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1 Theoretische Einfihrung

1.1 Die Mistel

1.1.1 Botanik der Mistel

1.1.1.1  Systematische Stellung und Verbreitung

Nach der systematischen Stellung gehort Viscum album L. in die Klasse der Zweikeimblattri-
gen Bedecktsamer, in die Unterklasse der Rosidae und damit zur Familie der Viscaceae in-
nerhalb der Ordnung der Santalales. Zur Ordnung der Santalales z&hlen neben Lorantha-
ceae und Viscaceae unter anderem Olacaceae und Santalaceae (Stral3burger et al., 1978).
Die Gattung Viscum selbst besteht aus etwa neunzig Arten, wovon ungeféahr zwei Drittel in
Afrika (sudlich der Sahara) und Madagaskar, der Rest in Australien verbreitet ist. Viscum al-
bum L., die weil3beerige Mistel, ist besonders in den gemassigten Zonen Mitteleuropas be-
heimatet. Barlow (1983) nimmt aufgrund der Chromosomenzahl und der Verbreitung der
monozischen und didzischen Arten von Viscum an, dass der Ursprung der Gattung im tropi-
schen Sudostasien lag. Ihre Verbreitung reicht allerdings von Sudskandinavien bis Nordafri-
ka, von Portugal bis Griechenland, von Kleinasien bis zum Kaukasus und weiter findet sie
sich im Himalaya, in Indochina, China und Japan. In Amerika wachst Viscum album L. nur in
Kalifornien, in einem kleinen isolierten Areal, aus Kultivierungsversuchen stammend (Leroi,
1987).

Man unterscheidet botanisch drei Mistelunterarten: Laubholz-, Tannen- und Kiefernmisteln.
Wabhrscheinlich unterscheiden sich auch die Laubholzmisteln untereinander durch verschie-

dene Zusammensetzung ihrer Inhaltsstoffe.
1.1.1.2 Lebensweise

Hinsichtlich der Lebensweise gehdrt Viscum album L. zu den parasitischen Bliitenpflanzen.
Die Mistel ist als Halbparasit von der Wasser- und Mineralienversorgung durch den Wirt ab-
hangig, kann aber selbstindig Aminosauren und Kohlenhydrate durch Photosynthese produ-
zieren (epiphytischer Sprossparasitismus).

Nicht jeder Baum wird von den strauch- oder bischelférmigen Mistelgewéchsen gerne als
Wirt benutzt. Haufig findet man sie in Mitteleuropa auf Apfelbdumen und Pappeln, wie auch
auf Kiefern und Tannen, dagegen auf3erst selten auf Eichen und Ulmen. Einige Baume, wie
beispielsweise die Blutbuche oder der Buchsbaum, sind resistent gegeniber Mistelinfektio-
nen (Becker, 1986).
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1.1.1.3 Entwicklung und Wachstum

Verbreitet wird die Mistel durch Végel (Misteldrosseln), die die Mistelbeeren als Nahrung
aufnehmen und als Kot wieder ausscheiden. Trifft eine Beere auf ihren Wirt, erfolgt nach der
Keimung und Ausbildung der Haftscheibe, Uber die Wirt und Parasit engen Kontakt haben,
die Ausbildung des Senkers, der bis zum Xylem des Wirtes vordringt und somit der Mistel
Zugang zu Wasser und Nahrstoffen des Wirtes ermdglicht. Die Keimung der Mistel findet,
wie bei allen anderen Pflanzen, im Frihjahr statt. Sie wachst zunéchst negativ geotrop der
Sonne entgegen. Von dem unverzweigten mittelachsenbetonten Wachstum tritt die Mistel ab
dem vierten bis flnften Lebensjahr in eine zweite Wachstumsphase ein, in der sie sich ga-
belférmig verzweigt und bliht. Die jungen, Blitenanlagen tragenden Sprosse fluhren nach ih-
rem zunéchst negativ geotropen Wachstum Pendelbewegungen aus, die keine Beziehung
zum Raum, zum Lichteinfall und zur Schwerkraft aufweisen. Sie ordnen sich dann in ihre
endgultige Gestalt, der Kugelform, ein (Luther und Becker, 1987). Die Blutenstande werden
im Oktober ausgebildet und blihen zwischen Januar und Marz. Im Oktober des folgenden
Jahres reift die Frucht und kann bis Mai am Busch bleiben. Die Mistel bildet sich im Sommer
also vegetativ aus, wahrend die Blute- und Tragzeit der Frichte im Winter ist. Alle anderen
Pflanzen haben demgegeniber einen entgegengesetzten jahreszeitlichen Entwicklungsab-
lauf. Vom Einsetzen der Blutendifferenzierung bis zur reifen Beere benttigt die Mistel als
DNA-reichste Blutenpflanze siebzehn Monate, wahrend beispielsweise die Rose nur flnf
Monate braucht (Leroi, 1987). Eine Ausnahme stellt der immergriine Mistelbusch auf3erdem
mit der Tatsache dar, dass er weder eine Wurzel noch eine Samenschale ausbildet.

Die Mistel zeigt somit eine ,embryonale* Morphologie und verzdgertes zeitliches Wachstum.
Aufgrund ihrer biologischen Sonderstellung sprach der Anthroposoph Rudolf Steiner (1961)
der Mistel besondere Krafte zu, von denen er annahm, dass sie fir die Krebsbehandlung von
Bedeutung sein konnten. Zu diesem Schluss kam Steiner aufgrund der vergleichenden Be-
trachtung von Mistelwachstum und Tumorentwicklung. Die Rickbildung der Mistel durch
gleichzeitige Entwicklung von generativen und vegetativen Organen fuhrt zu einer strukturell
einfacheren Pflanze und hat ihre Parallele in der Tumorentstehung. Dort entstehen aus
hochentwickelten differenzierten Zelltypen durch ungeordnete Zellteilung und Herauslésung
aus dem Gesamtzellverband Zellen, die phanotypisch dem Embryonalstadium zuzuordnen

sind.
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1.1.1.4 Besonderheiten der Mistel

Botanisch ist die Mistel eine besondere Pflanze, weil sie einige eigenartige Merkmale auf-

weist, die aus dem Rahmen der sonstigen Pflanzenwelt fallen:

Die Beziehung zum Licht

In Bezug auf die Photosynthese, die Verwandlung von Kohlendioxid und Wasser mithilfe des
Lichtes in organische Substanz, ist Viscum album eine ,normale Pflanze®. Ihr berGhmter Mo-
nograph Tubeuf (1923) bezeichnet sie als ,eine der allergrinsten Pflanzen®. Tatsachlich hat
sie grune Blatter, griine Sprosse, griine Samen, grine Rindenstrange und das Grin kann
noch in ihrem Holz und Senker vorhanden sein.

Die Mistel zeigt jedoch eine ausgesprochene Beziehung zum Licht (Wolff, 1975): Die weitaus
meisten Pflanzen muissen in der Dunkelheit keimen; manche kénnen trotz Anwesenheit von

Licht keimen. Die Mistel aber braucht zum Keimen Licht.

Die Beziehung zur Erde

Charakteristisch ist, dass der Lebensraum dieses immergriinen Halbschmarotzer stets Uber
der Erde ist (Wolff, 1975; Leroi, 1987). Auch aus dem sonstigen Verhalten kann man able-
sen, dass die Mistel keine Beziehung zur Erde hat: Jede hohere Pflanze zeigt Geotropismus
und Heliotropismus, das heil3t sie richtet sich ein in eine gedachte Achse, die durch den
Erdmittelpunkt geht, sich aber der Sonne zuneigt. Das einer Wurzel entsprechende Organ ist
bei der Mistel der Senker, der sich im Ast des Wirtsbaumes véllig unabhangig von der raum-
lichen Lage ausbreitet. Aber auch die Stengel und Blatter zeigen keinerlei Heliotropismus,
vielmehr bildet die Mistel einen runden Busch, der sich ohne Ruicksicht auf die Verhaltnisse
von Erde und Sonne durch dichotome Teilung ausbreitet.

Eine Ausnahme stellt der immergrine Mistelbusch auRerdem mit der Tatsache dar, dass er
den Erdrhythmus nicht mitmacht und bei den einzelnen Blattern die Blattoberseite gleich der

Unterseite ist, was man sonst bei hdheren Pflanzen nicht antrifft.

Die Beziehung zum Wasser

Eine starke Beziehung hat die Mistel auch zum Wasser (Wolff, 1975; Leroi, 1987): Oft bevor-
zugt sie Baume mit eher feuchtem Standort, zum Beispiel in der N&he von sumpfigen Ge-
genden oder an Ufern von Bachen, Flissen und Seen, aber auch in felsigen Schluchten und
an sonnigen Hangen.

Die Mistelblatter verdunsten aul3erdem sechsmal soviel Wasser wie die Blatter ihres Wirts-

baumes.
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1.1.1.5 Die Mistel als Schadpflanze

Loranthaceae und Viscaceae kénnen an befallenen Wald-, Zier- und Obstbaumen auf viel-
faltige Art Schaden hervorrufen. Hawksworth (1983) nennt folgende Mdglichkeiten, die je

nach Befallsstarke mehr oder minder deutlich auftreten kénnen:

» Sie beeintrachtigen die Hohe und den Durchmesser.

» Sie setzen die Vitalitdt des Wirtes herab.

» Sie rufen eine vorzeitige Mortalitat hervor.

» Sie mindern die Qualitat und die Quantitat des produzierten Holzes.

» Sie mindern den Fruchtansatz der infizierten Baume.

» Sie bereiten den Boden fur den Angriff anderer Schadlinge, wie zum Beispiel In-

sekten und Pilze.

Alle diese Punkte treffen auch fur Viscum album L. zu. Chervera und Villaescusa (1977)
schatzen, dass von Misteln befallene Tannen ein um 42 % geringeres Dickenwachstum ha-
ben. In manchen Fallen, wenn die Mistel weite Bereiche der Baumkrone eingenommen hat,
kommt es auch zum Absterben der Wirtsbdume, insbesondere dann, wenn ungunstige kli-

matische Faktoren, wie zum Beispiel eine Trockenperiode, eintreten (Brossier, 1969).

1.1.2 Geschichte der Mistel als Arzneimittel

Wassrige Extrakte aus der Mistel werden seit Hippokrates als Naturheilmittel verwendet.
Schon im Mittelalter wurde die Mistel als Heilpflanze gegen Epilepsie, ,Milzsucht®, ,Brusten-
ge“, Fertilitats- und Geburtsstérungen eingesetzt. Anfang des 19. Jahrhunderts fand die Mis-
tel als blutdrucksenkendes Mittel Anwendung (Franz, 1985) und wurde bei degenerativen
Gelenkserkrankungen verabreicht. 1920 empfahl Rudolf Steiner aufgrund der oben darge-
stellten biologischen Sonderstellung der Mistel den Einsatz als Krebstherapeutikum. Bis in
die heutige Zeit haben sich verschiedene Arzneimittelfirmen verstarkt der Herstellung von
Mistelextrakten auf unterschiedlichste Weise zugewandt. In zahlreichen erfahrungsheilkund-
lichen Berichten ist ihre positive Wirkung bei Krebspatienten beschrieben worden. Neben Kli-
nischen Studien haben auch immer mehr wissenschaftliche Arbeitsgruppen die in vitro Wirk-

samkeitsprufung der verschiedenen Inhaltsstoffe aufgegriffen.
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1.1.3 Wirkstoffe der Mistel

1.1.3.1 Viscotoxine

Proteine gehoéren zu den wichtigsten bekannten Inhaltsstoffen der Mistel. Die Viscotoxine
reprasentieren eine Gruppe von mindestens finf niedermolekularen Proteinen mit ausge-
sprochen basischem Charakter, die in der Zellkultur einen zytotoxischen Effekt aufweisen.
Das erste Viscotoxin wurde 1948 von Winterfeld und Bijl beschrieben, die es als ,Protein,
ausschlie3lich aus Aminosauren bestehend* definierten. Die Toxizitat dieser sowohl herzto-
xischen als auch blutdrucksenkenden Substanz betrug 1,8 mg als LD, je kg Kaninchen.
Lange Zeit glaubte man, dass nur die Viscotoxine fir die toxischen Wirkungen der Mistel
verantwortlich seien. Jedoch tragen andere Proteine, wie die erst spater entdeckten Lektine,
ebenfalls zur Toxizitat dieser Pflanze bei.

Die Extraktion der Viscotoxine geschieht durch Zerkleinerung der Pflanze in verdiinnter Es-
sigsaure, wahrend die Reinigung durch mehrere Saulenchromatographien erfolgt. Diese
Reinigungsmethode wird momentan verbessert mit Hilfe der “High Performance Liquid
Chromatography“-Technik (HPLC).

Die Viscotoxine gehoren zur Familie der a- und (-Thionine, einer Gruppe hochbasischer
cysteinreicher Polypeptide und besitzen drei oder vier Disulfidbriicken (Florack und Stieke-
ma, 1994). Aus den isolierten Proteinfraktionen wurden die Viscotoxine A;, A,, As, B und 1-
PS identifiziert, welche aus jeweils einer Polypeptidkette von 46-50 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von ca. 5.000 D bestehen (Schaller et al., 1996). Zunachst charakterisier-
ten Samuelsson und Petterson (1970) das Viscotoxin A; als basisches Protein mit einem
Molekulargewicht von 5.123 D und der Aminosduresequenz von insgesamt 46 Aminosauren.
Olson und Samuelsson (1970) reinigten und charakterisierten dann Viscotoxin A, durch
Chromatographie an DEAE-Zellulose, sie fanden ein Molekulargewicht von 4.833 D und
Unterschiede zu A; in der Sequenz von nur drei Aminosduren. Im gleichen Jahr wurde
schliel3lich auch Viscotoxin B mit einem Molekulargewicht von 4.856 D identifiziert.

Das Hauptcharakteristikum dieser Substanzen ist ihr Reichtum an Lysin, Arginin und Histidin.
Diese positiv geladenen Aminoséuren verleihen den Viscotoxinen ihren stark basischen Cha-
rakter und ermdglichen ihnen die Komplexbildung mit Nukleinsauren. Sie kénnen somit an
die auRen positiv geladene DNA-Doppelhelix binden. Dieses Verhalten erinnert an Histone,
die bei der Regulierung genetischer Prozesse eine wichtige Rolle spielen (Konopa et al.,
1980). Aufgrund der Disulfidbriicken einzelner Aminosauren sind Viscotoxine sehr hitzestabil
und weisen eine groRe Resistenz gegeniuber Proteasen wie Trypsin und Chymotrypsin auf
(Ribéreau-Gayon, 1986a).

Viscotoxine wirken auch bei Tieren toxisch. Eine intraperitoneale Applikation von 0,8 mg/kg

Viscotoxin A bei Mausen tétet die Halfte der Tiere. Bei Katzen reichen schon 0,1 mg/kg, um
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alle Tiere zu téten. In schwacheren Dosierungen rufen die Viscotoxine eine Hypotension, ei-
ne Bradykardie und eine negativ inotrope Wirkung auf den Herzmuskel hervor (Bloksma,
1979).

Das Wachstum von menschlichen Tumorzellen in Zellkultur wird durch Konzentrationen von
1 pg/ml Viscotoxin um 50 % gehemmt. Hela-Zellen kbnnen schon durch eine Konzentration

von 0,2 pg/ml Viscotoxin um 50 % gehemmt werden (Franz, 1986; Ribéreau-Gayon, 1986a).
1.1.3.2 Lektine

Die ersten Beobachtungen tber das Vorkommen von Lektinen in der Mistel wurden 1956
gemacht, und zwar aufgrund einer Agglutination menschlicher Erythrozyten durch wassrige
Mistelextrakte. Seither wurde eine bedeutende Forschungstatigkeit entfaltet, um einerseits
die chemische Struktur der Mistellektine, andererseits ihre biologische Aktivitat aufzuklaren.
Bei diesen Glykoproteinen werden drei verschiedene Lektine mit unterschiedlicher Zuckeraf-
finitdt unterschieden (vgl. Tab. 1): ML-l bindet spezifisch an B-Galaktose, ML-IIl an N-
Acetylgalaktosamin und ML-Il kann an beide Zuckerarten binden (Franz et al., 1981). Von
den Lektinspezialisten wurden diese Substanzen mit verschiedenen Namen bezeichnet. Ei-
nige sprechen von ,Mistellektin“, andere von ,Viscum-album-Agglutinin“ und einige von
LViscumin® (Luther und Becker, 1987). Von den drei identifizierten Lektinen ist Lektin | das

am meisten vorkommende und das am meisten zytotoxische.

Tab. 1: Eigenschaften der Mistellektine (Franz, 1985)

Lektin | Molekular- |Kohlenhydrat-[ Anzahl der Molekulargewicht
gewicht [D] spezifitat Ketten der Ketten [D]

ML-I 115.000 D-Galactose 4 34.000 (B) | 29.000 (A)

ML-II 60.000 D-Galactose 2 32.000 27.000
N-Acetyl-D-
galactosamin

ML-111 50.000 N-Acetyl-D- 2 30.000 25.000
galactosamin

Die Lektine bestehen aus je einer A- und einer B-Kette, die tber Disulfidbricken miteinander
verbunden sind. Das ML-I kommt als Dimer vor (vgl. Abb. 1). Fur die A-Kette sind verschie-
dene Isoformen beschrieben worden. Die B-Kette ist fir die Zuckerbindung und fiir die Akti-
vierung der Makrophagen verantwortlich (Metzner et al., 1985). Die Aufgabe der A-Kette mit
ihrer enzymatischen Aktivitat besteht in der Hemmung der Proteinsynthese und der Stimula-
tion der Lymphozyten zur Zytokinfreisetzung. Nur beide Ketten gemeinsam fiihren zur Zyto-
toxizitat, da die B-Kette an die Zielzelle bindet und damit erst das Einschleusen der A-Kette
ermdglicht wird (Franz, 1986). Die Hemmung der Proteinsynthese beruht auf der RNA-N-
Glykosidase-Aktivitdt der A-Kette, die durch die Spaltung der N-glykosidischen Bindung in
der 28-rRNA auf ribosomaler Ebene eingreift (Endo et al., 1988).

Das Gesamtmolekil von Mistellektin | wirkt stark zytotoxisch in der Zellkultur. In der Konzent-
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ration von 5 ng/ml hemmt es das Wachstum menschlicher MOLT-4 Leukamiezellen stark.
Bei Hepatomzellen der Ratte (HTC) ist eine hundertmal starkere Konzentration ndtig, um den
gleichen Effekt zu erzielen. Es scheint, dass der zytotoxische Effekt der Lektine von der Fa-
higkeit der Zellen zur Bindung dieser Molekule abhangt. Franz et al. (1982) hatten darauf
hingewiesen, dass die zytotoxische Potenz der Lektine in Beziehung steht zur Menge der
Galactosyl-Reste auf der Zielzelle.

Mistellektin | ist nicht nur zytotoxisch; es kann auch die immunologischen Eigenschaften ge-
wisser Zellen stimulieren (vgl. Tab. 2). Metzner et al. (1985) haben gezeigt, dass sich Mis-
tellektin 1 und die B-Kette in schwachen Konzentrationen, wo noch kein zytotoxischer Effekt
besteht, an Makrophagen heften und so deren Sekretion von Lymphokinen stimulieren kon-
nen. Die A-Kette hat keinen Effekt auf die Makrophagen. Hingegen stimuliert sie in sehr

schwachen Dosen die Vermehrung der Lymphozyten.

A-Kette

S

S

Bindungsstellen .
g nicht-kovalente Bindung

der Galaktose ;:I
]

S

Abb. 1: Strukturmodell fiir das Mistellektin | (Franz et al., 1982)
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Tab. 2: Biologische Eigenschaften von Mistellektin | und seiner A- und B-Kette
(Franz, 1985)

Komplettes Lektin | Bestehend aus zwei A- und zwei B-Ketten

— Bindung an Kohlenhydrate

— Aktivierung von Makrophagen

— Zytotoxizitat

A-Kette Enzym

— Hemmung der Proteinsynthese

— Mitogener Effekt

— Produktion von Lymphokinen durch
Lymphozyten

- keine Bindung an Kohlenhydrate

— keine Zytotoxizitéat

B-Kette Lektin

— Bindung an Kohlenhydrate

— Aktivierung von Makrophagen

— keine Zytotoxizitat

— kein Effekt auf die Proteinsynthese

1.1.3.3 Vester'sche Proteine

1960 zeigten Vester und Mai, dass ein Mistelextrakt das Wachstum eines Sarkoms bei Rat-
ten verhinderte. Dieser Effekt verschwand aber nach Denaturierung des Extraktes durch Er-
hitzung oder durch pH-Erhéhung. Zwei Jahre spater charakterisierte Vester einen aus zehn
verschiedenen Fraktionen bestehenden Proteinkomplex mit einem Molekulargewicht von
60.000 D (vgl. Tab. 3). Darunter befinden sich die drei Hauptkomponenten (6, 7, 8), die Uber
60 % des Gesamtkomplexes ausmachen und im Molekularbereich von rund 30.000 D liegen.
Diese Proteine sind basisch und kdnnen sich &hnlich wie Histone an Nukleinsduren binden.
Im Molekulargewicht liegen sie jedoch (mit Ausnahme von Komponente 9 und 10) héher als
die uUblichen Histone. Vester machte darauf aufmerksam, dass unter den Aminosauren des
Mistelpresssaftes Arginin mit 40,2 % und Prolin mit 10,2 % durch einen ungewohnlich hohen
Anteil auffallen, wahrend Glutamin und Asparagin sowie Tryptophan fehlen. Dieses von Ves-
ter ,VP-16" genannte Proteingemisch befindet sich gewissermalf3en im Grenzgebiet zwischen

teilfraktioniertem Rohextrakt und charakterisierten Wirksubstanzen.
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Tab. 3: Proteinkomponenten von VP-16 (Vester, 1977)

Komponenten | Molekulargewicht [D] | %-Anteil
1 125.000 6,0
2 70.000 6,8
3 63.000 9,0
4 50.000 4,0
5 48.000 5,4
6 33.000 19,8
7 30.000 25,3
8 24.000 16,8
9 18.000 2,2
10 14.000 4,6

1968 entdeckten Vester et al., dass bestimmte Viscum-Proteine zu Substanzen mit der
hdchsten zytostatischen Wirkung gehéren, die bekannt sind. In Tabelle 4 sind die Dosis-
Effekt-Werte einiger Zytostatika im Vergleich zu VP-16 und VP-161 aufgefihrt. Die Charakte-
risierung dieser Proteinfraktionen gelang Vester mittels Elektrophorese und ihre Isolierung

mittels Chromatographie.

Tab. 4. Dosis-Effekt-Werte einiger Zytostati-

ka (Vester et al.. 1968) Substanz Zellkultur

IDso: Die Inhibitions-Dosis 50 in ug/ml entspricht IDso [pg/ml]

derjenigen Menge eines Préaparates, welche die Endoxan 3,7

Zellvermehrung nach 40-stuindiger Inkubation um 5-Fluor-uracil 37

50 % zu hemmen vermag. 6-M t - 3'3

Zellen: Mastozyten P-815-Suspensionskultur -viercaplo-purin J

(100.000 Zellen/ml) Thioguanosin 1,9
Thio-TEPA 1.8
Methotrexat 6,8
Thioguanin 4,8
Mechlorathamin 1,8
Dichlormethotrexat 2,8
5-Fluor-desoxyuridin 1,2
Colchicin 4.7
Vinealeucoblastin 41
Actinomycin D 3,2
Viscum-Protein-16 1,7
Viscum-Protein-161 1,7

Der Gesamtkomplex dieser Vester'schen Proteine wirkt gegentber Tiertumoren toxisch; zum
Beispiel wird das Wachstum von implantierten Ascites-Zellen bei Mausen oder Ratten bereits
ab einer Dosierung von 0,3 pg/kg und Tag um 50 % gehemmt. Nach Vesters Berechnungen
entspricht dies einer Menge von 76 aktiven Proteinmolekiilen pro Tumorzelle. Bei transplan-
tierten Mausefibroblasten wird eine 50%ige Tumorhemmung durch Injektion von 50 ug VP-
16/kg und Tag erreicht. In vitro hemmt VP-16 die Synthese von DNA und RNA bei Ehrlich-
Ascites- oder Yoshida-Ascites-Zellen. Die RNA-Synthese wird durch den gesamten Komplex
VP-16 gehemmt und auch durch einige seiner einzelnen Fraktionen. Die DNA-Synthese wird

hingegen nur durch den Gesamtkomplex gehemmt (Vester, 1977).
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Zusétzlich zu seinem zytostatischen Effekt weist VP-16 auch eine sehr starke antigene Wir-
kung auf. Bei Mausen und Ratten verursacht dieser Komplex eine erhebliche Thymusver-
gréBerung. Durch eine Dosis von 1 pg/kg und Tag wird nach 17 Tagen eine dreifache Ver-
gréBerung des Thymusgewichtes erreicht. Hingegen fihrt eine Dosis von 100 pg/kg zu ei-

nem toxischen Effekt mit Zusammenbruch des Immunsystems.
1.1.3.4 Polysaccharide

Der Schleim der Mistelbeere wurde von Mangenot et al. (1948) histochemisch und papierch-
romatographisch nach Hydrolyse analysiert. Danach besteht dieser klebrige, leimartige Ex-
trakt, der auch als Viscin bezeichnet wird, aus einer Zelluloseschicht, die von einer Pektin-
schicht umkleidet ist. Die Chromatographie erbrachte im Wesentlichen esterifizierte Derivate
von D-Galacturonanen mit einem mittleren Molekulargewicht von 42.000 D. Des Weiteren
wurde ein Arabinogalactan von 110.000 D isoliert. In den Blattern und Stengeln ist der D-
Galacturonan-Gehalt am hdchsten, in den Beeren Uberwiegt der Arabinogalactan-Gehalt.

Mistellektin | kann sich an Polysaccharide binden und so Lektin-Arabinogalactan-Komplexe
bilden. In verschiedenen Toxizitatstests bei Makrophagen und menschlichen Granulozyten
sowie bei Mausezellen hat der Lektin-Arabinogalactan-Komplex @hnliche Wirkungen wie das

reine Lektin.
1.1.3.5 Arginin

Die Mistel enthalt einen hohen Anteil an freien Aminosauren. Vester und Mai (1960) zeigten,
dass der Anteil des Arginins am Gesamtgehalt der Aminosauren 37—40 % ausmacht. lhre
Arbeiten weisen darauf hin, dass Arginin die Resistenz gegeniber Tumoren verstarkt. Diese
Resistenz scheint an eine Thymusvergrof3erung gebunden zu sein, die zu einer Stimulierung

der Immunabwehr fihrt.
1.1.3.6 Vitamin C

Wie die meisten wilden Beeren, enthélt auch die Mistel viel Vitamin C, ndmlich ca. 750 mg
auf 100 g Beeren. In den Blattern und Stengeln ist der Gehalt geringer, jedoch immer noch
beachtlich. Im 10%igen Iscador (entsprechend 100 mg Frischpflanzenextrakt pro ml) betrug
der von Flickiger bestimmte Vitamin C-Gehalt 77 mg/I (Leroi, 1987).

Bei der als Vitamin C bezeichneten Ascorbinsaure (C¢HsOg) handelt es sich um eine was-
serlosliche, hitzelabile Hexuronsaure, die durch Oxidation zerstort wird. Unter dem Begriff
Vitamin C werden die L-Ascorbinsaure und ihr erstes Oxidationsprodukt, die Dehydro-L-
Ascorbinsaure, zusammengefasst, die beide in tierischem und pflanzlichem Gewebe vor-
kommen und gemeinsam ein Redoxsystem bilden (Pschyrembel, 1994).

Vitamin C spielt eine bedeutende Rolle im Abwehrsystem des Korpers gegen Oxidantien. Es

stabilisiert aktive Sauerstoffmolekule, die zur Induktion und zur Fortpflanzung von Oxidati-
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ons-Kettenreaktionen fiihren. Die wohl wichtigste Reaktion bei der Oxidationsinhibition durch
die Ascorbinsdure ist das Abfangen von freien Radikalen, die mit der Tumorentstehung in

Verbindung gebracht werden.
1.1.3.7 Vesikel

Im Zuge der Kolloidoptimierung von Mistelpraparaten (bisher erst bei dem Préaparat ABNOBA
Viscum durchgefihrt) treten die genuinen Membransysteme, die sich bei dem angewendeten
Homogenisierungsverfahren spontan zu Vesikeln formen, auf. Darunter werden die chloro-
phyllhaltigen Membranbestandteile der Mistel verstanden, die aber erst wahrend der Prapa-
ration ihre endgultige kugelige Form erhalten. Sie sind ca. 50-350 nm grof3 (Scheffler et al.,
1993). Von den Vesikeln ist bisher keine immunologische Kompetenz bekannt. Auch liegen

Uber die tumorhemmenden Einfliisse nur Vermutungen vor (Selawry und Schwartz, 1961).
1.1.3.8 Alkaloide

Da die in geringem Mal3e vorkommenden Alkaloide sehr labil sind und damit die Bearbeitung

im Labor erschwert ist, ist der diesbeziigliche Wissensstand eher als niedrig zu bezeichnen.
1.1.3.9 Flavonoide

Bei den Flavonoiden handelt es sich um eine Stoffklasse, die ubiquitar im Pflanzenreich ver-
breitet ist. Durch unterschiedlichen Oxidationsgrad des heterozyklischen Ringes in den Fla-
vonoiden und durch unterschiedliche Hydroxylierung, Methoxylierung und Glykosidierung er-
gibt sich eine grof3e Vielfalt innerhalb der Stoffgruppe. Die Flavonoidfiihrung ist haufig Ta-
xon-spezifisch (Harborne, 1973) und eignet sich damit als Marker fir die Klassifizierung der
Pflanzen. Bereits 1955 hatte Schindler auf das Vorhandensein von Flavonoiden in Viscum
album L. hingewiesen. Bate-Smith (1962) stellte in einer Ubersichtsarbeit tiber pflanzliche
Phenole fest, dass Viscum album L. weder Myricetin, Delphinidin oder Cyanidin noch Quer-
cetin enthalt. Tronchet (1972) untersuchte papierchromatographisch Misteln von sechs ver-
schiedenen Wirtsbaumen und konnte, ohne sie naher zu charakterisieren, Flavonoide nach-
weisen. Diese Flavonoide stimmten nicht mit denen der entsprechenden Wirtsbdume uber-

ein.
1.1.3.10 Phenylpropane, Lignine und Lignane

Freudenberg (1968) hatte aufgrund des Methoxylwertes der Mistelholzlignine die Vermutung
gedulert, dass die Ligninzusammensetzung mit der jeweiligen Wirtspflanze Ubereinstimmit.
Das bedeutet, dass Misteln auf Laubhdlzern typische Laubholzlignine mit einem hohen Anteil
an Syringylbestandteilen hatten, wahrend Misteln auf Koniferen typische Koniferenlignine mit
einem hohen Anteil an Koniferylalkohol hatten. Durch histologische, chemische, chroma-
tographische und spektroskopische Methoden (Becker und Nimz, 1974) konnte jedoch

zweifelsfrei geklart werden, dass sowohl das Lignin der auf Laubhdlzern als auch der auf
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Nadelhdlzern gewachsenen Misteln den Laubholzligninen zuzurechnen ist. Allerdings gibt es
Unterschiede in der Ligninzusammensetzung. Aufgrund von **C-spektroskopischen Daten
(Nimz et al., 1974) zeigte sich, dass das Lignin der Kiefernmisteln weniger Syringyleinheiten

besitzt als das der anderen Mistellignine.

Die Zusammensetzung der einzelnen Inhaltsstoffe variiert in Abhanigigkeit vom Wirtsbaum,
dem Herstellungsverfahren des Mistelpraparates sowie den verwendeten Pflanzenteilen
(Scheer et al., 1995, Scheffler et al., 1993). Laubholzmisteln enthalten beispielsweise mehr
Lektin als Nadelholzmisteln (Schink und Mechelke, 1989; Schink und Mechelke, 1992).

1.1.4 Wirksamkeiten der Mistelinhaltsstoffe

Uber tumorhemmende bzw. zytotoxische Effekte von wéassrigen Mistelextrakten bzw. dem
Mistellektin ist in der Literatur immer wieder berichtet worden (Blssing et al., 1995a; Beuth et
al., 1994; Scheffler et al., 1993; Bantel und Breuninger, 1990; Jung et al. 1990; Doser et al.,
1989; Franz, 1985). Am besten wurde die zur Behandlung von Tumorpatienten verwendete
Mistel Viscum album untersucht. Es wurde aber auch mit der Koreanischen Mistel (Viscum
coloratum) im Maussystem die Hemmung der Metastasierung nachgewiesen (Yoon et al.,
1995).

Viele Arbeitsgruppen hatten zunachst Interesse an der Aufklarung des zytotoxischen Effek-
tes. Anhand von Tier- und Zellkulturexperimenten konnte der toxische Einfluss der wéassrigen
Mistelextrakte sowie der drei Mistellektine aufgezeigt werden (Janssen et al., 1993; Ribére-
reau-Gayon et al., 1986a + b). Beuth et al. (1991) konnten durch subkutane Injektion von
ML-I die Anzahl der inokulierten Tumorkolonien signifikant reduzieren. Fiebig (in Scheffler et
al., 1993) zeigte, dass in Nacktmausen induzierte Tumoren sich durch direkte Injektion des
Mistelpraparates aufldsen. Es wurde nachgewiesen, dass Mistelextrakte und Mistellektin
Zellen durch Apoptose absterben lassen (Janssen et al., 1993; Blissing et al., 1996¢).
Kovacs et al. (1991) zeigten die Verbesserung der DNA-Reparatur in Lymphozyten unter Is-
cadorbehandlung. Bissing et al. (1994) konnten belegen, dass Viscum album den Schwes-
terchromatidaustausch in peripheren mononukleéren Zellen reduziert.

Bei der hochdosierten Mistelbehandlung mit dem Préparat Vysorel wurde eine stimmungs-
aufhellende Wirkung beschrieben (Wolf et al., 1994). Heiny und Beuth (1994a + b) konnten
zeigen, dass die ML-I-Behandlung bei Mammakarzinom-Patientinnen zur 3-Endorphin- und
Zytokinausschittung fuhrt. Diese Ergebnisse erklaren einen psychosomatischen Wirkungs-
pfad von Mistelpraparaten.

In Tierexperimenten hat sich gezeigt, dass Mistelextrakte das Immunsystem aktivieren. Nach
intraperitonealer Injektion von Iscador Mali in M&usen Uber einen Zeitraum von sechs Tagen
nahm deren Thymusgewicht zu (Bloksma et al., 1982). Werden Makrophagen von Mausen

mit Viscum album Extrakt inkubiert und injiziert man diese voraktivierten Makrophagen intra-



Theoretische Einfihrung Seite 13

peritoneal Mausen, so erhéht sich der Tumorschutz (Kuttan, 1993). Beuth et al. (1991) inji-
zierten Mausen ML-I und bestimmten die Makrophagentatigkeit mit Hilfe des Chemoluminis-
zenztestes, der als Mal3 fur die Aktivierung von Zellen die Freisetzung von Sauerstoffradika-
len misst. Sie stellten gegentiber unbehandelten Mausen eine signifikant gesteigerte Che-
moluminiszenz fest. Beuth et al. (1993b) konnten bei Mausen, denen sie 1 ng Lektin/kg Kor-
pergewicht subkutan injizierten, eine signifikante Zunahme der Thymozyten/mg Organge-
wicht messen.

Auch beim Menschen fihrte die Iscador-Mali Behandlung zu einer deutlich erhéhten Aktivitat
der Leukozyten im Chemoluminiszenztest (Hajto, 1986a und b; Hajto et al., 1989). Neben
der Erhdhung der LGL-Zellfrequenz konnte Hajto (1986a und b) auch eine verstarkte NK-
und ADCC-Zellaktivitat feststellen (ebenso Hamprecht et al., 1987). Beuth et al. (1992) un-
tersuchten den Einfluss von subkutanen ML-I Injektionen. Nach vierwdchiger Behandlung
konnten sie anhand von FACS-Messungen (Fluorescence-activated cell sorter) einen An-
stieg der NK- und T-Helferzellen messen. Auch bei Mammakarzinom-Patientinnen wurde ei-
ne immunaktive Wirkung des ML-| festgestellt (Beuth et al., 1995). Stein und Berg (1994)
konnten zeigen, dass Lymphozyten von Allergikern mit Iscador Pini sehr gut proliferierten.
Lymphozyten anderer unbehandelter Probanden zeigten dieses Verhalten nur zum Tell. Is-
cador Pini fuhrte bei den Allergikern und stimulierten Gesundspendern zur Freisetzung von
TNF-a, IL-6 und GM-CSF. Stein (1995) konnte nachweisen, dass mononukleare Zellen von
mistelbehandelten Tumorpatienten bei Stimulation mit Iscador Pini TNF-a und IL-6 und mit
Helixor TNF-a, IL-6 und IL-4 sezernieren. Auch konnte sie den prozentualen Anstieg von pan
T- und T-Helfer-Populationen nach in vitro Stimulation mit Iscador Pini mittels FACS-Analyse
messen.

Die Freisetzung der Zytokine IL-1a und (3, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y und GM-CSF nach
Behandlung mit Mistelextrakten bzw. -lektin wurde sowohl in Tierexperimenten als auch in
klinischen Studien nachgewiesen (Mannel et al., 1991; Hajto et al., 1990a; Stein et al.,
1998a; Schultze et al., 1991; Ribéreau-Gayon et al., 1997; Hilsen und Born, 1993).

Beuth et al. (1993b) untersuchten die therapeutische Verabreichung von galaktosidspezifi-
schem ML-I auf den Serumspiegel definierter Proteine von Tumorpatienten. Regelmalige
subkutane Injektionen riefen bei allen Patienten eine ausgepragte Akutphasereaktion hervor.
Besonders auffallig war der signifikante Anstieg von c-reaktivem Protein (CRP), Haptoglobin,
Coeruloplasmin, des Komplementfaktors C3, Albumin und Ig M im Serum der Patienten un-
ter ML-I-Therapie, wahrend die Serumkonzentrationen von Transferrin, des Komplement-
faktors C4 sowie der Immunglobuline Ig G und Ig A eher unaufféllige Veranderungen aufwie-

sen.
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1.1.5 HELIXOR-Mistelpraparate

1.1.51 Zusammensetzung

HELIXOR ist ein wassriger Frischpflanzenextrakt, der aus Stengeln, Blattern, Bliten und
Beeren ein- und zweijahriger Pflanzen ausgelesener weil3beeriger Misteln (Viscum album L.)
gewonnen wird. Die Herstellung erfolgt ohne bakterielle Fermentation unter Anwendung spe-
zieller Mischverfahren. Die Sterilitat wird durch Sterilfiltration gewahrleistet, und aufRer Natri-
umchlorid zur Isotonisierung werden keinerlei Zusatzstoffe (Konservierungsstoffe o. &.) zu-
geflugt (0. V., 1995).

