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Kapitel 1 « Einfihrung

1. Einflihrung

1.1. Reflux

1.1.1. Physiologischer Reflux

Ein gastrodsophagealer Reflux geringen Grades, bei welchem es weder zur Entwicklung
von Krankheitssymptomen, noch zu einer mikroskopischen oder makroskopischen
Schadigung des Osophagusepithels kommt, kann als physiologisch angesehen werden.
Verstarkt wird der Mechanismus des retrograden Transports von saurem Mageninhalt in
den Osophagus durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise dem Konsum von
Koffein, Alkohol sowie Nikotin(*42],

1.1.2. Gastrodsophageale Refluxkrankheit

1.1.2.1. Definition

Als gastrodsophageale Refluxkrankheit (engl. gastroesophageal reflux disease, GERD)
bezeichnet man jenen gastrodsophagealen Reflux, welcher zu klinischen Symptomen
wie Sodbrennen oder Regurgitationen fuhrt, beziehungsweise eine histologisch nach-
weisbare oder makroskopisch sichtbare Schadigung der Osophagusmucosa verursacht.
Des Weiteren kann bei einem Teil der Betroffenen hierdurch auch die Entwicklung eines
Barrett Osophagus oder eines Karzinoms beobachtet werden*2l:

In einigen klinischen Studien wurden Datenerhebungen hinsichtlich der Pravalenz der
GERD in der westlichen Welt unternommen, wobei sich die Zahlen in einem Rahmen
zwischen 10%[23 und 30%M°" 431 pewegten. Die Pravalenz des Barrett Osophagus
wurde in der erwachsenen Bevolkerung der westlichen Welt mit ca. 1-2% beschrieben
(188 wobei das entsprechende Karzinomrisiko (Entwicklung eines Adenokarzinoms des
Osophagus) hierdurch bei zwischen 0,10% und 0,15% pro Jahr®® liegt. Auffallend war,
dass die Pravalenz in den letzten Jahren tendenziell ansteigend warll%”: 2% wobei
gezeigt werden konnte, dass entsprechende Faktoren wie Ubergewicht und ein mann-

liches Geschlecht das Risiko, an einer GERD zu erkranken, deutlich erhohen!®3.

-10 -



Kapitel 1 « Einfihrung

1.1.2.2. Einteilung

Da unter dem Begriff GERD mehrere Krankheitsbilder zusammengefasst werden,
wurden verschiedene Einteilungen festgelegt, um die einzelnen Befunde besser klassi-

fizieren zu kénnen.

1.1.2.2.1. Montreal Klassifikation

In der Montreal Klassifikation wird die GERD einerseits in typische, dsophageale und
andererseits in atypische, extrabsophageale Manifestationen eingeteilt. Erstere um-
fassen jene klinischen Symptome, welche sich refluxbedingt im Osophagus prasen-
tieren, wie beispielsweise Sodbrennen oder Regurgitationen, sowie auch mdogliche
daraus entstehende Krankheitsbilder (Refluxdsophagitis, Barrett Osophagus). Unter
den atypischen, extratésophagealen Manifestationen werden Symptome, welche mdagli-
cherweise durch nach weiter proximal aufsteigende Saure im Rahmen einer GERD
entstehen konnen, zusammengefasst?®, unter anderem Formen des chronischen
Hustens, Asthmaerkrankungen, die Entwicklung von Zahnerosionen sowie die

Laryngitis. Eine Uberlappung der Symptome ist moglich.

1.1.2.2.2. Einteilung nach endoskopischen Befunden

Endoskopisch kénnen die morphologischen Auswirkungen des Rickflusses von saurem
Mageninhalt auf die Schleimhaut des Osophagus ermittelt werden und somit eine
Einteilung in nicht-erosive Refluxerkrankung (engl. nonerosive reflux disease) und

erosive Refluxerkrankung (engl. erosive reflux disease) vorgenommen werden:

NERD
Bei Uber der Halfte der GERD Patienten (je nach Studie zwischen 50 und 85%) kénnen

trotz dem Vorhandensein von Kklinischen Refluxbeschwerden endoskopisch keine
erosiven Veranderungen der Schleimhaut im Osophagus festgestellt werden, es handelt

sich demnach um eine ,non-erosive reflux disease‘l%8l.

ERD

Kommt es durch den gastroésophagealen Reflux zu endoskopisch erkennbaren

Schleimhautveranderungen oder bioptisch nachweisbaren Lasionen wie erosiver oder
ulzerierender Osophagitis, Strikturen oder gar einem Barrett Osophagus, spricht man

von einer erosiven Refluxerkrankung®?,

-11 -



Kapitel 1 « Einfihrung

Um die endoskopisch erkennbaren Lasionen einzustufen, wurden in den letzten
Jahrzehnten Uber 30 Systeme vorgestellt, von welchen sich zuletzt vor allem die Los
Angeles Klassifikation sowie jene von Savary und Miller durchgesetzt und im klinischen
Alltag am sinnvollsten gezeigt haben!® 10 8. 145, 1641 (heytzutage wird jedoch einheitlich

eine Einteilung nach der Los Angeles Klassifikation empfohlen).

Tabelle 1 Los Angeles Klassifikation[8d

A eine (oder mehrere) Schleimhautlasion < 5mm, die sich nicht zwischen den
Kuppen zweier Schleimhautfalten ausbreiten

eine (oder mehrere) Schleimhautlasion = 5mm, die sich nicht zwischen den

Kuppen zweier Schleimhautfalten ausbreiten

eine (oder mehrere) Schleimhautlasionen die sich zwischen den Kuppen
C zweier oder mehrerer Schleimhautfalten ausbreiten, jedoch weniger als 75%

der Circumferenz des Osophagus’ betroffen

eine (oder mehrere) Schleimhautlasionen, die tiber 75% der Circumferenz

des Osophagus betreffen

Tabelle 2 Savary und Miller Klassifikation[51]

eine (oder mehrere) nichtkonfluierende gerttete Schleimhautlésionen,

mit oder ohne Exsudat

erosive und exsudative Schleimhautlasionen des distalen Osophagus,

welche konfluieren, jedoch nicht die gesamte Zirkumferenz betreffen

" Erosionen des distalen Osophagus welche die gesamte Zirkumferenz
betreffen, mit hamorrhagischen oder pseudomembrantsen Exsudaten

Vorhandensein von Komplikationen des Refluxes wie Ulzera, Stenosen oder

Barrett-Osophagus

1.1.2.3. Komplikationen

In Folge der rezidivierenden Reizung des Osophagusepithels durch (sauren) gastro-
O0sophagealen Reflux kénnen gravierende Komplikationen entstehen, welche endo-

skopisch unterschieden werden:

-12 -



Kapitel 1 « Einfihrung

Stenose

Nach den ,MUSE-Kriterien® werden mogliche pathologische Befunde im Bereich der
Refluxtsophagitis beschrieben, es handelt sich hierbei um ein Akronym der Verander-
ungen ,Metaplasie’, ,Ulkus‘, ,Striktur’ und ,Erosion‘®. Je nach Vorliegen und Auspragung
der entsprechenden Befunde werden jeweils O bis 3 Punkte vergeben (kumulativ
maximal 12 Punkte).

Die peptische Stenose, eine narbige Verengung der Speiserdhre bedingt durch chroni-
schen gastro6sophagealen Reflux, gehort zu den benignen Verdnderungen im Bereich
des Osophagus und prasentiert sich klinisch unter anderem durch Vorliegen von
Dysphagie oder Regurgitation unverdauter Nahrung!*®?, Sollte eine Therapie mit Proto-
nenpumpeninhibitoren bei den betroffenen Patienten keine ausreichende Symptom-
linderung erbringen, stellt die endoskopische Dilatation eine mogliche und effektive
Therapieoption dartt4t 169, 177],

Barrett-Osophaqus

Die Umwandlung des physiologischerweise im Osophagus vorkommenden, mehrschich-
tigen Plattenepithels in ein Zylinderepithel (= intestinale Metaplasie) durch chronische
Reizzustande, beispielsweise in Folge einer ausgepragten GERD, wird als Barrett
Osophagus bezeichnet. Dieser liegt meist im Bereich des distalen Osophagus (am
gastrodsophagealen Ubergang) und stellt eine fakultative Prakanzerose dar, weshalb
Patienten mit entsprechenden Befunden eine regelmafige endoskopische Verlaufs-
kontrolle inklusive Histologiegewinnung empfohlen wird[” 66 1%6. 202 \Weijtere Kompli-
kationen wie ein Barrett-Ulkus oder Strikturen kénnen im Bereich der veranderten
Mukosa zusétzlich auftreten.

Eine entsprechende Einteilung der endoskopischen Befunde erfolgt je nach
Langsausdehnung in ,short' (kleiner als 3cm) oder ,long‘ (gré3er als 3cm) Barrett
Osophagus. Die Pravalenz des Barrett Osophagus wird je nach Studie in der westlichen
Gesellschaft mit 1-2%!'% 251 angegeben, in den USA sogar mit durchschnittlich
5,6%!1%Y, wobei Manner doppelt so haufig wie Frauen hiervon betroffen sind®?,

Eine Studie von Coleman et al. beschrieb einen Anstieg der Inzidenz des Barrett
Osophagus in der westlichen Welt um 159% im Zeitraum von 2002—2005 im Vergleich

zum beobachteten Intervall in den Jahren 1993-1997[49],

Osophaguskarzinom

95% der diagnostizierten Karzinome der Speiserdhre kénnen histopathologisch in

Plattenepithelkarzinom sowie Adenokarzinom eingeteilt werdenl’™. Erstere treten in
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Assoziation mit dem Konsum von Nikotin und Alkohol auf, wohingegen das Adeno-
karzinom in den Industrienationen fiihrend isti*4%, Ein signifikanter Risikofaktor fur die
Entwicklung eines Adenokarzinoms des Osophagus stellt die gastroosophageale Reflux-
erkrankung dar: eine Kohortenstudie mit 11.028 Patienten, bei welchen eine Barrett-
Dysplasie diagnostiziert wurde, zeigte innerhalb des Untersuchungszeitraums von funf

Jahren eine Inzidenz des Adenokarzinoms von 0,12% jahrlichi*4,

Die Diagnose wird endoskopisch sowie nach entsprechender histopathologischer Unter-
suchung der Biopsien gestellt, anschlieRend erfolgt die Einteilung nach der ,TNM
Klassifikation* (T=Tumorausdehnung, N=Lymphknotenbefall, M=Metastasierung). Die
jeweiligen Therapiemafinahmen zur Heilung der Erkrankung beziehungsweise Verlang-
erung der Uberlebenszeit beinhalten je nach Tumorstadium endoskopische und
operative Madglichkeiten, eine systemische Chemotherapie oder eine kombinierte
Radiochemotherapie. Auch entsprechende palliative Mafinahmen wie eine Stent-
Einlage oder Brachytherapie kénnen in Erwdgung gezogen werden.

Trotz unterschiedlicher Therapiemodalitaten ist das Adenokarzinom des Osophagus
weiterhin eine Tumorerkrankung mit hoher Letalitat, so betragt die 5-Jahres-Uberlebens-
rate je nach Tumorstadium nur ca. 20%%l, Umso wichtiger erscheint nach dem hier
aufgeflihrten Pathomechanismen die Pravention der Tumorentstehung durch Reduktion
der Anzahl der Erkrankungen an GERD sowie die friihzeitige Diagnostik einer Barrett-

Dysplasie mit entsprechenden TherapiemalRnhahmen.

1.1.2.4. Therapie

Die Therapie der GERD besteht aus verschiedenen Saulen: zu Beginn sollte jedem
Patienten geraten werden, die mdglichen individuellen Risikofaktoren fir das Auftreten
der Refluxbeschwerden zu verringern (siehe Kapitel 1.2.8.), insbesondere sei hier auf
das Erreichen einer Gewichtsreduktion bei Adipositas® 471 sowie das Schlafen mit
erhéhtem Oberkorper durch das Verwenden mehrerer Kissen? 211 hingewiesen. Zudem
wird beispielsweise durch ein Vermeiden von spater Nahrungsaufnahme kurz vor dem
Zubettgehen eine Verbesserung der Symptomatik erhofftl*2% 1851 wofiir jedoch noch
keine belegenden Studien vorliegen.

Eine generelle Diatempfehlung kann nicht gegeben werden, jedoch sollte individuell die
Aufnahme triggernder Nahrungsmittel bzw. der Konsum von Nikotin vermieden
werdent30: 59 65, 120. 1571 | einer kurzlich veroffentlichten Studie konnte auch eine signifi-

kante Besserung der Refluxbeschwerden durch eine gezielte Atemtherapie der
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betroffenen Patienten gezeigt werden, wobei bisher noch unklar ist, durch welchen

direkten Mechanismus es hierbei zur Symptomlinderung kommt (631,

Sollten diese Veranderungen des Lebensstils nicht zur Linderung der Symptome
beziehungsweise histologisch nachweisbarer Reduktion der ERD fiihren, wird die medi-
kamenttse Therapie, vorzugsweise mit Protonenpumpeninhibitoren oder H;-Rezeptor-

anatgonisten, empfohlenl0. 123.234.244] (sjehe Kapitel 1.5.5).

1.1.3. Extradsophageale Manifestationen von Reflux

In den letzten Jahren konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass der Osophagus
bei weitem nicht das einzige Organ des Menschen ist, welches durch den retrograden
Transport von saurem Mageninhalt pathologisch verandert werden kann. So wird der
nach proximal aufsteigende Reflux unter anderem auch als mégliche Ursache der
Symptomatik von chronischem Husten*'? 78 Asthmaerkrankungen®” 2971 Zahn-

erosionen!®® oder Formen der Laryngitis™!# 2°° angesehen.

1.1.3.1. Chronischer Husten

Es wird angenommen, dass chronischer gastroésophagealer Reflux zu einer vagalen
Stimulation des distalen Osophagus fiihrt und somit durch einen 6sophago-bronchialen
Reflex ein chronischer Hustenreiz verursacht werden kannB” 12 Erhalten diese
Patienten eine Antireflux-Therapie, kommt es zum Sistieren der Beschwerden bei bis zu
75% der Betroffenen, wie Irwin et al. in ihrer Arbeit zeigen konnten(*12],

In einer anderen Studie wurden 152 Patienten, welche unter unspezifischem chroni-
schen Husten litten, untersucht. Bei 56 der Patienten (37%) konnte eine GERD als
Hauptursache des Hustens diagnostiziert werden, 24 der Betroffenen verhalf die
alleinige Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren zur signifikanten Besserung der
Beschwerden. Nach Erweiterung der Therapie, wie Etablierung einer Medikation mittels
Prokinetika oder H»>-Blockern, konnte der Anteil der erfolgreich therapierten Patienten

auf 79% erhoht werden7®!,

1.1.3.2. Asthma

Unter den an Asthma Erkrankten leiden je nach Studie 14-82% zusatzlich an einer

GERDI#2 50. 96,124,209, 235] Dje bedeutenden Unterschiede der weit auseinander liegenden
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Zahlen hierbei liegen unter anderem an noch immer ungenauen und nicht eindeutig

standardisierten Definitionen der GERD sowie sichtbaren geografischen Differenzen.

Der Pathomechanismus des Zusammenhangs der Asthmaerkankung und des gastro-
0sophagealen Refluxes ist noch Forschungsgegenstand, es wird jedoch davon ausge-
gangen, dass durch rezidivierende Mikroaspirationen von saurer Flissigkeit eine
erhdhte bronchiale Reagibilitat entsteht und in Folge dessen durch einen erhdhten

vagalen Tonus die spezifische Asthma-Symptomatik hervorgerufen wird®®: %I,

1.1.3.3. Zahnerosionen

Schroeder et al.'®® untersuchten 1995 in einer klinischen Studie 12 Patienten, welche
unter idiopathischen Zahnerosionen wie Plaques, Zahnfleischschaden oder verfaulten
und ausgefallenen Zéhnen litten, hinsichtlich des Auftretens von gastrodsophagealen
Reflux. Bei 83% (10 von 12) konnte dieser mittels pH-Metrie bestatigt werden. Pace et
al.l*s8 werteten insgesamt 17 Studien aus, welche sich mit dem Auftreten von GERD bei
Patienten mit massiven Zahnerosionen trotz regelmaRiger Mundhygiene befassten und
kamen zu einer medianen Pravalenz der GERD von 32,5% mit einer Verteilung der
Werte zwischen 21% und 83%.

1.1.3.4. Laryngitis

Gelangt rezidivierend saurer Mageninhalt nach proximal bis hinauf in den Larynx, kann
es dort zur Entwicklung einer Inflammation komment’® 128 129 Da die empfindliche
Schleimhaut des Larynx bereits durch kurze Expositionszeiten und kleine Mengen der
Saure geschadigt werden kanni®®°l gestaltete es sich bislang schwierig, beweisende
Studien Uber eine Korrelation der GERD sowie den Symptomen des sogenannten

laryngopharyngealen Refluxes durchzufihren (siehe nachstes Kapitel).
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1.2. Laryngopharyngealer Reflux

1.2.1. Definition

Als laryngopharyngealen Reflux bezeichnet man bisher den zu Symptomen filhrenden
retrograden Transport von saurem oder nicht saurem Mageninhalt Gber den proximalen
Osophagus hinaus bis hin zu laryngealen und pharyngealen Strukturen*?®l, Kiirzlich
wurde die Definition erweitert und auch die Reizung der oberen Atemwege mitein-
geschlossen. Haufig beobachtete Symptome sind unter anderem Heiserkeit, ein Globus-
geflihlim Rachen, chronischer Husten oder auch Gbermagiges Rauspern, welche jedoch
nicht pathognomonisch fir den LPR sind und somit eine klinische Diagnose

erschwerenl?8. 128, 218]

1.2.2. Epidemiologie

Aussagen Uber die exakte Pravalenz des laryngopharyngealen Refluxes sind schwer zu
tatigen, da die Kriterien um einen LPR zu diagnostizieren, haufig variieren und schwer
zu standardisieren bzw. vergleichbar sind. Hicks et al.l%! untersuchten 105 freiwillige,
gesunde Individuen auf Anzeichen von laryngopharyngealen Verdnderungen welche
durch einen Reflux versursacht werden konnten, und konnten bei bis zu 86% der
Laryngoskopierten solchen Befunde feststellen. In einer Metaanalyse von Studien,
welche oropharyngeale pH-Messungen durchfiihrten, wurde hingegen bei 10-60% der
Individuen ein LPR festgestellt??: 50, Ozturk et al. untersuchten in ihrer Studie 43
Patienten welche unter Heiserkeit litten, sowie 20 gesunde Individuen mittels 24-
Stunden-pH-Metrie und konnten in der ersten Gruppe bei 62,8% einen LPR
diagnostizieren, wohingegen in der Gruppe der Gesunden lediglich bei 30% ein
laryngopharyngealer Reflux festgestellt wurdel*¢7,

Unter allen Patienten, welche sich in Hals-Nasen-Ohren-Praxen vorstellen, leiden laut
Koufman et al. ca. 10% unter Symptomen oder Befunden, welche durch einen laryngo-
pharyngealen Reflux verursacht werden kénnen(8 130. 2301 gyt Toohill et al. sind es

immerhin 4%[38. 2241,

1.2.3. Pathomechanismus

Der Pathomechanismus, welcher zur Entstehung der Beschwerden des laryngopharyn-

gealen Refluxes fuhrt, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden und lasst noch immer
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viele Fragen offen. Vor allem fur die betroffenen Patienten wére ein vollstéandiges
Verstandnis der Entstehung dieser Symptomatik sehr bedeutend, da die aktuell
empfohlene Therapie des LPRs weiterhin keine zufriedenstellenden Ergebnisse zeigt.
Die bisher am weiten verbreitete Theorie der Krankheitsentstehung geht von einer
Larynxschadigung durch gastroésophagealen Reflux aus, wobei eine fehlende
Korrelation von LPR und GERD beschrieben wurde und diese Hypothese somit in Frage

zu stellen ist2% 2271,

1.2.3.1. Unterscheidung LPR und GERD

Der laryngopharyngeale Reflux wird, wie zuvor erwahnt, zu den atypischen Refluxer-
krankungen gezabhlt, die in ihrer klinischen Manifestation Unterschiede zu den typischen
Refluxbeschwerden aufweiseni?®3, Zum einen wurden bei Patienten, welche an einem
LPR leiden, weniger oft Sodbrennen (nur ungefahr bei 40% der Patienten) oder eine
histologisch darstellbare Inflammation des Osophagus nachgewiesen, wahrend diese
jedoch die Hauptmerkmale einer GERD darstellen(t?8: 129,166, 241]

Des Weiteren weichen die klinischen Prasentationen der Symptome voneinander ab:
wahrend Refluxepisoden bei der GERD vor allem postprandial in liegender Position
auftreten und auf eine Storung des unteren Osophagussphinkters zuriickzufiihren sind,
manifestiert sich der laryngopharyngeale Reflux hauptsachlich in aufrechter Haltung und
unabhangig von der Nahrungsaufnahme [128 129. 173, 208, 241] - 7,;55t7lich konnte gezeigt
werden, dass typische bei der GERD auftretende Merkmale, wie die gestdrte Motilitét

des Osophagus und die verminderte 6sophageale Clearance, beim LPR fehlenft’s: 1761,

1.2.3.2. Besonderheiten des Larynx

In Folge der unterschiedlichen Funktionen von Larynx und Osophagus bestehen einige
histologisch nachweisbare Unterschiede zwischen den dort jeweils vorkommenden
Epithelien, was sich auch in Hinblick auf die Resilienz gegeniiber der Exposition mit
Mageninhalt bzw. Saure beobachten lasst.

