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Kurzreferat

Der Protease aktivierte Rezeptor Typ 4 (PAR4) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der
in verschiedenen Geweben des menschlichen Korpers exprimiert wird. PAR4 wird durch
Cathepsin G oder andere Proteasen in der extrazellularen Domane proteolytisch gespalten
und dadurch aktiviert. Die intrazelluldren Vorgéange sind bisher weitgehend unbekannt. Die
Aktivierung von PAR4 fihrt zu inflammatorischer Veranderung und ist an der Modulation
viszeraler Hypersensitivitat beteiligt. Fir die Dissertationsarbeit wurden Patienten mit
erosiver und nicht erosiver Refluxerkrankung, funktionellem Sodbrennen und gesunde
Kontrollen prospektiv eingeschlossen und endoskopisch, histologisch und mittels
multikanaler Impedanzanalyse (MII-pH) Klinisch charakterisiert. In dieser Arbeit konnte
erstmals eine Expression von PAR4 in der humanen Osophagusmukosa nachgewiesen
werden. Es findet sich eine verstarkte Expression von PAR4 bei Patienten mit
gastroosophagealer Refluxerkrankung (ERD und NERD) und funktionellem Sodbrennen
(FH) im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Des Weiteren wurde die mukosale Expression
von Cathepsin G sowie die des neuronenspezifischen Oberflichenmarkers PGP9.5
untersucht. Cathepsin G ist bei Patienten mit GERD nicht verstarkt in der
Osophagusschleimhaut nachweisbar. In dem untersuchten Kollektiv findet sich eine
verstéarkte Expression von PGP9.5 in der Mukosa von Patienten mit GERD und FH, was als
Korrelat fir eine verstarkte Innervation der Mukosa und Vermittlung Osophagealer
Hypersensitivitat diskutiert werden kann. Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber die
molekulare Charakterisierung der Osophagusmukosa von Patienten mit GERD und von FH,
sowie Hinweise zur Symptomgenese. Es ergeben sich aus der klinischen Charakterisierung

neue Erkenntnisse tber die optimale Diagnostik fur Patienten mit Refluxsymptomen.

Schlusselwdrter

Gastroosophageale Refluxerkrankung, Funktionelles Sodbrennen, Protease aktivierter
Rezeptor Typ 4
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1 Einleitung

1.1 Die Gastroosophageale Refluxerkrankung

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die gastrodsophageale Refluxerkrankung (GERD = gastroesophageal reflux disease) ist
definiert als ZurtckflieBen von Mageninhalt in die Speiserhre und den daraus
resultierenden, die Lebensqualitat einschrankenden Beschwerden (Montreal-Definition,
Vakil et al. 2006). Sodbrennen (Heartburn), Regurgitation und der nicht-kardiale
Thoraxschmerzen (non cardiac chest pain) wurden von einer Arbeitsgruppe um Lundell als
typische Symptome der GERD beschrieben und definiert (Lundell et al. 1999). Eine
internationale Konsensusgruppe um Vakil definierte in diesem Zusammenhang im Jahr 2006

typische 6sophageale und extradsophageale Symptome der GERD (Abbildung 1).

GERD ist eine Krankheit, die durch gastrotsophagealen Reflux Symptome

verursacht und/ oder zu Komplikationen fuhrt.

Osophageale Syndrome extradsophageale Syndrome
symptomatisch Komplikationen gesichert wahrscheinlich
typische Reflux || Reflux- chronischer Sinusitis/
assoziierte Osophagitis Husten/ Asthma Pharyngitis
Symptome

Osophagus- Laryngitis Idiopathische
nicht  cardialer || striktur Lungenfibrose
Thoraxschmerz dentale

Barretmetaplasie Erosionen rezidivierende

Adenokarzinom Otitis media

Abbildung 1: Montreal Definition der Gastroosophagealen Refluxerkrankung
In dieser Abbildung sind die Definition und Syndrome und Symptome der GERD

dargestellt (nach Lundell et al. 1999 und Vakil et al. 2006)
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Sodbrennen ist in der westlichen Welt mit 25 — 33% eine der haufigsten Erkrankungen (Pehl
& Schepp 2002). Sharma et al. geben die Pravalenz von GERD mit 10 - 20% in den
Industrienationen an. In ihrer Arbeit beschrieben die Autoren auf’erdem ein europdisches
Nord-Sud-Gefélle. Die Patienten wurden nach typischen, mindestens wdchentlich
auftretenden Symptomen wie AufstoRen und Sodbrennen befragt. Die Spanne der Pravalenz
dieser Symptome reichte von 26% in Schweden bis 7% in Italien. Die héchste Pravalenz
zeigt sich in den USA mit 30% betroffener Bevolkerung (Sharma et al. 2008). Eine deutlich
niedrigere Pravalenz von Refluxsymptomen publizieren Wong und Kinoshita fr Ostasien.
In einer Ubersichtsarbeit werteten sie 13 Studien aus und berechneten fir Ostasien eine
Prévalenz von 2,5 — 6,7% (Wong & Kinoshita 2006). Es findet sich neben dem Nord-Sud-
Gefélle in Europa auch ein globales West-Ost-Gefalle der Pravalenz.

Typische Refluxsymptome wie Sodbrennen und saures Aufstolen fiihren zu einer
Einschrankung der Lebensqualitat (Wiglund 2004, Kulig et al. 2003) und die hohe Anzahl
der Betroffenen mit entsprechenden Arztbesuchen, Krankschreibungen mit Arbeitsausfall
sowie Inanspruchnahme von Untersuchungen und Medikamenteneinnahme fiihren zu einer

Belastung der Gesundheitssysteme (Koelz et al. 2003).

Schwierigkeiten ergeben sich in der Diagnostik, da nur ungefahr die Halfte der Patienten mit
nachgewiesener GERD an typischen Symptomen leidet. Es treten bis zu 70% funktionelle
Storungen auf und bei einem nicht unerheblichen Teil der Patienten kdnnen andere
Symptome wie nicht-kardialer Brustschmerz und chronischer Husten die einzigen

Symptome sein (Savarino et al. 2007, Locke et al. 1997, Neumann et al. 2008).

Die Pravalenz von GERD ist auBerdem abhangig vom Geschlecht. So haben Ménner ein
erhdhtes Risiko eine erosive Refluxerkrankung (ERD) zu entwickeln. Sie stellen 60% der
ERD-Patienten. Die weitaus haufigere Manifestation der GERD bildet die nicht-erosive
Refluxerkrankung. Sie betrifft 50-70% der Patienten mit GERD-Symptomen und tritt mit
55-70% haufiger beim weiblichen Geschlecht auf (Endlicher et al. 2009).

1.1.2 Pathophysiologische Aspekte der gastrodsophagealen
Refluxerkrankung

Als ursdchlich fur die GERD gilt das Zurlckflielen von Mageninhalt in den distalen
Osophagus und die Exposition desselben (Vakil et al. 2006). Die pathophysiologische
Grundlage fir diesen Mechanismus sind die sogenannten TLESRs (transient lower
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esophageal  sphinkter relaxations = transiente  Relaxationen des unteren
Osophagussphinkters). In Abbildung 3 sind TLESRs schematisch dargestellt (orientierend
nach Sifrim and Holloway 2001). Weiter gibt es physiologische Reinigungs- und
Schutzmechanismen der Osophagusschleimhaut, die bei Patienten mit GERD reduziert sind.
Dazu gehdren die Mukusschicht der 6sophagealen Schleimhaut, sowie basischer Speichel
und die aborale gerichtete Peristaltik (Kahrilas 2003). Diese \orgdnge werden als
Osophageale Clearance bezeichnet.

Bei Patienten mit GERD liegt eine erhohte Anzahl von TLESRs als bei Gesunden vor.
Aulerdem erhthen das Vorhandensein einer axialen Hiatushernie (Abbildung 4),
Ubergewicht (Crowell et al. 2009), hohes Lebensalter, verminderte Salivation, verminderte
0sophageale Clearance oder Medikamente, die zur Beeintrédchtigung der Funktion der glatten
Muskulatur fuhren, das Risiko der Entstehung einer GERD (Kharilas 2003, Abbildung 2).
Das Vorhandensein einer Hiatushernie ist nicht nur mit einer erhéhten Prévalenz von GERD
assoziiert, sondern korreliert auch mit einem fortgeschritteneren Stadium der 6sophagealen

Schédigung (Cameron et al. 1999).

reduzierte sophageale Saureclearance

verminderte Geweberesistenz

(jSOphOgUS /

Magen

Duodenum \

transiente Relaxationen des unteren
Osophagussphinkters

verminderter Tonus des unteren
Osophagussphinkters

verzdgerte Magenentleerung

Abbildung 2: Atiologische Faktoren der GERD (nach Kharilas 2003)

Diese Abbildung fasst die &tiologischen Faktoren der gastrodophagealen Refluxerkrankung
zusammen.
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Saurereflux in den
Osophagus.

Gsophagus //
e

Magen 7

Duodenum \ // £

e

Eine aboral gerichtete
Peristaltik transportiert den
Sciurebolus zuriick in den
Magen.

Gsophagus /

Magen

Duodenum

Am Ende der Peristaltik kann

Basischer Speichel neutralisiert etwas saurer Mageninhalt im

den im Osophagus zuriickge- Osophagus zuriickbleiben.
bliebenen sauren Mageninhalt.
o / T T /
COsophagus

Magen

Duodenum \ // £

Magen //

/Duodenum \\ 4 .' /

7

Abbildung 3: Schematische Darstellung von TLESRs (nach Kharilas 2003)

Eine vorriibergehende Relaxation des unteren Osophagussphinkters (TLESR, transient
lower esophageal sphinkter relaxation) fiinrt zu Reflux von Mageninhalt in den Osophagus
(A). Eine aboral gerichtete Peristaltik der 6sophagealen Muskulatur fuhrt dann zum
Transport des Speisebreis zurtick in den Magen (B). Es kann ein saurer Rest in der
Speiserdhre verbleiben (C), der jedoch schnell durch das Abschlucken basischen Speichels
neutralisiert wird (D).
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unterer Osophagussphinkter

& / Hiatushernie

Diaphragma

Abbildung 4: Position des unteren Osophagussphinkters in Lagebeziehung zum
Diaphragma bei normaler Anatomie und bei einem Patienten mit axialer
Hiatushernie (nach Kharilas 2003)

Die Abbildung A zeigt einen unteren Osophagussphinkter (lower esophageal sphinkter,
LES) auf Hohe des Diaphragmas. Sein Verschluss wird durch das Zwerchfell verstarkt.
Abbildung B stellt schematisch eine Hiatushernie mit Verlagerung des proximalen Magens
in den Thorax dar. Dadurch fehlt dem LES die Unterstiitzung des Zwerchfells beim
Schluss. AulRerdem kann der Druck im thorakal gelegenen Magenanteil durch die
diaphragmale Enge ansteigen und weiter den Schluss des LES beeintréchtigen.

1.1.3 Diagnostik und endoskopische Kategorisierung der GERD

Die gastrodsophageale Refluxerkrankung wird nach der Montreal Klassifikation (Vakil et al
2006) in definierte Subtypen kategorisiert. Endoskopisch wird die erosive (ERD) von der
nicht erosiven (NERD) Refluxerkrankung unterschieden. ERD ist durch makroskopische
Verdnderungen mit Erosionen der sophagealen Schleimhaut im distalen Osophagus
gekennzeichnet. In der Endoskopie zeigen sich Schleimhauterosionen im Sinne einer
Refluxdsophagitis, die wie in Abbildung 5 dargestellt nach der Los Angeles Klassifikation
eingeteilt wird (Lundell et al. 1999).
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Los Angeles Klassifikation A Los Angeles Klassifikation B

Eine oder mehrere Mukosaldsionen, die | Mindestens eine L&sion misst mehr als
unter 5mm messen und die Mukosafalten | 5mm, aber die Mukosafalten werden nicht
nicht Uberschreiten. Uberschritten.

N e
Los Angeles Klassifikation C Los Angeles Klassifikation D
Die Lasionen (berschreiten mehrere | Die Mukosaldsionen betreffen mindestens

Mukosafalten, aber weniger als 75% der | 75% der Zirkumferenz.
Zirkumferenz.

Abbildung 5: Los Angeles Klassifikation der erosiven Osophagitis nach Lundell et al.
1999

Bei der Refluxdésophagitis Grad A nach der Los Angeles Klassifikation treten kleine, die
Mukosafalten nicht Gberschreitende, maximal 5mm messende Lasionen auf. Bei Los
Angeles B ist mindestens eine Lasion groRer als 5mm, aber die Mukosafalten werden
ebenfalls nicht tiberschritten. Kommt es zum Uberschreiten der Mukosafalten und es sind
weniger als drei Viertel der Zirkumferenz betroffen, handelt es sich um Los Angeles C. Bei
mehr als 75% der Zirkumferenz betroffener Mukosa wird Los Angeles D diagnostiziert.
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Die nicht-erosive Refluxerkrankung (NERD, non erosive reflux disease) zeigt eine
endoskopisch unaauffallige Schleimhaut des gastro6sophagealen Uberganges. Eine
makroskopisch nicht affektierte Schleimhaut findet sich ebenso bei Patienten mit
osophagealer Hypersensitivitat (OH) und funktionellem Sodbrennen (FH), die entsprechend
endoskopisch nicht von Patienten mit NERD zu unterscheiden sind. Um bei Patienten mit
typischen Symptomen, aber normalem Schleimhautbefund in der Endoskopie entsprechend
der Rom 111 Kriterien (Galmiche et al 2006) zwischen NERD, OH und FH zu differenzieren,
ist eine ph-Metrie oder kombinierte pH-Impedanzanalyse (MII-pH) notwendig. In der ph-
Metrie kénnen verschiedene Parameter bestimmt oder berechnet werden, von denen sich fiir
den klinischen Alltag die Saureexpositionszeit (Acid exposure time, AET), der DeMeester-
Score, sowie Symptomindex (SI) und Symptomassoziationswahrscheinlichkeit (SAP)

etabliert haben.

Die AET gilt als pathologisch, wenn in der 24h-ph-Metrie mindestens 4,2% der Zeit ein pH-
Wert kleiner 4 im Osophagus gemessen wurde (Richter et al. 1992). In liegender Position ist
eine groRere AET von 8,2% zuldssig als in aufrechter Position (3,5%), wobei eine
Gesamtzahl von 46 Refluxepisoden in 24 Stunden nicht tiberschritten werden sollte. Als in
der Norm gelten Refluxepisoden bis maximal 5 Minuten Dauer. Der DeMeester Score
errechnet sich aus den Werten flir pH-Wert < 4 gesamt, liegend, aufrecht, sowie Gesamtzahl
der Refluxepisoden, Dauer der langsten und Anzahl der Refluxepisoden tber 5 Minuten
Dauer (Johnson and DeMeester 1986). Der Score gilt als pathologisch bei einem Wert >
14,72, ist allerdings nicht spezifischer oder aussagekraftiger als die AET allein (Jamieson et
al. 1992).

Zur Beurteilung des Verhéltnisses zwischen registrierten Refluxepisoden in Assoziation mit
den Symptomen wird der Symptom Index (SI) bestimmt. Fir den SI werden die Anzahl der
Refluxepisoden, nach denen innerhalo von 2 Minuten ein Symptom auftrat, zu der
Gesamtzahl aller Refluxepisoden ins Verhaltnis gesetzt. Er gilt als wichtiger klinischer
Parameter bei der 24h pH-Metrie (Wiener et al. 1988). Der Sl grofier 50% gilt als positiv. Er
wird fur jedes Symptom einzeln bestimmt. Eine gute Sensitivitat und Spezifitat zeigt der Sl
fir Sodbrennen. Fur nicht kardialen Brustschmerz ist der SI weniger geeignet (Swarnjit
Singh et al. 1993, Dekel et al. 2004). Der Symptomsensitivitatsindex (SSI) setzt den
Prozentsatz der symptomassoziierten Refluxepisoden ins Verhaltnis zu der Gesamtzahl der
Refluxepisoden und gilt als positiv, wenn er groRer 10% ist (Breumelhof et al. 1991). Die

Symptomassoziationswahrscheinlichkeit  (Symptom  Association Propability, SAP)
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berechnet die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Zusammenhang zwischen Symptom und den
Refluxereignissen besteht. Dazu wird das Ergebnis der ph-Metrie in 2-Minuten-Episoden
zerlegt und eine Kontingenztafel, mit den Anzahlen der Episoden mit Reflux und Symptom
(@), Reflux ohne Symptom (c), Symptom ohne Reflux (b) und weder Symptom noch Reflux
(d), aufgestellt (Tabelle 1). Mittels Fisher’s Exact Test wird dann kontrolliert, ob das
Zusammentreffen von Symptom und Reflux zuféllig ist. Bei einer SAP von 95% besteht eine
Wahrscheinlichkeit von < 5%, dass das Zusammentreffen von Reflux und Symptom zufallig
ist (Weusten et al. 1994).

