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1.  Einleitung

1.1 Einführung

Frauen sind signifikant häufiger von funktionellen Magendarmerkrankungen betroffen als Männer (6;68). Gleichzeitig sind viele andere Erkrankungen, die mit chronischen Schmerzen einhergehen durch eine gesteigerte Prävalenz bei Frauen gekennzeichnet. Zu ihnen zählen Erkrankungen wie Fibromyalgie, Migräne mit Aura und funktionelle Magendarmerkrankungen (1;11;70;73;75). Funktionelle Magendarmerkrankungen, wie das Reizdarmsyndrom, sind extrem weit verbreitet, wenngleich die Intensität der Symptome von milden bis zu heftigsten Beschwerden reicht, die eine Berufstätigkeit beeinträchtigen kann. Diese Krankheitsbilder sind gekennzeichnet durch mehr oder weniger charakteristische, auf den Verdauungstrakt bezogene, Beschwerden, während keine strukturellen Läsionen erkennbar sind, die als Ursache für die Symptome angesehen werden können (22;59). 

Bislang ist wenig bekannt über die Gründe für die gesteigerte Prävalenz funktioneller Magendarmerkrankungen bei Frauen. Es liegt aber nahe, einen Einfluss weiblicher Geschlechtshormone auf die an der Entwicklung der Symptome beteiligten Mechanismen anzunehmen. Die Pathophysiologie funktioneller Magendarmerkrankung ist indes komplex und wahrscheinlich spielen eine Reihe gänzlich unterschiedlicher Faktoren für die Manifestation der Symptome eine Rolle. Sowohl Veränderungen der Motilität als auch veränderte Schwellen für die Wahrnehmung oder die Manifestation von Symptomen bei mechanischer oder chemischer viszeraler Stimulierung (48), spielen pathophysiologisch eine wichtige Rolle. 
Funktionelle Magendarmerkrankungen stellen ein heterogenes Bild verschiedenster Erkrankungen dar, die die Lebensqualität der Patienten deutlich mindern und einen erheblichen Anteil der Kosten des Gesundheitswesens (5;17;64) ausmachen, jedoch mit üblicher klinischer Diagnostik keine organischen Ursachen zur Grundlage haben. Zu den häufigsten Erkrankungen dieser Gruppe zählen die Funktionelle Dyspepsie (FD) und das Reizdarmsyndrom (IBS) (11). 

Die Prävalenz des Reizdarmsyndroms liegt zwischen 5% und 25% und ca. 36% der Patienten des niedergelassenen Gastroenterologen leiden unter dieser Erkrankung (30;42). Rund zwei Drittel dieser Patienten mit Reizdarmsyndrom sind Frauen mit einer Prävalenz zwischen 14% und 24% (6;14;25). Reizdarmpatientinnen klagen zudem vermehrt über die Symptome Obstipation, Blähungen und abdominelle Schmerzen, während männliche Patienten eher über Durchfall als das schwerwiegendste Symptom klagen (62). Ebenso wird von einer besseren Ansprechrate auf moderne Therapeutika, wie selektiven Serotoninrezeptorantagonisten, bei Frauen im Vergleich zu Männern berichtet (4;53). Von Geschlechterunterschieden beim Ansprechen diverser anderer Medikamente wird in der Literatur  ebenfalls berichtet (28).

Etwa 50% der Reizdarmpatientinnen geben außerdem zyklusabhängige Schwankungen der Symptomenintensität an (76). Vor allem prämenstruell und während der Menstruation wird von verstärkter Symptomatik berichtet. Patientinnen klagen in diesen Zyklusphasen vermehrt über Schmerzen, Blähungen und eine erhöhte Stuhlfrequenz (26;27). Auch die rektale Sensitivität ist in diesen Zyklusphasen erhöht (32).

Vor diesem Hintergrund sind weitere Untersuchungen zu den zu Grunde liegenden Mechanismen der Schmerzwahrnehmung bei weiblichen Individuen notwendig. Dabei soll ein besonderes Augenmerk auf die Nozizeption, in Abhängigkeit der verschiedenen Zyklusphasen, gerichtet werden. Dieses dient zur weiteren Entwicklung therapeutischer Ansätze, bei denen geschlechterspezifische Unterschiede berücksichtigt werden können.

1.2 Definitionen und Epidemiologie

In den letzten Jahren haben verschiedene Arbeitsgruppen Definitionen für funktionelle Magendarmerkrankungen entwickelt. Neben den Leitlinien der jeweiligen Fachgesellschaften wie z.B. der Deutschen Gesellschaft für Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen (31) hat das Rom-Komitee wesentlich zur Systematisierung dieser Krankheitsbilder beigetragen. Diesen Krankheitsbildern gemeinsam sind die mehr oder weniger spezifischen Symptome, sowie das Fehlen struktureller Läsionen oder biochemischer Abnormalitäten, die mit den routinemäßig eingesetzten Untersuchungsverfahren nachweisbar sind.  

Funktionelle Magendarmerkrankungen sind in der Bevölkerung weit verbreitet.  10% bis 50% der Patienten, die einen Gastroenterologen aufsuchen und rund 12 % der Patienten, die sich bei einem Allgemeinmediziner in der Praxis vorstellen, leiden unter  einem Reizdarmsyndrom (23;24;35;36;38;65-67). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in allen westlichen Industrienationen das Verhältnis von Frauen und Männern ca. 2 bis 4:1 beträgt.  

1.3 Klinische Symptomatik

Patienten, die an einem Reizdarmsyndrom leiden, werden auf Grund der Symptomatik kategorisiert.  Dabei unterscheidet man drei verschiedene Untergruppen: eine Gruppe mit  vorherrschender Obstipation, eine zweite mit vorherrschender Diarrhö und eine  Patientengruppe mit  alternierenden Symptomen.  

Als diagnostische Kriterien haben sich die ROM II Kriterien durchgesetzt (9-11), die insbesondere auf dem Zusammenhang zwischen abdominellen Beschwerden, bzw. Schmerzen und den Stuhlunregelmäßigkeiten, sowie der Stuhlfrequenz und dem Abgang von Schleim basieren. Gelegentlich imponiert klinisch das Sigma als schmerzhaft kontrahierter Strang, Borborygmi, hörbare Darmgeräusche können auftreten, sowie Veränderungen des Defäkationsverhaltens mit schafskotartigem Stuhl und Schleimabgang ohne Blutbeimengungen. Typischerweise erleiden die Patienten dabei keinen Gewichtsverlust.