Die funktionelle Morphologie des Larynx erklart ein Fehlen der nattrlichen Clearance-
mechanismen, welche einen eventuellen Reflux zeithah beseitigen wirden. Daher
konnte gezeigt werden, dass in der Larynxmukosa bereits drei Refluxepisoden pro
Woche zur Ausldsung einer entsprechender Symptomatik fihren kénnen, wahrend im
Osophagus bis zu 50 Episoden einer Saureexposition taglich als physiologisch

angesehen werden!128 129, 173],
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Bulmer et al. untersuchten in ihrer Arbeit von 2010 in vitro die Auswirkung von Saure
und inshesondere Pepsin auf die Larynxschleimhaut von Schweinen und konnten besta-
tigen, dass das in Reflux vorkommende Pepsin auch bei hoheren pH-Werten (zwischen
Werten von 4 und 6), welche nicht mehr direkt schadigend auf die Mukosa einwirken,
dennoch indirekt eine Veranderung der Zellen bewirkt3,

In Kombination mit den fehlenden Clearancemechanismen im Larynx wirde dies
bedeuten, dass eventuell nur kurz auftretende Refluxepisoden gravierende Schaden der
Mukosa zur Folge haben kdnnen. Zuletzt sei noch auf die unterschiedliche zellulare
Expression von Carboanhydrasen im Epithel von Larynx und Osophagus hingewiesen,
Enzyme welche fir die Aufrechterhaltung eines stabilen pH-Werts im lokalen Milieu
verantwortlich sind. Erstaunlicherweise konnten einige Autoren zeigen, dass eine abwei-
chende Reaktion der jeweils vorkommenden Isoenzyme bei Refluxpatienten besteht: die
reaktive Hochregulation der Enzymexpression in Folge eines stark verminderten lokalen
pH-Werts bleib in den Zellen des Larynx aus, wahrend dieser natirliche Schutz-
mechanismus in Zellen des Osophagus besteht*? 1161,

1.2.3.3. Mdgliche Ursachen der Entstehung von LPR

Wie zuvor beschrieben, ist der genaue Pathomechanismus der Erkrankung bisher noch
unklar, wobei gezeigt werden konnte, dass sowohl direkte Mechanismen, wie beispiels-
weise die Auswirkung von Saure oder Pepsinltt: 33.116.129.173] ‘3|5 gquch indirekte Mecha-
nismen, wie beispielweise vagale Reflexe, zur Entstehung der Symptome bei laryngo-
pharyngealem Reflux fiihren konnen*33, Verschiedene mdogliche Pathomechanismen

werden derzeit in klinischen und experimentellen Studien untersucht:

Oropharyngealer pH-Abfall durch saureproduzierende Bakterien

Haukioja et al. erforschten 2008 in vitro die resultierenden pH-Veranderungen, welche
durch oropharyngeal vorkommende, probiotische Bakterien (beispielsweise Lakto-
bazillen) durch die Verstoffwechselung verschiedener Zucker entstehen konnen*%!, Sie
konnten zeigen, dass einige Bakterienstdmme, vor allem in Gegenwart von Glucose,
einen signifikanten Abfall der lokalen pH-Werte bewirken, welcher eventuell als mdgli-
cher Pathomechanismus fir die Entstehung der laryngopharyngealen Symptome

angesehen werden kann.
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Heterotrophe Magenschleimhaut

Eine kongenitale heterotrophe Magenschleimhaut im oberen Osophagus kann zu
Symptomen des laryngopharyngealen Refluxes fiihren!®> 259, wie unter anderem Chong
et al. in ihrer klinischen Studie zeigten: endoskopisch wiesen sie im Rahmen einer OGD
bei 5,6% von 462 Individuen eine heterotrophe Magenschleimhaut im Osophagus nach.
In der Gruppe dieser 26 Patienten waren in den vorausgegangenen 12 Wochen bei 73%
Symptome des laryngopharyngealen Refluxes aufgetreten, wéhrend unter den weiteren
436 (ohne Nachweis einer heterotrophen dsophagealen Magenschleimhaut) lediglich
26% von solchen Beschwerden berichtetents,

Basseri et al. berichteten vom Fall einer jungen Patientin, welche im Alter von 22 Jahren,
ohne dem Vorhandensein von externen Risikofaktoren wie Rauchen oder regelmaRigem
Konsum von Alkohol, an einem Larynxkarzinom erkrankte. Noch Jahre spéter, trotz
Durchfuhrung einer Fundoplikatio nach Nissen, persistierten die Symptome des
atypischen Refluxes wie Asthma, Heiserkeit oder Sodbrennen und beeintrachtigten das
Leben der jungen Patientin erheblich. Endoskopisch wurde schlief3lich eine heterotrophe
Magenschleimhaut im proximalen Osophagus, bei vollig unauffalliger distaler Speise-
réhre, diagnostiziert und nach Entfernung selbiger konnte ein Sistieren der oben
beschriebenen Symptome beobachtet werden*”],

An Hand dieses Falles lasst sich zeigen, welch schwerwiegendes Ausmal das Vorliegen
einer heterotrophen Magenschleimhaut flr den jeweiligen Patienten aufweisen kann,
sodass es unabwendbar ist, zumindest differentialdiagnostisch an solch eine Pathologie
bei den betroffenen Patienten zu denken, insbesondere da die endoskopisch feststell-

bare Pravalenz hierfur zwischen 1 und 10% angegeben wird®: 27 113, 217],

Laryngeale Expression der H*K*-ATPase

Roussa et al. wiesen bereits im Jahre 1998 immunhistochemisch eine laryngeale
Expression der H'K*-ATPase in Tieren nach, jedoch konnte ihr damals noch keine
genaue klinische Bedeutung zugeordnet werden(*®!: 192 Wenige Jahre spater begannen
Altman et al. auch menschliches Larynxgewebe zu untersuchen. Im Jahre 2003 verof-
fentlichten sie ihre Arbeit, in welcher sie laryngeales Gewebe einer mannlichen und
weiblichen Leiche auf die Expression der H*K*-ATPase erforscht hatten. Bei beiden
konnte mittels IHC der Nachweis von Protonenpumpen in den submukésen Drisen des
Larynx prasentiert werden®l.

Nur zwei Jahre spéter konnten sie ihre zuvor durchgefihrte Pilotstudie bekraftigen und

publizierten die Ergebnisse von 15 immunhistochemisch untersuchten Laryngen (nach
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Laryngektomie): in 93% (14 Laryngen) konnten mit Hilfe dieser Methode beide Unterein-
heiten der H*K*-ATPase nachgewiesen werdent®,

Herrmann et al. analysierten in ihrer Publikation die Expression der H'K*-ATPase in
samtlichem menschlichen Gewebe und konnten im Larynx ebenfalls eine leicht Erho-

hung der a-Untereinheit, nicht jedoch der B-Untereinheit, zeigen!*®Z,

Weitere Fragen bezlglich der Pathogenese des LPRs kamen auf, als eine Arbeitsgruppe
in einem Kollektiv von 97 Patienten mit laryngopharyngealen Symptomen klar zeigen
konnte, dass bei 50 Patienten (52%) in der dualen pH-Messung zwar ein Abfall des
oropharyngeal gemessenen pH-Werts gesehen werden konnte, wéhrend bei nur 33%
(32 Patienten) ein signifikanter Abfall des pH-Werts im distalen Osophagus auftrat?49,
Eine Entstehung der laryngopharyngealen Symptome durch einen gastrodsophagealen

Reflux war somit anzuzweifeln.

Eine &hnliche Beobachtung konnten auch Becker et al. mit einer 2012 vero6ffentlichten
Studie beschreiben: In einer erstmals kombinierten Untersuchung aus oropharyngealer
pH-Messung mittels Dx-pH Messung sowie herkdmmlicher, 6sophagealer pH/MII-
Messung stellten sie fest, dass die Korrelation zwischen dem Auftreten eines oro-
pharyngeal gemessenen pH-Abfalls und jenem des proximalen Osophagus nur sehr
gering ist: in Zusammenhang mit den 6sophageal gemessenen Refluxepisoden kam es

nur bei 10,6% der Ereignisse zu einem korrelierenden pharyngealen pH-Abfall.

Wirden die Symptome des LPRs in Folge eines Refluxes durch sauren Mageninhalt
entstehen, so misste eine Episode von niedrigen pH-Werten im Larynx mit einem mess-
baren Reflux in den proximalen Osophagus korrelieren. Dies war jedoch bei lediglich
36,8% der beobachteten Ereignisse zu erkennen. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass eine Symptomverbesserung der an LPR leidenden Patienten welche pathologische
Ergebnisse in der oropharyngealen Dx-pH Messung aufzeigten, durch die Einnahme von
Protonenpumpeninhibitoren nur in 16,6% erreicht wurde, sodass die mdgliche Patho-
genese der laryngopharyngealen Symptome auf Grund von gastroésophagealem Reflux
in Frage zu stellen ist. Stattdessen konnte eine lokale Entstehung von S&ure, wie
beispielsweise durch eine laryngeale Expression der H*K*-ATPase oder saure-

produzierende Bakterienstamme, diese klinische Symptomatik hinreichend erklarenf?Y,
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1.2.4. Klinische Manifestationen

Sowohl klinische Symptome als auch laryngoskopisch feststellbare Veranderungen der
Schleimhaut kénnen bei den Erkrankten beschrieben werden und nicht selten resultiert
hieraus eine belastende Einschrankung der Lebensqualitat der betroffenen Patienten®Y,

1.2.4.1. Symptome

Auffallend ist zunéchst, dass im Gegensatz zur Symptomatik der gastroosophagealen
Refluxerkrankung, vor allem tagstber und in aufrechter Haltung entsprechende
Beschwerden auftreten, jedoch nur von wenigen der Betroffenen ein typisches Sod-
brennen berichtet wird"® 126. 1271 | aut Koufman et al. ist bei lediglich 43% der an LPR
leidenden Patienten ein solches Symptom zu beobachten*?8],

Zu den haufigsten klinischen Anzeichen des laryngopharyngealen Refluxes gehdren
chronischer Husten, Fremdkoérpergefihl im Hals, Heiserkeit oder Stimmstérungen,
Rausperzwang sowie milde Schluckbeschwerdenl?? 128. 172. 2181 - 7,satzlich berichten
einige Autoren Uber weitere Beschwerden wie Asthmaformen, chronische Sinusitiden
oder Halitosis?' 8. Bisher wird die Haufigkeit der an LPR erkrankten Patienten durch
die atypische Prasentation der Symptome noch stark unterschatzt, so wurde beispiels-
weise in einer Untersuchung von an Heiserkeit leidendenden Patienten festgestellt, dass
bei tiber 50% der Betroffenen die Beschwerden saureassoziiert warenl® 108,

Die typischen, bei LPR auftretenden Symptome sind, wie bereits erwahnt, leider nur sehr
unspezifisch und stellen sowohl diagnostisch als auch therapeutisch eine Schwierigkeit
fur die behandelnden Arzte dar. Belafsky et al. stellten zur Verbesserung der Diagnose-
sicherung sowie zur Einschatzung des Therapieerfolgs den ,Reflux Symptom Index’ vor,
welcher das Auftreten neun verschiedener Symptome im Verlauf des letzten Monats
befragt. Je nach Schweregrad und Haufigkeit kbnnen null bis finf Punkte vergeben

werden, sodass letztlich eine Verteilung von null bis 45 Punkten resultiert(??,

Tabelle 3 Reflux Symptom Index nach Belafsky et al.[?2

1. Heiserkeit oder Stimmprobleme 012345
2. Rausperzwang 012345
3. sehr viel Schleim im Hals oder postnasale Sekretion 012345
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4. Schwierigkeiten Nahrung, Flussigkeiten oder Tabletten zu
012345
schlucken
5. Husten nach Nahrungsaufnahme oder im Liegen 012345
6. Atembeschwerden oder Hustenanfalle 012345
7. Beschwerlicher oder lastiger Husten 012345
8. Fremdkdrpergefihl im Hals 012345
9. Sodbrennen, Brustschmerzen, Verdauungsstérungen oder saures 012345
Aufstol3en

1.2.4.2. Laryngoskopische Befunde

Um einen LPR zu diagnostizieren, wird unter anderem eine Laryngoskopie durchgefthrt.

Auffallende Befunde, welche bei refluxbedingten Schadigungen laryngopharyngealer

Strukturen auftreten kdnnen, werden unter anderem im ,Reflux Finding Score’ von

Belafsky et al. zusammen gefasst (je nach Befund Vergabe von null bis 26 Punkten)2?,

Tabelle 4 Reflux Finding Score nach Belafsky et al.[22 23]

1. subglottisches Odem

2 falls vorhanden

2. ventrikulare Obliteration

2 falls teilweise

4 falls komplett

3. Erythem / Hyperamie

2 falls im Bereich der Aryhdcker
4 falls diffus

4. Stimmlippenddem

1 falls gering, 2 falls mafig
3 falls ausgepragt

4 falls polypoid

5. diffuses Larynxddem

1 falls gering, 2 falls maRig
3 falls ausgepragt

4 falls obstruierend

6. Hypertrophie der hinteren Kommissur

1 falls gering, 2 falls maRig
3 falls ausgepragt

4 falls obstruierend

7. Granulome / Granulationsgewebe

2 falls vorhanden

8. zaher endolaryngealer Schleim

2 falls vorhanden
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1.2.5. Differentialdiagnosen

Auf Grund bisher noch nicht vollstandig standardisierter Diagnosekriterien, ist es bei
Patienten mit dem Verdacht auf Vorliegen eines laryngopharyngealen Refluxes umso
wichtiger, alle moglichen Differentialdiagnosen auszuschliel3en, hierdurch soll sowohl
eine Uber-, als auch eine Unterdiagnostik dieser Erkrankung vermieden werden und
insbesondere kénnen dadurch fakultative Prékanzerosen oder maligne Erkrankungen

frih diagnostiziert werden(??2),

1.2.6. Diagnostik

Wie bereits erwéhnt, existiert noch immer kein allgemein giltiger Goldstandard fur die
Diagnosestellung des laryngopharyngealen Refluxes. Meist wird auf Grund vorherr-
schender klinischer Symptomatik oder dem Nichtansprechen der Symptome auf eine
Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren der Verdacht auf einen LPR gestellt, welcher
durch die zusatzliche Durchfiihrung einer Laryngoskopie intensiviert werden kannf,

1.2.6.1. Klinische Diagnostik (Anamnese, Laryngoskopie)

Zunachst erfolgt eine anamnestische Abklarung der zuvor genannten Symptome, wobei
sich der Reflux Symptom Index von Belafsky et al. als geeignet erweisen konntel??,
Soweit mdglich, sollte auch eine Laryngoskopie durchgeflihrt werden, um typische
Veranderungen wie beispielsweise ein Odem des Larynx, der Stimmlippen oder Pseudo-
ulzera, festzustellen 55 106],

Jedoch wurde die geringe Korrelation zwischen der auftretenden Symptomatik im
laryngopharyngealen Bereich mit den laryngoskopisch sichtbaren Verdnderungen und
die geringe Standardisierung von einigen Autoren stark kritisiert, sodass endoskopische
Techniken zur Diagnosestellung einer Erkrankung an LPR in Frage gestellt werden!?5 28
181 Um die Reproduzierbarkeit der Erstellung pathologischer laryngopharyngealer
Befunde zu erhohen, sollte der Reflux Finding Score von Belafski et al.?®! angewandt
werden®® (siehe Kapitel 1.2.4.).

Des Weiteren wurde in Studien berichtet, dass insbesondere eine kombinierte
Anwendung des RFS und des RSI sowohl zur Diagnosestellung eines laryngopharyn-
gealen Refluxes als auch zur Kontrolle von Therapieerfolgen sinnvoll eingesetzt werden

kann(?2 182,
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1.2.6.2. Weitere apparative Diagnostik

Da die beiden oben genannten Diagnosekriterien, Anamnese und Laryngoskopie,
bedauerlicherweise weder eine hohe Spezifitdt noch eine hohe Sensitivitat aufweisen,
werden alternative Methoden gesucht, um einen LPR sicher nachzuweisen bzw. auszu-

schlie3en zu kdnnen:

pH-Metrie und Impedanzmessung

Um einen sauren oder nicht sauren Reflux in den Osophagus (und mdglicherweise auch
nach weiter proximal in den Larynx) festzustellen, eignet sich insbesondere die kombi-
nierte pH-Metrie des Osophagus mit einer Impedanzmessungi** 2% %9 Hierbei wird
neben der 24-stindigen pH-Messung in der Speiserdhre auch eine Messung der
Impedanz mit Hilfe mehrerer Elektroden durchgefuhrt.

Noordzij et al. wiesen in ihrer Studie eine mangelnde Korrelation zwischen dem Vorhan-
densein laryngopharyngealer Symptome und den messbaren Abfallen der pH-Werte in
der kombinierten pH- und Impedanzmessung nach!*®2, Ursachlich hierfur stellen sie
mehrere Hypothesen auf: eventuell konnte die Messung wahrend der 24 Stunden nicht
aussagekraftig genug sein, um zwischen an Refluxerkrankten und gesunden Individuen
zu unterscheiden. Da bereits eine geringere Menge an Saure schadigend auf die
Larynxmukosa wirkt*?8l kéonnte die durchgefiihrte Messung samt Auswertung der patho-
logischen Ergebnisse zu unspezifisch fur die sichere Diagnostik des laryngopharyn-
gealen Refluxes sein. Zudem verweisen sie auf mogliche Bias wie die Entstehung
ahnlicher Symptome eines LPR, beispielsweise in Folge eines ausgepragten Nikotin-
konsums.

