierte dabei die Reduktion von tertidr-
Butylhydroperoxid (¢BHP) zu Alkohol und die Oxidation von Glutathion (GSH) zu
Glutathion-Disulfid (GSSG).

2 GSH + ROOH —%— ROH + GSSG + H,0

Die Indikatorreaktion lieferte die Glutathion-Reduktase (GSH-Red.), wodurch GSSG

unter Verbrauch von NADPH wieder zu GSH reduziert wurde.
GSSG + NADPH + H" —S&8fRed s NADP* + 2 GSH

Das bedeutete, dass aus der Geschwindigkeit der Abnahme der NADPH-Konzentration

die Aktivitat der GPx bestimmt werden konnte.

Die Durchfuhrung der Bestimmung erfolgte in einer Halbmikrokivette mit folgender
Zusammensetzung: Kaliumphosphat-Puffer [pH 7,2; 100 mM], EDTA [2,5 mM],
Glutathion [10 mM], Glutathion-Reduktase [0,58 U/ml] und NADPH [2,4 mM]. Nach
Zugabe von 100 ul des Gewebehomogenats bzw. -hamolysats wurde funf Minuten bei
37°C inkubiert und die Reaktion anschlieBend durch 16 mM {BHP-Losung gestartet
(Endvolumen 400 pl). Die NADPH-Oxidation wurde Uber sieben Minuten bei 366 nm
kontinuierlich photometrisch im Thermo-Spectrometer (Genesys 6, Rochester, USA)

gemessen.

Die Volumenaktivitat ergab sich dann aus folgender Berechnung:

Viotai: Gesamtvolumen in der Kiivette
Vprone: Volumen der Probe/:Pexkn Kontrolle

394xMxA_E = Aktivitat GPx [m_U} uber der Zeit t
Probe ml 394: reaktionsspezifischer Faktor

Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach Bradford

Diese quantitative Messung des Gesamtproteingehalts der Proben basiert auf der
Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie-Brilliant-
blau-L6sung nach Bindung an die protonierten Aminogruppen der Proteine (und somit

nach Bildung stabiler Farbstoffkomplexe) von 465 nm auf 595 nm verschiebt.
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Die Extinktion wurde daher im Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) bei 595 nm
gegen einen Leerwert gemessen. Mit dem Proteinstandard Rinderserumalbumin (BSA)
[0,5-10 mg BSA/mI] wurde eine Eichgerade erstellt und zur Bestimmung der

Proteinkonzentration in den Homogenaten verwendet.

Berechnung der spezifischen Aktivitat der GPx

Zur Ermittlung der spezifischen Aktivitdt der GPx wurde die oben berechnete

(Volumen-) Aktivitat auf die Gesamt-Proteinkonzentration im Homogenat bezogen:

Aktivitit GPx [mU}
mi

= spezifische Aktivitat GPx [m_U}

mg mg

Gesamtproteinkonz.[}
ml

Die Ergebnisse der Messung der spezifischen Aktivitat der Glutathionperoxidase in
Proben des lleums, der Leber sowie in hamolysierten Erythrozyten der GPx1-KO-Maus
und der WT-Maus werden in Tab. 6 gezeigt. Es ist erkennbar, dass die spezifische
Aktivitat der GPx in den Geweben der WT-Maus signifikant hoher war: In lleum- und
Leber-Praparaten war die Aktivitdt um den Faktor 3 und in den Erythrozyten um den
Faktor 1,5 erhoht. Bei den KO-Tieren ist speziell nur die GPx-1 defizient, weshalb
immer noch eine Rest-Aktivitdt der GPx in den Organen dieser Mause gemessen

werden konnte.

Ss::'gi‘;h[;ﬁ'jxg?t WT-Maus n  GPxi-KO-Maus  n
lleum 1,32+0,7 5 0,38 + 0,17 5
Leber 27,03 + 6,1 7 8,59 + 6,2 9
Erythrozyten 6,92 £0,7 6 4,82 +0,9 10

Tab. 6: Spezifische Aktivitat der GPx im lleum, in der Leber und in Erythrozyten der
WT- und der GPx-KO-Maus. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung in
mU/mg. n = Anzahl der untersuchten Tiere.
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3.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit dem Programm WINSTAT fur
Excel. Unter Annahme der Normalverteilung wurden Mittelwertsvergleiche zwischen
den Messwerten vor und nach Applikation der verwendeten Losungen an gleichen
Praparaten mittels t-Test flir abhéngige Stichproben gerechnet. Mittelwertsvergleiche
zwischen der Gruppe der GPx1-KO-Praparate und derjenigen der WT-Praparate
erfolgten mittels zweiseitigem t-Test fir unabhéngige Stichproben. Das Signifikanz-

niveau wurde auf p < 0,05 festgelegt, genauere Angaben finden sich im Ergebnisteil.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen am lleum von Wildtyp-Mausen

4.1.1 Spontane Peristaltik und deren Beeinflussung durch Phyto-
therapeutika und Homoéopathika

4.1.1.1 Spontane Peristaltik

Die lleumpraparate der Wildtyp-Mause zeigten eine lber ca. acht Stunden stabile
peristaltische Kontraktionsaktivitat mit einer mittleren Amplitude (Py,) von
3,4 + 2,3 mN und einer mittleren Frequenz (Fyy,) von 21,6 + 3,7 min‘1, ermittelt an 642

lleumpraparaten (m) von 155 Tieren (n).

4.1.1.2 Wirkung von STW 5 und seinen Einzelextrakten

Die Untersuchungen zeigten, dass STW 5 und seine Einzelextrakte in den eingesetzten
Verdinnungen von 1:500, 1:200 und 1:100, entsprechend 2, 5 und 10 ul/ml, die

spontane Peristaltik beeinflussen kénnen.

Dieser Effekt war insbesondere am Amplitudenwert Pgyin. zu beobachten, der durch
alle Extrakte dosisabhangig inhibiert wurde (Abb. 7). Bei der Dosierung 10 ul/ml
wurde dies sehr deutlich bei STW 5 sowie bei Pfefferminz-, Kamillen- und Angelika-
wurzel-Extrakt, die Pgyi, signifikant um 72,4 sowie um 90,2, 72,5 und 71,6 %
reduzierten. Die weiteren Extrakte waren schwacher wirksam, doch selbst die mit der
geringsten Wirksamkeit, Schollkraut und Iberis amara, hemmten Pgy;,. noch signifikant

um ca. 24 %.

Eine ahnliche Abstufung fand sich auch in der Dosierung von 5 pl/ml: Die Extrakte aus
Pfefferminz und Kamille zeigten die stérkste signifikante Hemmung, sie reduzierten
Pswin. Uum 82,8 und 49,8 %. Obwohl generell eine verminderte Amplitude gefunden
wurde, waren die Effekte von Kimmel und Schollkraut statistisch nicht mehr
signifikant (Abb. 7).

Bei einer Konzentration von 2 pl/ml (nicht in der Abbildung dargestellt) zeigte sich nur
noch Signifikanz fir STW 5, sowie fiir Pfefferminz, Kamille und Angelikawurzel (Pgwmin.
wurde um 32,4 bzw. um 44,3, 29,0 und 17,4 % reduziert), wahrend kein Effekt unter
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Behandlung mit Kimmel, Schéllkraut, usw. auftrat.

Die Effekte auf die Frequenz, angegeben als Fgyi,-Wert sind weniger ausgepragt
(Abb. 8). In der Konzentration von 10 ul/ml reduzierten STW 5, Pfefferminz, Kamille,
Angelikawurzel und Schollkraut Fgyi,. noch signifikant, wahrend bei Applikation von
5 pl/ml Signifikanz nur noch fir Pfefferminz gefunden wurde. Die Versuche mit der
Konzentration 2 pl/ml zeigten fiir Fguin. keine signifikanten Anderungen gegeniiber der

Perfusion mit Tyrode-Ldsung.

Als Vergleich wurde die Wirkung von Butylscopolamin (Bsc) und Papaverin (Pap),
jeweils in der Konzentration 10°M, untersucht (Abb.7/8). Wahrend sich die
Amplitude durch Bsc und Pap signifikant um 14,4 bzw. um 47,9 % verkleinerte, wurde

die Frequenz nur durch Pap signifikant um 19,2 % verringert.

O P(8Min.) 5ul/ml
B P(8Min.) 10ul/ml

120,0

100,0 - : .. -

80,0 % | o

100%)
1

60,0

Amplitude (Pryr

20,0

0,0 +
STW5  Pfe Kam SiB Ang Kim Mar Mel Sché |Ibe Bsc Pap

Abb. 7: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die Amplitude Pgy;,. der
Spontanrhythmik (bezogen auf Pr,=100%). Bsc und Pap [10'5I\/I] als Vergleich . MW +
SD; fur [5pl/ml] n=3-5, fir [10 pyl/ml] n= 11-18, Signifikanzen bezogen auf Pr,
*p <0,05, **p <0,01.
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Abb. 8: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die Frequenz Fgy;,. der
Spontanrhythmik (bezogen auf Fy,=100%). Bsc und Pap [10°M] als Vergleich . MW +
SD; far 5pul/ml n=3-5, fir 10 ul/ml n=11-18, Signifikanzen bezogen auf Fy,
*p<0,05, **p<0,01.

4.1.1.3 Wirkungen von verschiedenen STW 5-Varianten

Aus der Weiterentwicklung von STW 5 entstanden neue Forschungspraparate:
STW5Kombé, bestehend aus sechs Einzelextrakten (Pfe, Kam, SuB, Kim, Mel, Ibe),
und STW5Komb4, als Kombination von vier Extrakten (Pfe, Kam, SuB, lbe). Des
Weiteren wurden STW5-lbe, analog STW 5 ohne Iberis amara, und STW5Sch610,
analog STW 5 mit auf 10 % abgereichertem Alkaloidgehalt, untersucht.

In Abb. 9 und Abb. 10 kann man erkennen, dass alle getesteten Praparate [10 pl/ml]
die Kontraktionskraft signifikant reduzierten. STW5Kombé und STW5Komb4 wirkten
starker inhibierend auf Pgyi, und Fgyin. gegeniber STW 5. Dieser Effekt lasst sich
aufgrund der hdheren Konzentration der stark wirksamen Extrakte Pfefferminz und
Kamille in STW5Kombé bzw. STW5Komb4 erklaren.

Fir STW5-Ibe wurde eine schwachere Wirkung auf Pgyi,. und Fgyi,. gefunden. Unter

Berlcksichtigung der in Kap. 4.1.1.2 vorgestellten Ergebnisse, in denen der
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Einzelextrakt Iberis amara nur eine schwache Wirkung auf die Parameter zeigte, deutet
dieser Befund auf mogliche synergistische Effekte zwischen l|beris amara und den

weiteren Extrakten hin.

STW5Schd10 zeigte ebenso eine weniger hemmende Wirkung auf Amplitude und
Frequenz als STW 5, so dass der Einfluss der Schollkrautalkaloide im nachsten Kapitel

naher untersucht werden sollte.

100,0

80,0 i

100%)

60,0

40,0

Amplitude (Pryr
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STW 5 STW5Komb6 STW5Komb4 STW5-Ibe STW5Sch610

Abb. 9: Einfluss der STW 5 - Varianten [10ul/ml] auf die Amplitude Pgy;,. (bezogen auf
Pr,=100%). MW % SD; fir STW 5 n=14, sonst n = 4-8, Signifikanzen bezogen auf Pry,
**p<0,01.
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Abb. 10: Einfluss der STW 5 - Varianten [10ul/ml] auf die Frequenz Fgy;n. (bezogen auf
Fryr=100%). MW £ SD; fir STW 5 n=14, sonst n = 4-8, Signifikanzen bezogen auf Pry,
*p <0,05, **p<0,01.
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4.1.1.4 Wirkungen von Schoéllkrautalkaloiden

Um den Einfluss der Alkaloide im Schdéllkrautextrakt auf das Kontraktionsverhalten
genauer zu bestimmen, wurden neben dem nativen Schollkrautextrakt Scho die
alkaloidabgereicherten  Extrakte Scho10 (10 % Alkaloidgehalt) und Scho2
(2 % Alkaloidgehalt) sowie die abgetrennte Alkaloidfraktion SchoAlk untersucht.

Wahrend Schoé in einer Konzentration von 10 ul/ml signifikant die Amplitude Pgy;,. und
die Frequenz Fgyi,. hemmte, war dieser Effekt schwacher bei Sch610 und Scho2
[10 pl/ml] ausgepragt (Abb. 11). Die Alkaloidfraktion SchoAlk zeigte in einer
Konzentration von 0,643 pyl/ml, in der der Gesamtalkaloidgehalt theoretisch dem
nativen Schollkrautextrakt [10 pl/ml] entspricht, eine Steigerung der Amplitude bei

signifikant verminderter Frequenz.

Zur vergleichenden Beurteilung mit Sché und zur Untersuchung auf synergistische
Effekte wurden die Extrakte derart kombiniert, dass der Gesamtalkaloidgehalt von
4,17 pg/ml wieder dem des nativen Extrakts Scho entspricht. Abb. 11 zeigt, dass die
Wirkung der Kombination eher der von Sch62 und SchoAlk entspricht, nicht aber dem
nativen Schollkrautextrakt Schd; synergistische Effekte sind dabei nicht zu
beobachten.
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0,0
Sché Schd10 Sché2 SchoAlk Sché2 +
SchoAlk

Abb. 11: Einfluss verschiedener Schollkrautextrakte mit unterschiedlichem Alkaloid-
gehalt auf Pgyin und Fgyin. (bezogen auf P/Fr,=100%). MW + SD; flir Sché n=17, sonst
n=4-6, Signifikanzen bezogen auf P/Fy, *p < 0,05, **p <0,01.
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4.1.1.5 Wirkungen von bei  Verdauungsbeschwerden eingesetzten
Homoopathika

Tab. 7 stellt die Ergebnisse dar, die mit den aus den homdoopathischen Urtinkturen
hergestellten Losungen erzielt worden sind. Gezeigt werden die Effekte auf die
Amplitude Pgyin. und auf die Frequenz Fgyin. als relative Mittelwerte + Standardabwei-
chung bezogen auf die Standardkontraktion (=100%). Die spontane Kontraktilitat des
lleums wurde durch die Tinkturen auf unterschiedliche Art beeinflusst: Asa foetida
zeigte den stérksten inhibitorischen Effekt der getesteten Substanzen und reduzierte
bereits in einer Konzentration von 46 ug/ml Pgyin. signifikant um 97,7 % und Fgyin. um
89,2 %. Die spasmolytisch eingesetzten Chamomilla- [140 pg/ml] und Colocynthis-
Losungen [170 pg/ml] hemmten Pgyi,. signifikant um 34,0 bzw. um 32,4 %.
Chamomilla wurde zusétzlich in geringerer Konzentration, 14 ug/ml, getestet, wobei

die Amplitude ebenfalls inhibiert wurde, wenngleich nur um ca. 16 %.