Tabelle 1:  Kontingenztafel fur SAP

Reflux kein Reflux Summe
Symptom a b atb
kein Symptom ¢ d c+d
Summe a+c b+d n

Wenn bei unauffalligem endoskopischen Befund des gastrodsophagealen Uberganges in der
pH-Metrie eine erhohte Saureexposition des Osophagus (AET, DeMeester Score) registriert
wird, wird die Diagnose NERD gestellt. Liegt eine normale AET vor, muss zwischen
osophagealer Hypersensitivitat (OH) und funktionellem Sodbrennen (FH) unterschieden
werden (Martinez et al. 2003). Weisen die Patienten eine positive Symptomassoziation (SI,
SAP) auf, wird die Diagnose 6sophageale Hypersensitivitat gestellt. Lasst sich keine positive
Symptomassoziation feststellen, wird funktionelles Sodbrennen diagnostiziert (Galmiche et
al. 2006).
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Symptome

4/\

Erosionen keine Erosionen

[ erosive Refluxerkrankung ]

pathologische AET nicht pathologische AET
[ nicht erosive Refluxerkrankung ] ‘

4/\

positiv negativ
Osophageale funktionelles
Hypersensitivitat Sodbrennen

Abbildung 6: Definition der Entitaten der GERD entsprechend der Rome 111 Kriterien
(nach Galmiche 2006)

Patienten mit typischen Symptomen einer GERD werden mittels OGD untersucht. Haben
sie eine Refluxdsophagitis wird die Diagnose ERD gestellt. Bei makroskopisch
unauffalliger Schleimhaut sollte eine Funktionsdiagnostik (ph-Metrie, MI1I-pH) erfolgen.
Ist diese aufféllig wird die Diagnose NERD gestellt. Bei unauffalliger Funktionsdiagnostik
wird eine Symptomassoziation durchgefiihrt. Ist diese positiv, wird die Diagnose OH
gestellt, ist sie negativ ergibt sich die Diagnose FH.

Zur Diagnostik der gastroosophagealen Refluxkrankheit verdffentlichte das American
College of Gastroenterology (ACG) 2005 eine Leitlinie (DeVault et al. 2005), welche 2014
in der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft flr Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten in
ahnlicher Weise herausgegeben wurden. Darin empfehlen die Autoren fir Patienten, die

unter typischen GERD Symptomen (Sodbrennen, Regurgitation, nicht Kkardialer
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Thoraxschmerz) leiden, eine probatorische Therapie mit einer s&uresuppressiven
Medikation. Es kommen in erster Linie Protonenpumpeninhibitoren (PPI) flr 4-8 Wochen
zum Einsatz. Kommt es darunter zu einer subjektiven Besserung, wird die Diagnose der
GERD als bestatigt gesehen. Im Verlauf wird dann eine Dosisreduktion bis hin zu

bedarfsadaptierter Medikation empfohlen.

Ohne Besserung der Symptome sollte eine OGD (Osophagogastroduodenoskopie) ohne PPI
Medikation durchgefiihrt werden. Dabei ist eine makroskopische Beurteilung und somit
Einteilung in NERD oder ERD gemé&lR der Los Angeles Klassifikation moglich. Eine
Arbeitsgruppe um Armstrong zeigte bereits 1996, dass die Endoskopie die sensitivste
Methode zur Diagnose einer ERD ist (Armstrong et al. 1996). Eine routinemal3ige Entnahme

von Schleimhautbiopsien aus dem distalen Osophagus in den Leitlinien nicht empfohlen.

Wenn endoskopisch keine Erosionen nachweisbar sind, sollte eine ph-Metrie als
kontinuierliche 24h pH-Messung erfolgen. In der aktuellen deutschen Leitlinie wird die
Durchfiihrung einer multikanalen intraluminalen Impedanzmessung (MlI-pH) empfohlen,
falls diese verfiigbar ist. Die MIl-pH weist im Vergleich zur klassischen pH-Metrie eine
héhere diagnostische Sensitivitat auf (Savarino et al. 2011). Die Methode der MII-pH
ermoglicht die Detektion von Refluxepisoden als retrograde Bolusbewegungen (Sifrim
2006). Diese werden nach dem pH-Wert in saure (pH < 4), schwach saure (pH 4 — 7) und
alkalische Refluxepisoden (pH > 7) weiter unterschieden. Dabei konnte gezeigt werden, dass
auch schwach saurer und basischer Reflux in nicht unerheblichem MaRe auftreten, wobei
manche Patienten sogar ausschliellich schwach saure oder alkalische Refluxepisoden
aufweisen (Sifrim et al. 2001).

Bei der MII-pH wird eine Sonde mit 7 Impedanzsensoren und 1-2 pH-Elektroden
nasotsophagogastral eingefiihrt. Anhand der Impedanzunterschiede an den einzelnen
Messpunkten, lasst sich ein Reflux, welcher zundchst Impedanzunterschiede an den distalen
Messpunkten ausldst, von einem geschluckten Bolus, der zuerst die proximalen Messpunkte
passiert, unterscheiden. AuBerdem sind die Bestimmung von dsophagealer Verweildauer
und pH-Wert des Refluxats moglich. Der Patient soll wahrend der Untersuchungsdauer tber
einen Rekorder Start und Ende von Nahrungsaufnahmen sowie seine Symptome eingeben.
Dadurch wird ersichtlich, ob der Patient eher unter postprandialem oder von der
Nahrungsaufnahmen unabhdngigem Reflux leidet. AulRerdem soll der Untersuchte zeitlich
genau das Auftreten von Symptomen dokumentieren, damit im Anschluss an die

Untersuchung mittels SI und SAP die Symptomassoziation ermittelt werden kann.
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Abbildung 7: MII-pH

Diese Abbildung zeigt eine Refluxepisode, wie sie typischerweise in der MIl-pH
aufgezeichnet wird (B). Anhand der zeitlichen Abfolge des Abfalls des Impedanzniveaus
um <50% des Ausgangswertes wird eine Refluxepisode als oral gerichtete Bolusbewegung
definiert. Die Refluxepisode endet mit einer aboral gerichteten Bolusbewegung. Die mit A
gekennzeichneten Impedanzschwankungen zeigen Schluckreflexe. Die Darstellung erfolgt
mit linearem Impedanzverlauf jeder einzelnen Messsonde und im zweiten Bild farblich
kodiert fiir eine optisch schnellere Erkennbarkeit.
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\or allem durch die diagnostische Méglichkeit der MII-pH konnte gezeigt werden, dass auch
nicht saurer Reflux mit pH>4 zu typischen GERD-Symptomen fuhren kann (Sifrim et al.
2004, Agrawal et al. 2009, Vela et al. 2001, Sifrim et al. 2001, Bredenoord et al. 2006). Bis
zu 40% der Patienten leiden auch unter adaquater séuresuppressiver Therapie unter
Refluxbeschwerden (Dean et al. 2004).

Im gastrodsophagealen Refluxat kdnnen auflerdem andere Inhalte des Magens, wie die
Peptidase Pepsin, enthalten sein (Sifrim et al. 2007). Als duodenogastrodsophagealer Reflux
konnen duodenale Enzyme wie Trypsin, Chymotrypsin oder Elastase, die ihre grofite
Aktivitat bei neutralen pH-Werten entfalten (Sifrim et al. 2007), vorkommen und in Kontakt
mit der Osophagusschleimhaut treten. Dieser duodenogastrodsophageale Reflux ist als so
genannter schwach saurer Reflux mit einem pH-Wert von 4-7 gekennzeichnet und kann
pathophysiologisch ebenfalls bei der Entstehung sowohl der mukosalen Veranderungen bei
GERD-Patienten als auch fir die Symptomgenese von Bedeutung sein (Castell 2008).

Bei ausbleibender Besserung der Symptome unter PPl Therapie kann also ein nicht- oder
schwach-saurer Reflux die pathophysiologische Ursache sein. Unter PPl Therapie tber 8
Wochen klagen noch zwischen 26 und 39% der Patienten (ber persistierende Symptome
(Katz et al. 2006) und die Frage nach diesem Pathomechanismus ist weitgehend ungeklért.
Als weitere Ursachen fur therapierefraktdre Beschwerden werden eine inaddquate
Sduresuppression des Magens (Furuta et al. 2002, Furuta et al. 2009) sowie eine

eingeschrankte Compliance der Patienten herangezogen (Fass et al. 2005).

Wahrend fir séureexponierte Schleimhaut ein klares pathogenetisches Konzept in der
Literatur vorliegt, bleibt die Frage, auf welchem Wege nicht-saurer Reflux die Symptome

verursacht, bisher unbeantwortet.

1.1.4 Therapie

Die Therapie der GERD ist abhdngig von der klinischen Auspréagung. Fur die Therapie der
Patienten mit NERD einigten sich Experten der Deutschen Gesellschaft flr Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten in ihrer Leitlinie von 2005 auf das therapeutische Ziel der
Symptomfreiheit. Abgesehen von AllgemeinmalRnahmen wie zum Beispiel die Erhéhung
des Bettkopfendes, diatetische Malinahmen bei Nahrungsmittelunvertréglichkeit und

Gewichtsreduktion bei UGbergewichtigen Patienten stehen die Protonenpumpeninhibitoren

21



als priméare medikamentdse Therapieoption im Vordergrund. In der Akuttherapie der ERD
steht ebenfalls die Symptomlinderung im Vordergrund. Es kommen die gleichen
Mafnahmen wie bei NERD zum Einsatz. Bei der ERD wird als Sekundérziel der Abheilung
der Lasionen formuliert. Eine probatorische Protonenpumpen hemmende Therapie
empfiehlt sich ebenfalls bei Verdacht auf extradsophageale Beschwerden wie z.B. Husten,

Laryngitis oder nicht-kardialem Thoraxschmerz (Koop et al. 2005).

Die Therapie sollte bis zum vollstandigen Abklingen der Symptome beibehalten werden und
kann dann reduziert oder als Bedarfsmedikation fortgeftihrt werden. Bei Nicht-Ansprechen
ist eine Erh6hung der Dosis und gegebenenfalls eine abendliche Dosis zu erwagen (Tytgat
2006).

Die operative Therapie im Sinne einer Fundoplikatio sollte bei Vorliegen einer Hiatushernie,
bei ausgepragter Regurgitation oder bei Ablehnung einer medikamentdsen Therapie in
Erwagung gezogen werden. In diesem Fall verspricht sie eine bessere Erfolgsquote als die

konservative Therapie (Elakkary et al. 2008).

In der im Jahr 2014 aktualisierten Leitlinie der DGVS (Deutsche Gesellschaft fir
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten) zur gastrodsophagealen
Refluxerkrankung wird der oben genannte therapeutische Weg erneut empfohlen.

Zusammenfassend steht bei eindeutiger Klinik, das heif3t bei typischen Refluxsymptomen,
die empirische PPI-Therapie an erster Stelle. Bei nicht eindeutiger Klinik oder
Alarmsymptomen wie Globusgefiihl, respiratorischen Symptomen, retrosternalen
Beschwerden oder mehrjéhriger Symptomatik wird eine primare endoskopische Diagnostik
empfohlen. Bei Therapieversagen sollte in jedem Fall eine erweiterte Diagnostik inklusive
Endoskopie und Funktionsdiagnostik (pH-Metrie oder Ml1I-pH) erfolgen.

Langzeitziel der Therapie bei NERD und ERD LA A und B bleibt die Symptomkontrolle.
Bei ERD wird die Abheilung von L&sionen und bei héhergradigen Erosionen die Prophylaxe

von Komplikationen angestrebt.

Der therapeutische Algorithmus bei funktionellem Sodbrennen (FH, funktional Heartburn)
konnte bisher nicht evidenzbasiert in Leitlinien festgelegt werden. Trizyklische
Antidepressiva und Serotoninwiederaufnahmehemmer (selective serotonine reuptake
inhibitors, SSRI) werden in der klinischen Praxis zusammen mit PPI bei Patienten mit FH
verschrieben. Atluri et al. konnten in einem Review aus dem Jahr 2015 keine signifikante
Uberlegenheit von SSRI gegeniiber Placebo bei der Therapie des nicht-kardialen
Thoraxschmerzes (non cardiac chest pain) zeigen (Atluri et al. 2015). Kbharilas,
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Boeckxstaens und Smout schlagen bei therapierefraktdren Patienten eine exakte
Reevaluation der Symptome vor. Es sollen andere Differentialdiagnosen, wie eosinophile
Osophagitis oder eine infektiose Genese, sicher ausgeschlossen werden. Wenn die Diagnose
FH bestatigt wird, sollte eine Therapie mit niedrig dosierten Antidepressiva erfolgen
(Kahrilas, Boeckxstaens, Smout 2013), da bei diesen Patienten von einer peripheren,
viszeralen Hypersensitivitat fir die Pathogenese ausgegangen wird, die durch diese
Medikamente positiv moduliert wird. Die Wirksamkeit der Hypnosetherapie bei FH konnte
nachgewiesen werden und konnte eine additive Therapieoption vor allem flr lange Zeit

therapierefraktére Patienten sein (Riehl und Keefer 2015).

1.1.5 Veranderungen der 6sophagealen Mukosa bei GERD

In Biopsien der Osophagusschleimhaut von NERD-Patienten konnen mikroskopische
Auffalligkeiten, wie dilatierte  Interzellularspalten,  Basalzellhyperplasie  und
Papillenelongation, nachgewiesen werden (Fiocca et al. 2010, Yerian et al. 2011, Weigt et
al. 2007).

Es kommt zur Papillenelongation und Basalzellhyperplasie, die bereits 1970 von Ismail-
Beigi beschrieben wurden. Die Papillen dienen der Verzahnung des Epithels im
Bindegewebe und ihre Lange betragt in gesunder Lamina propria rund 20-30% der
Gesamtdicke, das entspricht 150-200 um. Bei GERD Patienten kann die Lange der Papillen
auf bis zu 60% der Epitheldicke ansteigen (Bove et al. 2005).

In gesunder Mukosa betréagt die Dicke der Basalzellschicht 5% des gesamten Epithels und
bei GERD Patienten steigt sie auf bis zu 20% der Epitheldicke an (Bove et al. 2005 und Vieth
et al. 2004). Diese Veranderungen nehmen mit dem Grad der Refluxerkrankung zu, das
heif3t, sie finden sich nicht bei Gesunden, in geringem Mal} bei NERD Patienten und in
steigendem Ausmaf bei ERD Patienten mit zunehmendem Grad nach der Los Angeles
Klassifikation (Vieth et al. 2004).

Bei Patienten mit GERD kommt es charakteristischerweise zu einer Erweiterung der
Interzellularspalten. Diese Verdnderung sind bei Patienten mit funktionellem Sodbrennen

nicht nachzuweisen (Kandulski et al. 2007).

In der Schleimhaut von Patienten mit GERD lassen sich intraepitheliale Entzindungszellen

nachweisen. Neben neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (Zentilin et al. 2005) treten
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auch Lymphozyten und Plasmazellen (Vieth et al. 2005) auf. Diese Immunzellen finden sich

nicht oder kaum in gesunder 6sophagealer Mukosa.

Diese Veranderungen sind durch eine Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren zum Teil
reversibel (Vieth et al. 2006, Bove et al. 2005 und Calabrese et al. 2005).
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Abbildung 8: histologische Darstellung der Osophagusschleimhaut

Diese  Abbildung zeigt Hématoxylin-Eosin-geférbte Paraffinschnitte ~ der
Osophagusschleimhaut zur exemplarischen Demonstration der Papillenelongation (C),
Basalzellhyperplasie (B), sowie dilatierter Interzellularspalten (D, E) im Vergleich zu
gesunder Osophagusschleimhaut (A).

1.2 Protease aktivierte Rezeptoren und Cathepsin G

1.2.1 Charakterisierung Protease aktivierter Rezeptoren
Die Protease aktivierten Rezeptoren (PAR) gehoren zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (Adams et al. 2011). Sie bestehen aus 7 Transmembrandomanen, einem

intrazellularen C-Terminus und einem extrazellularen N-Terminus.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der molekularen Struktur PAR4

Die Abbildung zeigt schematisch einen 7-Transmembrandoméanenrezeptor. Die romischen
Zahlen I-VII beziffern die Transmembrandomanen. Intrazelluldr liegt der C-Terminus der
Aminosaurenkette und extrazellulér befindet sich der N-Terminus mit dem gebundenen
Liganden.