Die zur Herstellung einer wassrigen Ampulle Auszuges verwendete Frischpflanzenmenge ist
in mg angegeben (so wurden z. B. 100 mg Tannenmistel-Frischpflanze zur Herstellung einer
Ampulle HELIXOR A 100 mg verwendet).

Die Verabreichung erfolgt subkutan und jedes Préparat ist in folgenden Dosen erhéltlich:

* Ampullen zu 1 ml: 0,01 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 20 mg, 30 mg, 50 mg
e Ampullen zu 2 ml: 100 mg

1.1.5.2 Herstellungsverfahren

Je nach Wirtsbaum, Standort und Jahreszeit weisen Inhaltsstoffe der Mistel deutliche Unter-
schiede auf. Es ist deshalb von grof3ter Bedeutung, definierte Subspezies an konstanten
Ernteorten zu bestimmten Zeiten zu ernten.

Die Erntegebiete liegen weitab von industriellen und verkehrsbedingten Emissionen und
werden bei ihrer Auswahl auf Schadstoffbelastung untersucht. Von jedem Wirtsbaum werden
je zwei Ernten im Winter und im Sommer durchgefihrt, wobei nur einwandfreie junge Pflan-
zenteile verwendet werden. Diese werden handverlesen und in frischem Zustand weiterver-
arbeitet, um Wertverluste zu vermeiden. Die schonende wassrige Extraktion erfolgt getrennt
fur die Sommer- und Winterernten jeder Mistelart. Zum optimalen Auszug der Wirkstoffe aus
der zerkleinerten Pflanze wird die Flussigkeit eine Stunde lang verwirbelt. Die so hergestell-
ten Sommer- und Winterextrakte werden mittels spezieller Wirbelverfahren vermischt, dabei
wird der Sommersaft in den stromenden Wintersaft eingetropft. Die funfprozentigen ge-
mischten S&fte werden dann zur Herstellung verschiedener Konzentrationen in einem weite-
ren Arbeitsgang entsprechend verdiinnt und isotonisiert. Danach wird das Produkt sterilfilt-
riert und ampulliert, wobei eine Hitzesterilisation wegen der empfindlichen Mistelproteine be-
wusst nicht durchgefihrt wird.

Zur Standardisierung wird von jeder Charge der biologische Effekt auf MOLT-4-Zellkulturen
untersucht. Im Vergleich zur Bestimmung eines einzelnen Inhaltsstoffes, die bei Vielstoffge-
mischen wie Mistelextrakten geringe therapeutische Relevanz besitzt, hat dieser Test den

grof3en Vorteil, dass er die Gesamtaktivitat von HELIXOR auf ein biologisches System er-
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fasst. AuRerdem werden Trockenrickstand, pH-Wert, Absorption bei 268 und 366 nm sowie
die Osmolaritat bestimmt. Chargen, die sich aul3erhalb der festgelegten Grenzen bewegen,
kommen nicht in den Handel.

HELIXOR ist bei sachgeméafer Lagerung (4—25° C im Dunkeln) zwei Jahre haltbar, jede Am-

pulle ist mit dem Verfallsdatum versehen (0. V., 1995).
1.1.5.3 Wirkungsweise

In Tumorzellkulturen, z. B. an MOLT-4-Leukamiezellen, ist ein dosisabangiger zytostatischer
und zytotoxischer Effekt bei HELIXOR-Konzentrationen im mg-Bereich pro ml nachweisbar.
Es ist jedoch nicht zuldssig, die Ergebnisse dieser in vitro-Untersuchungen auf die Verhalt-
nisse in vivo zu Ubertragen, da dieser Effekt in vivo durch Antikdrperbildung gegen toxische
Mistelproteine neutralisiert wird (Stettin et al., 1990).

Tatsé&chlich zeigt die klinische Erfahrung, dass Tumorremissionen, wie sie bei Chemothera-
pie-sensiblen Tumoren beobachtet werden, durch HELIXOR nur ausnahmsweise zu erzielen
sind. Auch die Nebenwirkungen der Zytostase fehlen.

Dagegen kann durch HELIXOR bei inoperablen oder metastasierten Tumoren in vielen Fal-
len eine Verlangsamung der Tumorprogression, oft auch ein Wachstumsstillstand bewirkt
werden. Im Vordergrund steht eine deutliche Besserung des Allgemeinzustandes einschliel3-
lich der psychischen Befindlichkeit, die auch bei Patienten beobachtet werden kann, deren
Tumorverhalten unter der Misteltherapie keine Anderung erfahrt. Dies geht einher mit einer
in Studien belegten Verlangerung der Uberlebenszeit (0. V., 1995).

Zum Verstandnis der Mistelwirksamkeit ist zu bedenken, dass bei der Entwicklung eines ma-
nifesten Tumors nicht nur die bekannten Faktoren der Karzinogenese (Initiierung durch Kar-
zinogene, Einfluss von Syn- und Kokarzinogenen und Promotoren in der Latenzperiode) eine
Rolle spielen, sondern auch die mehr oder weniger ausgepragten Abwehr- und Regulations-
vorgange des Organismus (Repairmechanismen auf der Ebene der DNA, Immuniberwa-
chung, Faktoren der unspezifischen Resistenz, Vorgdnge der Wachstumsregulation und der
Regeneration). Ob ein Tumor entsteht oder nicht, ob er sich ausbreitet oder nicht, hangt von
der Situation des Gesamtorganismus ab. In dieses Verhdltnis zwischen ,Wirt“ und Tumor
greifen die gangigen onkologischen Therapieverfahren Uberwiegend auf der Seite des Tu-
mors, die HELIXOR-Therapie auf der Seite des menschlichen Organismus ein. Immunmodu-
lierende Eigenschaften von HELIXOR sind durch zahlreiche Arbeiten belegt (Beuth et al.,
1992 + 1993a; Hajto et al., 1990a + b; Hilsen und Born, 1993; Stein und Berg, 1998b). Doch
beschrankt sich die Wirksamkeit der HELIXOR-Therapie nicht auf immunmodulierende Wir-
kungen, was durch therapeutische Erfahrungen wie Beeinflussung der Gesamtbefindlichkeit
des Patienten, Linderung von Tumorschmerzen oder Anregung der normalen Knochen-
markstatigkeit ersichtlich wird (o. V., 1995).

Die Beobachtung, dass entziindliche Vorgénge im Kdorper prinzipiell geférdert werden, tragt
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wesentlich zum Verstandnis der Mistelwirkung wie auch der Nebenwirkungen bei. Hierbei
spielen Zytokine als Mediatoren eine wichtige Rolle: Nachgewiesen wurde u. a. die ver-
mehrte Ausschittung von TNFa, Interleukin 1 und 6, y-Interferon und GM-CSF (vgl. Abb. 2).
Mit folgenden entziindlichen Reaktionen auf HELIXOR-Injektionen ist zu rechnen (Matthies-
sen und Trdger, 1995; o. V., 1995):

» Entziindliche Lokalreaktion an der Injektionsstelle, die vorwiegend in der Einlei-
tungsphase auftritt

» Anstieg der Kdrpertemperatur, zuweilen bis in den febrilen Bereich

» Leukozytenanstieg nach Mistelinjektion mit Vermehrung der Neutrophilen, Eosi-
nophilen und Lymphozyten

» Anstieg der Akut-Phase-Proteine

* Anstieg der zytotoxischen Komplement-Aktivitat

» Verstarkung der peritumoralen entziindlichen Reaktionen

HELIXOR

\j
Aktivierung

Makrophagen, Lymphocyten
\j
Zytokinfreisetzung

TNFa Interleukin 1, 2, 6 y-Interferon GM-CSF
A
Temperatur [ NK-Aktivitat 0 Leuko O zytotox. Komple- IgG O Endorphine O
Phagocytose [ Ery O mentaktivitat [
Tumorwachstum Uberlebenszeit O Allgemeinbefinden O Tumorschmerz

Abb. 2: Stimulation des Immunsystems durch VAL-Applikation (0. V., 1995)

1.1.54 Indikationen

Gemal den ,Richtlinien fur die Therapie mit Helixor” (0. V., 1995) kénnen grundsétzlich zwei

Anwendungsbereiche unterschieden werden:

» onkologische Therapie (Medikamentbse Behandlung von soliden Malignomen;
Begleitbehandlung bei malignen Systemerkrankungen wie maligne Lymphome,
Plasmozytome und Leukdmien; postoperative Rezidivprophylaxe; definierte Pra-
kanzerosen)

» Stimulation des Knochenmarks bei primaren Knochenmarkerkrankungen und the-

rapiebedingter Myelosuppression
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1.1.5.5

Wahl des Praparates

Aus drei verschiedenen botanischen Subspezies der weil3beerigen Mistel werden folgende
HELIXOR-Praparate hergestellt:

HELIXOR A (Abietis) aus der Tannenmistel (Viscum album subspezies abietis,
var. Abietis albae)
HELIXOR M (Mali) aus der Apfelbaummistel (Viscum album subspezies album,
var. Mali hybridae)
HELIXOR P (Pini) aus der Kiefernmistel (Viscum album subspezies austriacum,

var. Pini sylvestris)

Zwischen den einzelnen Sorten sind neben den botanischen Merkmalen folgende Unter-
schiede bekannt (0. V., 1995):

O Eine qualitativ und quantitativ differente stoffliche Zusammensetzung

O Empirisch belegte Unterschiede hinsichtlich der entziindungsstimulierenden Wir-

kung: Erfahrungsgemafd wirkt HELIXOR M am starksten entziindungsstimulierend
(Lokalreaktion, Fieber), gefolgt von HELIXOR P und HELIXOR A. HELIXOR A da-
gegen zeigt die beste Vertraglichkeit, die starkste roborierende Wirkung und
kommt deshalb fir Patienten im Endstadium, mit schlechtem Allgemeinzustand,
bei bekannter allergischer Diathese, bei starken Lokalreaktionen oder fir eine De-

sensibilisierung am ehesten in Frage.

Ansonsten haben sich die folgenden Hinweise als Basis der Therapie mit HELIXOR bewahrt
(Kast und Hauser, 1990a; o. V., 1995):

HELIXOR A fir mannliche Patienten und folgende Indikationen, unabhéngig vom Ge-

schlecht:

Kopf- und Halstumoren

z. B. Hirntumoren, Tumoren des HNO-Bereiches, Schilddriisenkarzinom
Leukamien (aulRer CLL)

z. B. akute Leukamien (ALL, AML), chronisch myeloische Leukamie (CML)
Paraproteinamien

z. B. Plasmozytom, Makroglobulindmie Waldenstrom, bestimmte Formen von Non-
Hodgkin-Lymphomen: Lymphoplasmozytoide (Immunozytom) und plasmozytische
maligne Lymphome

Desensibilisierung bei Allergien

HELIXOR M fur weibliche Patienten (ausgenommen die bei HELIXOR A und HELIXOR P

angefihrten Indikationen).
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HELIXOR P fir folgende Indikationen, unabhéngig vom Geschlecht:

— Hauttumoren
z. B. malignes Melanom, Basaliom, Spinaliom, Plattenepithelkarzinom der Haut-
Schleimhaut-Ubergange

— Neoplasien des lymphatischen Systems
z. B. Morbus Hodgkin und Non-Hodgkin-Lymphom, chronisch lymphatische Leu-
k&mie (CLL), Thymom, Appendixkarzinom

— Sonstige Tumoren
Mammakarzinom bei asthenischer Konstitution, Morbus Paget der Mamma, in-
flammatorisches Mammakarzinom, Hodenkarzinom (Seminom, embryonales oder
Teratokarzinom)

— Anregung der Knochenmarkfunktion
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1.2 Zelltod: Apoptose und Nekrose

1.2.1 Nekrose

1.2.1.1 Inzidenz

Die Nekrose (abgeleitet von griechisch nekrosis fur Tod, T6tung, Absterben) wird auch als
“accidental cell death” bezeichnet und beschreibt das pathologisch bedingte Absterben von
Zellen. Bei dieser passiven, degenerativen und katabolischen Form des Zelltodes gehen
Gewebe infolge einer plotzlichen mechanischen Verletzung oder einer anderen irreparablen
Schadigung zugrunde. Das nekrotisch bedingte Absterben von Zellen wird nach einer Scha-
digung durch Hypoxie, Hyperthermie oder Ischdmie beobachtet und kann durch eine Vielzahl
physikalischer und chemischer Traumata, Sauerstoffmangel, Blockierung der oxidativen
Phosphorylierung und der Glykolyse sowie durch Hemmung von Krebs-Kreislauf-Enzymen
ausgeldst werden (Wyllie et al., 1980; Trump und Berezesky, 1992; Darzynkiewicz et al.,
1997; Duke et al., 1997).

1.2.1.2 Morphologie

Die frihesten morphologischen Veranderungen des nekrotischen Zelltodes schlieRen leichte
zytoplasmatische Oedembildung, Ausdehnung des endoplasmatischen Retikulums, An-
schwellung der Mitochondrien, Aufldsung der Ribosomen, Trennung der Polysomen, ver-
starkte Autophagozytose, unregelméRige Kondensierung des Kernchromatins und schliel3-
lich die langsame Aufldsung des Nukleus (Karyolyse) ein (Wyllie et al., 1980).

Unter dem Mikroskop sind nekrotische Zellen durch die charakteristische Schwellung zu er-
kennen, die auftritt, weil Organellen wie insbesondere die Mitochondrien und die Zelle selbst
sich aufbldhen und zerplatzen. Wegen der massiven Membranschadigung vermag sie ndm-
lich ihren Flussigkeits- und Elektrolythaushalt nicht mehr zu kontrollieren, und vor allem Nat-
rium- und Calcium-lonen, die normalerweise hinausbefdrdert werden, dringen nun ungehin-
dert ein und mit ihnen Wasser, was die Membranen schlief3lich bersten lasst (Duke et al.,
1997). Die aus dem Verlust der Membranintegritat und des osmotischen Gleichgewichtes re-
sultierende Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration hemmt gewisse enzymatische
Reaktionswege wie zum Beispiel die ATP-Produktion, wahrend die Proteolyse stimuliert wird
(Schwartz und Osborne, 1993). Somit ist zugleich auch ein entziindlicher Prozess charakte-
ristisch fir Nekrosen, denn durch die Freisetzung von Zellfragmenten in das umliegende
Gewebe und die verstarkte Produktion von proteolytischen Enzymen kommt es zu entzindli-
chen Reaktionen: Im Organismus umherwandernde Immunzellen sammeln sich an den ge-

schadigten Korperzellen und verschlingen sie. An sich hilft die damit einhergehende Entzin-
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dung, einen Infektionsherd zu begrenzen und anfallende Zelltrimmer zu entfernen; doch
kénnen die Immunzellen und die von ihnen abgegebenen Stoffe mitunter auch benachbar-

tem gesundem Gewebe erheblich schaden (Duke et al., 1997).
1.2.1.3 Mechanismus

Das hervorstechenste morphologische Ereignis bei der Nekrose ist das zellulare Anschwel-
len und der Defekt ist im essentiellen Verlust der Zellvolumen-Kontrolle zu sehen. Dieser
Verlust der selektiven Membranpermeabilitdt und des osmotischen Gleichgewichtes ist Basis
vieler Tests zur Viabilitéat von Suspensionszellen: Solche Essays beeinhalten den Ausschluss
von Vitalfarbstoffen (z. B. Trypanblau) und die Fahigkeit, zuvor radioaktiv markierte Substan-
zen (z. B. Chrom), zuriickzubehalten. Die Ergebnisse dieser Tests (Transmembran-Defekte,
anormale Permeabilitat fir Marker-Molekile) zeigen, dass der Verlust der Membranintegritat
aufgrund des Zusammenbruchs der zellularen Energieversorgung morphologischen Veran-
derungen der Nekrose vorausgeht und diese auch verursacht. Auf den Verlust der Memb-
ranintegritat und der Homeostase folgt die nun irreparable Schadigung der Mitochondrien
(“point of no return”), d. h. der nekrotischen Zelle wird die Quelle des oxidativen Metabolis-
mus und die Mdoglichkeit, das osmotische Gleichgewicht wiederherzustellen, endgultig ge-

nommen (Wyllie et al., 1980; Darzynkiewicz et al., 1997).
1.2.2 Apoptose

1.22.1 Inzidenz

Kerr et al. erkannten 1972, dass es sich bei dem Zellsterben wahrend der Entwicklung und
bei dem im reifen Organismus um einen gleichartigen Vorgang handelt, der lebenslang ab-
l[Auft, und fuhrten den Begriff Apoptose als Gegensatz zur Mitose ein. Die Zusammensetzung
von griechisch apo (ab, weg, los) und ptosis (Senkung), die ein Abfallen wie das welker
Blatter bezeichnet, sollte den Unterschied zur Nekrose verdeutlichen. Bei der Apoptose han-
delt es sich um einen aktiven, energieabhangigen Prozess, der sowohl unter physiologischen
als auch pathologischen Bedingungen ablauft, im Gewebe verteilte Einzelzellen befallt und
im Gegensatz zur Nekrose keine Entziindung hervorruft. Dieser auch als “cell suicide” (Len-
non et al.,, 1991) bezeichnete programmierte Zelltod tritt wahrend der Embryogenese und
Metamorphose auf, bei der normalen Zellerneuerung im Gewebe, der Entwickung des Im-
munsystems und der terminalen Differenzierung myeloischer Zellen. Des Weiteren kdnnen
auch ionisierende Strahlung, zytotoxische Chemikalien und der Entzug spezifischer Wachs-
tumsfaktoren (Lymphozyten ohne IL-2, hdmopoetische Vorlauferzellen ohne IL-3, Fibroblas-
ten ohne Serum, Prostatazellen ohne Steroidhormone) oder die Zugabe physiologischer Re-
gulationshormone (Lymphozyten werden Glycocorticoiden ausgesetzt) Apoptose induzieren

(Arends und Wyllie, 1991). Auch funktionell I6sen viele Zelltypen und Mechanismen des Im-
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munsystems Apoptose aus, z. B. zytotoxische T-Zellen und natirliche Killerzellen (NK). Der
programmierte Zelltod ist in wachsenden und regressiven Tumoren nachweisbar und beein-
flusst die Expansion der Tumor-Zell-Population tber das Gleichgewicht Zell-Gewinn und -
Verlust (Wyllie, 1985). AulRerdem stellt die Apoptose die Art des Tumor-Zelltodes nach zyto-
toxischer Therapie dar (induziert in experimentellen B- und T-Leuk&miezellen bei Behand-
lung mit monoklonalen Antikorpern gegen ein spezifisches Oberflachenepitop Apo-1; Trauth
et al., 1989; Debatin et al., 1990).

1.2.2.2 Morphologie

Die morphologischen Verénderungen wahrend der Apoptose verlaufen nach Arends et al.

(1990) in drei unterschiedlichen Phasen:

Phase 1:

In den frihen Apoptosestadien schrumpft die Zelle, 16st sich von ihren Nachbarn und es
kommt zum Verlust von speziellen Membranstrukturen, wie z. B. der Mikrovilli und Pseudo-
podien. Durch Abnahme des Zellvolumens kommt es zur Kondensierung des Zytoplasmas,
zur Verdichtung zytoplasmatischer Organellen und zur Auflésung der Nukleoli. Das Chroma-
tin kondensiert sich in Schollen an der Kernperipherie und der Kern nimmt haufig eine Halb-
mond- oder Sichelform an. Durch Ausdehnung des glatten endoplasmatischen Retikulums
und Bildung von Vesikeln, die mit der Zellmembran verschmelzen, erscheinen auf der Zell-
oberflache charakteristische Blaschen. Im Gegensatz zur Nekrose bleiben die Mitochondrien
und Ribosomen in diesem Stadium der Apoptose morphologisch unverandert und intakt. Die
Zellmembran wird nicht durchlassig fur Vitalfarbstoffe und die apoptotischen Zellen rufen in-

nerhalb des Gewebes keine akute entziindliche Reaktion hervor.

Phase 2:

Das zweite Stadium der Apoptose kann mit dem ersten Uberlappen und ist durch verstéarkte
Blaschenbildung auf der Zelloberflache und Lappung der Zelle (Zeiose), sowie durch Frag-
mentierung des Zellkerns (Karyorrhexis) gekennzeichnet. Diese Kernfragmente werden dann
mit Zytoplasma und Organellen zu membranumhullten apoptotischen Bodies gepackt und
abgespalten. In vivo erfolgt dann die schnelle Phagozytose durch Nachbarzellen oder

Makrophagen, wodurch eine entziindliche Reaktion im umliegenden Gewebe verhindert wird.

Phase 3:

Im letzten Stadium des programmierten Zelltodes kommt es zur fortschreitenden Degenerie-
rung der restlichen Kern- und Zytoplasmastrukturen. In kultivierten Zellen manifestiert sich
dies durch Risse in der Membran und die daraus resultierende Durchlassigkeit fur Vitalfarb-

stoffe (,sekundare Nekrose”).
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Abb. 3: Morphologische Verédnderungen der Apoptose und Nekrose (Darzyn-
kiewicz et al., 1997)
A. normale Zelle; B. Schrumpfung der Zelle, Kondensierung des Chroma-
tins, Organellen unversehrt C. Abschniirung apoptotischer Bodies, Frag-
mentierung des Chromatins, Organellen intakt, keine Freisetzung des
Zellinhalts D. Anschwellen der Zelle, Chromatin wenig verandert, Orga-
nellen geschadigt E. Zelle lysiert, Abbau des Chromatins, Freisetzung des
Zellinhaltes.

1.2.2.3 Mechanismus

Die biochemischen Vorgange der Apoptose sind weit weniger gut definiert als die morpholo-
gischen Veranderungen, wahrscheinlich weil dieser Prozess typischerweise verstreute Ein-
zelzellen innerhalb des Gewebes befallt, welche in der Mehrzahl von lebenden Zellen umge-
ben sind, die sie rasch phagozytieren. Trotzdem kénnen sechs charakteristische Ereignisse

des apoptotischen Zelltodes beschrieben werden (Arends und Wyllie, 1991):

Zunahme der zellularen Dichte:

Durch die auffallende Abnahme des Zellvolumens apoptotischer Zellen wurde diese Art des
Zelltodes anfanglich auch als “shrinkage necrosis” (Kerr et al., 1972) bezeichnet.

Denn in apoptotischen Zellen kommt es zur Ausdehnung des endoplasmatischen Retikulums
(ER) und zur Bildung von Vesikeln, die mit der Plasma-Membran verschmelzen und ihren In-
halt extrazellular entleeren (Morris et al., 1984). Dieser schnelle und selektive Export von
Flassigkeit und intrazellularen lonen, jedoch nicht von Makromolekilen und Organellen in
das ER, kénnte durch ein lonen-Transport-System geregelt werden. In diesem Stadium zei-
gen die apoptotischen Zellen jedoch keine erhdhte Durchlassigkeit fir Vitalfarbstoffe oder

verstarkten Verlust von zuvor angesammeltem radioaktiv markiertem Chrom.

Intrazellulare Veranderungen und Reaktionen der Signalmechanismen:
Die Wahrnehmung physiologisch tédlicher Reize wird vermutlich durch Zell-Typ- und Stimu-
lus-spezifische Rezeptoren vermittelt. Mogliche intrazellulare Signalmechanismen fur die

Auslésung des programmierten Zelltodes sind lonen-Fluss, Veranderungen in der Aktivitat



Theoretische Einfihrung Seite 23

von Protein-Kinasen und der Expression und Aktivitdt von Onkogenen. In apoptotischen
Zellen kommt es beispielsweise zu einem moderaten, aber nicht nachlassenden Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration, wahrend bei der Nekrose der Calcium-Gehalt schnell

um das Tausendfache ansteigt.

Stilllegung der Protein- und RNA-Synthese:
Schon in den friihen Apoptosestadien kommt es zur Einstellung der gesamten Protein- und
RNA-Synthese-Tatigkeit.

Chromatin-Spaltung:

Internukleosomale Chromatin-Spaltung durch endogene Endonukleasen wird beinahe aus-
schliellich bei der Apoptose beobachtet. Die Spaltung internukleosomaler Linker-DNA er-
zeugt Ketten von Oligonukleosomalen mit DNA-L&ngen von 180-200 Basenpaaren und
Vielfachen davon. Diese DNA-Fragmente kénnen als typische ,Chromatin-Leiter” mittels Gel-

Elektrophorese nachgewiesen werden (Arends und Wyllie, 1991).

Transglutaminase-Aktivitat:

Mit dem Einsetzen der Apoptose kommt es zur Induktion und Aktivierung von Gewebe-
Transglutaminasen (Ca?*-abhéngige Protein-Glutamin y-Glutamyltransferase), die zytoplas-
matische Proteine tber e—(y-glutamyl)-Lysin-B&nder miteinander vernetzen und die Bildung
von Proteinscaffolds bewirken. Wahrend des programmierten Zelltodes kommt es somit zu
einem Anstieg von Transglutaminase mMRNA und Protein, der Enzymaktivitdt und Protein-

gebundenem (y-glutamyl)-Lysin (Arends und Wyllie, 1991; Darzynkiewicz et al., 1997).

Veranderungen der Zelloberflache:

Charakteristisch fur apoptotische Zellen ist die schnelle Erkennung und Phagozytose durch
ihre Nachbarzellen oder Makrophagen, die bevorzugt an apoptotische Zellen binden. Die Er-
kennung apoptotischer Nager-Thymozyten geschieht beispielsweise durch Zucker-
abhéangige Mechanismen, gehemmt durch N-acetylglukosamine (GIcNAc) oder sein Dimer,
N,N’-diacetylchitobiose, aber nicht durch Mannose oder Fucose und nur in geringem Umfang
durch andere Monosaccharide, eingeschlossen Galaktose (Duvall und Wyllie, 1986). So
scheinen Glykan-Gruppen an der Zelloberflache freigesetzt zu werden und als Erkennungs-
signal zu funktionieren, um eine Anheftung und nachfolgende Phagozytose durch

Makrophagen zu ermdglichen.
1.2.2.4 Genetische Steuerung der Apoptose

Wahrend der normalen Entwicklung des Nematoden Caenorhabditis elegans sterben 131
von 1090 somatischen Zellen durch Apoptose (Ellis et al., 1991; Yuan et al., 1993). Dabei
sind die Gene ced-3, ced-4 und nuc-1 notwendig fur den programmierten Zelltod in C. ele-

gans, wahrend ihr Antagonist ced-9 den Zelltod verhindert (Hengarter und Horvitz, 1994).
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Das durch ced-9 kodierte Protein hat Sequenzahnlichkeiten mit dem Proto-Onkogen bcl-2,
welches den Zelltod bei Saugern verhindert (Cohen, 1997). Das ced-3-Protein hat deutliche
Sequenzahnlichkeit mit der Cystein-Protease ICE/Caspase-1 aus der Familie der Interleukin-
1B-converting Enzyme bei S&dugern, welche bei Uberexpression Apoptose ausldst (Yuan et
al., 1993; Nicholson und Thornberry, 1997). Fur ced-4 wurde bisher kein homologes Gen bei
Saugern identifiziert.

Die Uberexpression des Proto-Onkogens bcl-2 erhéht die Uberlebenszeit von B-Zell-
Vorlauferzellen beim Entzug von Wachstumsfaktoren und ist beteiligt an der Verhinderung
des programmierten Zelltodes bei T-Zellen, Thymozyten und Zellen des Burkitt-Lymphoms
(Sen und D'Incalci, 1992). Sen und DfIncalci (1992) vermuten, das verstarkte bcl-2-
Expression die Uberlebenszeit von Zellen bei gleichzeitiger Unterdriickung der c-myc-
Expression durch Mobilisierung von Ca**-lonen von den Mitochondrien zum Zytoplasma er-
hoéht.

Das Proto-Onkogen c-myc, normalerweise in die Zelltransformation, -differenzierung und
Zellzyklus-Progression verwickelt, nimmt auch eine zentrale Rolle wahrend des program-
mierten Zelltodes ein (Bissonnette et al., 1992). Das heit eine Uberexpression von c-myc
kann in Mitose oder Apoptose resultieren und ist abh&ngig vom Vorhandensein anderer
Wachstumsstimuli. Bei der Anwesenheit solcher Stimuli wirkt c-myc als klassisches Proto-
Onkogen und stimuliert die Mitose, bei ihrer Abwesenheit induziert c-myc Apoptose (Kerr et
al., 1994).

Das Produkt des Tumorsupressor-Gens p53 arretiert hauptsachlich in der G1-Phase des
Zellzyklus die Zellproliferation und kann stattdessen die Zelldifferenzierung anregen (Cohen,
1993; Kerr et al., 1994). DNA-Defekte regen die betroffene Zelle zur Herstellung des Protei-
nes p53 an, das seinerseits die Aktivierung des Apoptoseprogrammes veranlassen kann
(Duke et al., 1997).

Das Produkt des Genes Fas ist ein Plasmamembranprotein homolog zu den Rezeptoren des
Tumor-Nekrose-Faktors (TNFR) und des Nerve-Growth-Faktors (NGFRI) und gehdrt somit
zur humanen Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor/Nerve-Growth-Faktor-Rezeptor-Superfamilie
von Zelloberflachenproteinen (Cohen, 1993; Kerr et al., 1994). Fas ist identisch mit dem O-
berflachenmolekidl APO-1 bzw. CD95 des Menschen und ist in die Zellmembran von T-
Lymphozyten eingebettet (Duke et al., 1997). Durch die Bindung von spezifischen Antikor-
pern an Fas kann Apoptose naturlich oder mittels Transfektion ausgeldost werden (Cohen,
1993).

Schlief3lich sind auch Gene wie TRPM-2 und RP-2 oder RP-8 bekannt, deren Expression in
apoptotischen Zellen ebenfalls zunimmt, jedoch ist ihre Aufgabe wéahrend dieses Prozesses
noch ungeklart (Cohen, 1993).
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1.3 Schwesterchromatid-Austausche (SCE)

1.3.1 Mechanismus

Schwesterchromatid-Austausche (Sister-Chromatid Exchange = SCE) reprasentieren das
Ergebnis eines reziproken Austausches von DNA-Molekilen zwischen homologen Genloci
zweier Schwesterchromatiden innerhalb eines replizierten Chromosoms (Latt, 1981).

Es handelt sich demnach um Ereignisse, die mit Briichen in den DNA-Molekiilen beider
Schwesterchromatiden einhergehen. Die Ligation der Chromatidbruchstiicke ist dabei streng
auf Chromatiden der gleichen Polaritat beschrankt (Kato, 1977b).

Der SCE-Test an Metaphase-Chromosomen wurde durch die Einfuhrung der BrdU-
Farbetechnik erleichtert und wird seit geraumer Zeit fir in vitro-Untersuchungen potentieller
mutagener Karzinogene eingesetzt. Obwohl die Schwesterchromatid-Austausche auf Meta-
phase-Chromosomen als ein Ergebnis von DNA-Schaden und DNA-Reparatur aufzutreten
scheinen, sind die exakten molekularen und biochemischen Mechanismen der SCE-
Entstehung und ihre biologische Bedeutung noch unklar (Latt, 1974 + 1981; Bender et al.,
1992).

Da es sich bei SCEs immer um symmetrische Austausche an einem Genort zwischen zwei
Schwesterchromatiden ohne DNA-Verlust handelt (Cole et al., 1983), resultieren sie in kei-
nerlei Anderung der Gesamt-Chromosomen-Morphologie (Hedner et al., 1982). Des Weite-
ren stellten Shiraishi und Sandberg 1979 fest, dass SCEs nicht zu Veranderungen des funk-
tionellen Genoms fiihren, so dass sie nicht als Mutationen im engeren Sinne bezeichnet
werden kénnen.

Man geht davon aus, dass es sich bei der Bildung von SCEs um einen Synthese-Phase-
abhéngigen Prozess handelt, der eng mit DNA-Replikationsvorgangen verknlpft ist (Kato,
1980) und wohl auf irgendeine Weise mit DNA-Reparaturmechanismen in Verbindung steht
(Ardito et al., 1980). Demnach treten SCEs wahrend der S-Phase des Zellzyklus entweder
an der Replikationsgabel oder aber an Stellen auf, an denen die Replikation inkomplett ist
(Painter, 1980).

1.3.2 Frequenz und Lokalisierung

Die SCE-Frequenz innerhalb eines Chromosoms ist positiv mit dessen Lange korreliert. He-
terochromatische Regionen sind besonders sensitiv flr Schadigungen und brechen daher, z.

B. unter dem Einfluss energiereicher Strahlung, bevorzugt (Latt, 1974).
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1.3.3 Ursachen der SCE-Bildung

Da SCEs durch subtoxische Konzentrationen verschiedener biologischer, chemischer und
physikalischer Agentien induziert werden kdnnen, stellt die SCE-Analyse ein schnelles, sen-
sitives und quantitatives Verfahren zur Erfassung genetischer Schaden dar (Carrano et al.,
1978). Nach Kato (1977a) kénnen SCE-erzeugende Substanzen in verschiedene Gruppen

eingeteilt werden:

lonisierende Strahlung:
Hierzu rechnet man Rontgenstrahlen, y- und B-Strahlen. Diese Strahlentypen erhdhen die
SCE-Rate nur geringfligig, verursachen aber in gréRerem Ausmalfd strukturelle Chromoso-

menaberrationen und wirken unabhéangig vom Zellzyklus.

UV-Licht:

Die Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht wahrend der Synthese-Phase fuhrt zu einem star-
ken Anstieg der SCE-Rate, der Gber mehrere Zellgenerationen erhalten bleibt und auf die
Entstehung von Pyrimidin-Dimeren zurtickzufiihren ist. Die SCEs entstehen in der auf die
Bestrahlung folgenden Replikation. Die Anzahl der Chromosomenaberrationen wird wenig

oder gar nicht beeinflusst.

Chemische Substanzen:
Chemikalien, die einen Anstieg der SCE-Rate induzieren, kénnen aufgrund ihrer unter-

schiedlichen Wirkungsweise in drei verschiedene Klassen eingeteilt werden:

» Chemikalien des UV-Strahlen-Typus:
Die Wirkungsweise dieser Agentien ist mit der der UV-Strahlen vergleichbar. Sie
fuhren zu einer starken Erhéhung der SCE-Rate, verursachen aber keine oder nur
wenige Chromosomenaberrationen und sind Synthese-Phase-abhéngig. In dieser
Substanzklasse konnen DNA-alkylierende (z. B. Mitomycin C) und DNA-
interkalierende (z. B. Acridinorange) Chemikalien unterschieden werden.

* Chemikalien des Rontgenstrahlen-Typus:
Die Wirkung dieser Substanzen (z. B. Bleomycin) ist mit der der Rontgenstrahlen
vergleichbar. Sie erzeugen in groBem Umfang Chromosomenaberrationen, wéh-
rend die SCE-Rate kaum beeinflusst wird. Diese Agentien wirken unabhangig vom
Zellzyklus.

+ Chemikalien des ,Ubergangs"-Typus:
Diese Gruppe von Verbindungen nimmt eine Mittelstellung zwischen dem UV-
Strahlen-Typ und dem Roéntgenstrahlen-Typ ein. Hierzu gehéren Substanzen, die

sowohl SCEs als auch Chromosomenaberrationen auslésen kénnen.
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Steroide:

Ostradiol und Testosteron erhdhen beide die SCE-Rate in transformierten Lungenzellen von
chinesischen Hamstern, Dihydroepiandosteron und Progesteron dagegen nur bei gleichzeiti-
gem Zusatz von Mitomycin C oder UV-Licht. Wie weit diese im Tierversuch gewonnenen Er-

gebnisse auf den Menschen bertragbar sind, ist allerdings noch nicht bekannt (Latt, 1981).

Metabolische Aktivierung:
Viele Substanzen konnen ihre genotoxische Wirkung erst nach einer metabolischen Aktivie-

rung entfalten und dann auch SCEs induzieren (Ames et al.,1975).

Defekte in DNA-Reparaturmechanismen:

Auch Defekte in Reparaturmechanismen kénnen zu einer Erhéhung der SCE-Frequenz fih-
ren, dies ist z. B. fir Lymphomzelllinien und lymphoblastische Leukéamien beschrieben (Latt,
1981).

1.3.4 Prinzip der SCE-Farbung (FPG-Technik)

Um Schwester-Chromatid-Austausche auf den Chromosomen erkennen zu kénnen, mussen
die beiden Schwesterchromatiden unterschiedlich markiert werden. Heute setzt man 5'-
Brom-2-desoxyuridin (BrdU) als Thymidinanalogon zur Differenzierung von Schwesterchro-
matiden ein (vgl. Abb. 4). BrdU wird anstelle des Thymidins in die DNA eingebaut, wobei die
einzubauende BrdU-Menge von der eingesetzten BrdU-Konzentration abhéangt. Das im U-
berschuss zugegebene BrdU wird nur als Substituent des exogenen Thymidins, das nicht
von der Zelle selbst synthetisiert wird, eingebaut, so dass der Substitutionsanteil scheinbar
immer kleiner als zwanzig Prozent ist. Die Inkorporationsrate kann aber erhoht werden, wenn
die endogene Thymidinsynthese gehemmt oder verlangsamt wird (Wolff, 1982).

Der Einbau des BrdUs anstelle des Thymidins in die DNA verandert die Chromatinstruktur
und -stabilitdt durch verzdgerte Spiralisation der DNA-Doppelhelix, wodurch sich folglich bei-
de Schwesterchromatiden in ihrem Spiralisationsmuster unterscheiden (Latt, 1974).

Auch die Fluoreszenz-Plus-Giemsa (FPG)-Methode, bei der man mit dem Lichtmikroskop
auswertbare Dauerpréparate erhalt, beruht auf dem Einbau des thymidinanalogen 5'-Brom-
2-desoxyuridin (BrdU) anstelle des Thymidins bei der DNA-Replikation in die neusyntheti-
sierte DNA, so dass nach zwei Replikationsrunden in der Anwesenheit von BrdU die
Schwesterchromatiden voneinander unterscheidbar werden. Zu diesem Zweck bietet man
den zu untersuchenden Zellen fiir die Dauer von zwei Replikationszyklen BrdU im Uber-
schuss an. Nach zwei Replikationsrunden mit BrdU im Uberschuss sind dann die Chromat-
iden mit bifilar (zweistrangig) substituierter DNA (hier wurde BrdU anstelle des Thymidins in
beide Strange eingebaut) weniger kondensiert und farben sich daher schwacher mit Giemsa
an (Perry und Evans, 1975) als die Schwesterchromatiden mit unifilar (einstrangig) substitu-

ierter DNA (hier wurde BrdU ersatzweise in nur einen DNA-Strang eingebaut).
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Bei der FPG-Technik werden die Praparate mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258
behandelt, anschliel3end mit UV-Licht bestrahlt und nach Inkubation in heiRer (60 °C) Salzl6-
sung mit Giemsa angefarbt. Die Metaphase-Chromosomen des zweiten Zellzyklus erschei-
nen daraufhin als sogenannte ,Harlekin“-Chromosomen, d. h. die beiden Chromatiden eines
Chromosoms bestehen aus je einer hellen (bifilar substituierten) und einer dunkler (unifilar

substituierten) angefarbten Chromatide.