Lachesis, das als Dilution D4 vorlag und im Experiment nochmals 1:100 verdunnt
angewandt wurde, verursachte als einzige Tinktur eine signifikante Relaxation des
basalen Tonus um 45,1 %, verbunden mit einer transienten Abnahme der Amplitude
um 455%. Des Weiteren zeigten Losungen aus Lycopodium [210 pg/ml] und
Magnesium chloratum [0,5 und 5 mmol/l] signifikante Effekte: Lycopodium
verringerte Pgyin. um 32,8 % und Fgyin. um 9,7 %, Magnesium chloratum hemmte Pgyin.
in der Konzentration 5 mmol/I sogar um 54,1 %. Ignatia Ubte keinen signifikanten

Einfluss auf die Kontraktilitat aus.
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Substanz Konz. Pamin. Famin. n (m)
Asa foetida ¢ 46 ug/ml 2,3+2,0* 10,8 £ 6,4 ** 3(6)
Chamomilla 14 pg/ml 83,4+ 18,1 * 103,3+ 12,3 4 (8)
Chamomilla ¢ 140 pg/ml 66,0+ 10,9 * 92,0+ 11,7 4 (8)
Colocynthis ¢ 170 pg/ml 67,6 £+ 14,4 * 85,0+7,9 ** 5(10)
Ignatia 150 pg/ml 91,6 + 24,3 94,6 + 10,9 3 (8)
Lachesis D4 ° 1:100 verdinnt 86,6 + 24,9 93,5+5,5* 4.(7)
Lycopodium @ 210 pg/ml 67,2+8,2* 90,3+ 10,4 * 4 (8)
Mag. chlorat. ¢ 5*10™ mol/I 89,9 + 11,1 106,1 £ 8,5 3(7)
Mag. chlorat. 5*10° mol/I 45,9 + 14,4 ** 98,1+ 12,4 3(8)

Tab. 7: Daten der untersuchten Homodopathika. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung fir Pgyi, und Fgyin.. Konz. = Wirkkonzentration im Organbad,

[ug/ml] berechnet aus den jeweiligen Trockengehalt-Angaben.
untersuchten Tiere, m = Anzahl
bezogen auf P/Fy, *p < 0,05, **p <0,01.

der untersuchten

n = Anzahl
lleumpréparate, Signifikanzen

der
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4.1.2 Stimulierte Kontraktionen und deren Beeinflussung durch Phyto-

pharmaka

In weiterfihrenden Untersuchungen sollten die Effekte pflanzlicher Extrakte auf
induzierte Kontraktionen herausgefunden werden. Zur Stimulation der lleumpraparate
wurden folgende Substanzen eingesetzt: Acetylcholin, Prostaglandin F,,, Substanz P
und Neurotensin. Zunachst wird jeweils die Wirkung der alleinigen Applikation dieser

Stimulantien beschrieben, dann die Effekte der Extrakte darauf.

4.1.2.1 Stimulation mit Acetylcholin und Wirkung von STW 5 und seinen
Einzelextrakten

Wirkung von Acetylcholin

Acetylcholin-Applikation fihrte am lleum zu einer persistenten tonischen Kontraktion T

und einer Abnahme der Amplitude Pgy;,. der phasischen Spontanrhythmik (Abb. 12).

Kraft | Iyrode Acetylcholin [105M] Tyrode
[MN] < > =
| |
: :
| |
| |
| |
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I:Tyr
O —
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Abb. 12: Einfluss von ACh auf die Spontanrhythmik des lleumpraparates. Ausgewertet
wurden die durch ACh induzierte tonische Kontraktion T, sowie Pguin. und Fguyin,
bezogen auf Py, bzw. Fr,, (=100%).
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Messungen mit verschiedenen ACh-Konzentrationen [10®, 10 und 10™ M] zeigten
dabei eine Dosisabhangigkeit: Mit steigender Konzentration wurde T signifikant
groBer, wahrend Pgy;n. sank (Abb. 13).

Die Frequenz Fgyin. der phasischen Kontraktionen nahm tendenziell mit zunehmender

ACh-Konzentration ab; dieser Effekt war jedoch nicht signifikant.
Fir die weiteren Versuche wurde eine 10°-Molare Acetylcholin-Lésung verwendet.
- -k - T
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0,0

1uM 10 uM 100 uM

Acetylcholin

Abb. 13: Wirkung von Acetylcholin auf tonische und phasische Kontraktionen T, Pgpin.
(bezogen auf Pr,=100%). MW +SD; fiir [10°M] n=22, fir [10°, 10*M] n=5,
Signifikanzen bezogen auf Py, *p < 0,05, **p <0,01.
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Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die ACh-induzierte
Kontraktion

Die Wirkung von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die beschriebene ACh-
induzierte Kontraktion wurde in zwei verschiedenen experimentellen Protokollen

untersucht.

Wirkung bei gleichzeitiger Applikation von Acetylcholin und Extrakt

Alle pflanzlichen Extrakte [10 pl/ml] verminderten bei gleichzeitiger Applikation mit
ACh [10°M] die tonische Kontraktion in ihrer Stirke und Persistenz. Signifikant wurde
T durch Pfefferminz, Kamille, Angelikawurzel, Mariendistel und das zum Vergleich

eingesetzte Butylscopolamin [10'5M] reduziert (Abb. 14).

Die durch ACh reduzierten phasischen Kontraktionen Pgy;,. wurden unterschiedlich
beeinflusst: SuB, Mar, Kam, Kim und Pfe verstarkten diesen Effekt, wahrend STW 5
und lIberis amara sowie Bsc diesen abschwachten. Die Ubrigen Extrakte nahmen
durchschnittlich keinen Einfluss (Abb. 15).
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Abb. 14: Einfluss der Extrakte bei gleichzeitiger Applikation mit ACh auf die ACh-
induzierte tonische Kontraktion T (jeweils bezogen auf Pr,=100%). Butylscopolamin
[10‘5M] als Vergleich. MW £ SD, fur ACh n=22, fur ACh und Extrakte n= 3-8,
Signifikanzen gegeniber ACh *p < 0,05, **p <0,01.
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Abb. 15: Einfluss der Extrakte bei gleichzeitiger Applikation mit ACh auf die Amplitude
der phasischen Kontraktionen Pgyin. (jeweils bezogen auf Pr,=100%). Butylscopolamin
[10‘5M] als Vergleich. MW £ SD, fur ACh n=22, fir ACh und Extrakte n= 3-8,
Signifikanzen gegenuber ACh *p < 0,05.

Berlcksichtigt man die Wirkung von Acetylcholin auf die Extrakt-vermittelten Effekte,
konnte man erkennen, dass ACh-Applikation zu einer Zunahme von Pgy;,. bei STW 5,
Pfe, Ang, Ibe und Bsc fihrte (vgl. Kap. 4.1.1.2).
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Wirkung nach Vorbehandlung mit Extrakt

In einem zweiten Modell sollte herausgefunden werden, inwieweit eine Vorbehandlung
des Gewebes mit den Extrakten [10 pl/ml] deren Wirksamkeit bezlglich der Acetyl-
cholin-Stimulation [10‘5M] erhohen kann. Abb. 3 in Kap.3.1.3 veranschaulicht dieses

Vorgehen.

Wie in Abb. 16 dargestellt, fihrte die Vorinkubation fur alle Extrakte auBer Kimmel zu
einer Reduzierung der tonischen Kontraktion, signifikant war dieser Effekt bei STW 5,
Pfefferminz- und Mariendistelextrakt sowie bei dem zum Vergleich untersuchten Bsc
[10‘5M] zu beobachten.

Ahnliches zeigte sich fir Pgyin. (Abb. 17): STW 5, Kamille und Mariendistel bewirkten
nach Vorbehandlung eine signifikante Abnahme der Amplitude, die weiteren Extrakte
zeigten tendenziell ebenso eine eher hemmende Wirkung, nur Iberis amara und Bsc
schwachten den ACh-induzierten Effekt ab.
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Abb. 16: Einfluss der Extrakte auf die ACh-induzierte Kontraktion T bei vorheriger
Perfusion der Praparate mit dem jeweiligen Extrakt (jeweils bezogen auf Pr,=100%).
Butylscopolamin [10°M] als Vergleich. MW = SD, fiir ACh n =22, sonst n=3-5,
Signifikanzen gegenuber ACh *p < 0,05, **p <0,01.
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Abb. 17: Einfluss der Extrakte auf die durch ACh reduzierte Amplitude Pgyi,. bei
vorheriger Perfusion der Praparate mit dem jeweiligen Extrakt (jeweils bezogen auf
Pr,=100%). Butylscopolamin als Vergleich. MW + SD, fiir ACh n =22, sonst n = 3-5,
Signifikanzen gegentber ACh *p < 0,05.
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4.1.2.2 Stimulation mit Prostaglandin F,, und Wirkung von STW 5 und seinen
Einzelextrakten

Wirkung von Prostaglandin F,,

Prostaglandin F, (PGF,) induzierte in einer Konzentration von 10°M eine signifikante
transiente tonische Kontraktion von ca. 170 % und eine Erhohung der Amplitude Pyax
bzw. Pguin. um ca. 20 %, jeweils bezogen auf die Werte der Spontanperistaltik
(Abb. 18). Die Frequenz Fya,y blieb unverandert, wahrend Fgy;,. um 6,4 + 2,0 % reduziert

wurde (nicht signifikant).
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Abb. 18: Einfluss von Prostaglandin F,, auf die Spontanrhythmik. Ausgewertet wurden
Pmax und Fyax wahrend der tonischen Kontraktion T, sowie Pgyi,. und Fgyin, bezogen auf
Pryr bzw. Fryr (=100%).
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Einfluss von STW 5 und seinen Extrakten auf die Prostaglandin F,,-induzierte
Kontraktion

Die Wirkung der pflanzlichen Extrakte [10 ul/ml] auf die induzierte Kontraktion wurde
untersucht, indem die lleumpraparate vor PGF,.-Applikation [10 M] bereits fiir zehn

Minuten mit dem jeweiligen Extrakt vorperfundiert wurden.

STW 5 und alle Einzelextrakte hemmten die PGF,.-induzierten Reaktionen. So trat T
zwar bei allen Extrakten auf, jedoch zum Teil signifikant reduziert gegentber alleiniger
PGF,,-Applikation. Dies war bei Pfefferminz-, Kamillen-, Angelikawurzel-, StBholz-
wurzel- und Mariendistel-Extrakt zu beobachten, sowie bei Vorperfusion mit STW 5.
Auch das zum Vergleich getestete Bsc [10‘5 M] hemmte T signifikant (Abb. 19).

240,0 1 OTonische Kontraktion T
200,0
160,0

120,0 L

Amplitude (P 1y =100%)

80,0 - L

Ul a

PGF2a STW5

e Kam SiR Ang Kim Mar Mel Scho Ibe Bsc

Abb. 19: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die PGF,,-induzierte
tonische Kontraktion T (jeweils bezogen auf Pr,=100%). MW + SD, fir PGF,, n=12,
sonst n=3-6, Signifikanzen gegenuber PGF,, *p < 0,05, **p <0,01.

Die unter PGF,.-Applikation vergroBerten Amplituden Py.x und Pgyi,. wurden
insbesondere durch Vorperfusion der Darmpraparate mit Pfefferminz, Kamille,

SiBholzwurzel, Angelikawurzel und Mariendistel signifikant gehemmt (Abb. 20).

Zu berlcksichtigen ist jedoch auch die Wirkung von PGF, auf die Extrakt-vermittelten
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Effekte. Hier konnte festgestellt werden, dass PGF,,-Applikation zu einer persistenten
Zunahme der Amplitude der phasischen Kontraktionen von STW 5, Pfefferminz,

Kamille und Angelikawurzel fihrte (vgl. Kap. 4.1.1.2).

Extrakte aus Kimmel, Mariendistel, Melisse, Schollkraut, |beris amara und das zum
Vergleich eingesetzte Bsc zeigten schwach ausgepragte, inhibitorische Wirkung auf die
PGF,.-induzierten vergroBerten Amplituden, aber umgekehrt bewirkte PGF,, hier auch
nur eine geringe Zunahme der Amplitude gegenuber der vorangegangenen alleinigen

Extraktperfusion.

Die Frequenz Fy.x wurde durch die Extrakte nicht beeinflusst, wahrend Fguyin.
tendenziell reduziert wurde, vor allem durch Pfefferminz-, Kamillen- und Angelika-

wurzel-Extrakt.
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180,0 T
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160,0
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100%)
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Abb. 20: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die PGF,4-induzierten
Amplituden Pyay und Pgyin. (bezogen auf Pr,=100 %). MW + SD, fir PGF,4 n=12, sonst
n=3-6, Signifikanzen gegeniber PGF,, *p<0,05, **p <0,01.
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4.1.2.3 Stimulation mit Substanz P und Wirkung von STW 5

Wirkung von Substanz P

Wahrend einer 10-minltigen Applikation von Substanz P [10, 100 nM] wurden zwei
Effekte deutlich: Einerseits wurde die Amplitude der phasischen Kontraktionen (Pyay)
transient um durchschnittlich ca. 60 % vergroBert. Andererseits trat eine tonische
Kontraktion auf (T), die aber noch wahrend der Substanz P-Applikation wieder
relaxierte (Abb. 21, 22). Dabei zeigten die eingesetzten Konzentrationen nur geringe
Unterschiede: fir SP 10 nM konnte eine Tonuszunahme um 20,8 + 12,2 %, fir SP
100 nM um 35,8 + 21,6 % registriert werden. Die Frequenz wurde durch Substanz P
nicht signifikant beeinflusst. Abb. 21 zeigt eine Originalregistrierung der Messung mit

Substanz P-Losung in einer Konzentration von 100 nM.

Kraft
Tyrode Substanz P [100 nM] Tyrode
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Abb. 21: Einfluss von Substanz P auf die Spontanrhythmik. Ausgewertet wurden Py
und Fyax wahrend der tonischen Kontraktion T, sowie Pgy;, und Fgyin, bezogen auf Py,
bzw. Fry, (=100%).

Einfluss von STW 5 auf die Substanz P-induzierte Kontraktion
Bei diesen Untersuchungen wurden die Darmpraparate mit STW 5 [10 pl/ml] fir zehn
Minuten vorbehandelt, bevor Substanz P flir zehn Minuten zur STW 5-Lésung appliziert

wurde (Originalregistrierung siehe Abb. 4, Kap. 3.1.3)



Ergebnisse 57

In Abb. 22 wird deutlich, dass STW 5 die SP-induzierte Zunahme [10® M] der pha-
sischen Kontraktionen signifikant verhindern konnte: Py, und Pgyi,. wurden um ca.
70 % reduziert. Die tonische Kontraktion wurde dagegen durch STW 5 nicht inhibiert.
Das zum Vergleich untersuchte Butylscopolamin [10°M] hatte auf die phasischen
Amplituden keinen signifikanten Einfluss, hemmte jedoch T signifikant um
51,8 + 35,8 %.

Die Frequenz der phasischen Kontraktionen (Fgyin) wurde unter Perfusion von SP und
STW 5 signifikant um 43,4 £ 23,8 % reduziert. Daran ist auffallend, dass diese
Reduzierung deutlich stérker ist als die nach alleiniger STW 5- bzw. SP-Applikation.
Butylscopolamin beeinflusste Fr, nicht.
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Abb. 22: Einfluss von Substanz P, STW 5 und SP sowie Bsc und SP auf phasische und
tonische Kontraktionen Pyay, Pgwin. Und T, jeweils bezogen auf Py, (=100%). MW + SD,
n = 3-6, Signifikanzen gegeniber SP *p < 0,05, **p < 0,01.

In Versuchen, in denen SP in einer Konzentration von 100 nM appliziert wurde, zeigte
STW 5 eine schwachere Wirkung: Pyax wurde nur um 39,3 + 18,0 % inhibiert, T sogar
um 41,7 £ 29,6 % (gegenuber alleiniger SP-Applikation) erhoht, wahrend nur Pgy,. (um
83,2 £ 50,9 %) und Fgyin. (um 12,2 + 5,1 %) signifikant reduziert wurden. Bsc zeigte auf

die erhohte SP-Konzentration keine signifikanten Effekte.
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4.1.2.4 Stimulation mit Neurotensin und Wirkung von STW 5

Wirkung von Neurotensin

Zunachst wurde die Wirkung von Neurotensin auf die Spontanrhythmik in drei
verschiedenen Konzentrationen [1, 10, 100 nM] untersucht. Wie man in Abb. 23
erkennen kann, wurden die Amplitude (Pyax) und die Frequenz (Fyax) im Zeitraum einer
maximalen Antwort, hier eine auftretende Relaxation (R), und in der achten Minute

nach Neurotensin-Applikation (Pgwmin, Fsmin.) ausgewertet.