Durch Proteolyse der extrazellularen, N-terminalen Aminosauresequenz kommt es zu einer
Konformationsédnderung, sodass die freigelegte Aminosdurensequenz als gebundener
Ligand (“tethered Ligand", Vu et al. 1991) zur Rezeptoraktivierung fihrt. Unterschiedliche
Proteinasen fuhren an definierten Sequenzen zu proteolytischer Spaltung und Aktivierung
unterschiedlicher PARs. Bevorzugt kénnen Serinproteasen die Rezeptoren der PAR-Familie
aktivieren (Déry et al.1998). Dazu gehdren beispielsweise Trypsin, Chymotrypsin,
Cathepsine oder Thrombin. Aber auch andere Proteasen konnen den extrazelluldren
Aminosdurerest des PAR spalten und somit zur Rezeptoraktivierung fihren. Erstmals
beschrieben wurden die Protease aktivierten Rezeptoren im Rahmen der
Gerinnungskaskade. Eine vaskuldre Expression von PAR4 fihrt durch eine Thrombin

vermittelte Aktivierung zur Steigerung der Plattchenaggregation.
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1.2.2 Protease aktivierte Rezeptoren PAR1 — PAR3

Es konnten vier unterschiedliche Protease aktivierte Rezeptoren geklont und charakterisiert
werden. Nach der Reihenfolge ihrer Sequenzierung und Klonierung wurden sie PAR1 bis
PAR4 genannt. Da eine vollstandige Darstellung aller bisher bekannten Daten tber alle
Protease aktivierten Rezeptoren den Umfang der Dissertationsarbeit iberschreitet, werden

im Folgenden exemplarisch wichtige und themenbezogene Kernaussagen aufgegriffen.

Die Expression von PAR1 und PAR2 konnte in unterschiedlichen Malignomen
nachgewiesen werden. Sie werden hdufig koexprimiert und scheinen eine Rolle in der
Tumorgenese zu spielen, kdnnen ebenso aber auch Angriffspunkt fur zukinftige Therapien
sein (Elste & Petersen 2010, Fujimoto 2010, Zhang et al. 2011).

Fur PAR1 und vor allem fur PAR2 sind immunmodulatorische Effekte beschrieben worden.
PAR2 wird in unterschiedlichen Zelltypen der Haut exprimiert (Steinhoff et al. 1999) und
seine Aktivierung flhrt zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und zur

Aktivierung intrazelluldrer Signalwege (Buddenkotte et al. 2005).

Eine Aktivierung von PAR2 unterhélt die chronische Entziindung bei Arthritis durch die
Freisetzung entzlindlicher Mediatoren (Ferrell et al. 2003). Eine dhnliche Funktion wurde
auch fur PAR1 nachgewiesen. PAR1 defiziente Maduse hatten weniger schwere
Anrthritisverlaufe als Wildtypmause (Yang et al. 2005).

PAR2 wird im Plattenepithel der dsophagealen Schleimhaut exprimiert und kann durch
Trypsin, das in duodenogastro6sophagelem Reflux enthalten ist, aktiviert werden. Daher
vermutete eine Arbeitsgruppe um Inci eine Funktion in der Pathogenese von GERD (Inci et
al. 2009). Die Rolle von PAR2 bei GERD untersuchten Kandulski et al. in einer 123
Patienten umfassenden Studie und durch weiterfiihrende in-vitro Versuche. Hierbei konnte
eine deutlich gesteigerte PAR2 Expression bei GERD Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nachgewiesen werden. Die Expression von PAR2 stieg in den in-vitro-
Untersuchungen mit fallendem pH-Wert (Kandulski et al. 2010). Souza postuliert sogar, dass
PAR2 in Zukunft ein molekularer Angriffspunkt in der Therapie der Refluxbeschwerden vor

allem bei PPI refraktaren Patienten darstellen kann (Souza 2010).

Uber PAR3 ist bekannt, dass er nicht als eigenstandiger Rezeptor agiert, sondern mit PAR1
oder PAR4 koexprimiert wird und mit diesen auf der Zelloberflache dimerisiert. PAR3 bildet
einen Kofaktor fir die Thrombin vermittelte PAR4 Aktivierung (Nakanishi-Matsui et al.
2000) und gemeinsam mit PAR1 bildet PAR3 ein Heterodimer, das eine starkere PAR1

Funktion zur Folge hat (Mc Laughlin et al. 2007).
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1.2.3 Protease aktivierter Rezeptor Typ 4

Die funktionelle Bedeutung von PAR4 wurde in verschiedenen Organ- und Zellsystemen
untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die PAR4 abhangige Mechanismen
sich entsprechend des exprimierenden Zelltyps unterscheiden. Diese Mechanismen kénnen
je nach Zelltyp sogar gegensatzlich sein. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die bisher

untersuchte zellulare Expression und Funktion von PARA4.

Bezogen auf den Gastrointestinaltrakt wurde PAR4 bisher vor allen in Malignomen
untersucht. Die PAR4-Expression ist bei Patienten mit Magenkarzinom im Vergleich zu
gesunder Mukosa vermindert (Zhang et al. 2011). Die Arbeitsgruppe um Gratio et al. konnte
die Expression von PAR4 beim Kolonkarzinom nachweisen. Ein \Vergleich mit gesunden
Kontrollen erfolgte nicht (Gratio et al. 2009). Die Expression in gesunder Kolonschleimhaut
wurde 2004 in einem Rattenmodell nachgewiesen. Hier flihrte eine PAR 4 Aktivierung zur
Kontraktion longitudinaler Muskulatur (Mulé et al. 2004). Eine verstarkte Koexpression von
PAR 4 und Cathepsin G fand sich bei Patienten mit chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen (Debak et al. 2009). Die Freisetzung von Cathepsin G mit nachfolgender
PAR4 Aktivierung wird in diesem Zusammenhang mit der Induktion und Aufrechterhaltung

der mukosalen Entzlindung diskutiert.

In vitro fuhrt eine PAR4 Aktivierung in maligne entarteter Kolonmukosa zur Internalisierung
und intrazelluldren Phosphorylierung des Wachstumsfaktors ErB-2 (Gratio et al. 2009).
Arachiche et al. konnten in einem Mausmodell zeigen, dass die Aktivierung von PAR4 in
Thrombozyten zur Kalziummobilisation Uber einen Gg-Signalweg fiihrt (Arachiche et al.
2013). Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) dienen zur intrazelluldren
Signaltransduktion. PAR4 aktiviert den Gg-Signalweg mit nachfolgender Aktivierung der
Phospholipase C. Die daraus resultierende Kalziummobilisation publizierte die
Arbeitsgruppe um Nakanishi-Matsui im Jahr 2000 als eine mdégliche Folge der PAR4-
Aktivierung (Nakanishi-Matsui et al. 2000). In einem Zellmodell mit Neuronen aus
Spinalganglien fanden sich Hinweise fur die Aktivierung des cCAMP/PKA Signalweges
durch PAR4-Aktivierung (Chen et al. 2013). Weitere Untersuchungen zur intrazelluldren

Signalkaskade nach PAR4-Aktivierung wurden bisher nicht veroéffentlicht.
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Tabelle 2:  Ubersicht tiber die Expression und Funktionen von PAR4 in
unterschiedlichen Geweben

Organ- Zelltyp Funktion Quelle
system
kardio- koronare konstitutionell nicht exprimiert, Hamilton et
vaskular Endothelzellen  Induktion der PAR4 Expression al. 2001
durch entzundliche Prozesse.
Gefalrelaxation durch PAR4
Aktivierung
vaskulare konstitutionelle Expression von Kahn et al.
Endothelzellen PARA4, Steigerung der 1999
Plattchenaggregation durch
Thrombin vermittelte Aktivierung
respiratori-  Epithelzellen konstitutionell exprimiert, Ando et al.
sches System profibrotische Mechanismen durch 2007
verstéarkte Transformation von
Epithel- in Mesenchymzellen
Fibroblasten konstitutionell exprimiert, Hemmung Ramachan-
der PAR1 vermittelten Fibrosierung  dran et al.
2007
zentrales Astrozyten, Ubiquitare Koexpression mit Ramachan-
und Neurone, Serinproteasen. Aktivierung fiihrt zur dran et al.
peripheres Mikroglia Verstarkung der Neuroinflammation ~ 2012; Suo
Nerven- (TNFa, Substanz P, Calcitonin Gene et al. 2003
system Related Peptide)
Neuronen in Koexpression mit Calcitonin Gene Asfaha et
Spinalganglien  Related Peptide und Substanz P, die  al. 2007
PAR 4 Aktivierung flhrt zu einer
Erhéhung der Schmerzschwelle
durch Hemmung der
Kalziummobilisation, in normalem
wie inflammatorischem Setting
Rattenmodell,  gesteigerte PAR4 und PAR2 Bao et al.
Spinalganglien  Expression in Spinalganglien bei 2005
unter Knochentumorschmerzen
leidenden Tieren
Mausmodell, PAR4 Aktivierung hat Annahdzi et
Kolon antinozizeptive Effekte bei al. 2012
kolorektaler Dehnung
Gastro- Gastrale die PAR4 Expression im Zhang et al.
intestinal- Mukosa Magenkarzinom ist im Vergleich zur 2011
trakt gesunden Mukosa vermindert
Kolonmukosa  PAR4 und Cathepsin G Dabek et al.
Uberexpression bei Colitis ulcerosa 2009
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Kolonmukosa  Patienten mit Reizdarmsyndrom Zhao et al.

haben eine verminderte PAR4 2011
Expression im Vergleich zu
Gesunden
Kolon- PAR4 Aktivierung tragt zu ErbB-2 Gratio et al.
karzinomzellen Phosphorylierung und 2009
Tumorprogression bei
Rattenmodell, = PAR4 ist konstitutionell im Mulé et al.
Mukosa und Rattenkolon exprimiert, seine 2004
Submukosa Aktivierung fuhrt zu Kontraktion
longitudinaler Muskulatur
Immun- Mausmodell, Inhibition des PAR4 Signalweges auf Slofstra et
system neutrophilen neutrophilen Granulozyten senkt die  al. 2007
Granulozyten  Rate an Multiorganversagen bei
SIRS
Mausmodell PAR4 defiziente Mduse fehlt die Busso et al.
Tissue Factor induzierte 2008
Inflammation

1.2.4 Cathepsin G und seine Interaktion mit PAR4
Cathepsin G ist eine Serinprotease mit Funktionen ahnlich dem Trypsin und Chymotrypsin

(Conus and Simon 2008).

Cathepsin G wird bei der Degranulation von neutrophilen Granulozyten freigesetzt, welche

entscheidend an Entziindungsreaktionen beteiligt sind (Korkmaz et al. 2007).

Den verschiedenen Cathepsinen werden unterschiedliche Funktionen im menschlichen
Organismus zugeschrieben und sie werden durch unterschiedliche Zelltypen freigesetzt. Sie
spielen eine bedeutende Rolle wahrend der Immunantwort und damit bei der Genese
verschiedener inflammatorischer Erkrankungen (Conus & Simon 2008). Fir Cathepsin G ist
eine Beteiligung in der Pathogenese der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, bei
Morbus Crohn, der rheumatoiden Arthritis sowie der zystischen Fibrose nachgewiesen

worden.

Fur die inflammatorische Veranderung der Mukosa bei GERD liegen fir Cathepsin G keine
Daten vor. Aus anderen entziindlichen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes ist eine
Beteiligung von PAR4 bekannt (Uberexpression bei Colitis ulcerosa, Debak et al. 2009). Die

PARA4-Aktivierung in Kolonmukosa durch Cathepsin G tragt zur Inflammation bei Colitis
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ulcerosa bei. Fir die Bedeutung von PAR4 fur entziindliche Prozesse der Mukosa bei der

gastroosophagealen Refluxerkrankung ist bisher jedoch nur wenig bekannt.

1.3 Neuronaler Marker PGP9.5

Bei PGP 9.5 (Protein gene product 9.5, auch UCHL1 (Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase
L1 (Ubiquitin Thiolesterase)) handelt es sich um ein Protein kodierendes Gen, wobei dieses
ausschlieBlich in Neuronen exprimiert wird. PGP9.5 wird somit als Marker fur neuronale

Zellpopulationen eingesetzt.

AuBRerdem wird PGP9.5 in Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems exprimiert.
Fehlfunktionen sind assoziiert mit neurologischen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und

Formen der progressiven Neurodegeneration.

Uber die Expression von PGP9.5 in der Osophagusschleimhaut sind bisher wenige Daten
publiziert. Patienten mit GERD scheinen eine verstarkte Expression aufzuweisen, was als

verstéarkte nervale Innervation der Mukosa interpretiert wird (Bhat und Bielefeldt 2006).

1.4 Fragestellungen und Aufgaben der Promotionsarbeit

Bereits durchgefiihrte Untersuchungen zu PAR4 im Zusammenhang mit Inflammation und
vor allem den im Kolon beschriebenen Zusammenhangen zwischen PAR4 und Cathepsin G
(Dabek et al. 2009) =zeigen, dass PAR4 bei entzindlichen Erkrankungen im
Gastrointestinaltrakt regulatorisch beteiligt ist.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse ergaben sich die Fragen, die in dieser Promotionsarbeit

bearbeitet werden sollten:
e Wird PAR4 in der humanen Osophagusschleimhaut exprimiert?

e Unterscheidet sich die Expression in der Schleimhaut von Patienten mit GERD von

Patienten mit FH?

e Findet sich bei Patienten mit GERD oder FH gleichzeitig eine gesteigerte Expression
von Cathepsin G?
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Zeigen Patienten mit GERD eine vermehrte Innervation der Osophagusmukosa, die

zu viszeraler Hypersensitivitat und zur Symptomgenese beitragen kann?

Gibt es Unterschiede der PAR4, Cathepsin G und PGP9.5 Expression zwischen
Patienten mit erosiver und nicht erosiver Refluxdsophagitis auf der einen und

Patienten mit funktionellem Sodbrennen auf der anderen Seite?

Diese Fragen sollten mithilfe folgender Untersuchungen beantwortet werden:

Analyse der Expression von PAR4 in Biopsien 6sophagealer Mukosa von an GERD

erkrankten Patienten und an gesunden Kontrollen.

Analyse der PAR4 Genexpression in unterschiedlichen humanen Zellmodellen
(Osophagusepithelzelllinien KYSE150, -450, PBMCs).

Analyse der Expression von Cathepsin G in Biopsien 6sophagealer Mukosa von an

GERD erkrankten Patienten und an gesunden Kontrollen.

Analyse der Expression von PGP9.5 als neuronaler Marker in Biopsien 6sophagealer
Mukosa von an GERD erkrankten Patienten und an gesunden Kontrollen.
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2  Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Patientencharakterisierung

Fur diese Studie liegt ein positives Ethikvotum der Medizinischen Fakultat der Otto von
Guericke Universitat entsprechend der Deklaration von Helsinki und den Richtlinien fir
,,Good Clinical Practice” (Numer 30/08) vor.

Prospektiv wurden Patienten mit typischen GERD Symptomen entsprechend der Montreal
Klassifikation eingeschlossen. Der Einschluss erfolgte nach Aufklarung und schriftlichem
Einverstandnis durch die Patienten. Es wurden grundsétzlich nur volljahrige Patienten

eingeschlossen.

Als Ausschlusskriterien galten das Vorhandensein eines Malignoms oder eines Barrett-
Osophagus. AuRerdem wurden Patienten, die bereits im 6sophagogastralen Bereich operiert
wurden oder die an einer chronisch entzlndlichen Darmerkrankung leiden, nicht
eingeschlossen. Die Probanden wurden gebeten, eine gegebenenfalls bestehende

séuresuppressive Medikation mindestens 2 Wochen vor der Untersuchung abzusetzen.

Die Symptome der Patienten wurden mittels Reflux Disease Questionnaire (RDQ, siehe 2.2)
erfasst und so objektiviert. Alle Patienten wurden endoskopisch  mittels
Osophagogastroduodenoskopie (OGD, siehe 2.3) untersucht, bei der Schleimhautbiopsien
3-5cm oberhalb des gastroosophagealen Uberganges entnommen wurden. Diese wurden in
der Pathologie durch Frau Prof. Dr. Dorthe Jechorek histologisch aufgearbeitet und
untersucht. AuBerdem wurde bei jedem Patienten eine MII-pH (siehe 2.5) im Anschluss an
die OGD durchgefiihrt.

Entsprechend der Ergebnisse der Endoskopie und MII-pH wurden sie in drei Gruppe

eingeteilt:

i.  ERD: Sichtbare Erosionen in der OGD, Einteilung nach Los Angeles Klassifikation

ii.  NERD: bei unauffalliger OGD aber pathologischem gastrodsophagealem Reflux in
der MII-pH (einschlieRlich OH)

iii.  FH: bei unauffalliger OGD und unauffalliger M11-pH (Ausschluss eines
pathologischen gastrodsophagealen Refluxes und fehlende Symptomassoziation)
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Zusétzlich wurden Patienten ohne GERD-Symptome, ohne Pathologien oder Affektionen
im oberen Gastrointestinaltrakt und ohne sdauresuppressive Medikation als Kontrollgruppe
eingeschlossen.