Eine zusatzliche oropharyngeale pH-Messung mittels Dx-pH Metrie kdnnte patho-
logische Befunde zur Diagnosestellung des LPR zuverlassiger aufzeigen, aktuell ist ihr
Einsatz jedoch noch auf klinische Studien beschrénkt (siehe Kapitel 1.4.). In neueren
Studien wurde des Weiteren der Speichel von Patienten mit LPR untersucht, wobei ein
kirzlich veroffentlichtes Review eine Korrelation beziglich einer Pepsinerhéhung und
dem Auftreten von laryngopharyngealen Symptomen beschrieb®. Es zeigte sich
diesbeziiglich eine hohe Spezifitat bei jedoch nur niedriger Sensitivitat!*®. Auch hier ist
aktuell eine Beschrankung auf klinische Studien bestehend; wann und ob ein Einsatz

dieser Tests im klinischen Alltag mdglich ist, ist ebenfalls unklar.
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Molekulare und histologische Untersuchung

Veranderte Speichelkonzentrationen von EGF2, auffallend hohe Mengen an antigen-
prasentierendem CD1d und endogenem Glykophospholipid iGb3 in Larynxepithelien?*,
oder auch die verénderte Expression der Gene von beispielsweise TGF-f 1, VEGF,
CTGF, FGF-2, EGR-1, ATF-3, MMP-1 und MMP-224 konnten bisher bei an LPR
leidenden Patienten festgestellt werden und mogen, wenn vielleicht auch nicht als
diagnostisches, aber eventuell als therapeutisches Target, in Zukunft eine grof3e Rolle
spielen.

Betrachtet man zusétzlich histologische Veranderungen im Larynx dieser Patienten, so
wiesen unterschiedliche Arbeitsgruppen eine auffallende Verbreiterung interzelluléarer
Raume nach. Dieses Phanomen kann auch bei GERD Patienten in der Osophagus-
schleimhaut beobachtet werden!(8: 80 170. 183],

1.2.7. Komplikationen

Neben den bereits zuvor erwdhnten Befunden wie Stimmlippengranulomen,
subglottischen Stenosen oder auch Laryngospasmen, welche durch rezidivierende
Saureexposition des Larynxepithels entstehen und symptomatisch werden kdnnen,
diskutieren einige Autoren das gehaufte Auftreten von Larynxkarzinomen durch LPR,
speziell bei Patienten mit negativer Nikotin- und Alkoholanamnesel®3 152. 180,229, 238]

Morrison et al.’52 untersuchten sechs an Kehlkopfkarzinom erkrankte Patienten, welche
nie zuvor geraucht hatten und auch keinen regelmafigen Alkoholkonsum aufwiesen. Auf
Grund weiterer klinischer Details bestand der Verdacht, dass die Karzinomentwicklung
auf einen LPR rickzufihren sei. AulBerdem bemerkten sie in einer Gruppe von an
Kehlkopfkarzinom erkrankten Patienten mit negativer Nikotinanamnese eine hdhere
Pravalenz an Refluxereignissen (48%), als in einer Vergleichsgruppe von Kehlkopfkarzi-
nomerkrankten mit positiver Raucheranamnese (16%). Andere Autoren beschrieben die
Pravalenz von LPR bei Erkrankten mit Larynxkarzinomen mit 68%!*"®, 83,3%@®% und

sogar 87%.

1.2.8. Therapie

Nach aktuellen Forschungsergebnissen sollte die optimale Therapie des laryngo-
pharyngealen Refluxes aus einer Modifikation des Lifestyles des Patienten bestehen und
gegebenenfalls mit einer bis zu sechsmonatigen, hochdosierten Gabe von Protonen-

pumpeninhibitoren kombiniert werdenf#?: 6%,
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1.2.8.1. Allgemeine MalRnahmen

Da als Risikofaktor fir laryngopharyngeale Beschwerden unter anderem ein gastraler
Reflux bis in den proximalen Osophagus und den Larynx angesehen werden kann,
sollten all jene Verhaltensweisen vermieden werden, welche den Tonus des unteren
Osophagussphinkters verringern kénnen und somit das Risiko eines Riickflusses von
saurem oder nicht saurem Mageninhalt erhéhentel,

In einer Metaanalyse, welche 2006 verdffentlicht wurde, untersuchten Kaltenbach et.
al*?% 100 zuvor durchgefiihrte Studien hinsichtlich verschiedener MaRnahmen, um einen

gastrotsophagealen Reflux signifikant zu verringern:

Rauchen

Sowohl in klinischen Studien (mit Verwendung von Fragebdgen beziiglich des Auftretens
von Refluxsymptomen), als auch in der direkten Messung des pH-Werts im Osophagus,
konnte eine Assoziation von Refluxereignissen mit Nikotinkonsum gezeigt werden(4* 6%
119, 239].

Ein Verringern desselben kdnnte somit das Auftreten von Refluxepisoden verhindern,

was jedoch in einer Studie von Schindlbeck et al. nicht belegt werden konnte**7],

Alkohol
Der Konsum von Alkohol kann den gastrotsophagealen Reflux steigern und sollte somit

insbesondere bei diesen Patienten minimal gehalten werdent$2 121, 193, 236]

Schokolade

Eine geringe Assoziation zwischen dem Verzehr von Schokolade und dem Auftreten von
Refluxsymptomen scheint vorhanden zu sein, dies konnte bisher jedoch nur in kleinen
klinischen Studien beobachtet werden!*>® 2451, Es fehlen groRe randomisierte Studien,

welche diese Aussage verifizieren kénnen.

Kohlensédurehaltige Getranke

Es konnte gezeigt werden, dass durch kohlensdurehaltige Getrédnke der Reflux von
Magenséaure gesteigert werden kann!’3 149 allerdings fehlen auch hier weitere Studien,
welche die Reduktion der entsprechenden Symptome unter Karenz dieser Ausloser

beweisen konnen.
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Saure Getranke und Nahrungsmittel

Der Verzehr von Zitrusfrichten wird haufig mit dem Auftreten von Refluxbeschwerden in
Verbindung gebracht™, jedoch konnte bisher keine ausreichende Korrelation gezeigt
werden und auch bezugliches des Pathomechanismus der Gewebeschadigung bleiben
Unklarheiten wie Price et al. in einer Studie bewiesen: selbst ein Orangensaft mit zuvor
angehobenem pH-Wert auf 7 wirkt sich nach Kontakt mit dem Osophagusepithel negativ
auf die Refluxsymptomatik aus*’.

Koffein

Gleichermal3en weichen in Hinsicht auf den Verzehr von Kaffee und anderen koffeinhal-
tigen Getrénken die vorhandenen Studienergebnisse voneinander ab, so berichten unter
anderem Cohen et. al*” %8l von einem Zusammenhang der erwahnten Getranke mit

Refluxbeschwerden, wahrend andere Autoren dies nicht bekraftigen konnten(?s 213. 237,

Scharfe Speisen

Der Verzehr von scharfen Speisen gilt als beglnstigender Faktor der Refluxsymptome,
wurde jedoch bisher in keiner Studie untersucht.

Adipositas

Durch das Vorliegen von Adipositas (BMI > 30 kg/m?) wird das Auftreten von Reflux-
symptomen signifikant gesteigert!’® 154 155. 1601 dies konnte durch Messung des 6sopha-
gealen pH-Werts objektiviert werden%®, Im Umkehrschluss wiirde eine Gewichts-
reduktion eine Reduktion der auftretenden Refluxbeschwerden beglnstigen. Fraser-
Moodie et al.BY, ebenso wie Mathus-Vliegen et al.?*”l, konnten in klinischen Studien eine
signifikante Verringerung des gastro6sophagealen Refluxes nach einer Gewichts-
abnahme ihrer Patienten zeigen. Ubergewichtigen Personen, welche unter reflux-
assoziierten Symptomen leiden, sollte somit unbedingt eine langsame Gewichts-

reduktion empfohlen werden.

Spate Mahlzeiten vor dem Schlafen

Spéate Mahlzeiten (kurz vor dem Schlafen gehen) gelten als weiterer Risikofaktor fur die
Entwicklung einer Refluxerkrankung auf Grund von hierdurch resultierenden néacht-
lichem Reflux und verminderten pH-Werten im Osophagus. Auch diesbeziiglich fehlen

jedoch Studien, welche diese Hypothese bekraftigen kdnnent20: 1651,
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Schlafen mit flachem Oberkdrper

Durch flaches Liegen kann der Reflux von saurem Mageninhalt in den Osophagus
gesteigert werden: es konnte eine signifikante Reduktion des 6sophageal gemessenen
pH-Werts bei flach liegenden Individuen beobachtet werden®> 213, Den Patienten mit
Refluxbeschwerden sollte somit geraten werden, nachts mit erhdhtem Oberkorper zu
schlafen.

1.2.8.2. Medikamentdse Therapie

Die medikamentOse Therapie der Refluxerkrankung besteht, wie bereits erwahnt, in der
Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren, welche gegebenenfalls um eine zuséatzliche

Gabe von Antacida oder H,-Blockern erweitert werden kann(t6. 2461,

Protonenpumpeninhibitoren

Durch Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren wird die Produktion von Magensaure
reduziert (siehe Kapitel 1.5.), wodurch im Falle eines Refluxes von Mageninhalt weniger
saure Flussigkeit nach proximal in den Osophagus gelangt. Hierdurch wird erhofft, die
durch Reflux assoziierten Symptome und Komplikationen, nicht nur im Rahmen einer
GERD sondern auch moglicherweise beim Auftreten von laryngopharyngealen
Beschwerden, zu verringern bzw. zu verhindern*#®, In diversen Studien wurde versucht,
eine Verbesserung der Symptome des laryngopharyngealen Refluxes unter PPI-
Therapie gegenuber der Gabe von Placebopraparaten zu beweisen, was jedoch bisher
meist erfolglos blieb(64 69 163,214,230, 243] ' Andererseits konnten Arbeitsgruppen wie Lam et
al. sowie Reichel et al. neben einem Placeboeffekt doch einen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der auftretenden Symptomatik und teils auch der objektivierbaren Unter-
suchungsergebnisse in der Laryngoskopie durch die Therapie mit den Protonenpumpen-
inhibitoren Esomeprazol, Lansoprazol und Rabeprazol zeigen!®® 135 182],

Einige Autoren weisen darauf hin, dass auf Grund der erhdhten Empfindlichkeit der
Larynxmukosa im Gegensatz zur Mukosa des Osophagus, eine intensivierte und

prolongierte Therapie mit PPIs (3-6 Monate) erfolgversprechender sein konntel?? 88 95
129, 171]

H2-Blocker
Eine zusatzliche Therapieoption stellen H:-Antagonisten dar: durch Blockade des
Histamin-Rezeptors der Parietalzellen in der Magenschleimhaut wird die Bildung von

Magenséaure reduziert und somit ebenfalls ein positiver Effekt auf die Refluxsymptomatik
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erhofftl’2 129. 186, 247] ' Bisher gibt es allerdings nur wenige Studien, in welchen die direkte
Wirkung der Hz-Antagonisten in Hinblick auf laryngopharyngeale Beschwerden unter-
sucht wurde. Eine dieser Studien ist die Arbeit von Park et al.: jeweils 30 an einem LPR
erkrankte Patienten wurden flr zwei Monate entweder mit einer PPI-Monotherapie oder
mit einer Kombinationstherapie aus PPI und Hz-Antagonist therapiert. Nach Ablauf der
2 Monate konnte in beiden Gruppen bei jeweils 50% (15 Patienten) eine signifikante
Linderung der Beschwerden (definiert als eine Symptomreduktion um 50% ausgehend
von der Baseline) gezeigt werden. Somit war kein Unterschied in Hinblick auf die
Einnahme eines H.-Antagonisten zu beschreiben*"%,

Antacida

Eine andere, seltener eingesetzte Option zur Behandlung von typischen und atypischen
Refluxbeschwerden stellen unterschiedliche Formen von Antacida dar. McGlashan et al.
untersuchten in einer Pilotstudie die Wirksamkeit eines Antacidums (Gaviscon®
Advance) bei Patienten mit diagnostiziertem LPR in der Hoffnung, hierbei zufrieden-
stellendere Ergebnisse als durch die beiden zuvor genannten Therapieoptionen zu
erlangen: sie konnten eine signifikante Besserung der klinischen Symptome (im Reflux
Symptom Index) sowie der laryngoskopisch kontrollierten Befunde (mittels Reflux
Finding Score) in der Gruppe der mit diesem Antacidum behandelten 24 Patienten im

Vergleich zu den 25 Patienten der Kontrollgruppe (keine Therapie) zeigen*#el,

1.2.8.3. Operative Therapie

Einige Autoren empfehlen auch bei diesen, von laryngopharyngealem Reflux
betroffenen Patienten, im Falle eines konservativen Therapieversagens die chirurgische
Durchfuhrung einer Fundoplikatio nach Nissen (360° Manschette) oder Toupet (270°
Manschette, Gastropexie)!*25 249,

Eine von Sahin et al. vertffentlichte Studie beschreibt in Folge laparoskopischer Anti-
reflux-Operationen eine signifikante Reduktion der klinischen Symptome (gemessen
anhand der bereits erlauterten Scores RSI und RFS): praoperativ wurde bei 41 Patienten
mit laryngopharyngealem Reflux ein mittlerer RSI von 22,8 + 7,4 Punkten ermittelt,
wahrend dieser postoperativ auf 12,9 + 6,4 Punkte gesenkt werden konnte. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch mittels Dokumentation des RFS gezeigt werden, so lag dieser
innerhalb des untersuchten Patientenklientels préoperativ bei 10,6 + 2,3 Punkten und

wurde postoperativ mit deutlich riicklaufigen 6,9 + 2,0 Punkten berechnet%,
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1.2.8.4. Endoskopische Therapieverfahren

Minimalinvasive, endoskopische Therapieverfahren konnten eine Alternative zur
monate- bis jahrelangen PPI-Einnahme und zur, wenn auch laparoskopisch durch-
fuhrbaren, aber weiterhin invasiven, operativen Therapie mittels Fundoplikatio
darstellen. Aufgefihrt werden hier unter anderem die bei der GERD untersuchten
Moglichkeiten der endoskopischen Injektionstherapie in den unteren Osophagus-
sphinkter (Muscularis oder Submucosa) mittels Enterxy™® 174 oder Plexiglas-
Microspharent’®l, wobei furr beide Methoden kaum klinische oder experimentelle Daten
vorliegen und entsprechende Studien aktuell noch fortgefiihrt werden. Die endoskop-
ische Applikation von Radiofrequenzenergie ist eine weitere Therapieoption, wobei hier
der genaue Wirkmechanismus noch ungeklart ist und auf eine Reduktion der Frequenz
transienter Sphinkterrelaxationen zuriick zu filhren sein kénnte. Die Erfolgsquote
(gemessen an einem Absetzen der zuvor bendétigten PPI-Therapie sechs Monate nach
Intervention) lag in einer Studie von 47 untersuchten Patienten bei 87% [22°, Weitere
alternative Verfahren stellen die endoskopische Gastroplicatiol’”) und die endoskopische
intraluminale Valvuloplastik (kombiniert endoskopisch und laparoskopisch)®® dar, wobei
beide technisch sehr aufwéndig beschrieben werden und teils nur tierexperimentelle

Studien vorliegen.
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1.3. Der Larynx

1.3.1. Aufbau

Zwischen der menschlichen Trachea, welche Atemluft von der Lunge weg, bzw. zur
Lunge hin transportiert und dem weiter oral gelegenen Pharynx liegt der Larynx
(Kehlkopf)[*2,

1.3.1.1. Makroskopischer Aufbau

Der Larynx besteht hauptséachlich aus Knorpeln, welche durch verschiedene Ligamente,
fibrose Membranen und zahlreiche Muskeln (innerviert durch den Nervus Vagus), mitei-
nander verbunden sind. Die arterielle und vendse Versorgung des Larynx geschieht
durch die Vasa laryngea superiores et inferoires!?'2,

1.3.1.2. Histologischer Aufbau

Fast der gesamte Larynx ist von einer kontinuierlichen, hochsensiblen Schleimhaut aus-
gekleidet, welche durch ein pseudostratifiziertes, respiratorisches Epithel mit Zilien
gebildet wird. Das Epithel der Stimmfalten unterscheidet sich jedoch hiervon: durch die
mechanische Belastung der Stimmfalten, handelt es sich hier um ein mehrschichtiges,
unverhorntes Plattenepithel. Zusatzlich kommt jenes mehrschichtige, unverhornte
Plattenepithel auch an den Ubergangen zum Hypopharynx und der oralen Oberseite der
Epiglottis vor, da es durch den Nahrungsbrei beim Schluckvorgang hier ebenfalls zu
einer ausgepragten Beanspruchung der Schleimhaut kommt. Mukdse Drisen sind vor

allem auf der oralen Epiglottisseite sowie in den aryepiglottischen Falten vorhanden(?!2],

1.3.2. Funktion

Die Funktion des Larynx besteht unter anderem darin, die Atemwege beim Schluckakt
abzuschlieRen, um ein Eindringen von Nahrungsbrei in die Trachea zu verhindern.
AuRRerdem beinhaltet er eine Sphinkterfunktion um die Ventilation der Lunge durch Weit-
bzw. Engstellung zu regulieren. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass ein festes
Zupressen der Epiglottis den intrathorakalen Druck deutlich erhéhen kann, was bei
starker korperlicher Anstrengung, wie beispielsweise beim Tragen von schwerer Last

oder wahrend des Geburtsvorgangs, eine Rolle spielt. Zu seinen bedeutsamsten
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Aufgaben gehort auRerdem die Grundlagenschaffung fur die wichtigste Methode der

menschlichen Kommunikation: die Sprachproduktion?'2,

1.3.3. Klinische Untersuchung

Der Larynx des Patienten kann durch verschiedene Methoden inspiziert werden. Zum
einen mit Hilfe eines Larynxspiegels oder durch flexible, nasale sowie starre, orale Endo-
skopie. Sichtbar sein sollten hierbei die Plicae vestibulares, die Plicae vocales sowie die
Rima glottidis. Des Weiteren koénnen die einzelnen Strukturen des Larynx bei
spezifischeren Fragestellungen durch bildgebende Verfahren wie Computertomografie

und Magnetresonanztomografie dargestellt werden?'2,
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1.4. Dx-pH Messung

Eine Weiterentwicklung der bisherigen, 6sophagealen pH-Messung in der Diagnostik der
Refluxerkrankungen, stellt die Restech™ Dx-pH Methode (Respiratory Technology
Corporation, San Diego, Kalifornien, USA) dar:

Abbildung 1 Dx-pH System zur oropharyngealen pH-Messung(?2°]

1.4.1. Unterscheidung zu bisherigen pH-Messungen

Der Dx-pH Katheter bietet die Moglichkeit, bei Patienten eine 24-48 Stunden
andauernde pH-Messung tiber den Osophagus hinaus im Rachen durchzufiihren und
somit minimal-invasiv eine laryngopharyngeale Saureexposition nachzuweisen!®* 215 2421,
Durch einen nasopharyngealen Katheter wird die pH-Sonde, welche zuvor in Losungen
mit pH-Werten von 4 und 7 kalibriert wurde, auf Hohe der Uvula platziert.