In Abb. 23 und Abb. 24 wird deutlich, dass durch NT nur ein kurzzeitiger Effekt zu
beobachten ist: So wurde Py, dosisabhangig, signifikant verkleinert. Gleichzeitig trat
ab einer Konzentration von 10 nM eine signifikante Relaxation auf. Im weiteren Verlauf

der Perfusion naherte sich die Amplitude wieder der Standardkontraktion.

Die Frequenz wurde nur in der hochsten Konzentration von 100 nM beeinflusst: Hier

trat kurzzeitig eine signifikante Reduzierung um 18,0 £ 3,5 % (Fuax) gegentber Fr, auf.

Kraft
Tyrode Neurotensin [10 nM] Tyrode
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Abb. 23: Einfluss von Neurotensin auf die Spontanrhythmik. Ausgewertet wurden Pyay
und Fyax wahrend der auftretenden Relaxation R, sowie Pgyin. und Fgyin, bezogen auf
Pryr bzw. Fry (=100%).
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Abb. 24: Wirkung von Neurotensin auf phasische Kontraktionen (Pyax, Psmin) und
Relaxation R (bezogen auf Pr,=100%). MW + SD, n = 4-9, Signifikanzen gegenlber Py,
*p <0,05, **p<0,01.

Einfluss von STW 5 auf die Neurotensin-induzierte Reaktion

Der Einfluss einer vorausgegangenen 10-minttigen Perfusion mit STW 5 [10 pl/ml] auf
die oben beschriebenen Reaktionen der NT-Losung [10nM] sollte untersucht werden.
Als signifikanter Unterschied gegeniber der alleinigen Perfusion der NT-Losung zeigte
sich, dass durch STW 5 die Relaxation verhindert wurde. Pgy,. und Fgyi, blieben
persistent vermindert (Abb. 25). Hier wurden die inhibierenden Effekte von STW 5 auf
die phasischen Kontraktionen erneut deutlich. Das zum Vergleich getestete Butyl-
scopolamin [10°M] zeigte keine signifikanten Effekte gegeniiber Neurotensin-

induzierten Veranderungen.
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Abb. 25: Einfluss von Neurotensin, STW 5 und NT sowie Bsc und NT auf phasische
Kontraktionen (Pwax, Psmin) und Relaxation R, jeweils bezogen auf Pr, (=100%).

MW + SD, n = 4-9, Signifikanzen gegenuber NT **p <0,01.
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4.2 Untersuchungen am lleum der GPx1(-/-)-Maus

4.2.1 Einfluss von Phytopharmaka bei oxidativem Stress auf das

Kontraktionsverhalten des lleums

In dieser Messreihe sollten lleumpraparate der WT-Maus mit solchen der GPx1(-/-)-

Maus verglichen werden.

Dabei zeigten Praparate der GPx1-defizienten Mause eine Spontanrhythmik, deren
Kraft und Frequenz nur tendenziell erhoht war: Die mittlere Amplitude betrug
4,0 = 2,6 mN, bei einer Frequenz von durchschnittlich 23,6 + 4,2 min‘1, ermittelt an 38

lleumpraparaten (m) von 13 Tieren (n).

In den weiteren Versuchen sollte zunachst die Wirkung der Peroxide H,0, und tertiar-
Butylhydroperoxid (tBHP) allein, dann in Gegenwart der Phytopharmaka, auf die
Kontraktilitdt des Darms untersucht werden. Letztlich sollte eine Charakterisierung
des induzierten oxidativen Stresses durch die Bestimmung der Radikalbildung vorge-

nommen werden.

4.2.1.1 Wirkung der Peroxide

Wasserstoffperoxid

Abb. 26 zeigt eine Originalregistrierung der Darmperistaltik der GPx1-KO-Maus unter
dem Einfluss von 500 uM H,0,. Die typischen Effekte, wie Stimulation einer tonischen
Kontraktion, Beeinflussung der Amplitude und Hemmung der Frequenz traten nach
H,0,- Applikation [100, 250, 500 und 1000 uM] sowohl bei der GPx1-KO- als auch bei
der WT-Maus auf und sind in Abb. 27 und Abb. 28 jeweils in ihrer Dosisabhangigkeit
dargestellt.

Deutlich wird bei beiden Genotypen insbesondere die Zunahme des Tonus mit
steigender Konzentration. Dieser war durch H,0, [100 uM] bei der WT-Maus
signifikant gegenuber der GPx1-KO-Maus erhoht, in den Konzentrationen 250 und
1000 uM konnte tendenziell eine vergroBerte tonische Kontraktion der GPx1-KO-
lleumpréaparate beobachtet werden. Py, wurde bei der GPx1-defizienten Maus bei
H,0,-Konzentrationen von 500 und 1000 uM signifikant um ca. 35 % gegenlber Py,

erhoht, im Vergleich zur WT-Maus ergaben sich hier keine signifikanten Effekte. Im
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weiteren Perfusionsverlauf nahm Pgy;,. ab, signifikant starker jedoch nur bei den WT-

Praparaten nach H,0,-Applikation in den Konzentrationen 500 und 1000 uM.

Die Frequenz Fy.x wurde bei beiden Genotypen in den untersuchten Konzentrationen
nicht beeinflusst. Fgyin. wurde dagegen bei der GPx1(-/-)-Maus tendenziell und bei der
WT-Maus dosisabhangig signifikant reduziert, namlich bei H,0,-Konzentrationen von
500 und 1000 pM um 26,2 £5,5% bzw. um 61,1 + 44,8 % (Ergebnisse nicht dar-
gestellt).
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Abb. 26: GPx1(-/-)-Maus: Einfluss von H,0, auf die Spontanrhythmik. Ausgewertet
wurden Py und Fyax wahrend der maximalen tonischen Kontraktion T, sowie in der
achten Minute nach Applikationsbeginn (P/Fgmin). Alle Werte wurden auf Py, bzw.
Fryr (=100%) bezogen.
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Abb. 27: GPx1-KO-Maus: Wirkung von H,0, auf tonische und phasische Kontraktionen
T, Pumax, Psmin. (bezogen auf Pr,=100%). MW + SD, fir [500 uM] n =13, fir [100, 250,
1000 pM] n =3-4.
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Abb. 28: WT-Maus: Wirkung von H,0, auf tonische und phasische Kontraktionen T,
Pmaxs Psmin. (bezogen auf Pr,=100%). MW + SD, fur [500 uM] n =10, far [100 , 250,
1000 pM] n =3-5.
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tertiar-Butylhydroperoxid

Die Applikation des organischen Peroxids tBHP fuhrte in einer Konzentration von
500 uM an lleumpraparaten der GPx1(-/-)- und der WT-Maus zu ahnlichen Effekten wie
H,0,: Bei beiden trat signifikant eine tonische Kontraktion auf, Py. war wahrend-
dessen nur bei der GPx1-KO-Maus signifikant gegenuber Py, vergroBert. Die Amplitude
Pswin. Wurde dagegen nur bei der WT-Maus signifikant reduziert (Abb. 29). Die Fre-

quenz wurde bei beiden Genotypen nicht beeinflusst.

Insgesamt zeigt der Vergleich der Ergebnisse, dass zwischen den KO- und den WT-

lleumpréparaten keine statistisch absicherbaren Unterschiede zu finden waren.
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Abb. 29: Wirkung von tBHP [500 uM] auf tonische und phasische Kontraktionen T,
Pmax» Psmin. (bezogen auf Pr,,=100%). MW + SD, n = 6-10.
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4.2.1.2 Wirkung von STW 5 und Einzelextrakten auf die Peroxid-vermittelten
Effekte

Aufgrund der limitierten Verflgbarkeit an GPx1-KO-Tieren konnte an diesen
lleumprédparaten nur die Wirkung von STW 5 untersucht werden, daher wurde die

Testung aller Einzelfraktionen nur an Praparaten von WT-Mausen vorgenommen.

Abb. 30 zeigt, dass die durch H,0,-hervorgerufene tonische Kontraktion [500 uM]
durch alle pflanzlichen Extrakte reduziert wurde. Unter Perfusion mit STW 5 sowie mit
den stark wirksamen Extrakten aus Pfefferminz, Kamille, SiBholzwurzel,
Angelikawurzel und Melisse trat T sogar in einigen Versuchen nicht mehr auf. Auffallig
ist die breite Streuung aller Messergebnisse, insbesondere unter Perfusion von
Kimmel-, Mariendistel- und Iberis amara-Extrakt, jedoch muss berlcksichtigt werden,
dass die alleinige Applikation von H,0, bereits zu einer vergleichsweise groBen

Streuung und damit zu einer hohen Standardabweichung fuhrte.

Betrachtet man die Mittelwerte fur T, ist ein synergistischer Effekt des Gesamtextrakts
STW 5 anzunehmen, da bereits funf der enthaltenen Einzelextrakte jeweils hohere
Mittelwerte und damit deutlich geringere Wirksamkeit als STW 5 aufweisen. Das zum
Vergleich getestete Bsc [10°M] reduzierte nur schwach die H,0,-induzierte tonische

Kontraktion; die gemessenen Werte streuen auch hier sehr stark.
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Abb. 30: WT-Maus: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die H,0,-
induzierte tonische Kontraktion T [500 uM]. Alle Messwerte (m) wurden jeweils be-
zogen auf Py, (=100 %). Fir H,0, n =10 (m = 17), fUr die Extrakte n = 3-6 (m = 6-12).

Die Amplitude Pya, und die Frequenz Fy,, wurden durch die Extrakte aus Pfefferminz,
Kamille und Angelikawurzel signifikant gegeniber alleiniger H,0,-Applikation
verringert. STW 5 und die Ubrigen Extrakte, sowie das zum Vergleich untersuchte Bsc
zeigten keine charakteristische Wirkung auf die H,0,-vermittelte Reaktion (Abb. 31).
Bei einigen Messungen mit STW 5, sowie Extrakten aus Pfefferminz, Angelikawurzel
und Melisse waren Pgyi,. und Fgyin. Nicht auswertbar, da keine spontane Kontraktilitat
mehr auftrat. Die Vorbehandlung mit Kamillen-, SiBholzwurzel-, Kimmel-,
Mariendistel- und Iberis amara-Extrakt reduzierte Pgy;n. und Fgyin. €benfalls, jedoch sind

die Streuungen wie in Abb. 32 erkennbar groBer.



Ergebnisse 67

B Amplitude P(Max)

160,0 4
140,0
120,0 A
3
o
S 100,0
I
&
— 80,0 -
q) *
°
S
=4
S 60,0
£
< o
40,0
0’0 T T T “ T T T T T T T T T
H202 STW5 Pfe Kam SiB Ang Kim Mar Mel Scho Ibe Bsc

Abb. 31: WT-Maus: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die H,0,-
induzierte Amplitude Py, [500 uM]. Alle Messwerte (m) wurden jeweils bezogen auf
Pryr (=100%). MW £ SD, fir H,0, n=10 (m = 17), fir Extrakte n=3-6 (m = 6-12),
*p <0,05, **p<0,01.
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Abb. 32: WT-Maus: Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die H,0,-
induzierte Amplitude Pgyi,. [500 uM]. Alle Messwerte (m) wurden jeweils bezogen auf
Pryr (£100%). Fir H,0, n =10 (m = 17), fUr die Extrakte n = 3-6 (m = 6-12).
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Bei den Versuchen mit Praparaten der GPx1-KO-Mause zeigte sich ebenso, dass
STW5 [10pl/ml] die H,0,-induzierte Kontraktion [500 uM] inhibieren konnte
(Abb. 33). Dabei wurden Py, und T gegenuber der alleinigen H,0,-Applikation

signifikant vermindert. Fyax und Fgyin. wurden nur tendenziell reduziert.

Vergleicht man die Wirkung von STW 5 auf die H,0,-induzierten Reaktionen der GPx-
KO-Maus mit denen der WT-Maus, konnte festgestellt werden, dass sich diese
Ergebnisse nur in Bezug auf Pgy;,. signifikant voneinander unterscheiden. Wahrend
Pswin. bei der GPx1-defizienten Maus noch 0,43 + 0,24 mN betrug, erreichte Pgyin. bei
der WT-Maus nur 0,12 + 0,10 mN.

Da jedoch bezlglich Pgy,. bereits ein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Genotypen nach alleiniger H,0,-Applikation vorlag, sind auch die signifikanten

Unterschiede in den Versuchen mit vorangegangener STW 5-Perfusion erklarbar.
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Abb. 33: GPx1-KO-Maus: Einfluss von STW 5 auf die H,0,-induzierten Effekte
(*p <0,05). Alle Messwerte wurden auf Py, (=100%) bezogen. MW + SD, fir H,0,
n =13, fir H,0, und STW5 n=7.
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4.2.2 Einfluss von STW 5 auf die Radikalproduktion bei oxidativem

Stress

Die Messung der Radikalbildung erfolgte mittels Luminol-vermittelter Chemilumi-
neszenz. Fur die lleumpraparate der GPx1(-/-)- und der WT-Maus war die basale
Radikalbildung sehr gering (0,01 RLU) und praktisch nicht von Gerateleerwert zu

unterscheiden.

4.2.2.1 Einfluss von STW 5 auf die H,0,-induzierte Radikalbildung

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl in den GPx1-KO- (Tab. 8) als auch in den WT-
Praparaten (Tab. 9) H,0, dosisabhingig die Radikalproduktion steigert. Ab 5*10™ M
war dabei die Radikalbildung in den GPx1-defizienten Tieren signifikant gegenuber der
der WT-Tiere erhoht.

Der Einfluss von STW 5 auf die vermehrte Radikalbildung wurde zunéachst untersucht,
indem STW 5 wahrend der H,0,-induzierten Radikalfreisetzung appliziert wurde. Der
Pflanzenextrakt flihrte in diesem Fall bei beiden Genotypen zu einer starken Abnahme
an RLU auf ca. 1 %.

Des Weiteren wurde untersucht, welche Wirkung STW 5 bei Applikation vor H,0,-
Zugabe [5*10'4 M] auf die Radikalproduktion ausibt. Auch hier war deutlich
erkennbar, dass die vorangegangene Applikation des Pflanzenextrakts auf das
lleumpraparat (der WT-Maus) zu einer signifikant verminderten Radikalbildung fuhrte.
So wurden gegeniuber 220,9 RLU/g bei direkter H,0,-Applikation nur 1,82 RLU/g
nach STW 5-Vorbehandlung gefunden.

Auffallig bei den Versuchen war, dass die mit Darmproben und H,0, gemessenen
Werte in der Konzentration von 10°M kleiner waren als der H,O,-Leerwert (ohne
lleumpraparat). Dies lasst vermuten, dass die im lleum vorhandene Katalase wahrend

der zehnminutigen Messung bereits einen Teil des H,0, zu H,0 und O, abbaut.

Aufgrund der breiten Streuung der Messwerte wurden in den folgenden Tabellen
neben den Mittelwerten auch noch die Minima und Maxima angegeben. Bei allen
Messungen wurde vom Ergebnis bereits der ,Leerwert® der Tyrode-Luminol-Losung

abgezogen.