BrdU-Zugabe

T

erster Zellzyklus
nach BrdU-Zugabe

zweiter Zellzyklus
nach BrdU-Zugabe

AAAA

= normaler Thymidin-enthaltender DNA-Strang
------------------------------- = BrdU-enthaltender DNA-Strang

dritter Zellzyklus
nach BrdU-Zugabe

Abb. 4: Schematische Darstellung des BrdU-Einbaus in den einzelnen Replikationszyklen

Der der FPG-Farbung zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht endgultig geklart. Es
ist zum Beispiel noch unklar, ob letztendlich die BrdU-substituierte DNA selbst oder eine
durch BrdU bedingte Veranderung des chromosomalen Proteins fur die differentielle Anféarb-
barkeit der Schwesterchromatiden verantwortlich ist. Auch die Bedeutung des Fluorochroms
Hoechst 33258 ist noch weitgehend ungeklart. Sicher ist eigentlich nur, dass es sich Uber-

wiegend an die AT-reichen Frequenzen der DNA anlagert (Comings, 1975).
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Grundsatzlich wurden zwei Grundmechanismen fir die differentielle Schwesterchromatid-
Differenzierung vorgeschlagen. Zum einen soll die Prozedur, die zur differentiellen Farbung
angewandt wird, einen exzessiven DNA-Verlust bei den bifilar substituierten Chromatiden
bewirken. Die Farbung ware dann proportional der in der Chromatide zurtickbleibenden
DNA-Menge. Zum anderen konnte ein durch die BrdU-Inkorporation in die DNA bedingter
Umbau chromosomaler Proteine auf irgendeine Weise die Bindungsfahigkeit von Giemsa an

die Chromosomen beeinflussen, was ebenfalls zur differentiellen Anfarbung fihren wirde.

1.3.5 Analyse der Zellzyklusverteilung

Neben der Bestimmung der SCE-Frequenz bietet die differentielle Schwesterchromatid-
Farbung auch die Moglichkeit, die zellulare Kinetik zu untersuchen (Beek und Obe, 1979).
Denn die einzelnen Metaphasen konnen anhand des unterschiedlichen BrdU-Einbaus in die
Chromatiden bei der DNA-Neusynthese und der daraus resultierenden unterschiedlichen
Anfarbbarkeit der Chromosomen verschiedenen Replikationszyklen zugeordnet werden.
Dies kann zur Analyse eventuell hemmender oder fordernder Einflisse von Mutagenen

und/oder Karzinogenen auf den Zellzyklus genutzt werden.
1.3.5.1  Erster Replikationszyklus (M1)

Wahrend der ersten Synthese-Phase wird BrdU in jeweils einen der beiden DNA-Strange der
Chromatiden eingebaut (vgl. Abb. 5). Demnach sollte der BrdU-Gehalt nach dieser ersten
Synthesephase in den beiden Chromatiden eines Chromosoms zumindest ungeféahr gleich
sein, da jetzt jede Chromatide aus einem DNA-Strang mit und einem ohne BrdU besteht.

Dies resultiert dann in einer gleichmaRig dunklen Farbung beider Chromatiden.

Abb. 5: Metaphase des ersten Replikationszyklus
” (1000fache VergréRerung)
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1.3.5.2 Zweiter Replikationszyklus (M2)

Wahrend der zweiten Synthese-Phase wird in Gegenwart von BrdU wieder in jeweils einen
DNA-Strang jeder Chromatide BrdU eingebaut (vgl. Abb. 6). Nun besteht jedes Chromosom
aus einer unifilar und einer bifilar substituierten Chromatide. Die Chromatide, in deren ge-
samter DNA-Doppelhelix BrdU eingebaut wurde, erscheint nach der Farbung hell im Ver-
gleich zur nur unifilar substituierten Schwesterchromatide, die sich dunkler anfarbt. Auf diese
Weise entstehen die fur den zweiten Zellzyklus typischen ,Harlekin“-Chromosomen.

Da die Schwesterchromatiden wéahrend dieses Stadiums aufgrund ihres differentiellen Féar-
begrades unterschieden werden koénnen, dienen die Metaphasen des zweiten Replikations-
zyklus zur Auszéhlung der SCEs, die als alternierende Farbwechsel entlang der Chromoso-

men zu erkennen sind.

-~ Abb. 6: Metaphase des zweiten Replikationszyklus
(1000fache VergréRerung)
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1.3.5.3  Dritter und hohere Replikationszyklen (M3+)

Nach der dritten Replikationsrunde in der Anwesenheit von BrdU besteht die Halfte der
Chromosomen aus zweifach substituierter DNA (vgl. Abb. 7). Da bei ihnen beide Chromat-
iden nur schwach angefarbt werden, erscheinen diese Chromosomen einheitlich hell, soweit
nicht noch ein SCE sichtbar ist. Die andere Halfte der Chromosomen entspricht farblich de-
nen des zweiten Zellzyklus (,Harlekin“-Chromosomen).

Bei den Metaphasen spaterer Zellzyklen nimmt die Anzahl der Chromosomen, bei denen
beide Chromatiden doppelt substituiert sind, immer mehr zu, wahrend die ,Harlekin“-
Chromosomen immer seltener werden.

Wegen des Anteils der gleichméRig hell gefarbten Chromosomen ist eine genaue Bestim-

mung der SCE-Haufigkeit pro Metaphase nicht mehr mdéglich.

Abb. 7: Metaphase des dritten Replikationszyklus
. (1000fache VergréRerung)
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1.4 Mikronuklei (MN)

1.4.1 Definition

Mikronuklei sind zytoplasmatische Chromatinmassen, die im Verlauf einer Mitose nicht von
einem der beiden Tochterkerne eingeschlossen werden, sondern als kleine Sekundarkerne
im Zytoplasma auftreten. Sie entstehen in sich teilenden Zellen, wenn diese azentrische
Chromatid- und Chromosomenfragmente bzw. auch ganze Chromosomen mit inaktiviertem
Zentromer enthalten, welche nicht in der Lage sind, wahrend der Mitose zu einem der beiden
Spindelpole zu wandern, sondern in der Aquatorialebene zuriickbleiben (Heddle et al., 1978a
+ b).

1.4.2 Induktion und Entstehung

Die Entstehung von Mikronuklei kann sowohl durch Klastogene (chromosomenbrechende
Substanzen) als auch durch Aneugene (Aneuploidie-erzeugende Agentien; Spindelgifte)
ausgeldst werden; allerdings nur unter der Voraussetzung, dass die betreffenden Zellen un-
ter dem Mutageneinfluss noch mindestens eine Zellteilung durchlaufen. Demnach lassen
sich die Mikrokerne aufgrund ihrer Entstehungs-Voraussetzungen in zwei Klassen einteilen,
in klastogen- und aneugen-induzierte Mikronuklei.

Die durch klastogene Agentien induzierten Mikrokerne enthalten hauptséchlich azentrische
Chromosomenfragmente, welche aus Chromosomenbriichen resultieren. Aufgrund des
Zentromerverlustes besitzen azentrische Chromosomenfragmente keine Ansatzstelle fir die
Spindelfasern und aus diesem Grund kénnen sie wahrend der Anaphase nicht zu einem der
beiden Spindelpole wandern, sondern bleiben in der Aquatorialebene liegen, was ihre Auf-
nahme in einen der beiden Tochterkerne verhindert. Die Zuordnung solcher Fragmente zu
einer der beiden Tochterzellen, in deren Zytoplasma dann ein oder mehrere Mikronuklei ent-
stehen, erfolgt zufallig (Yamamoto und Kikuchi, 1980).

Die durch aneugene Agentien induzierten Mikronuklei enthalten immer ganze Chromosomen
bzw. Chromatiden. Durch Schadigungen des Spindelapparates kann es wahrend der Mitose
zu Chromosomen-Fehlverteilungen kommen, z. B. kénnen Spindelgifte wie Colchizin dazu
fuhren, dass einzelne Chromosomen bzw. Chromatiden in der Aquatorialebene liegenbleiben
("anaphase-lagging"). Auch hier erfolgt die Zuordnung dieser Chromatiden oder Chromoso-
men zu einer der beiden Tochterzellen, in deren Zytoplasma sich dann ein oder mehrere
Mikrokerne bilden, zuféllig (Heddle et al., 1978a).
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Insgesamt kdnnen nach Heddle et al. (1991) vier verschiedene Mechanismen unterschieden

werden, die zur Entstehung von Mikrokernen oder Mikrokern-&hnlichen Strukturen fihren:

» Mitotischer Verlust von azentrischen Chromosomen

» Mitotischer Verlust ganzer Chromosomen (durch “chromosome lagging” oder inak-
tive Kinetochore)

e Auswirkungen von Chromosomenbrichen und -austauschen (z. B. durch feste
Chromosomenbriicken oder ineinander verwickelte Chromosomen), die wiederum
zu azentrischen Fragmenten fiihren

* Apoptose

1.4.3 Zytokinese-Block-Methode

Zur Bestimmung der Mikrokern-Rate wurde in der vorliegenden Arbeit die nach Fenech und
Morley (1985a und b) modifizierte Cytochalasin-Block-Methode angewandt. Bei dieser Blo-
ckierungsmethode wird Cytochalasin B eingesetzt, um die Zytokinese der sich teilenden
Zellen nach vollendeter Karyokinese zu blockieren. Diese arretierten Zellen sind leicht an ih-
rer Gré3e und den zwei in einer gemeinsamen Zytoplasmabhille liegenden Kernen zu erken-
nen (vgl. Abb. 8 + 9).

Cytochalasin ist ein Inhibitor der Aktin-Polymerisation, welche fir die Bildung des Mikrofila-
ment-Ringes, der das Zytoplasma zwischen den Tochterkernen wahrend der Zytokinese ein-
schnart, bendtigt wird (Kelly und Sambrock, 1973). Da Cytochalasin B zur Blockierung der
Zytokinese durch Hemmung der Plasmateilung nach der Telophase fihrt, entstehen nach
der ersten Mitose unter Cytochalasin-Einwirkung Doppelkerne. Dadurch wird eine Unter-
scheidung zwischen Zellen, die sich nach der Cytochalasin-Zugabe genau einmal geteilt ha-
ben und den Ubrigen Zellen gewahrleistet. Aulierdem ermdglicht der Einsatz von Cytochala-
sin B bei proliferierenden Zellpopulationen die Ansammlung aller sich teilenden Zellen im
zweikernigen Stadium.

Das Cytochalasin B scheint erst in einem sehr spaten Stadium in den Prozess der Zytokine-
se einzugreifen. Der ,kontraktile Ring“ um den Aquator der sich in Teilung befindenden Zelle
bildet sich wie bei ungestorten Teilungsvorgangen aus. Die Zellmembran wird so weit einge-
schnurt, dass eine Teilungsfurche entsteht. Die endgultige Trennung der beiden Tochterzel-
len wird allerdings verhindert. Man kann erkennen, dass sie Uber eine schmale Plasmabri-
cke miteinander verbunden bleiben und sich auf beiden Seiten der Zytoplasmabriicke jeweils
einer der beiden Tochterkerne befindet. Sie vereinigen sich dann wieder vollstandig, so dass

zweikernige Zellen entstehen.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Entstehung von Mikronuklei bei der Zytokinese-Block-Methode.
A. normale Karyogenese ohne Zytokinese, keine MN-Bildung B. MN-Bildung aus einem azentrischen
Chromosomenfragment C. MN-Bildung aus einem ganzen Chromosom

Abb. 9: Doppelkernige Zelle mit Mikronukleus (1000fache Vergréf3erung)
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1.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine relativ junge Technologie und stellt ein optisches Messsys-
tem dar, das Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flissigkeitsstrom fokus-
sierter Partikel analysiert. In den 60er und 70er Jahren dieses Jahrhunderts entwickelten
mehrere Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander Gerate zur Messung von Tumorzellen,
Lymphozyten und Bakterien mithilfe von Protein-, Nukleinfarbstoffen und fluoreszenzmar-
kierten Antikorpern.

Das Anwendungsspektrum reicht von der Lymphozytentypisierung Uber Zellzyklusanalysen
bis zu funktionellen Untersuchungen wie beispielsweise intrazellularen Stoffwechselvorgan-
gen. Nach Schmitz und Rohde (1994) stammen diese Entwicklungen im Wesentlichen aus
den Laboratorien von Herzenberg (Stanford, USA, Charakterisierung und Isolierung von T-
und B-Lymphozyten), von Gohde und Dittrich (Minster, Zellproliferation), Kamentsky (Bos-
ton, Identifikation von Tumorzellen) und von Valet und Kachel (Minchen, Erarbeitung multi-
parametrischer zellularer Funktionsanalysen).

Fur die Funktion eines Durchflusszytometers sind im Wesentlichen folgende Punkte zu be-

ricksichtigen:

» Vollstandige Erfassung der Zelle durch die Lichtquelle und die Detektoren.

» Sicherstellung der Analyse einzelner Zellen, d. h. Vermeidung der gleichzeitigen
Messung mehrer Zellen oder von Zellaggregaten.

e Zuordnung der von verschiedenen Detektoren gemessenen Signale zu einer ge-
gebenen Zelle.

» Eine moglichst hohe Spezifiat und Selektiviat der eingesetzten Fluoreszenzfarb-
stoffe fur die zu analysierenden Parameter.

» Proportionalitat zwischen den zu untersuchenden Parametern, der eingelagerten

Farbstoffmenge und der Fluoreszenzintensitat des jeweiligen Farbstoffes.
Das Gerat ist in folgende Bauteile gegliedert:

» Flussigkeitssystem
» Optisches System

» Signalverarbeitung

1.5.1 Flussigkeitsystem

Das Flussigkeitssystem besteht, vereinfacht ausgedriickt, aus zwei Leitungen. Uber eine
Zuleitung drickt eine Pumpe kontinuierlich ,Tragerflussigkeit” (bzw. Hullstromfllssigkeit)
durch die Messkammer und weiter in den Abfallbehalter. Eine zweite Leitung dient zum

Transport der Zellen vom Probenréhrchen zur Messkammer, in der sich beide Leitungen
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vereinen. Die Zellsuspension wird entweder Uber ein Ansaugsystem oder ohne zwischenge-
schaltete Ventile mittels Uberdruck in die Messkammer, ublicherweise eine Quarzkiivette,
transportiert. Hier liegt die kritischste Stelle des ganzen Durchflusszytometers. Das Ende der
Stahlkapillare (zweite Leitung) ist auf das Zentrum des Lumens der Kiivette gerichtet. Un-
mittelbar nach dem Verlassen der Kapillare erfasst die laminar durch die Kiivette strémende
Tragerflissigkeit die Zellsuspension. Hierbei verengt sich der Probenstrom auf das Zentrum
der Klvette und erfahrt eine Beschleunigung von wenigen Zentimetern in der Sekunde auf
etwa sieben Meter/Sekunde. Dieser Vorgang, auch als ,hydrodynamische Fokussierung* be-
zeichnet, gewabhrleistet, dass die Zellen als Einzelzellen den Messpunkt an einer definierten
Stelle passieren. Der Messpunkt ist der Ort, an dem der fokussierte Lichtstrahl auf die Zelle
trifft. Auf diese Weise wird jeder Partikel einzeln durch die optimale Fokussierungsebene des
Objektives geleitet (Schmitz und Rohde, 1994).

1.5.2 Optisches System

Das optische System gliedert sich in einen Anregungs- und einen Detektionsteil. Der Anre-
gungsteil dient der Strahlformung. Bei Geraten mit einem Laser als Lichtquelle verformen
prismatische Strahlexpander bzw. Linsen den Laserstrahl so, dass er im Messpunkt einen
horizontal-elliptischen Durchmesser von etwa 20 x 60 um besitzt. Dieser Strahlquerschnitt
stellt einen Kompromiss zwischen einer hohen raumlichen Auflésung (Unterscheidung nah
aufeinanderfolgender Zellen) und einer noch ausreichenden Signalintensitét dar.

Der Detektionsteil besteht aus zwei Baugruppen, und zwar aus einem Bereich zur Messung
des Vorwartsstreulichts (axial zum anregenden Laserstrahl) und einem zweiten Bereich (or-
thogonal dazu) fur die Messung von Seitwartsstreulicht und Fluoreszenz (Schmitz und Roh-
de, 1994).

In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung des sogenannten Sub-G1-Peaks und zur Zellzyklus-
analyse ein Durchflusszytometer Modell PAS-III der Firma Partec (Munster) verwendet. Als
Lichtquelle diente hierbei eine stromstabilisierte 100 Watt Quecksilberhochdrucklampe (HBO
100/2L, Partec). Je nach eingesetzten Fluorochromen wurden die Filter- und Spiegelsysteme
geandert. Der Vorteil dieses optischen Systems liegt in der hohen Leuchtdichte, welche ein
von 240-800 nm nutzbares Spektrum liefert und somit nach geeigneter Erregerfilterung alle
zur Farbung von Zellinhaltsstoffen geeigneten Fluorochrome anregen kann. Die Nachteile
der einfachen Quecksilberhochdrucklampen sind die kurze Lebensdauer, die geringe Strah-
lungsintensitat im wichtigen Blaubereich und die mit zunehmendem Alter auftretende Ver-

groRerung der Elektrodenabstédnde und das daraus resultierende Flackern des Lichtes.
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1.5.3 Signalverarbeitung

Aufgrund der Fluoreszenzanregung des Farbstoffes emittiert jede Zelle ein Lichtsignal pro-
portional zur stéchiometrisch gebundenen Fluorochrommenge, welches in einem Photomul-
tiplier verstarkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird. Die Empfindlichkeit des
Photomultipliers ist abhangig von der angelegten Hochspannung. Passiert ein Partikel die
Messpore, so steigt das Fluoreszenzlicht bis auf ein Maximum an und féllt anschlieRend auf
das Gleichgewichtsniveau zurtick, wobei das zugehérige Signal eine konstante Dauer hat.
Die Durchflussrate (Partikel/Zeit) wird Uber die eingehenden Signale berechnet und digital
angezeigt. Die so gewonnenen Daten werden in Form von Histogrammen visualisiert und

abgespeichert.

1.5.4 Zellzyklus

Das Zeitintervall zwischen zwei Teilungen einer proliferierenden Zelle hei3t Generationszeit
oder Zykluszeit. In der Zellzyklusanalyse kénnen durchflusszytometrisch verschiedene Pha-

sen unterschieden werden (vgl. Abb. 10):

* GO0/1-Phase:
Als G0/1-Phase (“gap“ 1) wird der Zeitraum bezeichnet, der zwischen der letzten
mitotischen Teilung und dem Beginn der DNA-Synthese einer Zelle liegt. Die Zelle
hat in diesem Intervall den einfachen diploiden DNA-Gehalt (2c).

* S-Phase:
In der sich an die G1-Phase anschlieBenden Synthese-Phase wird die DNA repli-
ziert und der DNA-Gehalt steigt kontinuierlich bis zum Erreichen des doppelten
diploiden DNA-Gehaltes (4c).

e (G2-Phase:
Die Zelle tritt nach der S-Phase in die sogenannte G2-Phase (“gap“ 2) ein, in der
der DNA-Gehalt nicht mehr verandert wird. In diesem Intervall verbleibt die Zelle
zum Synthetisieren mitotisch aktiver Enzyme sowie zum postreplikativen Repair.

* M-Phase:
Wahrend der Mitose teilt sich die Zelle in zwei einfache, diploide Tochterzellen, die
in die G1-Phase eines neuen Zellzyklus eintreten oder in die Ruhe-Phase GO zu-

rickgehen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der

Zellzyklusphasen und des entsprechenden 1-Parameter-
Histogrammes.

Apoptotische Zellen kénnen bei DNA-Gehaltsmessungen als sogenannter Sub-G1-Peak (vgl.
Abb. 11) erfasst werden (Darzynkiewicz et al., 1992).

Zellzahl

Abb. 11: Schematische Darstellung eines 1-Parameter-
Histogrammes mit Sub-G1-Peak.
GO0/G1
Sub-G1-Peak
G2/M
S
2n 4n
DNA-Gehalt

Bei der simultanen Messung des DNA- und Protein-Gehaltes mithilfe der durchflusszyto-
metrischen 2-Parameter-Messung (vgl. Abb. 12) ist es zudem mdglich, GO- und M-Phase-

Zellen aufgrund ihres unterschiedlichen Proteinmusters von G1- bzw. G2-Phase-Zellen zu
unterscheiden (Zucker et al., 1988).
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Abb. 12: Schematische Darstellung eines 2-
G1-Phase G2-Phase Parameter-Dot-Plots bei der Messung des
DNA-Gehaltes gegen den Protein-Gehalt.
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M-Phase

Protein-Gehalt

/ . GO0-Phase
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DNA-Gehalt

1.5.5 Variationskoeffizient (CV)

Ein entscheidendes Kriterium fir die Genauigkeit einer durchflusszytometrischen Ein-
Parameter-Messung ist der Variationskoeffizient (VK, engl.: coefficient of radiation, CV), der
an der Breite des GO/G1-Peaks bestimmt wird. Die Grol3e des CV-Wertes gibt eine standar-
disierte Auskunft Uber die Breite einer Werteverteilung, bezogen auf deren Mittelwert und

wird nach folgender Formel berechnet:

oV = Breite des GO/1-Peaks bei halber maximaler Héhe x 100 (%]
= 0
Kanalnummer mit den meisten gemessenen G0/1-Zellen x 2,35

Je kleiner der gemessene CV-Wert ist, um so besser ist die Aufldsung und Reproduzierbar-
keit der Messung, was gleichbedeutend mit einer genaueren Aussagekraft — die Messergeb-
nisse betreffend — ist. Durchflusszytometrische Messungen mit einem CV-Wert tber 5,0 %

sollten daher von der Auswertung ausgeschlossen werden.

1.5.6 Durchflusszytometrische Messung von Merkmalen apoptotischer
Zellen

Neben den in 1.5 aufgefihrten Anwendungsmdéglichkeiten wird die Durchflusszytometrie als
Methode der Wahl angesehen, um die verschiedenen Aspekte des programmierten Zelltodes
zu untersuchen (Darzynkiewicz et al., 1997). Von Vorteil ist dabei die schnelle Multiparame-
ter-Analyse grol3er Zellpopulationen, wobei durch den Einsatz verschiedener Fluorochrome
die charakteristischen Veranderungen der Zellmorphologie, der Struktur der Plasma-

membran, des Stofftransportes und der DNA-Degradierung untersucht werden konnen.
1.5.6.1 DNA-Gehalt

Die durchflusszytometrische Detektion des programmierten Zelltodes beruht auf der Mes-

sung des zellularen DNA-Gehaltes, da es wahrend der Apoptose zur charakteristischen
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Fragmentierung der DNA in Bruchstiicke von oligonukleosomaler Grol3e kommt. Die vorheri-
ge Detergenzbehandlung der Zellen ermdglicht eine Permeabilisierung der Kernmembran,
eine Auflockerung des Chromatins und eine bessere Anlagerung der Fluoreszenzfarbstoffe.
Durch diese Vorbehandlung wird die degradierte DNA freigesetzt, gelangt zunachst aus dem
Kern in das Zytoplasma und wird nach Herstellung einer Kernsuspension schliel3lich ganz
entfernt. Aus diesem Grund weisen apoptotische Zellpopulationen einen reduzierten DNA-
Gehalt auf und kénnen nach der Farbung der zellularen DNA im Histogramm als Sub-G1-
Peak identifiziert werden (Nicoletti et al., 1991; Zhu und Anasetti, 1995). Der Anteil dieser
degradierten DNA-Fraktion kann zwischen verschiedenen Apoptosestadien, unterschiedli-
chen Zellsystemen und verschiedenen Apoptoseinduktoren variieren. Da die durchflusszy-
tometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes auch Informationen tber die Zellzyklusvertei-
lung nichtapoptotischer Zellen liefert, sind anhand dieser Untersuchungsmethode auch Aus-

sagen Uber die Zellzyklusspezifitat der apoptoseinduzierenden Substanz maglich.
1.5.6.2 Protein-Gehalt

Die simultane durchflusszytometrische Messung des DNA- und Protein-Gehaltes erméglicht
aufgrund der differentiellen Farbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI und Sulforhodamin
101 eine Unterscheidung apoptotischer und nekrotischer Zellen im 2-Parameter-Dot Plot
(Darzynkiewicz et al., 1992). Hierbei konnen nekrotische Zellen von apoptotischen Zellen
wegen ihres hoheren DNA/Proteinverhaltnisses unterschieden werden. Denn nekrotische
Zellen haben aufgrund der Zerstérung der Membranintegriat einen reduzierten Protein-
Gehalt, wahrend sich der DNA-Gehalt zunéchst nicht stark verandert. Dagegen weisen a-
poptotische Zellen neben ihrem erniedrigten DNA-Gehalt auch einen deutlich reduzierten

Protein-Gehalt auf.
1.5.6.3 Lichtstreuung

Trifft der Lichtstrahl des Durchflusszytometers auf eine Zelle, streut sie aufgrund ihrer physi-
kalischen Eigenschaften Licht mit unterschiedlicher Quantitat und Qualitat. Die der Licht-
streuung zugrundeliegenden physikalischen Theorien sind komplex und beschreiben die be-
obachteten Phanomene (ZellgroRe, Zellform, Zelloberflache, Granularitat) nicht vollstandig.
Dennoch ist die Messung der Lichtstreuung fur die physikalische und funktionelle Charakteri-
sierung von Zellen fur viele Anwendungen von hohem Wert. Folgende Zelleigenschaften be-

einflussen die Lichtstreuung:

* Querschnittsflache
* Refraktionsindex
» Struktur der Membran (Faltung)

» Intrazellulare Bestandteile (Granula, Vakuolen)
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Das Licht wird nicht in alle Richtungen gleichmalfiig gestreut. Die Lichtstreuung ist am groR3-
ten im Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallenden Lichtstrahls (Vorwértsstreulicht, Forward
Angle Light Scatter, FSC), ein geringerer Teil des Lichts streut seitwarts (90°) dazu (Seit-
wartsstreulicht, Side Scatter, SSC). Die Bildung der Vorwérts- und Seitwartslichtstreuung be-
ruht auf unterschiedlichen physikalischen Gegebenheiten der Zellen und liefert dadurch auch
unterschiedliche Informationen: Das Vorwartsstreulicht ist sensitiv fir die Querschnittsflache
und gibt Hinweise Uber die Zellgré3e, wahrend das Seitwartsstreulicht mit dem Refraktions-
index korreliert und Informationen Uber die Granularitat, die Membranfaltung und die dulRere
Form liefert (Schmitz und Rohde, 1994).

Diese Lichtstreuung verandert sich wahrend des Zelltodes und mittels beider Lichtstreupa-
rameter werden morphologische Veranderungen wie das Anschwellen oder Schrumpfen von
Zellen, Risse der Zytoplasmamembran, Chromatinkondensierung, Kernfragmentierung sowie
die Bildung und Abschniirung apoptotischer Kérperchen reflektiert. Der nekrotische Zelltod
geht dabei mit einem initialen Anstieg der Lichtstreuung (Anschwellung der Zellen) einher
und diesem folgt ein schneller Abfall (Riss der Plasmamembran, Freisetzung der Zellbe-
standteile) sowohl des Vorwarts- als auch des Seitwartsstreulichtes (Darzynkiewicz et al.,
1997). Wahrend des programmierten Zelltodes wird dagegen der Abfall des Vorwartsstreu-
lichtes nicht von einem gleichzeitigen Abfall des Seitwéartsstreulichtes begleitet. In spateren

Apoptosestadien ist jedoch die Streulicht-Intensitat in beide Richtungen erniedrigt.
1.5.6.4 Veranderungen der Plasmamembran

Ein weiteres charakteristisches Unterscheidungsmerkmal von lebenden und toten Zellen ist
der Verlust der Transportfunktion und der Plasmamembranintegritat. Da die intakte Membran
lebender Zellen geladene kationische Farbstoffe wie zum Beispiel Trypanblau oder Propidi-
umjodid ausschliessen kann, werden diese zur Bestimmung der Viabilitat herangezogen
(Bussing et al., 1998b; Hulsen und Mechelke, 1982). Wahrend des programmierten Zelltodes
zeigt die Plasmamembran zu Beginn keine grof3en Veranderungen beziglich Struktur und
Integritat (Kerr et al. 1972; Whyllie et al., 1980). Im weiteren Verlauf kommt es jedoch zu St6-
rungen der Transportfunktion bis hin zu einem kompletten Verlust der Ausschlussfahigkeit
dieser geladenen Fluorochrome. In dieser Phase zeigen apoptotische Zellen eine erhohte
Aufnahme gegenuber Kontrollzellen und man kann nekrotische (intensive Farbung) von a-

poptotischen (moderate Farbung) und lebenden Zellen (minimale Farbung) unterscheiden.
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1.6 Fragestellung

Viscum album L. (VAL)-Praparate finden zunehmend Verbreitung in der adjuvanten Tumor-
therapie. IThnen wird neben einer immunstimulierende Potenz (Hamprecht et al., 1987; Hajto
et al., 1989; Hajto et al., 1990a; Metzner et al., 1985) auch eine zytostatische (Hilsen und
Mechelke, 1982; Doser et al., 1989; Janssen et al., 1993) und DNA-stabilisierenden Wirkung
(Bussing et al., 1994) zugeschrieben. Der VAL-induzierte Zelltod erfolgt sowohl durch die In-
duktion des progammierten Zelltodes als auch durch eine direkte/indirekte Zellmembran-
Schadigung (Blssing et al., 1996a; Janssen et al., 1993). Bei den Mistellektinen, die vermut-
lich vornehmlich fur die zytotoxischen unt zytostatischen Effekte auf Tumorzellen verantwort-
lich sind (Ribéreau-Gayon, 1992), handelt es sich um Glykoproteine ohne Immunglobulin-
Charakter, die spezifisch bestimmte freie oder Zellmembran-gebundene Zuckerarten zu ,er-
kennen“ und sich an diese reversibel zu binden vermégen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob fir die Mistellektin-
sensitive Leukamiezelllinie MOLT-4 und kultivierte Blutlymphozyten gesunder Probanden
nach 72 h Inkubation mit den drei Mistelextrakten Helixor Abietis, Mali und Pini sowie den i-
solierten Mistellektinen | und Il eine konzentrationsabhéngige Wachstumshemmung und In-
duktion des programmierten Zelltodes nachgewiesen werden kann. AufRerdem stellte sich
die Frage, ob beim direkten Vergleich der drei Frischpflanzenextrakte eventuelle wirtsbaum-
spezifische oder geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt werden konnen. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob durch eine Reduzierung des FKS-Gehaltes im Kaulti-
vierungsmedium die toxische Aktivitat der Mistelextrakte verstarkt werden kdnnte. Denn auch
das Serum enthalt Zuckerderivate, die in der Lage sind, die Lektine zu binden und dadurch
koénnte die toxische Wirkung gegentber den Leukamiezellen verringert werden. Schliel3lich
war von Interesse, welche Auswirkungen die Induktion des programmierten Zelltodes auf die
Zellzykluskinetik humaner Lymphozyten und der Leukamiezellen hat und in welchen Stadien
des programmierten Zelltodes sich die apoptotischen Zellpopulationen hauptséachlich befin-
den. Denn die Bestimmung betroffener Zellzyklusphasen spielt eine wesentliche Rolle bei
der Charakterisierung von Antitumormedikamenten und beim Entwurf neuer Antitumorstrate-
gien.

Die Bestimmung der Wachstumsrate wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest durchgefuhrt.
Zur quantitativen Erfassung der Apoptoserate und zur Bestimmung der Phasenspezifitat
wurde als kostengunstige und effektive Methode die durchflusszytometrische 2-Parameter-
Messung des DNA- und Protein-Gehaltes angewandt. Als vergleichende Methode zur durch-
flusszytometrischen Bestimmung der Apoptoserate wurde die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung herangezogen, die auf3erdem eine Einteilung der apoptotischen Zellpopulation
in unterschiedliche Stadien ermdglicht. Die Untersuchung der Zellzykluskinetik erfolgte mit-
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hilfe der durchflusszytometrischen 1-Parameter-Messung.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte dann eine mogliche antimutagene und DNA-
stabilisierende Wirkung der Helixor-Praparate Abietis, Mali und Pini auf isolierte Blutlympho-
zyten gesunder Probanden analysiert werden. Denn diese Schutzeffekte konnten von klini-
scher Bedeutung sein und eine adjuvante Applikation von VAL-Extrakten wahrend und/oder
nach der konventionellen Chemotherapie als sinnvolle MaRnahme rechtfertigen, wenn sie
selektiv fur normale PBMC gelten. Zur Mutagenitatsprifung wurde der Mikronukleus-Test
nach Countryman und Heddle (1976) und der SCE-Test verwendet, die beide als sensitive
Methoden zum Nachweis potentieller Mutagene gelten. Deshalb sollte sowohl die Mikrokern-
als auch die SCE-Rate nach 71 h Kultivierung humaner Lymphozyten gesunder weiblicher
und mannlicher Probanden mit den Frischpflanzenextrakten in therapeutisch verwendeten
Konzentrationen bestimmt werden. Auch hier war von speziellem Interesse, ob mdogliche
wirtsbaumspezifische oder geschlechtsspezifische Unterschiede nachgewiesen werden kén-
nen. Des Weiteren sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Mistelpraparate auf die
MN- und SCE-Rate nach einer Kombinationsbehandlung mit den Zytostatika Cyc-
lophosphamid, 5-Fluorouracil bzw. Methotrexat haben, die eine starke Zunahme der Mikro-

kern- und SCE-Frequenz sowie eine deutliche Proliferationshemmung induzieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Bestimmung der Lebendzellzahl (Trypanblau-Ausschlusstest)

Zum Einfrieren und Ausséhen der Zellen in einer definierten Dichte sowie zur Bestimmung
der Wachstumsrate nach Versuchsablauf musste deren Lebendzellzahl bestimmt werden.
Dies erfolgte in einer Zadhlkammer mit Netzeinteilung nach Neubauer und einer Farbung mit
dem Azofarbstoff Trypanblau, wodurch tote Zellen (Trypanblau-positive) von ungeféarbten

Zellen (Trypanblau-negative) unterschieden werden kdnnen.

Durchfiihrung:

— 10 pl der jeweiligen Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau versetzen (bei zu grol3er
Zelldichte der Suspension diese vor Zugabe von Trypanblau nochmals 1:10 bzw.
1:100 verdiinnen)

— 5 min Inkubation bei Raumtemperatur

— 10 pl dieser Mischung in die Neubauer-Zahlkammer pipettieren, die sich durch ka-
pillare Ansaugung des Tropfens fullt

— ungefarbte Zellen in den vier Eckquadraten mit je 16 Kleinstquadraten im Um-
kehrmikroskop bei 20facher VergroRerung auszahlen und daraus den Mittelwert
berechnen

Die Zellzahl pro ml errechnet sich dann wie folgt:

Zellzahl [Zellen/ml] = Mittelwert x Verdiinnungsfaktor x 10*

Der Trypanblau-Ausschlusstest dient auch zur Bestimmung der Zytotoxizitat, da er die Un-
terscheidung von lebenden und toten Zellen ermdglicht. Unter dem Umkehrmikroskop wer-
den Trypanblau-positive und -negative Zellen in der Neubauer-Zahlkammer ausgezéahlt und
hieraus der Prozentsatz an Trypanblau-negativen Zellen in Bezug auf die Gesamtzahl der

gezahlten Zellen errechnet:

Trypanblau-negative Zellen
% lebende Zellen = , — x 100
Trypanblau-negative Zellen + Trypanblau-positive Zellen

2.1.2 Zelllinie MOLT-4

Diese Leukdmiezelllinie wurde 1972 aus peripherem Blut eines 19-jahrigen Mannes mit a-
kuter lymphoblastischer Leukamie von Minowada et al. isoliert und etabliert (Minowada et al.,

1977). Es handelt sich hierbei um eine stabile T-Zell-Leuk&dmie mit einem tetraploiden Kary-
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otyp (2n = 95, D.l. = 2,12) und hoher terminaler desoxynukleotidyl-Transferase (TDT)-
Aktivitat (Bindung an Schaf-Erythrozyten und Rosettenbildung).

2.1.2.1 Kultivierungsbedingungen

Die Zelllinie MOLT-4 wurde als Suspension in RPMI 1640-Medium, versetzt mit 10 % fetalem
Kéalberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin, in 850 ml Gewebekulturflaschen (Vor-
ratsflaschen) bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Begasung im Brutschrank kulti-
viert. Dazu wurde jeweils montags eine Zelldichte von 3 x 10* Zellen/ml eingestellt. Der Me-
diumwechsel erfolgte mittwochs und freitags, indem 9/10 der Suspension verworfen und
durch frisches Medium ersetzt wurden. Die Zellen wurden erst nach drei Wochen Kultivie-
rungsdauer fir die Versuche eingesetzt und nicht langer als zehn Wochen kultiviert, um Ver-
anderungen der Zellinie, die mit zunehmender Kulturdauer verstarkt auftreten kénnen, zu
vermeiden. Zu Beginn dieser Arbeit wurden die MOLT-4-Zellen subkultiviert und in Portionen
von 108 Zellen/ml in RPMI 1640-Medium mit 10 % DMSO und 20 % FKS zuerst fiir drei Tage
bei —70 °C, danach in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Alle Versuche wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt, um eine Kontamination der
Zellkulturen zu vermeiden. Die verwendeten Losungen wurden auf 37 °C vorgewarmt, und
die Zentrifugation der Zellen erfolgte fir 10 min bei 1.000 Upm, um eine mechanische Scha-

digung zu vermeiden.
2.1.2.2 Versuchsdurchfihrung

Zur Untersuchung der Apoptoseinduktion und der Zellzykluskinetik wurde die Suspensions-
kultur in einer Zelldichte von 2,5 x 10° Zellen/ml in 250 ml Kulturflaschen & 10 ml ausgesét.
Vier Stunden nach dem Passagieren wurden — aufRer bei den Kontrollansatzen — die ver-
schiedenen Konzentrationen der zu testenden Mistelextrakte Helixor A, M und P (2,5-200
pg/ml) und der Mistellektine 1 und 11l (0,05-10 ng/ml) mit Hilfe von Eppendorf-Pipetten unter
sterilen Bedingungen zugesetzt. Nach 72 h Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden die
Kulturen abgeerntet.

Die jeweiligen Versuche wurden fir jede Substanz dreimal an unterschiedlichen Passagen
der Leukédmiezelllinie MOLT-4 durchgefihrt.