Es handelt sich beim Reizdarmsyndrom also um eine chronische Erkrankung, die zum Teil in Remission übergehen, exazerbieren oder einen kontinuierlichen Verlauf nehmen kann. Abdominelle Schmerzen und Unbehagen sind dabei neben den Stuhlunregelmäßigkeiten Hauptsymptome des Reizdarmsyndroms. 40% der Patienten mit Reizdarmsyndrom geben auf gezieltes Nachfragen abdominelle Schmerzen als das am meisten belastende Symptom ihrer Erkrankung an (44;47).

Tabelle 1: ROM II Kriterien nach Thompson et al. 1999 (9;11).
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1.4 Pathophysiologie

Bei Patienten mit funktionellen Magendarmerkrankungen sind definitionsgemäß mittels herkömmlichen routinemäßig verfügbaren Verfahren keine, die Symptome erklärenden, strukturellen Läsionen nachweisbar. Es konnten in vielen Untersuchungen Störungen der Motilität bzw. der viszeralen Perzeption nachgewiesen werden. Damit wird heute angenommen, dass diese Funktionsstörungen mit der Manifestation der Beschwerden im Zusammenhang stehen. Die Ursachen dieser Funktionsstörungen sind indes bis heute nicht geklärt. Es gilt jedoch als unwahrscheinlich, dass die Manifestation dieses Krankheitsbildes nur durch einen Einzelfaktor induziert werden kann. Es liegt dagegen nahe, eine multifaktorielle Genese durch Interaktion psychosozialer, physiologischer und auch genetischer Faktoren anzunehmen (57). 

Motilitätsstörungen können sich klinisch sowohl in Form von Diarrhöen, als auch Obstipation oder durch ständigen Wechsel beider Symptome äußern. Studien, in denen die Muskelkontraktionen des Kolons pro Minute ermittelt (60) wurden, beschrieben im Vergleich zum gesunden Probanden bei einigen Reizdarmpatienten eine Steigerung, bei anderen eine Reduktion der Kolonmotilität. Motilität allein ist somit jedoch kein positiver Prädiktor für ein Reizdarmsyndrom.

Bereits 1973 wurden Veränderungen der viszeralen Perzeption, welche sich in Form einer Hyperalgesie manifestieren, beschrieben. Diese, gegenüber Gesunden, erniedrigten Wahrnehmungs- und Schmerzschwellen wurden bei Reizdarmpatienten mittels rektosigmoidaler Ballondistensionen ermittelt (58). Interessanterweise scheint diese Hypersensitivität der Patienten auf den Gastrointestinaltrakt beschränkt zu sein. So wurden bei Reizdarmpatienten gegenüber gesunden Probanden keine veränderten Wahrnehmungsschwellen auf einen kutanen Elektrostimulationsreiz beobachtet (8). Die Entstehung dieser lokal begrenzten Hypersensitivität ist noch nicht vollständig aufgeklärt.

Eine familiäre Häufung funktioneller Magendarmerkrankungen wird beobachtet (45), ebenso deutet eine hohe Konkordanz dieser Erkrankungen in Zwillingsstudien auf einen genetischen Hintergrund hin (52). Bis zu einem Drittel der Patienten geben eine akut abgelaufene Enterokolitis in der Vorgeschichte an (7;61). Diese Assoziation wurde durch prospektive Studien, sowie durch retrospektive Analysen bestätigt (50;55).

Ebenso scheinen psychosoziale Faktoren bei der Krankheitsentstehung eine Rolle zu spielen. So besteht eine Assoziation zwischen frühkindlicher Traumatisierung, z.B. Kindesmissbrauch, und der späteren Entwicklung eines Reizdarmsyndroms (12;13;63).

Das Reizdarmsyndrom ist also eine Erkrankung ungeklärter Ätiologie, die sowohl mit veränderter Darmmotilität, veränderter viszeraler Wahrnehmung als auch mit einer veränderten emotionalen Verarbeitung dieser Symptome einhergeht. Veränderungen auf der Ebene des Enterischen Nervensystems als auch des Zentralen Nervensystems tragen zur Entstehung der Beschwerden bei. Angesichts der deutlich höheren Prävalenz des Reizdarmsyndromes bei Frauen, könnten weibliche  Geschlechtshormone auf die dem Reizdarmsyndrom zu Grunde liegenden Mechanismen Einfluss nehmen. 

1.5 Tierexperimentelle Versuchsansätze 

Hinsichtlich der Entstehung der Symptome stellen Veränderungen der Nozizeption und der viszeralen Motilität die wesentlichen Mechanismen dar. Patienten mit Reizdarmsyndrom geben eine erhöhte anorektale Sensitivität im Vergleich zu gesunden Probanden an. Im Rattenmodell ist es möglich, viszeromotorische Reflexe standardisiert zu untersuchen und somit die viszerale Sensorik bei der Ratte zu charakterisieren (56).

Da die Symptome bei Frauen zyklischen Schwankungen unterliegen, könnte ein Zusammenhang zwischen den Symptomen und dem weiblichen Menstruationszyklus bestehen. Insofern könnten tierexperimentelle Untersuchungen geeignet sein, den Zusammenhang zwischen dem Ovulationszyklus und der viszeralen Nozizeption näher zu charakterisieren. Der Brunstzyklus der weiblichen Ratte ist im Vergleich zum Menstruationszyklus der Frau mit ca. vier Tagen Dauer deutlich kürzer.
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Abbildung 1: Serumhormonspiegel im Brunstzyklus der Ratte (2).
1.6 Allgemeines Ziel der Arbeit

Vor diesem Hintergrund ist es Ziel der Arbeit, die Einflüsse des weiblichen  Brunstzyklus und der weiblichen Sexualhormone auf die viszeromotorische Antwort auf einen viszeralen Stimulus zu charakterisieren. 

1.7 Der Arbeit zugrunde liegende Hypothesen:

In der Untersuchung soll die folgende Hypothese untersucht werden: 

· Die Intensität des viszeromotorischen Reflexes auf eine standardisierte kolorektale Distension unterliegt bei weiblichen Versuchstieren zyklusabhängigen Schwankungen. 
Ziel dieser Studie ist insofern, den Einfluss des Brunstzyklus auf die viszeromotorische Antwort auf einen standardisierten mechanischen Stimulus des Kolons zu charakterisieren. 