70 Ergebnisse

H,0,- L H202- . H,0,- STW 5-
Konzen- eerwer Zugabe Zugabe
tration (ohne Darm) [RLU] [RLU/¢g] [RLU] [RLU/¢]
[RLU]
0% M 0,0074 0,022 2,08 0,003 0,244
(0,0-0,013)  (0,005-0,07)  (0,27-6,4) (0,0-0,012)  (0,0-0,81)
0,555 4,90 339,2 0,015 1,30
510" M (172,6-
(0,09-0,98)  (0,87-18,2) 1 ) (0,002-0,03)  (0,18-2,7)
o M 3741 13,72 1683,6 0,026 2,04
(289,3- i (54,0- _ _
423.5) (1,12-75,1) 9153.9) (0,005-0,1)  (0,46-8,6)

Tab. 8: H,0,-stimulierte Radikalbildung in lleum-Praparaten der GPx1-KO-Maus und
Hemmung durch STW 5 [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Minimal-
und Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 5-10 (m=12-17).

H,0,- L H20.- . H,0,- STW 5-
Konzen- eerwer Zugabe Zugabe
tration (ohne Darm) [RLU] [RLU/¢g] [RLU] [RLU/¢]
[RLU]
0% M 0,0074 0,038 2,81 0,002 0,168
(0,0-0,013)  (0,006-0,1)  (0,3-6,97) (0,0-0,004)  (0,0-0,37)
0,555 3,41 220,9 0,012 0,873
5*10* M
(0,09-0,98)  (0,67-13,9)  (63,9-778,1)  (0,0-0,03) (0,0-2,0)
0% M 3741 6,24 72,7 0,031 2,83
(289,3- i (92,4- _ -
423.5) (1,6-13,8) 1085,6) (0,007-0,1)  (0,44-12,8)

Tab. 9: H,0,-stimulierte Radikalbildung in

lleum-Praparaten der WT-Maus und
Hemmung durch STW 5 [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Minimal-
und Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 5-11 (m=12-34).
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H,0,- H,0,-Leerwert STW 5- H,0,-Zugabe
Konzen- (ohne Darm) Zugabe 5*10* M
tration [RLU] [RLU] [RLU/¢] [RLU] [RLU/¢]
3 0,555 0,005 0,338 0,03 1,82
0,5*10° M
(0,09-0,98) (0,0-0,009) (0,0-0,7)  (0,016-0,05)  (1,18-2,65)

Tab. 10: H,0,-stimulierte Radikalbildung in lleum-Praparaten der WT-Maus nach
vorangegangener STW 5-Applikation [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie
die Minimal- und Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 3 (m=6).

4.2.2.2 Einfluss von STW 5 auf die tBHP-induzierte Radikalbildung

Auch bei Applikation von tBHP wurde die Radikalproduktion in den lleumpraparaten
dosisabhéngig gesteigert. Dabei zeigten die Darmproben der GPx1(-/-)-Mause
(Tab. 11) nahezu doppelt so hohe RLU-Werte wie die der WT-Tiere (Tab. 12).

STW 5 [10ul/ml] konnte die Radikalbildung bei beiden Genotypen erneut signifikant

reduzieren.

Vergleicht man die beiden mit {BHP bzw. H,0, durchgefuhrten Versuchsreihen, so fallt
auf, dass mit H,0, sowohl in der Spontanreaktion (ohne Darm) als auch mit Darm

ca. 100fach groBere Chemilumineszenzwerte gemessen wurden.
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tBHP- tBHP- tBHP- STW 5-
Leerwert
Konzen- hne D Zugabe Zugabe
tration (ohne Darm) [RLU] [RLU/¢] [RLU] [RLU/¢]
[RLU]
. 0,002 0,023 1,70 0,002 0,138

10° M ) (0,007- ) _ _
(0,001-0,004) 0 (0,42-4,6)  (0,0-0,003)  (0,0-0,294)

c10° 1 0,004 0,056 4,29 0,012 0,778
(0,001-0,008)  (0,03-0,09)  (2,29,4)  (0,004-0,024)  (0,32-1,39)

oo 0,008 0,196 17,95 0,015 1,19
(0,004-0,012)  (0,03-0,59)  (1,5-76,9)  (0,008-0,023)  (0,66-1,72)

Tab. 11: tBHP-stimulierte Radikalbildung in lleum-Praparaten der GPx1-KO-Maus und

Hemmung durch STW 5 [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Minimal-
und Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 3-6 (m=5-8).

tBHP- tBHP- tBHP- STW 5-
Leerwert
Konzen- hne D Zugabe Zugabe
tration (0 ?SLU?rm) RLUJ [RLU/g] [RLUJ [RLU/¢g]
5 0,002 0,006 0,43 0,004 (0,001- 0,29

10°M ) (0,001- ) 0,007) _

(0,001-0,004) (0,07-1,15) , (0,07-0,5)
0,02)

5+ 10% M 0,004 0,031 1,91 0,006 0,36
(0,001-0,008) (%’%17? (0,7-5,04) (0,0-0,02) (0,0-0,99)

10° M 0,008 0,046 3,56 0,004 0,34
(0,004-0,012) (%’%%;‘ (0,55-5,87)  (0,0-0,012)  (0,0-0,98)

Tab. 12: tBHP-stimulierte Radikalbildung in lleum-Praparaten der WT-Maus und

Hemmung durch STW 5 [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Minimal-
und Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 4 (m=8-14).
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4.3 Untersuchungen an humanen lleum-Praparaten

4.3.1 Einfluss von STW 5 auf die spontane Kontraktilitat

In diesen ersten orientierenden Versuchen konnte in humanen lleumpraparaten im
Gegensatz zu den Gewebeproben der Mause keine stabile konstante Peristaltik
gezeigt werden. Nur bei funf von insgesamt acht erhaltenen Proben (bzw. bei 18 von
insgesamt 26 untersuchten Praparaten) trat vorzugsweise am zweiten Messtag nach
der Gewebeentnahme eine spontane Peristaltik auf, wobei Py, mit durchschnittlich

1,3+ 0,8 mN und Fyy, mit 4,2 £ 2,0 min”' sehr gering waren.

STW 5 [10 ul/ml] wurde bei auftretender Spontanrhythmik appliziert und fihrte zu
einer signifikanten Relaxation der basalen Grundspannung von -2,8 + 1,5 mN,
gefunden an 15 der 18 Praparate. Auch Amplitude und Frequenz wurden gehemmt:
Pgiin. auf 0,43 £ 0,5 mN und Fgy;, auf 1,3 + 2,0 min™.
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4.3.2 Einfluss von STW 5 auf stimulierte Kontraktionen

4.3.2.1 Stimulation mit Acetylcholin und Wirkung von STW 5

Perfusion der lleumpraparate mit Acetylcholin [10‘5M] fuhrte zu einer signifikanten
tonischen Kontraktion, wobei eine maximale Kraftzunahme Ty, von 14,8 + 8,9 mN (in
6 Proben bzw. 23 Préparaten) gemessen werden konnte (Abb. 34). Acht Minuten nach
Beginn der ACh-Applikation war noch ein gesteigerter Tonus von 4,2 £ 2,6 mN (Tgwin.)

messbar.

Kraft
[mN]

Tyrode Acetylcholin [10 M] Tyrode

15 —

I
200 800 Zeit [s]

Abb. 34: Wirkung von ACh an einem humanen lleumpraparat (Beispiel einer
Originalregistrierung). Ausgewertet wurde die durch ACh induzierte tonische
Kontraktion Ty, sowie Tgyin .

Untersuchungen zur Wirkung von STW 5 auf die ACh-induzierten Kontraktionen
ergaben, dass eine Vorbehandlung des humanen lleums durch Perfusion mit STW 5
[10 ul/ml] vor ACh-Applikation [10°M] zu keiner Veranderung der ACh-Reaktion
gegenuber der alleinigen Zugabe fihrte. Weder Tyax noch Tguin. konnten beeinflusst

werden.
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4.3.2.2 Stimulation mit Histamin und Wirkung von STW 5

Die Perfusion der humanen lleumprdparate mit Histamin [10'5|\/I] fihrte zu einer
signifikanten transienten Kontraktion Ty, von 13,5 £ 9,4 mN, gefunden in 5 Proben
bzw. 14 Praparaten. Bei acht der untersuchten Praparate konnte acht Minuten nach
Beginn der Histamin-Perfusion kein erhohter Wert gegeniber dem basalen Tonus

gemessen werden (Abb. 35).

Kraft
[mN]

Tyrode Histamin [107 M] Tyrode

15 —

| |
|
200 800 Zeit [s]

Abb. 35: Wirkung von Histamin an einem humanen lleumpraparat (Beispiel einer
Originalregistrierung). Ausgewertet wurde die durch Histamin induzierte maximale
tonische Kontraktion Tyax.

Eine Vorbehandlung mit STW 5 [10 ul/ml] vor Histamin-Applikation konnte nur an zwei
verschiedenen Darmpraparaten getestet werden, so dass hier keine allgemeingtiltige
Aussage getroffen werden kann. In diesen Versuchen reduzierte die vorangegangene
STW 5-Perfusion Ty, jedoch um 15,3 bzw. 17,0 %.
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4.3.3 Einfluss von STW 5 auf die Radikalproduktion

Humane lleumpraparate standen ebenfalls flir Chemilumineszenz-Messungen zur
Verfugung. Die basale Radikalbildung war in diesen gegentber den Maus-Préparaten
(0,01 RLU) weniger konstant und durchschnittlich erhoht (6,84 RLU). Untersucht
wurde, analog dem Maus-Modell, die Wirkung von STW 5 [10ul/ml] auf die H,0,-
induzierte Radikalbildung [10°M, 10°M].

Wie man in Tab. 13 erkennen kann, wurde die Radikalbildung im humanen Gewebe
durch H,0,-Applikation stark erhéht. Zugabe von H,0, [10’5M] fuhrte zu 380,8 RLU
pro Gramm lleum, H,0, [10‘3M] sogar zu durchschnittlich 3266,2 RLU/g.
Demgegeniuber war die Radikalbildung deutlich geringer im lleum der WT-Maus, fir
H,0, [10°M] 2,81 RLU/g und fiir H,0, [10°M] 472,7 RLU/g.

STW 5 konnte die Radikalbildung in den humanen Darmpréparaten signifikant

hemmen.
H,0,- H0.- H,0,- STW 5-
Leerwert
Konzen- (ohne Darm) Zugabe Zugabe
tration onne La [RLUJ [RLU/¢g] [RLU] [RLU/¢]
[RLU]
. 0,0074 7,34 380,8 0,068 4,9
1M (0,0-0,013) (0,3-36,6) (21,6- (0,04-0,11) (3,1-5,9)
b b b ) 1796,9) b b b b
374,1 90.7 3266,2 0.39 27
107 M (289,3- (6 3—4;,7 4) (441,2- (0 02,-1 81) (1 2-z;3 4)
423,5) ’ ’ 7388,8) e R

Tab. 13: H,0,-stimulierte Radikalbildung in humanen lleum-Praparaten und Hemmung
durch STW 5 [10ul/ml]. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Minimal- und
Maximalwerte in RLU bzw. RLU/g Gewebe. n = 6-7 (m=19-27).
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5 Diskussion

5.1 Wahl des Untersuchungsmodells

Die multifaktorielle Erkrankung Reizdarmsyndrom hat eine hohe Pravalenz in der
Bevolkerung und steht pathophysiologisch in engem Zusammenhang mit Storungen
der Motilitat und Kontraktilitat des Darms. DefinitionsgemaB handelt es sich einerseits
um eine chronische Erkrankung, weswegen die Compliance in der Therapie mit
Phytopharmaka (oder alternativen Therapien) besonders hoch ist. Andererseits wird
betont, dass die Symptome durch funktionelle Stérungen ohne Organbefund
verursacht werden sollen. Daher ist die Entwicklung von tierexperimentellen in vivo-
Modellen bisher nicht realisiert. Um dennoch Aussagen zur Wirkung von etablierten
Phytopharmaka, die bei RDS eingesetzt werden, machen zu konnen, verwendeten wir
vor allem lleumpraparate von Standardmdusen und untersuchten Effekte auf die
spontane Peristaltik, speziell auf die Amplitude und Frequenz der spontanen
Kontraktionen. Zusatzlich wurden Effekte auf durch verschiedene Signalstoffe

induzierte Modulationen der spontanen Kontraktilitat betrachtet.

Vor dem Hintergrund, dass inflammatorische Reaktionen und damit oxidativer Stress
in der Darmwand maoglicherweise zur Pathogenese des RDS beitragen, wurden des
Weiteren lleumpréaparate aus Mausen mit ausgeschaltetem Gen fur die Glutathion-
peroxidase1 verwendet. Bei diesen wurde eine gestorte Peroxidentgiftung und damit

erhohter oxidativer Stress erwartet.

Letztlich sollten in orientierenden Versuchen an menschlichen Ileumpraparaten,

soweit moglich, die am Mause-lleum erhobenen Befunde lberprift werden.
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5.2 Wirkungen der Phytotherapeutika und Homéopathika auf die
spontane Peristaltik

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das pflanzliche Fertigarzneimittel Iberogast® (STW 5),
einschlieBlich der neun darin enthaltenen Einzelextrakte, sowie verschiedene, bei

Verdauungsstoérungen indizierte Homdopathika auf ihre Wirkung am lleum untersucht.

In Messungen der Kontraktilitdit am lleum von Standard-M&usen konnte in vitro gezeigt
werden, dass die untersuchten pflanzlichen Extrakte, dosiert in 2, 5 und 10 ul/ml, auf
unterschiedliche Art die spontan auftretende Peristaltik beeinflussen. Dabei war die

Wirkung auf die Amplitude allgemein starker ausgepréagt als auf die Frequenz.

Die Extrakte aus Pfefferminzblattern, Kamillenbliten und Angelikawurzel zeigten dosis-
abhangig die starksten inhibierenden Effekte auf die Amplitude, gefolgt von SuBholz-
wurzel, Mariendistelfriichten und Melissenblattern. Die Extrakte aus Kimmelfrichten,
Schoéllkraut und Iberis amara reduzierten die Amplitude ebenfalls dosisabhadngig,

wenngleich die Wirkungen nur schwach ausgepragt waren.

Die Frequenz wurde erst ab einer Extraktkonzentration von 5 pul/ml signifikant
beeinflusst, fur 2 ul/ml wurden keine signifikanten Effekte gefunden. Wahrend Pfeffer-
minz und Kamille in den Konzentrationen 5 und 10 pl/ml die Frequenz signifikant
reduzierten, zeigten Angelikawurzel, Kimmel und Schoéllkraut nur in der hoheren
Dosierung inhibierende Effekte. Fur Schollkraut und Iberis amara [5 pl/ml] wurde eine

signifikante Zunahme der Frequenz beobachtet.

Der Gesamtextrakt STW 5 zeigte sowohl auf die Amplitude als auch auf die Frequenz,
verglichen mit den Einzelextrakten, eine starke signifikante inhibierende Wirkung.
Synergistische Effekte sind anzunehmen, da in den untersuchten Konzentrationen nur
zwei der neun Einzelextrakte starker wirksam waren als STW 5: Pfefferminz und
Kamille zeigten eine groBere Reduzierung der spontanen Kontraktilitat, fur die Gbrigen
Extrakte wurden schwachere Effekte beobachtet. Berlcksichtigt man dartber hinaus,
dass die jeweilige Einzelextrakt-Konzentration im Gesamtextrakt STW 5 ca. 10-fach
geringer ist im Vergleich zu den in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen

[10 pl/ml], kann von Uberadditiven Effekten ausgegangen werden.

Die Spasmolytika Butylscopolamin (Bsc) und Papaverin (Pap) wurden zum Vergleich

auf ihre Wirkung auf die Kontraktilitdt des lleums untersucht. Bsc blockiert als
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kompetitiver Antagonist muskarinerge Cholinrezeptoren, wohingegen Pap uber
Hemmung der cAMP-spaltenden Phosphodiesterase direkt relaxierend auf die glatte
Muskulatur wirkt. In den Kontraktionsmessungen wurde fiir Bsc [10°M] nur ein
schwacher Effekt auf die Amplitude gefunden, vergleichbar mit der Wirkung von
Kidmmel und Iberis amara [5 ul/ml], eine Wirkung auf die Frequenz konnte nicht
beobachtet werden. Fur Pap [10’5 M] konnte eine mittlere Wirksamkeit mit Inhibierung

der Amplitude und Frequenz gezeigt werden.