2.1.2.3 Aberntung

Nach Ablauf der 72 h Kultivierungsdauer wurden die Suspensionskulturen vorsichtig aus den
Kulturflaschen in Zentrifugenréhrchen dberfihrt. Danach erfolgte der unter 2.1.1 beschriebe-
ne Trypanblau-Ausschlusstest zur Bestimmung der Lebendzellzahl und der Wachstumsrate.
Vor der durchflusszytometrischen Messung und der morphologischen Untersuchung mittels

Fluoreszenzmikroskopie mussten die verschiedenen Testansatze fixiert werden.
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Durchfiihrung:

— Zellsuspension 10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren

- Uberstand abpipettieren

— Zellpellet in 5 ml 70%igem eiskalten Ethanol auf dem Vortexer resuspendieren und
24 h bei —20 °C fixieren

Die so fixierten Zellsuspensionen konnten dann mehrere Monate bei +4 bis —20 °C aufbe-
wahrt und sowohl fir die DNA-Durchflusszytometrie als auch fur die fluoreszenzmikroskopi-

sche Auswertung eingesetzt werden.

2.1.3 Lymphozytenkultur

Die Isolierung von Lymphozyten aus heparinisiertem Vollblut von zehn weiblichen und zehn
mannlichen gesunden Probanden erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Nach dem
Zentrifugieren erscheinen im Zentrifugenréhrchen vier Phasen: In der obersten Schicht erhalt
man das Plasma, in der zweiten eine weilRliche Bande mononukleérer Zellen mit den Lym-
phozyten, in der dritten Schicht befindet sich das Ficoll-Trennmedium und schlielich in der

vierten die Erythrozyten und Granulozyten.

Durchfiihrung:

— 10 ml Vollblut im Verhéltnis 1:1 mit vorgewarmten RPMI 1640-Fertigmedium mi-
schen

— 10 ml Ficolltrennmedium vorsichtig mit der Zellsuspension Uberschichten

— 30 min bei 2.000 Upm abzentrifugieren (ohne Bremse)

— die oberste Schicht abpipettieren und verwerfen

— mononukleare Bande vorsichtig absaugen und in ein Zentrifugenréhrchen tberfuh-
ren

— Lymphozyten in 20 ml vorgewarmten Medium resuspendieren und 10 min bei
1.500 Upm abzentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet erneut in 20 ml Medium vorsichtig resuspendieren
und 10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 20 ml Medium resuspendieren

2.1.3.1 Kultivierungsbedingungen

Nach Isolierung der Lymphozyten wurde die Zellzahl auf 2,5 x 10° Zellen/ml Medium einge-
stellt, und die Kultivierung in RPMI 1640-Fertigmedium, versetzt mit 5 % FKS und 1 % Peni-
cillin/Streptomycin, erfolgte in 24er Multiwells (inklusive Zusatz von 0,25 ml PHA/Ansatz) fir
72 h bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Begasung im Brutschrank.

2.1.3.2  Versuchsdurchfuhrung

Die isolierten Lymphozyten wurden nach Bestimmung der Zellzahl direkt fur die jeweiligen
Versuchsansétze eingesetzt. Hierzu wurden unter sterilen Bedingungen jeweils 5 x 10° Zel-
len, 0,25 ml PHA und die verschiedenen Konzentrationen der Mistelextrakte Helixor A, M
und P (50-200 pg/ml) bzw. der Mistellektine 1 und 111 (0,05-20 ng/ml) in je eine Vertiefung der

Multiwells pipettiert, diese wieder verschlossen und fur 72 h bei 37 °C inkubiert.
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Diese Versuchsansatze wurden fir jede Substanz an Lymphozytenkulturen von zehn weibli-

chen und zehn mannlichen gesunden Probanden durchgefihrt.
2.1.3.3 Aberntung

Nach 72 h Inkubationsdauer wurden die Lymphozytensuspensionen kurz mit einer Eppen-
dorf-Pipette resuspendiert und aus der Multischale in Zentrifugenréhrchen tberfiihrt. Danach
erfolgte der unter 2.1.1 beschriebene Trypanblau-Ausschlusstest zur Bestimmung der Le-
bendzellzahl und der Wachstumsrate. Vor der durchflusszytometrischen Messung und der
morphologischen Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie mussten die verschiedenen

Testansatze ebenfalls fixiert werden.

Durchfiihrung:

— Zellsuspension 10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren

- Uberstand abpipettieren

— Zellpellet in 2 ml 70%igem eiskalten Ethanol auf dem Vortexer resuspendieren und
24 h bei —20 °C fixieren
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2.2 Durchflusszytometrie

2.2.1 Farbeverfahren mit DAPI/Sulforhodamin 101-Lésung

Bei der in dieser Arbeit angewandten Zwei-Parameter-Messung wird der DNA- und Protein-
Gehalt der in Suspension vorliegenden Zellen bzw. Zellkerne gemessen. Der Farbstoff DAPI
(4*,6-Diamidino-2-Phenylindol) wurde von Stohr et al. (1977) und Otto (1994), Sulforhodamin
101 von Freeman und Crissman (1975) und Stéhr et al. (1977) in die Durchflusszytometrie
zur DNA- bzw. Protein-Gehaltsbestimmung eingefihrt. Die simultane Fluoreszenzmessung
von DNA- und Protein-Gehalt ist mit den Farbstoffen DAPI und Sulforhodamin 101 mdglich,
da sich die Emissionsspektiren der beiden Farbstoffe deutlich voneinander unterscheiden
und somit gut durch die Teilerkante zu trennen sind. DAPI bindet DNA-spezifisch an Adenin-
und Thymin-Sequenzen, sein Exzitationsoptimum liegt bei 350 nm und sein Emissionsopti-
mum bei 480 nm. Sulforhodamin 101 bindet an Proteinstrukturen und sein Exzitationsopti-

mum liegt bei 580 nm, sein Emissionsoptimum bei 620 nm.

Durchfiihrung:

- 0,5 ml der fixierten Zellsuspension entnehmen und in ein Zentrifugenréhrchen -
berfihren

— 10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren, Uberstand vollstandig verwerfen

— Zellpellet in 0,5 ml HR-A/Detergenzldésung aufnehmen und resuspendieren

— 10 min Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem Schtteln

— Zugabe von 2 ml HR-B/Farbelésung, 30 min bei Raumtemperatur farben

2.2.2 Zwei-Parameter-Messung des DNA-und Protein-Gehaltes

Die DNA-Durchflusszytometrie wurde an einem PAS IlI-Gerét der Firma Partec (Minster)
durchgefuhrt. Nach einem Vorlauf des Gerates von mindestens einer Stunde zur Stabilisie-
rung wurde ein konstanter Partikelfluss von 100 bis 200 Zellen pro Sekunde durch die Mess-
kammer geschleust, wobei der Zellstrom regelmafig im Okular kontrolliert wurde. Fir jede
Messung wurden 5.000 Lymphozyten bzw. 10.000 Leukamiezellen ausgewertet. Die Daten
der jeweiligen Messungen wurden gespeichert und die Histogramme zur Beurteilung der

Messung ausgedruckt.

2.2.3 Auswertung

Im Anschluss an die durchflusszytometrische Messung wurden die gespeicherten Daten
transformiert und mittels des Multi-Cycle-Computerprogramms von Rabinowitsch (1990;
Phoenix Flow Systems, San Diego, Kalifornien) und des WinMDI-Computerprogramms (J.
Trotter, Version 2.3, 1996) ausgewertet. Das Multi-Cycle-Programm basiert auf dem Prinzip

der Kurvenanpassung, welche das DNA-Histogramm als Summe dreier analytischer Funkii-
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onen darstellt, die die GO/G1-, S- und G2/M-Phasenverteilung beschreiben. Mithilfe des
WinMDI-Programmes wurden spezielle Regionen (Gates) flr apoptotische Bereiche definiert

und der Prozentsatz der Ereignisse in diesen berechnet.
2.3 Zytospinpraparation

Zur Auswertung der einzelnen Apoptosestadien mussten die fixierten MOLT-4-Zellen und
humanen Lymphozyten fir die Fluoreszenzmikroskopie auf Objekttrager aufgebracht wer-
den. Hierzu wurden die Zellsuspensionen mithilfe einer Zytozentrifuge (Cytospin 3, Shandon)
auf Objekttrager zentrifugiert. Die Zellen befanden sich anschlieRend in einem gut auswert-

baren, runden Bereich in der Mitte des Objekttragers.

Durchfiihrung:

— Beschriftete Objekttrager zusammen mit einem Filter und einem Trichter in einen
Objekttragerhalter einspannen und in der Zytozentrifuge befestigen

— 50 pul der Zellsuspension mit 100 ul HR-A/Detergenzlésung mischen, 10 min bei
Raumtemperatur inkubieren

— 100 pl dieser Mischung in den jeweiligen Trichter des Objekttragerhalters pipettie-
ren

— 4 min bei 1.200 Upm aufzentrifugieren

— Objekttrager entnehmen (Zelldichte im Umkehrmikroskop kontrollieren) und 10 min
auf der Heizplatte (55 °C) trocknen lassen

— Objekttrager bis zur Farbung bei +4 °C im Kihlschrank aufbewahren
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2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zur mikroskopischen Auswertung der unterschiedlichen Apoptosestadien wurden die Zy-
tospinpraparate der Testansatze (Vgl. 2.3) mit DAPI/Sulforhodamin 101-Farbelésung einge-
bettet und an einem Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Fur diese fluores-
zenzmikroskopische Untersuchung wurde das gleiche Farbeverfahren angewendet wie fir
die DNA-Durchflusszytometrie, um eine Vergleichbarkeit der beiden Methoden zu gewahr-
leisten. Das Zeiss Fluoreszenzmikroskop ist mit drei Single-Band-Pass-Filtern (Chroma
Technology) fur blaue, griine und rote Fluoreszenzanregung und einem Doppel-Band-Pass-
Filter fir gleichzeitige Anregung von gruner und roter Fluoreszenz ausgestattet. Von jedem
Testansatz fur die Zellinie MOLT-4 und die Lymphozytenkulturen wurden 1.000 Zellen fluo-
reszenzmikroskopisch ausgewertet und daraus prozentuale Mittelwerte errechnet. Dabei
wurden normale Zellen, Zellen mit stark kondensiertem Kern, Zellen mit fragmentiertem Kern
sowie apoptotische Bodies erfasst (vgl. Abb. 13). Sowohl die Leukamiezellinie MOLT-4 als
auch humane Lymphozyten zeigen im normalen Zustand nur einen kleinen Zytoplasma-
saum. Apoptotische Zellen mit stark kondensiertem Kern weisen dagegen einerseits einen
deutlich groReren Zytoplasmasaum mit durch die Kondensierung stérker fluoreszierendem
Kern auf. AuRerdem kann das Chromatin in Schollen an der Kernperipherie kondensieren
und der Kern nimmt Halbmondform an. Von Zellen mit stark fragmentiertem Kern spricht

man, wenn dieser aus mindestens vier Fragmenten besteht und ebenfalls eine starkere Kon-

. .
Abb. 13: Fluoreszenmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie MOLT-4 nach
72 h Inkubation mit 100 pg/ml Helixor M bei einem FKS-Gehalt des Kulturme-
diums von 10 %. A. Kontrollzellen B. Zelle mit stark kondensiertem Kern

C. Zelle mit stark fragmentiertem Kern D. Abschnirung apoptotischer Bodies. Die
Zellkerne sind blau, das Zytoplasma rot gefarbt.

densierung aufweist.

A
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2.5 SCE-Test

Zur Durchfuihrung der SCE-Tests wurden heparinisierte Blutproben von jeweils fiinf gesun-
den weiblichen und fuinf gesunden mannlichen Probanden im Alter zwischen 25 und 35 Jah-
ren verwendet. Die zehn Probanden waren Nichtraucher, konsumierten nicht Gbermafig
Kaffee oder Alkohol, nahmen keine Medikamente ein und waren keiner mutagenen Belas-
tung am Arbeitsplatz sowie UbermaRiger kdrperlicher Anstrengung ausgesetzt. Diese Pro-

banden waren nicht identisch mit den zehn Testpersonen flr den MN-Test.

2.5.1 Versuchsdesign

Die Durchfiihrung des SCE-Testes erfolgte in vier verschiedenen Ansétzen, wobei jeder An-
satz aus Vollblutkulturen von jeweils funf weiblichen und finf mannlichen Probanden be-
stand. Im ersten Versuchsansatz wurde die Wirkung der drei Mistelextrakte Helixor Abietis,
Mali und Pini im Konzentrationsbereich von 2,5-20 pg/ml getestet. Im zweiten Ansatz folgte
eine Kombinationsbehandlung der einzelnen Mistelextrakte im Konzentrationsbereich von
2,5-20 pg/ml mit dem Zytostatikum Cyclophosphamid (40 pg/ml), im dritten Ansatz eine
Kombinationsbehandlung der einzelnen Mistelpraparate mit dem Zytostatikum 5-Fluorouracil
(5 pg/ml) und im vierten Ansatz eine Kombinationsbehandlung der Mistelextrakte und Me-

thotrexat (3 pg/ml).

2.5.2 Blutkulturansatz und Zellkultivierung

Durchfiihrung:

- Vollblutkulturansatz aus 8 ml RPMI 1640-Fertigmedium (mit 1 % Penicil-
lin/Streptomycin, 10 % FKS), 0,2 ml Phytohamagglutinin und 0,8 ml Vollblut

— Zugabe der Mistelextrakte Helixor A, M und P in den Konzentrationen
2,5/5/7,5/10/15/20 pg/ml und der Zytostatika Cyclophosphamid (40 pg/ml), 5-
Fluorouracil (5 pg/ml) und Methotrexat (3 pug/ml)

— Kultivierung fir 71 h im Brutschrank bei 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO, und 37 °C
(téaglich mindestens einmal durch vorsichtiges Schwenken mischen)

— 24 h nach Kulturbeginn:
Zugabe von 0,1 ml einer 9 x 10 molaren Bromdesoxyuridin-Lésung pro Kulturbe-
halter unter sterilen Bedingungen, so dass die Endkonzentration 3 pg/ml Kultur
betragt (Behélter wieder verschlie3en, vorsichtig schwenken und zur weiteren In-
kubation in den Brutschrank stellen)

— 69 h nach Kulturbeginn bzw. zwei Stunden vor dem Abernten:
Zugabe von 0,2 ml einer 0,001%igen Colcemilésung pro Kulturbehélter (Behalter
wieder verschlie3en, vorsichtig schwenken und zur weiteren Inkubation in den
Brutschrank stellen)

— Abernten der Vollblutansatze nach insgesamt 71 h Kulturdauer
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2.5.3 Aberntung der Kulturen

Durchfiihrung:

Blutkulturbehalter sorgfaltig schwenken und den Inhalt in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfihren

10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren, den Uberstand bis auf 0,5 cm iber dem
Zellpellet abpipettieren und verwerfen

Sediment in ca. 5 ml einer auf 37 °C vorgewarmten 0,0375 molaren KCI-L6sung,
die das Aufquellen der Zellen durch Wasseraufnahme bewirkt, vorsichtig re-
suspendieren und dann die Zentrifugenréhrchen verschlieRen

20 min Hypotoniebehandlung im 37 °C-warmen Wasserbad

10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren, KCI-L6sung mit der Pipette entfernen und
verwerfen

Vorsichtige Zugabe frisch angesetzter, gekihlter Methanol-Eisessig-Losung (im
Verhéltnis 3:1) tropfenweise an den oberen inneren Rand des Zentrifugenréhr-
chens (Zentrifugenréhrchen dabei standig drehen, um ein Verklumpen der Zellen
zu vermeiden), danach vorsichtig resuspendieren und die Réhrchen verschlieRen
30-minutige Fixierung bei 4°C

10 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren, Uberstand abpipettieren und verwerfen
Erneute Zugabe von Fixans (Methanol-Eisessig-L6sung), resuspendieren und 10
min bei 1.000 Upm abzentrifugieren

Vorgang wiederholen, bis Sediment mdglichst weil3 erscheint

Zellen nach letztem Abpipettieren in ca. 5 ml frischem Fixans resuspendieren,
Roéhrchen verschlieBen und die Zellsuspension bis zum Auftropfen auf Objekttra-
ger bei 4 °C aufbewahren.

2.5.4 Praparation der Objekttrager

Durchfiihrung:

Zellsuspension ca. 5 min bei 1.000 Upm abzentrifugieren, Uberstand verwerfen
und entsprechend der Sedimentmenge mit mehreren Tropfen Fixans resuspendie-
ren

Aus 80-100 cm Hohe ca. 10-12 Tropfen der Zellsuspension auf gereinigte und
nasse Objekttrager fallenlassen

Trocknung der Objekttrager auf der Heizplatte bei 55 °C

Zelldichte im Umkehrmikroskop kontrollieren und unter Umstanden die Zellsus-
pension vor der Herstellung weiterer Praparate verdiinnen

Reicht die Spreitung nicht aus, wird aus grolRerer Héhe aufgetropft; weisen die
Chromosomen einen stark lichtbrechenden Saum auf oder sind stérende Protein-
partikel auf dem Préparat erkennbar, wird die Fixierung wiederholt

2.5.5 Differentielle Schwesterchromatid-Farbung (SCE-Farbung)

Um die in den Chromosomen auftretenden Schwesterchromatid-Austausche sichtbar zu ma-

chen, wurde die von Perry und Wolff (1974) beschriebene Fluoreszenz-Plus-Giemsa (FPG)-

Methode eingesetzt. Zur Verbesserung der Farbung wurden die Préparate vor der Anfarbung

gealtert. Hierzu wurden die Objekttrager fir mindestens 24 h bei 37 °C im Trockenschrank

aufbewabhrt.
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Durchfiihrung:

Objekttrager fur 10 min in eine mit Aluminiumfolie abgedunkelte Kivette mit Fluo-
rochrom-Gebrauchsldsung stellen

Praparate zweimal in Phosphatpuffer spilen, dann mit der betropften Seite nach
oben nebeneinander in eine flache Kunststoffwanne legen und ca. 1 cm hoch mit
Phosphatpuffer bedecken

25minitige UV-Behandlung der Praparate (Abstand 40 cm, Wellenlange 254 nm)
90minutige Inkubation der Objekttrager in einer mit 2 x SSC-L6sung gefillten Kii-
vette bei 60 °C im Wasserbad

Objekttrager in Aqua dest. spilen, um eventuell vorhandene Kristalle zu entfernen
Ruckseite der Objekttrager zur Entfernung von Salzriickstdnden mit einem fussel-
freien Tuch abwischen und lufttrocknen

Trockene Objekttrager fir 10 min in 7%iger Giemsalosung farben, in Aqua dest.
spulen und lufttrocknen

2.5.6 Bestimmung der SCE-Rate

Zur Ermittlung der SCE-Rate wurden pro Proband 50 Mitosen des zweiten Replikationszyk-

lus (mit den dafir typischen ,Harlekin“-Chromosomen) bei 1.000facher VergroRerung auf

SCEs pro Mitose an HPG (= Hoechst-Plus-Giemsa)-gefarbten und verschlisselten Prapara-

ten untersucht.

Zur Auswertung wurden nur solche Metaphasen herangezogen, welche vollstandig waren

und deren Chromosomen sich nicht Uberlagerten, da ansonsten keine exakte Erfassung der

SCE-Rate mdoglich war.

Zur ldentifizierung der Schwesterchromatid-Austausche wurden folgende Kriterien herange-

zogen:

Einem hellen Abschnitt auf einer dunklen Chromatide muf3 an der entsprechenden
Stelle auf der hellen Schwesterchromatide ein dunkler Bereich gegeniberliegen.
Ein Hell-Dunkel-Wechsel an einer Chromatide, der nicht auch analog an der glei-
chen Stelle auf der dazugehdrigen Schwesterchromatide erkennbar ist, wird feh-
lerhafter Farbung zugeschrieben und demzufolge nicht als SCE gewertet.

Als SCE z&hlt man nicht die ausgetauschten Bereiche, sondern die Bruchereignis-
se, die dazu notwendig waren. Hierbei wird jeder Hell-Dunkel-Wechsel als ein SCE
gezahlt, so dass nicht terminal liegende Austausche als zwei SCEs gewertet wer-
den.

Ein Hell-Dunkel-Wechsel im Zentromerbereich der Chromosomen wird nicht als
SCE gezahlt, da dieser auf eine eventuelle Verdrillung der beiden Chromatiden im

Zentromer zurlickzufuihren sein kdnnte.
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2.5.7 Bestimmung der Zellzyklusverteilung

Neben der Bestimmung der SCE-Rate wurden die HPG-gefarbten Préaparate auch zur Be-
stimmung der Zellproliferationskinetik (Anzahl der Zellteilungen innerhalb eines bestimmten
Zeitraums) herangezogen (Beek und Obe, 1979).

Um das Verhdltnis der Mitosen im ersten, zweiten und dritten Replikationszyklus zu bestim-
men, wurden pro Versuchsperson 100 Mitosen bei 1.000facher VergréRerung analysiert und
den einzelnen Zellteilungszyklen zugeordnet.

Die Chromatiden farben sich entsprechend der Anzahl der durchlaufenen Replikationszyklen
infolge unterschiedlich starker Inkorporation von BrdU verschieden stark an. Hierdurch wird
es moglich, die Mitosen verschiedenen Zellteilungszyklen zuzuordnen.

Dem ersten Zellzyklus (M1) wurden die Mitosen zugerechnet, die nur Chromosomen ent-
hielten, deren beide Chromatiden gleichmaf3ig dunkel gefarbt waren, woraus sich schliel3en
lie3, dass sich diese Zellen seit der BrdU-Zugabe nur einmal geteilt hatten. Da die Einwirk-
zeit des BrdU bis zur Aberntung 47 h betrug und die Zellen sich in dieser Zeit einmal geteilt
hatten, lag die Zyklusdauer dieser Zellen bei 47 h.

Dem zweiten Zellzyklus (M2) wurden die Mitosen zugeordnet, deren Chromosomen alle das
typische ,Harlekin-Muster” aus einer dunklen und einer hellen Chromatide aufwiesen. Diese
Zellen hatten sich im Verlauf der BrdU-Inkubation zweimal geteilt, woraus man auf eine
durchschnittliche Zyklusdauer von 23,5 h schlielRen konnte.

Dem dritten oder héheren Zellzyklen (M3+) wurden die Mitosen zugeordnet, bei denen min-
destens die Halfte der Chromosomen aus zweifach BrdU-substituierten Chromatiden be-
standen und aus diesem Grund hell erschienen. Diese Zellen hatten sich im Verlauf der
BrdU-Inkubation mindestens dreimal geteilt. Fir Mitosen des dritten Zellzyklus ergab sich ei-
ne durchschnittliche Zellzyklusdauer von 15,5 h.

Durch die Ermittlung der Zellzyklusverteilung kann man Aufschluss darlber gewinnen, ob ei-
ne Substanz auf das Zellteilungsverhalten hemmend (wenn sich die Mitosen nach der Zuga-
be im Zellzyklus M1 ansammeln) oder férdernd (wenn sich die Mitosen im Zellzyklus M3+
ansammeln) auswirkt. Dieses Testverfahren wird auch als ,Lymphozyten-Proliferations-
Kinetik-Test" (= LPK-Test) bezeichnet.

2.5.8 Bestimmung des Proliferationsindexes

Die Ermittlung der Zellzyklusverteilung ermdglicht die Berechnung des Proliferationsindexes

(PI) nach folgender Formel:

1xM1+2xM2+3xM3
Anzahl der Metaphasen
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2.6 Mikronukleus-Test

Zur Durchfihrung des Mikronukleus-Testes wurden heparinisierte Blutproben von funf ge-
sunden weiblichen und fiinf gesunden méannlichen Probanden im Alter zwischen 25 und 35
Jahren verwendet. Die zehn Probanden waren Nichtraucher, konsumierten nicht tiberméaRig
Kaffee oder Alkohol, nahmen keine Medikamente ein und waren keiner mutagenen Belas-

tung am Arbeitsplatz sowie Ubermafiger korperlicher Belastung ausgesetzt.

2.6.1 Versuchsdesign

Die Durchfihrung des MN-Testes erfolgte in vier verschiedenen Ansatzen, wobei jeder An-
satz aus Vollblutkulturen von jeweils funf weiblichen und finf mannlichen Probanden be-
stand. Im ersten Versuchsansatz wurde die Wirkung der drei Mistelextrakte Helixor Abietis,
Mali und Pini im Konzentrationsbereich von 2,5-20 pg/ml getestet. Im zweiten Ansatz folgte
eine Kombinationsbehandlung der einzelnen Mistelextrakte im Konzentrationsbereich von
2,5-20 pg/ml mit dem Zytostatikum Cyclophosphamid (40 pg/ml), im dritten Ansatz eine
Kombinationsbehandlung der einzelnen Mistelpraparate mit dem Zytostatikum 5-Fluorouracil

(5 pg/ml) und im vierten Ansatz eine Kombinationsbehandlung der Mistelextrakte und Me-

thotrexat (3 pg/ml).

2.6.2 Blutkulturansatz und Zellkultivierung

Durchfiihrung:

- Vollblutkulturansatz aus 8 ml RPMI 1640-Fertigmedium (mit 1 % Penicil-
lin/Streptomycin, 5 % FKS), 0,2 ml Phytohamagglutinin und 0,8 ml Vollblut

— Zugabe der Mistelextrakte Helixor A, M und P in den Konzentrationen
2,5/5/7,5/10/15/20 pg/ml und der Zytostatika Cyclophosphamid (40 pg/ml), 5-
Fluorouracil (5 pg/ml) und Methotrexat (3 pug/ml)

— Kultivierung fir 71 h im Brutschrank bei 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO, und 37 °C
(téaglich mindestens einmal durch vorsichtiges Schwenken mischen)

— Nach 47 h (24 h vor dem Abernten):

— Zugabe von 13,5 pl einer Cytochalasin B-Ldsung (Stammldsung: 1 mg Cytochala-
sin B/0,5 ml DMSO) pro Kulturbehalter unter sterilen Bedingungen, so dass die
Endkonzentration 3 pg/ml Kultur betragt (Behalter wieder verschlief3en, vorsichtig
schwenken und zur weiteren Inkubation in den Brutschrank stellen)

— Abernten der Vollblutansatze nach insgesamt 71 h Kulturdauer

2.6.3 Aberntung der Kulturen

Das Abernten unterschied sich von 2.5.3 nur in folgenden Arbeitsschritten:
— Hypotoniebehandlung 10 min im Wasserbad (37 °C) mit 0,05 molarer KCI
- Verwendung von Fixans (Methanol-Eisessig-Gemisch) im Verhaltnis 9:1, um das

Zytoplasma der Zellen mdglichst wenig zu schadigen
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2.6.4 Praparation der Objekttrager

Durchfiihrung:

- Zellsuspension ca. 5 min bei 1000 Upm abzentrifugieren, Uberstand verwerfen
und entsprechend der Sedimentmenge mit mehreren Tropfen Fixans resuspendie-
ren

- Aus 10-25 cm Hohe ca. 6-8 Tropfen der Zellsuspension auf gereinigte und nasse
Objekttrager im Abstand von ca. 1,5-2 cm fallenlassen

— Trocknung der Objekttrager auf der Heizplatte bei 55 °C

— Zelldichte im Umkehrmikroskop kontrollieren und unter Umstanden die Zellsus-
pension vor der Herstellung weiterer Praparate verdiinnen

2.6.5 Farbeverfahren

Als Farbeverfahren wurde die Normal-Giemsa-Farbung angewendet, die sofort nach Trock-

nung der Objekttrager ohne weitere Vorbehandlung erfolgen konnte.

Durchfiihrung:

— Praparate fur 10 min in die Farbeltsung stellen, die jeweils frisch hergestellt und in
eine Glaskuivette tberfuhrt wird

— Objekttrager kurz in Aqua dest spilen und lufttrocknen

— Bei zu schwacher Farbung kann nachgefarbt werden, bei zu starker Farbung ist
eine Entfarbung durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 80 % und 99 %)
maoglich

2.6.6 Bestimmung des Mitose-Indexes

Zur Ermittlung des Mitose-Indexes (durchschnittliche Mitosen-Anzahl pro 1.000 Interphase-
kerne) wurden die Normal-Giemsa gefarbten Objekttrager bei 650facher VergréfRerung aus-
gewertet. Es wurden alle Mitosen gezéhlt, die bei 1.000 Interphasekernen auftraten. Kleine,
dunkle und sehr stark kondensierte, stark lichtbrechende oder fragmentierte Zellkerne wur-
den bei der Zahlung nicht berticksichtigt, da es sich hierbei wahrscheinlich um tote bzw. tei-
lungsunfahige Zellen handelte und solche Kerne nicht immer von Farbeartefakten unter-
scheidbar sind.

Pro Ansatz wurden vier Objekttrager ausgewertet, so dass 4.000 Interphasekerne mit den
dazwischen liegenden Mitosen ausgewertet wurden. Aus den vier Zahlungen wurde dann

der durchschnittliche Mitose-Index berechnet.

2.6.7 Bestimmung der Mikronukleus-Rate

Unter der Mikrokern-Rate versteht man die Anzahl der pro 500 Doppelkerne (bei der Zytoki-
nese-Block-Methode) auftretenden Mikrokerne. Zur Ermittlung der Mikrokern-Rate wurden
ausschlie3lich Doppelkerne herangezogen, Einfach- oder Mehrfachkerne wurden nicht be-
ricksichtigt. Pro Ansatz wurden vier Objekttrager ausgezahlt, so dass insgesamt 2.000 Dop-
pelkerne ausgewertet wurden. Aus den vier Zahlungen wurde dann die durchschnittliche

Mikrokern-Rate errechnet. Auch hier erfolgte die Auswertung an Normal-Giemsa-gefarbten
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verschlisselten Praparate bei 650- und 1000facher Vergréf3erung.

Zur Klassifizierung der Mikrokerne wurden folgende Kriterien nach Countryman und Heddle
(1976) eingehalten:

Die Farbungsintensitat des Mikrokerns darf die des Hauptkerns nicht Uberschrei-

ten. In der Regel zeigt der Mikrokern einen helleren Farbton als der Hauptkern.

— Der Durchmesser des Mikrokerns darf maximal ein Drittel des Hauptkerndurch-
messers betragen.

— Der Mikrokern darf keine lichtbrechende Reflexion aufweisen (d. h. nicht glanzen)
und er darf nicht dunkler als der Hauptkern gefarbt sein, um eine Verwechslung
mit anderen gefarbten Partikeln auszuschliel3en.

— Die Entfernung des Mikrokerns zum zugehérigen Hauptkern darf den dreifachen
Hauptkerndurchmesser nicht Giberschreiten.

— Mikrokern und Hauptkern durfen sich nicht berthren.

— Beim Hauptkern dirfen nicht mehr als zwei Mikronuklei liegen.
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2.7 Statistische Auswertung

2.7.1 Arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung

Mittelwert und Standardabweichung stellen wichtige Kennwerte einer Stichprobe dar.

Der Mittelwert bestimmt die durchschnittliche Grof3e der Stichprobenwerte und ist als deren
arithmetisches Mittel definiert. Das arithmetische Mittel ist die Summe aller Beobachtungen,
geteilt durch die Anzahl dieser Beobachtungen.

Die Standardabweichung steht fir die Streuung der Stichprobenwerte um das arithmetische

Mittel. Sie ist die positive Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung.

2.7.2 t-Test

Die Teststatistik eines Student’schen t-Testes dient zum Vergleich zweier Mittelwerte aus
normalverteilten Grundgesamtheiten (Bronstein und Semendjajew, 1989). Als besonders
empfindlicher Test spricht dieser Test schon auf sehr geringe Unterschiede an. Vorausset-
zung fur seine Anwendung ist, dass die Einzelbeobachtungen unabhangig voneinander und
normalverteilt sind. Dieses Testverfahren wurde eingesetzt, um die Signifikanz der Verande-
rung in der Zellzyklusverteilung, der Apoptoseinduktion, der Mikrokern-Rate, der SCE-Rate
und des Mitoseindexes nach Inkubation der Zellen mit den verschiedenen Substanzen zu U-
berprufen.

Die Signifikanzgrenzen (Irrtumswahrscheinlichkeit in Prozent) wurden folgendermaf3en fest-
gelegt:

Wenn t gleich oder grof3er als der zugehdrige Tabellenwert war, wurde der Unterschied bei

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

5 % (p < 0,05) als schwach signifikant,
1 % (p < 0,01) als signifikant,
0,1 % (p < 0,001) als hoch signifikant

eingestuft. War t kleiner als der zugehdrige Wert des 5 % Niveaus, so galten die Unterschie-

de nicht als signifikant.



Material und Methoden Seite 59

2.8 Reagenzien

RPMI 1640-Fertigmedium (Gibco)

« Foetales Kalberserum (Gibco)

e Penicillin/Streptomycin-Lésung (Gibco-BRL)

e Trypanblau (Sigma)

¢ Dimethylsulfoxid (Sigma)

* HR-A/Detergenzl6sung (Partec, Minster)

* HR-B/Féarbeldsung (Partec, Mlinster)
[DAPI/Sulforhodamin 101]

¢ Ficoll Histopaque 1077 (Sigma)

e Ethanol (EtOH, 99,8 % p. a.)

e Cyclophosphamid (Sigma)

e 5-Fluorouracil (Sigma)

*  Methotrexat (Sigma)

¢ Cytochalasin B (C,9H3705)-Stammldsung (2mg/ml):

2 mg Cytochalasin B

1 ml DMSO
* Colcemid-Losung: 10 pg/ml (Serva)
+ KCI-L6sung (0,0375 M):

1,398 g KClI

500 ml Aqua dest.
» KCI-Lgsung (0,05 M):

1,864 g KClI

500 ml Aqua dest.

e Sotrensen-Puffer (pH = 6,8)
Losung A: 19,08 g KH,HPO,

11 Aqua dest.
Losung B: 11,88 g Na,HPO,

11 Aqua dest.

50 ml Lésung A und 49,2 ml Lésung B mischen

* Giemsa Farbeldsung:

5 ml Giemsa (Merck)
65 ml Sérensen-Puffer (pH = 6,8)
30 ml Aqua dest.
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. 7 %ige Giemsa-Loésung:

7 ml Giemsa (Merck)

93 ml Phosphatpuffer (pH = 6,8)
e BrdU-Stammlfsung:

13,5 mg BrdU (Merck)

5 ml Aqua dest.

+  BrdU-Gebrauchslésung:

0,5 ml BrdU-Stammlésung
5 ml Aqua dest.
e Speziallésung:
2,237 g KCI (Merck)
8,766 g NaCl (Merck)
in 1 1 Aqua dest.
¢ Hoechst-Stammldsung (4 °C):
5 mg Hoechst-Farbstoff 33258
100 ml Speziallésung

. Fluorochrom-Gebrauchslésung:

Hoechst-Stammldsung 1:100 mit Spezialldsung verdinnen
e Stammlésung A (4 °C):

45,36 g KH,PO, in 1 L Agqua dest.
e Stammlésung B (4 °C):

59,33 g Na,HPO, x 2 H,O in 1 | Aqua dest.
¢ Phosphat-Puffer (pH = 6,8):

100 ml Stammldsung A (4 °C)

100 ml Stammlésung B (4 °C)

800 ml Aqua dest.
e 2 XxSSC (Salz-Sodium-Citrat) (4 °C):

17,528 g NaCl

8,820 g Na-Citrat x H,0

in 1 1 Aqua dest.




Ergebnisse Seite 61

3 Ergebnisse

3.1 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential
von Helixor A, M und P getestet an der Zelllinie MOLT-4

3.1.1 Konzentrationsabhangige Wachstumhemmung, Induktion von A-

poptose und Zellzyklusbeeinflussung bei einem FKS-Gehalt des
Kulturmediums von 15 %

3.1.1.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblau-Ausschlusstestes ergab fiir Helixor A eine schwach signifi-
kante Wachstumshemmung bei 10 pg/ml, die ab 20 pg/ml signifikant und ab 100 pg/ml hoch
signifikant wurde. Fir Helixor M konnte eine signifikante Abnahme der Wachstumsrate bei
10 pg/ml, die ab 20 pg/ml hoch signifikant wurde, nachgewiesen werden. Helixor P bewirkte
eine schwach signifikante Wachstumshemmung der Zelllinie MOLT-4 bei 2,5 pg/ml, die bei 5

pg/ml signifikant und ab 10 pug/ml hoch signifikant wurde.
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Abb. 14: Wachstumsrate der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 15 %. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur
Kontrolle.
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3.1.1.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor Abietis, Mali und Pini auf die
Zelllinie MOLT-4 bei einem FKS-Gehalt des Kulturmediums von 15 % konnte im 1-
Parameter-Histogramm als Sub-G1-Peak nachgewiesen werden. Die Auswertung der 2-
Parameter-Dot Plots zeigte aufl3erdem, dass sowohl Zellen aus der GO/G1- als auch aus der
S- und G2/M-Phase in Apoptose Ubergehen. Der Sub-G1-Bereich wurde um diese Populati-
on erweitert (Abb. 15, HP 100 pug/ml, schwarzes Gate), zu Beginn jeder Messreihe festgelegt
und nicht mehr veréndert.

Diese Ergebnisse zur Untersuchung der Phasenspezifitat sind direkt vergleichbar mit den
nachfolgenden Versuchen bei reduziertem FKS-Gehalt des Kulturmediums (vgl. 3.1.2.2,

3.1.3.2 und 3.1.4.2), weshalb dort auf eine erneute graphische Darstellung der Dot Plots ver-

zichtet wird.

1 Kontrolle HA 100 pg/ml
1
] ]
] 1
; i I... ............... J“—‘— =
1 HM 100 pg/ml | HP 100 pg/mi

5

<

]

Q

=

]

o

[a R

DNA-Gehalt

Abb. 15: Histogramme der 1- und 2-Parameter-Messung nach 72 h Inkubation der
Zelllinie MOLT-4 mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 15 %.
Das bei HP 100 pg/ml eingezeichnete Gate zeigt den erweiterten Sub-G1-
Bereich.
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Die quantitative Auswertung ergab fur Helixor A einen schwach signifikanten Anstieg apop-
totischer Zellen ab 150 pg/ml und fir Helixor M einen schwach signifikanten Anstieg ab 100
pg/ml, der sich bei einer Konzentration von 150 pg/ml signifikant erhéhte. Fir den Extrakt
Helixor P konnte ab 20 pg/ml ein schwach signifikanter und ab 100 pg/ml signifikanter

Anstieg der apoptotischen Zellpopulation gegentber der Kontrolle nachgewiesen werden.
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Abb. 16: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h In-
kubation mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 15 %. * = schwach signifikante, ** = sig-
nifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.1.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulation ergab fiir alle drei getes-
teten Mistelextrakte eine Zusammensetzung aus Zellen mit stark kondensiertem Kern, stark
fragmentiertem Kern und apoptotischen Bodies, wobei jeweils der Anteil an fragmentierten
Kernen tberwog.