Die tropfenformige Spitze des Katheters enthélt ein LED-Licht zur Sicherstellung der
exakten Lage sowie den Sensor fur die pH-Messung, welcher aerosolisierte pH-Werte
im Abstand von 0,5 Sekunden (2 Hz) misst. Um festzustellen, ob eventuell detektierte
pH-Wert-Verdnderungen durch einen Reflux von (saurem) Mageninhalt begrindet
werden, sollte parallel hierzu eine distale, d.h. 5 cm oberhalb des unteren
Osophagussphinkters liegende, pH-Messung stattfinden®3, Die gemessenen Werte
werden mittels W-LAN an einen vom Patienten mitgefiihrten Rekorder gesendet und

kdnnen anschlie3end mit einer speziellen Software am Computer ausgewertet werden.
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\
1

Abbildung 2 Sonde der oropharyngealen Dx-pH Messung(?20]

1.4.2. Anwendung

Wie bereits erwahnt, bietet diese neuartige Methode ein minimal-invasives Verfahren um
eine Saureexposition des laryngopharyngealen Bereichs festzustellen?®, der Patient ist
wahrend der empfohlenen Messzeit von mindestens 24 Stunden kaum in seinem Alltag
eingeschrankt und das unaufwandige Verfahren kann schon bei Sauglingen und Klein-

kindern®! angewandt werden.

1.4.3. Auswertung der Untersuchung

Die mittels Dx-pH Messung dokumentierten pH-Werte zeigen eine eventuell vorhandene
Saureexposition im Larynx des Patienten und kdnnen somit zur Diagnose eines LPR
dienen: Sun et. al beobachteten einen geringen laryngealen pH-Wert-Abfall in gesunden,
asymptomatischen Patienten ?'° wobei die 95. Perzentile der gemessenen Werte

folgendermal3en lagen:

Tabelle 5 95. Perzentile gemessener pH-Werte nach Sun et al.[215]

pH-Werte distale Sonde oropharyngeale Sonde
<4,0 4,52% 0,02%
<5,0 10,91% ,33%)
<6,0 42,99% 21,41%
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In einer dhnlichen Studie untersuchten Feng et al. 29 gesunde Individuen (medianes

Alter 23 Jahre) mittels Restech™ Dx-pH Messung und stellten folgende Werte der 95.

Perzentilen festl’!:

Tabelle 6 95. Perzentile gemessener pH-Werte nach Feng et al.[’5]

pH-Werte oropharyngeale Sonde
<4,0 0,06%
<45 1,01%
<50 @
<55 27,32%

Chheda et al. untersuchten den laryngealen pH-Wert 20 gesunder asymptomatischer

Individuen(*3!:

Tabelle 7 95. Perzentile gemessener pH-Werte nach Chheda et al.[*3

pH-Wert oropharyngeale Sonde
<4,0 0,2%
<45 7,4%
<50 (10,7%)
<55 16,6%

2009 publizierten Ayazi et al. ihre klinische Studie, in welcher sie bei 55 gesunden und
asymptomatischen Individuen eine laryngeale pH-Messung mittels Dx-pH Methode
durchfuhrten und unterscheiden dabei zusatzlich zwischen liegend und in aufrechter

Position gemessener Wertel*?l:

Tabelle 8 95. Perzentile gemessener pH-Werte nach Ayazi et al.l!3]

pH-Wert liegend aufrecht
<40 1,26% 0,00%
<45 1,54% 0,00%
<5,0 @ @
<55 23,9% 0,133%
<6,0 55,1% 6,29%
<6,5 77,9% 32,9%
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Anhand der hier aufgezeigten unterschiedlichen Ergebnisse der jeweiligen Unter-
suchungen ist zu erkennen, dass die 95. Perzentilen der gesunden Normalbevdlkerung
durchaus voneinander abweicht. Dies kann unter anderem an unterschiedlichen Mess-
bedingungen liegen, sollte jedoch bei der Auswertung der jeweiligen pH-Werte in der
Diagnostik der Refluxerkrankungen unbedingt beachtet werden. Hinzuzufiigen sei auch,
dass eine isolierte Beachtung der oropharyngeal gemessenen pH-Werte ohne beglei-

tende klinische Symptomatik keine sinnvolle Aussage erbringen kann.
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1.5. H'K*-ATPase

1.5.1. Aufbau

Die H*K*-ATPase, ein oligomerer Heterodimer, gehort zur Familie der P.-Typ ATP-
asenl1%2 1% Sje wird aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt: einer groRen, katalyti-
schen a-Untereinheit!!® 103. 2041 \yelche mit ihren 10 transmembrandsen Teilen unter
anderem den lonenkanal des Enzyms und die Phosphorylierungsstelle der H*K*-
ATPasel’* 102 pildet, sowie einer kleineren, weniger bedeutenden B-Untereinheit!t93 184,
Als membranstandiges Enzym katalysiert sie die H*-Sekretion der Parietalzellen im

Magen!® 228],

1.5.2. Vorkommen

Die humane H*K*-ATPase wird zur Bildung von Salzsaure in den Parietalzellen des
Magens exprimiert. Herrmann et al. untersuchten in ihrer Arbeit sdmtliche Organe des
gesunden menschlichen Korpers bezlglich eines weiteren Vorkommens dieser
ATPasen’??, Es konnte eine geringe Expression der a-Untereinheit im Kleinhirn und in
den Nebennieren mittels TagMan PCR festgestellt werden, was jedoch mittels IHC und
Western Blot nicht bekraftigt werden konnte.

Eine Expression der a-Untereinheit in den Nieren konnte durch sie jedoch nicht bestétigt

werden, dies war zuvor von anderen Arbeitsgruppen entdeckt worden* 1311,

1.5.3. Funktion

Unter Verbrauch von ATP wird ein Kalium-lon in die Belegzelle des Magens transportiert.
Gleichzeitig gelangt ein Wasserstoff-lon aus der Zelle ins Magenlumen, um sich dort mit
einem Chlorid-lon, welches passiv ins Lumen gelangt, zu Salzsaure (H*CI) zusammen

zu lagern.
ATP + HZO + H+innen + K+aur5en — ADP + Pi + H+au|’$en + K+innen

Das Wasserstoff-lon wurde zuvor mit Hilfe der Carbonanhydrase innerhalb der

Belegzelle aus einem Molekll Wasser und Kohlenstoffdioxid gebildet:

H,O + CO, —» HCO3 + H*
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Das dabei ebenfalls entstehende Hydrogencarbonat-lon (HCOz3), kann nun gegen ein
Chlorid-lon mit dem Blutplasma eingetauscht werden. Durch den Mechanismus der
Rezirkluation gelangt das Kalium-lon wieder in das Lumen des Magens zuriick, sodass
ein Kreislauf ohne den Verlust von Kalium entstehen kann(®4,

H* + CI- — HCI

K+ Kt H Cr

Magenlumen

Y YR

>
ATP  ADP +P

H-O + CO, - HCO3 + Hf

/ \ Belegzelle des Magens \

Blut

HCOsz CI

Abbildung 3 HCI-Sekretion der Belegzellen des Magens

1.5.4. Regulierung der HCI-Sekretion

Die HCI-Sekretion der Parietalzellen des Magens wird durch unterschiedliche Mecha-
nismen aktiviert beziehungsweise inhibiert. So greifen unter anderem neurale, hormo-
nelle (vor allem Gastrin) und parakrine (z.B. Histamin, Somatostatin) Regulatoren dort
an, aber auch beispielsweise durch die mechanische Dehnung der Magenschleimhaut

in Folge von Nahrungsaufnahme kann die HCI-Sekretion gesteigert werden®9,
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1.5.5. Protonenpumpeninhibitoren

1.5.5.1. Wirkungsweise

Mit Entwicklung der Protonenpumpeninhibitoren ist es gelungen, medikamentds in die
Bildung der Magensaure einzugreifen. Durch irreversible Bindung an die a-Untereinheit
der H'K*-ATPase wird die Sekretion von Protonen ins Magenlumen verhindert, wodurch
weniger Salzsaure gebildet werden kann und der pH-Wert des Magens ansteigt!*02,

1.5.5.2. Indikation

Durch Beschreibung der Wirkungsweise von Protonenpumpeninhibitoren lassen sich
schnell Rickschlisse auf die Indikation der medikamentésen Therapie ziehen. So
kommen PPIs unter anderem zum Schutz der Schleimhaut von Osophagus, Magen und
Duodenum bei GERD, Formen der Gastritis oder Ulcera ventriculi bzw. duodenalis sowie

im Rahmen von Helicobacter pylori Eradikationschemata zum Einsatz 115 199,

1.5.5.3. Unerwiinschte Nebenwirkungen

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass trotz der zuerst angenommenen
wenigen, unbedeutenden unerwinschten Nebenwirkungen und der damit verbundenen
groRziigigen Verordnung der entsprechenden Medikamente, beispielsweise eine
signifikante Erhdhung der Rate an gastrointestinalen Infektionen und Pneumonien bei
Patienten unter einer PPI-Therapie beobachtet werden kann[t8 36. 104,109, 139]

Herzig et al. zeigen einen Zusammenhang von 0,9% der jahrlichen nosokomialen
Pneumonien in den USA mit einer Einnahme von PPIst% welche somit die
Todesursache von rund 33.000 Menschen jahrlich darstellen kdnnte. Auch eine bis zu
dreimal haufigere Rate an Gastroenteritiden mit Clostridium difficile*??, Campylobacter
species sowie Salmonellen wurde unter PPI-Medikation beschrieben*#* 232 Zyletzt
wurde auch die positive Korrelation hinsichtlich des vermehrten Auftretens von
Alzheimer Demenz unter Einnahme von PPI diskutiert, wobei dies nicht allein auf eine
nachgewiesene Malabsorption von Vitamin B12**4 zurlickzufiihren sei, sondern einem
weitaus komplexeren Pathomechanismus unterliegen kdnnte. Erforscht wird hierbei eine
erhOhte Bildung von Beta-Amyloiden in Folge der durch die Blut-Hirn-Schranke diffun-

dierten Protonenpumpeninhibitorent®®,
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In einigen Reviews wurde unter prolongierter PPI-Therapie (> ein Jahr) auf ein erhéhtes
Risiko fur das Auftreten von Frakturen der Wirbelsaule (40—-60%) sowie des Schenkel-
halses (20-62%) hingewiesen, wobei hierbei keine geschlechtsspezifische Haufung
gezeigt werden konntel’ 132. 136, 158] * 7jletzt sei noch auf eine weitere, sehr seltene,
jedoch schwerwiegende unerwiinschte Nebenwirkung hingewiesen: Simpson et al.
verotffentlichten Fallberichte Uber das Auftreten einer akuten interstitiellen Nephritis bei

15 Patienten in Folge der Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren(2°¢,
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1.6. Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Dissertation und der vorangegangenen klinisch-experimentellen Studie war
es, mit Hilfe standardisierter experimenteller Methoden, wie H.E.-Farbungen, immun-
histochemischer Diagnostik sowie real-time qPCR, eine mogliche (Uber-)Expression der
H*K*-ATPase in den Larynxbiopsien der an LPR leidenden Patienten nachzuweisen.
Eine zuvor beschriebene, mangelnde Korrelation beziiglich des Auftretens von gastro-
O0sophagealen Refluxepisoden (GERD) sowie laryngopharyngealen Refluxbeschwerden
und das schlechte Ansprechen der Symptome auf eine PPI-Einnahme stellt einen
direkten Zusammenhang der beiden Erkrankungen in Frage und lasst alternative
Hypothesen der Entstehung des laryngopharyngealen Refluxes Gegenstand aktueller
Forschungsprojekte werden.

Des Weiteren wurden diese experimentellen Gewebeanalysen erstmals mit der Unter-
suchung oropharyngealer pH-Werte sowie der 6sophagealen pH- und Impedanz-
messung kombiniert und die Ergebnisse mit den Symptomen der Betroffenen verglichen,
um somit eine mogliche Korrelation zwischen morphologischen Auffalligkeiten der
Larynxmukosa sowie den jeweils gemessenen pH-Werten und der klinischen Présen-
tation nachzuweisen. Parallel hierzu wurde die Symptomverbesserung der einzelnen

Patienten unter PPI-Therapie mit Hilfe klinischer Scores dokumentiert.
Die Klarung des Pathomechanismus, welcher zur Entstehung der laryngopharyngealen

Beschwerden flihrt, kdnnte wichtige Informationen liefern, um endlich den Erkrankten

eine effektive und standardisierte Therapieoption bieten zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten und klinische Untersuchungen

Nachdem die klinisch-experimentelle Pilotstudie durch das Ethikkomitee der
Technischen Universitat Minchen geprift und akzeptiert wurde, konnten im Zeitraum
zwischen Juni 2011 und Dezember 2012 zwanzig Patienten mit Symptomen einer
atypischen Refluxerkrankung im Sinne eines laryngopharyngealen Refluxes in die
Studie eingeschlossen werden (11 mannliche, Alter 40—78 Jahre). Die Patienten wurden
ausfiihrlich Uber die geplante Studie und die anonyme Erhebung ihrer Daten informiert,
woraufhin eine eventuell bestehende Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren fir
mindestens 14 Tage vor Einschluss in die Studie pausiert wurde.

2.1.1. Diagnose LPR

Zur Diagnostik des laryngopharyngealen Refluxes wurden in dieser Arbeit die beschrie-
benen klinischen Scores (Reflux Finding Score und Reflux Symptom Index)?? 23 ange-
wandt. Der RFS wurde ab Werten von 11 oder mehr Punkten als pathologisch
angesehen, wahrend der RSI ab einem Wert von 21 Punkten oder daruber als auffallig
gewertet wurde (siehe ausfuhrliche Erklarung Kapitel 1.2.4.).

2.1.2. OGD

In der Osophagogastroduodenoskopie wurde unter Sedierung mit Propofol (HEXAL®,
Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland) gemdal3 aktueller deutscher Behandlungs-
regelungen® bei den teilnehmenden Patienten eine manifeste erosive Reflux-
erkrankung, weitere makroskopisch sichtbare Komplikationen des gastrotésophagealen
Refluxes sowie ein malignes Geschehen ausgeschlossen. Zusatzlich wurden hierbei
Biopsien (Radial Jaw® 4 Biopsy Forceps, Boston Scientific) fur die spateren
histologischen und molekularen Untersuchungen der Studie aus dem postkrikoidalen

Bereich des Larynx entnommen.
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Abbildung 4 Endoskopie: postkrikoidaler Bereich des Larynx, Biopsieentnahme

2.1.3. Dx-pH Messung

Wie zuvor beschrieben, bietet die Dx-pH Messung eine sensitive, minimalinvasive und
fir den Patienten wenig unangenehme Methode zur Diagnostik pathologischer oro-
pharyngealer pH-Werte.

In dieser Studie wurde die Messung der oropharyngealen pH-Werte fir mindestens 22
Stunden im Abstand von 0,5 Sekunden (2 Hertz) gemaf Herstellerangaben durchgefihrt
(Respiratory Technology Corporation (Restech), San Diego, Kalifornien, USA) 2 131,
Zusétzlich wurden die Patienten gebeten, schriftlich die Uhrzeiten der eingenommenen
Mahlzeiten festzuhalten und zu dokumentieren, wann sie sich in liegender bzw. in auf-
rechter Position befanden, um eine mdgliche Korrelation mit den zu beobachtenden pH-
Wert-Reduktionen zu bestimmen. Ausgewertet wurden die Untersuchungsergebnisse

anschliel3end mit Hilfe einer entsprechenden Computersoftware.

2.1.4. pH- und Impedanz-Messung

Fur die pH- und Impedanz-Messung wurden herkdmmliche, multichannel intraluminale
Systeme verwendet, welche 6 Elektroden zur Impedanzmessung kombiniert mit einer
Sonde zur pH-Messung im Bereich des distalen Osophagus beinhalten (Tecnomatix
ZAN S 61 C 01 E, Sandhill Scientific, Highlands Ranch, Colorado, USA). Die pH-
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Messsonde wurde 5 cm Uber dem zuvor durch Manometrie lokalisierten unteren
Osophagussphinkter platziert. Die Sonden der Impedanzmessung befanden sich somit
ca. drei, funf, sieben, neun, 15 und 17 Zentimeter oberhalb des unteren Osophagus-
sphinkters. Auch diese standardisierte Messung wurde bei den jeweiligen Patienten fir
mindestens 22 Stunden durchgefiihrt. In zuvor publizierten Studien konnte gezeigt
werden, dass diese im klinischen Alltag etablierte Methode eine hohe Sensitivitat fir

sowohl sauren als auch nicht sauren Reflux bietet!!® 203 205],

2.1.5. Therapieversuch mit Protonenpumpeninhibitoren

Wie zuvor erwahnt, werden Patienten, welche unter (atypischen) Refluxbeschwerden
leiden, nach aktuellem Standard der Leitlinien mit PPIs therapiert®. Zur Diagnosestel-
lung einer Refluxerkrankung kann somit unter anderem die erfolgreiche Therapie der
Beschwerden mittels PPls dienen, einer ,Diagnosis ex juvantibus‘ entsprechend.
Verschiedene Studien zeigten jedoch unterschiedlichste Ergebnisse beziglich des
Therapieerfolgs bei Patienten mit LPR: teilweise konnte keine eindeutige Besserung der
Beschwerden unter Einnahme von PPIs im Vergleich zu Placebopréparaten gezeigt
werdent63 230. 243 “\wzhrend andere Autoren Uber eine signifikante Wirksamkeit der
Medikation berichten konnten(®®: 135 182],

Behandelt wurden die Patienten in dieser Studie mit dem géngigsten Préparat der
Protonenpumpeninhibitoren, Pantoprazol HEXAL® (Hexal AG, Holzkirchen, Deutsch-
land) fur mindestens drei Monate.
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2.2. Histologische und molekulare Untersuchungen

2.2.1. Materialien

Tabelle 9 Technische Gerate, verwendete Gegenstande und Verbrauchsmaterialien

AxioCam HR Carl Zeiss AG, Oberkochen

Beheizte Paraffinausgiel3station Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

(EG1150H)

Deckgléaser Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH &

Co. KG, Braunschweig

Einmalskalpell Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

Gewebeeinbettkassetten Medite GmbH, Burgdorf

Glasware Schott Duran® Schott AG, Mainz

HERAsafe® Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA

Homogenisator SilentCrusher M Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

MicroAmp™ Optical 96-Well Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA

Reaktionsplatte

MicroAmp™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA

Mikroskop Axio Imager.Al Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikrotom Microm HM355S Thermo Scientific, Walldorf

Mikrotom-Klingen Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

Mikrozentrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg

Mikrozentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg

Mikrowelle Siemens, Mlunchen

Minizentrifuge MCF-2360 LMS Consult GmbH & Co. KG, Brigachtal

Objekttrager Superfrost® Plus Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG, Braunschweig

Paraffin Streckbad Microm SB80 Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA

PCR-R6hrchen Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Reference®, Research® Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Pipettenspitzen ,safe seal’ (steril) Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldenburg

Reaktionsrohrchen (0,5ml, 1,5ml, 2ml) | Eppendorf AG, Hamburg

Spektrophotometer NanoDrop 1000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

StepOnePlus™ real-time PCR system | Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA

Thermocycler T1 Biometra GmbH, Géttingen

Tissue Processor ASP200 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
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Vortex Genius 3

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen

96-Well Magnetring Stander

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA

Tabelle 10 Chemische Materialien

Antigen Unmasking Lésung, pH 9

Vector laboratories, Burlingame, CA, USA

Avidin/Biotin Blocking Kit

Vector laboratories, Burlingame, CA, USA

DAB Peroxidase Substrate Kit, 3,3’-

Diaminobenzidin

Vector laboratories, Burlingame, CA, USA

dNTP-Mix (10 mM)

Applied Biosystem™, Warrington, United Kingdom

Eosin

Waldeck GmbH & Co KG, Minster

Ethanol, 100%

Merck KGaA, Darmstadt

Goat Serum (G9023)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Hamatoxylin