Daneben sollen die Zusammenhänge zwischen den Spiegeln weiblicher Sexualhormone (Progesteron und Östrogen) und dem viszeromotorischen Reflex untersucht werden. 

2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Haltung

32 weibliche Lewis-Ratten (Züchter: Charles River, Lieferant: Harlan, Borchen) mit einem Gewicht zwischen 210 g bis 300 g wurden in Einzelkäfigen in den Räumen des Zentralen Tierlaboratoriums des Universitätsklinikums Essen gehalten. Die durchschnittliche Raumtemperatur betrug 21°C + 1°C und die Tiere unterlagen einem Tag-Nacht Rhythmus mit einer Dunkelphase von 12 Stunden Dauer von 18 Uhr bis 6 Uhr des darauf folgenden Tages. Die Tiere wurden mit Rattenhaltungsdiät (10H10, Altromin, Lage) und Flüssigkeit ad libitum versorgt. Sämtliche Versuchsabschnitte sind von der Bezirksregierung Düsseldorf genehmigt worden (Tierversuchsgenehmigung Aktenzeichen: 23.05-230-4-53/00, Tierschutzgenehmigungsnummer: G 581/00).

2.2 Verlaufsprotokoll

Dem eigentlichen Versuchsprotokoll gingen zwei Vorversuche voraus. Zum einen erfolgte zunächst die Bestimmung der Wahrnehmungsschwellen an wachen weiblichen Lewis-Ratten (n=12) ohne Erfassung der jeweiligen Zyklusphase, zum anderen erfolgte die Bestimmung der Zyklusphasen während täglicher kolorektaler Distension und unmittelbar postoperativ, um sicherzustellen, dass trotz dieser Stressoren die Tiere ihren physiologischen Brunstzyklus beibehalten (n=12). Diese Tiere gingen nicht in den späteren Hauptversuch ein.

Das eigentliche Versuchsprotokoll setzt sich aus vier Arbeitsschritten zusammen. Fünf Tage vor der ersten kolorektalen Distension erfolgt die Implantation von Elektroden in die schräge Bauchmuskulatur. Ab dem ersten postoperativen Tag erfolgte dann die tägliche Vaginalepithelzythologie zur Bestimmung der jeweiligen Zyklusphase über die neun folgenden Versuchstage. Kolorektale Distensionen wurden an den Tagen 5, 7, 9, 11 und 13 nach Implantation der Elektroden durchgeführt. An Tag 13 erfolgte ebenfalls die Tötung des Tieres mit Exsanguiation und Gewinnung von Gewebeproben des Kolons. Zudem wurden die Exfoliativzytologien nach Papanicolau gefärbt, mikroskopisch begutachtet und im Serum die Hormonkonzentration von Progesteron, Östrogen, LH und FSH bestimmt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. 
2.3 Implantation der Elektroden

Zu Versuchsbeginn wurden den weiblichen Lewis Ratten (n=32) teflonüberzogene Silberdrahtelektroden (Cooner Wire Co., Chatsworth USA) in die schräge Bauchdeckenmuskulatur implantiert. Die Narkose erfolgte durch intraperitoneale Applikation einer Kombination aus Ketamin Hydrochlorid (Dosierung: 0,1 ml/ 100 g Körpergewicht, Ketamin 10% SANOFI-CEVA GmbH, Düsseldorf) und Xylazin Hydrochlorid (Dosierung: 0,05 ml/ Tier, Xylazin 2% SANOFI-CEVA GmbH, Düsseldorf). An den narkotisierten Tieren erfolgte nun die Inzision entlang der Linea Alba und anschließend wurde die Bauchmuskulatur freipräpariert. Direkt oberhalb des Ligamentum inguinale wurden die bipolaren Elektroden in den linken Musculus obliquus externus implantiert und dort mit nichtresorbierbarem Seidenfaden (3-0 Ethibond Excel, Ethicon GmbH, Norderstedt) fixiert. Das Elektrodenende wurde nach subkutaner Tunnelung nuchal ausgeleitet und dort noch einmal fixiert. Anschließend erfolgte der Verschluss der Bauchnaht mit resorbierbarem Nahtmaterial (4-0 Vicryl, Ethicon GmbH, Norderstedt). Es folgten vier Tage Erholungszeit ohne Manipulation am Tier.

2.4 Kolorektale Distensionen

Unter Inhalationsnarkose (Halothan Eurium-Pharm Arzneimittel GmbH, Piding) erfolgte die Applikation des Ballonkatheters. Dazu wurde der  4,5 cm lange flexible Ballon zunächst mit Glycerol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) angefeuchtet und dann unter leichtem Druck intraanal eingeführt. Die Applikationstiefe betrug 5,5 cm und der aus dem Ballon ausführende Plastikkatheter wurde mit einem Streifen Leukoplast-Tape (Beiersdorf AG, Hamburg) an der Schwanzwurzel befestigt. Das aus der Narkose aufwachende Tier wurde nun in einer Plexiglasröhre fixiert, wo es vor Messbeginn für 45 Minuten belassen wurde, um auszuschließen, dass der Applikatiosstress das Messergebnis verfälscht und um sicherzustellen, dass die Inhalationsnarkose vor Messbeginn vollständig abgeflutet ist. Der Plastikkatheter wurde dann mit dem elektronisch gesteuerten Distensionssystem (Distender Series II TM Barostat, G&J Electronics, Willowdale, Ontario/Kanada) und die Elektroden über Abnehmer zur Registrierung der Aktivität der Bauchdeckenmuskulatur mit dem EMG-Aufzeichnungsgerät (IDAA Datenerfassungsgerät, Standard Instruments, Karlsruhe) verbunden.