2.2 Symptomevaluation mittels standardisiertem Fragebogen (RDQ)

Die Symptome wurden mittels standardisiertem Fragebogen erfasst. Der Reflux Disease
Questionnaire (RDQ) ist ein zur Charakterisierung der Refluxkrankheit evaluierter
Fragebogen (Shaw et al. 2008). Er wurde von einer Arbeitsgruppe um Shaw entwickelt und
besteht aus 12 Fragen zu H&ufigkeit und Schweregrad der Symptome (Shaw et al. 2001).

Tabelle 3:  Reflux Disease Questionnaire, RDQ (nach Zavala-Gonzales et al.2014,
Shaw et. al 2008)

Fragen Symptomhaufigkeit in Tage/ Woche
0 1 2-3 4-7
Wie oft fuhlen Sie ein Brennen hinter dem 0 1 2 3

Brustbein (Sodbrennen)?

Wie oft spuren Sie den Rickfluss 0 1 2 3
flussiger/ fester Nahrung in den Rachen/

Mund?

Wie oft haben Sie Schmerzen im 3 2 1 0
Oberbauch?

Wie oft leiden Sie unter Erbrechen? 3 2 1 0
Wie oft leiden Sie wegen Sodbrennen oder 0 1 2 3

Regurgitation unter Schlafstérungen?

Wie oft nehmen Sie zusatzlich zu denvom 0 1 2 3
Arzt verordneten Medikamenten welche
wegen Sodbrennen/ Regurgitation ein?
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2.3 Osophagogastroduodenoskopie und Biopsieentnahme

Die OGD wurde nach mindestens 12 stiindiger Nahrungskarenz unter Sedierung mit
Midazolam (Dormicum V® 5 mg/ml; Roche Deutschland Holding GmbH, Penzberg,
Germany) und/ oder 1%igem Propofol (PropofolLipuro® 10 mg/ml; Braun Melsungen AG,
Melsungen, Germany) mit einem Standardvideogastroskop (GIFQ180, Olympus Optical
Europe, Hamburg, Germany) durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte durch
Videoaufnahme und digitale Fotodokumentation der Bildbefunde. Es wurden jeweils 2
Biopsien fur molekulare Analysen und fiir die histologische Untersuchung 3 bis 5 cm
proximal der Z-Linie auBerhalb sichtbarer L&sionen mittels einer Biopsiezange entnommen.
Die Proben wurden sofort nach Entnahme in einem Kryorohrchen trocken in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

Biopsien zur histologischen Auswertung wurden in Formalin fir die weitere
histopathologische Analyse an das Institut fir Pathologie (Frau Prof. Dr. Dorthe Jechorek)

versandt.

2.4 Histopathologische Analyse der Osophagusschleimhaut

Die histologische Untersuchung erfolgte im Rahmen der klinischen Diagnostik und wurde
durch Frau Prof. Dr. Dorthe Jechorek des Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums

Magdeburg verblindet durchgefihrt.

Die Biopsien wurden nach Transfer in das Institut fir Pathologie in Paraffin eingebettet,
geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Die histologische Auswertung erfolgte
entsprechend der Ismail-Beigi-Kriterien. Es wurde das Vorhandensein von erweiterten
Interzellularspalten (DIS), Basalzellhyperplasie (BCH) und Papillenelongation (PE)
semiquantitativ mit jeweils 0 (keine), 1 (leicht), 2 (mittel) oder 3 (schwer) Punkten beurteilt.
AuRerdem wurde die Entziindung als Dichte von neutrophilen Granulozyten, eosinophilen
Granulozyten und intraepithelialen Lymphozyten ebenso bewertet. Dann wurden die Punkte
der 4 Merkmale addiert, sodass sich eine Summe von 0-12 Punkten ergibt (Summenscore).

Summenscore = Punkte fiir Basalzelhyperplasie + Punkte fir Papillenelongtion + Punkte
fur dilatierte Interzellularspalten + Punkte fiir Grad der Inflammation
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2.5 Kombinierte Multikanalimpedanz- und pH-Metrie (MI11-pH)

Im Anschluss an die OGD wurde der MIl-pH-Katheter (Sandhill Scientific, Highland Ranch,
CO, USA) transnasal eingefuhrt und platziert, sodass die 6sophageale pH-Elektrode 5cm
oberhalb des unteren Osophagussphinkters (LES) lokalisiert war. Die Impedanzelektroden
sindso 3,5, 7,9, 15und 17cm oberhalb des LES lokalisiert. Die Patienten wurden aufgeklért,
wahrend des Untersuchungszeitraumes 3 Mahlzeiten zu sich zu nehmen und représentativen
Tatigkeiten nachzugehen. Fir die Einnahme der Mahlzeiten, Korperposition und spezifische
Symptome wurden Eventmarker gesetzt. Nach einer Software gestutzten automatischen
Analyse erfolgte die Kontrolle und Auswertung durch einen erfahrenen Arzt (PD Dr. med.
Arne Kandulski).

Ein Abfall des Impedanzniveaus um mindestens 50% mit retrograder Bolusbewegung von
distal nach proximal wurde als Refluxepisode definiert. Diese wird durch den pH-Wert als
sauer, schwach sauer oder schwach alkalisch charakterisiert. Die Hohe und Anderung des
Impedanzniveaus liefert weitere Informationen tber die physikalische Beschaffenheit der

Refluxepisoden (flissig, gasférmig, gemischt).

Ein pathologisches Ergebnis der MI1-pH-Metrie liegt vor, wenn die Sdureexpositionszeit im
distalen Osophagus (acid exposure time, AET, pH < 4) mehr als 4,2% uber die gesamte
Analysedauer ist. Die Symptomassoziationswahrscheinlichkeit (SAP) und der
Symptomindex (SI) wurden fur sauren, schwach sauren und schwach alkalischen Reflux
erhoben. Danach konnte die Diagnosestellung von NERD und FH erfolgen. Zusétzlich

wurde die Anzahl der sauren und nicht-sauren Refluxepisoden erfasst.

2.6 Analyse der Genexpression von PAR4, Cathepsin G und PGP9.5

2.6.1 RNA-Extraktion aus Mukosabiopsien

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mittels des RNeasy-Mini Kit 250 (QIAGEN,
Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers. Zur Eliminierung von Verunreinigung
durch DNA wurde das RNase free DNase Set 50 (QIAGEN) nach dem Protokoll des
Herstellers eingesetzt. Die bei -80°C auf flissigem Stickstoff gefrorenen Biopsien wurden
auf Eis in 0,5ml TRIZOL-ReagenzTM (Invitrogen) langsam aufgetaut und anschlief3end mit
dem Tissue Ruptor (QIAGEN Instruments AG) homogenisiert. Nach Zugabe von 0,2ml
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Chloroform (Fluka Analytical) wurden die Proben ber 30 Sekunden ,,gevortext (MS1
Minishaker, IKA Works do Brazil Ltda, IP 21 Laboratory Instruments) und danach Gber 10
Minuten bei 13000U/min und 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco Heraeus, Kendro Laboratory
Products). Der klare Uberstand wurde in ein neues RNase-freies Eppendorfgefa (Multi®-
Safe Seal®Tubes, Carl Roth GmbH & Co. KG) iiberfiihrt und um exakt dasselbe Volumen
Isopropanol zur Ausfallung der RNA ergénzt. Nach kurzem Mischen erfolgte die Inkubation
fur 10 Minuten im Eisbad und ein weiterer Zentrifugationsschritt (13000 x g fir 10 Minuten,
4°C). Der Uberstand wurde entfernt und der die Gesamt-RNA enthaltende Bodensatz in
100ul RNase-freiem Wasser resuspendiert. Die gereinigte Gesamt-RNA wurde mit RNase
freiem Wasser im Verhaltnis 1:14 verdunnt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C auf
fltissigem Sickstoff gefroren. Es erfolgte die photospektrometrische Konzentrationsmessung

sowie eine Agarosegelelektrophorese zur Uberpriifung der Reinheit der RNA.

Material: TRIZOL®Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 14,3M R-
Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland), 70%iger Ethanol,
Chloroform (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Deutschland), RNeasy-Mini Kit
250 (QIAGEN, Hilden, Deutschland), RNase free DNase Set 50 (QIAGEN,
Hilden, Deutschland)

2.6.2 Photospektrometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Im RNA/ DNA Calculator GeneQuant™ (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) erfolgte
die photospektrometrische RNA-Messung zur Quantifizierung des RNA-Menge. Jeweils Sul
der hergestellten RNA-Ldsung wurden zur RNA-Messung eingesetzt. Es wurde mit RNase-

freien Pipetten und Spitzen gearbeitet. Der Nullabgleich erfolgte mit RNase-freiem Wasser.

Mittels Extinktionskoeffizienten und Absorption berechnet der RNA/ DNA Calculator die
RNA-Konzentration. Der Reinheitsgrad der RNA lasst sich durch den OD260nm/ OD280nm
Koeffizienten beurteilen. Er berechnet sich aus der optischen Dichte des Analysats bei
260nm geteilt durch die optische Dichte des Eluats bei 280nm. Ein Koeffizient zwischen 1,8

und 2,1 spricht fur eine qualitativ reine RNA.

Material:  RNA/ DNA Calculator GeneQuant™ (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

36



2.6.3 Agarosegelelektrophorese von RNA

Die qualitative Kontrolle der gereinigten RNA erfolgte mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese. Dazu wurden 1,89 Agarose in 100ml TBE-Puffer (TRIS-Borat-
EDTA-Puffer, siehe Protokoll am Kapitelende) gel6st und in der Mikrowelle (Sharp R2V18)
aufgekocht. Nach kurzem Abkuhlen wurden 10ul Ethidiumbromid hinzugegeben und das
noch flussige Gel in den Gelschlitten gegossen. Nach zirka 30 Minuten und vollstdndigem
Erkalten und Harten des Gels wurde 1x TBE-Puffer zur Uberschichtung des Gels in die
Elektrophoresekammer gegeben. AnschlieBend wurden je 5ul der isolierten RNA mit je 1l
Loadingpuffer (5x Loading Dye, Fermentas) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Auftrennung erfolgte flr zirka 1h bei 100V in der Elektrophoresis Power Supply Kammer
(Consort E863, Bio-Rad). Das Ergebnis wurde mit der UV Licht Kamera (E.A.S.Y. RH,
Herolap) sichtbar gemacht und fotografiert sowie gedruckt (Mitsubishi CP770DW).
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Abbildung 10: Agarosegelelektrophorese der extrahierten mRNA

Zu sehen sind die Originalbilder, die nach Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese
mittels UV Licht Kamera aufgenommen wurden. Die Doppelsonde (markiert mit Pfeilen)
stellt de 18S- und 28S-rRNA Banden dar.

TBE-Puffer:  0,09M TRIS/HCL
0,09M Borsaure
2 mM EDTA (Titrierkomplex 111 99% 372,24 g/mol, Roth)

Material: Agarose (Bio-Rad, Deutschland), TBE-Puffer, % Ethidiumbromid (10 mg/ml),
Loading Puffer (5x Loading Dye, Fermentas), Elektrophoresis Power Supply
(Consort E863, Bio-Rad)
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2.6.4 Reverse Transkription und cDNA-Synthese

Fir die Synthese der cDNA aus der Gesamt-RNA der Proben wurde ein standardisiertes
Protokoll fur die AMV-Reverse Transkriptase (Promega, inklusive AMV-RT 5x Puffer)
angewendet. Die AMV-Reverse Transkriptase benétigt zum Start der reversen Transkription
einen Universalprimer. Dieser setzt an beliebigen Stellen nach dem Zufallsprinzip an den
vorliegenden RNA-Fragmenten an, sodass letztlich aus der Gesamt-RNA cDNA
synthetisiert wird. Es wurden 250ng der zuvor isolierten RNA eingesetzt. Je Probe wurde
entsprechend der zuvor berechneten Konzentration ein unterschiedliches Volumen
verwendet, welches durch RNase freies Wasser auf 25,4ul aufgefillt wurde. Je Ansatz
kamen nun 14,6pl eines Reaktionsgemisches hinzu, das aus folgenden Komponenten
hergestellt wurde:

8ul Promega-Puffer AMV-RT 5x (Promega)

2l AMV Reverse Transkriptase (10 U/ul) (Promega)

1,6l ANTP-Set (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), je 10mM (peqLab Biotechnologie)
21l Primer Random Primer p(dN)e (Roche Diagnostics)

1ul Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 40 U/ul (Promega)

Die Reverse Transkription erfolgte wéhrend 45 Minuten bei 42°C (W&armeschrank Heraeus,
Thermo Electron Corporation). Durch 5-minitige Inkubation bei 95°C wurde die reverse

Transkriptase inaktiviert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die cDNA bei -80°C gelagert.

Material: AMV Reverse Transkriptase (Promega, Mannheim, Deutschland), Promega-
Puffer AMV-RT 5x (Promega, Mannheim, Detuschland), dNTP-Set (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), je 10 mM (pegLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland), Primer Random p(dN)6 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland), Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 40 U/ul (Promega,

Mannheim, Deutschland)
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2.6.5 gquantitative RT-PCR (Real Time-Polymerasekettenreaktion)

Die quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion wurde mit Hilfe des C1000™ Thermal
Cycler (BioRad) und dem CFX96™ Real-Time System durchgefiihrt. Jedes Well der Low-
96-Well Clear Multiplate® (PCR Plates™, BioRad) enthielt ein Reaktionsvolumen von

30pl, welches sich wie folgt zusammensetzte:
13,4l RNAse freies Wasser
15ul SYBR®Green (PCR Kit, Quanti Tect®, Qiagen)
0,2ul forward Primer
0,2ul reverse Primer

1,2ul cDNA

Fur die RT-PCR wurden folgende Primer verwendet:
PAR4 (204bp): fw: 5‘GAG-CAG-CCT-GAG-TGC-AGT-CAT-G3’
rev: 5TCC-AGG-GTG-TCA-CTG-TCA-TTG-G3’
Cathepsin G (374bp): fw: 5‘TCT-GCT-GGC-CTT-TCT-CCT-ACC-C3’
rev: 5‘TAG-GCA-GAG-CCA-CTG-GGT-TCA-C3¢
PGP9.5 (284bp): fw: 5‘CCA-TAC-AGG-CAG-CCC-ATG-ATG3¢
rev: 5°CAG-CAA-AGT-CCC-TCC-CAC-AGA-G3’
GAPDH (600bp): fw: 5’TCC-AAA-ATC-AAG-TGG-GGC-GAT-GCT3’
rev: 5’ACC-ACC-TGG-TGC-TCA-GTG-TGA-CCC3’
B-Aktin (400bp): fw: 5’CAT-GCC-ATC-CTG-CGT-CTG-GAC-C3’
rev: 5’ACA-TGG-TGG-TGC-CGC-CAG-ACA-G3’

Das Reaktionsprotokoll begann mit einer 15-minutigen Aktivierung der Tag-Polymerase bei
95°C, gefolgt von 40 Zyklen jeweils bestehend aus 35 Sekunden Denaturierung bei 95°C,
30 Sekunden Annealing bei 57°C und 1 Minute Elongation bei 72°C. Danach wurde die
Reaktion durch 5 Minuten bei 72°C beendet. Fir die zu analysierenden Gene wurden
identische Reaktionsprotokolle verwendet. Lediglich bei der PCR fiir f-Aktin wurde das
Protokoll leicht abgewandelt: Die Annealingtemperatur betrug hier 60°C und die Elongation
dauerte 30 Sekunden.
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15 Minuten 95°C

35 Sekunden 95°C (Aktivierung)

30 Sekunden 57°C (Denaturierung) 40 Zyklen
60 Sekunden 72°C (Annealing und Elongation)

o &~ w0 Db P

5 Minuten 72°C (Ende)

Zur Synthese der komplementaren DNA-Strange wurde die Tag-Polymerase, eine DNA-
Polymerase hitzestabiler Bakterien, verwendet. Der dem Reaktionsgemisch beigefligte
Farbstoff SYBR-Green bindet an doppelstrangige DNA. Nach Anregung durch Laserlicht
entsteht Fluoreszenz, die am Ende eines jeden Reaktionszyklus gemessen wurde.