Merck KGaA, Darmstadt

MgCl:

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

MultiScribe™ Reverse Transkriptase

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Natriumacetat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Saline)
PCR Wasser Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Pertex® Medite GmbH, Burgdorf

QuantiFast® SYBR green PCR kit

Qiagen GmbH, Hilden

QuantiFast® SYBR® green PCR

master mix

Qiagen GmbH, Hilden

QuantiTect Rev. Transcription Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Random Hexamers

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

RDD Puffer (DNA digest buffer) Qiagen, Hilden
RLT Buffer (Lysis buffer) Qiagen, Hilden
RNAlater RNA Stabilization Reagent Qiagen, Hilden
RNasefreies Wasser Qiagen, Hilden

RNase Inhibitor

Applied Biosystem™  Warrington, United Kingdom

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

Roti® Histofix, 4%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Roti® Histol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
RPE Wash Buffer Qiagen, Hilden
RW1 Puffer Qiagen, Hilden

TagMan TR Buffer 10 x

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA
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TE-Puffer

AppliChem GmbH, Darmstadt

Tris Pufferan®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Vectastain® ABC Kit elite

Vector laboratories, Burlingame, CA, USA

Wasserstoffperoxid (H202), 30%

Merck KGaA, Darmstadt

2-Mercaptoethanol, 98%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Tabelle 11 Monoklonale Antikdrper der humanen Protonenpumpe fur IHC

H*K*-ATPase a-Untereinheit

1:285; D031-3, Clone 1H9,
MBL®international corporation (Woburn,
Massachusetts, USA)

H*K*-ATPase B-Untereinheit

1:285; D032-3, Clone 1B6
MBL®international corporation (Woburn,
Massachusetts, USA)

Tabelle 12 Zweiter Antikérper der Immunhistochemie (biotyniliert)

Anti-Maus Immunglobulin Ziege

(biotyniliert)

Vector Laboratories,

Burlingame, Kalifornien, USA

Tabelle 13 Verwendete Primer der real-time gPCR (humane H*K*-ATPase)

H*K*-ATPase Forward Primer CTTTGCCATCCAGGCTAGTGA
a-Untereinheit (5%-39) Tm 59°C
Reverse Primer GGTGACGACAACCACAGCAAT
(3-5% Tm 59°C
H*K*-ATPase Forward Primer CCAGGTGGGTGTGGATCAG
B-Untereinheit (5-39) Tm 58°C
Reverse Primer GAGGCACAGGGCGAAGAG
(359 Tm 58°C

Tabelle 14 Verwendete Primer der real-time qPCR (Cyclophilin A)

Cyclophilin A Forward Primer ATGGTCAACCCCACCGTGT
(5-3)
Reverse Primer TTCTGCTGTCTTTGGAACTTTGTC
(3-5)
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2.2.2. Untersuchungsprotokolle

2.2.2.1. Fixierung der Gewebebiopsien und Anfertigung von Paraffin-
blocken

Nach der, von den Patienten in schriftlicher Form eingewilligten Enthnahme der Biopsien
im Rahmen einer OGD, wurden jene Proben, welche spéater fiir die real-time gPCR
bendtigt wurden, zunachst fir 24 Stunden in RNA-Later Puffer bei 4°C im Kuhlschrank
gelagert und anschliel3end bei -20°C tiefgefroren. Jeweils eine weitere Biopsie pro
Patient verblieb nach der Entnahme fiir 24 Stunden bei 4°C in 4% Formaldehydlésung
und wurde anschlieRend in Gewebeeinbettkassetten in Ethanol gelagert, mit Hilfe des
ASP200 Tissue Processor (Leica Biosystem) dehydriert, in Paraffin gebettet und bei

Raumtemperatur ausgehartet.

2.2.2.2. Anfertigen der Paraffinschnitte

Mit Hilfe des Microtoms wurden aus den Paraffinblécken zwei bis drei um dicke Schnitte
der Biopsien angefertigt und mittels Pinzette, Rasierklinge und Pinsel auf ein ca. 50°C
warmes Wasserbad gelegt, um ein vollstandiges Entfalten der Schnitte zu gewéhr-
leisten. Nach einigen Minuten wurden diese dann mit herkdmmlichen Objekttragern aus
dem Wasser gefischt und fir einige Stunden zum Trocknen bei Raumtemperatur
aufgestellt. Es wurden aus jeder Biopsie mehrere Schnittserien, bestehend aus jeweils
zehn Schnitten im Abstand von 100 um angefertigt, um hierdurch eine Untersuchung der

gesamten Gewebeprobe zu erméglichen.

2.2.2.3. H.E.-Farbung

Nach dem Trocknen der Schnitte wurden nach géngigen und standardisierten
Protokollen Hamatoxylin-Eosin-Farbungen angefertigt, um die Morphologie und Histo-
logie des Gewebes darzustellen. Hierfir wurden die Biopsieschnitte zunachst fur 10
Minuten in Histo-Clear entparaffinisiert und anschlielend in einer Ethanol-Reihe
absteigend von 99%, 90% und 80% fir jeweils sechs Minuten dehydriert, um hierdurch
die Hydrophobie zu verringern. Nachdem die Schnitte dann eine Minute in destilliertem
Wasser lagen, wurden sie fur 25 Sekunden in Hamatoxylin getaucht und danach sofort
unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Zur Darstellung des Zytoplasmas und
weiterer alkalischer Zellbestandteile wurden die Schnitte daraufhin fur nur zwei

Sekunden in das saure Eosin eingetaucht und anschlie3end drei Mal fur jeweils 15
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Sekunden in destilliertem Wasser gewaschen. Um die Farbung zu fixieren wurde dann
die Ethanol-Reihe erneut durchgefuhrt, dieses Mal jedoch aufsteigend, also zunachst in
80% EtOH, dann in 90% EtOH und zuletzt in 99% EtOH (jeweils 30 Sekunden).
AbschlieRend lagen die Schnitte abermals fir sechs Minuten in Histo-Clear bevor sie

schlieB3lich durch Pertex mit Deckglasern luftdicht verschlossen wurden.

2.2.2.4. Immunhistochemie

In immunhistochemischen Untersuchungen lassen sich durch monoklonale Antikdrper
bestimmte Proteinoberflachenmerkmale von Zellen nachweisen. Die so genannten
Priméarantikorper binden hierbei an spezifische Epitope der Zelle und werden ihrerseits
daraufhin durch zweite, biotynilierte Sekundarantikbrper gebunden. In der
mikroskopischen Untersuchung der einzelnen Gewebeschnitte lassen sich somit durch
entsprechende braune Farbung indirekt Proteine der Zelloberflache nachweisen.

In dieser Arbeit wurden Antikdrper gegen die beiden Untereinheiten der humanen
Protonenpumpe (H*K*-ATPase) der Belegzellen des Magens verwendet. Als Positiv-
kontrolle dienten folglich Gewebeproben aus der Kardiamukosa des Magens, dem
physiologischen Expressionsort dieser Protonenpumpen. Um eine falsch-positive
Farbung auszuschlieen, wurden zudem Schnitte aus zuvor endoskopisch gewonnenen
Biopsien einer Darmmukosa in die Versuchsreihe mit eingebunden, da hier physio-

logischerweise keine Expression der Protonenpumpen zu erwarten ist.

Durchfihrung
Wie auch zuvor im standardisierten Protokoll der H.E.-Farbung beschrieben, mussten

die Gewebeschnitte vor Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung entparaf-
finisiert und dehydriert werden: hierfir wurden sie zun&chst zehn Minuten in Histo-Clear
gelegt und anschlieRend fir jeweils sechs Minuten in die absteigende Ethanolreihe von
99% EtOH, 90% EtOH und 80% EtOH getaucht. Zuletzt kamen die Schnitte flr eine
Minute in destilliertes Wasser, woraufhin sie zum Freilegen der Antigene flr neun
Minuten in einem Plastikschalchen mit 9,4% Antigen-Unmasking-Ldsung in der Mikro-
welle gekocht wurden und anschliel3end in der Losung abkihlten. Nun wurden die
einzelnen Schnitte mit Wasser gewaschen und daraufhin 10 Minuten mit je 100 pl 3%
Wasserstoffperoxid (H202) inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren.
Anschlieend wurden die Schnitte jeweils zwei Mal mit Wasser und mit PBS gewaschen.
Fir je 10 Proben wurden dann 850 pl PBS mit 50 pl Goat Serum sowie 4 Tropfen Avidin

gemischt und die Gewebeschnitte mit jeweils 100 pl dieses Ansatzes fur eine Stunde bei
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RT inkubiert, um eine Fehlfarbung auf Grund von unspezifischen Bindungen durch die
Antikérper zu verhindern. Gewaschen wurden die Schnitte anschlieRend mit PBS, um
danach den priméren Antikdrper hinzuzugeben. Hierfiir wurden jeweils 1-ml-Ansétze fiir
10 Schnitte gemischt, welche aus 850 ul PBS, 50 pl Goat Serum, 4 Tropfen Biotin sowie

4 ul des jeweiligen Antikérpers bestanden:

Tabelle 15 Monoklonale Antikdrper der humanen Protonenpumpe

H*K*-ATPase a-Untereinheit 1:285; D031-3, Clone 1H9
H*K*-ATPase B-Untereinheit 1:285; D032-3, Clone 1B6

Mit jeweils 100 ul dieses Ansatzes wurden die Schnitte dann Uber Nacht bei 4°C inku-
biert. Am nachsten Tag wurden die nicht gebundenen Antikdrper durch wiederholtes
Waschen mit PBS entfernt. Um die Bindungen des ersten Antikdrpers anschliel3end
sichtbar machen zu konnen, wurden die Gewebeschnitte mit einem zweiten,
biotyniliertem Antikdrper fur eine Stunde inkubiert (ebenfalls 100ul pro Schnitt). Der
Ansatz hierfir bestand aus 950 ul PBS, 50 pl Goat Serum sowie 2 pl des entsprechenden
Antikorpers:

Tabelle 16 Zweiter Antikdrper der Immunhistochemie (biotyniliert)

Anti-Mouse Immunglobulin Ziege Vector Laboratories,
(biotyniliert) Burlingame, Kalifornien, USA

AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte erneut mehrfach mit PBS gewaschen um
daraufhin fir 30 Minuten mit jeweils 100 pl ABC-L6sung bedeckt zu werden, wodurch
eine Signalverstarkung erreicht werden sollte. Diese wurde zuvor aus 2,5 ml PBS sowie
jeweils einem Tropfen Lésung A und B hergestellt und zunachst fir 30 Minuten bei 4°C
im Kuhlschrank gelagert.

Nach erneutem Waschen mit PBS wurden jeweils 100 pl eines kurz zuvor aus je einem
Tropfen Puffer, DAB und 30%igem H20- sowie 2,5 ml Wasser gemischten Ansatzes zu
den einzelnen Schnitten hinzugegeben und dort fur flinf Minuten belassen. Im Anschluss
daran wurden die Schnitte zwei Mal mit Wasser gewaschen, um dann schlie3lich in
Hamatoxylin gegengefarbt zu werden: die Schnitte wurden hierfir zweimal kurz in
Hamatoxylin getaucht, anschlielend wurde ungebundene Farblésung durch Spilen
unter flielBendem Leitungswasser wieder ausgewaschen. Nun wurden die Schnitte der
Gewebeproben fir jeweils 30 Sekunden in destilliertes Wasser sowie die aufsteigende
Ethanolreihe (80%, 90% und 99% EtOH) getaucht. Zuletzt wurden die Objekttrager mit
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den Gewebeschnitten fur zwei Mal drei Minuten in Histo-Clear gelegt um dann luftdicht

mittels Pertex und Deckglasern abgeschlossen zu werden.

Mikroskopisch konnten anschlieRend die Schnitte nach erfolgter H.E.-Farbung sowie
immunhistochemischer Untersuchung ausgewertet werden, wobei die Frage nach dem
Vorliegen von Drisengewebe in den H.E.-gefarbten Schnitten sowie dem immun-
histochemischen Nachweis von Protonenpumpen bei dieser Arbeit den Mittelpunkt der
Untersuchungen darstellte. Mit Hilfe der AxioCam HR wurden die mikroskopischen
Schnitte zusatzlich fotografisch dokumentiert und gespeichert.

2.2.2.5. Molekularbiologische Untersuchung

Die quantitative Bestimmung der Expression von Protonenpumpen in den einzelnen
Larynxbiopsien der Patienten wurde mittels ,real-time gPCR‘ durchgefiihrt, wobei die
Synthese der cDNA aus der isolierten RNA (reverse Transkription) und die eigentliche

Polymerase-Kettenreaktion in zwei getrennten Schritten, also in ,two steps’, abliefen:

S _=—

Step 1 Step 2
RNA — cDNA — DNA
% reverse Transkriptase @2 spezifische Primer

Abbildung 5 Prinzip der ,two step‘qPCR (von der RNA Uber cDNA zur DNA)

Nach Isolierung der RNA aus den Larynxgewebeproben und anschlieBender reverser
Transkription zur komplementaren DNA, konnte mit Hilfe der Verwendung spezifischer
Primer (fir die DNA-Abschnitte der H'K*-ATPase) indirekt, durch Fluoreszenzmark-
ierung in der Polymerase-Kettenreaktion, eine Aussage beziiglich des Vorliegens dieser
spezifischen RNA innerhalb der biopsierten Larynxzellen und somit auch der Expression

der H'K*-ATPase getatigt werden. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um eine absolute,
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sondern um eine relative Quantifizierung, bei der die Ergebnisse der Untersuchung mit
der Expression eines Housekeeping Gens verglichen werden, um die initial
unterschiedlichen RNA-Mengen innerhalb der einzelnen Patientenproben auszu-

gleichen.

2.2.2.5.1. Nukleinsaure-Aufreinigung und Analytik

Homogenisierung

Um die Isolierung der Ribonukleinsaure vorzubereiten, wurden zunachst die in RNA-
Later Puffer tiefgefrorenen Larynxbiopsien der Studienpatienten auf Eis aufgetaut und in
einen Milliliter einer zuvor angesetzten Losung aus RLT Puffer und 2-Mercaptoethanol
98% (Verhaltnis 100:1) in ein herkbmmliches 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? gelegt.
Hierdurch wurde die zellulare Lyse einerseits unterstiitzt, andererseits musste eine irre-
versible Denaturierung der RNasen sichergestellt werden. AnschlieBend wurden die
Gewebeproben mechanisch zerkleinert. Wurde nicht sofort daraufhin die RNA isoliert,

wurden die Eppendorf-Gefal3e mit dem Lysat bei -80°C tiefgefroren.

RNA-Extraktion

Hierfir wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet und die

Isolation der RNA nach den Herstellerangaben durchgefihrt.

Zunachst wurden die Eppendorf-GefaRe mit den bereits homogenisierten Gewebe-
proben auf Eis gelegt bzw. aufgetaut. Um einen Flissigkeitsverlust zu verhindern wurden
alle Eppendorf-GefaRe vor dem Offnen kurz zentrifugiert. Nun wurden 650 pl des Lysats
in QiaShredder Spin Columns gegeben und diese, bei maximaler Geschwindigkeit
(13000 rpm), fur zwei Minuten zentrifugiert. Zur abzentrifugierten FlUssigkeit im
Collection Tube, in der sich nun die RNA befand, wurden 650 pl 70% Ethanol gegeben
und die Medien gut gemischt. Hiervon wurden nun 650 pl entnommen und in das RNeasy
Mini Column (2ml) pipettiert, welches dann fir 30 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert
wurde. Da die RNA nun in der Membran aufgefangen wurde, konnte das Zentrifugat
verworfen werden und der eben beschriebene Vorgang nochmals mit dem verbliebenen
Lysat derselben Gewebeprobe wiederholt werden.

AnschlieRend wurden 350 pl des RW1 Puffers in das RNeasy Mini Column mit der
isolierten RNA gegeben, woraufhin erneut fur 30 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert
wurde. Auch nach diesem Vorgang konnte der Durchfluss entfernt werden. Schlief3lich

wurden je 80 ul eines zuvor hergestellten Dnase-Inkubation-Mixes hinzu pipettiert und

-B53-



Kapitel 2 « Material und Methoden

fur 15 Minuten bei RT in dem RNeasy Mini Column belassen. Dieser Mix bestand aus
70 ul RDD Puffer und 10 pl DNase 1-Stock Losung pro Gewebeprobe.

Daraufhin wurde das RNeasy Mini Column, nach Zugeben von 350 ul RW1 Puffer, fur
15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss abermals verworfen.
Anschlieend wurde erneut fur 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert, zuvor wurden
jedoch 500 ul des RPE Puffers hinzugegeben. Nach Beseitigen des Durchflusses und
Zugeben von weiteren 500 ul RPE Puffer wurde nochmals fir zwei Minuten bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nun wurde je ein RNeasy Column in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefal hineingestellt und zum Eluieren der RNA je 30 pl RNase-freies Wasser
hinzugefugt. Dies wurde fir eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die isolierte RNA
befand sich nun im Eppendorf-Gefal3, gelést in RNase-freiem Wasser, und wurde sofort
auf Eis gelagert.

Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Um eventuelle Verunreinigungen durch Salze festzustellen und diese dann gegebenen-
falls mittels Fallung zu beseitigen, sowie die RNA-Konzentrationen in den einzelnen
Proben fir die spatere cDNA-Synthese zu bestimmen, wurde ein UV-Absorptions-
spektrometer sowie das PC Programm Nano-Drop verwendet.

Nachdem 1,2 pl RNase-freies Wasser als Leerwert festgelegt wurden, konnten die
einzelnen Ribonukleinsédure-Konzentrationen der Larynxbiopsien in 1 ul Probevolumen
ermittelt werden (260nm, Lid Factor 50). Hintergrund dieser Messung ist die maximale

Absorption von ultraviolettem Licht bei 257nm durch die RNA.

Ethanol-Prazipitation (= Fallung)2°!

Zur Beseitigung eventuell zuvor nachgewiesener Verunreinigungen mit Salzen oder um
die Konzentration der RNA (in ng/ul) zu erhéhen, wurde die zuvor in 30 ul RNase-freiem
Wasser geldste RNA je mit 3 ul Natriumacetat und 60 pl Ethanol gemischt und Gber
Nacht bei -20°C gelagert. Zentrifugiert wurde am né&chsten Tag mit maximaler
Geschwindigkeit fur 20 Minuten bei 4°C. Anschlie3end wurde das Zentrifugat verworfen
und zu dem im Eppendorf-Gefald verbliebenen Pellet 500 pl Ethanol hinzugefigt,
woraufhin erneut fir 20 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und
abermals das Zentrifugat vorsichtig ausgeleert wurde. Um nun das Pellet trocknen zu
konnen, wurden die Eppendorf-Gefal3e windgeschutzt fir 10 Minuten bei RT stehen
gelassen. Schliel3lich konnte die aufgereinigte RNA in 15 pl RNase-freiem Wasser geldst

und bei -80°C tiefgefroren werden.
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2.2.2.5.2. cDNA-Synthese

Um spater die real-time qPCR durchfiihren zu kénnen, musste zunéchst die zuvor
isolierte RNA in die komplementare DNA, die cDNA, transkribiert werden. Genutzt wurde
hierbei das Prinzip des Enzyms ,Reverse Transkriptase“®%. Die Durchfiihrung erfolgte

standardisiert (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gemaf Herstellerangaben:

Die Eppendorf-GefaRe mit den jeweiligen RNA-LO6sungen, sowie den bendétigten
Materialien zur Herstellung des Master Mixes (siehe Tabelle) wurden auf Eis aufgetaut.
Es wurde ein Reaktionsvolumen von 50 pl festgelegt, in welchem 1 pg RNA zu komple-
mentérer DNA umgeschrieben werden sollte. Hierfur wurden je 30,75 pl Master Mix pro
RNA-Probe hergestellt:

Tabelle 17 Herstellung Master Mix der cDNA-Synthese

5,0 ul 10 x TagMan TR Buffer

12,5 pl MgCl,

10,0 pl dNTP-Mix

2,5 pl Random Hexamers

1,0 ul RNase Inhibitor

1,25 ul MultiScribe ™
Reverse Transkriptase

Hinzu gegeben wurde 1 pg der zuvor isolierten und gelésten RNA (Volumen je nach
zuvor photometrisch bestimmter Konzentration) und anschlieRend, um das Reaktions-

volumen von 50 pl zu erreichen, mit RNase-freiem Wasser aufgefulit.