Das Distensionsprotokoll wurde nun gestartet. Es bestand aus drei Abschnitten mit jeweils dreiminütiger Dauer. Zu Beginn erfolgte die Adaptionsphase mit einem Druck von 0 mmHg, gefolgt von der eigentlichen Kolorektalen Distension mit einem Druck von 40 mmHg über drei Minuten. Es schloss sich nun noch eine weitere Ruhephase von drei Minuten und einem Druck von 0 mmHg an. Anschließend wurde der Ballon diskonnektiert, das Tier aus der Röhre befreit und der Ballon entfernt. Diese Prozedur wurde an Tag 1, 3, 5, 7 und 9 des Versuchs durchgeführt.
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Abbildung 3: Darstellung des Distensionsprotokolls.
In Vorversuchen erfolgte außerdem die kolorektale Distension mit Hilfe eines Rampenprotokolls, bzw. eines Zufallsprotokolls mit Drücken von 20 bis 80 mmHg in 10 mmHg Schritten zur Feststellung der Wahrnehmungsschwellen bei weiblichen Lewisratten. Ebenso erfolgte vor Versuchsbeginn die tägliche kolorektale Distension ohne Aufzeichnung der EMG Antwort ohne und mit vorheriger Elektrodenimplantation zwecks Zyklusphasenbestimmung unter maximalem Stress bei weiblichen Lewisratten.

2.5 Bestimmung der Zyklusphasen

Ab dem ersten Messtag erfolgten über neun Tage tägliche Entnahmen von Vaginalepithelzytologie zwecks Bestimmung der jeweiligen Zyklusphase. Jeweils zur gleichen Tageszeit wurde unter leichter Inhalationsnarkose eine 150 mm langen Pasteurpipette (Fa. Roth, Karlsruhe) vaginal eingeführt und die Vagina mit ca. 5 ml physiologischer Kochsalzlösung gespült. Der Abstrich wurde danach auf einen Objektträger aufgebracht. Anschließend wurde die Zytologie durch Aufsprühen von MerckofixR Fixationsspray (Merck KgaA, Darmstadt) konserviert. Zu einem späteren Zeitpunkt erfolgte dann die Färbung der Präparate nach Papanicolaou in mehreren Schritten (Papanicolaou I,II,III (HE, Orange-II, Polychromlösung EA50); Merck KgaA, Darmstadt). 

Die zytologische Diagnose der gefärbten Präparate erfolgte in enger Zusammenarbeit mit dem zentralen Tierlaboratorium
. Die Proben wurden vor der Auswertung verblindet, so dass die Auswerter keine Kenntnisse über andere Daten des jeweiligen Versuchstieres hatten. Bei der Auswertung wurden die Präparate in die vier Zyklusphasen Diöstrus, Proöstrus, Östrus und Metöstrus an Hand des Vorhandenseins und der Anzahl an Leukozyten, kernhaltigen Epithelzellen und verhornten Epithelzellen mikroskopisch in 40-facher Vergrößerung kategorisiert (71).

Auf dieser Grundlage wurde jedem Messtag die entsprechende Zyklusphase zugeordnet, wobei im Verlauf der neun Tagen noch einmal der Diöstrus in einen frühen und einen späten Anteil aufgeteilt wurde.
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Abbildung 4:
Zelltypen in Vaginalabstrichen aus vier Stadien des Brunstzyklus der Ratte nach van den Gulden et al., Versuchstiere und Versuchstiertechnik, 1975 (72).

2.6 Bestimmung der Serumhormonspiegel

Unmittelbar nach Ende der letzten kolorektalen Distension wurden die Versuchstiere getötet und es wurde intrakardial Blut entnommen. Das Blut wurde nun zehn Minuten bei 4000 Umdrehungen/ Minute zentrifugiert, das Serum umgefüllt und anschließend bei –20°C eingefroren. Zu einem späteren Zeitpunkt wurden unter Mitarbeit des Zentrums für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitätsklinikums Essen die Serumhormonspiegel der Hormone Progesteron, 17ß-Östradiol, LH und FSH mittels Immunenzymessay (VITROS® EC, Ortho-Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemünd) bestimmt.

Dadurch wurde nun noch einmal die Zyklusphase des letzten Messtages hormonell an Hand der Literaturangaben (41) bestätigt und die Qualität der zytologischen Diagnose kontrolliert, sowie quantitativ der Einfluss der Hormonspiegel zum Zeitpunkt des letzten Messtags dargestellt. 

2.7 Datenerfassung und Datenanalyse

Die über die implantierten Elektrode abgeleiteten elektromyographischen (EMG-) Signale wurden durch das ISOLAB System (Standard Instruments, Karlsruhe) um einen Faktor 100.000 verstärkt und mit Hilfe eines Bandpassfilters mit einer Absperrung bei einer mittleren Frequenz von 120Hz gefiltert. 

Non parametrische Teste wurden für den Gruppenvergleich, sowie Varianzanalysen für Messwiederholungen für die statistische Auswertung eingesetzt. Zusammenhänge der humoralen Parameter mit der viszeralen Schmerzantwort wurden mittels Spearman Rankkorrelationskoeffizient geprüft. Für alle statistischen Analysen wurde SAS (Statistical Analysis System, North Carolina, USA) in der Version 8.2 eingesetzt.

3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Wahrnehmungsschwellen

Das hier verwendete EMG-System dient der Quantifizierung der viszeromotorischen Reaktion auf einen viszeralen Druckstimulus. Vorversuche dienten der Charakterisierung der Druck-Wirkungs-Beziehung des applizierten kolorektalen Drucks auf die viszeromotorische Schmerzantwort in Form von EMG Aktivität der schrägen Bauchmuskulatur. Phasische Distensionen über jeweils 15 Sekunden  intermittierend mit Ruhephasen mit einer Dauer von 10 Sekunden wurden dem jeweiligen Distensionsprotokoll entsprechend mit verschiedenen Drücken durchgeführt. Die beiden verwendeten Distensionsprotokolle, sowie die jeweilige viszeromotorische Antwort, sind in den folgenden beiden Abbildungen exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 5:
Exemplarische Darstellung einer „Ramp“ Distension mit der dazugehörigen EMG Ableitung. Aufsteigende tonische Distensionen mit Drücken von 10 bis 80 mmHg.
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Abbildung 6:
Exemplarische Darstellung einer „Random“ Distension mit der dazugehörigen EMG Ableitung. Zufällig aufeinander folgende tonische Distensionen mit Drücken zwischen 10 und 80 mmHg.
Es zeigte sich sowohl im Rampenprotokoll als auch im „Random“ Protokoll eine Abhängigkeit der EMG Aktivität vom applizierten Druck. Mit zunehmendem Druck steigt die EMG Aktivität linear an. 
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Abbildung 7:
Graphische Darstellung der Korrelation zwischen Druck und  Amplitude der EMG Ableitung in den Vorexperimenten.
3.2 Bestimmung der Zyklusphasen

Die Präparate wurden nach Papanicolaou gefärbt und in der Sequenz über neun Tage begutachtet, sowie die jeweiligen Serumhormonspiegel mit der Sequenz verglichen. Weibliche Lewisraten behielten bis auf wenige Ausnahmen (n=2) einen regelhaften Brunstzyklus bei, sowohl nach dem oben angegebenen Versuchsprotokoll, als auch im Vorversuch (n=6) unter täglicher kolorektaler Distension unmittelbar postoperativ über sechs Tage. 