Beim Frischpflanzenextrakt Helixor A stieg der Anteil stark kondensierter Kerne ab einer
Konzentration von 150 pg/ml signifikant an, der Prozentsatz fragmentierter Kerne (ab 150
pg/ml) und apoptotischer Kdrperchen (ab 20 pg/ml) veranderte sich schwach signifikant. Das
Praparat Helixor M zeigte bei einer Konzentration von 50 pg/ml einen schwach signifikanten
Anstieg stark kondensierter und fragmentierter Kerne, der sich mit zunehmender Konzentra-
tion signifikant erhdhte. Der Anteil apoptotischer Bodies stieg ab 20 pg/ml schwach signifi-
kant gegenuber der Kontrolle und erhdhte sich ab 50 pg/ml signifikant. Der Extrakt Helixor P
bewirkte eine schwach signifikante Zunahme stark kondensierter Kerne ab 2,5 pg/ml (bei 10
pg/ml signifikant) und einen schwach signifikanten Anstieg stark fragmentierter Kerne ab 5
pg/ml, der bei den Konzentrationen 20, 100 und 150 pg/ml signifikant war. Der prozentuale
Anteil apoptotischer Bodies war ab einer Konzentration von 2,5 pg/ml schwach signifikant

und bei den Konzentrationen 20, 50 und 150 pg/ml signifikant erhoht.
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Abb. 17: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkuba-
tion mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 15 %. * = schwach signifikante, ** = signifi-
kante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.1.4  Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Der Summenvergleich aller mikroskopisch erfassten Apoptosestadien mit der durchflusszy-
tometrischen Bestimmung des Sub-G1-Peaks wies flr Helixor A keinen signifikanten Unter-
schied in der quantitativen Auswertung auf. Fir den Mistelextrakt Helixor M konnte ein
schwach signifikanter Unterschied zwischen der mikroskopischen und durchflusszytometri-
schen Auswertung bei einer Konzentration von 150 pg/ml und fir Helixor P konnte eine sig-

nifikante Differenz bei 100 und 150 pg/ml festgestellt werden.
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Abb. 18: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei der Zelllinie MOLT-4. * = schwach signifikante,
** = gignifikante Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.
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3.1.1.5 Zellzyklusanalyse

Die Auswertung der Ein-Parameter-Histogramme mit dem Multi-Cycle-Programm zeigte fur
alle Helixor-Praparate leichte Schwankungen in den prozentualen Anteilen der einzelnen
Zellzyklusphasen, es traten jedoch keine signifikanten Veranderungen gegeniiber der Kon-
trolle, insbesondere nach dem signifikanten Anstieg der apoptotischen Zellpopulation, auf.
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Abb. 19: Zellzyklusanalyse der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 15 %.
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3.1.2 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung, Induktion von A-
poptose und Zellzyklusbeeinflussung bei einem FKS-Gehalt des

Kulturmediums von 10 %

3.1.2.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Bestimmung der Wachstumsrate zeigte fur Helixor A eine schwach signifikante Abnahme
bei 10 pg/ml, die ab 20 pg/ml signifikant und ab 100 pg/ml hoch signifikant wurde. Fur Heli-
xor M war eine schwach signifikante Wachstumshemmung bei 5 pg/ml festzustellen, die bei
10 pg/ml signifikant und ab 20 pg/ml hoch signifikant wurde. Das Préparat Helixor P bewirkte
eine schwach signifikante Abnahme der Wachstumsrate ab 2,5 pug/ml, die bei 5 pg/ml signifi-

kant und ab 10 pg/ml hoch signifikant wurde.
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Abb. 20: Wachstumsrate der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 10 %. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur
Kontrolle.
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3.1.2.2  Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor Abietis, Mali und Pini auf die
Zelllinie MOLT-4 bei einem FKS-Gehalt des Kulturmediums von 10 % konnte im 1-
Parameter-Histogramm als Sub-G1-Peak nachgewiesen werden. Die Auswertung der 2-
Parameter-Dot Plots zeigte auRerdem, dass sowohl Zellen aus der GO/G1- als auch aus der
S- und G2/M-Phase in Apoptose Ubergehen (vgl. Abb. 15).

Die quantitative Auswertung ergab fur Helixor A ab einer Konzentration von 150 pg/ml eine
schwach signifikante Erhdhung, fur Helixor M ab 100 pg/ml eine schwach signifikante bzw.
ab 150 pg/ml eine signifikante und fur Helixor P ab 10 pg/ml eine schwach signifikante bzw.
ab 50 pg/ml eine signifikante Erhéhung der apoptotischen Zellpopulation, die durchflusszy-

tometrisch als Sub-G1-Peak nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 21: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h In-
kubation mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 10 %. * = schwach signifikante, ** = sig-
nifikante Differenz zur Kontrolle.



Ergebnisse Seite 69

3.1.2.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, dass sich
die durchflusszytometrisch detektierte apoptotische Zellpopulation sowohl aus Zellen mit
stark kondensiertem oder fragmentiertem Kern als auch aus apoptotischen Bodies zusam-
mensetzte. Fur den Mistelextrakt Helixor A war ein signifikanter bzw. schwach signifikanter
Anstieg stark kondensierter und fragmentierter Kerne ab einer Konzentration von 100 pg/ml
zu erkennen, die Anzahl apoptotischer Bodies erhéhte sich schon ab 50 pg/ml schwach sig-
nifikant. Das Praparat Helixor M induzierte einen schwach signifikanten bzw. signifikanten
Anstieg der stark kondensierten Kerne ab einer Konzentration von 20 pg/ml, der fragmen-
tierten Kerne ab 50 pug/ml und der apoptotischen Bodies bereits ab 10 pg/ml. Helixor P zeigte
schon ab einer Konzentration von 5 pg/ml einen schwach signifikanten Anstieg friher Apop-
tosestadien mit stark kondensiertem Kern, einen schwach signifikanten Anstieg der fragmen-
tierten Kerne ab 5 pg/ml, der sich ab einer Konzentration von 50 pg/ml signifikant erhdhte
und einen signifikanten Anstieg apoptotischer Bodies ab 10 pg/ml.

Bei allen getesteten Mistelextrakten hatte der Prozentsatz der Zellen mit stark fragmentier-

tem Kern den grof3ten Anteil an der apoptotischen Zellpopulation.
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Abb. 22: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkuba-
tion mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 10 %. * = schwach signifikante, ** = signifi-
kante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.2.4  Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse mit der fluoreszenzmikrosko-
pischen Auswertung zeigt nach Addierung der einzelnen Apoptosestadien keine signifikanten
Unterschiede fir das Praparat Helixor A, dagegen konnte fur Helixor M eine schwach signifi-
kante Differenz bei 150 pg/ml bzw. fur Helixor P bei 100 und 150 pg/ml nachgewiesen wer-

den.
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Abb. 23: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei der Zelllinie MOLT-4. * = schwach signifikante
Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.
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3.1.25 Zellzyklusanalyse

Unter Einwirkung des Préparates Helixor A konnten keine signifikanten Veranderungen be-
zlglich der einzelnen Zellzyklusphasen festgestellt werden, wahrend der Extrakt Helixor M
einen schwach signifikanten Abnahme der G0/1-Phase und einen schwach signifikanten An-
stieg der S-Phase-Zellen bei einer Konzentration von 150 pg/ml bewirkte, die Veranderungen
der G2/M-Phase waren dagegen nicht signifikant. Das Préparat Helixor P wies bereits im
Konzentrationsbereich von 100 pg/ml eine signifikante Abnahme der G1-Phase und eine
schwach signifikante Zunahme der S-Phase auf, die Zahl der G2/M-Zellen stieg erst ab der

hochsten Konzentration schwach signifikant an.
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Abb. 24: Zellzyklusanalyse der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 10 %. * = schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.3 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung, Induktion von A-
poptose und Zellzyklusbeeinflussung bei einem FKS-Gehalt des

Kulturmediums von 5 %

3.1.3.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblau-Ausschlusstestes zeigte fur den Mistelextrakt Helixor A eine
signifikante Abnahme der Wachstumsrate bei 2,5 und 10 pg/ml, bei den anderen Konzentra-
tionen war die Wachstumshemmung hoch signifikant. Fir die Praparate Helixor M und P
konnte im gesamten Konzentrationsbereich eine hoch signifikante Abnahme der Wachs-

tumsrate festgestellt werden.
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Abb. 25: Wachstumsrate der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 5 %. ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.4 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor Abietis, Mali und Pini auf die
Zelllinie MOLT-4 bei einem FKS-Gehalt des Kulturmediums von 5 % konnte im 1-Parameter-
Histogramm als Sub-G1-Peak nachgewiesen werden. Die Auswertung der 2-Parameter-Dot
Plots zeigte aulRerdem, dass sowohl Zellen aus der GO/G1- als auch aus der S- und G2/M-
Phase in Apoptose Ubergehen (vgl. Abb. 15).

Die quantitative Auswertung der apoptotischen Zellpopulationen ergab fur Helixor A eine
schwach signifikante Erhdhung ab 50 pg/ml und eine signifikante ab 150 pg/ml. Das Préparat
Helixor M zeigte dagegen schon ab einer Konzentration von 10 pg/ml eine schwach sig-
nifikante und ab 50 pg/ml eine signifikante Zunahme der apoptotischen Zellen. Der Extrakt
Helixor P wies mit einer signifikanten dosisabhanigigen Zunahme der apoptotischen Popula-

tion bereits ab 5 pg/ml das starkste apoptoseinduzierende Potential auf.
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Abb. 26: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h In-
kubation mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 5 %. * = schwach signifikante, ** = sig-
nifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.4.1 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulation ergab fiir die drei getes-
teten Frischpflanzenextrakte eine Zusammensetzung aus Zellen aller erfassten Apopto-
sestadien, wobei auch hier die prozentualen Anteile stark fragmentierter Kerne tiberwogen.

Fir das Préaparat Helixor A konnte ab einer Konzentration von 50 pg/ml eine schwach signifi-
kante Zunahme von Zellen mit stark kondensiertem Kern und eine signifikante Zunahme
stark fragmentierter Kerne und apoptotischer Kérperchen nachgewiesen werden. Die Unter-
suchungen mit Helixor M resultierten in einer schwach signifikanten Erhéhung von stark kon-
densierten Kernen und apoptotischen Bodies ab 20 pg/ml und einer signifikanten Erhdhung
stark fragmentierter Kerne bereits bei der niedrigsten Konzentration von 2,5 pg/ml. Der Ex-
trakt Helixor P bewirkte einen hoch signifikanten Anstieg stark fragmentierter Kerne bei einer
Konzentration von 2,5 pg/ml und signifikante Zunahmen bei héheren Konzentrationen. Bei
den prozentualen Anteilen von stark kondensierten Kernen und apoptotischen Bodies kam

es ebenfalls zu schwach signifikanten und signifikanten Erhdhungen ab 5 bzw. 2,5 pg/ml.
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Abb. 27: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkuba-
tion mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 5 %. * = schwach signifikante, ** = signifi-
kante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.4.2 Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Beim direkten Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse mit der fluoreszenzmikro-
skopischen Auswertung nach Addierung der einzelnen Apoptosestadien wiesen beide Me-
thoden in den gleichen Konzentrationsbereichen den schwach signifikanten bzw. signifikan-
ten Anstieg apoptotischer Zellpopulationen nach, es traten jedoch schwach signifikant bzw.
signifikant hohere Apoptosewerte bei der Durchflusszytometrie gegeniiber der Fluoreszenz-

mikroskopie auf.
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Abb. 28: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei der Zelllinie MOLT-4. * = schwach signifikante,
** = gignifikante Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.
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3.1.43 Zellzyklusanalyse

Die Inkubation mit dem Extrakt Helixor A bewirkte lediglich einen schwach signifikanten An-
stieg der S-Phase-Zellen, wahrend fir die Zellen der GO/1- und G2/M-Phase keine eindeuti-
gen Dosiseffekte bezliglich der Zellzykluskinetik nachgewiesen werden konnten. Die Zellzyk-
lusverteilung zeigte nach Behandlung mit Helixor M ab 100 pg/ml einen schwach signifikan-
ten Anstieg der GO/1- und S-Phase-Zellen. Fur das Praparat Helixor P konnte ab 10 pg/ml
eine schwach signifikante Zunahme der GO/1-Phase und eine schwach signifikante Erho-

hung der S-Phase ab 2,5 pg/ml (ab 15 pg/ml signifikant) festgestellt werden.
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Abb. 29: Zellzyklusanalyse der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 5 %. * = schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.5 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung, Induktion von A-
poptose und Zellzyklusbeeinflussung bei einem FKS-Gehalt des

Kulturmediums von 2,5 %

3.1.5.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblau-Ausschlusstestes ergab fir den Extrakt Helixor A eine sig-
nifikante Abnahme der Wachstumsrate bei 2,5 pg/ml, die ab 5 pg/ml hoch signifikant wurde.

Die Praparate Helixor M und P bewirkten im gesamten Konzentrationsbereich eine hoch sig-
nifikante Wachstumshemmung.
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Abb. 30: Wachstumsrate der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 2,5 %. ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.5.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor Abietis, Mali und Pini auf die
Zelllinie MOLT-4 bei einem FKS-Gehalt des Kulturmediums von 2,5 % konnte im 1-
Parameter-Histogramm als Sub-G1-Peak nachgewiesen werden. Die Auswertung der 2-
Parameter-Dot Plots zeigte auRerdem, dass sowohl Zellen aus der GO/G1- als auch aus der
S- und G2/M-Phase in Apoptose Ubergehen (vgl. Abb. 15).

Die quantitative Auswertung der apoptotischen Population ergab fur Helixor A schon ab 5
pg/ml eine schwach signifikante Erhdhung, welche kontinuierlich anstieg und ab 50 pg/mi
signifikant wurde. Bei dem Mistelextrakt Helixor M trat die schwach signifikante Erhéhung der
Apoptoserate bereits bei 2,5 pg/ml auf und wurde ab 10 pg/ml signifikant. Das Praparat Heli-
xor P zeigte im Konzentrationsbereich von 2,5 bis 150 pg/ml durchgehend einen signifikan-

ten Anstieg der apoptotischen Zellpopulation gegentiber der Kontrolle.
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Abb. 31: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h In-
kubation mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 2,5 %. * = schwach signifikante, ** =
signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.5.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, dass sich
die durchflusszytometrisch detektierten apoptotischen Zellpopulationen sowohl aus Zellen
mit stark kondensiertem oder fragmentiertem Kern als auch aus apoptotischen Bodies zu-
sammensetzten.

Die Untersuchungen mit dem Extrakt Helixor A resultierten in einem schwach signifikanten
bzw. signifikanten (100 pg/ml) Anstieg der Zellen mit stark kondensiertem Kern ab 2,5 pg/ml,
einem signifikanten Anstieg der fragmentierten Population ab 2,5 pg/ml bzw. einem hoch sig-
nifikanten Anstieg ab 50 pg/ml und einem schwach signifikanten bzw. signifikanten Anstieg
der apoptotischen Bodies ab 2,5 pg/ml. Mit dem Mistelpraparat Helixor M konnten schwach
signifikante bzw. signifikante Erhohungen der kondensierten Kerne und apoptotischer Kor-
perchen und signifikante bzw. hoch signifikante Erh6hungen der fragmentierten Kerne ab 2,5
pg/ml nachgewiesen werden. Der Extrakt Helixor P lieferte im gesamten Konzentrationsbe-
reich von 2,5 bis 150 pg/ml einen schwach signifikanten Anstieg von Zellen mit stark kon-
densiertem Kern, eine hoch signifikante Erhéhung stark fragmentierter Kerne ab 2,5 pg/ml
bzw. signifikant ab 50 pug/ml und eine schwach signifikante bzw. signifikante Zunahme a-

poptotischer Bodies ab 2,5 pg/ml.
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Abb. 32: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkuba-
tion mit Helixor A, M und P bei einem FKS-Gehalt von 2,5 %. * = schwach signifikante, ** = sig-
nifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.1.5.4 Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse mit der fluoreszenzmikrosko-
pischen Auswertung zeigte nach Addierung der einzelnen Apoptosestadien schwach sig-
nifikante bzw. signifikante Unterschiede zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmik-

roskopie.
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Abb. 33: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, Mund P induzierten Apoptose bei der Zelllinie MOLT-4. * = schwach signifikante,
** = gignifikante Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.

3.1.5.5 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse ergab fir den Mistelextrakt Helixor A eine schwach signifikante Ab-
nahme der G2/M-Zellen bei einer Konzentration von 150 pg/ml, wahrend die GO/1- und S-
Phase nur unwesentlich von den Zellzyklusdaten der Kontrolle abwichen. Fir den Extrakt
Helixor M war eine schwach signifikante Zunahme der GO/1-Phase bei 150 pg/ml, eine
schwach signifikante Zunahme der S-Phase bei 50 ug/ml und eine schwach signifikante Ab-
nahme der G2/M-Phase bei 50 und 100 pg/ml festzustellen. Die Untersuchungen mit dem
Praparat Helixor P lieferten ebenfalls eine schwach signifikante Zunahme der G0/1-Phase-
Zellen ab 100 pg/ml, einen schwach signifikanten Anstieg der S-Phase-Zellen bei 20 pg/ml
und eine schwach signifikante Erh6hung der G2/M-Phase-Zellen ab 20 pg/ml.
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Abb. 34: Zellzyklusanalyse der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P bei einem
FKS-Gehalt von 2,5 %. * = schwach signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.1.5.6 Vergleichende Betrachtung der Versuchsansatze mit unterschiedli-
chem FKS-Gehalt des Kulturmediums

Die stufenweise Reduzierung des FKS-Gehaltes im Kultivierungsmedium RPMI 1640 von 15
% auf 10 %, 5 % und schliel3lich 2,5 % ergab eine deutliche dosisabhangige Verstarkung
des wachstumshemmenden und apoptoseinduzierenden Potentials der Mistelextrakte Heli-
xor A, M und P. Die weitere Herabsetzung des Serumgehaltes auf 1 % und 0,5 % (Ergebnis-
se nicht dargestellt) fihrte zum Absterben der Leukamiezellen, so dass die Versuchsdurch-
fuhrung nicht mehr méglich war. Au3erdem konnte mit verstarkter Reduzierung des FKS-
Gehaltes auch eine Zunahme der Spontanapoptose im Kontrollansatz festgestellt werden.
Um einerseits die optimale Wirkung des Mistelextraktes zu gewahrleisten und andererseits
die Rate der Spontanapoptose im Kontrollansatz so gering wie mdéglich zu halten, wurde
deshalb fur die nachfolgenden Versuche mit MOLT-4- bzw. Lymphozytenkulturen zur Apop-
tosebestimmung (vgl. 3.2, 3.3, 3.4) ein FKS-Gehalt von 5 % festgelegt.
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3.2 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Helixor A, M und P getestet an humanen Blutlymphozyten

3.2.1 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung, Induktion von A-
poptose und Zellzyklusbeeinflussung durch Helixor A, M und P bei

Lymphozyten weiblicher Probanden

3.2.1.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Analyse des Trypanblau-Ausschlusstestes ergab fiir die drei getesteten Frischpflanzen-
extrakte bei einem FKS-Gehalt des Kulturmediums von 5 % eine hoch signifikante Wachs-

tumshemmung im gesamten Konzentrationsbereich.
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Abb. 35: Wachstumsrate humaner Lymphozyten weiblicher Probanden nach 72 h Inkubation mit Helixor
A, Mund P. *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.2.1.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor A, M und P auf humane Lym-
phozyten weiblicher Probanden konnte durch das Auftreten eines Sub-G1-Peaks im 1-
Parameter-Histogramm und eine GO/1-Phasenspezifitat im 2-Parameter-Dot Plot nachge-
wiesen werden. Dieser Bereich wurde zu Beginn jeder Messreihe festgelegt und nicht mehr
verandert (Abb. 36, HP 100 pg/ml, schwarzes Gate).

Diese Ergebnisse zur Untersuchung der Phasenspezifitat sind direkt vergleichbar mit dem
nachfolgendem Versuch bei humanen Lymphozyten mannlicher Probanden (vgl. 3.2.2.2),

weshalb dort auf eine erneute graphische Darstellung der Dot Plots verzichtet wird.

Kontrolle HA 100 pg/ml

HM 100 pg/ml HP 100 pg/ml

Protein-Gehalt
K-

&4 48
1 e (L

DNA-Gehalt

Abb. 36: Histogramme der 1- und 2-Parameter-Messung nach 72 h Inkubation huma-
ner Lymphozyten weiblicher Probanden mit Helixor A, M und P. Das bei HP
100 pg/ml eingezeichnete Gate zeigt den Sub-G1-Bereich.
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Die quantitative Auswertung zeigte einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate fir Helixor

A ab einer Konzentration von 50 pg/ml, der ab 100 pg/ml hoch signifikant wurde. Die Prapa-

rate Helixor M und P wiesen dagegen im gesamten Konzentrationsbereich eine hoch sig-

nifikante Erhéhung der apoptotischen Zellpopulation auf.
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Abb. 37: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches humaner Lymphozyten weiblicher
Probanden nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P. ** = signifikante, *** = hoch signifikante

Differenz zur Kontrolle.
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3.2.1.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien ergab fur die drei
untersuchten Frischpflanzenextrakte einen deutlich dosisabhangigen Anstieg an Zellen mit
stark kondensiertem und Zellen mit stark fragmentiertem Kern, auch die Anzahl apoptoti-

scher Bodies nahm zu.

Helixor A zeigte einen signifikanten Anstieg stark kondensierter Kerne ab 50 pg/ml, der ab
100 pg/ml hoch signifikant wurde, die ErhOhung stark fragmentierter Kerne war ab einer
Konzentration von 50 pg/ml und die Zunahme apoptotischer Bodies ab 100 pug/ml hoch sig-
nifikant. Fur die Extrakte Helixor M und Helixor P konnte ein hoch signifikanter Anstieg aller

untersuchten Apoptosestadien ab einer Konzentration von 50 pg/ml nachgewiesen werden.
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Abb. 38: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien humaner Lymphozyten weiblicher Pro-
banden nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P. ** = signifikante, *** = hoch signifikante Diffe-

renz zur Kontrolle.
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3.2.1.4  Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse mit der fluoreszenzmikrosko-
pischen Auswertung zeigte nach Addierung der einzelnen Apoptosestadien keinen signifi-
kanten Unterschied fir den Frischpflanzenextrakt Helixor A. Bei den Praparaten Helixor M
und P wiesen beide Methoden in den gleichen Konzentrationsbereichen den hoch signifi-
kanten Anstieg apoptotischer Zellpopulationen auf, die Werte fur die Durchflusszytometrie
waren jedoch teilweise schwach signifikant bzw. signifikant hdher als die Werte der Fluores-
zenzmikroskopie.
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Abb. 39: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei humanen Lymphozyten weiblicher Proban-
den. * = schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluores-
zenzmikroskopie.
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3.2.1.5 Zellzyklusanalyse

Die Auswertung der Ein-Parameter-Histogramme ergab fur den Extrakt Helixor A einen
schwach signifikanten Anstieg der GO/1-Phase ab 150 pg/m, der ab 200 ug/ml signifikant
wurde. Der prozentuale Anteil an G2/M-Zellen nahm bei einer Konzentration von 100 pg/ml
signifikant und ab 150 pg/ml hoch signifikant ab. Fir die Zellen der S-Phase konnten keine
signifikanten Veradnderungen festgestellt werden. Helixor M wies ab 50 pg/ml eine sig-
nifikante Erhéhung der GO/1-Phase-Zellen auf, der ab 100 pug/ml hoch signifikant wurde, ei-
nen schwach signifikanten Abfall der S-Phase-Zellen ab 100 pg/ml, der ab 150 pg/ml sig-
nifikant wurde und eine hoch signifikante Abnahme der G2/M-Phase-Zellen ab 50 pg/ml. Das
Praparat Helixor P bewirkte einen hoch signifikanten Anstieg der G0/1-Phase ab 50 pg/ml,
eine signifikante Abnahme der S-Phase bei 50 pg/ml, die ab 100 pug/ml hoch signifikant wur-
de und eine hoch signifikante Abnahme der G2/M-Phase ab 50 pg/ml.
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Abb. 40: Zellzyklusanalyse humaner Lymphozyten weiblicher Probanden nach 72 h Inkubation mit Heli-
xor A, M und P. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kon-
trolle.
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3.2.2 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung, Induktion von A-

poptose und Zellzyklusbeeinflussung durch Helixor A, M und P bei

Lymphozyten ménnlicher Probanden

3.221

Bestimmung der Wachstumsrate

Die Analyse des Trypanblau-Ausschlusstestes zeigte fur die drei getesteten Frischpflanzen-

extrakte eine hoch signifikante Wachstumshemmung im gesamten Konzentrationsbereich.
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Abb. 41: Wachstumsrate humaner Lymphozyten mannlicher Probanden nach 72 h Inkubation mit Helixor

A, Mund P. *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.2.2.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistelextrakte Helixor A, M und P auf humane Lym-
phozyten ménnlicher Probanden konnte durch das Auftreten eines Sub-G1-Peaks im 1-
Parameter-Histogramm und eine GO/1-Phasenspezifitat im 2-Parameter-Dot Plot nachge-
wiesen werden (vgl. Abb. 36).

Die quantitative Auswertung ergab einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate fir Helixor A
ab einer Konzentration von 50 pg/ml, der ab 100 pg/ml hoch signifikant wurde. Die Préaparate
Helixor M und P wiesen dagegen im gesamten Konzentrationsbereich eine hoch signifikante

Erhéhung der apoptotischen Zellpopulation auf.
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Abb. 42: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1l-Bereiches humaner Lymphozyten maéannli-
cher Probanden nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P. ** = signifikante, *** = hoch signifi-
kante Differenz zur Kontrolle.
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3.2.2.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien ergab fur die drei
untersuchten Frischpflanzenextrakte ebenfalls einen deutlich dosisabhangigen Anstieg an
Zellen mit stark kondensiertem und Zellen mit stark fragmentiertem Kern, auch die Anzahl
apoptotischer Bodies nahm zu.

Das Praparat Helixor A bewirkte zunachst eine schwach signifikante Erhéhung stark kon-
densierter Kerne bei 50 pg/ml, die ab 100 pg/ml hoch signifikant wurde. Zellen mit stark
fragmentiertem Kern traten ab einer Konzentration von 50 pg/ml signifikant bzw. ab 100
png/ml hoch signifikant vermehrt auf, und die signifikante Zunahme apoptotischer Bodies
konnte bei 100 pg/ml nachgewiesen werden. Die Untersuchungen mit dem Mistelextrakt He-
lixor M zeigten einen hoch signifikanten Anstieg stark kondensierter und stark fragmentierter
Kerne ab einer Konzentration von 50 pg/ml, die Erhéhung apoptotischer Bodies war ab 50
pg/ml signifikant und wurde ab 150 pg/ml hoch signifikant. Die Inkubation der Lymphozyten
mit Helixor P resultierte in einem hoch signifikanten Anstieg aller detektierten Apoptosesta-

dien im gesamten Konzentrationsbereich.
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Abb. 43: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien humaner Lymphozyten mannlicher
Probanden nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.2

.2.4  Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Aus-

wertung

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse mit der fluoreszenzmikrosko-

pischen Auswertung zeigte nach Addierung der einzelnen Apoptosestadien keinen signifi-

kanten Unterschied, beide Methoden wiesen in den gleichen Konzentrationsbereichen den

signifikanten und hoch signifikanten Anstieg apoptotischer Zellpopulationen auf.
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Abb. 44: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei humanen Lymphozyten mannlicher Proban-

den.
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3.2.25 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse ergab fiir den Frischpflanzenextrakt Helixor A lediglich einen schwach
signifikanten Anstieg der Zellen in der GO/1-Phase, der prozentuale Anteil der Zellen in der
S- und G2/M-Phase verénderte sich nicht signifikant. Fur Helixor M konnte dagegen eine
schwach signifikante Zunahme der G0O/1-Phase ab 50 pug/ml festgestellt werden, der ab 100
pg/ml signifikant und ab 200 pg/ml hoch signifikant wurde. Die S-Phase zeigte nur einen
schwach signifikanten Abfall bei der héchsten Konzentration, wahrend auch hier die G2/M-
Zellen keine signifikante Veranderung aufwiesen. Das Praparat Helixor P bewirkte eine hoch
signifikante Erh6hung der GO/1-Phase-Zellen im gesamten Konzentrationsbereich und eine
schwach signifikante Abnahme der S-Phase, die ab 100 pug/ml signifikant bzw. ab 200 pug/mli
hoch signifikant wurde.
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Abb. 45: Zellzyklusanalyse humaner Lymphozyten méannlicher Probanden nach 72 h Inkubation mit Heli-
xor A, M und P. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kon-
trolle.
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3.2.3 Vergleich weiblicher und ménnlicher Probanden

3.2.3.1  Vergleich der Wachstumsraten

Der direkte Vergleich weiblicher und mannlicher Probanden ergab eine signifikant geringere
Wachstumshemmung der Lymphozyten mannlicher Probanden (m) nach Inkubation mit Heli-
xor Mali in den Konzentrationen 100 und 200 pg/ml gegenuber Lymphozyten weiblicher Pro-
banden (w). Fir die Praparate Helixor A und P waren keine signifikanten geschlechtsspezifi-

schen Unterschiede feststellbar.
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Abb. 46: Wachstumsrate humaner Lymphozyten
weiblicher und méannlicher Probanden nach 72 h
Inkubation mit Helixor M. ** = signifikante Differenz
o zwischen Lymphozyten weiblicher und mannlicher
Probanden.
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3.2.3.2 Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse

Beim direkten Vergleich des apoptoseinduzierenden Potentials der Frischpflanzenextrakte
Helixor A, M und P konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Lymphozytenkulturen

mannlicher und weiblicher Probanden festgestellt werden.
3.2.3.3  Vergleich der mikroskopischen Ergebnisse

Auch bei der mikroskopischen Auswertung der einzelnen Apoptosestadien ergaben sich kei-

ne signifikanten Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Probanden.
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3.2.3.4  Vergleich der Zellzyklusanalysen

Beim direkten Vergleich der Zellzyklusdaten ergab sich bereits fir den Kontrollansatz ein
hoch signifikanter Unterschied beziglich der G2/M-Phase bei Lymphozyten weiblicher und
mannlicher Probanden. Auch unter Einwirkung des Préparates Helixor A bei Lymphozyten
weiblicher Probanden (w) war der Anteil an G2/M-Phase-Zellen bei einer Konzentration von
50 pg/ml hoch signifikant, bei 100 pg/ml signifikant und bei 150 pg/ml schwach signifikant er-
hoht gegenlber den G2/M-Werten bei Lymphozyten mannlicher Probanden (m). Unter Ein-
wirkung des Extraktes Helixor M war der Prozentsatz an Zellen der G2/M-Phase bei Lym-
phozyten weiblicher Probanden bei der hdchsten Konzentration signifikant niedriger als der
Wert bei Lymphozyten mannlicher Probanden. Der Frischpflanzenextrakt Helixor P bewirkte
eine signifikante Abnahme der Zellen der G2/M-Phase bei Lymphozyten weiblicher Proban-
den gegenltber mannlichen Probanden bei einer Konzentration von 50 pg/ml, die ab 100

pg/ml hoch signifikant war.
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Abb. 47: Prozentuale Anteile der G2/M-Phase humaner Lymphozyten weiblicher und ménnlicher Proban-
den nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M und P. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** =
hoch signifikante Differenz zwischen Lymphozyten weiblicher und méannlicher Probanden.
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3.3 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Mistellektin | und IIl getestet an der Zelllinie MOLT-4

3.3.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Nach Bestimmung der Wachstumsrate mithilfe des Trypanblau-Ausschlusstestes konnte fur
beide Lektine eine signifikante Abnahme ab 0,05 ng/ml, die ab 0,5 ng/ml hoch signifikant

wurde, festgestellt werden.
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Abb. 48: Wachstumsrate der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Mistellektin | und Ill. ** = signifi-
kante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.3.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der Mistellektine | und Il auf die Leukdmiezellen konnte
durch das Auftreten eines Sub-G1-Peaks nachgewiesen werden. Im 2-Parameter-Dot Plot
war auRerdem erkennbar, dass die apoptotischen Zellen sowohl aus der GO/G1- als auch
aus der S-Phase austraten. Der Sub-G1-Bereich wurde um diese Population erweitert (Abb.
49, ML Il 1 ng/ml, schwarzes Gate), zu Beginn jeder Messreihe festgelegt und nicht mehr
verandert.

Kontrolle
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Protein-Gehalt

DNA-Gehalt

Abb. 49: Histogramme der 1- und 2-Parameter-Messung nach 72 h Inkubation der
Zelllinie MOLT-4 mit ML-I und ML-IIl. Das bei ML Ill 1 ng/ml eingezeichnete
Gate zeigt den erweiterten Sub-G1-Bereich.
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Die quantitative Auswertung ergab fir ML-I einen signifikanten Anstieg der apoptotischen
Zellpopulation ab einer Konzentration von 0,5 ng/ml und fir ML-11l eine schwach signifikante
Erhohung bei 0,1 ng/ml bzw. eine signifikante Erhdhung ab 0,5 ng/ml.
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Abb. 50: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h In-
kubation mit Mistellektin I und Ill. * = schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.3.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulationen ergab fiir die beiden
getesteten Lektine eine Zusammensetzung aus Zellen aller erfassten Apoptosestadien, wo-
bei auch hier die prozentualen Anteile stark fragmentierter Kerne Gberwogen.

Nach Inkubation mit ML-I konnte eine schwach signifikante (0,1 ng/ml) bzw. signifikante Zu-
nahme (ab 0,5 ng/ml) stark kondensierter Kerne und ein schwach signifikanter (0,5 und 5
ng/ml) bzw. ein signifikanter Anstieg (0,1; 1 und 10 ng/ml) apoptotischer Bodies nachgewie-
sen werden. Der konzentrationsabhangige Anstieg der Zellen mit stark fragmentiertem Kern
war schon ab 0,05 ng/ml schwach signifikant und wurde ab 0,1 ng/ml signifikant bzw. ab 5
ng/ml hoch signifikant. ML-1ll bewirkte einen schwach signifikanten Anstieg stark konden-
sierter Kerne ab 0,1 ng/ml, der ab 1 ng/ml signifikant wurde und eine schwach signifikante
Erhohung apoptotischer Korperchen ab 0,05 ng/ml, die ab 5 ng/ml signifikant wurde. Auch
hier war die Zunahme an Zellen mit stark fragmentiertem Kern schon ab einer Konzentration
von 0,05 ng/ml schwach signifikant und wurde ab 0,5 ng/ml signifikant bzw. ab 5 ng/ml hoch
signifikant.
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Abb. 51: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkuba-
tion mit Mistellektin I und Ill. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Diffe-
renz zur Kontrolle.
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3.3.4 Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen

Auswertung

Der Summenvergleich aller erfassten Apoptosestadien mit der durchflusszytometrischen Be-
stimmung des Sub-G1-Peaks zeigte fir die beiden getesteten Mistellektine schwach sig-
nifikante Unterschiede zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie bei einer

Konzentration von 10 ng/ml.
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Abb. 52: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Mistellektin I und lll induzierten Apoptose bei der Zelllinie MOLT-4. * = schwach signifikante
Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.

3.3.5 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse der DNA-Messung wies fur ML-I eine schwach signifikante Abnahme
der GO/1-Phase ab 1 ng/ml, eine schwach signifikante Zunahme der S-Phase ab 1 ng/ml und
eine schwach signifikante Abnahme der G2/M-Phase ab 10 ng/ml auf. ML-IIl induzierte eine
schwach signifikante Abnahme der GO/1-Zellen ab 1 ng/ml, die ab 10 ng/ml signifikant wur-
de, eine schwach signifikante Zunahme der S-Zellen ab 1 ng/ml, die ab 5 ng/ml signifikant

wurde und eine schwach signifikante Abnahme der G2/M-Zellen ab 5 ng/ml.
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Abb. 53: Zellzyklusanalyse der Zelllinie MOLT-4 nach 72 h Inkubation mit Mistellektin | und Ill. * =
schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.4 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Mistellektin | und IIl getestet an humanen Lymphozyten

3.4.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblau-Ausschlusstestes ergab fir beide Lektine eine hoch signifi-
kante Wachstumshemmung im gesamten Konzentrationsbereich, es traten jedoch keine ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede zwischen Lymphozytenkulturen weiblicher und mannli-
cher Probanden auf.
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Abb. 54: Wachstumsrate humaner Lymphozyten nach 72 h Inkubation mit Mistellektin | und Ill. *** = hoch
signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.4.2 Durchflusszytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential der getesteten Mistellektine auf humane Lymphozyten
konnte durch das Auftreten eines Sub-G1-Peaks im 1-Parameter-Histogramm nachgewiesen
werden. Bei der Analyse der 2-Parameter-Dot Plots wurde auf3erdem ersichtlich, dass die a-
poptotischen Zellen sowohl aus der GO/G1-Phase als auch aus der S- und G2/M-Phase
austreten. Der Sub-G1-Bereich wurde um diese Population erweitert (Abb. 55, ML Ill 1 ng/ml,
schwarzes Gate), zu Beginn jeder Messreihe festgelegt und nicht mehr verandert. Es konn-
ten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede fir die beiden isolierten Lektine festgestellt

werden.
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Abb. 55: Histogramme der 1- und 2-Parameter-Messung nach 72 h Inkubation hu-
maner Lymphozyten mit Mistellektin | und Ill. Das bei ML Il 1 ng/ml einge-
zeichnete Gate zeigt den erweiterten Sub-G1-Bereich.
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Die quantitative Auswertung ergab fir ML-1 eine signifikante Erh6hung der apoptotischen
Zellpopulation ab 0,05 ng/ml, die ab 0,1 ng/ml hoch signifikant wurde und fur ML-III eine
hoch signifikante Zunahme im gesamten Konzentrationsbereich.
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Abb. 56: Durchflusszytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereiches humaner Lymphozyten nach 72 h
Inkubation mit Mistellektin I und Ill. ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



Ergebnisse Seite 103

3.4.3 Mikroskopische Auswertung einzelner Apopotosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulationen ergab fiir die beiden
getesteten Lektine eine Zusammensetzung aus Zellen aller erfassten Apoptosestadien, wo-
bei auch hier die prozentualen Anteile stark kondensierter Kerne und stark fragmentierter
Kerne Uberwogen. Nach Inkubation mit ML-I konnte eine signifikante Zunahme stark kon-
densierter Kerne ab 0,1 ng/ml, die ab 0,5 ng/ml hoch signifikant wurde, nachgewiesen wer-
den. Die Anzahl an Zellen mit stark fragmentiertem Kern war ab einer Konzentration von
0,05 ng/ml signifikant bzw. ab 0,1 ng/ml hoch signifikant erhéht und der Anteil an apoptoti-
schen Korperchen war ab 0,1 ng/ml schwach signifikant bzw. ab 0,5 ng/ml hoch signifikant
erhdht. Die Untersuchungen mit MI-lll zeigten einen schwach signifikanten Anstieg stark
kondensierter Kerne bei 0,1 ng/ml (ab 0,5 ng/ml hoch signifikant), eine schwach signifikante
Erhohung stark fragmentierter Kerne bei 0,05 ng/ml (ab 0,1 ng/ml hoch signifikant) und eine
signifikante Erhohung apoptotischer Bodies bei 0,1 ng/ml (ab 0,5 ng/ml hoch signifikant).
Auch die morphologische Bestimmung der Apoptoserate ergab keine geschlechsspezifische
Wirkung der Mistellektine | und III.
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Abb. 57: Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien humaner Lymphozyten nach 72 h In-
kubation mit Mistellektin | und IIl. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante
Differenz zur Kontrolle.
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3.4.4 Vergleich durchflusszytometrischer und mikroskopischer Auswer-
tung
Der Summenvergleich aller erfassten Apoptosestadien mit der durchflusszytometrischen Be-

stimmung des Sub-G1-Peaks zeigte fir die beiden getesteten Mistellektine keine signifikan-

ten Unterschiede in der quantitativen Auswertung.
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Abb. 58: Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
durch Helixor A, M und P induzierten Apoptose bei humanen Lymphozyten. * = schwach signifi-
kante, ** = signifikante Differenz zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie.