Vergleicht man diese Effekte mit denen der Extrakte auf Amplitude und Frequenz,
kann man annehmen, dass die Extrakte die spontanen Kontraktionen mdglicherweise
eher, ahnlich wie Papaverin, Gber einen durch intrazellulare Signalkaskaden erhdhten

Gehalt an cAMP und cGMP und damit einen gehemmten Calciumeinstrom relaxieren.

Die hier gefundenen quantitativ unterschiedlichen Wirkungen der Einzelextrakte
spiegeln sich auch in der bekannten Wirkung einzelner Inhaltsstoffe wieder. So wurde
beispielsweise fur isoliertes Menthol (aus Pfe) eine Blockade spannungsabhangiger
Ca’"-Kandle beschrieben, die am Meerschweinchen-lleum zu einer Relaxation der
glatten Muskulatur fuhrte [Hawthorn et al., 1988]. Fir die Isoformen des Monoterpens
Pinen, welches in Pfefferminz und Angelikawurzel vorkommt, wurden spasmolytische
Effekte am lleum der Ratte nachgewiesen [Sadraei et al., 2001]. Des Weiteren wurde
eine relaxierende Wirkung flr das Coumarin Osthol (in Angelikawurzel enthalten)
beschrieben, die Teng et al. [1994] auf eine unspezifische Hemmung der cAMP- und

cGMP-Phosphodiesterasen zurlickfiihren konnte.

Auch fir einzelne Flavonoide, wie Apigenin und dessen Glykoside oder Quercetin,
enthalten in Kamille und Pfefferminz, sowie flr Hydroxyzimtsauren, wie u.a. die
Kaffeesaure (in Pfe, Ang und Kam), konnten spasmolytische Wirkungen gezeigt werden
[Trute et al., 1997].

Insbesondere die stark wirksamen Extrakte wie Pfefferminz, Kamille und
Angelikawurzel enthalten in sehr groBer Anzahl verschiedene Atherische Ole (Mono-
und Sesquiterpene), Flavonoide sowie Polyphenolsduren mit motilitdtsmodulierender
Wirkung [Wegener and Wagner 2006], so dass sich deren Wirksamkeit auch aus der

Summe der enthaltenen Inhaltsstoffe erklaren lasst.
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Bereits in friheren Studien wurde der Einfluss von STW 5 und seinen Einzelextrakten
auf die gastrointestinale Motilitat untersucht. Heinle et al. [2006] konnten in
Versuchen an isolierten lleumpraparaten von Meerschweinchen differenzierte Effekte
zeigen. Schollkraut fihrte dabei zu einer signifikanten Steigerung der Kontraktions-
kraft der spontanen Peristaltik, hingegen wurde diese insbesondere durch Pfefferminz,

Melisse und Iberis amara signifikant reduziert.

Ammon et al. [2006] beobachteten, ebenfalls am Meerschweinchen-lleum, eine spas-
molytische Wirkung fir STW 5, dariiber hinaus konnten sie fir Iberis amara einen toni-

sierenden Effekt am relaxierten Darmmuskel nachweisen.

Offensichtlich gibt es also Spezies-spezifische Unterschiede, die bei der Bewertung

der unterschiedlichen Ergebnisse berlcksichtigt werden mussen.

Aus der Uberlegung nach synergistischen Wirkungsbeziehungen gingen weitere
Forschungspraparate hervor, die in den Kontraktionsmessungen untersucht wurden.
Die Kombinationspraparate STW5Kombé (Pfe, Kam, SuB, Kim, Mel, lbe) und
STW5Komb4 (Pfe, Kam, SUB, Ibe) enthalten die genannten Extrakte in veranderter
Zusammensetzung gegenuber STW 5. So fehlen in STW5Kombé die schwach
motilitatshemmenden Extrakte Schollkraut und Mariendistel, dafiir wurde der Anteil an
Pfefferminz und Kamille verdoppelt bzw. veranderthalbfacht. STW5Kombé inhibierte

daher erwartungsgemaf Amplitude und Frequenz starker.

Fir STW5Komb4 wurde wie erwartet eine noch starkere inhibitorische Wirksamkeit
gefunden, die zum einen auf das Fehlen der gering wirksamen Extrakte aus Kimmel
und Melisse und zum anderen auf die sechsmal hohere Konzentration an

Pfefferminzextrakt (gegentuber STW 5) zurtuckzufihren ist.

Anders sahen die Ergebnisse fur STW5-Ibe aus. Dieses Praparat unterscheidet sich
von STW 5 nur durch einen Mangel an Iberis amara-Extrakt, die tbrigen Extrakte liegen
in unveranderter Konzentration vor. STW5-lbe zeigte eine deutlich schwéacher
hemmende Wirkung auf die spontane Motilitat als STW 5. Dieses Ergebnis war
unerwartet, da fir die alleinige Applikation von Iberis amara-Extrakt [5 und 10 pl/ml]
nur eine sehr schwache bzw. in vergleichbarer Konzentration wie in STW 5 [2 pl/ml]

keine motilitdtshemmende Wirkung gefunden wurde. Daher kann man vermuten, dass
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der Mangel an Iberis amara im Gesamtextrakt zu deutlich verminderten Wechsel-
wirkungen zwischen den Einzelextrakten fuhrt. Die Aufklarung dieser Synergie-

mechanismen bedarf weiterer Untersuchungen.

Anhand zusatzlicher Extrakte sollte die Rolle der Alkaloide im Schollkraut naher
charakterisiert werden. Daflr standen neben dem nativen Schéllkrautextrakt Sché auf
10 % (Sch610) und auf 2 % Alkaloidgehalt (Scho2) abgereicherte Extraktvarianten zur
Verfugung, sowie die durch Festphasenextraktion abgetrennte Alkaloidfraktion
SchoAlk.

Scho reduzierte die Kontraktionsamplitude signifikant, wahrend Sch610 und Sch62
auf diese tendenziell weniger Einfluss nahmen. Die Alkaloidfraktion fihrte, bei
Applikation in der Konzentration wie in Scho, zu einer Steigerung der Amplitude und
einer Reduzierung der Frequenz. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der
beschriebenen Wirkung fur Schollkraut-Alkaloide am Meerschweinchen-lleum, die
insbesondere fur Chelidonin, Protopin und Berberin spasmolytische Effekte an der

glatten gastrointestinalen Muskulatur in den Vordergrund stellt [Hiller et al., 1998].

In einem weiteren Versuch wurden Sch62 und SchoAlk derart kombiniert, dass der
Gesamtalkaloidgehalt dem des nativen Extrakts entsprach. Aber auch hier konnte eine
tendenzielle Erhohung der Amplitude und damit eine gegenlaufige Wirkung zu Scho

gefunden werden.

Eine mogliche Ursache fir die Differenzen der Alkaloidwirkung kann sich aus der
Fraktionierung ergeben haben. Mdglicherweise wurden bei der Festphasenextraktion
neben den Alkaloiden auch andere polare Inhaltsstoffe wie bspw. verschiedene
Pflanzensauren abgetrennt, die die Wirkung beeinflussen. Anhand der Analyse der von
der Firma Steigerwald zur Verfugung gestellten HPLC-Fingerprints von Scho2 zeigte

sich, dass zumindest ein geringer Teil polarer Substanzen ebenfalls extrahiert wurde.

In diesen Versuchen wird deutlich, dass die Beurteilung der Wirksamkeit des
Phytopharmakons STW5 nicht allein abhédngig gemacht werden kann von der Addition
der einzeln nachgewiesenen Wirkungen der Komponenten. Komplexere Mechanismen
scheinen schon in vitro eine Rolle zu spielen, so dass flr eine in vivo-Applikation

ebenfalls noch unbekannte Wechselwirkungen angenommen werden kénnen.
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Homdoopathische Losungen standen als Urtinkturen zur Verfiigung, nur Lachesis lag in
der Potenz D4 vor. Fir die Kontraktilitdtsmessungen wurden alle Tinkturen in Tyrode-
Loésung 1:100 verdinnt, Chamomilla und Magnesium chlorat. wurden auch in der
Verdinnung 1:1000 verwendet, wobei keine Dilutionen nach klassischer homoo-

pathischer Lehre erstellt wurden.

Fir Asa foetida, Lachesis und Magnesium chlorat. konnte eine starke inhibierende
Wirkung, insbesondere auf die Amplitude der spontanen Motilitat, ermittelt werden,
gefolgt von Chamomilla, Colocynthis und Lycopodium. Ignatia beeinflusste die

Peristaltik nur sehr schwach.

Asa foetida enthalt unter anderem Phenolsauren (und deren Ester) sowie atherische
Ole, wie a-Pinen und Phellandren. Fiir diese Inhaltsstoffe konnten Sadraei et al. [2001]
eine relaxierende Wirkung am lleum der Ratte zeigen. Die Lachesis-induzierten Effekte
gehen moglicherweise auf die neurotoxischen und zytotoxischen Eigenschaften des
Schlangengifts, und damit verbunden auf Wechselwirkungen an lonenkanélen und auf

veranderte Membranpotentiale zuruck.

Fir die Betrachtung der Magnesium-chloratum-vermittelten Effekte muss die bereits
vorhandene Konzentration an Magnesium in der Tyrode-Losung berucksichtigt werden.
Diese betrug 1,2 mM und erhohte sich in den Versuchen durch die weitere
Magnesium-Applikation auf 1,7 mM bzw. auf 6,2 mM. Es wurde deutlich, dass schon
eine geringe Erhdhung des Mg®*-Gehalts zu einer persistenten Reduzierung der

Amplitude um ca. 8 %, in der Konzentration von 6,2 mM sogar um ca. 55 % flihrte.

Es ist anzunehmen, dass Calcium-antagonistische Effekte Ursache der durch

Magnesium reduzierten Motilitat darstellen.

Die Wirkung von Chamomilla, Colocynthis und Lycopodium beruht auf Inhaltsstoffen
mit motilitatsmodulierender Wirkung, bspw. verschiedener Flavonoide (Cham, Lyco)
und Phenolsauren (Colo) [Trute et al., 1997].

Insgesamt konnte ein Nachweis der gastrointestinalen Wirksamkeit der Urtinkturen
gezeigt werden, inwieweit diese jedoch zur therapeutischen Wirkung beitragen, kann

aus diesen Experimenten nicht geklart werden.
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5.3 Wirkungen der Phytotherapeutika auf induzierte Kontraktionen

Die intestinale Motilitdt wird durch myogene, reflektorische und zentrale
Mechanismen beeinflusst. Dabei spielen sowohl exzitatorische als auch inhibitorische

Neurotransmitter und Neuropeptide eine wichtige Rolle.

Daher wurden in dieser Arbeit einerseits die Wirkungen von Acetylcholin, Prosta-
glandin F,,, Substanz P und Neurotensin auf die Motilitdt des lleums registriert,
andererseits wurde untersucht, inwieweit diese durch die pflanzlichen Extrakte

beeinflusst werden konnen.

5.3.1  Stimulation mit Acetylcholin und Wirkung von STW 5 und seinen
Einzelextrakten

Acetylcholin ist ein Neurotransmitter an den Endigungen der sympathischen und
parasympathischen praganglionaren Fasern, der postgangliondren Synapse des Para-
sympathikus und an der motorischen Endplatte. Auch die Erregungsibertragung im
enterischen Nervensystem erfolgt an zahlreichen Synapsen durch ACh. Dabei wird
durch Bindung an G-Protein-gekoppelte muskarinerge Rezeptoren des Subtyps M3 die
IP;/DAG-Signalkaskade aktiviert. Es folgt ein Anstieg der intrazelluliren Ca**-Kon-
zentration, wobei die gastrointestinale Motilitat, d.h. Tonus und Frequenz, gesteigert

wird.

In den hier vorgestellten Untersuchungen am lleum der Maus rief ACh dosisabhangig
tonische Kontraktionen hervor, sowie eine signifikante Reduzierung der spontanen
Kontraktionen der phasischen Rhythmik. Die Effekte der Phytopharmaka auf die
Acetylcholin-vermittelte Wirkung wurden anhand von zwei experimentellen Protokollen

untersucht.

In der ersten Untersuchungsreihe wurde ACh gleichzeitig mit jeweils einem
Pflanzenextrakt appliziert. Dies fuhrte bei Pfefferminz, Kamille, Angelikawurzel,
Mariendistel und dem zum Vergleich untersuchten Muskarinrezeptor-Antagonist
Butylscopolamin zu einer signifikanten Hemmung der ACh-induzierten tonischen
Kontraktion, die Ubrigen Extrakte sowie STW 5 inhibierten diese nur tendenziell. Die

durch ACh reduzierten, spontanen Kontraktionen wurden bei gleichzeitiger Applikation
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mit StBholzwurzel, Mariendistel, Kimmel und Kamille nochmals inhibiert, wahrend sie
durch Iberis amara und Bsc gegenuber alleiniger ACh-Reaktion vergroBert wurden.
Interessanterweise konnte fir die jeweilige ACh-Extrakt-Applikation gegenliber der
alleinigen Extrakt-Applikation eine schwachere Inhibierung der spontanen Peristaltik
beobachtet werden. Hier spielen madglicherweise auch Wechselwirkungen zwischen
ACh und Inhaltsstoffen der Extrakte eine Rolle.

In einer zweiten Messreihe wurde Uberpruft, ob eine Vorinkubation der lleumpraparate
mit den Extrakten zu differenzierten Ergebnissen gegeniber der gleichzeitigen Extrakt-
Acetylcholin-Applikation flhrt. STW 5 zeigte aufgrund der Vorinkubation eine inhibie-
rende Wirkung auf die ACh-induzierte tonische Kontraktion, Pfefferminz und Marien-
distel hemmten diese ebenfalls signifikant, wie bereits im ersten Protokoll. Die
Amplitude der phasischen Spontanrhythmik wurde aufgrund der vorangegangenen
Extraktperfusion allgemein starker reduziert, signifikante Effekte waren nun fir STW 5,
Kam und Mar zu beobachten. Das zum Vergleich untersuchte Bsc inhibierte erneut die
ACh-induzierte tonische Kontraktion, zeigte aber keine signifikante Wirkung auf die

spontane Peristaltik.

Zusammenfassend konnten wir erkennen, dass eine Vorinkubation der lleumpraparate
mit dem jeweiligen Pflanzenextrakt moglicherweise bessere Rickschlisse Uber den
Einfluss der Extrakte auf die stimulierte Kontraktion im lleum zulédsst. Ob dies allein
durch eine verbesserte Erreichbarkeit der Wirkungsorte durch die Diffusion erzielt
wird, oder dadurch, dass die Inhaltsstoffe der Extrakte schon in metabotrope Reak-
tionen des lleums eingreifen und dadurch bspw. Rezeptoren blockieren, kdnnte durch

weitere Untersuchungen geklart werden.

Deutlich wird dieser Effekt auch im Vergleich der Ergebnisse flr Butylscopolamin-
bromid: Als kompetitiver Antagonist an muskarinergen Rezeptoren war die
inhibierende Wirkung des Bsc auf den ACh-induzierten Tonus stédrker bei voran-
gegangener Bsc-Applikation gegenlber der gleichzeitigen. In dieser Messreihe zeigte
Bsc auch eine allen Pflanzenextrakten Uberlegene Wirkung auf den Tonus, wobei fir
STW 5, Pfefferminz und Mariendistel dennoch signifikante Effekte gefunden wurden,

so dass hier ebenso eine anticholinerge Wirkung zu erwarten ist.