[image: image9.wmf]Metoestrus

Plasmahormonspiegel (ng/ml)

0

5

10

15

20

25

Oestrogen

Progesteron

2,5µm


Abbildung 8:
Vaginalepithelzytologie eines Tieres im Metöstrus gefärbt nach Papanicolaou und graphische Darstellung der Serumhormonspiegel von Östrogen und Progesteron der Tiere, die in dieser Zyklusphase getötet wurden. Zytologisch zeigen sich verhornte und kernhaltige Epithelzellen sowie Leukozyten. Im Serum sind die Hormonspiegel von Östrogen und Progesteron annähernd auf gleich niedrigem Niveau.
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Abbildung 9:
Vaginalepithelzytologie eines Tieres im Diöstrus und Serumhormonspiegel der Tiere, die in dieser Zyklusphase getötet wurden (früher und später Diöstrus). Zytologisch zeigen sich wenige Leukozyten, viel Schleim und wenige verhornte Zellen. Im Serum steigt zu Beginn des ca. dreitägigen Diöstrus zunächst der Progesteronspiegel stark an, um gegen Ende dieser Zyklusphase wieder auf den Ausgangswert zurückzufallen, während der Östrogenspiegel erst gegen Ende des Diöstrus ansteigt.

Durch die Vaginalepithelzytologie konnten nun jedem Messtag die jeweilige Zyklusphase und die dazugehörigen Serumhormonspiegel zugeordnet werden. Dabei erwies es sich als sinnvoll, den Diöstrus auf Grund des Stadieninternen Hormonspiegelverlaufs noch einmal in einen frühen (steigende Progesteronspiegel) und einen späten (sinkende Progesteron- und steigende Östrogenspiegel)  Diöstrus zu unterteilen. 
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Abbildung 10: 
Vaginalepithelzytologie eines Tieres im Proöstrus gefärbt nach Papanicolaou und graphische Darstellung der Serumhormonspiegel von Östrogen und Progesteron der Tiere, die in der Zyklusphase des frühen Proöstrus getötet wurden. Zytologisch zeigen sich Leukozyten, kernhaltige und verhornte Zellen bei im späten Proöstrus wieder ansteigendem Progesteronspiegel und im Vergleich zum Metöstrus leicht erhöhtem Östrogenspiegel.
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Abbildung 11:
Vaginalepithelzytologie eines Tieres im Östrus gefärbt nach Papanicolaou und graphische Darstellung der Serumhormonspiegel von Östrogen und Progesteron. Zytologisch imponieren verhornte Epithelzellen (Schollen) und Schleim. Beide Hormonspiegel sind im Vergleich zum Metöstrus auf  niedrigem Niveau.
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Abbildung 12:
Serumhormonspiegel der in der jeweiligen Zyklusphase getöteten Tiere.
Der ermittelte Verlauf der Serumhormonspiegel korrelierte mit den Angaben in der Literatur. Dies diente zum einen der Positivkontrolle der Ergebnisse der Vaginalepithelzytologie, als auch der Quantifizierung des Einflusses der Hormone auf die viszeromotorische Antwort. 

Im Folgenden sind nun die EMG Aktivitäten unter kolorektaler Distension der Tiere in den verschiedenen Zyklusphasen aufgezeigt. Dabei diente der Metöstrus als Referenz, denn in dieser Zyklusphase befinden sich die Hormonspiegel von Östrogen und Progesteron auf vergleichbarem Niveau. Ähnlich verhält es sich beim Östrus, jedoch ist diese Zyklusphase mit nur ca. sechs bis zwölf Stunden erheblich kürzer als der Metöstrus und somit ist die Anzahl der Messungen während dieser Phase ebenso erheblich geringer. Als Phasen mit hohen, bzw. steigenden Progesteronspiegeln, wurden der frühe Diöstrus und der Proöstrus identifiziert, während vor allem der späte Diöstrus als Östrogen dominiert definiert wurde.  Dadurch konnte nun der Einfluss der weiblichen Sexualhormone auf  die viszeromotorische Antwort charakterisiert werden.

3.3 Auswertung der EMG-Aufzeichnungen

Zur Bestimmung der viszeromotorischen Antwort auf den kolorektalen Distensionsreiz wurde die Fläche unter der Kurve (AUC) während der kolorektalen Distension berechnet. In den folgenden Abbildungen ist jeweils unten die Druckkurve des Drucks im Ballonkatheter in mmHg während der neun Minuten des Messprotokolls dargestellt. Die obere Kurve repräsentiert die intramuskuläre Spannung in µV. 

Die Berechnung der AUC erfolgte durch das Messprogramm nach Festlegung der Messbereiche.  Messbereiche sind in diesem Protokoll die ersten drei Minuten, Minute drei bis sechs, also der Bereich der Distension, sowie die folgenden drei Minuten.

Verglichen wurden die AUC unter Distension in den verschiedenen Zyklusphasen mit der AUC während des Metöstrus. Diese betrug 740µV ( 230µV (p<0,05). Der Metöstrus fungierte somit als Baseline Zyklusphase, also der Zyklusphase in der sich sowohl Östrogen- als auch Progesteronspiegel im Blut auf annähernd gleich niedrigem Niveau befinden. Äquivalent niedrige Serumhormonspiegel finden sich auch im Östrus. Die durchschnittliche AUC während der Distension in dieser Zyklusphase betrug 960µV ( 110µV (p<0,05). Diese ist somit erwartungsgemäß nicht signifikant unterschiedlich zu der im Metöstrus.
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Abbildung 13: Exemplarische Darstellung der Messdaten einer kolorektalen Distension in der Zyklusphase „ Metöstrus“.