3.4.5 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse ergab fur ML-I einen schwach signifikante Abnahme der GO/1-Phase
bei 1 ng/ml, die ab 5 ng/ml hoch signifikant wurde, eine signifikante Erh6hung der S-Phase
bei 1 ng/ml, die ab 5 ng/ml hoch signifikant wurde und eine schwach signifikante Abnahme
der G2/M-Phase, die bei 1 ng/ml signifikant bzw. ab 5 ng/ml hoch signifikant wurde. ML-I1II
bewirkte eine signifikante Abnahme der GO/1-Phase bei 1 ng/ml, die ab 5 ng/ml hoch sig-
nifikant wurde, eine schwach signifikante Zunahme der S-Phase bei 0,5 ng/ml, die ab 1
ng/ml hoch signifikant wurde und eine hoch signifikante Abnahme der G2/M-Phase ab einer

Konzentration von 0,5 ng/ml.
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Abb. 59: Zellzyklusanalyse humaner Lymphozyten nach 72 h Inkubation mit Mistellektin | und Ill. * =
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.5 SCE-Frequenz, Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex
humaner Lymphozyten nach Kombinationsbehandlung mit He-

lixor-Praparaten und Zytostatika

3.5.1 Helixor-Praparate

3.5.1.1 SCE-Rate

Im eingesetzten Konzentrationsbereich von 2,5 bis 20 ug/ml bewirkte Helixor A eine schwach
signifikante Abnahme der SCE-Rate ab 2,5 pg/ml, die ab 10 pg/ml signifikant war. Helixor M
induzierte eine bei 5 pg/ml schwach signifikante bzw. ab 7,5 pg/ml signifikante und Helixor P
eine ab 5 pg/ml schwach signifikante und ab 10 pg/ml signifikante Verringerung der SCE-
Rate. Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen oder wirtsbaumspezifischen

Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 60: SCE-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M und P. * = schwach sig-
nifikante, ** = signifikante Differenz zur Kontrolle.
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3.5.1.2  Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex

Die verwendeten Frischpflanzenextrakte bewirkten keine signifikanten Veranderungen der
Zellzyklusverteilung und des Proliferationsindexes.
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Abb. 61: Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit
Helixor A, M und P.
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3.5.2 Helixor-P&parate und Cyclophosphamid

3.5.2.1 SCE-Rate

Die Bestimmung der SCE-Rate ergab fur den Extrakt Helixor A eine schwach signifikante
Abnahme bei 15 pg/ml, die ab 20 pg/ml signifikant war, fur Helixor M bzw. P eine schwach
signifikante Verringerung ab 10 pg/ml, die ab 20 pug/ml signifikant war. Es konnten keine sig-

nifikanten geschlechtsspezifischen oder wirtsbaumspezifischen Unterschiede nachgewiesen
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Abb. 62: SCE-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Cyclophospha-
mid. * = schwach signifikante, ** = signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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3.5.2.2  Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex

Die Analyse der Zellzyklusdaten und der Proliferationsindizes zeigte keine signifikanten Ver-
anderungen gegenuber der Positivkontrolle.
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Abb. 63: Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit
Helixor A, M, P und Cyclophosphamid.
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3.5.3 Helixor-Praparate und Methotrexat

3.5.3.1 SCE-Rate

Die Berechnung der SCE-Rate ergab flr Helixor A eine schwach signifikante Abnahme bei
7,5 pg/ml, die ab 10 pg/ml signifikant und ab 20 pg/ml hoch signifikant wurde. Der Extrakt
Helixor M bewirkte eine schwach signifikante Verringerung der SCE-Rate ab 10 pg/ml, die
bei 15 pg/ml signifikant und bei 20 pg/ml hoch signifikant war. Helixor P zeigte eine schwach
signifikante Abnahme der SCE-Rate ab 7,5 pg/ml, die bei 15 pg/ml signifikant bzw. bei 20
pg/ml hoch signifikant wurde. Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen oder

wirtsbaumspezifischen Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 64: SCE-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Methotrexat. * =
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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3.5.3.2

Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex

Die durch die drei Mistelextrakte induzierten Veranderungen der SCE-Rate hatten keine sig-

nifikanten Einflusse auf die Zellzyklusverteilung und den Proliferationsindex.
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Abb. 65: Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit
Helixor A, M, P und Methotrexat.
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3.5.4 Helixor-Praparate und 5-Fluorouracil

3.5.4.1 SCE-Rate

Nach der Kombinationsbehandlung der Lymphozyten mit den Mistelextrakten und dem Zy-
tostatikum 5-Fluorouracil zeigten Helixor A und M signifikante Abnahmen der SCE-Rate bei
7,5 pg/ml, die ab 10 pg/ml hoch signifikant waren. Fir das Praparat Helixor P ergab sich eine
schwach signifikante Verringerung bei 5 pug/ml, die bei 7,5 pg/ml signifikant und ab 10 pg/mli
hoch signifikant war. Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen oder wirts-

baumspezifischen Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abb. 66: SCE-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und 5-Fluorouracil. *
= schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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3.5.4.2  Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex

Die Analyse der Zellzyklusdaten und der Proliferationsindizes wies keine signifikanten Ver-

anderungen auf.
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Abb. 67: Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex
Helixor A, M, P und 5-Fluorouracil.

Konzentration [pg/ml]

humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit



Ergebnisse Seite 113

3.6 Mitose-Index und Mikronukleus-Frequenz humaner Lymphozy-
ten nach Kombinationsbehandlung mit Helixor-Praparaten und

Zytostatika

3.6.1 Helixor-Praparate

3.6.1.1 Mitose-Index

Im eingesetzten Konzentrationsbereich ergaben sich keine signifikanten Veranderungen des
Mitose-Indexes gegeniiber der Positivkontrolle.

50

Abb. 68: Mitose-Index humaner Lymphozyten nach
71 h Inkubation mit Helixor A, M und P.
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3.6.1.2 Mikronukleus-Rate

Die Auswertung des Mikronukleus-Testes zeigte fur die drei Mistelextrakte eine schwach sig-
nifikante Abnahme der Mikrokern-Rate ab einer Konzentration von 10 pg/ml. Es konnten kei-

ne signifikanten geschlechtsspezifischen oder wirtsbaumspezifischen Unterschiede festge-
stellt werden.
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Abb. 69: Mikronukleus-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M und P. * =
schwach signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.6.2 Helixor-Praparate und Cyclophosphamid

3.6.2.1 Mitose-Index

Die Berechnung des Mitose-Indexes zeigte leichte Erhéhungen unter Einwirkung der drei

Mistelextrakte, die aber als nicht signifikant eingestuft werden konnten.
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—— Abb. 70: Mitose-Index humaner Lymphozyten nach
ot el 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Cyc-
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3.6.2.2 Mikronukleus-Rate

Die Auswertung des Mikronukleus-Testes ergab fir die drei Frischpflanzenextrakte eine sig-
nifikante Verringerung der Mikrokern-Rate bei einer Konzentration von 7,5 pg/ml, die ab 10

pg/ml hoch signifikant war. Es konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen oder

wirtsbaumspezifischen Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abb. 71: Mikronukleus-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Cyc-
lophosphamid. ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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3.6.3 Helixor-Praparate und Methotrexat

3.6.3.1 Mitose-Index

Die Kombinationsbehandlung der Lymphozyten mit Helixor-Praparaten und Methotrexat
hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Mitose-Index.
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- Abb. 72: Mitose-Index humaner Lymphozyten nach
. el 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Methotre-
] = xat.
= \L
S S S R
: —t—t+—t— 1
§ 2
1
0
K MTH MTH/2,5 MTH/5 MTH/7,5 MTH10 MTH/15 MTH/20

Konzentration [ug/ml]

3.6.3.2 Mikronukleus-Rate

Die Auswertung des Mikrokern-Testes ergab fur die drei Mistelextrakte eine signifikante Ab-
nahme der Mikronukleus-Rate ab einer Konzentration von 10 pg/ml. Es konnten keine signi-

fikanten geschlechtsspezifischen oder wirtsbaumspezifischen Unterschiede festgestellt wer-
den.
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Abb. 73: Mikronukleus-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und Me-
thotrexat. ** = signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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3.6.4 Helixor-Praparate und 5-Fluorouracil

3.6.4.1 Mitose-Index

Nach der Bestimmung des Mitose-Indexes konnten fir keinen der getesteten Mistelextrakte

signifikante Veranderungen nachgewiesen werden.

6

Abb. 74: Mitose-Index humaner Lymphozyten nach
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3.6.4.2 Mikronukleus-Rate

Die Auswertung ergab fur Helixor A, M und P eine hoch signifikante Verringerung der Mikro-

kern-Rate ab einer Konzentration von 10 pg/ml. Es traten keine signifikanten geschlechts-

spezifischen oder wirtsbaumspezifischen Unterschiede auf.
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Abb. 75: Mikronukleus-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit Helixor A, M, P und 5-
Fluorouracil. *** = hoch signifikante Differenz zur Positivkontrolle.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

Bei der Planung des Versuchskonzeptes dieser Arbeit sollten die Helixor-Extrakte urspriing-
lich an unbehandelten Patienten mit malignen Lymphomen in einer in vivo Studie getestet
werden. Hierbei sollten die isolierten Blutlymphozyten von Patienten, die mindestens ein Jahr
ohne Misteltherapie waren, vor und nach einer einwdchigen Mistelmonotherapie mit Helixor
P durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden. Auf3erdem
sollte eine Immunstatus-Bestimmung (CD,/CD;o; CDs/CD;1g; CDg/CDsg; CD4/CDg) im Institut
fur Immunologie und Genetik am Westpfalz Klinikum durchgefiihrt werden. Dieses Projekt
scheiterte jedoch an der mangelhaften Patientenzahl mit dem gewtinschten Krankheitsbild
und des festgelegten behandlungsfreien Zeitraumes. Aulerdem konnte bei Aufnahme der
Patienten die persistierende Toxizitat einer vorangegangenen Chemotherapie meist nicht
ausgeschlossen werden.

Versuchsweise wurde die apoptoseinduzierende Potenz der Mistelextrakte Helixor A, M und
P auch an Ficoll-isolierten Blutlymphozyten von B-CLL-Patienten in vitro getestet, eine Wei-
terflhrung dieser Experimente war jedoch aus verschiedenen Grinden nicht mdglich:
Erstens stand nicht ausreichend Analysematerial von unbehandelten B-CLL-Patienten mit
Erstdiagnose zur Verfligung und die individuellen Schwankungen waren zu hoch. Des Weite-
ren waren schon in den Kontrollansatzen aufgrund des Zellzerfalls die Werte fir die Spon-
tanapoptose so hoch (20 bis 30 %), dass daraus keine aussagekraftigen Ergebnisse gewon-
nen werden konnten. Auch die Arbeisgruppe Collins (1989) stellte dies an in vitro kultivierten
B-Zellen von Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukamie fest und Kumar et al. (1987)
verzeichneten &hnliche Ergebnisse bei kultivierten Zellen einer akuten lymphoblastischen

Leukamie.

4.1.1 Wahl der Zellkultursysteme

Zur Untersuchung des wachstumshemmenden und apoptoseinduzierenden Potentials
mussten neben der Wahl der Methode auch geeignete Zellsysteme ausgesucht werden.
Viele in der Literatur beschriebene Untersuchungen mit Mistelextrakten und -lektinen wurden
an humanen Lymphozyten (Mdckel et al., 1997; Blssing et al., 1994; Blssing et al., 1997b;
Bissing et al.,, 1998b; Stein et al., 1994; Stein und Berg, 1997a; Stein und Berg, 1998b;
Stein und Berg, 1999) und der humanen Leukamiezelllinie MOLT-4 (Janssen et al., 1993;
Doser et al., 1989; Mdckel et al., 1997; Ribéreau-Gayon et al., 1986a und b; Ribéreau-Gayon
et al., 1995; Urech et al., 1995) durchgefiihrt. Aber auch die Ratten-Hepatomzellen HTC (Ri-
béreau-Gayon et al., 1986b), die Leukamiezelllinien U937 (Janssen, et al., 1993) und L1210
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(Jonas und Walzel, 1992; Paprocka et al., 1992), die Melanomzelllinie B16F10 (Zarkovic et
al., 1997), Brustkrebszellen (Schumacher et al., 1995), Monozyten (Ribéreau-Gayon et al.,
1996), humane Fibroblasten (Bantel und Breuninger, 1990) und Amnionzellen (Bussing et
al., 1995e) kamen zum Einsatz.

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurden humane mononukleare Zellen des peripheren
Blutes und die Leukamiezelllinie MOLT-4 aufgrund ihrer hohen Sensitivitat fur Mistellektine
(Mockel et al., 1997; Urech et al., 1995) als Zellsysteme ausgewéhlt. Ein weiterer Vorteil der
Leukamiezellen und der Lymphozyten ist in der Kultivierung als Suspension zu sehen, denn
dies ermdglicht die schnelle Verflugbarkeit groRer Zellmengen und ein einfaches Ansetzen,
Abernten und Passagieren wahrend der Versuchsdurchfiihrung. Bei Monolayerkulturen kann
es dagegen zu einem selektiven Verlust apoptotischer Zellen (Darzienkiewicz et al., 1998)
und zur zusétzlichen Schadigung der Zellen wahrend der Trypsinierung und Aberntung
kommen. AulRerdem ist bei dieser Kultivierungsmethode die Bestimmung der Zellzahl bei
Versuchsansatz und -aberntung aufgrund des Anhaftens der Zellen deutlich schwieriger und
ungenauer gegeniber Suspensionskulturen. Nachteile der Suspensionskultur sind bei-
spielsweise Veranderungen der Zelllinie bei langer Kultivierungsdauer sowie haufigem Ein-
frieren und Auftauen der Zellen. Auch eine zu hohe oder zu geringe Zelldichte kann zu ver-
anderter Sensitiviat der Zellen gegenuber Apoptoseinduktoren fihren. Schlie3lich kann auch
die Verwendung von Zellen, die Uber mehrere Passagen kultiviert wurden, zu genetischen
Instabilitdten in Zellkulturen fihren. Aus diesem Grund wurde die Zelllinie MOLT-4 nur in der

3. bis 10. Passage nach dem Auftauen fur die Apoptoseinduktion eingesetzt.

4.1.2 Wahl des Kulturmediums und der Kultivierungsbedingungen

Zu Beginn dieser Untersuchungen wurde in Vorversuchen der Einfluss des verwendeten
Mediums und unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen getestet. Hierbei wurde die Wir-
kung des RPMI 1640-Fertigmediums und des RPMI 1640-Grund- und Nahrmediums auf die
Wachstums- und Apoptoserate von MOLT-4-Zellen nach 72 h Inkubation mit Helixor A, M
und P verglichen. Die Ergebnisse (nicht dargestellt) ergaben keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den beiden untersuchten Medien, deshalb wurde fir die nachfolgenden Versu-
che die ausschlief3liche Verwendung des RPMI 1640-Fertigmediums festgelegt, da die Her-
stellung des Grundmediums u. a. durch zweistiindiges Ruhren der RPMI-L6sung, pH-Wert-
Einstellung und Sterilfiltration relativ zeitaufwendig ist.

Die Kultivierung der Leukamiezellen wurde zunachst in 50 ml und 250 ml Kulturflaschen so-
wie in Petrischalen getestet, wobei sich die Verwendung von 250 ml Kulturflaschen fir eine
72 h Kultivierung der MOLT-4-Zellen als am geeignetsten erwies, da darin die Gefahr der
Kontamination geringer war als bei der Verwendung von Petrischalen und eine grof3ere Aus-

breitung der Zellen mdglich war als in 50 ml Kulturflaschen.
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Die Kultivierung der isolierten Lymphozyten gelang dagegen am besten in 24er Multiwells,
wahrend die Vollblutkulturen fir den SCE- und Mikronukleus-Test routinemafig in Mehr-

zweckkulturtopfchen mit Lamellenstopfen angesetzt wurden.

4.1.3 Wahl der Methode fur die Analyse des Zelltodes

Die optimale Methode zur Identifizierung verschiedener Formen des Zelltodes ist abhangig
von dem ausgewahlten Zellsystem, der Wirkungsweise des eingesetzten Agenz, der Art des
Zelltodes, der Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit und den labortechnischen Mdglich-
keiten (Art des Durchflusszytometers usw.).

Die durchflusszytometrische Identifizierung apoptotischer Zellen anhand von DNA-
Gehaltsanalysen erwies sich jedoch schon in friiheren Untersuchungen als geeignet fir die
Zelllinie MOLT-4 (Hahn, 1996) und auch die Arbeitsgruppe Blissing et al. (1996¢) verwen-
dete die durchflusszytometrische Messung als Methode der Wahl zur Analyse des program-
mierten Zelltodes bei diesen Leukamiezellen. Des Weiteren ist die durchflusszytometrische
Bestimmung des DNA-Gehaltes eine einfache, schnelle und kosteneffektive Methode und
ermoglicht au3erdem die Analyse der Zellzyklusdaten und zellzyklusspezifischer Effekte be-
stimmter Substanzen an den DNA-Histogrammen.

Da jedoch der Begriff der Apoptose von Kerr et al. (1972) urspringlich basierend auf der A-
nalyse der Zellmorphologie definiert wurde und die charakteristischen Veranderungen wah-
rend des programmierten Zelltodes gut erkennbar sind, sollte nach Darzynkiewicz et al.
(1997) immer auch die mikroskopische Untersuchung zur ldentifizierung apoptotischer und
nekrotischer Zellen herangezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die in unserem Labor routineméaRig durchgefihrte
simultane Messung von DNA- und Protein-Gehalt anhand der durchflusszytometrischen 2-
Parameter-Messung zur ldentifizierung apoptotischer Zellen angewandt. Diese Methode er-
maoglicht im Gegensatz zur 1-Parameter-Messung eine Unterscheidung zwischen nekroti-
schen und apoptotischen Zellen: Apoptotische Zellen synthetisieren Enzyme, die fur die De-
gradierung der DNA notwendig sind und weisen daher einen héheren Protein-Gehalt auf
(Darzynkiewicz et al., 1997). AuRerdem ist im frihen Stadium der Apoptose auch eine Ab-
grenzung zu Kernfragmenten und Zellbestandteilen moglich, da die Integritat der zytoplas-
matischen Membran, die bei der Nekrose verloren geht, weitgehend intakt bleibt (Vermes
und Haanen, 1994). Die ausgewerteten Daten der 2-Parameter-Dot Plots wurden dann mit
den Ergebnissen der mikroskopischen Auswertung der einzelnen Apoptosestadien anhand

von Zytospinpraparaten der fixierten Zellsuspensionen verglichen.
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4.2 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential
von Helixor A, M und P in Abhangigkeit vom FKS-Gehalt des
Kulturmediums getestet an der Zelllinie MOLT-4

4.2.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblau-Ausschlusstestes zeigte, dass der Extrakt aus der Kiefern-
mistel Helixor P die starkste wachstumshemmende Wirkung hatte, gefolgt von dem Préparat
aus der Apfelbaummistel und die schwéachste Wirkung hatte der Extrakt aus der Tannenmis-
tel. Fur die drei Frischpflanzenextrakte konnte eine dosisabhéngige Wirkung nachgewiesen
werden, d. h. mit zunehmender Helixor-Konzentration und abnehmender FKS-Konzentration
nahm jeweils die wachstumshemmende Wirkung zu. Beim Vergleich der beiden Versuche
mit dem héchsten und dem niedrigsten FKS-Gehalt von 15 bzw. 2,5 % war fur alle drei Mis-
telextrakte bei der hochsten Konzentration von 150 pg/ml eine Abnahme der Wachstumsrate
um mehr als 50 % zu verzeichnen.

Untersuchungen von Ulrich und Mechelke (1980) an Monolayerkulturen zeigten, dass Helixor
P das Wachstum von humanen HelLa-Zellen und L929-Zellen starker hemmt als das
Wachstum normaler humaner Fibroblasten. Nach diesen ersten Resultaten analysierten Hul-
sen und Mechelke (1982) den Einfluss des Frischpflanzenextraktes Helixor M auf Suspensi-
onskulturen humaner Leukamiezellen und Myelomzellen. Sie wiesen ebenfalls mithilfe des
Trypanblau-Ausschlusstestes eine dosisabhangige Wachstumshemmung und eine Vermin-
derung des Anteils lebender Zellen nach 72 h Behandlung im Konzentrationsbereich von 10—
500 pg/ml nach.

Janssen et al. (1993) untersuchten den wachstumshemmenden Effekt von therapeutisch
verwendeten Mistelextrakten (ABNOBA Viscum) sowie von Mistellektin auf Tumorzellen in
der Gewebekultur. Sowohl das Kiefernmistelpraparat und der Extrakt aus der Apfelbaummis-
tel als auch Mistellektin hemmten das Wachstum von allen getesteten Tumorlinien (B-Zell-
Hybridome, P815, El-4, Ke37, MOLT-4 und U937). Es konnte nachgewiesen werden, dass
die Wachstumshemmung auf die Induktion des programmierten Zelltodes in den untersuch-
ten Tumorzellen zurtickzufihren ist. 20 h nach Inkubation mit den Mistelpraparaten war in
den Tumorzellen die flr Apoptose charakteristische Fragmentierung der DNA in Bruchstiicke
von 200 Basenpaaren nachweisbar.

Diese Ergebnisse belegen, dass Mistelextrakte und Mistellektin einen aktiven suizidalen
Zelltod auslésen. Neben den bereits dokumentierten immunstimulierenden Effekten von Mis-
telpraparaten stellt die Induktion von Apoptose einen zweiten potentiell wichtigen Mechanis-

mus der Wirkungsweise von Mistelextrakten dar.
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4.2.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die charakteristische intensive Fragmentierung der DNA im Verlauf der Apoptose ist die Ba-
sis fur die in dieser Arbeit eingesetzte durchflusszytometrische Messung zur Bestimmung
des DNA-Gehaltes, wobei die niedermolekularen DNA-Fragmente vor der Farbung extrahiert
bzw. entfernt wurden. Die Fixierung der Zellen in 70%igem Alkohol hielt die degradierte DNA
nicht vollstandig im apoptotischen Zellkern bzw. der apoptotischen Zelle fest. Durch die an-
schlieende Detergenzbehandlung mit HR-A-Losung und die Farbung mit DAPI/Sulforhoda-
min 101 blieben apoptotische Zellkerne mit einem reduzierten DNA-Gehalt zurlick, die als
sogenannter Sub-G1-Peak im hypodiploiden Bereich des 1-Parameter-Histogrammes nach-
gewiesen werden konnten (Nicoletti et al., 1991; Zhu und Anasetti, 1995). Des Weiteren
konnten im ausgewerteten 1-Parameter-Histogramm die prozentualen Anteile der einzelnen
Zellzyklusphasen und des Debris erfasst werden.

Die durchflusszytometrische 2-Parameter-Messung ermoglichte auf3erdem eine Unterschei-
dung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellkernen, da diese einen deutlich geringe-
ren Protein-Gehalt aufweisen, der unterhalb des Protein-Gehaltes normaler GO/1-Zellen liegt
und deshalb im Bereich der Abszisse zu finden ist. Der erhohte Protein-Gehalt apoptotischer
Zellen kann auf die Aktivierung von Transglutaminasen zuriickgefihrt werden, welche die
zytoplasmatischen Proteine apoptotischer Zellkerne vernetzen (Arends und Wyllie, 1991).
Anhand der durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnisse konnte nachgewiesen werden,
daf} die wachstumshemmende Wirkung der Helixor-Praparate weitgehend auf die Induktion
des programmierten Zelltodes zuriickzuflhren ist. Die Analyse des 2-Parameter-Dot Plots
ergab das stérkste apoptoseinduzierende Potential fir den Extrakt Helixor P, das schwachs-
te fir das Praparat Helixor A und der Extrakt Helixor M nahm eine Mittelstellung ein. Die
Auswertung zeigte auch hier, dass die Wirkung der drei Praparate mit zunehmender Helixor-

Konzentration und abnehmender FKS-Konzentration zunimmit.

4.2.3 Mikroskopische Analyse

Die ersten Beschreibungen des apoptotischen Zelltodes beruhen auf der Untersuchung der
charakteristischen morphologischen Veranderungen der Zellen wie beispielsweise Groéli3e,
Form, Lappung, Chromatinkondensation, Kernfragmentierung, Zytoplasmasaum und Fluo-
reszenzintensitat (Kerr et al., 1972). Trotz der zahlreichen Mdéglichkeiten zur Detektion des
programmierten Zelltodes gilt die licht- oder elektronenmikroskopische Analyse der Apoptose
immer noch als eine der sichersten Untersuchungsmethoden und sie sollte deshalb immer
parallel mit anderen Methoden eingesetzt werden, insbhesondere bei der quantitativen durch-
flusszytometrischen Bestimmung der Apoptoserate (Darzynkiewicz et al., 1997).

Fur die vergleichende fluoreszenzmikroskopische Auswertung wurden die fixierten Zellen

nach einer kurzen Detergenzbehandlung mittels Zytozentrifuge auf Objekttrager aufgebracht
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und anschlieBend mit der Farbelosung DAPI/Sulfornodamin 101 inkubiert. Hierbei verhin-
derte die Detergenzbehandlung eine Verklumpung der Zellen und die Zytozentrifugation er-
maoglichte eine flache Ausbreitung der Zellen, so dass charakteristische morphologische
Veranderungen einfach zu erkennen waren. Mithilfe der simultanen DAPI/Sulforhodamin
101-Farbung konnten die apoptotischen Merkmale gut hervorgehoben werden und als di-
rekter Vergleich zu den durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnissen herangezogen
werden.

Die mikroskopische Auswertung liefert aul3erdem Informationen Uber die prozentualen An-
teile der verschiedenen Apoptosestadien bei unterschiedlichen Zelltypen und verschiedenen
Apoptoseinduktoren. Hierbei kénnen stark kondensierte Kerne, die einen deutlich groReren
Zytoplasmasaum und einen aufgrund der Kondensierung starker floureszierenden Kern auf-
weisen, identifiziert werden. AuRerdem kann das Chromatin in Schollen in der Kernperiphe-
rie vorliegen und der Kern Halbmondform annehmen. Stark fragmentierte Kerne dagegen
bestehen aus mindestens vier Fragmenten und zeigen ebenfalls eine deutlich starkere Kon-
densierung als normale Zellen. Apoptotische Bodies sind schlief3lich durch die Abschniirung
vom Hauptkern, die starkere Chromatinkondensierung und den vergréf3erten Zytoplasma-
saum zu erkennen. Schwierigkeiten bei der Identifizierung dieser apoptotischer Kérperchen
kénnen dann auftreten, wenn sie durch die Zentrifugation verstreut neben normalen Zellen
vorliegen und eine Verwechslung mit Mikrokernen maoglich ist.

Auch die fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der drei verschiedenen Apoptosestadien
in der vorliegenden Arbeit unterstrich die dosisabhéngige Wirkung der drei Mistelextrakte
und bestatigte die durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnisse. Bei der Addition der
Zellen mit stark kondensiertem Kern, stark fragmentiertem Kern und apoptotischer Bodies
konnten die héchsten Werte fur Helixor P, gefolgt von Helixor M und Helixor A, festgestellt
werden. Der direkte Vergleich der vier Versuche mit unterschiedlichem FKS-Gehalt (15, 10,
5 und 2,5 %) zeigte, dass sich die apoptotische Zellpopulation hauptséchlich aus Zellen mit
stark fragmentierten und stark kondensierten Kernen zusammensetzte, wahrend der Pro-
zentsatz apoptotischer Bodies eher gering war. Die prozentualen Anteile der drei untersuch-
ten Apoptosestadien nahmen ebenfalls mit steigender Helixor-Konzentration und abfallender
FKS-Konzentration dosisabhangig zu, wobei immer der Prozentsatz an stark fragmentierten
Kernen Uberwog.

Diese Resultate bestatigen auch Ergebnisse aus der Literatur, dass die Zelllinie MOLT-4 nur
wenige apoptotische Bodies bildet (Catchpoole und Stewart, 1993). Auch Chapman et al.
(1995) stellten fest, dass verschiedene Zelltypen eine unterschiedlich starke Neigung zur
Formung apoptotischer Bodies zeigen. Bei diesen Untersuchungen bildete beispielsweise
die Zelllinie HL-60 sehr schnell apoptotische Bodies, die Zelllinie MOLT-4 dagegen so gut

wie gar keine.
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4.2.4 Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikrosko-

pischen Auswertung

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikroskopisch gewonnenen
Ergebnisse zeigte bei einem FKS-Gehalt von 15 % und 10 % nur schwach signifikante bzw.
signifikante Differenzen bei den héchsten Konzentrationen von Helixor M und Helixor P. Die
weiteren Versuche mit 5 % und 2,5 % FKS wiesen jedoch schwach signifikante und signifi-
kante Differenzen zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie im gesamten
Konzentrationsbereich aller drei Frischpflanzenextrakte auf. Griinde fir diese hdheren A-
poptoseraten bei der Durchflusszytometrie gegentber der mikroskopischen Auswertung
konnten darin bestehen, dass durchflusszytometrisch schon sehr friihe Apoptosestadien
(starke Kondensierung) erfasst wurden, die morphologisch mittels fluoreszenzmikroskopi-
scher Betrachtung noch nicht als solche identifiziert werden konnten und deshalb zu niedri-
geren Apoptoseraten fuhrten. Des Weiteren kénnte es auch zur Verwechslung von apoptoti-
schen Bodies mit Mikrokernen gekommen sein und damit zu einem niedrigeren Prozentsatz
apoptotischer Korperchen bei der mikroskopischen Auszahlung. Im Allgemeinen waren sie
jedoch aufgrund ihres Zytoplasmasaumes und der starkeren Chromatinkondensierung gut
von Mikrokernen zu unterscheiden.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte durchflusszytometrische Methode zur Bestim-
mung der Apoptoserate basiert auf der simultanen DNA- und Protein-Messung apoptotischer
Zellpopulationen. Partikel mit einem erniedrigten DNA-Gehalt werden als apoptotische Zellen
bezeichnet (Nicoletti et al., 1991). Dies gilt fur Zellen, die vor der Detergenzbehandlung einer
Fixierung mit Alkohol oder Aceton unterzogen werden, denn eine Detergenz- oder Hyperto-
niebehandlung vor der Fixierung fuhrt zur Lyse der Zellen. Da der Kern apoptotischer Zellen
oft fragmentiert ist und mehrere Chromatinfragmente in einer Zelle vorhanden sein kdnnen,
korrespondiert der Prozentsatz an Signalen mit erniedrigtem DNA-Gehalt (Sub-G1-Peak)
dann nicht mit dem apoptotischen Index. Auf3erdem kann die Lyse von mitotischen Zellen o-
der Zellen mit Mikrokernen einzelne Chromosomen oder MN freisetzen, welche dann auf-
grund ihres DNA-Gehaltes im Sub-G1-Bereich als apoptotische Zellen identifiziert werden
(Darzynkiewicz et al., 1997).

4.2.5 Zellzyklusspezifitat

Die 2-Parameter-Analyse des DNA- und Protein-Gehaltes ermdglicht die Identifizierung a-
poptotischer Zellen in Bezug auf die betroffenen Zellzyklusphasen. Die Bestimmung betrof-
fener Zellzyklusphasen spielt eine wesentliche Rolle bei der Charakterisierung von Antitu-
mormedikamenten. Viele Agentien unterschiedlicher Klassen wurden bereits bezlglich ihrer

Zellzyklusspezifitdt und Féahigkeit zur Induktion von Apoptose untersucht. Beispielsweise in-
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duzieren UV-Licht, Hyperthermie und 5-Azazytidin (2—6 uM) spezifisch Apoptose von G1-
Phase Zellen; S-Phasenspezifitdt wurde nachgewiesen fir Camptothecin, Teniposid, Amsac-
rin, Mitoxantron, Cytarabin, Hydroxyurea und 5-Azazytidin (> 10 pM) und G2/M-
Phasenspezifitat fur y-Strahlung, TNF und H7 (Serin/Threonin-Kinase Inhibitor). Keine Pha-
senspezifitdt zeigen dagegen die Substanzen Fostriecin, Cisplatin, Cycloheximid und Ge-
nistein (Halicka et al., 1997).

Bei den Untersuchungen zur Konzentrationskinetik an der Zelllinie MOLT-4 wiesen die Heli-
xor-Extrakte A, M und P keine Phasenspezifitéat beziglich ihrer Apoptoseinduktion auf. Alle
Zellzyklusphasen waren von der Induktion des programmierten Zelltodes betroffen. Auch die
Herabsetzung des FKS-Gehaltes in verschiedenen Stufen bewirkte keine Verénderung die-
ser apoptotischen Potenz, die apoptotischen Zellen traten sowohl aus der GO/1- als auch aus
der Synthese- und G2/M-Phase aus.

Verschiedene Kontrollelemente stellen den geordneten Ablauf der vielfaltigen Prozesse im
Verlauf des Zellzyklus sicher. Am Ende jeder einzelnen Phase befinden sich Kontrollpunkte,
an denen die Zelle prift, ob die zurtickliegende Phase vollstandig und fehlerlos abgeschlos-
sen wurde. Erst nach Uberwindung dieser Checkpoints kann der Eintritt in die nachste Zell-
zyklusphase stattfinden. Fehlerhaftes Funktionieren dieser Kontrollmechanismen kann nicht
nur zur Schadigung der Einzelzelle, sondern auch des Gesamtorganismus fuhren (Darzyn-
kiewicz, 1995).

Die Analyse der Zellkinetik ergab bei einem FKS-Gehalt von 15 % keine signifikanten Veran-
derungen der Zellzyklusverteilung. Die Reduzierung des FKS-Gehaltes auf 10 % fihrte bei
den Praparaten Helixor M und P zu einer schwach signifikanten Abnahme der G1-Phase-
Zellen und einer schwach signifikanten Zunahme der S-Phase-Zellen. Die weitere Herabset-
zung des FKS-Gehaltes auf 5 % bewirkte bei allen getesteten Mistelextrakten eine schwach
signifikante Abnahme der G0/1-Phase und eine schwach signifikante Akkumulation der Zel-
len in der Synthese-Phase. Bei einem FKS-Gehalt von 2,5 % kam es schlie3lich bei den
Praparaten Helixor M und P zu einer schwach signifikanten Akkumulation der Zellen in der
GO0/1-Phase und bei allen drei Extrakten zu einer schwach signifikanten Abnahme der G2/M-
Phase. Eine mogliche Erklarung kdnnte in der Funktion des Kontrollmechanismus in der G1-
Phase liegen. Dieser Restriktionspunkt am Ende der G1-Phase verhindert, dass die Zelle
unter ungunstigen Bedingungen in die S-Phase eintritt. Zellen akkumulieren beispielsweise
auch in der G1-Phase, wenn zu wenig Nahrung zur Verfigung steht oder das Zellwachstum
zu dicht ist (Darzynkiewicz, 1995). Es ist auch denkbar, dass nicht nur der Restriktionspunkt
in der G1-Phase eine Rolle spielt, sondern weitere Kontrollmechanismen. Ein Restriktions-
punkt in der frihen Synthese-Phase konnte die DNA-Replikation der Zelle verhindern und
somit eine Akkumulation der MOLT-4-Zellen in der S-Phase erklaren.

Setzt man den initialen DNA-Schaden der Zelle in Relation zur jeweiligen Zellzyklusposition,
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kénnen nach Halicka et al. (1997) drei verschiedene Apoptosetypen unterschieden werden:
In der Homo-Phase-Apoptose durchlaufen die betroffenen Zellen noch in derselben Zellzyk-
lusphase, in der sie vom jeweiligen Agenz angegriffen werden, die einzelnen Apoptosesta-
dien. In der Homo-Zyklus-Apoptose durchlaufen die Zellen Apoptose wahrend des gleichen
Zellzyklus, innerhalb dessen sie geschadigt wurden, d. h. vor oder wahrend der ersten Mito-
se. Schlief3lich durchlaufen betroffene Zellen in der post-mitotischen Apoptose im nachfol-
genden Zellzyklus Apoptose, meist an den G1- oder G2-Checkpoints dieser Zyklen. Die I-
dentifizierung der jeweiligen Zellzyklusphase, in der die Zelle in Abh&ngigkeit vom einge-
setzten Antitumoragenz ihr Apoptosepotential aktiviert, ist aus verschiedenen Grinden von
speziellem Interesse: Erstens sind Informationen Uber die Zellzyklusspezifitdt eines Medika-
mentes hilfreich beim Entwurf von Behandlungsprotokollen, welche unterschiedliche Agen-
tien kombinieren. Denn Kombinationsbehandlungen mit Medikamenten, die auf unterschied-
liche Zellzyklusphasen abzielen, erscheinen effektiver als Kombinationen, die die gleiche
Zellzyklusphase angreifen. AuBerdem sind beim Entwurf von neuen Antitumorstrategien, die
die regelmafige Behandlung mit verschiedenen Medikamenten, eine Zellsynchronisation o-
der -rekrutierung in den Zellzyklus beinhalten, Informationen Uber die Zellzyklusspezifitat der
beteiligten Agentien essentiell. Schliellich sind fir das Verstandnis der Wirkungsweise von
Antitumormedikamenten Informationen tber ihre Zellzyklusspezifitat, sowohl in Bezug auf ih-
re zytostatischen Effekte als auch ihre Fahigkeit zur Induktion des programmierten Zelltodes,

erforderlich.

4.2.6 Einfluss des FKS-Gehaltes im Kulturmedium

Im ersten Versuchsabschnitt dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss der Zusatz
unterschiedlicher FKS-Konzentrationen im Medium auf die apoptoseinduzierende und
wachstumshemmende Potenz der drei Helixor-Extrakte hat.