Material: SYBR®Green (PCR Kit, Quanti Tect®, Qiagen), CatG-, f-Aktin- GAPDH-,
PAR4-Primer (Eurofins MWG Operon)

2.6.6 Etablierung eines quantitativen Tagman-Assays zur Bestimmung der
PAR4 Genexpression

Beim TagMan® Assay wird zusitzlich zur Polymeraseaktivitit auch die 5°3°-
Eonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase verwendet. Der Ansatz entspricht dem der
qualitativen RT-PCR, doch zusatzlich wird eine Sonde, die an einem Ende mit einem
Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff markiert ist,
eingesetzt. Dieser Quencher verhindert in der N&he des Fluoreszenzfarbstoffes dessen
Nachweis. Erst durch die Hydrolyse der Sonde durch die 5°3‘-Exonukleaseaktivitat der Tag-
Polymerase wéhrend der Amplifikation wird der Floureszenzfarbstoff von Quencher entfernt

und damit nachweisbar. Es wird die Fluoreszenz gemessen.
Das Reaktionsgemisch fiir TagMan® Assay setzte sich wie folgt zusammen:
8ul RNAse freies Wasser

10pl 2x TagMan Universal PCR Master Mix (TagMan® Gene Expression Master
Mix System, Applied Biosystems)

1ul 20x PAR4 FAM (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems)
1ul cDNA
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Funktionsweise des TagMan®Assay

Die TagMan® Sonde mit Fluorophore und Quencher bindet an eine spezifische Sequenz
der cDNA. Nach Bindung der Primer beginnt die Polymerisation. Bei Erreichen der
TagMan® Sonde wird diese mittels der 5‘3¢ Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase
hydrolysiert, das Fluorophore wird freigesetzt und kann sich vom Quencher entfernen,
sodass seine Fluoreszenz nachweisbar wird.

Analog zur qRT-PCR wurde folgendes Protokoll im C1000™ Thermal Cycler (BioRad)

und dem CFX96™ Real-Time System verwendet:
1. 2 Minuten 50°C
2. 10 Minuten 95°C (Aktivierung)
3. 15 Sekunden 94°C (Denaturierung) 40 Zyklen
4. 1 Minute 60°C (Anneal and Plate read)
5. 4°C (Ende)

Material:  TagMan Universal PCR Master Mix (TagMan® Gene Expression Master Mix
System, Applied Biosystems), PAR4 FAM (TagMan® Gene Expression Assays,

Applied Biosystems)
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2.6.7 Agarosegelelektrophorese von cDNA-Produkten

Die qualitative Darstellung der PCR-Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese. Es wurden 1,89 Agarose in 100ml TAE-Puffer (Tris-Aqua-
Essigsaure-Puffer, siehe Protokoll am Kapitelende) geldst und mit der Mikrowelle (Sharp
R2V18) aufgekocht, bis eine klare Flussigkeit entstand. Das noch fliissige Gel wurde in den

Gelschlitten gegossen und war nach zirka 30 Minuten ausgehartet.

30ul jedes PCR-Produktes wurden mit 3pl Loading Puffer (5x Loading Dye, Fermentas)
vermischt und dann je 10ul in die Geltaschen aufgetragen. Als Referenz kam ein 50bp-
Marker (Gene Ruler 50bp Ladder, Fermentas) zum Einsatz. Bei 100V wurden die PCR
Produkte nun zirka eine Stunde lang in der Elektrohphoresis Power Supply Kammer
(Consort E863) aufgetrennt. Das Ergebnis konnte mit Hilfe der UV Licht Kamera (E.A.S.Y.
RH, Herolap) sichtbar gemacht und fotografiert sowie gedruckt (Mitsubishi CP770DW)

werden.

TAE-Puffer:  2M Tris Puffer 99,9% 121,14 g/mol (Roth) = 242 g in 300 ml Aqua dest.
57,1 ml 99%ige Essigsaure 60,05 g/mol (J.T. Baker)
100 ml EDTA 0,5 M (Titrierkomplex 111 99% 372,24 g/mol, Roth)

auf 11 mit Aqua dest. auffillen

Material:  Agarose (Bio-Rad, Deutschland), TAE-Puffer (Protokoll oben), Loading Puffer
(5x Loading Dye, Fermentas), 50 bp-Marker (Gene Ruler 50bp Ladder,

Fermentas)

2.6.8 Die Delta-Delta-Ct-Methode zur Berechnung der relativen
Transkriptmenge eines Gens

Die Auswertung erfolgte durch Normierung der Daten auf ein Referenzgen. Die Normierung
erfolgte nach der Delta-Delta-Ct-Methode:

ACi=Cy Zielgen — Ct Referezgen
AA Ci= A Ct patienten - A Ct Kontrollen

Relative Genexpression: 2" a Ct
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Der Ci-Wert (Cycle of threshold) beschreibt den Zyklus der PCR, in dem sich das
Fluoreszenzsignal erstmals deutlich von der Hintergrundstranlung abhebt. Je mehr
Transkripte eines Gens in der Probe enthalten sind, desto friiher wird das Signal detektiert
und desto Kkleiner ist der Ci-Wert. Um methodische Storfaktoren zu reduzieren, wurden zwei
Referenzgene 3-Aktin und GAPDH etabliert.

Durch Berechnung nach oben genannter Formel kann die relative Genexpression des

Zielgens in Verhaltnis zum Referenzgen ermittelt werden.

Die durchgangig nicht-parametrischen Daten wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
analysiert und fur Korrelationsanalysen kam der Spearman Test zur Anwendung. Es wurde

mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 gearbeitet.

2.7 PAR4 Genexpression in plattenepithelialen Zelllinien KYSE 150 und
KYSE 450

Es wurden die 0sophagealen Plattenepithelzelllinien KYSE150 und KYSE450 auf die
Expression von PAR4 untersucht. Die Zelllinie KYSE150 ist eine plattenepitheliale
Osophaguszelllinie. Der Spender der Primérzellen war eine 49-jahrige Japanerin. Bei
KYSE450 handelt es sich um Zellen eines gut differenzierten Plattenepithelkarzinoms des
Osophagus eines 59-jahrigen Japaners.

Die Anzucht der Zellen erfolgte in 75cm? grof3en Zellkulturflaschen und die verwendeten

Néahrmedien setzten sich wie folgt zusammen:

Medium KYSE450:
45% Ham'‘s F12
45% RPMI-1640 Medium
10% FCS
1% Penicillin/ Streptomycin 100X

1% Gentamicin 10mg/ml
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Medium KYSE150:
49% Ham'‘s F12
49% RPMI-1640 Medium
2% FCS
1% Penicillin/ Streptomycin 100 pg/ml
1% Gentamicin 100 pg/ml

Es wurden 10" Zellen pro 10ml Medium ausgesat und bis zum Erreichen eines homogenen,
konfluierenden Monolayers bei 37°C und 5% CO> im Zellinkubator kultiviert. Die adh&rent
wachsenden Zellen wurden in der Zellkulturflasche dreimal mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4) gewaschen, um tote Zellen und
Zellfragmente zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Cell-Scraper
und PBS geerntet. Das durch Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde in RLT-Puffer
resuspendiert und die RNA-Praparation, wie unter 2.6.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die
cDNA-Synthese erfolgte wie unter 2.6.4 beschrieben.

Material:  KYSE 150, KYSE 450 (American Type Collection), Manassas, VA),
Zellkulturflaschen (NUNC GmbH, Wiesbaden, Deutschland), Ham s F'12,
RPMI-1640 Medium, FCS, Penicillin/ Streptomycin, Gentamicin (Colbe,

Germany)

2.8 PAR4-Genexpression in mononukledren Zellen (PBMC)

Zusétzlich zu epithelialen Zellen wurde die PAR4 Genexpression in monoklonalen
peripheren Blutzellen (PBMCs) untersucht. PBMCs wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque® Plus (Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden) nach einem modifizierten Protokoll aus EDTA-Spenderblut isoliert. Bei Ficoll®
handelt es sich um ein synthetisches polysaccharidéhnliches Polymer, das durch Umsetzen
von Saccharose mit Epichlorhydrin entsteht. Es ist wasserléslich mit  einem
Molekulargewicht um 400kDa. Wéhrend der Zentrifugation zeigen Zellen unterschiedlicher
Dichte eine unterschiedliche Migration, wodurch Schichten gebildet werden.
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Zum Einsatz kamen 30ml Spenderblut, 6ml EDTA und 2ml PBS (Phosphat gepufferte
Saline). Es wurden 10ml Ficoll-Paque® Plus in einem neuen Roéhrchen vorgelegt und mit
25ml der Blut/PBS-Mischung vorsichtig (berschichtet. Nach einem ersten
Zentrifugationsschritt (1300U/min fir 25 Minuten) wurde die oberste Schicht, die dem
Plasma entspricht, verworfen. Die darunterliegende Schicht der ,,weilen* Blutbestandteile
wurde mittels Pasteur-Pipette in ein neues Flacon tberfuhrt und mit vereistem PBS auf 50ml
aufgefillt. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt (1300U/min, 20min) wurde der
Uberstand verworfen und es folgte ein Waschschritt durch Resuspension in 10ml Eis-PBS
und erneute Zentrifugation (1300U/min, 10min). Eine erneute Aufnahme in 10ml PBS und
10-min(tige Zentrifugation fihrten zur Plattchenreduktion. Anschlieend wurde der zuvor
beschriebene Waschschritt wiederholt. Die nun isolierten PBMCs wurden in 10mi
RPMI+FCS 10% aufgenommen. Die Isolierung der mMRNA und weitere Verarbeitung erfolgt

ebenfalls nach den unter 2.6 beschriebenen Methoden.

Material:  Ficoll-Paque® Plus, Spenderblut, PBS (1,5mM Kaliumhydrogenphosphat
(KH204), 2,7mM Kaliumchlorid (KCI), 8,1mM Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4) , 137mM Natriumchlorid (NaCl))

2.9 Cathepsin G Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen von Cathepsin G kam ein ELISA Kit von
USCNK zum Einsatz (E93993Hu 96 Tests). Auf einer 96 Wellplatte wurden zur
Bestimmung einer Standardkurve 7 Verdinnungen der Standardldsung eingesetzt. Standard
Diluent 1x fungierte als Leerwert. Je Well wurden 100ul Standard-L6sung, Leerwert oder
Probe eingesetzt und nach dem VerschlieRen mit einer Abdeckfolie bei 37°C im
Waérmeschrank inkubiert. In dieser Zeit sollten die zu untersuchenden Proteine an die fir
Cathepsin G spezifischen, monoklonalen Antikérper am Boden der Mikrotiterplatte binden.
Nach Verwerfen des Uberstandes kamen je 100ul Detection Reagent A working hinzu. Dafiir
wurden vorher 5ml destilliertes Wasser und 5ml Assay Diluent A gemischt, anschlief3end
100ul der Losung verworfen und 100ul Detection Reagent A hinzugegeben. Es entstand eine
1:100 Verdiinnung des Detection Reagent A working. Dieses Detection Reagent A working
enthélt einen polyklonalen Antikdrper gegen Cathepsin G, der mit Biotin konjugiert ist.
Dieser bindet folglich nur in solchen Wells, in denen vorher Cathepsin G gebunden hat. Nach
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einer Stunde Inkubationszeit bei 37°C im Wéarmeschrank folgten 4 Waschschritte, wobei
jeweils 100upl Waschlésung 2 Minuten einwirkten. Die Waschlésung wurde aus 20ml
Waschpuffer und 580ml destilliertem Wasser gemischt. Nach demselben Schema wie
Detection Reagent A working wurde auch Detection Reagent B working angesetzt und
jeweils 100ul davon in jedes Well gegeben. Detection Reagent B enthalt Avidin konjugiert
mit Meerrettichperoxidase, welches an den zweiten Antikdrper binden kann. Es folgte eine
weitere Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37°C. Anschlielend wurde funfmal wie oben
beschrieben gewaschen. Nach Zugabe von 90ul TMB Substrat, farbte sich die Lsung nur
in den Wells, die Cathepsin G, Biotin konjugierte Antikdrper und Enzym konjugiertes Avidin
enthalten, blau. Es wurde fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Einsatz von 50ul
Stopsolution, die Sulfursdure enthélt, flhrte zu einem Farbumschlag nach gelb und einer pH
Anderung, sodass die Reaktion zum Erliegen kam. Die Cathepsin G Konzentration wurde

mit dem ELISA Reader Sunrise von TECON bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

Material: ELISA Kit (USCNK, E93993Hu 96 Tests)

2.10 Statistische Analysen

Alle gesammelten Daten wurden in Excel Tabellen (Microsoft Corporation Redmont,
Redmont, WA, USA) uberfuhrt. Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism Version 5 fur Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). Die Daten wurden grafisch als Boxplots mit Mittelwert und Standardabweichung
oder 95% Konfidenzintervall dargestellt. Fir parametrische Daten (z. B. histologische
Auswertung) wurde der One-way Anova Test fiir den Mittelwertvergleich zwischen den
Gruppen (Kontrollen, FH, NERD und ERD) verwendet. Wenn signifikante Unterschiede
gefunden wurden, dann kam der Bonferroni's Test zur post-hoc-Analyse zum Einsatz. Fur
nicht parametrische Datensétze (z.B. Expressionsanalysen) wurde der Kruskal-Wallis-Test
eingesetzt. Die post-hoc-Analysen erfolgten hier mit Dunn’s Multiple Comparison Test. Als

Signifikanzniveau wurde ein p-Wert < 0,05 angenommen.
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3  Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Charakterisierung der Symptome

In die Studie wurden prospektiv 65 Patienten (27 mannlich, 38 weiblich, Alter 57 + 15 Jahre)
und 25 gesunde Kontrollen ohne Sodbrennen (10 ménnlich, 15 weiblich, Alter 55 + 11

Jahre) eingeschlossen.

Bei Patienten mit erosiver Refluxerkrankung (n=25) lag bei 14 Patienten eine
Refluxdsophagitis LA A (Los Angeles Klassifikation, 6 mannlich, 8 weiblich), bei 14
Patienten LA B (6 ménnlich, 8 weiblich) und bei 10 Patienten LA C (8 mannlich, 2 weiblich)
vor. Patienten im Stadium LA D wurden im Untersuchungszeitraum nicht eingeschlossen.
Es wurden deutlich mehr Frauen als Manner mit NERD (10 weiblich, 3 mannlich)
eingeschlossen. Bei den Patienten mit funktionellem Sodbrennen finden sich 4 Manner und
10 Frauen. Tabelle 4 zeigt einen Uberblick der klinischen Charakterisierung des
Studienkollektivs.

Die Patienten und gesunden Kontrollen wurden in die folgenden Gruppen eingeteilt:

i. Kontrollen: n =25 (55 + 11 Jahre, 22-79)
ii. Patienten mit erosiver Refluxerkrankung: n =38 (57 + 15 Jahre, 24-79)
iii. Patienten mit nicht erosiver Refluxerkrankung: n =13 (58 £ 11 Jahre, 43-74)
iv. Patienten mit funktionellem Sodbrennen (FH): n =14 (56 + 18Jahre, 27-78)

Tabelle 4:  Klinische Charakterisierung des Studienkollektivs

mannlich  weiblich

i. Kontrollen 11 14
ii. Patienten mit erosiver Los Angeles Grad A 6 8
Refluxerkrankung Los Angeles Grad B 6 8
Los Angeles Grad C 8 2
Los Angeles Grad D 0 0
iii. Patienten mit nicht erosiver Refluxerkrankung 3 10
iv. Patienten mit funktionellem Sodbrennen 4 10
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Der Schweregrad der Symptome der Patienten wurde mittels des validierten Fragebogens
(RDQ) analysiert. Zwischen Patienten mit GERD (ERD und NERD) und Patienten mit FH
bestehen keine Unterschiede in der Symptomatik fir die Kategorien ,,Sodbrennen®,

Dyspepsie* und ,,Regurgitation“. Die Ergebnisse des RDQ sind in Abbildung 12 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 12: Evaluation der klinischen Symptomatik mittels Reflux Disease

Questionnaire (RDQ)

Die Abbildung stellt die Ergebnisse der Patientenbefragung mittels Reflux Disease
Questionnaire (RDQ) graphisch dar. Die Auswertung der Subkategorien des Fragebogens
fiir ,,Sodbrennen® (A), ,,Dyspepsie” (B), ,,Regurgitation* (C) und des Gesamt-Scores (D)
zeigt eine vergleichbare klinische Symptomatik zwischen Patienten mit GERD und FH.
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3.2 Histopathologische Charakterisierung der Osophagusmukosa von
Patienten mit gastrodsophagealer Refluxerkrankung, funktionellem
Sodbrennen und Kontrollen

In den Mukosaproben der Patienten und Kontrollen konnten in der histologischen

Untersuchung signifikante  Unterschiede hinsichtlich der Merkmale dilatierte

Interzellularspalten, Basalzellhyperplasie und Infiltration mit Immunzellen gefunden

werden. Abbildung 13 und Abbildung 14 stellen diese Unterschiede graphisch dar.
Die Biopsien der Patienten mit GERD (ERD und NERD) weisen charakteristische

Verénderungen wie Erweiterung der Interzellularzellspalten (DIS), Papillenelongation,
Basalzellhyperplasie und Infiltration mit Entztindungszellen auf. Diese Veranderungen sind
bei Patienten mit FH und den Kontrollen nicht nachweisbar.