3.3.1 Effekt Progesteron dominierender Zyklusphasen auf die kolorektale Distension

Als Zyklusphasen, die von  Progesteron dominiert eingestuft wurden, galten der frühe Diöstrus sowie der späte Proöstrus. Bei kolorektaler Distension an Ratten, die sich in Progesteron dominierten Zyklusphasen befinden, zeigte sich ein nur geringer Anstieg der Fläche unter der Kurve der EMG Aufzeichnung. Im Einzelnen eine AUC von 369µV (( 125µV; p< 0,05) im frühen Diöstrus und 218µV (( 85µV; p<0,05) im späten Proöstrus. Die viszeromotorische Antwort auf den viszeralen Stimulus ist somit im Vergleich zu Messungen während des Metöstrus (740µV ( 230µV; p<0,05) signifikant schwächer.
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der Messdaten einer kolorektalen Distension während des späten Proöstrus einer weiblichen Lewis Ratte.

3.3.2 Effekt Östrogen dominierender Zyklusphasen auf die kolorektale Distension

Als von Östrogen dominierten Zyklusphase gilt der späte Diöstrus sowie der frühe Proöstrus. Messungen in dieser Zyklusphase, die von einem hohen Östrogenspiegel dominiert wurden, zeigen, verglichen mit dem Metöstrus (740µV ( 230µV; p<0,05), eine signifikant höhere Antwort auf den kolorektalen Stimulus im späten Diöstrus (1292µV ( 293 µV; p<0,05) sowie im frühen Proöstrus (1739µV ( 380µV; p<0,05).
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Abbildung 15:
Exemplarische Darstellung der Messergebnisse einer kolorektalen Distension einer weiblichen Lewis Ratte in der Zyklusphase „später Diöstrus“.

3.3.4 Effekt der Hormone LH und FSH auf die kolorektale Distension

Ein eindeutiger Zusammenhang der Hormone LH und FSH mit der viszeralen Nozizeption ist nicht nachweisbar. Zum einen sind zum Beispiel die Spitzenspiegel von LH nur sehr kurzfristig vor dem Östrus nachweisbar, zum anderen gibt es keine Zyklusphase die ausschließlich von LH oder FSH dominiert wird. 
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Abbildung 16:
Darstellung der EMG Aktivität abhängig von der jeweiligen Zyklusphase.

3.3.5. Zusammenfassung der Ergebnisse
In Zyklusphasen, die von Progesteron dominiert werden (so genannter früher Diöstrus und später Proöstrus), sind im Vergleich zum Metöstrus (für den niedrige Serumspiegel von Östrogen und Progesteron typisch sind) signifikant erniedrigte viszeromotorische Antwort auf die standardisierte kolorektale Distension nachweisbar. Dagegen weisen Zyklusphasen, die durch  hohe Östrogenspiegel charakterisiert sind (später Diöstrus, früher Proöstrus), eine im Vergleich zum Metöstrus signifikant erniedrigte viszeromotorische Antwort auf den viszeralen Stimulus auf. Ein Effekt von LH und  FSH auf die viszerale Nozizeption lässt sich in dieser Studie nicht belegen.

4. Diskussion

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchung können wie folgt zusammengefasst werden: Der Brunstzyklus, der mit Schwankungen zahlreicher Hormone einhergeht, hat Einfluss auf die viszerale Nozizeption. Verglichen mit dem Metöstrus, der durch niedrige  Spiegel von Progesteron und Östrogen gekennzeichnet ist,  ist in von Progesteron dominierten Zyklusphasen die viszeromotorische Antwort auf  kolorektale Distensionen signifikant niedriger.

Damit ist dies die erste Studie, die einen Zusammenhang zwischen dem weiblichen Zyklus und der viszeralen Nozizeption gezeigt hat. Dieser Befund ist insofern bedeutsam, da bislang keine überzeugenden Erklärungen für die erhöhte Prävalenz funktioneller Störungen bei Patientinnen mit funktionellen Magendarmerkrankungen verfügbar sind. Auf der anderen Seite ist es eine häufig gemachte Beobachtung, dass die Symptome von Patientinnen zyklusabhängigen Schwankungen unterliegen.

Ein weiterer, für zukünftige Untersuchungen relevanter Befund, ist die fehlende Beeinflussung des Zyklus durch die täglichen Zytologieentnahmen. Tatsächlich wiesen unsere Versuchstiere einen völlig regelhaften Zyklus von ca. vier Tagen Dauer auf, wie er für die Tiere normal ist. Auch trotz mehrfacher kolorektaler Distensionen behielten die Ratten ihren physiologischen Brunstzyklus bei.

Die klinische Beobachtung einer erhöhten Prävalenz funktioneller Magendarmerkrankungen bei Frauen (6;68) und Zunahme der Symptomintensität perimenstruell  (26;27)  legt nahe, dass humoralen Faktoren eine wichtige Rolle zukommt. Bisher waren tierexperimentelle Ansätze für die Charakterisierung der funktionellen Störungen zugrunde liegenden Mechansimen nur eingeschränkt verfügbar. Das in Essen etablierte Modell der kolorektale Distension mit der Registrierung  viszeromotorischer Reflexe mittels Bauchdecken-EMG, ist inzwischen ein gut etabliertes und an verschiedenen Zentren genutztes Verfahren. 

Während die aktuelle Studie geeignet ist, Mechanismen zu charakterisieren, vermag sie noch keine Hinweise auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu liefern. Immerhin, die inverse Korrelation zwischen dem VMR und dem Progesteronspiegel lässt vermuten, dass die Tiere in den progesterondominierten Phasen  erhöhte Wahrnehmungsschwellen auf viszerale Stimuli vorweisen. 

Diese Aussage wird durch klinische Studien noch weiter gestützt, die peri- und postmenopausal eine erhöhte Prävalenz von funktionellen Magendarmerkrankungen fanden (69).  Es könnte insofern spekuliert werden, dass die genannten Hormone unmittelbar die viszerale Nozizeption beeinflussen. Allerdings fand Heitkemper et al. bei Patientinnen, die orale Kontrazeptiva einnahmen, keine signifikante Alteration der Symptomenintensität (26). Allerdings sind diese Daten gestützt auf vergleichsweise kleine Fallzahlen und bedürfen insofern der Replikation in größeren Studien.