Die erhaltenen Resultate zeigten, dass die Zugabe von FKS zu einem serumfreien Kultur-
medium eine deutliche dosisabhéangige Hemmung der zytotoxischen Aktivitat der Mistelex-
trakte Helixor A, M und P bei MOLT-4-Zellen bewirkte. Diese Beobachtungen deuten darauf
hin, dass das Serum Zuckerderivate enthélt, welche sich an die in den Mistelpréparaten in
unterschiedlichen Mengen vorhandenen Lektine binden. Die aktiven Bestandteile des FKS in
diesem System scheinen Glykoproteine oder Glykolipide zu sein, welche sich entweder an
die Lektine binden und somit ihre zytotoxische Aktivitdt hemmen oder aber mit den Lektinen
Uber deren Oberflachenrezeptoren interagieren.

Diese Ergebnisse stimmen uberein mit friheren Studien von Ribéreau-Gayon et al. (1995),
bei denen ML-I, ML-Il und ML-III eine 40fach niedrigere Zytotoxizitat gegentiber MOLT-4-
Zellen zeigten, die in RPMI 1640-Medium, versetzt mit 10 % FKS, kultiviert wurden, vergli-

chen mit ihrer zytotoxischen Aktivitdt gegentber der gleichen Zelllinie, die in serumfreien
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Ultraculture-Medium geziichtet wurde. Bei diesen Versuchen mit serumfreiem Ultraculture-
Medium zeigte ML-III die starkste zytotoxische Aktivitat, wahrend ML-I und ML-II etwa sieben
bis zehnfach weniger toxisch wirkten. Die Zugabe von 10 % FKS setzte die Toxizitat von ML-
I um das 50fache und von ML-Il und ML-IIl um das 30fache herab, d. h. die Zugabe grof3erer
Mengen FKS erzeugte einen dosisabhéngigen Schutz gegentber der Zytotoxizitat der drei

eingesetzten Mistellektine.

4.2.7 Einfluss des Lektingehaltes

In Europa findet man die weil3beerige Mistel (Viscum album L.) auf 74 verschiedenen Wirts-
baumen (Luther und Becker, 1987). Unterschiede zwischen Misteln verschiedener Wirts-
baume sind hinreichend beschrieben, so beispielsweise von Goedings (1993 und 1994) hin-
sichtlich Morphologie und Mineralstoffgehalt, von Luther und Becker (1987) und Lorch (1993)
fur den Flavonoidgehalt, von Schaller et al. (1996) fir die Menge an Viscotoxinen sowie von
Ziska und Franz (1985) und von Schink und Mechelke (1992) fir die Lektine.

Die Unterschiede in den Lektinanteilen der verschiedenen Mistelextrakte hangen ab von der
Herkunft (Wirtsbaum), von der Blattdicke der Mistel (dunnblattrige Misteltypen haben einen
hoheren Lektingehalt als dickblattrige Misteltypen) und auch in groRem Mal3e von dem Zeit-
punkt der Ernte, d. h. die Misteln, die im Winter geerntet werden, haben einen héheren Lek-
tingehalt als Misteln aus der ,Sommerernte* (Luther und Becker, 1987; Kast und Hauser,
1990a; Scheer et al., 1992). Anhand von Ubersichtschromatographien lassen sich nicht nur
die drei Mistelrassen (Laubholz-, Kiefern- und Tannenmistel) unterscheiden, sondern auch
Laubholzmisteln untereinander (Scheer et al., 1995). Luther und Becker (1987) erhielten die
hochsten Lektinausbeuten bei Winterernten von Misteln der Wirtsbdume Robinie, Roteiche
und Birke, den geringsten Anteil bei Sommerernten und Misteln der Wirtsbdume Ahorn,
Pappel, Kiefer und Weildtanne. Ziska und Franz (1985) berichteten tiber ahnliche Ergebnisse
hinsichtlich des Erntezeitpunktes, aber leicht differierend bezlglich der Wirtspflanze, denn
sie erhielten die hochsten Lektinausbeuten bei den Wirtsbdaumen Roteiche, Pappel und Lin-
de.

Eine quantitative Analyse der Lektinmuster von Scheer et al. (1995) zeigte, dass in den
Laubholzmistel-Praparaten Mistellektin | dominiert, wéhrend das Kiefernmistel-Préaparat aus-
schlie3lich ML-1I/1ll enthalt. Praparate aus Tannenmisteln enthalten beide Lektingruppen in
etwa gleicher Hohe.

Neben Wirtsbaum und Erntezeitpunkt ist auch das Herstellungsverfahren qualitatsbestim-
mend fir das Produkt, sind doch synergistische Effekte zwischen herstellungsbedingten
Komponenten (Vesikeln) und Inhaltsstoffen der Pflanze (Lektine) beschrieben (Scheffler et
al., 1995). Von Scheer (1994) konnte aufgezeigt werden, dass zwar aufgrund der Prozess-
Standardisierung Praparate einheitlichen Lektingehaltes zu realisieren sind, dass aber je
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nach Wirtsbaum unterschiedliche Produkte mit unterschiedlichem Lektingehalt und -muster
resultieren. So enthalten Praparate aus Eichenmisteln bei gleichem Herstellungsverfahren
mehr als 50mal soviel Lektin als solche aus Kiefernmisteln.

SchlieRlich ist die Stabilitdt der Wirkstoffe sehr verschieden, wobei auch Verarbeitung und
Lagerung zu Veranderungen in der Zusammensetzung filhren kénnen (Ribéreau-Gayon et
al., 1997; Kast und Hauser, 1990a und b).

Beim Vergleich der drei getesteten Frischpflanzenextrakte in dieser Arbeit zeigte das Prapa-
rat aus der Kiefernmistel Helixor Pini die starkste wachstumshemmende und apoptoseindu-
zierende Wirkung auf die Leukamiezelllinie MOLT-4, gefolgt von dem Préparat aus der Ap-
felbaummistel Helixor Mali und schlief3lich Helixor Abietis, dem Extrakt aus der Tannenmis-
tel, welcher die schwachste apoptoseinduzierende Potenz aufwies. Diese Ergebnisse korre-
lierten mit dem unterschiedlichen Lektingehalt der drei Frischpflanzenextrakte, die vom Her-
steller folgendermaf3en angegeben wurden: Die verwendete Charge des Praparates Helixor
A (Ch.-B.: 970368) hatte einen Lektingehalt von 319 ng/ml, der Extrakt Helixor M (Ch.-B.:
970433) einen Lektingehalt von 359 ng/ml, wahrend der Lektingehalt des Praparates Helixor
P (Ch.-B.: 970984) 977 ng/ml betrug. Dieser um das 2,7- bzw. 3fach hohere Lektingehalt des
Extraktes Helixor Pini gegeniiber den Praparaten Helixor Mali bzw. Abietis kann die deutlich
starkere wachstumshemmende und apoptoseinduzierende Wirkung der Kiefernmistel erkla-
ren. Auch die Tatsache, dass Kiefernmisteln ausschlieRlich ML-II/ML-IIl enthalten, wahrend
in Laubholzmisteln Lektin | Gberwiegt und in Tannenmisteln beide Lektingruppen in gleicher
Menge vorkommen (Scheer et al., 1995), kann die Ursache fir die erheblich hthere Apopto-
serate beim Kiefernextrakt sein. Demgegenuber zeigte der Frischpflanzenextrakt Helixor Mali
jedoch eine deutlich starkere apoptoseinduzierende Potenz als das Préparat Helixor Abietis,
aber der Lektingehalt der Apfelbaummistel ist nur um 40 ng/ml hoher als der der Tannenmis-
tel. AuBerdem konnte fir den Extrakt Helixor Abietis auch bei nur leicht erhohten Apoptose-
raten (FKS-Gehalt von 10 und 15 %) trotzdem eine deutliche Wachstumshemmung der Leu-
kamiezellen nachgewiesen werden. Dies zeigt auf, dass der Lektingehalt zwar einen ent-
scheidenden Einfluss auf die wachstumshemmende und apoptoseinduzierende Wirkung der
verschiedenen Mistelpraparate hat, aber auch andere Inhaltsstoffe beeinflussen die Zytotoxi-
zitat der Pflanzenextrakte stark.

Bissing et al. (1996c¢) untersuchten ebenfalls die apoptoseinduzierende Potenz von Helixor-
Extrakten verschiedener Wirtspflanzen mit unterschiedlichem Lektingehalt an Lymphozyten-
kulturen gesunder mannlicher und weiblicher Probanden. Auch hier hatten der Pini- und der
Mali-Extrakt bei einer Endkonzentration von 100 pug/ml im Vergleich zum Abietis-Extrakt eine
deutlich starkere apoptoseinduzierende Potenz. Diese korrelierten jedoch nicht mit dem ML-
Gehalt, da das Helixor A mit 5.400 ng/ml einen ahnlichen Gesamt-ML-Gehalt wie das Helixor
M (5.200 ng/ml) aufwies, wahrend fir das Helixor P mit 8.500 ng/ml sogar eine wesentlich
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hohere ML-Konzentration gefunden werden konnte. Diese Ergebnisse zeigen, dass es hin-
sichtlich der apoptoseinduzierenden Potenz ausgepragte wirtsbaumspezifische Unterschiede
gibt und dass diese in einem gewissen Umfang mit dem Lektingehalt der Gesamtextrakte
zusammenhangen, aber der ML-Gehalt keine eindeutige Korrelation mit der apoptoseindu-
zierenden Kapazitat zeigt. Somit scheinen andere Inhaltsstoffe aus den verschiedenen Mis-
telextrakten und/oder deren komplexe Interaktionen fir die hier beschriebenen Unterschiede
von Relevanz zu sein.

Diese Ergebnisse bestéatigen auch die Untersuchungen von Scheffler et al. (1995) beziglich
einer Korrelation zwischen dem unterschiedlichen Lektingehalt verschiedener Wirtsbaume
und der Kolonie-Wachstumshemmung von Tumorzellen. Viscum album L. Mali, Quercus und
Abietis wurden an insgesamt 44 menschlichen Tumoren in einem Kolonieassay in vitro ge-
testet. Dabei wurde die Anzahl an Tumorzellkolonien bestimmt, die nach Behandlung der
Tumorzellen mit dem Priufpraparat wahrend sechs bis funfzehn Tagen in einem Doppel-
schichtagar heranwuchsen. Diese Zahl wurde zur unbehandelten Kontrolle ins Verhaltnis ge-
setzt. Die Ergebnisse machten deutlich, dass die Organbereiche unterschiedlich sensibel
sind, dass aber individuelle Unterschiede diesen Effekt Uberlagern. Insgesamt waren Lun-
gen-, Mamma- und Keimdrisentumoren sowie Melanome sensibler als Magen-Darm-
Tumoren. Uberraschenderweise erwiesen sich Mistelpraparate von der Tanne, die gegen-
uber den Mali-Préaparaten einen deutlich geringeren Lektingehalt hatten, ahnlich wirksam wie
die Mali-Extrakte. Dieser Befund fihrte dazu, zu untersuchen, ob es eine Korrelation zwi-
schen dem unterschiedlichen Lektingehalt der untersuchten Préparate verschiedener Wirts-
baume und der Kolonie-Wachstumshemmung der Tumorzellen gibt. Die Ergebnisse zeigten,
dass der Lektingehalt schlecht mit der Wachstumshemmungsrate korrelierte. In einem weite-
ren Versuch wurden die Tumorexplanate von funfzehn Patienten direkt mit Viscum album Pi-
ni, Abietis und Quercus, die den drei Lektinstufen der untersuchten Praparate entsprachen,
parallel getestet. Dabei zeigte sich, dass jeweils in etwa gleich vielen Féllen die drei gepruf-
ten Praparate am starksten wirksam waren. Falls die Hemmungswirkung vom Lektingehalt
abhangig ware, musste stets das Quercus-Praparat das am schwéachsten wirksame sein,
dies war jedoch nicht der Fall. Somit wird deutlich, dass zwar der Lektingehalt der Arznei-
mittel einen Einfluss auf die Zytotoxizitat an Zelllinien hat, dass aber die individuellen Unter-
schiede mit anderen Faktoren aus den Mistelpraparaten, die nicht mit den Lektinen korreliert

sind, zusammenhangen mussen.

4.2.8 Einfluss des Herstellungsverfahrens

Mittlerweile sind in Deutschland sieben verschiedene Mistelextrakt-Praparate erhdltlich, die
hinsichtlich ihres Herstellungsverfahrens unterschieden werden kdnnen: ABNOBA Viscum,

ein Praparat aus den Presssaften der Mistel; Eurixor und Plenosol, zwei wassrige Extrakte
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aus Mistelkraut; Iscucin-Viscum, eine Zubereitung aus Mistel-Ausziigen; Isorel, ein kaltwéass-
riger Frischpflanzenextrakt; Helixor, ein wassriger Frischpflanzenextrakt und Iscador, ein
wassriger Extrakt, der einer Milchsduregarung durch Lactobacillus plantarum unterzogen
wird (Luther und Becker, 1987).

Ribéreau-Gayon et al. (1986b) analysierten die Wirkung von fermentiertem und nichtfermen-
tiertem Iscador Quercus auf HTC- und MOLT-4-Zellen beziglich der wachstumshemmenden
Wirkung und erhielten folgende Ergebnisse: Das Wachstum der HTC-Zellen wurde stérker
gehemmt durch den fermentierten Iscador-Extrakt, das Wachstum der MOLT-4-Zellen dage-
gen starker durch den unfermentierten Extrakt. Hierbei betrug der Lektingehalt im fermen-
tierten Eichenextrakt 100 ng/ml und im unfermentierten Préaparat 1.000 ng/ml. AuRerdem er-
zeugte der unfermentierte Extrakt bei den HTC-Zellen in grélRerem MalRe Zytolyse als der
fermentierte Extrakt, wahrend die MOLT-4-Zellen eine starkere Resistenz gegen Zell-Lyse
aufwiesen als die HTC-Zellen, jedoch auch sensitiver gegeniber dem unfermentierten Isca-
dor waren. Die Untersuchung des [*H]-Thymidineinbaus ergab fiir die Rattenhepatomzellen
eine starkere Wirkung des fermentierten Iscador gegeniber dem unfermentierten Préparat,
wahrend bei den Leukamiezellen das Gegenteil beobachtet wurde. Beim Einsatz des gerei-
nigten isolierten Lektins zeigte sich eine 100fach niedrigere Sensitvitat der HTC-Zellen ge-
genuber den humanen Leukamiezellen, die schon bei einer Lektinkonzentration von 1 ng/ml
eine deutliche Wachstumshemmung aufwiesen.

Fur diese unterschiedlichen Wirkungen der einzelnen Mistelextrakte kénnen verschiedene
Faktoren verantwortlich gemacht werden: Der Mistelsaft zur Iscador-Herstellung wird durch
Milchsauregarung (pH-Verschiebungen) aufgearbeitet und zur Sterilisierung entweder er-
warmt oder keimfiltriert. Insbesondere die Lenkung des Géarprozesses, die Gestaltung des
Mischprozesses und die Methode der Keimfiltrierung beeinflussen die Zusammensetzung
wichtiger Zwischensubstanzen bzw. der Endprodukte. AufRerdem spielt die individuelle Zu-
sammensetzung der Wirkstoffe eine wichtige Rolle, da diese vom jeweiligen Wirtsbaum ab-
hangen und von Charge zu Charge variieren kdonnen. Schliel3lich missen auch die Charakte-
ristika der verwendeten Zelllinie und ihre Stoffwechselaktivitat bericksichtigt werden, da bei-
spielsweise der zytotoxische Effekt der Lektine von der Fahigkeit der Zellen zur Bindung die-
ser Molekulle abhangt.

In den Untersuchungen von Bissing et al. (1996c) hatten vesikelhaltige Presssafte (ABNO-
BA Viscum, vgl. 1.1.3.7) und die wassrigen Viscum album R-Extrakte die starkste Killing-
Potenz gegenlber isolierten Lymphozyten gesunder Probanden. Hinsichtlich der Apopoto-
seinduktion zeigten sich zwischen den fermentierten VAL-Extrakten (Iscador) und den nicht-
fermentierten Helixor-Extrakten keine wesentlichen qualitativen Unterschiede. Einer der auf-
falligsten Befunde war jedoch die deutlich héhere apoptoseinduzierende Potenz des nicht-

fermentierten Quercus-Extraktes im Vergleich zum fermentierten Quercus-Extrakt. Es ist je-
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doch bekannt, dass mit dem Prozess der bakteriellen Fermentierung ein gradueller Verlust
der wachstumshemmenden Wirkung einhergeht (Ribéreau-Gayon et al., 1986b). Dies ist zu
erklaren durch einen deutlich geringeren Lektingehalt fermentierter gegeniiber nichtfermen-
tierter Extrakte (Ribéreau-Gayon et al., 1986b; Blssing et al., 1996c). Jung et al. (1990)
vermuteten, dass es durch den Prozess der Fermentierung zur Komplexbildung von Lektinen
und Viscotoxinen, und damit zur Reduktion der zytotoxischen Aktivitat, kommen kdnnte. Eine
geringere zytotoxische Wirkung fermentierter Extrakte impliziert aber nicht fehlende Wirk-
samkeit. Urech et al. (1995) konnten zeigen, dass gerade die Yoshida-Sarkomzellen eine
ausgesprochene Sensitivitat gegenliber den Viscotoxinen aufweisen, wéhrend sie gegen-
Uber den Mistellektinen weitgehend unempfindlich sind. Zudem belegen die Arbeiten von
Stein und Berg (1994), dass lediglich der fermentierte, weitgehend lektinfreie VAL-Extrakt Is-
cador P die Proliferation kultivierter Lymphozyten gesunder Probanden stimuliert, wahrend
wassrige Auszlge aus Kiefern- und Apfelbaummisteln oder deren Presssafte bei unbehan-

delten Probanden nicht so effektiv sind.

4.3 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Helixor A, M und P getestet an humanen Lymphozyten

4.3.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblautestes ergab sowohl bei Lymphozyten weiblicher als auch
mannlicher Probanden die starkste Wachstumshemmung fiir den Extrakt aus der Kiefernmis-
tel, gefolgt von dem Pré&parat aus der Apfelbaummistel und dem Extrakt aus der Tannenmis-
tel. Geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen Lymphozytenkulturen weiblicher und
mannlicher Spender konnten beim direkten Vergleich der Wachstumsraten unter Einwirkung
des Mistelpraparates Helixor Mali festgestellt werden: Bei den Konzentrationsansatzen mit
100 und 200 pg/ml HM war die Wachstumsrate von Lymphozyten weiblicher Probanden sig-
nifikant niedriger gegentber den Wachstumsraten der Lymphozyten mannlicher Probanden.
Fur die Extrakte Helixor A und P konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unter-
schiede nachgewiesen werden.

Auch die Arbeitsgruppe Bussing (1995d) wies nach, dass geschlechtsspezifische Unter-
schiede im Ansprechen auf Viscum album L.-Extrakte bertcksichtigt werden missen. Die
Autoren konnten eine ausgepragte Hemmung des [*H]-Thymidineinbaus in die DNA von
Lymphozyten weiblicher Probanden nachweisen, wéahrend die Proliferationshemmung der
Zellen mannlicher Probanden weniger ausgepragt war.

Diese Ergebnisse unterstreichen zumindest ansatzweise die geschlechtsspezifische Anwen-
dung von Helixor M bei weiblichen Patienten in der Krebstherapie, wie sie auch vom Her-

steller empfohlen wird (0. V., 1995). Es konnte jedoch keine geschlechtsspezifische Wirkung
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von Helixor A bei Lymphozyten méannlicher Testpersonen festgestellt werden, welche die von
Herstellerseite empfohlene Verabreichung von Helixor A bei mannlichen Patienten belegen
wirde. Aus der Literatur ist bisher keine wissenschaftliche Erklarung fur diese geschlechts-
spezifische Wirkung der Helixor-Mistelpréaparate bekannt. In diesem Zusammenhang muf}
jedoch auch bericksichtigt werden, dass die Zellkinetik humaner Lymphozyten individuellen
Schwankungen unterliegt, die durch exogene und genetische Faktoren bedingt sein kdnnen.
Untersuchungen von Ganguly (1993) zur Proliferationskinetik humaner Lymphozytenkulturen
zeigten, dass Lymphozyten weiblicher Probanden gegeniber ménnlichen Probanden eine
hohere Proliferationsgrundrate aufweisen. Weitere beeinflussende Faktoren konnten das
schwankende Mengenverhéltnis zwischen B- und T-Lymphozyten, deren unterschiedliches
Proliferationsverhalten und Sensitivitatsunterschiede zwischen den verschiedenen Lympho-
zytensubpopulationen  (Stoffwechselaktivitdt, Permeabilitdit der Zellmembran, DNA-

Reparaturkapazitat) darstellen (Santesson et al., 1979).

4.3.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die Auswertung der durchflusszytometrischen 2-Parameter-Messung ergab die starkste a-
poptoseinduzierende Potenz fur den Frischpflanzenextrakt Helixor P und die schwéachste fir
Helixor A. Beim direkten Vergleich der Apoptosewerte von Lymphozyten weiblicher und
mannlicher Probanden konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede
festgestellt werden. Das heil3t die mikroskopisch nachgewiesene starkere Wachstumshem-
mung durch den Extrakt Helixor M bei Lymphozytenkulturen weiblicher Blutspender resul-
tierte nicht in einer erhdhten Rate apoptotischer Zellen gegeniiber den Werten mannlichen
Testpersonen. Somit kann aus der Abnahme der Wachstumsrate einer Zellpopulation nicht
generell auf eine Erhéhung der Apoptoserate geschlossen werden.

Beim Vergleich dieser Ergebnisse der Lymphozytenkulturen mit denen der Zelllinie MOLT-4
kann festgestellt werden, dass bei den Lymphozyten mannlicher und weiblicher Probanden
hohere Konzentrationen der drei Mistelextrakte verwendet werden mussten, um &hnliche A-
poptoseraten zu erzielen wie bei den Leukamiezellen. Dies lasst sich sicherlich damit be-
grinden, dass es sich bei den Leukamiezellen um ein Zellsystem handelt, welches schon
lange Zeit in Kultur ist, wahrend die peripheren Lymphozyten erst wenige Stunden vor
Kulturansatz dem lebenden Organismus entnommen wurden. AulRerdem liegen in den Voll-
blutkulturen verschiedene Lymphozytensubpopulationen vor, deren Mengenverhéltnis und
Proliferationsverhalten sehr unterschiedlich sein kann (Evans et al., 1975). Aber auch andere
Faktoren, wie beispielsweise der Differenzierungsgrad der Zelllinie sowie ihre Stoffwechsel-
aktivitat, die Sensitivitat fur die jeweiligen Mistelpraparate und die unterschiedliche Bin-
dungskapazitat proliferierender Zellen gegentber Mistellektinen konnen das Apoptosepoten-

tial entscheidend beeinflussen.
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4.3.3 Mikroskopische Analyse

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Apoptoserate bestatigte die durchflusszyo-
metrisch gewonnenen Ergebnisse und ergab ebenfalls keine geschlechtsspezifischen Unter-
schiede bezlglich der apoptoseinduzierenden Potenz der Helixor-Extrakte Abietis, Mali und
Pini auf Lymphozytenkulturen gesunder weiblicher und méannlicher Probanden. Die morpho-
logische Betrachtung der einzelnen Apoptosestadien zeigte bei beiden Testgruppen und al-
len verwendeten Mistelpraparaten den hdchsten Prozentsatz an Zellen mit stark fragmen-
tiertem Kern, gefolgt von Zellen mit stark kondensiertem Kern, wahrend apoptotische Bodies
wie bei der Zelllinie MOLT-4 nur zu einem geringen Prozentsatz auftraten. Die Anteile der
verschiedenen Apoptosestadien nahmen unter Einwirkung der drei Frischpflanzenextrakte

dosisabhéangig zu.

4.3.4 Vergleich durchflusszytometrischer und fluoreszenzmikroskopi-

scher Ergebnisse

Der direkte Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Apoptosewerte bei
weiblichen Probanden wies bei einzelnen Ansatzen schwach signifikante bzw. signifikante
Unterschiede auf, die allerdings methodisch verursacht sein kénnten. Denn obwohl die Ver-
suche immer unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, bestand trotzdem die
Mdoglichkeit von Abweichungen. Da es sich bei der Apoptose um einen sehr empfindlichen
Prozess handelt, kénnen schon geringe zeitliche Abweichungen dazu fihren, dass sich die
Zellen in einem anderen apoptotischen Stadium befanden. Des Weiteren kdnnten auch bei
der Praparation der Zellen mittels Zytozentrifuge und der Farbung Unterschiede entstanden
sein (unterschiedliche Fluoreszenzintensitat aufgrund des jeweiligen Kondensierungs- und
Fragmentierungsgrades) und so zu Abweichungen bei der Auswertung gefuhrt haben. Er-
staunlicherweise traten jedoch bei den Lymphozytenkulturen mannlicher Probanden keine
signifikanten Differenzen zwischen Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie auf.

Ahnlich wie bei der Mitose handelt es sich auch bei der Apoptose um einen Vorgang von
kurzer Dauer. Die Zeitspanne, wahrend der apoptotische Zellen ihre charakteristischen
Merkmale aufweisen, die ihre Identifizierung ermdglichen, hangt von der gewahlten Detekti-
onsmethode, dem jeweiligen Zelltyp und dem Apoptoseinduktor ab. Verlangsamt beispiels-
weise eine eingesetzte Substanz den apoptotischen Prozess, z. B. durch Beeinflussung der
Endonukleolyse oder der Proteolyse, wird auch die Zeitspanne verandert, in der man apop-
totische Zellen identifizieren kann. Somit erfasst man je nach Art der Detektionsmethode und
dem Detektionszeitpunkt nicht wirklich alle Zellen, die apoptotisch absterben. Es handelt sich
also sowohl bei der Durchflusszytometrie als auch bei der morphologischen Auswertung im-
mer nur um Richtwerte. Leider gibt es nach Darzynkiewicz et al. (1997) keine Methode, um

apoptotische Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt anzureichern.
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4.3.5 Zellzyklusspezifitat

Die Untersuchungen zur Konzentrationskinetik an Lymphozytenkulturen gesunder Proban-
den ergaben im Vergleich zur Zelllinie MOLT-4 eine G1-Phasenspezifitdt bezlglich der A-
poptoseinduktion bei allen drei getesteten Mistelextrakten.

Die Auswertung der 1-Parameter-Histogramme zeigte fur die Lymphozytenkulturen weibli-
cher Probanden bei der hdchsten Konzentration fur Helixor A eine signifikante Zunahme der
G1-Zellen und eine hoch signifikante Abnahme der G2/M-Zellen; fur Helixor M eine hoch sig-
nifikante Zunahme der G1-Phase, eine signifikante Abnahme der Synthese-Phase und eine
hoch signifikante Abnahme der G2/M-Phase; fir Helixor P eine hoch signifikante Akkumula-
tion der Zellen in der G1-Phase und damit verbundene hoch signifikante Abnahme der S-
und G2/M-Phase. Die Analyse der Lymphozytenkulturen mannlicher Probanden ergab bei
der hochsten Konzentration fir Helixor A eine schwach signifikante Zunahme der G1-Zellen;
fur Helixor M eine hoch signifikante Zunahme der G1-Phase und eine schwach signifikante
Abnahme der Synthese-Phase; fur Helixor P eine hoch signifikante Akkumulation der Zellen
in der G1-Phase und eine hoch signifikante Abnahme der Zellen der Synthese-Phase.

Diese Akkumulierung der Zellen in der G1-Phase konnte mit Genkomplexen in Verbindung
gebracht werden, die entstandene Schaden erkennen und die Zelle am G1-Checkpoint arre-
tieren, bis die DNA-Schaden wieder behoben sind oder die Zelle direkt zum apoptotischen
Abbau veranlassen (Darzynkiewicz, 1995). Eine wichtige Funktion nimmt bei diesem Mecha-
nismus das Tumorsuppressor-Gen p53 ein. Wird das Protein durch DNA-Schaden aktiviert,
veranlasst es entweder eine Arretierung des Zellzyklus in G1 bzw. G2 oder initialisiert den
Apoptosemechanismus (Evan und Littlewood, 1998). Bissing et al. (1998b) untersuchten die
Expression des Proteines p53 in humanen Lymphozyten nach 72 h Inkubation mit Helixor-
Extrakten, stellten jedoch keine Zunahme der intrazellularen p53-Konzentration fest.
Bezlglich der G2/M-Phase traten im Vergleich zu den weiblichen Lymphozytenkulturen bei
mannlichen Probanden keine signifikanten Veranderungen auf. Beim direkten Vergleich der
G2/M-Werte weiblicher und mannlicher Probanden war schon der Kontrollwert weiblicher
Probanden hoch signifikant hoher als der Kontrollwert mannlicher Probanden. Nach Zugabe
der Mistelextrakte nahm der prozentuale Anteil der G2/M-Phase weiblicher Blutspender sig-
nifikant bzw. hoch signifkant ab gegentber den Werten mannlicher Testpersonen. Diese
Unterschiede kodnnten einerseits damit begrindet werden, dass periphere Blutlymphozyten
intra- und interindividuellen Schwankungen unterliegen und die Lymphozytenkulturen der
weiblichen Testpersonen an einem anderen Tag angesetzt wurden als die Kulturen der
mannlichen Blutspender und damit anderen Kultivierungs- und Transportbedingungen un-
terlagen. Andererseits konnten diese signifikanten Differenzen beziglich der G2/M-Phase
auch mit einer unterschiedlichen Sensitivitdt gegentiber den Mistelextrakten zusammenhan-

gen und weitere Hinweise auf eine mogliche geschlechtsspezifische Wirkung darstellen.
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4.4 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Mistellektin | und IIl getestet an der Zelllinie MOLT-4

4.4.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblautestes nach 72 h Inkubation der Zelllinie MOLT-4 ergab eine
dosisabhéngige Wachstumshemmung durch die Mistellektine | und Ill, wobei fir ML-III eine
starkere Wirkung festgestellt werden konnte.

Doser et al. (1989) konnten nachweisen, dass Kulturen der humanen Leukamiezelllinie
MOLT-4 nach 72 h Behandlung mit partiell und hochgereinigten Lektinen aus Viscum album
L. eine dosisabhangige Reduktion der Lebendzellzahl zeigten. Die LDs, von partiell gerei-
nigtem Lektin betrug 27,8 ng/ml, die von hochgereinigtem Lektin 1,3 ng/ml. Bei einem wass-
rigen Mistelpraparat (Helixor M) wurde die 140fache Proteinkonzentration, verglichen mit
hochgereinigtem Lektin, bendtigt, um ahnliche zytotoxische Wirkungen auf die MOLT-4-Zel-
len zu erreichen. Die Zytotoxizitdt von hochgereinigtem Lektin konnte besonders durch D-
Galaktose und Laktose gehemmt werden, die Zytotoxizitdt des Mistelpraparates und von
partiell gereinigtem Lektin besonders durch Laktose und N-Acetyl-D-galaktosamin (GalNAc).
Zwei Lektinfraktionen mit nahezu gleich starker zytotoxischer Wirkung auf MOLT-4-Zellen a-
ber unterschiedlicher Kohlenhydrat-Affinitat wurden mittels Affinitatschromatographie aus
dem Mistelpraparat isoliert: Mistellektin I, mit einer Affinitat zu D-Galaktose und GalNAc und
Mistellektin I mit einer Affinitat zu GalNAc. Die Lektinfraktionen und das Mistelpraparat
hemmten die Proteinsynthese der MOLT-4-Zellen starker als ihre DNA-Synthese.

AulRerdem zeigte eine MOLT-4-Subpopulation, die gegen zytotoxische Dosen sowohl des
Mistelpraparates als auch der Mistellektine resistent war, einen geringeren Gehalt an Gal-
NAc und N-Acetyl-D-glucosamin in ihren zellularen Glykoproteinen, die wahrscheinlich fur
die Bindung der zytotoxischen Lektine verantwortlich sind. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass hauptsachlich Lektine flr die zytotoxische Wirkung des Mistelpraparates verant-
wortlich sind (Doser et al., 1989).

4.4.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die durchflusszytometrische 2-Parameter-Messung ergab einen signifikanten Anstieg der a-
poptotischen Zellpopulation nach Behandlung mit ML-I ab einer Konzentration von 0,5 ng/ml
und fir ML-11I eine schwach signifikante Zunahme apoptotischer Zellen bereits ab 0,1 ng/ml,
wobei im direkten Vergleich fir ML-IIl jeweils héhere Apoptosewerte verzeichnet werden
konnten.

Diese Ergebnisse stimmen Uberein mit den Untersuchungen von Dietrich et al. (1992), die

Uber eine Apoptoseinduktion durch alle drei Mistellektine bei der Zelllinie MOLT-4 berichten,
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wobei ML-III die stéarkste Potenz zeigte.

Bissing (1996b) schlieRt aus verschiedenen in vitro-Studien, dass die Mistellektine als
Hauptfaktoren fur die Induktion des programmierten Zelltodes verantwortlich gemacht wer-
den kénnen. Denn erstens zeigte der gesamte Pflanzenextrakt sowohl mit als auch ohne
Viscotoxine gleiche Effizienz. Zweitens bewirkten Mistelextrakte mit niedrigerem Lektingehalt
immer einen geringeren Anstieg der apoptotischen Zellpopulation mit hypodiploidem DNA-
Gehalt als Mistelpraparate mit einem héheren Lektingehalt. Drittens zeigten von den isolier-
ten Einzelkomponenten (ML-I, ML-II, ML-1ll, Viscotoxine und Oligosaccharide) nur die drei
Mistellektine eine apoptoseinduzierende Wirkung.

Da man nun folgern kdnnte, dass die Menge des gebundenen ML auf der Zelloberflache das
zytotoxische Potential beeinflusst, untersuchten Gockeritz et al. (1994) die Bindungskapazi-
tat von FITC-markierten Mistellektinen bei humanen Lymphozyten. Hier zeigte sich, dass
ML-I die grofdte Bindungsfahigkeit aufwies, gefolgt von ML-1I und ML-1ll. Des Weiteren war
bei Zellen in der Ruhephase die Menge des gebundenen Lektins geringer als bei proliferie-
renden Zellen, d. h. die Korrelation zwischen der héheren Bindungskapazitat proliferierender
Zellen gegenuber Mistellektinen und einem hdheren Apoptosepotential wird offensichtlich.
Jedoch korrelierte das zytotoxische Potential der Mistellektine nicht mit den Unterschieden in
der Menge der gebundenen ML-I, ML-Il und ML-III bei proliferierenden Zellen. Somit kdnnte
neben der unterschiedlichen Zuckerspezifitat, der Bindung und intrazellularen Aufnahme der

B-Kette auch der Abbau der Molekiile ein bestimmender Faktor sein.

4.4.3 Mikroskopische Analyse

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien in Lymphozyten-
kulturen war vergleichbar mit den Ergebnissen der Leuk@miezellen nach Behandlung mit den
Mistelextrakten, d. h. auch hier Uberwog der Anteil an Zellen mit stark fragmentiertem Kern,
wahrend nur ein geringer Prozentsatz an apoptotischen Zellen auftrat. Auch mit dieser Me-
thode konnte ein starkeres apoptoseinduzierendes Potential des Mistellektin 11l gegenuber
Mistellektin | nachgewiesen werden.

Auch Mockel et al. (1997) untersuchten mikroskopisch die Wirkung von ML-I auf die humane
Leukamiezelllinie MOLT-4 hinsichtlich der Induktion des programmierten Zelltodes und
konnten nachweisen, dass Apoptose und Zytotoxizitat bei niedrigen und mittleren Konzent-
rationen korrelierten, wahrend bei langen Inkubationszeiten und hohen Konzentrationen von
ML-I Gberwiegend nekrotische Effekte auftraten. Die Ergebnisse zeigten, dass im Konzentra-
tionsbereich niedriger Toxizitat der durch ML-I induzierte Zelltod quantitativ auf apoptotische
Prozesse zurtickgefuhrt werden kann. Die immunmodulatorische Aktivitat von ML-I unter-
suchten Mockel et al. (1997) in vitro durch Messung der Zytokin-Freisetzung. Im niedrig toxi-
schen Bereich zeigte ML-I immunstimulierende Aktivitat bei PBMC und THP-1. RT-PCR (re-
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verse transcriptase polymerase chain reaction) mit THP-1-Zellen bestatigte, dass die Zyto-
kin-Induktion durch ML-I auf der transkriptionellen Ebene reguliert wird. Diese Befunde las-
sen darauf schlie3en, dass in Blutzellen sowohl Apoptose als auch zellulare Signalubermitt-
lung innerhalb desselben Konzentrationsbereichs von ML-I induziert werden.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Ribéreau-Gayon et al. (1997) bestatigen die in dieser Ar-
beit belegte starkere Wirkung des ML-Ill gegeniiber ML-I, denn die Autoren analysierten e-
benfalls die apoptoseinduzierenden und wachstumshemmenden Effekte der drei Mistellekti-
ne auf die Zelllinie MOLT-4 licht- und elektronenmikroskopisch. Bei der Verwendung von se-
rumfreiem Medium wurde eine dosisabhanigige Wachstumshemmung der Leuk&miezellen
durch Lektinkonzentrationen im pg-Bereich und die fur den programmierten Zelltod charakte-
ristische Blaschenbildung der Membran nachgewiesen. Unter diesen Bedingungen zeigte
ML-11l eine zehnfach héhere apoptotische Potenz gegentiber ML-1, wéhrend das Mistellektin

Il eine Mittelstellung einnahm.

4.4.4 Vergleich der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikrosko-

pischen Auswertung

Die durchflusszytometrisch ermittelte Apoptoserate korrelierte gut mit den fluoreszenzmikro-
skopisch erfassten apoptotischen Zellpopulationen, denn lediglich bei der héchsten Konzent-
ration von ML-l1 und ML-IlIl waren die Apoptosewerte schwach signifikant hdher als die A-
poptoseraten der 2-Parameter-Messung. Als Ursachen fir diese leicht erhdhte Apoptoserate
kénnten eine falsch-positive Interpretation der Fluoreszenzintensitaten der verschiedenen
Kondensierungs- und Fragmentierungsstadien und verstreut vorliegende apoptotische Kor-

perchen, die als Einzelzellen erfasst wurden, angefiihrt werden.

4.4.5 Zellzyklusspezifitat

Bei den Untersuchungen der Konzentrationskinetik an der Leukamiezelllinie MOLT-4 zeigten
Mistellektin 1 und Ill keine Phasenspezifitdt beziglich ihres apoptoseinduzierenden Potenti-
als, d. h. die apoptotischen Zellen traten aus allen Phasen des Zellzyklus aus.