Spezifische anticholinerge Wirkungen wurden von Simmen et al. [2006] in Versuchen

am Intestinum der Ratte in vitro gefunden: Sie zeigten fur einzelne Inhaltsstoffe,
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insbesondere fur Cucurbitacine und Glykoside des Kéampferols, wie in Iberis amara vor-
kommend, fur Osthol und weitere Hydroxy- und Furanocumarine, wie in Angelika-
wurzel vorhanden, fir N-Malonyltryptophan aus der Mariendistel, sowie fir
Chelidonsdure und Chelidonin im Schollkraut hohe Bindungsaffinitdten an muska-

rinergen M3-Rezeptoren.

In Versuchen am Meerschweinchen-lleum fanden Ammon et al. insbesondere fur
STW 5, Pfe, Kam und SUB eine inhibierende Wirkung auf die ACh-induzierte
Kontraktion, fur Iberis amara dagegen eher einen agonistischen Effekt [Ammon et al.,
2006]. Geringe Abstufungen in der Wirksamkeit der einzelnen Extrakte sind vermutlich
auf das unterschiedliche Modell zurlickzufiihren, so konnte fir Iberis amara auch am
nicht-stimulierten Meerschweinchendarm ein tonisierender Effekt gefunden werden,
wahrend wir am nicht-stimulierten Mausedarm eine spasmolytische Wirkung

beobachteten.

5.3.2 Stimulation mit Prostaglandin F,, und Wirkung von STW 5 und

seinen Einzelextrakten

Prostaglandin F,, entsteht auf dem Cyclooxygenase-abhangigen Weg durch Reduktion
der zyklischen Endoperoxide Prostaglandin G, und H, und wird im peristaltischen
Geschehen vermehrt freigesetzt, beispielsweise aufgrund einer Aktivierung von
Neurotransmittern (Acetylcholin), durch Vagusstimulation und durch mechanische
Reize im Darm. Im Ileum stimulieren die Prostaglandine der F-Serie Gber Bindung an G-
Protein-gekoppelte FP-Rezeptoren sowohl die Kontraktilitat der longitudinalen als auch
der zirkuldren Muskelschichten und fordern dadurch die intestinale Transitzeit bzw. die
Peristaltik. Jedoch konnte auch in inflammatorischen Prozessen, wie der ulcerativen

Colitis, eine gesteigerte PG-Freisetzung nachgewiesen werden [Burakoff et al., 1990].

In unseren Versuchen induzierte die PGF,,-Applikation eine signifikante tonische,
transient auftretende Kontraktion, verbunden mit einer erhéhten Amplitude der
spontanen Peristaltik. Die pflanzlichen Extrakte hemmten insbesondere den Tonus,
signifikant war dies bei vorangegangener Perfusion mit Kamille, Angelikawurzel,
Pfefferminz, SuBholzwurzel und Mariendistel, sowie mit dem Gesamtextrakt STW 5

und dem zum Vergleich eingesetzten Bsc zu beobachten. Die peristaltischen
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Amplituden wurden durch Extrakte aus Pfe, Ang, SiB, Kam und Mar zwar signifikant
gegenuber der alleinigen PGF,,-Applikation gehemmt, traten aber dennoch gegenuber
der alleinigen Extraktperfusion vergroBert auf. Diese Effekte konnten tendenziell auch
fur STW 5 und Bsc beobachtet werden.

Frantzides et al. [1992] konnten in Untersuchungen am Dinndarm des Hundes
feststellen, dass die PGF,4-induzierte Kontraktion durch Verapamil, jedoch nicht durch
Atropin, Hexamethonium oder Tetrodotoxin inhibierbar war. Daher wird fir die exzita-
torische PGF,,-Wirkung an der glatten Muskulatur ein Calcium-abhéangiger, aber

neuronal-unabhangiger Mechanismus vermutet [Snetkov et al., 2006].

In mehreren Untersuchungen wurden fir Menthol (in Pfefferminz) [Hawthorn et al.,
1988; Hills and Aaronson 1991] und Apigenin (in Kamille) [Ko et al., 1991] anta-
gonistische Effekte an Calcium-abhéngigen Kandlen beschrieben. Fur das in
Angelikawurzel enthaltene Osthol konnten Teng et al. [1994] eine Hemmung der
PGF,.-induzierten Kontraktion der glatten Muskulatur der Meerschweinchen-Trachea
zeigen. Diesen Effekt fuhrten sie auf eine Inhibierung der cAMP- und cGMP-

Phosphodiesterase zurtick.

Diese Befunde geben eine Erklarungsmaoglichkeit fur die signifikante Reduzierung des
PGF,,- induzierten Tonus der lleumpraparate mit Extrakten aus Kamille, Pfefferminz
und Angelikawurzel. Fur die schwach wirksamen Extrakte aus Kimmel, Melisse und
Iberis amara wurden keine Literaturangaben bezuglich einer Wirkung an Calcium-

kanalen bzw. einer direkten Interaktion mit PGF,, gefunden.

5.3.3 Stimulation mit Substanz P und Wirkung von STW 5

Substanz P und Neurotensin sind Neuropeptide, deren Zielzellen u.a. die glatte
Muskulatur des Dinndarms sind. Neuropeptide sind allgemein mit klassischen Neuro-
transmittern, wie z.B. ACh und Noradrenalin, oder auch mit anderen Neuropeptiden in
peripheren Nervenfasern kolokalisiert und zeigen im Zusammenspiel mit diesen

neuromodulatorische und neuroregulatorische Eigenschaften [Bennett et al., 1992].

Substanz P wird im Intestinaltrakt von Neuronen des Plexus myentericus und Plexus
submucosus gebildet und nach vagaler Stimulation freigesetzt. Einerseits greift SP in

der intestinalen Peristaltik an den glatten Muskelzellen an, wodurch tber G-Protein-
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gekoppelte-Neurokinin-Rezeptoren und Aktivierung der IP3-Signalkaskade Calcium aus
intrazelluldren Speichern freigesetzt wird. Andererseits wirkt SP entweder direkt oder
indirekt Uber Stimulation cholinerger Neurone wie ACh im enterischen Nervensystem
[Holzer and Lippe 1984]. Daneben spielt SP auch pathophysiologisch eine Rolle im
Schmerzgeschehen, bei Entziindungsprozessen, Darminfektionen und immunolo-
gischen Stoérungen [Herbert and Holzer 2002a; Mayer et al., 1988; Schneider et al.,
2001]. So wurde in entzundetem Darmgewebe eine erhohte Neurokinin1-Rezeptor-
dichte und eine vermehrte SP-Konzentration gefunden, wodurch eine gesteigerte

Kontraktilitdt anzunehmen ist [Depoortere et al., 1999; Herbert and Holzer 2002b].

SP fuhrte am lleum der Maus in vitro zu einer transienten tonischen Kontraktion,
verbunden mit einer vergroBerten Amplitude der spontanen Kontraktilitdt. Da mit
steigender Konzentration an Substanz P nur noch eine schwache Zunahme des Tonus
beobachtet werden konnte, war moglicherweise in einer Konzentration von 10 nM

Sattigungsverhalten erreicht.

Um die direkte Wirkung von STW 5 auf die SP-induzierte Reaktion zu ermitteln, wurden
die Darmpraparate vor SP-Applikation mit STW 5 perfundiert. In den Ergebnissen
wurde deutlich, dass STW 5 zwar die Amplitude signifikant inhibierte, jedoch keinen
Einfluss auf den SP-induzierten Tonus auslbte. Durch SP in einer Konzentration von
[100 nM] wurde dieser sogar gegenuber alleiniger SP-Applikation erhoht.
Demgegenuber reduzierte Bsc die tonische Kontraktion etwa um die Halfte, zeigte
aber keine signifikanten Effekte auf die peristaltische Amplitude. Da, wie oben be-
schrieben, SP zu einer Aktivierung kolokalisierter Neurotransmitter und -peptide fuhrt,
erscheint es moglich, dass Bsc auf diese antagonistisch und somit inhibierend auf den
Tonus wirkt. Fir STW 5 kann hingegen eher eine Interaktion mit den Neurokinin-
Rezeptoren als mdglicher Wirkmechanismus angenommen werden, da sich die Ergeb-
nisse deutlich von den mit Bsc gemessenen unterscheiden und eine signifikante Redu-
zierung der Amplitude der spontanen Kontraktionen im Vordergrund stand. Fur eine
differenziertere Analyse sind weitere Messungen mit den in STW 5 enthaltenen Einzel-

extrakten bzw. mit vorkommenden Inhaltsstoffen notwendig.
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5.3.4 Stimulation mit Neurotensin und Wirkung von STW 5

Neurotensin wird insbesondere in den N-Zellen des Ileums und des Kolons gebildet.
Dort zeigt NT Uber spezifische Neurotensin-Rezeptoren vermittelte Effekte auf die
motorische peristaltische und sekretorische Aktivitat, gleichzeitig fungiert es als
Intestinalhormon mit endokrinen und neuroendokrinen Funktionen [Brown and Miller
1982; Kitabgi and Freychet 1978; Nguyen et al., 1997]. NT rief in Versuchen an longi-
tudinalen Muskelpraparaten des Meerschweinchen- und des Ratten-lleums, wenn die
Gewebeproben spontane peristaltische Aktivitat zeigten, eine transient auftretende
Relaxation hervor, gefolgt von einer Kontraktion des Praparates. Diese ist moglicher-
weise auf eine erhdohte NT-vermittelte ACh-Freisetzung aus dem Plexus myentericus
zurtckzufiihren [Goedert et al., 1984, Kitabgi and Freychet 1978;Teitelbaum et al.,
1984].

Am lleum der Maus bewirkte die NT-Applikation, ab einer Konzentration von 10 nM,
ebenfalls eine transiente Relaxation des Praparates, gleichzeitig verbunden mit einer
voribergehenden signifikanten Reduzierung der Amplitude der Spontanrhythmik.
Dabei konnte eine Dosisabhéangigkeit beobachtet werden: mit steigender NT-Konzen-

tration nahm die Relaxation zu und die Amplitude wahrenddessen ab.

Eine Vorinkubation der Praparate mit STW 5 inhibierte die NT-induzierte Relaxation
und fuhrte zu einer persistent verminderten Amplitude der phasischen Kontraktionen.
Das zum Vergleich applizierte Bsc fihrte zu keiner signifikanten Veranderung gegen-

uber der alleinigen NT-Applikation.

Huidobro-Toro und Zhu [1984] vermuten, dass im lleum zwei Untereinheiten des
Neurotensin-Rezeptors vorkommen: Einerseits ein inhibitorischer Subtyp, der an den
glatten Muskelzellen auf postsynaptischer Seite lokalisiert ist, und die Relaxation
vermittelt, andererseits eine exzitatorische Untereinheit, die groBtenteils im Plexus
myentericus vorzukommen scheint, und eine Wirkung Uber Freisetzung verschiedener
Neurotransmitter und -peptide hervorruft. Kullak et al. [1987] erklaren den
relaxierenden Effekt des NT detaillierter mit einer Wechselbeziehung zwischen NT und
Calcium und stellen dazu die These auf, dass aufgrund eines NT-induzierten
Calciuminflux calciumabhéngige Kaliumkanéle aktiviert wirden, die zu einer Nach-

hyperpolarisation und damit zu einer stark verringerten zytosolischen Calcium-
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Konzentration fiihren. Dies scheint sich durch die Untersuchungen von Kitabgi und
Vincent [1981] zu bestatigen: Das neurotoxische Peptid Apamin konnte am
Kaninchen-lleum die NT-stimulierte Relaxation durch Blockade der calciumabhéngigen

Kaliumkanale inhibieren.

STW 5 konnte am lleum der Maus die Relaxation hemmen. Aufgrund des dargestellten
Sachverhalts wird vermutet, dass dies auf muskularer Ebene geschieht. Offen bleibt
dabei, ob Inhaltsstoffe in STW 5 direkt an Neurotensin-Rezeptoren angreifen, oder ob
die Wirkung ausschlieBlich durch die Blockade calciumabhangiger Kanale, wie bereits
in Kap. 5.3.2 fur Inhaltsstoffe aus Pfefferminz, Kamille und Angelikawurzel

beschrieben, vermittelt wird.
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5.4 Wirkungen der Phytotherapeutika auf oxidativen Stress und
Darmperistaltik

5.4.1 Oxidativer Stress und reaktive Sauerstoffspezies

Man kann davon ausgehen, dass oxidativer Stress und Entzindungsreaktionen,
verbunden mit erhohter Aktivitéat reaktiver Sauerstoffspezies, eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des Reizdarmsyndroms spielen. In verschiedenen Tiermodellen der
intestinalen Entziindung wurde gezeigt, dass inflammatorische Prozesse und
Aktivierung des enterischen Immunsystems (mit Freisetzung proinflammatorischer
Mediatoren) schon in fruhen Stadien zu signifikanten, aber unspezifischen
Veranderungen der Darmmotilitat fihren konnen [Akiho et al., 2005; Appleyard et al.,
2002; Barbara et al., 2002; Collins et al., 1999; Hathaway et al., 2000; Percy et al.,
1993; Spiller and Campbell 2006; Tornblom et al., 2005].

Fir die Therapie des RDS scheint es daher besonders sinnvoll, Arzneimittel mit
zusatzlich radikalabfangender Wirkung wie z.B. Phytopharmaka einzusetzen [Germann
et al., 2006; Schempp et al., 2006].

Im Folgenden werden zunachst Grundlagen des oxidativen Stresses, dann die Wirkung
des pflanzlichen Extrakts STW 5 auf die Peroxid-stimulierte ROS-Bildung im lleum
erortert. AnschlieBend werden die Effekte von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf

die Peroxid-induzierte Kontraktilitat diskutiert.

Zu den reaktiven Sauerstoffspezies gehoren einerseits Sauerstoff-Verbindungen mit
jeweils einem ungepaarten Elektron (z.B. OH", O, ") andererseits Molekiile wie bspw.
die in dieser Arbeit verwendeten Peroxide Wasserstoffperoxid und tertiar-
Butylhydroperoxid, die als unvollstdndige Reduktionsstufen ebenfalls ein sehr hohes
oxidatives Potential in der Zelle zeigen. Allgemein entstehen ROS endogen in verschie-
denen Zellkompartimenten, u.a. in der Atmungskette, in der NADPH-Oxidase-Reaktion,
im Arachidonsdauremetabolismus, bei Cytochrom P450-katalysierten Reaktionen und

bei Autooxidationen von Thiolen und anderen reduzierten Verbindungen.

H,0, ist als physiologischer Metabolit zu betrachten und wird durch spezifische,

peroxisomal lokalisierte Oxidasen in zahlreichen Stoffwechselprozessen gebildet
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[Southorn and Powis 1988] und ist in der Lage, Zellmembranen zu durchdringen
[Halliwell and Gutteridge 1985]. Die Toxizitdat von H,0, ist auf Oxidation von
Sulfhydryl-Gruppen sowie auf die Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals durch
Oxidation von reduzierten Eisen-lonen wahrend der Fenton-Reaktion zurtuckzufihren
[Kwan and Voelker 2003]. Hydroxylradikale reagieren mit sehr kurzer Halbwertszeit
mit nahezu allen zellularen Molekdlen (Lipide, Proteine, Nukleinsduren) und vermitteln
toxische Wirkungen [Halliwell 2006].

0; +Fe* —— 0,+Fe?"