Patienten mit GERD (ERD und NERD) weisen eine Dilatation der Interzellularspalten auf.
Diese ist bei Patienten mit FH und den gesunden Kontrollen nicht nachweisbar (p<0,001,
Abbildung 13 B).

Eine Basalzellhyperplasie findet sich in den Proben der Patienten mit ERD und NERD, nicht
jedoch bei den Patienten mit FH. Diese Ergebnisse sind ebenfalls hoch signifikant (p<0,001)
in Bezug auf die Kontrollgruppe (Abbildung 13 A).

Die mukosale Inflammation wurde durch Infiltration der Mukosa mit Entziindungszellen
(Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazellen) definiert und findet sich bei Patienten mit
ERD und NERD, nicht jedoch bei den Kontrollen (p<0,001). Die mukosale Inflammation ist
bei Patienten ERD und NERD signifikant starker nachweisbar als bei Patienten mit FH,

deren Werte fiir Inflammation annahernd der Kontrollgruppe entspricht (Abbildung 13 D).

In den Proben der Patienten mit ERD und NERD ist eine signifikante Papillenelongation im
Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar (NERD p<0,01, ERD p<0,001). Diese
Papillenelongation findet sich nicht bei Patienten mit FH, die vergleichbare Papillenlangen

wie die Patienten in der Kontrollgruppe aufweisen (Abbildung 13 C).

Werden die Ergebnisse dieser vier histopathologischen Merkmale in einem Summenscore
zusammengefasst (Abbildung 14), ist der Grad der mukosalen Entziindung bei Patienten mit
ERD vergleichbar dem der Patienten mit NERD, wéhrend die mukosale Entziindung der
Patienten mit FH vergleichbar mit der der Kontrollgruppe ist. Patienten mit GERD,
insbesondere auch die mit NERD, unterscheiden sich histologisch signifikant von Patienten

mit FH und Kontrollen.
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Die Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen histopathologischen Merkmale
sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Die Signifikanzniveaus aus der statistischen Analyse

zwischen den Subgruppen mittels Bonferroni's Test fasst Tabelle 6 zusammen.

Tabelle 5:  Mittelwerte und Standardabweichung der histopathologischen
Charakteristika in Relation zur Diagnose

Kontrollen FH NERD ERD p-Wert
(ANOVA)

Papillenelongation 1,32 £ 0,16 15+0,17 2,05+0,17 2,39+0,14 < 0,0001

Basalzell- 052+0,12 105+0,11 1,65%0,15 1,7+0,13 <0,0001
hyperplasie
Dilatierte 0,72+0,14 0,75+0,14 1,75%+0,18 191+0,19 <0,0001

Interzellularspalten

Inflammation 0,72+011 080+0,12 1,45%0,15 157+0,14 <0,0001

Summenscore 328+037 3,84+035 6,7+045 7,57+0,37 <0,0001

Tabelle 6:  Histopathologische Charakteristika im Vergleich zwischen Patienten mit
GERD (ERD und NERD), FH und Kontrollen
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NERD vs ERD n.s n.s. n.s n.s

NERD vs FH n.s. P<0,05 P<0,001 P<0,01

NERD vs Kontrollen P<0,01 P<0,001 P<0,001 P<0,001
ERD vs FH P<0,01 P<0,01 P<0,001 P<0,001
ERD vs Kontrollen P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001

FH vs Kontrollen n.s. n.s. n.s. n.s.
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Abbildung 13: Histomorphologische Analyse der Schleimhautveranderungen von

Patienten mit GERD, FH und Kontrollen

Abbildung A zeigt die Basalzellhyperplasie, die in den Patienten mit ERD und NERD
jeweils gegeniiber den Kontrollen und den Patienten mit FH statistisch hoch signifikant
(p<0,001) ausgepragt ist. Abbildung B zeigt die Relation des Vorhandenseins erweiterter
Interzellularspalten zwischen den einzelnen Gruppen (hoch signifikant fiir NERD und
ERD, p<0,001). Bei Patienten mit ERD (p<0,001) und NERD (p<0,01) findet sich im
Vergleich zur den Kontrollen eine signifikante Papillenelongation (C). Auch der Grad der
Inflammation (D) ist bei NERD und ERD hoch signifikant gegentiber den Kontrollen
erhoht (p<0,001), bei den Patienten mit FH jedoch nicht. ** = p<0,001, *= p<0,01, # =
p<0,05, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 14: Summenscore der histologischen Veranderungen

Diese Abbildung zeigt den Summenscore der semiquantitativen Auswertung der
histologischen Untersuchung (siehe 2.4 ). Patienten mit NERD und ERD weisen im
Summenscore eine hoch signifikant (p<0,001) veranderte Histologie im Vergleich zu den
Kontrollen auf.

3.3 Analyse der Genexpression von 3-Aktin und GAPDH zur
Etablierung des Referenzgens fur mukosale Genexpressionsanalysen
Bei der Messung der Genexpression von B-Aktin in den Osophagusschleimhautbiopsien des
Kollektivs konnten keine Unterschiede zwischen den einzelnen Entitaten gefunden werden.
Gleiche Ergebnisse zeigten sich auch fur GAPDH, wobei das Expressionsniveau hier
insgesamt etwas niedriger lag als bei R-Aktin. Bei der Messung der B-Aktin Genexpression
in unserem Kaollektiv zeigten sich beim \ergleich der Rohdaten annahernd gleiche
Expressionsniveaus in den Gruppen ERD (Ct = 21,79), NERD (Ct = 21,86) und FH (Ct =
21,13). In der Kontrollgruppe war das Expressionsniveau im Vergleich etwas erniedrigt (Ct
= 24,47). Beim Vergleich der Rohdaten fiir GAPDH zeigte sich eine &hnliche Verteilung wie
flr B-Aktin. Die Expressionsniveaus flir GAPDH in den Gruppen ERD (Ct = 27,49), NERD
(Ct=27,44) und FH (Ct = 27,00) war anné&hernd identisch und in der Kontrollgruppe leicht
erniedrigt (Ct = 29,57) (Abbildung 15A).
Bei der Korrelationsanalyse (Abbildung 15B) beider Referenzgene ergab sich ein
Korrelationskoeffizient von 0,8615 in einem 95% Konfidenzintervall von 0.7942 bis 0.9079
(p<0,001).
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Da R-Aktin insgesamt eine stérkere Expression aufwies, das heil3t bereits bei friiheren Zyklen
detektierbar war (kleinere Ct-Werte), wurde fiir die nachfolgenden Analysen 3-Aktin als

Referenzgen eingesetzt.

A R-Aktin vs GAPDH B Korrelation von GAPDH zu R-Aktin
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Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der Expression von 3-Aktin und

GAPDH

Die Abbildung A zeigt vergleichend die Expression von 3-Aktin und GAPDH. Hier zeigten
sich gleiche Expressionsniveaus fir B-Aktin in allen vier Gruppen. Die Expression von
GAPDH war ebenfalls in allen vier Gruppen vergleichbar. Die rechte Abbildung B zeigt
die Ct-Werte flr 3-Aktin und GAPDH. Es ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von
0,8615 mit einem 95% Konfidenzintervall von 0,7942 bis 0,9079 und damit eine hoch
signifikante Korrelation von GAPDH und 3-Aktin (p<0,001).

3.4 Analyse der PAR4 Expression in der 6sophagealen Mukosa

3.4.1 Analyse der PAR4 Genexpression in der 6sophagealen Mukosa bei
gesunden Kontrollen und Patienten mit GERD und FH
Die Messung der PAR4 Genexpression erfolgte mittels TagMan®Assay. Im Vergleich mit

den Kontrollen wiesen Patienten mit ERD, NERD und FH eine verstarkte PAR4 Expression
auf (p<0,0001). Im direkten Vergleich der drei Krankheitsgruppen konnten keine
Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 16: Analyse der PAR4 Genexpression bei Patienten mit GERD (ERD,

NERD), FH und Kontrollen

Die Grafik zeigt die Genexpression von PAR4. Die Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt,
wobei die waagerechten Linien die 25., 50. und 75. Perzentile reprasentieren und die
senkrechten Linien bis zu den Minimal- und Maximalwerten fuhren.

3.4.2 Analyse der PAR4 Genexpression in mononukledren Zellen (PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) und plattenepithelialen
Zelllinien

Um die konstitutionelle Expression von PAR4 in dsophagealen Keratinozyten im Verlgeich

zu Immunzellen beurteilen zu kdnnen, wurde die PAR4 Genexpression in zwei 6sophagealen
Keratinozytenzelllinien sowie in peripheren Blutmonozyten (PBMC) untersucht. Analog zu
den Mukosaanalysen erfolgte die reverse Transkription und cDNA Synthese mit
anschlieBender PAR4 Genexpressionsanalyse mittels TagMan®Assay. Es konnte
nachgewiesen werden, dass PAR4 sowohl durch dsophagealen Keratinozyten als auch von
lymphozytaren Immunzellen exprimiert wird. Das Expressionsniveau unterschied sich nicht

zwischen den Zellpopulationen (Abbildung 17).
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PAR 4 Genexpression in PBMC
und KYSE 150 und KYSE 450
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Abbildung 17: Expressionsniveaus von PAR4 in den Zelllinien KYSE 150 und

KYSE 450 sowie in peripheren Blutmonozyten (PBMC)

Diese Grafik zeigt die Ct-Werte der PAR4 Genexpression aus dem TagMan® Assay in den
Proben der beiden KYSE Zelllinien und der PBMC.

3.5 Analyse der Cathepsin G Expression in der dsophagealen Mukosa

3.5.1 Analyse der Cathepsin G Genexpression in dsophagealer Mukosa bei
Patienten mit GERD, FH und gesunden Kontrollen
Die Genexpression von Cathepsin G in der 6sophagealen Mukosa unterscheidet sich in den

vier untersuchten Gruppen nicht.
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Abbildung 18: Cathepsin G Genexpression in der Osophagusschleimhaut von
Patienten mit GERD, FH und Kontrollen

Die Grafik zeigt die Cathepsin G Genexpression. Die Ergebnisse sind als Boxplots

dargestellt, wobei die waagerechten Linien die 25., 50. und 75. Perzentile représentieren

und die senkrechten Linien bis zu den jeweiligen Minimal- und Maximalwerten flhren.
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3.5.2 Analyse des mukosalen Cathepsin G Proteingehaltes bei Patienten
mit GERD, FH und Kontrollen

Die Analyse des mukosalen Cathepsin G Gehaltes erfolgte mittels ELISA. Die
Extinktionswerte der Proben lagen ausnahmslos unterhalb der Nachweisgrenzen, sodass eine
Aussage zur Proteinquantitat nicht moglich war. Dahingegen ergab sich eine plausible
Standardkurve und die Positivkontrolle war positiv, so wie die Negativkontrolle negativ
blieb. Eine Analyse des mukosalen Cathepsin G Proteingehaltes ist entweder mittels ELISA

technisch nicht mdglich oder der Proteingehalt ist tatsachlich sehr gering.

3.6 Analyse der PGP 9.5 Genexpression in der sophagealen Mukosa bei
Patienten mit GERD, FH und gesunden Kontrollen

Bei der Messung der PGP9.5 Genexpression ergaben sich Hinweise auf eine verstérkte

Innervation 6sophagealer Schleimhaut von Patienten mit GERD und FH. Die Expression des

neuronalen Markers PGP9.5 ist in allen 3 Krankheitsgruppen (ERD, NERD und FH) leicht

erhéht im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (p=0,0651, Abbildung 19). Diese erhthte

Expression verfehlte das Signifikanzniveau knapp.

PGP 9.5 Genexpression

S 1072
©
ST 10° 1
=
£3 w0
X -
[ONTe]
% o 1075
0%
> L 107
o
8 107 T T T T
N Y O S
W@ XS & <
& < &
&
Abbildung 19: PGP 9.5 Genexpression in der Osophagusschleimhaut von

Patienten mit GERD, FH und Kontrollen

Die Grafik zeigt die PGP 9.5 Genexpression gemessen mittels qualitativer RT-PCR. Die
Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt, wobei die waagerechten Linien die 25., 50. und 75.
Perzentile représentieren und die senkrechten Linien bis zu den Minimal- und
Maximalwerten fuhren.
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4  Diskussion

4.1 Klinische Charakterisierung von Patienten mit gastroésophagealer
Refluxerkrankung (ERD und NERD) im Vergleich mit Patienten mit
funktionellem Sodbrennen

Das Geschlechterverhéltnis von Patienten mit ERD in unserem Studienkollektiv ist
ausgeglichen (20 Manner, 18 Frauen), wahrend bei den Patienten mit NERD mehr weibliche
Patienten eingeschlossen wurden (3 Manner, 10 Frauen). Bei den Patienten mit
funktionellem Sodbrennen fand sich ebenfalls ein hoherer Anteil des weiblichen Geschlechts
(4 Maénner, 10 Frauen). Dieses Geschlechterverhéltnis entspricht den Daten aus
epidemiologischen Studien, (Endlicher et al. 2009), so dass das Kollektiv diesbeziiglich als

reprasentativ betrachtet werden kann.

Die Ergebnisse der Befragung mittels des standardisierten Fragebogens lassen keine
Unterscheidung zwischen den Entitditen der GERD und FH zu. Die Patienten der
unterschiedlichen Entitaten leiden unter vergleichbarem Schweregrad der Symptomatik. Es
ist damit nicht mdglich, Patienten mit FH sicher durch die Klinisch-symptomatische

Diagnose von Patienten mit nachgewiesener Refluxerkrankung zu unterscheiden.

Dies macht deutlich, dass eine Symptom-basierte Diagnose der Refluxerkrankung in
Abgrenzung zu Patienten mit FH im klinischen Alltag schwierig ist.

Dieses Ergebnis erklart auch die Tatsache, dass vor allem fur die Patienten mit einer NERD
ein schlechtes therapeutisches Ansprechen auf eine séuresuppressive Therapie mit PPI in
Studien, die nicht zwischen NERD und FH differenzieren, beschrieben ist. Daten aus
randomisierten, plazebo-kontrollierten Studien legen nahe, dass fur Patienten mit NERD
eine Symptompersistenz in 40-50% der Falle nach einer Therapie mit PPI nach 6-8 Wochen
besteht (Weijenborg et al. 2012). Diese Daten sind jedoch mit Vorsicht zu interpretieren, da
die Diagnose der Refluxerkrankung in den meisten Studien lediglich auf der klinischen
Symptomatik und einer endoskopischen Untersuchung gestellt wurde. Wird eine OGD
durchgefiihrt, lasst sich bei Vorhandensein von Erosionen am gastrosophagealen Ubergang
sicher eine erosive Refluxerkrankung diagnostizieren. Bei einem endoskopisch
unauffalligen gastrodsophagealen Ubergang sollte jedoch eine pH-Metrie bzw. eine M11-pH
erfolgen, um eine NERD zu diagnostizieren und diese Patienten von Patienten mit FH zu
unterscheiden (Tamura et al. 2015). Weijenborg et al. fassten 2012 in einer Metaanalyse 22

Studien aus den Jahren 1966 bis 2010 zusammen. Insgesamt wurde die Diagnose der
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Refluxerkrankung nur in 3 Studien endoskopisch und mittels einer pH-Metrie gestellt. Diese
Studien konnten zeigen, dass das therapeutische Ansprechen auf eine PPl Therapie bei
Patienten mit NERD vergleichbar gut mit dem symptomatischen Ansprechen von Patienten
mit ERD war, wenn die Diagnose der NERD sowohl endoskopisch als auch mit dem
Nachweis eines pathologischen gastrodsophagealen Refluxes in der pH-Metrie gestellt
wurde. Wurde die Diagnose NERD basierend auf typischen Reflux-Symptomen und eines
endoskopisch unauffalligen gastrosophagealen Ubergangs gestellt, so lag das Ansprechen
auf PPI bei nur rund 50% (Weijenborg et al. 2012). Man kann spekulieren, dass viele dieser

Patienten nicht unter einer NERD litten, sondern vielmehr unter funktionellem Sodbrennen.

Eine fruhzeitige Durchfihrung einer gastrodsophagealen Funktionsdiagnostik zur
Diagnosesicherung wird jedoch in internationalen und auch in den deutschen Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fir \erdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS)
ausdrucklich nicht empfohlen (Koop et al. 2005). Der diagnostische und therapeutische
Algorithmus der Refluxerkrankung sieht bei Patienten mit typischen Refluxsymptomen
zundchst die empirische Therapie mit einem PPI fir 8 Wochen vor. Bei unzureichendem
Ansprechen sollte die Dosierung auf die doppelte Standarddosierung erhéht werden. Eine
weiterfihrende Diagnostik wird erst bei unzureichendem Ansprechen auf diese maximale

PPI-Therapie empfohlen.