Bei einigen sehr kleinen Biopsien konnte keine Gesamtmenge von 1 pug RNA isoliert
werden, sodass die cDNA-Synthese in einem gerade fir die geplante real-time gPCR
ausreichenden Reaktionsvolumen von 35 pl mit einer geringeren Menge RNA stattfand.
Von dem zuvor beschriebenen Master Mix wurden nun lediglich 21,5 pl pro RNA-Probe
verwendet und anschlieend, nach Hinzugeben der isolierten RNA, ebenfalls mit
RNase-freiem Wasser aufgefillt.

Die PCR-ReaktionsgefalRe wurden in den Thermocycler gestellt, mittels standardisierter
Programme (siehe Tabelle) erfolgte anschlielend die cDNA-Synthese. Die neu

synthetisierte cDNA wurde anschlief3end bei -20°C gelagert.
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Tabelle 18 Thermocycler Programm der cDNA-Synthese

1. 10 Minuten 25°C
2. 60 Minuten 48°C
3. 5 Minuten 95°C
4, danach 4°C

2.2.2.5.3. Real-time gPCR

In diesem letzten Schritt wurde nun die cDNA der H*K*-ATPase mittels real-time gPCR
quantifiziert, um somit auf die in den Larynxzellen der Patienten vorliegende Expression
dieses Enzyms Ruckschliisse ziehen zu kénnen. Das Prinzip der real-time qPCR besteht
darin, mittels Fluoreszenzmarkern, welche in die neu synthetisierte dsDNA eingelagert
werden, eine Quantifizierung der jeweiligen spezifischen DNA wahrend der exponen-
tiellen Phase der PCR zu ermdglichen.

In den hier durchgefiihrten Versuchsreihen wurde ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff,
SYBR Green |, verwendet?>?, Die Durchfiihrung der relativen Quantifizierung erfolgte in

dieser Arbeit durch Verwendung des Housekeeping-Gens Cyclophilin A7 221.226],

Spezifische Primer

Um gezielt die cDNA der humanen Protonenpumpe (H*K*-ATPase) zu quantifizieren,
wurden spezifische Primer nach gangigen Kriterien bestimmt und durch Eurofins MWG
Synthesis GmbH (Ebersberg) synthetisiert:

Tabelle 19 Verwendete Primer der real-time gPCR (humane H*K*-ATPase)

H*-K*-ATPase Forward Primer CTTTGCCATCCAGGCTAGTGA
a-Untereinheit (5°-39) Tm 59°C
Reverse Primer GGTGACGACAACCACAGCAAT
(3'-59 Tm 59°C
H*-K*-ATPase Forward Primer CCAGGTGGGTGTGGATCAG
B-Untereinheit (5°-39) Tm 58°C
Reverse Primer GAGGCACAGGGCGAAGAG
(3-59 Tm 58°C

Bevor die Primer in der real-time gPCR eingesetzt werden konnten, mussten sie in PCR-
Wasser verdunnt werden, wobei eine Konzentration von ca. 100 pmol/ul angestrebt

wurde.
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Durchflihrung der guantitativen real-time Polymerase-Kettenreaktion

Fur die Versuche dieser Arbeit wurde die SYBR-Green real-time gPCR mit 96 Well
Platten verwendet. Es wurde hierfur ein Master Mix aus PCR-Wasser, den spezifischen
Primern (jeweils Forward und Reverse der a- bzw. p-Untereinheit der H*K*-ATPase)
sowie dem SYBR-Green | Puffer nach Herstellerangaben angefertigt und 20 pl hiervon
in die jeweiligen Reaktionskammern der PCR-Platte pipettiert (lichtgeschiitzt).

1900000000000

Q
1000000000000

Abbildung 6 96 Well Platte der real-time qPCRI[2

Im weiteren Vorgehen wurde aus der synthetisierten cDNA einer Biopsie des Magen-
korpus (physiologischer Expressionsort der H'K*-ATPase) eine Verdinnungsreihe in
TE-Puffer angefertigt, um eine Standardkurve fir die Protonenpumpen-Expression zu
ermitteln. Hierbei war die genaue Molekulanzahl pro pl jedoch nicht bekannt, sodass es

sich um eine ,relative Verdiinnungsreihe' handelte.

Tabelle 20 Magenkorpusbiopsie Verdinnungsreihe

Molekule/ pl Molekule/ 5pl
Smyo 1* 10°x 5* 10°x
Smg 2* 10% 1* 10°x
Smg 1* 10*x 5* 10%x
Smy 2* 103 1* 10*x
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Sme 1* 103%x 5* 10%x
Sms 2* 10%x 1* 103x
Smy 1* 10%x 5* 102x
Sms 2* 10x 1* 102x
Smy 10x 5* 10x
Smy 2X 10x

Smo X 5x

Sm= Standardreihe Magen, x= unbekannte Menge an Molekilen

Um nun feststellen zu kénnen, ob eine Expression der H*K*-ATPase in den Larynxzellen
der Patienten vorhanden ist (und zusatzlich eine quantitative Bestimmung dieser zu
ermdglichen), wurden jeweils 5 pl der oben beschriebenen Verdinnungsreihe der
Magenkorpusbiopsie sowie der cDNA der einzelnen Patienten, einer Kolonbiopsie und
TE-Puffer (beides Negativkontrollen) in die Wells der gPCR-Platte zu den oben
beschriebenen 20 pl Master Mix pipettiert. Dieser Vorgang wurde im technischen
Duplikat mit den Forward und Reverse Primern der a-UE der Protonenpumpe durch-

gefuhrt und anschlie3end in einem zweiten Versuchsansatz mit jenen Primern der -UE.

Tabelle 21 Versuchsaufbau mit Standardkurve Magenkorpusbiopsie

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A P1 P1 P2 P2 P3 P3 P4 P4 P5 P5 P6 P6
B P7 P7 P8 P8 P9 P9 | P10 | P10 | P11 | P11 | P12 | P12
C | P13 | P13 | P14 | P14 | P15 | P15 | P16 | P16 | P17 | P17 | P18 | P18
D | P19 | P19 | P20 | P20 PP | PP PM PM PK | PK
E
F | Smog [ Smo | Sm1 | Smy | Smz | Smz | Smz | Smz | Sms | Sms | Sms | Sms
G | Sms | Sms | Sm7 | Sm7 | Smg | Smg | Smg | Smg | SM1o | SMio
H

Legende: P1-20= Probe Patienten, PP= Probe TE-Puffer, PM= Probe Magen, PK= Probe Kolon,

Sm= Standardkurve Magen

AnschlieRend wurde die PCR-Platte vorsichtig mit einer durchsichtigen Folie
verschlossen und bei 10.000 rpm eine Minute lang zentrifugiert. Anhand der Software
StepOne® wurde das standardisierte Vorgehen der real-time qPCR festgelegt und diese
schlie3lich durch das real-time qPCR System (Applied Biosystems® StepOne™) nach

dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:
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Tabelle 22 Ablauf der real-time gPCR

Zyklus 1
10 Minuten 95°C
Zyklus 2 (40 Wiederholungen)
15 Sekunden 95°C
60 Sekunden 60°C

Um spater die Ergebnisse der einzelnen Patienten untereinander vergleichen zu kénnen,
musste zur relativen Quantifizierung die Standardkurve eines sogenannten House-
keeping-Gens festgelegt werden. Hierbei handelt es sich um Gene, welche in nahezu
jeder menschlichen Zelle exprimiert werden, wie beispielsweise GAPDH, B-Aktin oder
auch Cyclophilin A, welches in dieser Arbeit verwendet wurde. Um die Standardkurve
von Cyclophilin A zu erstellen, wurde die genau ermittelte Kopienzahl an Cyclophilin-
cDNA in einem Eppendorf-Gefal3 in den Verhéaltnissen 1:10 bzw. 1:5 mit TE-Puffer
verdiinnt, sodass schliellich folgende Verdiinnungsreihe entstand:

Tabelle 23 Cyclophilin A Verdiinnungsreihe

Molekdle/ pl Molekule/ 5ul

Scs 1x 10° 5x 10°
Scy 1x 108 5x 108
Sce 1x 107 5x 107
Scs 1x 10° 5x 106
Sca 1x 10° 5x 10°
Scs 20.000 100.000
Sc; 4000 20.000
Scy 800 4000
Sco 160 800

Sc= Standardkurve Cyclophilin A

Nun wurden jeweils 5 pl der einzelnen Verdinnungsstufen der cDNA von Cyclophilin A
sowie 5 pl der cDNA der Patienten, einer Magenkorpusbiopsie als Positivkontrolle, einer
Kolonbiopsie sowie TE-Puffer als Negativkontrolle in die einzelnen Wells zu 20 pl Master
Mix pipettiert, welcher hier allerdings mit den spezifischen Forward und Reverse Primern
fir das Gen Cyclophilin A hergestellt wurde, und wie im Obigen beschrieben die gPCR

gestartet.
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Tabelle 24 Verwendete Primer der real-time qPCR (Cyclophilin A)

Forward Primer ATGGTCAACCCCACCGTGT
(5'-3))

Reverse Primer TTCTGCTGTCTTTGGAACTTTGTC
(3%-5))

Tabelle 25 Versuchsaufbau mit Standardkurve Cyclophilin A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A P1 P1 P2 P2 P3 P3 P4 P4 P5 P5 P6 P6
B P7 P7 P8 P8 P9 P9 | P10 | P10 | P11 | P11 | P12 | P12
C P13 | P13 | P14 | P14 | P15 | P15 | P16 | P16 | P17 | P17 | P18 | P18
D P19 | P19 | P20 | P20 PP | PP | PM | PM | PK | PK
E
F Sco | Sco | Sc1 | Sc1 | Sca | Sc2 | Scs | Scz | Sca | Scs | Scs | Scs
G Scs | SCs | Sc7 | Scr | Scs | Scs
H

P1-20= Probe Patienten, PP= Probe TE-Puffer, PM= Probe Magen, PK= Probe Kolon,
Sc= Standardkurve Cyclophilin A

Nur in der exponentiellen Phase der real-time gPCR, in welcher optimale Reaktions-

bedingungen herrschen, wurde anhand der Fluoreszenzintensitdt der neu syntheti-

sierten dsDNA die Expression der Protonenpumpen ermittelt. Von jenen Proben, bei

welchen bis Zyklus 30 keine signifikante Quantifizierung messbar war, wurde eine in

spateren Zyklen auftretende Fluoreszenz nicht mehr gewertet, da ab hier von einer zu

hohen Fehlerquelle auszugehen ist. Mit Hilfe der parallel durchgefiihrten Kontrolle durch

Schmelzkurvenanalyse wurden unspezifische Primer-Dimere ausgeschlossen.

Die Untersuchungen wurden wie oben beschrieben jeweils im Duplikat durchgeftihrt und

nach Bildung der jeweiligen Mittelwerte erfolgte die relative Quantifizierung durch

Vergleich mit dem Housekeeping Gen Cyclophilin A:
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Untersuchungen

20 Patienten, welche unter den Symptomen eines laryngopharyngealen Refluxes litten,
wurden nach entsprechender Aufklarung sowie schriftlicher Einwilligung im Zeitraum von

Juni 2011 bis Dezember 2012 in die Studie miteingeschlossen.

Die Diagnose ,Laryngopharyngealer Reflux’ wurde anhand der Anamnese sowie dem
zuvor beschriebenen Reflux Finding Score und dem Reflux Symptom Index gestellt.
Mittels Endoskopie wurden die Biopsien fiir den experimentellen Teil dieser Arbeit nach
standardisierten Protokollen entnommen und Erkrankungen wie die GERD und deren
Komplikationen wie ein Barrett Osophagus oder Malignome im Bereich des oberen Gl-
Trakts ausgeschlossen. Die endoskopische Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit
mit einem spezialisierten HNO-Arzt.

Alle klinischen Untersuchungen wurden von den Patienten gut toleriert und konnten ohne

technische Komplikationen durchgefuhrt werden.

3.1.1. Dx-pH Messung

Am Computer konnte mit Hilfe einer speziellen Software die Dx-pH Messung der
einzelnen Patienten ausgewertet werden. Als pathologisch wurde die Untersuchung
gewertet, sobald der Ryan Scorel? Uiber 9,4 in aufrechter Position (pH < 5,5) bezie-
hungsweise Uber 6,8 in liegender Position (pH < 5,0) betrug.

Der Ryan Score leitet sich hierbei vom klinisch etablierten DeMeester Score ab, in
welchen folgende Parameter zur Diagnosestellung einer pathologischen pH-Messung
eingehen: kumulative Dauer der pH-Wert Erniedrigungen in liegend und aufrecht
verbrachter sowie insgesamt gemessener Zeit, die Anzahl der Episoden von patho-
logischen pH-Werten und jene dieser Episoden, welche tber 5 Minuten anhalten, sowie

die Dauer der am langsten bestehenden pH-Wert Reduktion®7,
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Abbildung 7 Oropharyngeale pH-Metrie mittels Dx-pH Messung, Normalbefund

Beispielhaftes Bildmaterial der Respiratory Technology Corporation mit Modifikationen!?*%}

Husten (hellgriin), Sodbrennen und Rauspern (schwarz), Beschwerden (lila)

2] Mahlzeit (dunkelblau), liegende Position (hellblau),

| I ) 1 1
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Abbildung 8 Oropharyngeale pH-Metrie mittels Dx-pH Messung, pathologischer Befund
Beispielhaftes Bildmaterial der Respiratory Technology Corporation mit Modifikationen(21°!

In den hier durchgefiihrten oropharyngealen Dx-pH Messungen ergaben sich patho-
logische Untersuchungsbefunde bei 14 der 20 in die Studie eingeschlossenen Patienten,
wobei nur vier davon auch in der 6sophagealen pH- und Impedanzmessung auffallige
Ergebnisse aufwiesen (einem gastroosophagealem Reflux entsprechend). Zehn der 14
Patienten (=71%) mit auffalliger Dx-pH Messung zeigten somit keinen korrelierenden
gastrotsophagealen Reflux, welcher die oropharyngealen pH-Wert Reduktionen direkt

durch aufsteigende Magensaure erklaren kbnnte.
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Bei 92% der Patienten mit abnormer Dx-pH Messung wurde der Ryan Score in
aufrechter Position pathologisch gewertet (13 der 14 Patienten), wohingegen er in
liegender Position nur bei finf der Genannten auffallig war (ein Patient wies einen
erhdhten Ryan Score zwar in liegender, jedoch nicht in aufrechter Position auf). Die
pathologischen Werte des Ryan Scores in aufrechter Position lagen hierbei verteilt
zwischen 17,84 und 201,59 Punkten (pathologisch Uber 9,4), in liegender Position
betrugen sie 7,57 bis 11,31 Punkte (pathologisch Uber 6,8).

Ryan Score
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Abbildung 9 Verteilung der Werte des Ryan Scores in stehender und in liegender Position
(logarithmische Achsenskalierung)

3.1.2. pH- und Impedanzmessung

Nach standardisierter Durchfiihrung der intraluminalen Impedanz-Messung kombiniert
mit der pH-Metrie des Osophagus (zur Detektion von saurem/ nicht-saurem und
flissigem/ gasformigem Reflux) wurden diese Ergebnisse ebenfalls am Computer aus-
gewertet und nach gangigen Mal3staben interpretiert. Die pH- und Impedanzmessung
der Patienten wurde wie klinisch etabliert als pathologisch betrachtet, sobald der pH-
Wert in Gber 4% der untersuchten Zeit bei unter 4 lag oder Gber 73 Episoden von solidem
oder auch gemischt solidem und gasformigem Reflux verteilt Gber den gesamten

Zeitraum der Messung detektiert wurden!2%?,
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Sechs der 20 untersuchten Patienten wiesen hierbei pathologische Untersuchungs-
ergebnisse auf, wobei vier davon ebenfalls in der Dx-pH Messung auffallige Werte

zeigten (siehe 3.1.1).

2 Dunauffallige pH- und Impedanzmessung,
path. Dx-pH Messung (10)

Opath. pH- und Impedanzmessung, path.
Dx-pH Messung (4)

10 @ Normalbefund in beiden Untersuchungen

(4)

Opath. pH- und Impedanzmessung,
unauffallige Dx-pH Messung (2)

Abbildung 10 Vergleich oropharyngeale Dx-pH Messung und dsophageale pH- und Impedanz-
messung

3.1.3. Therapieversuch mit Protonenpumpeninhibitoren

Eine daraufhin durchgefiihrte, standardisierte Therapie mit einem Protonenpumpenin-
hibitor (einmal taglich 40mg Pantoprazol®) fiihrte bei 45% (9/20 Patienten) zu einer
Symptomverbesserung, wobei diese auf einer 10-Punkte-Skala mindestens eine
Reduktion der Beschwerden von drei Punkten umfassen sollte, um hier als
Therapieerfolg gewertet zu werden. Ein Ansprechen der Beschwerden auf die PPI-
Einnahme wurde bei vier der elf teiinehmenden Manner (36,4%) und funf der neun

teilnehmenden Frauen (55,5%) beobachtet:

Okeine Verbesserung (11)
OErfolg (mannlich, 4)
D Erfolg (weiblich, 5)

Abbildung 11 Anteil der Patienten mit Symptomverbesserung unter PPI-Therapie
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Klinische Symptomatik
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Abbildung 12 Skala der jeweiligen Symptomverbesserung unter PPI-Therapie

Auffallend war, dass alle neun Patienten, bei welchen die Therapie mit dem Protonen-
pumpeninhibitor zu einer Symptomlinderung verhalf, pathologische Werte in der Dx-pH
Messung, im Sinne eines laryngealen pH-Wert Abfalls, aufwiesen.

Unter jenen Patienten mit pathologischen Ergebnissen in der Dx-pH Messung (14/20)
lag die Erfolgsrate der PPI-Therapie somit bei 64,3% (9/14 Patienten). Dies ist im ein im
Vergleich zu bisherigen Studien, welche den Therapieerfolg von PPIs bei Reflux-
beschwerden untersuchten, sehr hoher Wert.
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3.2. Histologische und molekulare Untersuchungen

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde wie im Kapitel Material und Methoden
beschrieben, ebenfalls nach géngigen, standardisierten Protokollen durchgefthrt.

3.2.1. H.E.-Farbung und Immunhistochemie

Die Larynxgewebeschnitte der in dieser Studie untersuchten 20 Patienten wurden nach
zuvor beschriebener Durchfiihrung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung sowie der immun-
histochemischen Farbung (jeweils fir die a- und - Untereinheit der H'K*-ATPase) unter
dem Mikroskop ausgewertet. Hierbei wurde in der H.E.-Farbung der Biopsien nach
Drisenepithel gesucht sowie in der immunhistochemischen Untersuchung nach
Markierung (Braunfarbung) durch biotynilierte Antikorper, welche ihrerseits an die
monoklonalen Antikérper gegen die a- und B-Untereinheiten der H'K*™-ATPase binden
(siehe Kapitel 1.5.).