Fe?* + H,0,——> Fe*" + OH +OH" (Fenton-Reaktion)

0, +H,0,—— 0,+ OH + OH" (Haber-Weiss-Reaktion)

Die Entgiftung von H,0, wird endogen durch antioxidative Enzyme wie die Katalase
und die Glutathionperoxidasen katalysiert. Wahrend die Katalase nur H,O, durch
Disproportionierung zu Wasser und Sauerstoff umsetzt, katalysieren die Glutathion-
peroxidasen sowohl die Glutathion-abhangige Reduktion von H,0, als auch von
organischen Peroxiden, wie von exogen appliziertem tertidr-Butylhydroperoxid. Bei
unzureichender Entgiftung kann tBHP Zellschaden vermitteln, wobei als Mechanismen
eine Aktivierung der Lipidperoxidation, Glutathiondepletion, Hemmung der ATP-
Synthese sowie DNA-Strangbriiche diskutiert werden [Clementi et al., 1998; Guidarelli
et al., 1998; Latour et al., 1995].

Unter der Annahme, dass die Peroxidentgiftung wie erwahnt besonders bei tBHP von
der Aktivitat der Glutathionperoxidase abhangt, wurden auch lleumpraparate aus
Glutathionperoxidase 1(-/-)-Tieren untersucht. Die GPx sind Selenoproteine und
wichtiger Bestandteil der enzymatischen antioxidativen Abwehr. Mit einem reaktiven
Zentrum aus Selenocystein, Tryptophan und Glutamin katalysieren sie die Reduktion
der Peroxide, bei welcher Selen oxidiert wird, und wirken dadurch schiitzend vor
oxidativen Zellschaden. Die Messungen der spezifischen Aktivitat der GPx in GPx1-KO-
und WT-Tieren konnte deutlich den Unterschied zwischen den Genotypen zeigen: So
war die spezifische Aktivitat der GPx in lleum- und Leber-Praparaten auf ein Drittel,
sowie in den Erythrozyten der KO-Maus auf zwei Drittel erniedrigt, ein veranderter

Peroxidstoffwechsel war also in den Praparaten dieser Tiere zu erwarten.
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5.4.2 Wirkung von STW 5 auf die Peroxid-stimulierte ROS-Bildung

Mittels Luminol-verstarkter Chemilumineszenz wurde sowohl die basale als auch die
durch H,0,- und tBHP-stimulierte Radikalproduktion in lleumpréaparaten der GPx1-KO-

und der WT-Maus gemessen.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass unstimuliert nahezu keine basale
Radikalbildung in den Darmpraparaten der Mause auftrat, jedoch konnte sowohl die
Applikation von H,0, als auch von tBHP diese stimulieren und daher oxidativen Stress

verstarken.

Auffallig waren Unterschiede beziiglich der eingesetzten Peroxide: H,0, setzte im
Vergleich zu tBHP ca. die hundertfache Menge an Radikalen frei. Moglicherweise lasst
sich dieser Effekt begriinden durch die Reaktion von H,0, mit Ubergangsmetallen,
wodurch zudem hochreaktive Spezies wie das Hydroxylradikal gebildet werden, die
ihrerseits eine weitere Radikalbildung initiieren (Fenton-Reaktion, siehe oben). Aber
auch das geringere Molekulargewicht von H,0, und die daraus resultierende erhdhte
Diffusionsgeschwindigkeit konnen Griinde fir die verstarkte Radikalbildung gegentber
tBHP sein [Heinle 1988].

Fir die beiden Genotypen wurde ein signifikanter Unterschied registriert: In den
Praparaten der GPx1-KO-Mause wurden ca. doppelt so viele Radikale gebildet wie in
den WT-Praparaten. Bei beiden Spezies war eine Dosisabhdngigkeit erkennbar, mit

steigender Konzentration der Peroxide stieg die freigesetzte Radikalmenge.

STW 5 konnte die H,0,- bzw. die tBHP-induzierte Radikalbildung in allen Versuchen
der GPx1-KO- und der WT-lleumpraparate signifikant reduzieren. Dies war sowohl bei
einer Applikation von STW 5 wéhrend als auch vor Peroxidstimulation zu beobachten.
So wurde bei Vorinkubation der lleumpraparate mit STW 5 weniger als ein Prozent der

Radikalmenge im Vergleich zu alleiniger H,0,-Applikation gebildet.

Fir STW 5 und die enthaltenen Extrakte konnten radikalfangende Wirkungen dariber
hinaus sowohl in rein chemischen Testsystemen (AAPH-Reaktion, Xanthin/Xanthin-
oxidase-Reaktion) als auch in zelluldren Modellen (u.a. in Leukozyten) gefunden
werden [Germann 2005]. Dabei wurden starke antioxidative Eigenschaften insbe-
sondere fir die Extrakte aus Pfefferminz, Kamille und Angelikawurzel beobachtet, die

wiederum auf die Wirkung der jeweils enthaltenen Inhaltsstoffe zurtickzufuhren sind.
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Derivate der Hydroxyzimtsdure, sowie allgemein die Phenolcarbonsduren zeigen eine
hohe antioxidative Wirksamkeit, die Kaffeesdure, die Rosmarinsaure und die
Ferulasaure wurden hervorgehoben [Andreasen et al., 2001; Raneva et al., 2001]. Die
Flavonoide Apigenin, Quercetin, Luteolin, Kaémpferol, Glabridin, Silymarin sowie deren
Aglyka kommen in Kamille, Iberis amara, StBholzwurzel, Mariendistel und Pfefferminz
vor und zeigen ebenfalls sehr gute radikalfangende Eigenschaften [Bors et al., 1994;
Germann et al., 2006; Glasser et al., 2002]. Dartber hinaus sind vor allem Mono- und
Sesquiterpene in Kamille (Matricarin, Myrcen), Angelikawurzel (Pinen, Terpinen,
Caryophyllen), Kimmel (Caryophyllen) und Melisse (Linalool), sowie Coumarine
(Umbelliferon, Osthol) in Angelikawurzel fiir die antioxidative Wirkung der Extrakte und
damit auch fur STW 5 verantwortlich [McKay and Blumberg 2006; Wegener and
Wagner 2006].
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5.4.3 Wirkung von STW 5 und seinen Einzelextrakten auf die Peroxid-
stimulierte Kontraktilitat

Aus dem bisher geschilderten Sachverhalt ergibt sich die Frage, welchen Einfluss die
Peroxide H,0, und tBHP auf die Motilitat des lleums der GPx1(-/-)- und der WT-Maus
nehmen und inwieweit die pflanzlichen Extrakte die induzierten Kontraktionen beein-

flussen kénnen.

Die Hydroperoxide greifen auf der Ebene der glatten Muskelzellen in verschiedene
physiologische Mechanismen ein, wodurch eine Dysfunktion des peristaltischen
Geschehens mit sowohl gesteigerter als auch verminderter Kontraktilitat erwartet
werden kann. Dabei scheinen insbesondere Veranderungen der Calcium-Homodostase
in glatten Muskelzellen eine groBe Rolle zu spielen: In Untersuchungen zum Einfluss
von reaktiven Sauerstoffspezies auf die intrazellulare Ca”*-Konzentration wurde
gezeigt, dass Peroxide den Ca**-Transport aus der Zelle durch Hemmung der Plasma-
membran-Ca’"-ATPase (PMCA) verhindern kéonnen [Lehotsky et al., 2002; Lounsbury
et al.,, 2000]. H,0, fuhrt ebenso zur Hydrolyse des Membranlipids Phosphatidyl-
Inositol-4,5-Biphosphat, wodurch weitere Signalkaskaden aktiviert werden, die eine
erhohte intrazelluldre Ca®*-Konzentration zur Folge haben [Shasby et al., 1988].
Lehotsky et al. [2002] stellen dariber hinaus dar, dass oxidativ wirkende Substanzen
auch eine Ca*-Wiederaufnahme in intrazelluldre Speicher tiber Hemmung der sarko-

endoplasmatischen-Retikulum-Ca**-ATPase (SERCA) inhibieren kénnen.

Cao et al. [2004] nehmen einen direkten Bezug zur Motilitdt, indem sie in
Untersuchungen an humanen Kolonpraparaten zeigten, dass die Peristaltik durch eine
H,0,-vermittelte Hemmung der Neurokinin A-induzierten Ca”*-Freisetzung aus intra-

zelluldren Ca**-Speichern reduziert sein kann.

Zusammenhange zwischen oxidativem Stress und einer veranderten Motilitdt des
Intestinums der Ratte beschreiben Van der Vliet et al. [1989] mit einem maglicher-
weise direkten Angriff der Peroxide an spannungsabhingigen Ca®*-Kanalen, wobei die
Wirkung der Hydroperoxide auch mit der Konzentration der Katalase in den verschie-
denen Kompartimenten korreliert. In Kontraktionsmessungen am Meerschweinchen-
lleum und am Kaninchen-Jejunum fanden Peluso et al. [2002] durch Applikation von

2,2-Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid nach Thermolyse Peroxylradikale, die
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sowohl die spontane Kontraktilitdt inhibierten, als auch die muskarinerge ACh-

vermittelte tonische Kontraktion der Praparate senken konnten.

In dieser Arbeit fuhrte die Applikation von H,0, [100, 250, 500 und 1000 uM] an den
lleumpraparaten der GPx1(-/-)- und der WT-Maus mit steigender Konzentration zu
einer verstarkten tonischen Kontraktion. Die Amplitude und die Frequenz der
spontanen Kontraktilitdt wurden bei beiden Genotypen zuerst tendenziell transient
erhoht, um im weiteren Verlauf der H,0,-Perfusion zu sinken. Dabei waren nur geringe
signifikante Unterschiede der beiden Genotypen zu beobachten: Bei Applikation von
H,O, in der Konzentration 100 uM wurde bei der WT-Maus bereits ein Tonus
registriert, wahrend dieser bei der GPx1-KO-Maus erst ab H,0, [250 uM] auftrat. Bei
H,0,-Konzentrationen von 500 und 1000 uM wurden die Amplitude und die Frequenz
der Spontanperistaltik bei der GPx1-KO-Maus signifikant schwacher reduziert

gegenuber dem Wildtyp.

Die Applikation von tertidr-Butylhydroperoxid, in einer Konzentration von 500 uM,
fuhrte an den lleumpraparaten der GPx1(-/-)- und der WT-Maus zu vergleichbaren
Ergebnissen wie durch H,0,: Eine tonische Kontraktion, verbunden mit einer zunachst
leicht erhdhten und im weiteren Perfusionsverlauf sinkenden Amplitude. Signifikante
Unterschiede traten dabei nicht auf, tendenziell wurden jedoch bei der GPx1-KO-Maus

ein vergroBerter Tonus und eine erhohte Amplitude gegentber der WT-Maus gefunden.

Auffallig ist, dass die Peroxide H,0, und tBHP in den Chemilumineszenzmessungen
zwar groBe Unterschiede in der Radikalbildung zeigten, jedoch in den Kontraktions-
messungen trotz unterschiedlichem Metabolismus ein sehr ahnliches Ergebnis
hervorriefen. Daran kann man erkennen, dass die motilitdtsmodulierenden Effekte der
Hydroperoxide nicht abhangig sind von der Gesamtmenge der gebildeten Radikale. Die
Zunahme der tonischen Kontraktionskraft scheint eher in mdglicherweise Calcium-

agonistischen Effekten begriindet zu sein.

Die in den Chemilumineszenz-Messungen dargestellten Unterschiede zwischen lleum-
praparaten der GPx1(-/-)- und der WT-Maus, die eine vermehrte Bildung von ROS in
den GPx1-KO-Tieren nach Peroxidstimulation vorweisen konnten, spiegeln sich ebenso

nicht in den Befunden der Kontraktionsmessungen wieder. Demzufolge wurde
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aufgrund des ,Knock Outs“ der Glutathionperoxidase 1 eine auf die Peroxide
verstarkte Reaktion bei den GPx1-KO-Mausen erwartet. Da dies weder fir H,0, noch
fur tBHP am lleum zu beobachten war, kann auf der einen Seite angenommen werden,
dass die Reduktion der Hydroperoxide bei den KO-Tieren verstarkt durch andere
Enzyme katalysiert wird. So spielt neben der Katalase auch die Glutathion-
peroxidase 2, die im Gastrointestinaltrakt neben der GPx1 auftritt, eine wichtige Rolle
als Antioxidans [Brigelius-Flohe et al., 2001; Esworthy et al., 2005]. In der intestinalen
Mukosa zeigte die GPx2 eine hohe antiinflammatorische Aktivitat [Esworthy et al.,
2001]. Auf der anderen Seite wird deutlich, dass oxidativer Stress zwar eine verstarkte
Kontraktion hervorruft, dass diese in ihrer Intensitat jedoch nicht abhéangig von der
Gesamtmenge der gebildeten Radikale zu sein scheint. Inwieweit einzelne Radikal-

spezies Einfluss nehmen, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Die Wirkung von STW 5 auf die H,0,-induzierte Kontraktilitdt wurde sowohl an der
GPx1-KO-Maus als auch an der WT-Maus untersucht. Bei beiden Genotypen konnte
STW 5 die tonische Kontraktion signifikant und die durchschnittliche Amplitude der
Spontankontraktionen tendenziell reduzieren. Ein signifikanter Unterschied wurde
zwar fur Pgy;n. ermittelt, jedoch war dieser Effekt bereits bei alleiniger H,O,-Applikation
zwischen den Genotypen aufgetreten, so dass man nicht auf STW 5-spezifische

Unterschiede schlieBen kann.

Die Effekte der Einzelextrakte wurden nur an WT-Tieren gemessen, da die GPx1-KO-
Tiere nur in limitierter Anzahl zur Verfugung standen. Alle pflanzlichen Extrakte
reduzierten die tonische Kontraktionskraft; Pfefferminz, Kamille, SuBholzwurzel,
Angelikawurzel und Melisse hemmten sie in einigen Versuchen sogar vollstandig.
Auffallig war die breite Streuung der Messergebnisse, die insbesondere bei den
schwach wirkenden Extrakten Kimmel, Mariendistel und Iberis amara sowie dem zum
Vergleich untersuchten Bsc zu beobachten war. Jedoch auch die alleinige Applikation
von H,0, flihrte zu streuenden Messergebnissen bzw. zu einer groBen Standard-
abweichung. Die Amplitude wurde durch Pfe, Kam und Ang bereits wahrend der
tonischen Kontraktion signifikant reduziert, durch SuB, Kiim, Mar, Mel und Ibe sank sie
erst im weiteren Perfusionsverlauf. Schoéllkraut und Bsc nahmen keinen Einfluss auf

die H,0,-induzierten Spontankontraktionen.
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Fir STW 5 wurde ein synergistischer Effekt der Hemmung der tonischen Kontraktion
beobachtet. Im Vergleich der Mittelwerte fiel auf, dass finf der neun enthaltenen
Einzelextrakte eine schwachere Wirkung als STW 5 zeigten. Hierbei ist zusatzlich zu
berlcksichtigen, dass die Extrakte im Gesamtextrakt STW 5 niedriger dosiert sind
gegenuber den Konzentrationen in den Versuchen dieser Arbeit. Beispielsweise
konnten fir SiBholzwurzel und Melisse, appliziert jeweils in den Konzentrationen
10 yl/ml, zwar auch inhibierende Effekte der H,0,-induzierten tonischen
Kontraktionen gezeigt werden, jedoch sind diese Extrakte bei Anwendung von STW 5
nur jeweils anteilig in einer Konzentration von 1 ul/ml enthalten. Untersuchungen der
Einzelextrakte mit addquaten Konzentrationen zu STW 5 flhrten in allen Versuchen zu
einer quantitativ deutlich geringeren Wirkung der Einzelextrakte. Supraadditive
Wechselbeziehungen unter den Extrakten tragen offensichtlich zur Gesamtwirkung von
STW 5 bei.
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5.5 Wirkungen der Phytotherapeutika in humanen Illeum-

Praparaten

Orientierende Versuche zur Messung der Kontraktilitdt und der Radikalbildung wurden
in humanen lleumpraparaten, die im Rahmen von Operationen in der Universitatsklinik
Tubingen fir histopathologische Untersuchungen entfernt worden waren, durch-
gefuhrt. Phasische Kontraktionen, die bei 18 von insgesamt 26 untersuchten Prapa-
raten auftraten, wurden durch STW 5 in ihrer Kraft und Frequenz reduziert. Im
Vergleich zu den lleumpréparaten der Mause konnte durch Applikation von STW 5
auch eine signifikante Relaxation der basalen Grundspannung registriert werden. Eine
STW 5-vermittelte Hemmung des basalen Tonus wurde bisher nur an Praparaten des
Magens (Fundus und Corpus) beschrieben. Hier fanden Hohenester und Schemann an
humanen Proben nach Applikation von STW 5, sowie an Meerschweinchen-Praparaten
auch durch Angelikawurzel- und KamillenblUtenextrakt eine vermutlich myogen ver-

mittelte Relaxation [Hohenester et al., 2004; Schemann et al., 2006].