Patienten mit FH werden in diesem Algorithmus tber lange Zeit mit PPI behandelt, die in
einem Grolf3teil der Falle keine Linderung bringen (Herregods et. al. 2015). Eine friihzeitige
Diagnostik und Differenzierung mittels pH-Metrie beziehungsweise MII-pH wirde helfen,
diese Patienten einer spezifischen Therapie zuzufuhren beziehungsweise eine tber langen
Zeitraum unn@tige PPI Therapie zu vermeiden. Im Vergleich mit der pH-Metrie erlaubt die
MIl-pH die Detektion aller Refluxepisoden auch der nicht-sauren Qualitat und ist
hervorragend geeignet, um Patienten mit NERD zuverldssig von Patienten mit FH zu

unterscheiden.

4.2 Morphologische Veranderungen der Osophagusschleimhaut bei

Patienten mit GERD im Vergleich zu Patienten mit FH

Bereits die Arbeitsgruppe um Ismail-Beigi konnte zeigen (Ismail-Beigi et al. 1970), dass

Patienten mit NERD spezifische histomorphologische Verdnderungen im Vergleich zu

gesunden Kontrollpersonen aufweisen. Ismail-Beigi beschrieb bei Patienten mit einer
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nachgewiesenen NERD erweiterte Interzellularspalten (dilatierte Interzellularspalten, DIS),
eine Basalzellhyperplasie, Elongation der Mukosapapillen sowie eine mukosale Infiltration
von Entzindungszellen (siehe 3.2 Histopathologische Charakterisierung der
Osophagusmukosa von Patienten mit gastrodsophagealer Refluxerkrankung, funktionellem
Sodbrennen und Kontrollen). Diese charakteristischen Merkmale werden auch als

mikroskopische Osophagitis bezeichnet (Savarino et. al 2012).

Funktionell ~ besteht eine enge  Korrelation zwischen dem  Grad  der
Interzellularspaltendilatation und der transepithelialen Permeabilitat (Tobey et al. 1996).
Farré et al. konnte eine elektronenmikroskopisch messbare Interzellularspaltendilatation und
gesteigerte Permeabilitdt von &sophagealer Schleimhaut durch S&ureexposition
(Rattenmodell) induzieren. In einem Perfusionsmodell wurde Rattendsophagusschleimhaut
kurzzeitig Gallensduren verschiedener pH-Werte ausgesetzt und DIS sowie gesteigerte
Permeabilitat bei pH=2,0 und pH=5,0, nicht jedoch bei pH=7,4 nachgewiesen (Farré et al.
2008).

Bei Patienten mit GERD finden sich analog zum Tiermodell diese charakteristischen
Veranderungen im Sinne einer mikroskopischen Osophagitis. So ist es mdglich, auch bei
unauffalligem endoskopischen Befund, Patienten mit NERD von Patienten ohne

Refluxerkrankung oder funktionellem Sodbrennen zu unterscheiden (Savaino et al. 2012).

Dilatierte Interzellularspalten sind wahrscheinlich kein spezifisches Merkmal von Patienten
mit GERD, sondern sie finden sich auch bei Patienten mit eosinophiler Osophagitis (Ravelli
et al. 2014). Diese charakteristischen mikroskopischen Veranderungen kénnen als Marker

flr eine entziindliche Veranderung im Allgemeinen betrachtet werden.

Obwohl die Entnahme 0Osophagealer Proben und die histologische Aufarbeitung und
Beurteilung selbiger (Kandulski et al. 2013) eine sichere Mdglichkeit ist, um Patienten mit
FH von Patienten mit NERD abzugrenzen, ist sie in der klinischen Routine und im
diagnostischen Prozedere der GERD durch nationale und internationale Leitlinien nicht
empfohlen.

4.3 Methodische Herausforderungen bei der Quantifizierung der PAR4
Expression
Die Primer fir die quantitative RT-PCR wurden so ausgewahlt, dass mindestens eine Intron-

Exon-Grenze im Transkript enthalten ist (Abbildung 20). Auf diese Weise konnen die Primer
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nur an cDNA nicht jedoch an Reste genomischer DNA binden und nur diese gewunschte

cDNA wird amplifiziert.

Exon2
3 —7 ‘ | .
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<DNA : _!-\ 2
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Abbildung 20: Funktionsweise Intron-Ubergreifender Primer

Um in der PCR ausschlieBlich die cDNA zu amplifizieren, ist es notwendig, dass die
Primer spezifisch nur an diese binden kénnen. Dazu wéhlt man Intron-Gbergreifende
Primer aus. damit wird sichergestellt, dass die Primer nicht an Reste genomischer DNA
binden kdnnen, sondern nur an die cDNA.

Schwierigkeiten ergaben sich bei der qPCR fiir PAR4. Trotz eines Intron-uberspannenden
Primers zeigten sich in der Agarosegelelektrophorese auch nach Wiederholung
Mehrfachbanden, sodass eine quantifizierte Analyse der RT-qgPCR unmdglich war.

Wir entschieden uns fur die Quantifizierung der PAR4 Expression fir den TagMan® Assay
(siene Material und Methoden unter 2.6.6), bei dem zusétzlich zu den spezifischen Primern
eine mit Fluorenszenzfarbstoff markierte Sonde zum Einsatz kommt. Diese bindet an eine
fur die cDNA spezifische Sequenz und wird durch die Tag-Polymerase hydrolysiert,
wodurch der Farbstoff freigesetzt und messbar wird. Sollten die Primer an ein
ungewinschtes DNA-Fragment binden, dann wird dieses zwar amplifiziert, aber nicht
detektiert, da die Sonde dort nicht bindet.

4.4 Etablierung von GAPDH und g-Aktin als Referenzgene

Zur quantitativen Beurteilung und Berechnung der relativen Genexpression von Zielgenen
dienen sogenannte Referenzgene (=House Keeping Genes). Dabei handelt es sich
idealerweise um konstitutionell in jeder Zelle gleichermalRen, unabhéngig von &ulleren
Einflissen, Zelltyp und Zellstadium exprimierte Gene. Im Gegensatz dazu werden die

sogenannten regulierten Gene abhangig von den genannten Einfliissen in unterschiedlichem
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Ausmald exprimiert. Man geht davon aus, dass der Transkriptgehalt der Referenzgene linear
abhéangig von der Anzahl der Zellen in einer untersuchten Probe ist. Diese Referenzgene
kodieren meist fiir Strukturmolekdile oder Proteine des Grundstoffwechsels. So ist GAPDH

ein Enzym im Kohlenhydratstoffwechsel und 3-Aktin ein Protein des Zytoskeletts.
Lin und Redies haben 2012 R-Aktin und GAPDH in verschiedenen Geweben untersucht und

konnten feststellen, dass die Expression von Referenzgenen abhéngig vom Gewebe
unterschiedlich ist und sogar Unterschiede in der Expressionshohe, teilweise gegensatzliche
Niveaus, zwischen beiden bestehen. Sie empfehlen daher diese Unterschiede bei der
Verwendung von GAPDH und B-Aktin als Referenzgene zu beachten (Lin und Redies 2012).
Wir konnten in unserer Studie fir R-Aktin und GAPDH stabile, vergleichbare

Transkriptmengen in der humanen Osophagusschleimhaut nachweisen.

Aufgrund des etwas héheren Expressionsniveaus mit friheren Ct-Werten entschieden wir

uns die qRT-PCR-Analysen mit 3-Aktin als Referenzgen durchzufihren.

45 Erhohte PAR4 Expression in der Osophagusmukosa von Patienten
mit GERD und FH

Makroskopisch und mikroskopisch ist die Osophagusmukosa von Patienten mit FH nicht
von der Schleimhaut gesunder Kontrollen zu unterscheiden. Die Osophagusschleimhaut von
Patienten mit FH weist jedoch ein erhdhtes PAR4-Expressionsniveau auf. Dies ist
vergleichbar mit der PAR4-Expression in der Osophagusschleimhaut von Patienten mit
GERD. Im Gegensatz zum Expressionsniveau von PAR4 bei den gesunden Kontrollen ohne
Sodbrennen ist die PAR4-Expression bei allen drei Krankheitsentitaten signifikant erhoht,

eben auch bei Patienten mit FH.

Wir konnten zeigen, dass PAR4 in den humanen, 6sophagomukosalen Zelllinien KYSE150
und KYSE450 exprimiert wird, mit der relativen Einschrénkung, dass es sich um Zelllinien
mit malignem Hintergrund handelt. Eine PAR4-Expression auf peripheren mononukleéren
Zellen des Blutes (PBMC) liel’ sich ebenfalls nachweisen. Das entzlndliche Infiltrat bei
Patienten mit GERD besteht aus T-Zellen, Mastzellen, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und Plasmazellen (Moons et al. 2005). Insgesamt findet sich in Biopsien aus
dem Osophagus sehr wenig submukosales Gewebe, in dem in der Regel ein GrofBteil des
Infiltrates nachzuweisen ist. Im Vergleich zu Patienten mit GERD finden sich in der Mukosa
von Patienten mit FH in unserer histologischen Untersuchung nur sehr wenige Immunzellen.
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Bei den Patienten mit FH ist der zellulare Ursprung der erhdhten PAR4-Expression somit
nicht auf eine Uberexpression auf infiltrierende Immunzellen, sondern auf eine PAR4-
Expression auf Keratinozyten zuriickzufiihren. Eine immunhistochemische Farbung des
PAR4 konnte Aufschluss tber die Lokalisation der gesteigerten PAR4-Expression bringen.
Leider gibt es keinen validen Antikdrper, sodass eine immunhistochemische Farbung und

Beurteilung nicht moglich war.

Es gibt verschiedene Arbeiten in Tiermodellen, die die neuronale Expression und
schmerzmodulierende Wirkung von PAR4 zeigen konnten. Beispielsweise fanden Bao et al.
in einem Rattenmodell eine gesteigerte Expression von PAR4 und PAR2 in Spinalganglien
von Ratten, die unter tumorbedingten Knochenschmerzen litten im \ergleich zu
scheinoperierten Tieren (Bao et al 2015). Das Schmerzverhalten der Tiere wurde mittels
Messung der Pfotenrtickzugsschwelle auf thermische und mechanische Reize bestimmt. Die
Tiere mit gesteigerter PAR4 und PAR2 Genexpression reagierten empfindlicher auf

Schmerzreize.

Die Aktivierung von TRPV-1, ein vor allem in sensiblen, afferenten Neuronen exprimierter
Rezeptor, fiuhrt zu einer gesteigerten PAR4-Genexpression (Zellmodell von

Spinalganglienneuronen von Ratten, Chen et al. 2013).

Es gibt Untersuchungen, die auf synergistische Effekte von PAR4 und Bradikinin zur
Schmerzentstehung beitragen. In einem Rattenmodell zeigten Russel et al. eine
Sensibilisierung fur mechanische Manipulation (Bewegung des Kniegelenks) durch PAR4-
Aktivierung mittels eines spezifischen Agonisten, der in das Gelenk injiziert wurde. Diese
Sensibilisierung blieb aus, wenn gleichzeitig ein Bradikinin B2 Rezeptor Antagonist

verabreicht wurde (Russel et al. 2010).

Diese Modelle zeigen, dass PAR4-Expression und PAR4-Aktivierung bedeutend in der
Schmerzmodulation beteiligt sind. Welche Effekte genau durch die PAR4-Aktivierung in
der 6sophagealen Schleimhaut ausgel6st werden, konnten wir in dieser Arbeit mit
deskriptivem nicht zeigen.

4.6 Geringe Cathepsin G Gen- und Proteinexpression in der
Osophagusmukosa von Patienten mit GERD und FH
Es sind verschiedene Proteasen charakterisiert, die durch spezifische Proteolyse des

extrazellularen N-Terminus zu einer PAR4-Aktivierung fuhren (Déry et al.1998). Die
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Serinprotease Cathepsin G wird von neutrophilen Granulozyten wahrend inflammatorischer

\Vorgénge vermehrt freigesetzt.

Debak et. al. konnten eine Uberexpression von Cathepsin G bei Colitis ulcerosa nachweisen.
Dabei besteht ein lineare Uberexpression von PAR4 und Cathepsin G in der Kolonmukosa
bei an Colitis ulcerosa erkrankten Patienten (Debak et al. 2009).

Die Cathepsin G Genexpression in der in dieser Arbeit untersuchten humanen
Osophagusmukosa ist sehr gering. Es fanden sich keine Unterschiede der
6sophagomukosalen Expression zwischen Pateinten mit GERD, mit FH und gesunden
Kontrollen. Es besteht keine lineare Korrelation zwischen der Cathepsin G und PAR4
Genexpression, so wie sie bei Colitis ulcerosa (Debak et al. 2009) beschrieben wurde. Der
Proteingehalt von Cathepsin G in humaner Osophagusmukosa in der Messung mittels
ELISA blieb unterhalb der Nachweisgrenze.

Da in Biopsien der Osophagusmukosa, wie bereits oben diskutiert, quantitativ nur wenige
infiltrierende Immunzellen zu finden sind, insbesondere bei Patienten mit FH gibt es kaum
entzindliches Infiltrat, spielt eine Cathepsin G -abhangige PAR4-Aktivierung vermutlich
eine untergeordnete Rolle.

4.7 Hinweise flr eine gesteigerte Innervation der ésophagealen Mukosa
von Patienten mit GERD und FH

Bhat und Bielefeldt haben 2006 die Innervation der 6sophagealen Mukosa mittels PGP9.5
Genexpressionsbestimmung untersucht. Es wurden Patienten eingeschlossen, die
makroskopisch keine Veranderungen der Mukosa aufwiesen, aber eine aufféllige ph-Metrie
hatten. Bath und Bielefeldt zeigten eine umso starkere PGP9.5 Genexpression, umso héher
die Saureexpositionszeit (AET) des Osophagus war. Diese veranderte, dichtere Innervation
der Osophagusschleimhaut wird fiir die Symptomgenese insbesondere bei Patienten mit
NERD diskutiert (Bhat und Bielefeldt 2006).

Woodland et al. untersuchten die Lokalisation der afferenten Nervenfasern in Abhangigkeit
der Symptome. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Patienten mit mehr superfizial in der
Mukosa gelegenen Nervenendigungen empfindlicher mit Symptomen reagieren als
Patienten mit tiefer liegenden Nervenenden (Woodland et al. 2015). In unserem
Studienkollektiv konnten wir eine verstarkte PGP9.5 Genexpression nicht nur bei Patienten

mit NERD und ERD nachweisen, sondern auch Patienten mit FH weisen ein deutlich
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starkeres PGP9.5 Expressionsniveau als die gesunden Kontrollen (p=0,06) auf. Eine
gesteigerte Innervation der Osophagusmukosa von Patienten mit FH ist mdglicherweise
Ursache flr eine periphere, viszerale Hypersensitivitat dieser Patienten. Die verstarkte
Genexpression dieses neuronalen Markers lasst eine verstarkte mukosale Innervation der

Mukosa dieser Patienten vermuten.

4.8 Konzept der viszeralen Hypersensitivitat bei Patienten mit GERD
und FH

Das Konzept der viszeralen Hypersensitivitat scheint insbesondere fur Patienten mit FH in
der Pathogenese bedeutsam zu sein. Sie weisen im Vergleich zu Patienten mit GERD kaum
entzindliche Veranderungen der Mukosa auf, unterscheiden sich jedoch nicht beztglich der
Héufigkeit und Schwere der Symptome (Abbildung 21). Diese Hypersensitivitat kann
einerseits durch eine verstarkte Innervation und andererseits durch molekulare
Verénderungen auf mukosalen Zellen verursacht werden. TRPV1 (Transient Receptor
Potential Vanilloid Typ 1), PAR2, ASICs (Acid Sensing lon Channels), Cannabinoid-
Rezeptoren und Serotoninrezeptoren (5HT-Rezeptoren = 5-Hydroxytryptamin-Rezeptoren)
gelten als potentielle therapeutische Angriffspunkte, da sie an der viszeralen Nozizeption
mafgeblich beteiligt sind (Akbar et al. 2009, de Carvalho Rocha et al. 2014).