Historisch wurden funktionelle Magendarmerkrankungen zunächst als überwiegend Motilitätsstörungen definiert (40;68;77).  In den letzten Jahren zeigten sich mehr und mehr Hinweise, das Syndrome wie Funktionelle Dyspepsie und das Reizdarmsyndrom primär als neurogastroenterologische Erkrankungen anzusehen sind  (18;48). Aus den bisher erhobenen Daten lässt sich noch keine endgültige Aussage zum Einfluss weiblicher Sexualhormone auf Motilität und viszerale Nozizeption fällen. Während Wald et al. eine Abhängigkeit der gastrointestinalen Transitzeit vom Menstruationszyklus beschrieb (74) und Gill et al. einen Effekt des Zyklus auf die Magenentleerung belegte (21), beobachteten Lee et al. keinen Unterschied in Stuhlgewohnheiten von prä- und postmenopausalen Frauen (43). Triadafilopoulos et al. fanden dagegen postmenstruell gehäuft funktionelle gastrointestinale Symptome (69). Ähnlich gegensätzliche Ergebnisse zeigten auch Studien, die sich überwiegend mit dem Einfluss der Sexualhormone auf die Schmerzwahrnehmung beschäftigt haben. Obwohl kutane und somatische Schmerzwahrnehmungsschwellen in vielen Studien als bei Frauen deutlich niedriger beschrieben wurden (54), ist dieser Zusammenhang bei viszeralen Schmerzen bis heute nur unzureichend charakterisiert.

Diese Ergebnisse korrelieren eng mit früheren Beobachtungen, dass die vier Phasen des Brunstyklus Proöstrus, Östrus, Metöstrus und Diöstrus (16) mit Verhaltensänderungen der weiblichen Ratten einhergehen (3). Die genauen Effekte der zyklusabhängigen Hormonschwankungen werden indes kontrovers diskutiert.

Bezogen auf den somatischen Schmerz zeigen verschiedene Studien einen Zusammenhang zwischen Schmerzreaktionen und dem Östrogen-Serumspeigel. Während Kayser et al. niedrige Wahrnehmungsschwellen bei der Applikation eines Schmerzreizes auf Schwanz und Klauen in den Phasen Proöstrus und Östrus im Vergleich zu den übrigen Zyklusphasen feststellten, charakterisierten Martinez-Gomez et al. eine höhere Empfindlichkeit im Metöstrus und Östrus (39;46). 

Ähnlich kontroverse Ergebnisse lassen sich auch in der Literatur, bezogen auf  die viszerale Schmerzwahrnehmung, feststellen. Verschiedene Studien zeigten, dass das Verhalten bei viszeralem Schmerzstimulus im Metöstrus und Diöstrus ausgeprägter ist (20), in anderen Studien jedoch im Proöstrus (29). Mögliche Ursachen für diese unterschiedlichen Ergebnisse könnten im Studiendesign oder Unterschieden in den Tierspezies bzw. den untersuchten Stämmen liegen. 

Giamberardino et al. berichtet von Unterschieden in der Haut- und Muskelsensitivität als Funktion des jeweiligen Körperteils (19), während Fillingim und Maixner Unterschiede je nach Qualität des jeweiligen Stimulus beschreiben (15). Auch die Anzahl der Phasen, in die der Brunstzyklus unterteilt wurde, ist von Studie zu Studie unterschiedlich, was zu anderen Ergebnissen führen kann. 

Anders als in bisherigen Untersuchungen, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht nur die bekannten vier Zyklusphasen Proöstrus, Östrus, Metöstrus und Diöstrus unterschieden, sondern überdies noch sowohl der Proöstrus als auch der Diöstrus in eine frühe und eine späte Phase unterteilt. Diese Unterteilung basiert auf der Ambivalenz der Serumhormonspiegel innerhalb dieser beiden Phasen. Innerhalb beider Phasen verändert sich das Verhältnis der beiden Serumhormonspiegel von Progesteron und Östrogen zueinander nahezu ins Gegenteil. Während des Diöstrus zeigen sich in der  frühen Phase hohe Progesteron- und niedrige Östrogenspiegel. Im späten Diöstrus jedoch lassen sich nur basale Progesteron-, dagegen hohe Östrogenspiegel bestimmen. Während des Proöstrus werden aus niedrigen Progesteron- und hohen Östrogenspiegeln hohe Progesteron- und niedrige Östrogenspiegel. 

Durch diese Unterteilung des Brunstzyklus in sechs Zyklusphasen ist also sowohl eine differenziertere Charakterisierung des Einflusses der Hormone möglich, als auch eine Beurteilung des Einflusses der Veränderungen der Hormonspiegel auf die viszerale Nozizeption gegeben. In dieser Studie konnten insofern die physiologische Veränderung der weiblichen Geschlechtshormone und damit assoziiert die Veränderungen der viszeralen Sensorik erfasst werden. Damit hat das hier eingesetzte Tiermodel große Vorteile gegenüber ovarektomierten Tieren. 

Die grundlegenden Mechanismen des Zusammenhangs zwischen dem weiblichen Zyklus und der viszeralen Nozizeption bedürfen jedoch noch der genauen Klärung. Es ist offensichtlich, dass weibliche Sexualhormone mit der Schmerzwahrnehmung im Zusammenhang stehen. Diese Modulation kann sowohl zentral als auch peripher erfolgen. Bislang ist jedoch nicht bekannt, ob diese Wirkungen der weiblichen Sexualhormone primär oder sekundär über Aktivierung anderer, die Nozizeption beeinflussenden Mechanismen vermittelt sind. Mayer at al. postulierte das Vorhandensein einer hormonabhängigen endogenen Schmerzmodulation und Schmerzinhibition (49).  Mogil et al. beschrieb an weiblichen Ratten eine durch akute Kaltwasserschwimmstress induzierte Analgesie, welche östrogenabhängig war (51). 