Wir konnten bei einem Patienten in der H.E.-Farbung laryngeales Driisenepithel nach-

weisen und zuséatzlich auch eine immunhistochemisch darstellbare Expression der H*K*-

ATPase belegen.

Y ”
vy 3 o il {A

TN | R P 3

Abbildung 13 Drisenepithel des Larynx von Patient Nr.6, HE-Férbung (1)
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Abbildung 15 Immunhistochemische Farbung des Larynx von Patient Nr.6, a-UE
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Immunhistochemische Farbung des Larynx von Patient Nr.6, 8-UE

Abbildung 16

UE (Positivkontrolle)

Abbildung 17 Magenmukosa Immunhistochemie a-
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Abbildung 18 Magenmukosa Immunhistochemie B-UE (Positivkontrolle)

3.2.2. Real-time gPCR

Wie im Kapitel ,Material und Methoden‘ beschrieben, wurde aus der isolierten RNA der
Larynxbiopsien mittels reverser Transkription eine cDNA synthetisiert und anschlieend
in der SYBR Green | real-time gPCR die Expression des Enzyms H*K*-ATPase unter-
sucht (jeweils mit den Primern der a- und B-Untereinheiten der Protonenpumpe).
Anschlieend erfolgte zur relativen Quantifizierung der Vergleich mit der Expression des

Housekeeping Gens Cyclophilin A innerhalb der jeweiligen Patientenprobe.

Die hierbei gewonnenen Ergebnisse sind in den folgenden Diagrammen zusammen-
gefasst. Zeigt sich ein Wert der relativen Quantifizierung von gré3er/gleich eins, ist von
einer signifikanten Expression der H'K*-ATPase auszugehen. Mit Hilfe dieser Methode
konnte erstmals in der Biopsie eines an LPR leidendenden Patienten eine laryngeale
Expression von Protonenpumpen nachgewiesen werden (Patient Nr. 11).

Bei Patient Nr. 6 hingegen (Driisengewebe in der H.E.-Farbung, immunhistochemischer
Nachweis der beiden Untereinheiten der H'K*-ATPase) konnte in dieser Untersuchungs-

methode jedoch kein Nachweis der laryngealen Protonenpumpen-Expression erfolgen.
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Abbildung 19 Relative Quantifizierung der a-Untereinheit mittels real-time qPCR
(logarithmische Achsenskalierung)
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Abbildung 20 Relative Quantifizierung der B-Untereinheit mittels real-time gPCR
(logarithmische Achsenskalierung)
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3.3. Zusammenstellung der Ergebnisse

20 an den Symptomen des LPR leidende Patienten konnten mit Hilfe von Verwendung
der empfohlenen klinischen Scores RFS und RSI in die klinisch-experimentelle Arbeit
eingeschlossen werden, 11 ménnliche (55%) und neun weibliche. Das durchschnittliche
Alter betrug 59,7 Jahre (medianes Alter: 58 Jahre).

Bei 14 der 20 untersuchten Patienten lieRen sich pathologische pH-Werte in der
oropharyngealen Dx-pH Messung nachweisen (71%), wobei innerhalb der mannlichen
Probanden 63,6% (7/11) pathologische Ergebnisse aufzeigten, bei den weiblichen
Probanden sieben von neun (77,8%). Der Ryan Score dieser 14 Patienten lag hierbei in
aufrechter Position zwischen 17,84 und 201,59 (pathologisch lber 9,4), in liegender
Position zwischen 7,57 und 11,31 (pathologisch Uber 6,8). Ein Patient hiervon wies

lediglich einen erhdhten Ryan Score im Liegen auf, nicht jedoch in aufrechter Position.

In der standardisierten pH- und Impedanzmessung des Osophagus lieRen sich bei sechs
der 20 Patienten (30%) pathologische Befunde nachweisen (mannliche Patienten: 5/11
(45%), weibliche Patienten 1/9 (11%)), wobei vier dieser Patienten eine korrelierende
Auffalligkeit der Werte in der Dx-pH Messung zeigten. Eventuell kdnnte dies einem nach
proximal aufsteigenden gastroosophagealen Reflux entsprechen. Zehn der Patienten
mit pathologischen Ergebnissen der oropharyngealen pH-Messung wiesen dementspre-
chend keinen (zeitlich) korrelierenden Zusammenhang mit 6sophagealen Reflux-
episoden auf.

Der Therapieversuch mit PPI verhalf neun der 20 Patienten zur signifikanten Symptom-
linderung, wobei all jene auch pathologische Ergebnisse in der Dx-pH Methode
aufwiesen. Somit lag unter den Patienten mit pathologischen Dx-pH Messungen (14/20)
die Erfolgsrate der PPI-Therapie bei 64,3% (neun Patienten), ein im Vergleich zu

bisherigen Studienergebnissen hoher Wert.

Es gelang bei einem Patienten (Nr. 6) der Nachweis von Drisenepithel in der H.E.-
Farbung sowie der H'K*-ATPase mittels immunhistochemischer Untersuchungen.
Zusétzlich wies dieser Patient pathologische Werte in der Dx-pH Messung und in der
kombinierten pH- und Impedanzmessung des Osophagus auf. Ein Therapieversuch mit
PPIs verhalf zur signifikanten Symptomverbesserung.

In der Biopsie eines weiteren Patienten (Nr. 11) konnte mittels real-time gPCR eine laryn-

geale Expression beider Untereinheiten der H'K*-ATPase nachgewiesen werden.
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Dieser Patient zeigte zwar pathologische Ergebnisse in der Dx-pH Messung, jedoch
unauffallige Befunde in der kombinierten pH- und Impedanzmessung des Osophagus

und wies ebenfalls eine Symptomverbesserung nach Therapie mit PPIs auf.

Tabelle 26 Auswertung der gesamten Untersuchungen
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1 m 74 + 23,92 2,17 + 29,9 - - - + 7/4
2 w 49 + 17,84 2,17 - 7,2 - - - - 6/6
3 m 78 + 20,88 | 11,31 + 38,2 - - - - 7/6
4 m 57 - 4,04 2,17 - 7,1 - - - - 6/5
5 m 46 + 19,35 2,17 - 3,7 - - - + 6/3
6 w 59 + | 115,85 | 7,99 + | 254+ + -y O+ 8/5
7 m 53 - 2,12 2,17 - 1,5 - - - - 8/8
8 w 40 - 2,12 2,17 - 11,0 - - - - 5/3
9 m 52 + 53,3 2,17 + 24,1 - - - + 5/1
10 m 46 + 52,39 2,17 - 0,9 - - - - 6/5
11 w 62 + 2,12 7,57 - 32 C - - + > + 8/5
12 w 77 + 37,01 2,17 - 14,2 - - - - 717
13 w 63 - 2,12 2,17 - 7,2 - - - - 8/8
14 m 51 + 124,43 | 9,26 - 7,1 - - - - 4/4
15 w 64 + 201,59 | 2,17 - 9,4 - - - + 6/3
16 w 75 + 38,98 9,33 - 1,3 - - - + 714
17 m 55 - 2,12 2,17 + 37,0 - - - - 6/6
18 m 53 + 23,23 2,17 - 0,9 - - - + 8/4
19 w 75 + 41,12 2,17 - 12,8 - - - + 8/5
20 m 65 - 4,15 2,17 + 28,8 - - - - 716

m mannlich, w weiblich, - negativ, + positiv / pathologisch
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Aus dieser Zusammenstellung der Ergebnisse ergibt sich bezlglich des Zusammen-
hangs eines messbaren gastroésophagealen Refluxes sowie pathologischer oropharyn-

gealer Dx-pH Messungen folgende Tabelle:

Tabelle 27 Zusammenhang Dx-pH Messung und dsophageale pH- und Impedanzmessung

0sophag. Messung pos. | 6sophag. Messung neg.

Dx-pH Messung pos. 4/20 (a) (10/20)d)
Dx-pH Messung neg. 2/20 (c) 4/20 (b)

Bei vier der 20 Patienten konnten sowohl ein gastroésophagealer Reflux in der pH- und
Impedanzmessung als auch pathologische Werte in der oropharyngealen pH-Messung
(Dx-pH Methode) nachgewiesen werden (a).

Weitere vier Patienten wiesen trotz klinischer Beschwerden keinerlei pathologische
Untersuchungsergebnisse auf (b), wahrend bei zwei Patienten ein gastroésophagealer
Reflux ohne aufféllige Ergebnisse in der Dx-pH Messung auffiel (c).

Bedeutend fur die Hypothese der laryngealen Saureproduktion sind jene zehn Patienten,
bei welchen eine unauffallige pH- und Impedanzmessung im Osophagus durchgefihrt

wurde, jedoch auffallige Befunde in der oropharyngealen pH-Messung vorlagen (d).
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4. Diskussion

Die verschiedenen Symptome des laryngopharyngealen Refluxes stellen fir die an
ihnen leidenden Patienten eine enorme Belastung und Einschrankung im Alltag dar®,
so konnte beispielsweise unter anderem eine signifikante Assoziation zwischen dem
Erkranken an einem LPR und dem Auftreten von Depressionen gezeigt werdenlt’: 185,

Wenn weiterhin bedacht wird, wie beachtlich hoch die Anzahl jener ist, welche unter den
beschriebenen Beschwerden leiden, wird die Dringlichkeit der Erforschung des Patho-
mechanismus dieser Erkrankung deutlich, um den Patienten endlich eine wirksame
Therapieoption bieten zu koénnen. Bisher konnte keine signifikante Besserung der
Symptomatik unter standardisierter PPI-Einnahme im Vergleich zu Placebopréaparaten
festgestellt werden?'%, Laut einer Studie von Koufman et al. leiden unter allen Patienten,
welche sich in HNO-Praxen vorstellen, bis zu 10% unter Symptomen oder Befunden,

welche durch einen laryngopharyngealen Reflux verursacht werden konnen*32,

4.1. Bisherige Forschungsergebnisse

Wie bereits ausfihrlich in vorangegangenen Kapiteln dieser Arbeit dargestellt wurde,
werden noch immer verschiedenste Mechanismen, welche die Symptome des LPR
bedingen konnten diskutiert, beispielsweise das Vorliegen einer heterotrophen Magen-
schleimhaut im Osophagus*” 43! oder die lokale Produktion von S&aure durch eine oro-
pharyngeale Besiedelung spezieller Bakterienstammell®, Einige zuvor in experimen-
tellen Forschungsprojekten erhobene Daten liefern wichtige Hinweise flir den méglichen
Pathomechanismus des LPR durch die laryngeale Expression von H*K*-ATPasen,
Protonenpumpen, deren physiologischer Expressionsort die Korpusschleimhaut des
Magens ist, um dort lokal ein saures Milieu zur Verdauung von Speisebrei zu bilden
(siehe Kapitel 1.2.3).

Zusatzlich weisen klinische Studienergebnisse von Yorulmaz et al.?*°!, sowie Becker et
al.?Yl darauf hin, dass das Auftreten eines Abfalls der oropharyngealen pH-Werte nicht
mit einer distal im Osophagus gemessenen Verminderung des pH-Werts (und somit
einem direkten gastrodsophagealen Reflux) korreliert: in der von Yorulmaz et al.
veroffentlichten Arbeit konnte bei 52% der untersuchten 97 Patienten mit LPR in der Dx-
pH Messung eine Verminderung der oropharyngealen pH-Werte gezeigt werden,
wahrend sich bei lediglich 32 Patienten (33%) ein Reflux im Bereich des distal liegenden

Osophagus zeigte.
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Auch in der klinischen Studie von Becker et al.?Y aus dem Jahre 2012 zeigte eine
Kombination der 6sophagealen pH- und Impedanzmessung sowie der oropharyngealen
pH-Wert-Untersuchung (mit Hilfe der Dx-pH Methode, Restech™) nur eine geringe
Korrelation zwischen laryngeal und weiter distal gemessenen Episoden von erniedrigten
pH-Werten bzw. Refluxereignissen. Ein messbarer Abfall der pH-Werte im Larynx trat
nur in 36,8% in zeitlichem Zusammenhang mit einer Refluxepisode des proximalen
Osophagus auf und lasst die Entstehung der laryngopharyngealen Beschwerden durch
einen Reflux (saurer) gastraler Flussigkeit somit fraglich erscheinen. Chiou et. all*¥
beschrieben in ihrer klinischen Studie, welche 2011 veréffentlicht wurde, ebenfalls nur
eine geringe Korrelation zwischen verminderten oropharyngeal gemessenen pH-Werten
(ebenfalls mittels Dx-pH Messung) und simultanen bzw. zeitlich zusammenhangenden
0sophagealen Refluxepisoden. Die geringe Verbesserung der Beschwerden des
laryngopharyngealen Refluxes unter herkdmmlicher, im Rahmen der Therapie einer
GERD etablierten und von aktuellen Leitlinien empfohlenen Medikation mit
Protonenpumpeninhibitoren, lasst zusatzlich an der Genese des LPR auf Grund von
einem nach laryngopharyngeal aufsteigenden Reflux zweifeln?19,

Bereits 1998 wurde eine Expression der H*K*-ATPase in menschlichem Larynxepithel
nachgewiesen*®?, jedoch ohne eine entsprechende klinische Relevanz zu beobachten.
Weitere Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen bekraftigten die Ergebnisse dieser
laryngealen Enzymexpression® 192 jedoch ebenfalls ohne eine parallele Erhebung
klinischer Beschwerden durchzufiihren oder einer vorherige Selektion der untersuchten

Probanden bezlglich laryngopharyngealer Beschwerden.

In Zusammenschau der oben aufgefiihrten Studienergebnisse kann die Hypothese einer
laryngealen Expression von Protonenpumpen (H*K*-ATPasen) aufgestellt werden,
welche durch lokale Saureproduktion einen Abfall oropharyngealer pH-Werte bewirkt

und somit zu den Symptomen des LPR fiihren kdnnte.

4.2. Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit

Ziel dieser Pilotstudie war es, wie bereits in zuvor von verschiedenen Arbeitsgruppen
publizierten experimentellen Arbeiten, die Expression von H*K*-ATPasen in Larynx-
gewebeproben zu untersuchen, allerdings erstmals in den Biopsien solcher Patienten,
welche die klinischen und diagnostischen Zeichen eines laryngopharyngealen Refluxes
aufwiesen. Uberdies hinaus konnten zum ersten Mal die experimentellen Befunde direkt

mit den klinisch erhobenen Daten der oropharyngealen Dx-pH Messung und der
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herkdmmlichen, kombinierten dsophagealen pH- und Impedanzmessung der jeweiligen
Patienten verglichen werden:

Fur die Diagnosestellung des LPR (und somit die Selektion des zu untersuchenden
Patientenklientels) hatten sich in vorherigen Forschungsprojekten sowie im klinischen
Alltag einfache Methoden wie die Anwendung des RSI (klinische Symptomskala) und
des RFS (laryngoskopische Befunde) als sinnvoll erwiesen?? 23, Lechien et al. fiihren in
einem kirzlich publizierten Review allerdings Méangel dieser Methoden durch das
Missachten wichtiger laryngealer Veréanderungen oder klinischer Beschwerden auf.
Beispiele wie unter anderem schmerzhaftes Schlucken, AufstoRen oder Stimmlippen-
erythem wurden hierbei genannt und eine mdégliche Alternative zur Diagnosesicherung,

der Reflux Symptom Score, vorgestellt*3e],

In dieser Arbeit wurde die Diagnostik durch die Dokumentation oropharyngealer pH-
Werte, Verglichen mit herkémmlicher 6sophagealer pH- und Impedanzmessung, sowie
des Ryan Scores komplettiert. Es sei an dieser Stelle jedoch daraufhin gewiesen, dass
das Diagnostizieren eines laryngopharyngealen Refluxes auf Grund der in Kapitel 1.4.
aufgeflihrten Abweichungen innerhalb der gesunden Bevdlkerung niemals nur auf das
Vorliegen erniedrigter oropharyngealer pH-Werte gestitzt sein sollte, sondern weitere
klinische Parameter (RFS, RSI) miteinbezogen werden sollten. Zusatzliche Methoden
zur Diagnosesicherung des LPR, wie beispielsweise die Untersuchung des Speichels
der Betroffenen beziiglich des Gehalts an Pepsin oder Gallensaure, sind Gegenstand
aktueller Forschungsprojekte und wurden in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Neben
einer Dokumentation der klinischen Beschwerden sowie des Therapieansprechens auf
eine PPI-Einnahme der jeweiligen Patienten, erfolgten nach endoskopischer Gewebe-
gewinnung die histopathologischen Untersuchungen wie in Kapitel 2 ausfihrlich

aufgefiuhrt.

Wie unsere Ergebnisse zeigen konnten, ist die Untersuchung der Hypothese einer
laryngealen Expression von H*K*-ATPasen bei Patienten mit laryngopharyngealen
Refluxbeschwerden durchaus begrindet: wir konnten bei zwei Probanden unserer
Studie (20 Patienten mit Symptomen des LPR im Alter von 40-78 Jahren) erstmals
pathologisch verminderte oropharyngeale pH-Werte mittels Dx-pH Messung in Kombi-

nation mit der laryngealen Expression von H*K*-ATPasen nachweisen.

Mit Hilfe der zuvor beschriebenen histopathologischen Diagnostik konnte das Vorliegen

von Drisenepithel sowie eine Expression der H*K*-ATPasen in der laryngealen
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Gewebebiopsie eines Patienten dargestellt werden (H.E.-Farbung und Immunhisto-
chemie). Zusatzlich wurden bei diesem Patienten pathologische Werte in der oropharyn-
gealen Dx-pH Messung und in der kombinierten pH- und Impedanzmessung des
Osophagus dokumentiert. Ein Therapieversuch mit PPl verhalf diesem Patienten zur
signifikanten Symptomlinderung.

In der Biopsie eines weiteren Patienten konnte mittels real-time gPCR eine laryngeale
Expression beider Untereinheiten der H*K*-ATPase nachgewiesen werden (allerdings
ohne auffallige Befunde in der H.E.-Farbung oder der immunhistochemischen
Untersuchung) wobei dieser zwar pathologische Ergebnisse in der Dx-pH Messung,
jedoch unaufféllige Befunde in der kombinierten pH- und Impedanzmessung des
Osophagus aufwies. Eine Symptomverbesserung nach Therapie mit PPIs wurde hier
beschrieben.

Sieben weiteren Patienten dieser Studie, samtliche mit nachgewiesenen pathologischen
laryngealen pH-Werten, verhalf die Einnahme von PPIs ebenfalls zur Linderung der
laryngopharyngealen Beschwerdesymptomatik, wahrend bei ihnen jedoch mit Hilfe der
hier angewandten Methoden aktuell keine Expression der H*K*-ATPase in den Larynx-

gewebeproben nachgewiesen werden konnte.

Auch die bereits in Kapitel 3.3. aufgeflihrte Tabelle, welche die Korrelation pathologi-
scher Untersuchungsergebnisse der ¢sophagealen pH- und Impedanzmessung sowie
der oropharyngealen Dx-pH Messung aufzeigt, unterstitzt die aufgestellte Hypothese

der lokalen Saureproduktion:

Tabelle 28 Zusammenhang Dx-pH Messung und dsophageale pH- und Impedanzmessung

O0sophag. Messung pos. | dsophag. Messung neg.