Statt PPI kann eine Therapie mit Serotonin-Reuptake-Inhibitoren (SSRI) oder trizyklischen
Antidepressiva bei Patienten mit funktionellen gastrointestinalen Beschwerden
symptomlindernd wirken. Diese beiden Medikamentengruppen fiihren durch Blockade von
Rezeptoren zu einer Verénderung der viszeralen Sensibilitdt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass oben genannte Medikamentengruppen einen positiven Effekt auf die
Symptomatik bei Patienten mit FH haben (Ostovaneh et al. 2014). Eine Arbeitsgruppe um
Dickman fasste bezuglich der Wirksamkeit von Antidepressiva bei funktionellen
gastrointestinalen Beschwerden in einer Metaanalyse zusammen, dass der genaue
Mechanismus bisher ungeklart ist, aber eine signifikante Symptombesserung besteht
(Dickman et al. 2014). 2002 forderten Fass und Tougas, dass eine weiterfihrende
Untersuchungen zur Evaluation von Therapiemdglichkeiten, die (ber Sauresuppression
hinausgehen, dringend notwendig ist (Fass und Tougas 2002).
Neben peripheren Mechanismen der Hypersensitivitat scheinen zentrale Mechanismen fiir
die Pathogenese der Symptomwahrnehmung eine Rolle zu spielen. Yang et al. ermittelten
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durch Patientenbefragung die Lebensqualitdt sowie Symptome von Angst und Depression
bei Patienten mit ERD, NERD und Gesunden. Sie fanden eine signifikant erhdhte Haufigkeit
von Angst und Depression bei Patienten mit GERD im Vergleich zu den Gesunden sowie
eine eingeschrankte Lebensqualitat bei Patienten mit GERD (Yang et al. 2015). Patienten
mit NERD gaben dabei eine signifikant schlechtere Lebensqualitat an als die Patienten mit
ERD.

Fur einen psychischen Faktor und als Hinweis auf einen zentralnervésen Mechanismus
spricht die Wirksamkeit der Hypnosetherapie. Riehl und Keefer konnten fur
Hypnosetherapie die Fahigkeit nachweisen, die psychische Komponente der

Symptomwahrnehmung zu beeinflussen (Riehl und Keefer 2015).
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Abbildung 21: Konzept der dsophagealen Hypersensitivitat fur Patienten mit FH

Bei Patienten mit funktionellem Sodbrennen nimmt das Konzept der viszeralen
Hypersensitivitat fir die Symptomgenese eine bedeutende Funktion ein.

4.9 Ausblick

PAR4 wird von epithelialen Zellen in der Mukosa von Patienten mit GERD und FH verstarkt
exprimiert. Die verstarkte Expression bei Patienten mit FH liefert einen mdglichen

Ansatzpunkt, die Pathogenese bei diesen Patienten genauer zu untersuchen.

Eine PAR4-Aktivierung durch Cathepsin G beispielsweise durch infiltrierende Granulozyten

scheint bei Patienten mit GERD und FH keine Rolle zu spielen.

Es finden sich Hinweise fiir eine gesteigerte nervale Versorgung der Osophagusmukosa von

Patienten mit GERD und FH im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

Sowohl die gesteigerte PAR4-Expression als auch die verstérkte Innervation bieten in

Zukunft neue therapeutische Ansatzpunkte in der Behandlung der GERD und von FH.
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5 Zusammenfassung

In den westlichen Industrienationen leidet jeder dritte bis vierte Einwohner unter Sodbrennen
oder anderen Reflux assoziierten Symptomen. Fir Patienten, die unter einer erosiven oder
nicht-erosiven  Refluxerkrankung (ERD und NERD) leiden, steht mit
Protonenpumpeninhibitoren eine wirksame Therapie zur Verfigung, wenn ein
pathologischer gastrodsophagealer Saurereflux besteht. Nicht alle Patienten, die unter
Reflux-assoziierten Symptomen leiden, werden routineméafig eindeutig mittels pH-Metrie
diagnostiziert, so dass ein nicht geringer Anteil von Patienten mit funktionellem Sodbrennen

(FH) mit PPI behandelt wird, ohne dass eine Symptomlinderung erzielt wird.

Patienten mit ERD sind gekennzeichnet durch endoskopisch-makroskopische
Verénderungen der 6sophagealen Schleimhaut und eine auffallige Funktionsdiagnostik
(MlI-pH). Bei NERD finden sich mikroskopische Schleimhautl&sionen im Sinne einer
mikroskopischen Osophagitis bei unauffilligem Befund des gastrodsophagealen
Uberganges wihrend der Endoskopie bei nachgewiesener pathologischer Saureexposition in
der MIl-pH. Patienten mit FH weisen weder makro- noch mikroskopische
Schleimhautverédnderungen auf. Ein pathologischer gastroosophagealer Reflux kann durch

die Funktionsdiagnostik ausgeschlossen werden.

Die Aufgabe dieser Arbeit war einerseits ein Kollektiv von Patienten mit Reflux assoziierten
Symptomen einwandfrei und sicher mittels klinischer Analyse, Funktionsdiagnostik und
histologischer Untersuchung zu charakterisieren. Andererseits sollte die molekulare
Charakterisierung der Expression von PAR4, der aktivierenden Protease Cathepsin G, sowie

der mukosalen Innervation durch Analyse der PGP9.5 Expression erfolgen.

Fur den Protease-aktivierten Rezeptor Typ 4 (PAR4) konnte eine Funktion in der

Symptomgenese bei verschiedenen entzindlichen Erkrankungen nachgewiesen werden.

Es fand sich eine hoch signifikante Uberexpression (p<0,001) von PAR 4 in den Gruppen
ERD, NERD und FH im Vergleich mit den gesunden Kontrollen. Molekular unterscheiden
sich Patienten mit FH damit von den gesunden Kontrollen. Die PAR4 Genexpression l&sst
sich qualitativ aullerdem in Proben 6sophagealer Zelllinien (KYSE150 und KY SE450) und
in peripheren Blutmonozyten (PBMC) messen. Fur PAR4 wird eine Rolle bei der
Symptomgenese diskutiert. Fiir Cathepsin G konnten keine Unterschiede auf Ebene der
Genexpression und Proteinsekretion gefunden werden. Andere Proteasen mussen diskutiert
werden, um die verstarkte PAR4-Aktivierung zu erklaren. Fir eine Cathepsin G vermittelte
Aktivierung durch infiltrierende Granulozyten findet sich in dieser Arbeit kein Hinweis.
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PGP9.5 wird in der Osophagusschleimhaut von Patienten mit GERD und FH verstarkt
exprimiert, was eine starkere Innervation der Mukosa nachweist. Dieser Befund spricht flr
einen bedeutenden Anteil der viszeralen Hypersensitivitdt in der Symptomgenese
insbesondere fur Patienten mit FH.

Insgesamt konnten wir in dieser Arbeit erstmals Veranderungen in der Osophagusmukosa
von Patienten mit FH nachweisen, die eine Rolle fiir die Symptomgenese spielen. Die
erhdhte PAR4-Genexpression und verstarkte neuronale Innervation konnte in Zukunft vor

allem fur Patienten mit FH zur Entwicklung molekularer Targets fiihren.
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e Patienteninformation

Gewinnung von Schleimhautproben und Magensaft
fur die Charakterisierung der gastrodsophagealen
Refluxerkrankung.

Sehr geehrte /r Frau / Herr )

Wir mochten Sie einladen, an einer Studie zur Charakterisierung der gastroésophagealen
Refluxerkrankung, die derzeitig an unserer Klinik durchgefiihrt wird, teilzunehmen. Um sich
fur eine Teilnahme zu entscheiden, ist es wichtig, die Hintergriinde zu verstehen, warum
und mit welchem Aufwand die Datenerhebung fir diese Studie durchgefuhrt wird. Bitte
lesen Sie die folgenden Informationen sorgféltig und klaren offene Fragen mit dem
betreuenden Arzt.

Hintergrinde und Ziele

Bei lhnen wird eine sogenannte gastrodsophageale Refluxerkrankung vermutet. Das
ZurtckflieBen von Magensaft in die Speiserthre verursacht bei dieser Erkrankung typische
Symptome (Sodbrennen, AufstoRen, Hustenreiz) und entzindliche Veranderungen in der
Speiserbhre. Die medikamenttése Standardtherapie sind Praparate, die die
Saureproduktion des Magens hemmen. Uber den Einfluss einzelner Bestandteile im
Magensaft fur die Krankheitsentstehung ist bisher nur wenig bekannt und soll durch diese
Studie analysiert werden.

In der klinischen Routine werden wahrend der endoskopischen Untersuchungen
(Magenspiegelung) Gewebeproben aus der Magen- und Osophagusschleimhaut
entnommen. In der geplanten Untersuchung sind zusatzliche Analysen einiger Proteine in
der Schleimhaut, die an der Entziindung und der Schmerzverarbeitung beteiligt sind,
vorgesehen. Im Sekret Ihres Magens sollen zusatzlich Bestandteile untersucht werden, die
an der Speiserghre fir die Entziindung und fir die typischen Symptome verantwortlich sein
konnen.

Notwendigkeit der Teilnahme

Ihre Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Sie kdnnen die Teilnahme verweigern oder sich
auch jederzeit fir eine Beendigung ohne Angabe von Grinden entscheiden. Dies wird den
Behandlungsstandard in der Zukunft nicht beeinflussen. Sie werden mit oder ohne
Teilnahme die bestmdgliche Therapie erhalten. Wenn Sie sich fir die Teilnahme
entscheiden, bitten wir Sie, das anliegende Patienteneinverstandnisformular zu
unterschreiben.
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Ablauf

Im Rahmen der klinischen Routinediagnostik wird bei Ihnen eine Magenspiegelung
durchgefuhrt. Zur Routinediagnostik gehdrt die Entnahme von kleinen
Schleimhautproben (etwa 2-3 mm) aus dem Magen und der Speiserdhre. Zur
Durchfiihrung dieser Untersuchung sind je 2 zusétzliche Probeentnahmen aus 2
unterschiedlichen Lokalisationen im Magen und aus der Speiserdhre vorgesehen.
Zusétzlich wird ein Teil des Sekrets, welches sich in lhrem Magen befindet,
abgesaugt und spéater analysiert.

Zur genauen Diagnostik wird im Rahmen der klinischen Routinediagnostik bei Ihnen
eine 24 Stunden dauernde pH- / Impedanzanalyse zur Charakterisierung des
Refluats durchgefiihrt. Uber die Messung von Veranderungen eine geringen
elektrischen Widerstands (Impedanz) zwischen einzelnen Messpunkten des
Katheters ist eine Aussage uber die Konsistenz des Refluats (flussig, gasformig)
Uber den pH-Wert hinaus maéglich.

Fur die exakte Platzierung der Messsonden ist es notwendig, mit einem so
genannten Manometrie-Katheter den gastroosophagealen Ubergang — das heil3t
den Ubergang von der Speiserohre in den Magen - genau zu lokalisieren. Dieser
Uber die Nase eingefiihrte Katheter hat einen Durchmesser von 5 mm und misst die
Druckverhaltnisse und Beweglichkeit der Speiserdhre. Dieser Katheter verfligt tiber
einen separaten Kanal, der das Absaugen von Magensaft ermdglicht.

Um mdglichst genaue Vergleichswerte zu erzielen, mochten wir Sie bitten, zuletzt am
Vorabend zu essen und zu trinken, und danach auch nicht mehr zu rauchen.

Mogliche Komplikationen

Die Magenspieglung wie auch die pH- / Impedanzanalyse sind risikoarme
Routineverfahren. Trotz grol3ter Sorgfalt kdnnen in seltenen Fallen Komplikationen
auftreten, Uber die in den spezifischen Aufklarungen zur Untersuchungen aufgeklart
werden.

Sollte wahrend der Magenspiegelung ein sedierendes Medikament (Midazolam 5 mg)
intravends verabreicht werden, so ist die Teilnahme am StralRenverkehr fir 24 Stunden
untersagt.

Mdglicher Nutzen

Die durchgefiihrten Untersuchungen ermoglichen eine mdglichst genaue Charakterisierung
und Diagnostik der gastroésophagealen Refluxerkrankung. Die regelmaRige
Dokumentation ihrer Beschwerdesymptomatik sowie die Auswertung der klinischen
Routinediagnostik im Rahmen der Untersuchung ermdglichen eine optimale Dosierung der
Magensaureblocker.

Anonymitat der erhobenen Daten

Die Daten werden zur weiteren statistischen Auswertung zur Beantwortung
wissenschaftlicher Fragestellungen herangezogen. Wir sichern lhnen auch bei der
Auswertung der Daten zu, dass keinerlei personenbezogene Daten weitergegeben werden
und dass die Analyse vollstandig anonym erfolgt. Das heil3t, dass eine Zuordnung von
Untersuchungsbefund und Person spater nicht mehr maéglich ist. Somit haben nur Arzte
und Schwestern unserer Abteilung Zugang zu Ilhren personlichen Daten, die
selbstverstandlich der Schweigepflicht unterliegen. Die Studienergebnisse werden in der
medizinischen Literatur vergdffentlicht, jedoch ohne dass die Identitat der Studienteilnehmer
Zu erkennen sein wird.
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Kosten
Es entstehen durch die Studie fir Sie keine Kosten. Es sind keine zusatzlichen Visiten und
Untersuchungen geplant, die fur die Behandlung lhrer Erkrankung notwendig sind.

Schadensersatz

Sollte bei der Studienteilnahme ein Schaden fiir Sie entstehen, was nicht zu erwarten ist,
werden eventuelle Entschadigungsanspriche im Rahmen der gesetzlichen
Haftpflichtversicherung des Klinikums reguliert.

Kontakt
Sollten im Zusammenhang mit der Untersuchung Nebenwirkungen oder Unwohlsein
beobachtet werden, sollten Sie sich umgehend an den behandelnden Priifarzt wenden.
Name: Dr. med. Arne Kandulski
Klinik fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie
Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg
Leipziger Str. 44, 39120 Magdeburg
0391 - 6713115
0391 - 6713114

Vielen Dank, dass Sie sich diese Informationen sorgfaltig durchgelesen haben. Sollten noch
Fragen offen bleiben, wenden Sie sich bitte an lhren Arzt.

Aus rechtlichen und ethischen Grinden benétigen wir fur den Eingriff und fur die
Gewinnung und Analyse des Magensaftes sowie fir die Entnahme zusétzlicher
Schleimhautproben fur wissenschaftliche Untersuchungen vor der Untersuchung lhr
schriftliches Einverstandnis und eine Erklarung dariber, dass Sie alle Informationen
verstanden und Uber die Durchfiihrung der Studie vollstandig aufgeklart wurden.

Fur die Einwilligung zur Studienteilnahme danken wir Ihnen.
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Einverstandniserklarung

Gewinnung von Magenschleimhautproben und Magensaft fur die
Charakterisierung der gastro6sophagealen Refluxerkrankung.

¢ Ich habe die oben aufgefuhrten Informationen vollstandig gelesen und
verstanden.

e Uber die Durchfiihrung der Untersuchung und Studie hat mich

Frau/Herr ausfuhrlich aufgeklart und offene
Fragen wurden zu meiner vollstandigen Zufriedenheit beantwortet.

o Meine Teilnahme erfolgt freiwillig und ich kann mein Einverstandnis jederzeit
widerrufen, ohne dass meine medizinische Versorgung beeintrachtigt wird.

Ich willige ein, an der Studie teilzunehmen.

Name des Patienten (in Druckbuchstaben)

Unterschrift des Patienten Datum

Name des aufklarenden Prifarztes (in Druckbuchstaben)

Unterschrift des aufklarenden Prifarztes Datum
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Reflux Disease Questionnaire

Name: Datum:
(Aufkleber)

PPI? ja [ nein []

Bitte beantworten Sie die Fragen, indem Sie pro Frage nur_eine Antwort
ankreuzen.

Wie haufig traten in der letzten Woche folgende Symptome auf?

gar nicht an einem an 2-3 an 4-6 taglich
aufgetreten Tag Tagen Tagen

a. ein brennendes

Gefiihl hinter dem [] ] [] [] ]

Brustbein

b. Schmerzen
hinter dem
Brustbein

c ein brennendes
Gefiihl im Zentrum
des Oberbauchs

d. Schmerzen im
Zentrum des
Oberbauchs

¢ sauerlicher
Geschmack im
Mund

O o oo

d. Aufstol3en von
Mageninhalt

I A I A I O I A
I A I A I O I A
I A I A I O I A
I A I A I O I A

[

Wie bewerten Sie die Schwere der aufgetretenen Symptome in der letzten Woche?

gar nicht sehr leicht maRig | mafig bis stark
aufgetreten leicht stark

a. ein brennendes

Gefiihl hinter dem ] ] ] [] [] ]

Brustbein

b. Schmerzen
hinter dem
Brustbein

c ein brennendes
Gefiihl im Zentrum
des Oberbauchs

d. Schmerzen im
Zentrum des
Oberbauchs

¢ sauerlicher
Geschmack im
Mund

d. Aufstol3en von
Mageninhalt

O oo n
O oo n
O oo n
O oo n
O oo n
O oo n
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