Ein Zusammenhang zwischen der Intensität gastrointestinaler sowie somatischer Symptome und der Menstuation wurde bereits von Heitkemper und Mitarbeitern belegt (26). Allerdings war es in diesen Studien nicht möglich, einen direkten Zusammenhang zwischen den Hormonspiegeln und der Symptomenintensität fest zu stellen. Jackson et al. beobachtete Unterschiede in der rektalen Sensitivität während verschiedener Zyklusphasen bei Patientinnen mit funktionellen Magendarmerkrankungen, nicht jedoch bei gesunden Probandinnen (33;34).

Dies könnte bedeuten, dass nur wenn eine erworbene oder angeborene Störung vorliegt (die ohnehin die klinische Manifestation eines Reizdarmsyndroms bedingen), Einflüsse des weiblichen Zyklus Schwankungen der viszeralen Nozizeption bedingen. Fehlen diese Störungen, hat der weibliche Zyklus keinen relevanten Einfluss auf die Nozizeption. Tatsächlich konnte in einer früheren Untersuchung gezeigt werden (37), dass nach einer akuten Kolitis, die per se eine Veränderung der Nozizeption bewirkt, es eindeutig zyklusabhängige Veränderungen der Nozizeption gibt. In der aktuellen Studie, waren in dem gleichen Rattenstamm, bei dem nach einer akuten Kolitis einer viszerale Hyperalgesie  eintritt, auch ohne die Kolitis zyklusabhängige Schwankung der Nozizeption feststellbar. Insofern setzt die Modulation der Nozizeption durch den Zyklus keine abgelaufene Entzündung voraus.

Zusammengefasst sind diese Befunde vereinbar mit dem Konzept, dass weibliche Sexualhormone die viszerale Nozizeption modulieren. Bestehen andere Komorbiditäten, kann dies dazu führen, dass zyklusabhängig Symptome funktioneller Magendarmerkrankungen in der Intensität schwanken. Weiteren Untersuchungen ist es allerdings vorbehalten, die daran beteiligten Mechansimen näher zu charakterisieren. 
5. Zusammenfassung

Hintergrund: Funktionelle Magendarmerkrankungen sind bei Frauen etwa zwei- bis dreimal häufiger als bei Männern. Grundsätzlich werden Störungen der Nozizeption und der Motilität als für die Manifestation der Symptome wesentlich angesehen. Tatsächlich sind bei einem Teil der Patienten mit funktionellen Magendarmerkrankungen Veränderungen der viszeralen Nozizeption nachweisbar. Patientinnen mit funktionellen Magendarmerkrankungen geben häufig zyklusabhängige Schwankungen der Symptomenintensität an. Die vorliegende Untersuchung dient der Charakterisierung des Einflusses des weiblichen Zyklus auf die viszerale Nozizeption. Methodik: Weiblichen Lewisratten (n=32) wurden EMG-Elektroden in die schräge Bauchmuskulatur implantiert. Nach fünf Tagen erfolgte die erste von fünf kolorektalen Distensionen und es wurde mittels täglicher Vaginalepithelzytologie die jeweilige Zyklusphase bestimmt. Die kolorektalen Distensionen erfolgten mit einem Distensionsstimulus von 4o mmHg über drei Minuten jeden zweiten Tag, wobei die viszeromotorische Antwort (Kontraktion der schrägen Bauchmuskulatur) über die zuvor implantierten Elektroden elektromyographisch registriert wurde. Die Vaginalepithelzytologie wurde nach Papanicolaou gefärbt und anschließend zytologisch begutachtet. Außerdem erfolgte die Serumhormonspiegelbestimmung der Hormone Progesteron und Östrogen in aus dem bei Versuchsende intrakardial gewonnenen Blut. Somit konnte jedem Messtag die entsprechende Zyklusphase und die Prädominanz des jeweiligen Hormons zugeordnet werden. Ergebnisse: Kolorektale Distensionen führen zu keiner Beeinflussung des Brunstzyklus bei weiblichen Lewis-Ratten. Die zytologisch bestimmten Zyklusphasen korrelierten mit den Ergebnissen der Serumhormonspiegelbestimmung. Verglichen mit dem Metoestrus (gleich niedrige Serumspiegel von Progesteron und Östrogen) war die viszeromotorische Antwort auf kolorektale Distensionen in von Progesteron dominierten Zyklusphasen signifikant niedriger und in von Östrogen dominierten Zyklusphasen signifikant höher. Schlussfolgerung: Die viszeromotorische Antwort auf kolorektale Distensionsreize wird vom Brunstzyklus der Ratte beeinflusst. Die viszerale Wahrnehmungsschwelle ist in Zyklusphasen mit hohen Östrogenspiegeln signifikant niedriger und in Zyklusphasen mit hohen Progesteronspiegeln signifikant höher als die Wahrnehmungsschwelle in Zyklusphasen in denen beide Hormonspiegel basal liegen. Es liegt hiermit also ein Tiermodell für die zyklusabhängigen Schwankungen der Schmerzintensität, bzw. der viszeralen Nozizeption, bei weiblichen Patientinnen mit funktionellen Magendarmerkrankungen vor.
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Diöstrus (Ruhephase):

	Dauer: 2-3 Tage

	viele Leukozyten,

	 kernhaltige

	Epithelzellen, Schleim

Proöstrus (Vorbrunst):

	Dauer: ca. 12 Stunden

	Viele kernhaltige Zellen,

	verhornte Epithelzellen,

	Leukozyten

Östrus (Brunst):

	Dauer: ca. 12 Stunden

	zahlreiche kernlose

	verhornte

	Epithelzellen (Schollen)

Metöstrus (Nachbrunst):

	Dauer: ca. 1 Tag

	Leukozyten, verhornte und

	kernhaltige Epithelzellen
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	Abdominelle Beschwerden/ Schmerzen während mind. 12 Wochen in den vorangegangenen 12 Monaten, welche





		durch Defäkation gebessert     wurden, und/ oder

		mit Änderung der Stuhlfrequenz und/ oder

		mit Änderung der Stuhlkonsistenz einhergehen



	Unterstützende Symptome:













		abnorme Stuhlfrequenz (<3/Woche; >3/ Tag)

		abnorme Stuhlkonsistenz (hart/ schafkotartig; nicht geformt/ wässrig)

		abnorme Defäkation (Pressen, Dranggefühl, inkomplette Darmentleerung)

		Abgang von Schleim

		Blähungen, aufgetriebenes Abdomen
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KRD   KRD = Kolorektale Distension