Dx-pH Messung pos. 4/20 (10/20)
Dx-pH Messung neg. 2/20 4/20

Bei zehn der in dieser Arbeit untersuchten Patienten (50%) liel3 sich mit Hilfe standard-
isierter Nachweisverfahren sowohl ein flissiger oder aerosolisierter als auch ein saurer
oder nicht-saurer gastroosophagealer Reflux im Osophagus ausschlieRen (in der
kombinierten pH- und Impedanzmessung), wohingegen jedoch pathologische Unter-

suchungsergebnisse in der oropharyngealen Dx-pH Messung auffielen.
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Von klinischem Interesse, insbesondere in Hinblick auf die erhebliche Anzahl der
erkrankten Patienten, ist nun also die Fragestellung, ob mdgliche laryngeal exprimierte
H*K*-ATPasen durch eine Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren inibiert werden und
die Beschwerden der Betroffenen durch eine regelméalRige Einnahme dieser gelindert
werden kdnnen. Bedingung hierfir ist insbesondere der strukturell identische Aufbau von
mdglichen im Larynx exprimierten Protonenpumpen und jenen, physiologischerweise in
der Magenschleimhaut vorkommenden, um eine adaquate Bindung der inhibierenden
Medikamente an die a-Untereinheit der H*K*-ATPase zu gewabhrleisten. Dies konnte
durch Altman et al.) bereits im Jahre 2003 sichergestellt werden: mittels immunhisto-
chemischer Untersuchungen lieBen sich durch Verwendung identischer monoklonaler
Antikorper, Epitope der beiden Protonenpumpenuntereinheiten sowohl in den Biopsien
einer Magenschleimhaut als auch im Larynxgewebe zweier Individuen nachweisen. Dies
lasst vermuten, dass laryngopharyngeal exprimierte Protonenpumpen ebenfalls auf eine
Therapie mit PPIs ansprechen wiirden und somit eine Symptomlinderung erzielt werden

kdnnte.

Zwei Faktoren missen hierbei jedoch bedacht werden:

Einerseits konnte in vorherigen Veroffentlichungen und auch in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Expression der H*K*-ATPasen im Larynxgewebe in deutlich gering-
erem AusmaRe als in der Mukosa des Magens auftrittl’®?, Zum anderen besteht eine
hoéhere Empfindlichkeit der Larynxmukosa gegenitber verminderter pH-Werte im
Vergleich zur jener der Schleimhaut des Osophagus. Dies wurde nicht nur in einzelnen
Studien beschriebenl'?® 1291731 sondern auch in einer von Merati et al.'*% publizierten
Metaanalyse aus dem Jahre 2005 bestatigt: so reichen bereits geringe Mengen saurer
Flussigkeit aus, um in der Larynxmukosa gravierende strukturelle Schéaden zu verur-
sachen, welche zu den beschriebenen laryngopharyngealen Symptomen fihren kénnen.
Dies konnte der ausschlaggebende Faktor sein, weshalb bei den unter LPR leidenden
Patienten zur Symptomlinderung prolongierte und intensivierte Therapieschemata mit
Protonenpumpeninhibitoren bendtigt werden, wie in einer von Joshi et al. veréffentlichten
Studie gezeigt werden konnte: eine Reduktion der entsprechenden Symptome konnte
erst nach zweimonatiger PPI-Therapie beobachtet werden, wobei eine suffiziente

Behandlung mittels PPI bei LPR fiir 6 Monate empfohlen wird™®€l,
In unserer Arbeit konnten 64% (9/14) der Patienten mit pathologischen Ergebnissen der
Dx-pH Messung von einer Symptomlinderung durch die Einnahme der Protonen-

pumpeninhibitoren berichten. Dies erscheint im Vergleich zu vorherigen Studien
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bezlglich des Ansprechens von Refluxbeschwerden auf eine PPI-Therapie, bei welchen

eine Rate von ca. 15% beschrieben wurdel?3%, relativ hoch.

4.3. Limitationen dieser Arbeit

Die hohe Anzahl jener an Beschwerden des LPR Leidender dieser Studie, welche keinen
nachweisbaren Reflux in der kombinierten pH- und Impedanzmessung des Osophagus,
jedoch einen Abfall oropharyngeal gemessener pH-Werte in der Dx-pH Methode zeigen,
legt die Vermutung nahe, dass die tatsdchliche Anzahl jener Patienten, bei welchen
Protonenpumpen im Larynxgewebe exprimiert werden, deutlich héher sein konnte als in
dieser Arbeit belegt werden konnte. Bekraftigt wird diese Annahme zusétzlich durch den
Nachweis pathologischer Werte in der laryngealen Dx-pH Messung samtlicher Patienten
dieser Studie, welche unter Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren eine merkliche
Besserung der jeweiligen laryngopharyngealen Beschwerden beschreiben. Auch war die
Ansprechrate auf die durchgefuhrte PPI-Therapie unter jenen Patienten mit patho-
logischen Ergebnissen der laryngealen pH-Messung mit 64% (9/14 Patienten) relativ
hoch einzustufen im Vergleich zur 2006 publizierten Studie von Vaezi et al., in welcher
die Erfolgsrate der PPI-Medikation zur Symptomlinderung von LPR bei lediglich ca. 15%

lagf?3],

Der fehlende Nachweis von H*K*-ATPasen mittels real-time qPCR und immunhisto-
chemischer Untersuchungen in den hier untersuchten Larynxbiopsien kdnnte durch
unterschiedliche Aspekte begriindet sein: zum einen wurde in dieser Pilotstudie nur eine
geringe Anzahl an LPR leidender Patienten eingeschlossen, wodurch moglicherweise
auftretende Fehler in den klinischen und laborchemischen Untersuchungen an deutlich
mehr Signifikanz gewinnen kdnnen als in groReren Patientenkollektiven. Des Weiteren
sind potentiell exprimierte Protonenpumpen hdchstwahrscheinlich in den seromukdsen
Driisen der Larynxmukosa lokalisiert, was bedeutet, dass Gewebeproben dieser Driisen
untersucht werden muissen, um einen histopathologischen Nachweis der H*K*-ATPase
zu erbringen. In der endoskopischen Darstellung des Larynx lassen sich diese jedoch
makroskopisch nicht von umliegendem Larynxgewebe abgrenzen und kénnen somit bei
der Biopsieentnahme leicht verfehlt werden. In unserer Arbeit gelang ein histologischer
Nachweis seromukdser Driisen bedauerlicherweise nur im Larynxgewebe eines
einzelnen Patienten, wobei in der immunhistochemischen Untersuchung genau dieses

Patienten anschlieend Protonenpumpen nachweisbar waren. Erschwerend kommt
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hinzu, dass nur einzelne, sehr kleine Gewebeproben der jeweiligen Patienten entnom-
men werden konnten, was die Wahrscheinlichkeit, eventuell vorkommende patho-
logische Veranderungen zu verfehlen, deutlich erhéht. Wie in einer zuvor verdéffentlichten
Studie Uber die histologische Diagnostik der intestinalen Metaplasie durch die
Arbeitsgruppe Gatenby et al. beispielsweise gezeigt werden konnte, steigt die Rate der
erfolgreichen Diagnosesicherung in Abhangigkeit der entnommenen Biopsieanzahl
sowie des maximalen Abstands der Proben im untersuchten Gewebe!®.,

Die geringe Grof3e des entnommenen Materials bedeutet zudem eine weitere Limitation
im Nachweis der Protonenpumpen-Expression mittels molekularbiologischer Diagnostik
(real-time gPCR). Wie in Kapitel 2 aufgezeigt wurde, betrugen die hier vorliegenden
Konzentrationen der isolierten RNA teils nur wenige ng/ml, was das Risiko des Auftre-
tens von Stichprobenfehler weiter erhdht. Andererseits wurde die Wahrscheinlichkeit des
Nachweises von laryngeal exprimierten Protonenpumpen durch die Kombination der
beiden laborchemischen Untersuchungen im Vergleich zur isoliert durchgefiihrten
Immunhistochemie erhéht. So konnte bei einem Patienten, in dessen Larynxgewebe
bedauerlicherweise der immunhistochemische Nachweis von Protonenpumpen nicht
gelang, mittels molekularbiologischer Untersuchungen ein Vorliegen der H*K*-ATPase
belegt werden. Auch eine mdglicherweise erst durch lokale Inflammation, Reizung oder
GERD auslésbare ,Aktivierung‘, von im Zytoplasma bereits gespeicherten H'K*-

ATPasen wurde diskutiert(t37- 192,

Mit ausschlaggebend fiir die Aufstellung der Hypothese einer lokalen, laryngealen
Saureproduktion als mdglicher Pathomechanismus des LPR war die fehlende Korre-
lation von reduzierten pH-Werten in den 6sophagealen Untersuchungen und den
oropharyngealen Dx-pH Messungen. Eine Entstehung der Symptome des LPR auf
Grund von gastroésophagealen Refluxepisoden wurde daraufhin angezweifelt,
insbesondere da nur ein geringes Therapieansprechen auf Protonenpumpeninhibitoren
beobachtet werden konnte. Zuletzt wurden jedoch kritische Ansichten beziglich der
Aussagekraft der Dx-pH Messung gedulert, sodass diese aktuell kontrovers bewertet
wird: neben der beschriebenen hohen Sensitivitat ist von einer hohen Rate falsch-
positiver Ergebnisse auszugehen®® 2271 Auch in dieser Arbeit waren die oropharyn-
gealen pH-Wert Reduktionen teils nicht in der proximalen Sonde der herkdmmlichen pH-
und Impedanzmessung nachweisbar, andererseits wurden mittels Dx-pH Messung
parallel proximal im Osophagus gemessene saure pH-Werte (ibersehen‘. So zeigte sich
in der vorliegenden Arbeit bei 70% der untersuchten Patienten pathologische Ergebnisse

in der Dx-pH Messung, wohingegen nur 30% der Teilnehmer in der Standarddiagnostik
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(pH- und Impedanzmessung) pathologische Werte aufwiesen. Zudem sei anzumerken,
dass noch immer keine eindeutig gultige Verteilung innerhalb der gesunden Normal-
bevolkerung und eine entsprechende Angabe von Referenzwerten besteht. Nach wie
vor stellt die kombinierte pH- und Impedanzmessung den Goldstandard der Diagnostik
dar. Die Anwendung der Dx-pH Messung sollte sich zum aktuellen Zeitpunkt auf

klinische Studien beschranken.

Zusammengefasst ist in zuklnftigen Studien eine, wenn auch nur schwer umsetzbare,
gezieltere Auswahl und wenn mdglich grof3ere Anzahl an laryngopharyngeal entnom-
menen Gewebebiopsien zur histologischen und molekularbiologischen Diagnostik
dringend empfohlen. Hinsichtlich des Therapieeffekts durch PPIs sollte unter Erhalt der
entsprechenden TherapiemalRnahmen eine Wiederholung der klinischen Diagnostik
durchgefuhrt werden, um hierdurch den therapeutischen Effekt beziglich der
pathologischen pH-Werte zu dokumentieren und somit mdglicherweise zusétzliche
Hinweise auf die Genese der Beschwerden des LPR zu erlangen. Zudem sollte neben
der hohen Sensitivitat der Dx-pH Messung die entsprechende Rate falsch-positiver
Ergebnisse beachtet werden und diese gegebenenfalls durch Optimierung der Methode

reduziert werden.

4.4. Ausblick und mogliche nachfolgende Studien

Ausgehend von dieser Pilotstudie mit nur geringer Patientenanzahl sollte in folgenden,
multizentrisch durchgefiihrten, Kklinisch-experimentellen Studien in umfassenderen
Patientenkollektiven der beschriebene mdgliche Pathomechanismus der laryngopharyn-
gealen Beschwerden weiter erforscht werden. Die Kombination der in dieser Arbeit
erstmalig vereinbarten klinischen sowie experimentellen Untersuchungen sollte dabei

unbedingt in zukunftigen Studien fortgefiihrt werden.

Zur Erhebung der klinischen Daten bei Patienten mit laryngopharyngealen Symptomen
eignet sich neben den beiden beschriebenen Scores (RSI und RFS) die in dieser Arbeit
vorgestellte und eingesetzte Methode mittels minimalinvasiver Dx-pH Messung, insbe-
sondere auf Grund der guten Reproduzierbarkeit, einer hohen Sensitivitat sowie der nur
geringen Alltagseinschrankung fir den untersuchten Patienten. Hierdurch kann die
Compliance der Studienteilnahme deutlich erhoht werden (siehe Kapitel 1.4.)123Y, Jedoch

sollte auf Grund der beflirchteten hohen Rate falsch-positiver Ergebnisse dieser
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Untersuchung unbedingt weiterhin die Standardmethode der kombinierten dsopha-

gealen pH- und Impedanzmessung miteinbezogen werden.

Bedacht werden sollte auRerdem in nachfolgenden Studien bei der Gewinnung der
Biopsien insbesondere die wahrscheinliche Lokalisation der exprimierten Protonen-
pumpen im Driisengewebe der laryngealen Mukosa sowie die Optimierung der
Diagnosesicherung durch Ausweitung des biopsierten Gewebeareals und der Anzahl
entnommener Gewebeproben. Fir die hier beschriebenen und empfohlenen
laborchemischen Untersuchungen mittels Immunhistochemie und real-time gPCR
sollten standardisierte Protokolle sowie Materialien verwendet werden, um die

Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten.

Von besonderem Interesse fir die betroffenen Patienten ist die engmaschige klinische
Kontrolle des Ansprechens auf eine Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren, optimaler-
weise in Kombination mit wiederholt durchgefuhrten pH-Messungen. In einer einfach
durchfuhrbaren, randomisierten Doppelblindstudie kdnnte so die Reduktion oropharyn-
gealer pH-Wertabfalle in Folge einer durchgeflihrten PPI-Therapie im direkten Vergleich
mit einem Placebopraparat untersucht werden. Des Weiteren sollte dem multifaktoriellen
Therapieansatz, welcher die Reduktion auslésender Faktoren, eine spezielle
Ernahrungsform, sowie den Einsatz von PPIs in Kombination mit Alginat und Magaldat

beinhaltet, mehr Beachtung geschenkt werden.

Allerdings sollten auch weitere mogliche Pathomechanismen der Entstehung eines LPR
Gegenstand von zukunftigen Forschungsprojekten sein. Die Mdéglichkeit einer multi-
faktoriellen Genese der Beschwerden kann nicht ausgeschlossen werden. Hervor-
zuheben sind hierbei insbesondere die Hypothese des Vorliegens von heterotropher
Magenschleimhaut im proximalen Osophagus oder die laryngeale Besiedelung von
saureproduzierenden Bakterien. Auch der Mechanismus einer ,Aktivierung® zyto-
plasmatisch vorliegender Protonenpumpen in Folge von Inflammation oder Reizung des
Larynxepithels durch ein saures Milieu, welcher bereits vor vielen Jahren in Veroffent-

lichungen diskutiert wurde, sollte die Fragestellung weiterer experimenteller Studien
seinl37. 1921
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5. Zusammenfassung

Der Pathomechanismus des laryngopharyngealen Refluxes konnte bisher trotz
zunehmenden Studienanzahlen noch immer nicht eindeutig geklart werden. Hierdurch
erweisen sich erhebliche Defizite in der Therapie der jeweiligen Beschwerden, was
einerseits eine enorme Belastung der Betroffenen im Alltag bewirkt und andererseits
eine erhdhte Korrelation mit anderen Erkrankungen, wie beispielsweise dem Auftreten
von Depressionen, herbeiftihrt. Insbesondere in Hinblick auf die steigende Anzahl der
Betroffenen ist eine Klarung des Entstehungsmechanismus des LPR ein sehr wichtiger

Gegenstand aktueller Forschungsprojektel®!.

Verschiedene potentielle Ursachen dieser atypischen Form der Refluxerkrankung
wurden bereits von Forschungsgruppen diskutiert. Unter anderem wurde die Hypothese
einer Genese der Symptome durch die laryngeale Expression von H*K*-ATPasen
aufgestellt. Diese sind Protonenpumpen, welche physiologischerweise in der Mukosa
des Magens vorkommen, um dort durch die Sekretion von H* und CI- ein saures lokales
Milieu zu bilden, da hierdurch Chlorwasserstoff im Lumen des Magens entsteht. Unter-
suchungen, in welchen eine fehlende Korrelation hinsichtlich eines gastrodsophagealen
Refluxes (GERD) sowie oropharyngealer pH-Wert Reduktionen nachgewiesen wurden,
unterstitzen die Hypothese der laryngopharyngealen Saureproduktion.

Abgrenzend zu sdmtlichen bisher durchgefuhrten Studien, wurde nun in dieser Arbeit
erstmals die Kombination klinischer und histologischer sowie molekularbiologischer

Untersuchungen bei symptomatischen Patienten umgesetzt:

Die Erhebung der klinischen Daten gelang mittels standardisierter Scores (RSI und
RFS), oropharyngealer Dx-pH Messungen sowie herkdmmlicher kombinierter pH- und
Impedanzmessungen des Osophagus. Larynxbiopsien der 20 in diese Studie
eingeschlossenen Patienten (wahrend einer Routine-OGD entnommen), konnten
anschliellend nach standardisierten Protokollen mittels H.E.-Farbungen, immunhisto-
chemischer Untersuchungen sowie real-time gPCR hinsichtlich der Expression von

H*K*-ATPasen analysiert werden.
Erstmals gelang es in den Larynxbiopsien zweier an LPR erkrankter Patienten, anhand

der hier aufgefiihrten Diagnostik, eine Expression dieser Protonenpumpen nach-

zuweisen. Im Vergleich der klinischen Daten konnten pathologische Werte in den Dx-pH
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Messungen der beiden aufgezeigt werden, wobei nur bei einem auch ein korrelierender
gastrotsophagealer Reflux in der &sophagealen pH- und Impedanzmessung
beschrieben wurde. Durch die Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren konnte bei
beiden Patienten eine Symptomlinderung erreicht werden (Reduktion auf der
Symptomskala um mindestens drei Punkte). Im Allgemeinen wurde das Therapie-

ansprechen auf PPIs unter den an LPR Erkrankten bisher kontrovers bewertet.

Bei den 18 weiteren Studienteilnehmern konnte mit Hilfe der hier beschriebenen
Untersuchungen aktuell keine laryngeale Expression der H*K*-ATPase belegt werden.
Die tatsachliche Anzahl der Patienten mit laryngealer Expression dieser Protonenpumpe
bei LPR kdnnte aus den in Kapitel 4 genannten Grinden deutlich hdher sein als hier
aufgezeigt werden konnte. Es sollten daher weitere, multizentrische Studien mit
gréReren Patientenkollektiven folgen.

Auf Grund der anzunehmenden hohen Rate an falsch-positiven Dx-pH Messungen sollte
die klinische Diagnostik mit Hilfe der standardisierten pH- und Impedanzmessung
fortgeflihrt werden und die oropharyngeale Messung aktuell lediglich auf den ergan-
zenden Einsatz in klinischen Studien begrenzt werden. Die Rolle weiterer diagnostischer
und therapeutischer MaRnahmen, wie die Untersuchung der Pepsin-Konzentration im
Speichel der Patienten, sowie dem Therapieansatz mit Alginat und Malgadrat, sollte

nicht missachtet werden und Gegenstand weiterer Studien sein.

Nach aktueller Studienlage und Miteinbeziehen der hier aufgefiihrten Ergebnisse kann
die Hypothese des mdoglichen Pathomechanismus des LPR durch eine laryngeale
Expression der H*K*-ATPase nicht bestatigt werden. Die klinische Relevanz dieser
Fragestellung scheint zum aktuellen Zeitpunkt eher gering einzuschatzen. Folgende
klinische und experimentelle Studien sollten dringend auch weitere mogliche Patho-

mechanismen der Symptome des LPR untersuchen.
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