Die Stimulation mit Acetylcholin fihrte in allen Versuchen am humanen lleum zu einer
signifikanten tonischen Kontraktion. Auffallig war, dass STW 5 an humanen Praparaten
im Gegensatz zu den Versuchen an Mausen und Meerschweinchen keine hemmende
Wirkung auf die ACh-induzierte Kontraktion zeigte [Ammon et al., 2006; Hagelauer et
al., 2006]. Jedoch ist zu bertcksichtigen, dass aufgrund der limitierten Verflugbarkeit
der humanen Proben nur eine kleine Stichprobenzahl untersucht werden konnte
(sechs Praparate von drei Proben), so dass zur besseren Absicherung weitere

Untersuchungen zu empfehlen sind.

Histamin wirkt als Gewebshormon, Neurotransmitter und Entziindungsmediator und
wird von Enterochromaffin-dhnlichen Zellen, Mastzellen und histaminergen Neuronen
gebildet, gespeichert und freigesetzt [Rangachari 1992]. Im Darm induziert Histamin
Uber H1-Rezeptoren eine gesteigerte Motilitat durch Stimulation glatter Muskelzellen,
sowie Uber H3-Rezeptoren eine erhohte Aktivitdt des ENS durch Regulation der préa-
synaptischen Transmitterfreisetzung [Bertaccini et al., 1991]. In den in dieser Arbeit
vorgestellten Versuchen konnte nach Histamin-Applikation eine transiente tonische
Kontraktion beobachtet werden, die von STW 5 tendenziell reduziert wurde. Fir eine

statistische Absicherung war die Stichprobenzahl jedoch zu gering. In Versuchen am
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Meerschweinchen-lleum konnten Heinle et al. zeigen, dass der hemmende Effekt von
STW 5 auf die Histamin-induzierte Kontraktion insbesondere durch die Extrakte aus
Angelikawurzel, Kamillenbliten und Pfefferminzblattern hervorgerufen wird [Heinle et
al., 2006].

Neben den Kontraktionsmessungen wurde die Wirkung von STW 5 auf die H,0,-
induzierte Radikalproduktion gemessen. Dabei war zundchst auffallig, dass die basale
Radikalproduktion in den humanen lleumpraparaten (ohne Peroxid) gegenuber den
Maus-Proben im Durchschnitt ca. um den Faktor 100 erhdht und sehr variabel war.
Sowohl Schwankungen zwischen den unterschiedlichen Patientenproben, als auch
zwischen den verschiedenen Praparaten eines Patienten konnten beobachtet werden.
Diese ergaben sich moglicherweise durch unterschiedliche inflammatorische
Konstitutionen der lleumpraparate und je nach Aktivierung immunaktiver Zellen.
AnschlieBend fiihrte die Applikation von H,0, dosisabhangig zu einem starken Anstieg
der Radikalbildung. STW 5 konnte diese signifikant in etwa um den Faktor 100

hemmen und zeigte damit auch in humanen Proben eine hohe antioxidative Wirkung.

Die prasentierten Versuche an humanen lleumpraparaten sollten nur einer ersten
Orientierung dienen. Dabei wurde deutlich, dass STW 5 die phasische Kontraktilitat
reduzieren kann. Eine inhibitorische Wirkung des pflanzlichen Extrakts auf
Neurotransmitter- ~ und  Entzindungsmediator-stimulierte ~ Kontraktionen st
anzunehmen, muss aber in weiteren Versuchen gepriift werden. Fiir STW 5 konnten

am humanen lleum ebenso sehr gute radikalfangende Eigenschaften gezeigt werden.
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5.6 Therapie mittels Phytotherapeutika beim Reizdarmsyndrom

In der vorliegenden Arbeit konnten fir die verwendeten Phytopharmaka
unterschiedliche Effekte auf die lleumfunktion nachgewiesen werden. Als dominanter
Befund ist sicher der motilitdtsreduzierende d.h. evtl. spasmolytische Effekt zu
nennen, der sowohl bei spontaner Peristaltik als auch bei Stimulation der Darmwand
durch die Agonisten Acetylcholin, Prostaglandin F,, oder Substanz P gefunden wurde.
Bemerkenswert ist aber auch, dass die Hemmung der Darmtatigkeit durch
Neurotensin durch STW 5 abgeschwacht wurde, so dass unter bestimmten
Bedingungen auch eine tonisierende Wirkung durch die Phytopharmaka erzielt werden
konnte. Wie hier dargestellt wurde, weist humanes lleum eine hohe Radikalproduktion
auf und da viele Befunde fur eine Beteiligung einer Entziindungsreaktion beim
Reizdarmsyndrom sprechen, ist die radikalabfangende Wirkung der Phytotherapeutika
ebenfalls von groBter Bedeutung. Gleichzeitig wurde auch die durch oxidativen Stress
ausgeldste tonische Kontraktion in der Darmwand gehemmt, so dass es interessant
ware der Frage nachzugehen, ob beide Wirkungen kausal zusammenhangen.
Unabhéngig von der LoOsung dieser Frage ergibt sich fir STW5 und seine
Komponenten ein breites Wirkungsspektrum, das in der Therapie des Reizdarm-

syndroms sinnvoll zum Tragen kommen konnte.
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6 Zusammenfassung

Das Reizdarmsyndrom ist eine der haufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts
und durch vielfaltige Symptome unterschiedlicher Pathogenese gekennzeichnet. Dabei
steht eine gestorte Motilitédt, die zum einen durch Storungen des enterischen
Nervensystems, zum anderen auf reflektorischem Weg durch eine erhdhte Sensibilitat,

aber auch durch inflammatorische Prozesse hervorgerufen sein kann, im Vordergrund.

In der Therapie des Reizdarmsyndroms werden haufig Phytotherapeutika eingesetzt,
so dass in der vorliegenden Arbeit die Wirkungen von Iberogast® (STW 5) und seinen
neun Einzelextrakten auf die spontane endogene Peristaltik und auf die durch
verschiedene Neurotransmitter modulierte Kontraktilitdét untersucht wurden.
Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, inwieweit Homoopathika, die bei gastro-
intestinalen Beschwerden Anwendung finden, Wirkungen auf den Darm erzielen. Dabei

wurden jedoch Regeln der Homdopathie nicht beachtet.

Fir diese in vitro Untersuchungen wurden im Organbad phasische und induzierte
tonische Kontraktionen longitudinaler lleumpraparate der Maus gemessen und nach

Amplitude, Frequenz und Tonus ausgewertet.

Fir STW5 und alle Extrakte wurden in Messungen der spontanen Kontraktilitat
dosisabhédngig inhibierende Effekte auf die Amplitude und Frequenz gefunden, wobei
Pfefferminz, Kamille und Angelikawurzel die starksten, Schéllkraut und Iberis amara
die schwachsten Wirkungen zeigten. Da nur Pfefferminz und Kamille starker wirksam
waren als STW 5, sind additive bzw. synergistische Effekte zwischen den einzelnen
Extrakten anzunehmen. Die Untersuchung des Forschungspraparats STW5-Ibe,
welches sich von STW 5 nur durch einen Mangel an Iberis amara unterscheidet,
scheint dies zu bestéatigen, da die motilitatshemmende Wirkung deutlich schwacher im
Vergleich zu STW 5 ausfiel. Erklarungen fur die den Synergien zugrunde liegenden

Mechanismen bediirfen weiterer Studien.

Die homdopathischen Tinkturen aus Asa foetida, Lachesis und Magnesium chlorat.
reduzierten die Amplitude der spontanen Motilitat signifikant, gefolgt von Chamomilla,

Colocynthis und Lycopodium. Fir Ignatia wurde kein Effekt gefunden.

Damit zeigen sowohl die Phytotherapeutika als auch die meisten der untersuchten
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Homodopathika, dass sie prinzipiell in der Lage sind, die gastrointestinale Motilitat zu
beeinflussen, was generell auf beschriebene Wirkungen der Inhaltsstoffe zurtck-

gefuhrt werden kann.

Aus der Uberlegung, dass die Darmmotilitit {iber myogene und neuronal {ber reflek-
torische und zentrale Mechanismen moduliert wird, sollte im Weiteren der Frage
nachgegangen werden, inwieweit STW 5 und die Einzelextrakte auf Neurotransmitter-
stimulierte Kontraktilitdt Einfluss nehmen. Als Neurotransmitter bzw. -Modulatoren

wurden verwendet: Acetylcholin, Prostaglandin F,,, Substanz P und Neurotensin.

Die Applikation von Acetylcholin am Maus-lleum rief dosisabhangig tonische Kontrak-
tionen, verbunden mit einer verminderten Spontanperistaltik hervor. Bei gleichzeitiger
Applikation von Acetylcholin und Extrakt konnten Pfefferminz, Kamille, Angelikawurzel
und Mariendistel sowie das zum Vergleich eingesetzte Butylscopolamin den Tonus
signifikant hemmen. In einem zweiten Messprotokoll wurden die lleumpraparate
bereits vor ACh-Stimulation mit den Extrakten vorbehandelt. Nun zeigte auch STW 5
einen inhibierenden Effekt auf die tonische Kontraktion. Die phasische Spontan-
rhythmik wurde in diesem Modell stérker vermindert. Ob dies auf eine verbesserte
Erreichbarkeit moglicher Wirkungsorte durch Diffusion oder auf Eingreifen pflanzlicher

Inhaltsstoffe in metabotrope Reaktionen zuriickzufiihren ist, bleibt offen.

Prostaglandin F,, fordert im lleum die Motilitat durch gesteigerte Kontraktilitat der
longitudinalen und zirkuldren Muskelschichten, gleichzeitig spielt Prostaglandin F,
auch pathogenetisch eine Rolle im Inflammationsgeschehen. Die Applikation am lleum
induzierte eine signifikante tonische Kontraktion mit verstarkter phasischer Rhythmik.
Die Extrakte, insbesondere Kamille, Angelikawurzel, Pfefferminz, SiiBholzwurzel und
Mariendistel, reduzierten diese Stimulation, wobei ein Synergie-Effekt bezlglich der
Tonus-hemmenden Wirkung anzunehmen ist. Ein moglicher Mechanismus der stark
wirksamen Extrakte konnen Ca’‘-antagonistische Effekte und eine Hemmung der

cAMP- und cGMP-Phosphodiesterasen sein.

Substanz P nimmt sowohl direkt Gber Aktivierung von Neurokinin-Rezeptoren als auch
indirekt Uber die Stimulation cholinerger Neurone Einfluss auf das peristaltische
Geschehen. Dies zeigte sich in den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen durch
eine tonische Kontraktion mit vergroBerter phasischer Spontanrhythmik. STW 5

inhibierte die Amplitude, nicht aber den induzierten Tonus, dagegen reduzierte das
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zum Vergleich untersuchte Butylscopolaminbromid nur die tonische Komponente. Dies
fuhrte zur Annahme, dass der Tonus moglicherweise bevorzugt Uber eine Freisetzung
kolokalisierter Neurotransmitter vermittelt wird, deren Wirkung Butylscopolamin-
bromid inhibieren konnte. Dagegen wird fur STW 5 eher eine Interaktion auf Rezeptor-

ebene vermutet.

Die Applikation des Neuromodulators Neurotensin bewirkte eine transiente Relaxation
der lleumpraparate, verbunden mit einer vortubergehenden signifikanten Reduzierung
der phasischen Amplitude. STW 5 inhibierte die Neurotensin-induzierte Relaxation und
fuhrte zu einer persistent verminderten Amplitude der phasischen Kontraktionen.
Diese Wirkung beruht moglicherweise auf einer Hemmung calciumabhangiger Kalium-
kanile, die bei Aktivierung eine Nachhyperpolarisation und damit eine sinkende Ca®'-

Konzentration auslosen.

Obwohl definitionsgemaB das Reizdarmsyndrom als funktionelle Stérung ohne Organ-
befund erklart wird, spricht vieles daflir, dass oxidativer Stress und inflammatorische
Prozesse zur Pathogenese des Reizdarmsyndroms beitragen. In Untersuchungen am
lleum von Glutathionperoxidase1(-/-)-Mausen sollten daher Zusammenhénge
zwischen oxidativem Stress, der Peroxidentgiftung und der Wirkung der pflanzlichen
Extrakte untersucht werden. Daflr wurde einerseits in Messungen der Luminol-
verstarkten Chemilumineszenz die Wirkung von STW 5 auf die H,0,- und die tertiar-
Butylhydroperoxid-stimulierte Radikalproduktion gemessen, andererseits wurden die

Effekte der Extrakte auf die Peroxid-stimulierte Kontraktilitat untersucht.

STW 5 konnte die H,0,- bzw. die tBHP-induzierte Radikalbildung signifikant reduzieren,
wobei in den GPx1-KO-Praparaten aufgrund verminderter Peroxidentgiftung ca.
doppelt so viele Radikale im Vergleich mit den WT-Proben gebildet wurden. In den
Kontraktionsmessungen zeigte H,0,- bzw. {BHP-Applikation bei den beiden Genotypen
ahnliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen, wahrend unter H,0,-Stimulation eine
ca. 100mal hohere Radikalproduktion auftrat als bei tBHP. Oxidativer Stress bewirkt
demnach zwar eine verstarkte Kontraktion, jedoch scheint die Intensitat der gestorten
Motilitét nicht abhangig zu sein von der Gesamtmenge der induzierten Radikale. Der
bei beiden Peroxiden gemeinsame, kontraktionsfordernde Signalweg muss durch

weitere Untersuchungen erforscht werden.
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Die pflanzlichen Extrakte, besonders Pfefferminz, Kamille und Angelikawurzel,
reduzierten die durch die Peroxide hervorgerufene tonische Kontraktion sowie die
phasische Spontanrhythmik. Bei Anwendung von STW 5 konnten synergistische
Effekte der Extrakte erneut beobachtet werden, wobei diese erwartet wurden, da
bereits Uberadditive Wirkungen sowohl fir die antioxidative Kapazitat als auch fir die

Hemmung der Motilitat gefunden wurden.

An humanen lleumpraparaten wurden, soweit moglich, erste orientierende Versuche
durchgefihrt, die darlegten, dass STW 5 die phasische Kontraktilitat reduzieren kann.
Darlber hinaus wurde in Chemilumineszenzmessungen deutlich, dass humanes lleum,
wahrscheinlich abhangig von lokalen Entziindungsreaktionen, als sehr aktive Quelle fir
freie Radikale angesehen werden muss, und dass STW 5 in der Lage ist, diese Radikale

abzufangen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Phytotherapeutika
einerseits modulierend auf die endogene bzw. auf die Neurotransmitter-beeinflusste
Darmmotilitat wirken und andererseits zu einer signifikanten Hemmung von in der
Darmwand produzierten freien Radikalen fuhren. Dieses Wirkungsspektrum konnte
durchaus auch einer pharmakologischen Therapie des Reizdarmsyndroms mittels

STW 5 zugrunde liegen.
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