Die Auswertung der 1-Parameter-Histogramme ergab fir beide Lektine eine Akkumulation
der Zellen in der Synthese-Phase und eine damit verbundene Abnahme der G1- und G2/M-
Phase-Zellen. Eine solche Akkumulierung der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus lasst auf
einen Ausfall bzw. eine Verminderung der Funktionsfahigkeit der Kontrollelemente am Ende
der G1-Phase schlieRen. Diese Kontrollmechanismen verhindern normalerweise am Restrik-
tionspunkt der G1-Phase einen Eintritt der Zellen in die Synthese-Phase unter unglinstigen
Bedingungen. Aufgrund der gehemmten Proteinsynthese und der unvollstandigen DNA-
Replikation kdnnen die Zellen schliellich nicht in die G2/M-Phase eintreten und verbleiben in
der S-Phase (Darzynkiewicz, 1995).
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4.5 Wachstumshemmendes und apoptoseinduzierendes Potential

von Mistellektin | und IIl getestet an humanen Lymphozyten

4.5.1 Bestimmung der Wachstumsrate

Die Auswertung des Trypanblautests ergab eine hoch signifikante Wachstumshemmung
humaner Lymphozyten nach 72 h Inkubation mit Mistellektin |1 und Il im gesamten Konzent-
rationsbereich. Diese Ergebnisse korrelierten gut mit den Versuchen an der Zelllinie MOLT-4
(val. 4.4) und zeigten ebenfalls eine starkere Wachstumshemmung durch Mistellektin lil,
wahrend jedoch insgesamt die prozentualen Wachstumsraten der Lymphozyten héher waren
als die der Leukamiezellen und so auf eine starkere Resistenz gegeniber den Lektin-
wirkstoffen hinweisen. Diese Unterschiede kénnten mit einer hdheren Bindungskapazitat ge-
genuber Mistellektinen (groRere Menge Galactosyl-Reste auf der Zielzelle) und schnellerer
intrazellularen Aufnahme der B-Kette durch die MOLT-4-Zellen begriindet werden. Bei der

Bestimmung der Wachstumsrate traten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede auf.

4.5.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die quantitative Auswertung der 2-Parameter-Dot Plots zeigte eine signifikante bzw. hoch
signifikante Zunahme der apoptotischen Zellpopulation bereits ab einer Konzentration von
0,05 ng/ml ML | bzw. ML IlI, wobei wiederum Mistellektin Il die starkste apoptoseinduzieren-
de Potenz aufwies. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen weiblichen
und mannlichen Probanden festgestellt werden.

Da Ahnlichkeiten im Mechanismus zum Ricin-induzierten Zelltod zu vermuten sind, unter-
suchten schon Bussing et al. (1996c¢) durchflusszytometrisch den DNA-Gehalt kultivierter
Lymphozyten gesunder Probanden nach Zugabe gereinigter toxischer Proteine aus VAL, wie
dem ML-I, ML-Il, ML-1ll, den Viscotoxinen, aber auch den Oligosacchariden aus der Mistel.
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Mistellektine fur die Induktion des apoptotischen
Zelltodes 72 h kultivierter Lymphozyten gesunder Probanden verantwortlich sind, wahrend
die Viscotoxine und Oligosaccharide zu keiner Apoptoseinduktion fuihrten. Das N-Acetyl-D-
galaktosamin-spezifische ML-IIl zeigte auch hier die starkste apoptoseinduzierende Potenz,
gefolgt vom D-Galaktose- und N-Acetyl-D-galaktosamin-spezifischen ML-Il und dem D-
Galaktose-spezifischen ML-I.

Obwohl man eine homogene Verteilung der Kohlenhydrat-Bindungsstellen auf den Oberfla-
chenrezeptoren der Zelle fur die B-Kette dieses toxischen Proteins erwarten wiirde, variiert
offensichtlich die Sensitivitat verschiedener Zellen fur die Bindung der B-Kette. Bussing et al.
(1998a) stellten bei Lymphozyten gesunder Probanden ein selektives Absterben von CD8"
CD62L"-Zellen durch das N-Acetyl-D-galaktosamin-spezifische ML-III fest, wahrend sich das
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D-Galaktose-spezifische ML-1 weniger effektiv zeigte. Dieses selektive Absterben kann je-
doch nicht nur mit der Hemmung der Proteinsynthese alleine begriindet werden, da diese
Population nicht von Ribosomen-inhibierenden-Proteinen wie dem Lektin von Ricinus com-
munis (RCiy), dem Lektin von Abrus precatorus (APA), Abrin A und Inhibitoren der RNA,
DNA und/oder Proteinsynthese wie beispielsweise Actinomycin D, Mitomycin C und Cyclo-
heximid angegriffen wurde. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dass CD8"-
Zellen mit ,Memory‘-Phanotyp (CD62L") sensitiver sind fiir das ML-Ill-vermittelte Absterben
als ihre CD8" CD62L" Gegenspieler, die CD4"-T- und CD19"-B-Zellen. Diese Zellen expri-
mieren moglicherweise einen anderen Rezeptor mit fehlenden oder inaktivierten N-Acetyl-D-

galaktosamin-Bindungsstellen auf CD8"-Zellen mit ,normalem‘ Phanotyp.

4.5.3 Mikroskopische Analyse

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, dass
wiederum die Zellen mit stark fragmentiertem Kern den Hauptanteil an der apoptotischen
Zellpopulation einnahmen, wahrend die Rate apoptotischer Bodies stets unter der 10 %-
Marke blieben. Die Zusammensetzung der apoptotischen Zellpopulation wies keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Lymphozyten weiblicher und ménnlicher Probanden auf, so
dass die geschlechtsspezifische Wirkung der Helixor-Praparate wohl nicht auf die Lektine zu-

ruckzufuhren ist.

4.5.4 Vergleich der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Er-

gebnisse

Bei der direkten Gegenuberstellung korrelierten die durchflusszytometrisch ermittelten A-
poptoseraten sehr gut mit den fluoreszenzmikroskopisch ausgezahlten Apoptosestadien,

denn es traten keinerlei signifikante Unterschiede auf.

45,5 Zellzyklusspezifitat

Die Untersuchungen zur Konzentrationskinetik an peripheren Blutlymphozyten gesunder
Probanden ergaben fir das aus 25 Isolektinen bestehende Mistellektin | und das aus 15 I-
solektinen bestehende Mistellektin Il keine Phasenspezifitéat bezlglich ihres apoptoseindu-
zierenden Potentials, d. h. die apoptotischen Zellen traten aus allen Phasen des Zellzyklus
aus und waren als charakteristischer ,Schweif* im 2-Parameter-Dot Plot zu erkennen.

Die quantitative Auswertung der 1-Parameter-Histogramme wies eine Arretierung der Zellen
in der Synthese-Phase auf (vgl. 4.4.5), die fir ML-I ab einer Konzentration von 1 ng/ml signi-
fikant und fur ML-III bereits bei 0,5 ng/ml schwach signifikant war. Verbunden mit dieser pro-
zentualen Zunahme der S-Phase war eine Abnahme der G0/1- und G2/M-Rate zu verzeich-

nen.
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4.5.6 Wirkungsmechanismen der Mistellektine

Untersuchungen mit Zellkulturen und Tiermodellen zeigten auf, dass ML-I verschiedene Ty-
pen zellularer Antworten auslést, welche die adjuvanten Effekte von Mistelextrakten in der
Krebstherapie unterstiitzen kdnnten. ML-1 bt einerseits eine breitgefacherte immunstimulie-
rende Aktivitat aus (Beuth, 1997). Die Inkubation von Monozyten des peripheren Blutes oder
von monozytischen Zelllinien mit ML-I resultierte in einer erhéhten Expression zahlreicher
Zytokine, beispielsweise Interleukin-1, Interleukin-6, TNF-a und GM-CSF (Hajto et al.,
1990a; Ribéreau-Gayon et al., 1996; Stein und Berg, 1997a). Au3erdem wurde eine Zunah-
me der NK-Zellen und der Phagozytose-Aktivitat beobachtet und es konnte nachgewiesen
werden, dass die Zugabe von ML-I eine Ausschittung von B-Endorphin in das Zytoplasma
bewirkt (Heiny und Beuth, 1994b). Dieses Oligopeptid hat eine stimmungsaufhellende Wir-
kung im Zentralnervensystem und somit konnte die ML-I Verabreichung eine Verbesserung
der Lebensqualitat von Krebspatienten bewirken.

In zahlreichen Studien wurden andererseits auch die zytostatischen und zytotoxischen Ef-
fekte des ML-I auf verschiedene Tumorzelllinien nachgewiesen und es konnte belegt wer-
den, dass diese zytotoxische Wirkung durch die Induktion des programmierten Zelltodes
herbeigefihrt wird. Die Inkubation verschiedener Zelllinien mit ML-I resultierte in einem Zell-
tod, der mit typischen apoptotischen Veranderungen wie Zell-Schrumpfung, Chromatin-
Kondensation und internukleosomaler DNA-Spaltung verbunden war (Janssen et al., 1993;
Bissing et al., 1996c; Mockel et al.,, 1997). In diesen Studien konnte jedoch nicht geklart
werden, Uber welche Mechanismen und Signaltransduktionswege das Mistellektin den pro-
grammierten Zelltod induziert.

Untersuchungen der Arbeitsgruppen Cohen (1997) und Nicholson (1997) zeigten, dass der
apoptotische Zelltod essentiell durch eine Gruppe von Proteasen, die sogenannten Caspa-
sen (vgl. 1.2.2.4) kontrolliert wird, welche gegenwartig als zentrale Ausloser vieler apoptoti-
scher Wirkungswege angesehen werden. In Saugerzellen kommen mindestens zwolf ver-
schiedene Caspase-Typen vor. Hierbei handelt es sich um Cystein-Proteasen, die ihre Sub-
strate an Aspartatresten spalten. Caspasen werden als inaktive Proenzyme synthetisiert und
proteolytisch zu einem aktiven Komplex geformt, der aus zwei heterodimerischen Unterein-
heiten von etwa 10 und 20 kD zusammengesetzt ist. Bisher wurde eine zunehmende Zahl
von Proteinen identifiziert, die durch Caspasen gespalten werden und einigen dieser Protea-
sen konnte eine apoptotische Wirkungsweise zugeschrieben werden. Bantel et al. konnten
1999 nachweisen, dass die Behandlung von leukamischen T- und B-Zelllinien mit ML-I A-
poptose induzierte, wofur eine vorherige Aktivierung von Proteasen der Caspase-Familie
erforderlich war. Die Beteiligung dieser Caspasen konnte durch die Verwendung eines Pep-
tid-Caspase-Inhibitors, welcher den ML-I-induzierten Zelltod fast vollstandig verhinderte,

nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde eine proteolytische Aktivierung von Caspase-8,
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Caspase-9 und Caspase-3 festgestellt. Aufgrund der Regulatorwirkung der Caspase-8 wéh-
rend des programmierten Zelltodes untersuchten die Autoren aul3erdem eine mdgliche Re-
zeptor-Beteiligung bei der Wirkungsweise des Mistellektin I. Sie stellten jedoch fest, dass die
Caspase-8-Aktivierung durch ML-I Gber einen Rezeptor-unabhangigen Mechanismus gere-
gelt wird, da der ML-I-induzierte Zelltod auch in CD95 resistenten Zellklonen nicht abge-
schwéacht wurde. Vielmehr scheint Mistellektin | einen Mitochondrien-kontrollierten Mecha-
nismus auszulésen, da wahrend dieses Prozesses eine schnelle Ausschiittung von Cytoch-
rom C in das Zytosol induziert wird.

Bissing et al. (1996a) vermuten, dass die in humanen Lymphozyten auftretende Apoptose
nach Zugabe von VAL Rezeptor-vermittelt zu sein scheint. Denn in kultivierten Lymphozyten
wurde innerhalb von 2-3 min nach Zugabe von 20 pg/ml ML-I ein deutlicher Anstieg der in-
trazelluldren Calcium-Konzentration [Ca®]; beobachtet (Géckeritz et al., 1994). Der Anstieg
des [Ca?']; war durch die Zugabe der zuckerbindenden B-Kette des ML und durch das ML-I-
Hololektin zu induzieren, nicht jedoch durch die toxische A-Kette. Unter Verwendung von
Thymozyten der Ratte wurden diese Ergebnisse von Timoshenko und Gabius (1995) bestéa-
tigt. Stirpe et al. (1980) vermuten, dass der Ca®*-Influx durch normale Calcium-Kanéle eine
Voraussetzung fur den Eintritt des ML-l in das Zytosol ist. Somit kommt es, B-Ketten-
vermittelt, zur friihen Aktivierung der Zelle mit Anstieg des [Ca®']..

Bissing et al. (1998b und 1999a) zeigten aul3erdem auf, dass ML-IIl in einer Konzentration
von 10 ng/ml bei 72 h kultivierten Lymphozyten keinen Anstieg der SCE-Frequenz induziert,
jedoch die Chromosomenstabilitat durch Telomerverlust vermindert und damit eine Zunahme
telomerischer Assoziationen (TA) sowie von C-Anaphasen bewirkt. Des Weiteren wurde eine
Abnahme der Bcl-2 und p53-Konzentration und eine zunehmende Expression des Mito-
chondrien-Membranproteins Apo2.7 (7A6 Antigen) festgestellt. Die Verdnderungen des mito-
chondrialen Membranpotentials und der Membranpermeabilitdt induzierten auf3erdem die
mitochondriale Erzeugung von reaktiven Sauerstoff-Zwischenprodukten (reactive oxygen in-
termediates = ROI) und die schnelle Expression von Phosphatidylserin (PS)-Resten auf der
Oberflache der auReren Plasmamembran. Diese Verdnderungen scheinen Teil der Degra-
dierungsphase der Apoptose zu sein und fuhren schlielich zur Fragmentierung der DNA
(Kroemer et al., 1997; Lizard et al., 1995). Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen,
dass die ML-IIl vermittelte Zytotoxizitat Gber zwei verschiedene Wirkungswege ablaufen
kénnte: Der erste Mechanismus scheint rezeptorgebunden zu sein, geht mit Veranderungen
der Zellmembran einher und induziert Apoptose. Dieser Pfad ist wahrscheinlich unabhéngig
von der Protein- und RNA-Synthese und auch das Proto-Onkogen Bcl-2 bzw. das Tumor-
suppressor-Gen p53 sind wohl unbeteiligt. Der zweite Wirkungsweg resultiert in Chromaoso-
menabnormitaten wie TAs und einer Abnahme der Telomersignalintensitat in den Uberleben-

den Zellen und fihrt im weiteren Verlauf zum programmierten Zelltod.
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4.6 SCE-Frequenz, Zellzyklusverteilung und Proliferationsindex
humaner Lymphozyten nach Kombinationsbehandlung mit He-
lixor-Praparaten und Zytostatika

Schwester-Chromatid-Austausche treten meist bei fehlgeleiteter DNA-Replikation auf. Die
Bestimmung der SCE-Rate ist somit ein Marker fir genotoxische Effekte, die auf chromoso-
maler Ebene nachweisbar sind.

Obwohl SCEs durch verschiedene Mutagene induziert werden, wobei die quantitative Bezie-
hung zwischen der Anzahl der Mutationen und der der SCEs bei unterschiedlichen Chemika-
lien schwankt, wird die SCE-Analyse als ein sensitiver Test zur Untersuchung genetischer
Schaden, die zu Mutationen und Krebsentstehung fihren kénnen, angesehen (Bradley et al.,
1979).

4.6.1 Individuelle Variabilitat der spontanen SCE-Frequenz

Die SCE-Raten normaler Individuen variieren stark. Ein bedeutender Anteil der auftretenden
Variationen bei den SCE-Frequenzen gesunder Individuen kann durch verschiedene techni-
sche Faktoren, die die SCE-Darstellung beeinflussen kénnen (wie z. B. unterschiedliche
Kulturbedingungen und Farbetechniken) verursacht werden.

Wenn SCEs spontan auftreten, wird beispielsweise ein beachtlicher Teil durch das zuge-
setzte BrdU selbst induziert (Wolff et al., 1974). Entscheidend ist dabei die pro Zelle zur
Verfiigung stehende BrdU-Menge. Carrano et al. (1980) halten eine BrdU-Konzentration von
100 puM auf circa 3 x 10° Lymphozyten pro Kultur fiir optimal. Da jedoch die Lymphozytenan-
zahl pro Bluteinheit kein konstanter Faktor ist, ist es schwierig, solche Richtwerte einzuhal-
ten.

Bezlglich der Kulturdauer und der Blutaufbewahrung in der Zeit zwischen Abnahme und
dem Ansetzen der Blutkultur wurde keine Beeinflussung der SCE-Frequenz festgestellt (Car-
rano et al., 1980). Das Blut konnte wahrend dieser Studie ohne erkennbare Differenzen 8-24
Stunden bei Raumtemperatur oder im Kihlschrank (4 °C) aufbewahrt werden.

Andere Faktoren, wie die Zusammensetzung des eingesetzten Kulturmediums, z. B. Seren
und Antibiotika (Obe, 1970), die zur Stimulierung der Lymphozyten eingesetzten Mitogene
(Deknudt und Kamra, 1983), Lichteinfluss (lkushima et al., 1977), die Temperatur (Speit,
1980), die Zellproliferationsrate und die Farbemethode (Morgan und Crossen, 1981) sollen
die SCE-Rate stark beeinflussen.

Solche mit den Kulturbedingungen und der Herstellung der Préaparate in Zusammenhang
stehenden Umstande als mdgliche Quellen fir inter- und intraindividuelle Schwankungen
kénnen fur die hier durchgefuhrten Untersuchungen weitgehend ausgeschlossen werden, da

auf die Konstanthaltung dieser Faktoren wahrend der Versuchsreihe geachtet wurde.
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Fir die bei spontanen SCE-Raten auftretenden interindividuellen Differenzen werden in der
Literatur neben den oben genannten labortechnischen Griinden viele weitere Faktoren ge-
nannt, welche die SCE-Basisfrequenz beeinflussen kénnen: So wird beispielsweise der all-
gemeine Lebensstil als beeinflussender Faktor aufgefiihrt (Speit et al., 1986). Eine veran-
derte SCE-Rate konnte beispielsweise durch die Einnahme von Medikamenten (Husum et
al., 1985) oder oraler Verhutungsmittel (Murthy und Prema, 1979), Alkohol- und Kaffeekon-
sum (Wolff, 1982), virale Infektionen (Kurvink et al., 1978), Rauchen (Husgafvel-Pusiainen et
al., 1980) und den Umgang mit Pestiziden (Larripa et al., 1983) nachgewiesen werden. Oft-
mals wirken sich auch chemische Belastungen am Arbeitsplatz aus, z. B. bei Laborange-
stellten, Krankenhauspersonal oder Arbeitern der chemischen Industrie (Wolff, 1982).
Derartige Beeinflussungen, die mit der Lebensweise der Probanden in Zusammenhang ste-
hen, konnten bei der vorliegenden Untersuchung weitgehend ausgeschlossen werden, da
nur Blutproben von Spendern verwendet wurden, die keine Medikamente einnahmen, Nicht-
raucher und gesund waren, nicht ibermafig Alkohol und Kaffee konsumierten und bei denen
keine chemische Belastung am Arbeitsplatz vorlag.

Bezlglich eines mdglichen Einflusses des Alters der Probanden auf die SCE-Rate finden
sich in der Literatur z. T. widersprichliche Aussagen. Wahrend die Untersuchungen von de
Arce (1981) und Waksvik et al. (1981) auf einen Alterseffekt hinweisen, konnten zahlreiche
andere Arbeitsgruppen (Morgan und Crossen, 1977; Hollander et al., 1978) keine Beeinflus-
sung der SCE-Frequenz durch das Alter der Testpersonen feststellen. Bei Vergleichen zwi-
schen Kindern und Erwachsenen wurden bei den Kindern allerdings grundsatzlich signifikant
weniger SCEs gefunden (Funes-Cravioto et al.,, 1977; Ardito et al., 1980; Husgafvel-
Pursiainen et al., 1980).

Indem das Alter der Probanden auf 25-35 Jahre beschrankt wurde, konnte auch das Alter
als ein die SCE-Rate beeinflussender Faktor fir die vorliegenden Untersuchungen ausge-
schlossen werden.

Wahrend Hedner et al. (1982) von héheren SCE-Werten bei Frauen im Vergleich zu Man-
nern berichten, konnten bei anderen Untersuchungen keine Unterschiede bezlglich des Ge-
schlechtes festgestellt werden (Morgan und Crossen, 1977; de Arce, 1981; Waksvik et al.,
1981).

Auch bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen traten keine geschlechts-
spezifischen Differenzen auf.

Carrano et al. (1980) vermuten interzellulare Unterschiede als priméare Quelle flr groRRe
intraindividuelle Schwankungen und geben als wahrscheinliche Ursachen die unterschiedli-
che von den einzelnen Lymphozyten aufgenommene BrdU-Menge und die unterschiedlichen
.vorgeschichten“ der einzelnen Lymphozyten an.

AulRerdem liegen in den Kulturen verschiedene Lymphozytensubpopulationen vor, deren
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Verteilung zahlenmaf3ig sehr unterschiedlich sein kann (Evans und O'riardan, 1975).
Santesson et al. (1979) berichten von einer schnelleren Zellproliferation und einer fast zwei-
fach erniedrigten SCE-Rate bei humanen B-Lymphozyten im Vergleich zu T-Lymphozyten.
Demnach tragen unterschiedliche Mengenverhaltnisse von B- und T-Lymphozyten im zu
untersuchenden Blut auch mit zu den differierenden SCE-Werten bei.

Bei den vorliegenden Untersuchungen zur Bestimmung der SCE-Rate traten nur relativ ge-

ringe intraindividuelle Schwankungen auf, die jeweils unter der Signifikanzgrenze lagen.

4.6.2 Induzierte SCE-Rate

In den vorliegenden Untersuchungen wurde der SCE-Test eingesetzt, um eine mogliche an-
timutagene und DNA-stabilisierende Wirkung auf mononukleare Blutzellen nach Behandlung
mit verschiedenen Mistelextrakten nachzuweisen und eventuelle wirtsbaumspezifische und
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkungsweise zu analysieren. Des Weiteren
wurde untersucht, welche Auswirkungen die Mistelextrakte nach einer Kombinationsbe-
handlung mit den Zytostatika Cyclophosphamid, 5-Fluorouracil und Methotrexat, die einen
signifikanten Anstieg der SCE-Rate induzieren, auf kultivierte Lymphozyten gesunder Pro-
banden haben.

Die Bestimmung der SCE-Rate humaner Lymphozyten nach 71 h Inkubation mit den Frisch-
pflanzenextrakten ergab eine ab 5 pg/ml schwach signifikante und ab 10 pg/ml signifikante
Abnahme der SCE-Frequenz fir alle getesteten Helixor-Préaparate gegeniiber dem Kontroll-
ansatz. Beim direkten Vergleich der drei verwendeten Mistelextrakte konnten keine wirts-
baumspezifischen und geschlechtsspezifischen Unterschiede bezlglich der Reduzierung der
SCE-Rate festgestellt werden. Hieraus kann geschlossen werden, dass im Gegensatz zur
apoptoseinduzierenden Wirkung nicht die Lektine, sondern andere Inhaltsstoffe der Mistel-
presssafte bzw. ein Zusammenwirken mehrerer Wirkstoffe fir diese DNA-stabilisierende
Potenz verantwortlich sind. Denn auch die fir die Bestimmung der SCE-Rate verwendeten
Chargen der Helixor-Praparate wiesen einen unterschiedlichen Lektingehalt auf.

Auch Bussing et al. (1994) untersuchten den Effekt der Mistelextrakte Helixor Abietis und Pi-
ni auf die SCE-Rate, die Zellzyklusverteilung und den Proliferationsindex an Lymphozyten-
kulturen gesunder Probanden. Die Autoren stellten ebenfalls eine signifikante Abnahme der
SCE-Rate unter Einwirkung der beiden Mistelpraparate fest, die jedoch keinen Einfluss auf
die Zellzyklusverteilung und den Proliferationsindex hatte. Die Abnahme der SCE-Frequenz
konnte weder auf Verdnderungen der Lymphozyten-Subpopulationen, zytostatische Effekte
der beiden Frischpflanzenextrakte noch auf beschleunigte Proliferation der Phytohamagglu-
tinin-stimulierten mononuklearen Blutzellen zuriickgefihrt werden. Beim direkten Vergleich
der beiden Mistelextrakte konnten ebenfalls keine wirtsbaumspezifischen Unterschiede

nachgewiesen werden.
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Auch im zweiten Versuchsabschnitt, nach einer Kombinationsbehandlung der peripheren
Lymphozyten mit den Mistelextrakten und den einzelnen Zytostatika, konnte eine signifikante
bzw. teilweise hoch signifikante Abnahme der SCE-Rate im Konzentrationsbereich von 7,5—
20 pg/ml HA, HM bzw. HP gegentber der Positivkontrolle nachgewiesen werden. Die differie-
renden Ergebnisse bei den drei verwendeten Zytostatika lassen sich mit den unterschiedli-
chen Standardabweichungen erklaren, die beispielsweise bei dem Versuchsansatz mit 5-
Fluorouracil deutlich geringer waren und dadurch in einer hoch signifikanten Verringerung
der SCE-Frequenz resultierten. Der direkte Vergleich der drei verwendeten Frischpflanzen-
extrakte aus der Tannenmistel, der Apfelmistel und der Kiefernmistel ergaben auch hier kei-
ne signifikanten wirtsbaumspezifischen oder geschlechtsspezifischen Unterschiede und
bestétigen die Ergebnisse des vorangegangenen Versuches ohne Zytostatikazusatz.

Schon 1995 (b) analysierten Bussing et al. den Einfluss auf die SCE-Rate humaner Lympho-
zyten nach einer Kombinationsbehandlung mit dem Zytostatikum Cyclophosphamid und dem
Mistelpraparat Helixor A. Der getestete Frischpflanzenextrakt Helixor Abietis bewirkte eben-
falls eine signifikante Abnahme der unter Einwirkung des Cyclophosphamids induzierten Er-
hohung der SCE-Rate, jedoch keine Erh6hung des Proliferationsindexes, der durch CP sig-
nifikant reduziert wurde.

Die Arbeitsgruppe Bissing (1995e) untersuchte auch Fruchtwasserzellen (AFC) von zehn
Schwangeren, die sich einer Amniozentese unterziehen mussten. Die Schwesterchromatid-
Austauschrate der Amnionzellen blieb nach Zusatz einer therapeutischen Konzentration (20
pg/ml) des Viscum album L.-Praparates Iscador P stabil, fiel jedoch nach Gabe héherer Do-
sierungen (200 und 2.000 pg/ml) signifikant ab. Da der Proliferationsindex auch bei extremen
Dosierungen stabil blieb, ist die SCE-Reduktion nicht auf zytostatische Effekte des Medika-
mentes zurtickzufiihren. Es fanden sich keinerlei Hinweise auf eine mdgliche zytogenetische
Schadigung oder auf mutagene Auswirkungen.

Kovacs et al. (1991) verzeichneten einen verminderten [°H]-Thymidin-Einbau in die DNA von
UV-geschadigten Lymphozyten bei Brustkrebs-Patientinnen vor der Behandlung und einen
Anstieg des Einbaus nach Zugabe von Mistelextrakten. Die Autoren untersuchten Anderun-
gen im DNA-Repair wahrend der Therapie mit dem Immunomodulator Iscador M. Als Para-
meter fiir die Messung des DNA-Repairs diente der Einbau von [°H]-Thymidin in die DNA
unstimulierter Lymphozyten nach UV-Schadigung. Zwolf von vierzehn Patientinnen zeigten
einen signifikanten Anstieg im DNA-Repair, wahrend sich die Werte fir die spontane DNA-
Synthese im Laufe der Behandlung nicht &nderten. Dies kann einerseits mit einer Stimulie-
rung des Repairs durch Lymphokine oder Zytokine zusammenhangen, die von aktivierten
Leukozyten sekretiert werden, oder andererseits auf einer Anderung der Empfindlichkeit ge-
gen exogene Agentien beruhen, die in weniger Schaden resultiert.

Wildfeuer und Mayerhofer (1994) stellten dagegen fest, dass [*H]-Thymidin im Lymphozyten-



Diskussion Seite 146

Transformationstest wéahrend der Inkubation mit verschiedenen Helixor-Konzentrationen
(100-1.000 pg/ml) im Vergleich zur Kontrolle nicht vermehrt eingebaut wurde.

Obwohl der exakte Mechanismus fur die Enstehung von Schwester-Chromatid Austauschen
noch nicht vollig geklart ist, scheinen eindeutige Zusammenhange zwischen der DNA-
Synthese, den DNA-Reparaturprozessen und der Bildung von SCEs zu bestehen (Raposa,
1978). In der Literatur ist fur einige Substanzen eine Reduktion Mutagen-induzierter SCEs
beschrieben worden, so fur das Retinol (Huang, 1987), fur das Terpen B-Myrcen (Kauderer
et al., 1991), fur Casein und bovines Serum-Albumin (Bosselaers et al., 1994), fir das Gin-
senosid Rh, (Zhu et al., 1995) sowie fiir die Ostrogen-Isoflavone Genistein und Daidzein aus
Sojabohnen (Giri und Lu, 1995). Der Mechanismus der im Tiermodell nach intraperitonealer
Injektion der Ostrogen-Isoflavone Genistein und Daidzein beobachteten Reduktion Karzino-
gen-induzierter SCEs (Giri und Lu, 1995) ist unklar. Erwéhnenswert, aber in seiner Bedeu-
tung unklar, ist das Vorkommen verschiedener Flavonoide in VAL (Matthiessen und Troger,
1995). Die Ergebnisse von Zhu et al. (1995) zur Wirkung des Ginsenosids Rh, auf die SCE-
Rate humaner Lymphozyten sind vergleichbar mit den vorliegenden Untersuchungen zur
Wirkung der Mistelextrakte Helixor A, M und P. Die Arbeitsgruppe Zhu stellte nach 72 h In-
kubation humaner Lymphozyten mit dem Ginsenosid Rh, und dem SCE-Induktor Mitomycin
C eine signifikante Abnahme der SCE-Frequenz um ca. 20 % fest.

Die Ursache fur die Abnahme der SCE-Frequenz mononuklearer Zellen des peripheren Blu-
tes gesunder Probanden bei Zugabe steigender Helixor-Konzentrationen ist noch unklar, a-
ber moglicherweise kdnnten komplexe Prozesse der Zell-Zell-Interaktion eine wichtige Rolle
spielen. Denn gereinigte Lektine aus Viscum album L. bewirken eine Ausschittung von TNF-
a, IL-1, IL-6 und IFN-y durch mononukleére Zellen des peripheren Blutes (Hajto et al., 1990a
+ b). Dabei induzieren die Zytokine IL-2, IFN-y und TNF-a eine Zunahme der Zellproliferation
und der SCE-Rate (Mertens et al., 1993; Morris et al., 1990; Lazutka und Rudaiene, 1992),
wahrend IFN-a und IFN-B die SCE-Frequenz reduzieren (Wang et al., 1991; Mertens et al.,
1993). Biissing et al. (1996e) konnten jedoch in den Uberstanden kultivierter mononuklearer
Zellen, die mit CP behandelt worden waren, aufRer einer leicht verbesserten TNF-a Aktivitat
nach VAL-Applikation keine vermehrte Freisetzung des TNF-a oder IL-1( feststellen. Die
SCE-reduzierenden Zytokine IFN-a und IFN-B waren in den Kulturiiberstdnden gar nicht
nachweisbar. Dennoch lasst sich nicht ausschlie3en, dass komplexe Interaktionen an den
beobachteten Effekten beteiligt sind. Aul3erdem konnte die Abnahme der SCE-Frequenz
auch auf einer Zunahme des DNA-Repairs, einer Abnahme der Sensitivitat gegenuber exo-
genen Agentien oder einem verstarkten Schutz der Lymphozyten-DNA selbst beruhen und
somit in weniger DNA-Schaden resultieren.

Eine therapeutische Wirkungsweise dieser antimutagenen Substanz kdnnte deshalb die Sta-

bilisierung der DNA mononukleérer Blutzellen bedeuten und von klinischer Relevanz sein,
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wenn diese Schutzwirkung selektiv fir gesunde mononukleére Blutzellen gilt und nicht fur
maligne Zellen. Denn die Stabilisierung in therapeutischen Konzentrationen kénnte somit
den negativen Effekten von Chemotherapie und Bestrahlung durch Schutz der DNA periphe-
rer mononukleédrer Blutzellen und Steigerung des DNA-Repairs entgegenwirken. Belege
hierfur lieferten bereits die Untersuchungen der Arbeitsgruppe Bissing (1996e), die bei kulti-
vierten leukdmischen B-Zellen und der T-Zelllinie Jurkat keine VAL-induzierten protektiven
Effekte erzielen konnten. Nach einer Kulturdauer von 96 h zeigte sich unter Verwendung
leukamischer Jurkat-Zellen nach gemeinsamer Applikation von CP und VAL sogar eine deut-

lich verstarkte Zytotoxizitat.

4.6.3 Zellzyklusanalyse und Proliferationsindex

Untersuchungen der Proliferationskinetik, welche Aussagen lber eine Hemmung des Zell-
zyklus bzw. eine Verlangerung der Zellzyklusdauer unter dem Einfluss exogener Faktoren
zulassen, werden zur Erfassung mutagener Toxizitat eingesetzt (Gebhart, 1980a + b).

Die Zellteilung stellt einen kritischen Faktor bei der Mutagenese dar: Wenn sich die Zelle
teilt, besteht die Mdglichkeit, dass eine zuvor nicht reparierte DNA-L&sion zu einer Mutation
fuhrt. Aus diesem Grund ist die Zellteilungsrate fiir die Mutagenese und somit auch fur die
Karzinogenese von Bedeutung.

Zur Untersuchung der zellularen Proliferationskinetik wurden in dieser Arbeit nach der HPG-
Methode gefarbte Praparate verwendet, die aufgrund der unterschiedlichen Anfarbung der
Mitosen aus verschiedenen Teilungszyklen eine Bestimmung der Zellzyklusdauer der einzel-
nen Zellen erlauben (Crossen und Morgan, 1977).

Die Auswertung der Zellzyklusdaten und die Berechnung des Proliferationsindexes ergab bei
zunehmenden Helixor-Konzentrationen eine leichte Abnahme der Zellen im ersten Teilungs-
zyklus, eine leichte Zunahme des Zellanteils im zweiten und dritten Teilungszyklus und einen
daraus resultierenden Anstieg des Proliferationsindexes. Die Unterschiede waren jedoch
weder bei der alleinigen Verwendung der Helixor-Extrakte noch bei der Kombinationsbe-
handlung mit den verschiedenen Zytostatika signifikant. Diese Daten belegen, dass die
nachgewiesene Abnahme der SCE-Frequenz nicht auf eine zytotoxische Wirkung der Mis-
telextrakte, die in therapeutischen Konzentrationen eingesetzt wurden, oder eine beschleu-
nigte Proliferation der Phytoh&amagglutinin-stimulierten peripheren Blutlymphozyten zuriick-
zufuihren ist.

Bei der Betrachtung der Gesamtergebnisse dieses SCE-Testes lasst sich also feststellen,
dass die eingesetzten Mistelpraparate eine signifikante Abnahme der unter Einwirkung der
Zytostatika Cyclophosphamid, 5-Fluororacil bzw. Methotrexat induzierten Erh6hung der
SCE-Rate bewirkten, jedoch keine signifikante Beeinflussung der Zellzyklusverteilung bzw.
der Teilungsgeschwindigkeit.
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4.7 Mitose-Index und Mikronukleus-Frequenz humaner Lymphozy-
ten nach Kombinationsbehandlung mit Helixor-Praparaten und
Zytostatika

4.7.1 Mitose-Index

Die Mitose-Rate gibt im Gegensatz zur Zellzyklusverteilung beim SCE-Test nur Gber die Pro-
liferationskapazitat, d. h. den Anteil der Zellen, der sich teilt, Auskunft, ermoglicht aber keine
Aussage uber die Geschwindigkeit der ablaufenden Teilungen.

Die Bestimmung des Mitose-Indexes anhand von Normal-Giemsa-gefarbten Praparaten er-
gab sowohl nach der Behandlung mit den Mistelextrakten als auch nach der Kombinations-
behandlung mit Mistelpraparaten und den einzelnen Zytostatika keine signifikanten Verande-
rungen. Hieraus kann erstens geschlossen werden, dass die nachgewiesene Abnahme der
MN-Frequenz nicht auf zytotoxische Effekte der Mistelpraparate oder eine beschleunigte
Proliferation der Phytohdmagglutinin-stimulierten mononukleéren Zellen zurlckzufihren ist.
Zweitens wird erkennbar, dass die Mistelextrakte die durch die Zytostatika-Behandlung indu-
zierte MN-Zunahme signifikant reduzieren kdénnen, aber keinen Einfluss auf die durch die

Zytostatika induzierte Abnahme des Mitose-Indexes haben.

4.7.2 Individuelle Variabilitat der spontanen Mikronukleus-Rate

Neben dem Alter, dem Geschlecht, der genetischen Disposition und der individuellen Le-
bensweise (Erndhrung, Alkohol- und Zigarettenkonsum, korperliche Uberanstrengung,
Schlafdefizit, Infektionen u. &.) kdnnen auch andere Faktoren, die mit der Krankheitsge-
schichte oder einer eventuellen mutagenen Belastung am Arbeitsplatz der Probanden zu-
sammenhéangen, die Mikrokern-Grundrate beeinflussen. Interindividuelle Unterschiede kén-
nen auch von der unterschiedlichen Reparaturkapazitat gegentiber DNA-Schaden, die zur
Bildung von Mikrokernen fiihren, abhangen (Fenech et al., 1997).

Da alle Probanden zwischen 25 und 35 Jahren alt waren, kann das Alter als ein die Mikro-
kern-Rate beeinflussender Faktor bei dieser Untersuchung weitgehend ausgeschlossen
werden. In der Literatur wird bei Frauen im Vergleich zu Mannern von einer erhéhten Mikro-
kern-Rate berichtet, bei den Versuchen der vorliegenden Arbeit traten jedoch keine ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede beziiglich der Mikronukleus-Frequenz auf. Des Weiteren
wurde auch fir die Vollblutansatze zur Bestimmung der Mikrokern-Rate darauf geachtet,
dass die Probanden Nichtraucher waren, nicht tbermafig Alkohol konsumierten und keine
Infektionen und mutagene Belastungen am Arbeitsplatz vorlagen. Individuelle Einflisse der

Lebensweise und der genetischen Veranlagung konnten jedoch sicherlich nicht ganzlich
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ausgeschlossen werden und mussen deshalb als Ursachen fur interindividuelle Schwankun-
gen angesehen werden.

Da auf die Konstanthaltung der mit dem Transport der Blutproben, der Blutaufbewahrung,
der Kultivierung, der Praparations- und Farbemethoden und der Zahlweise zusammenhan-
genden Faktoren wahrend der Untersuchungsdauer geachtet wurde, konnten diesbeziigliche

Abweichungen weitgehend ausgeschlossen werden.

4.7.3 Induzierte Mikronukleus-Rate

Der Mikronukleus-Test dient sowohl zur Detektion von Aneugenen als auch Klastogenen.
Untersuchungen zur Identifizierung ganzer Chromosomen mittels Kinetochor-Antikorper
zeigten, dass ca. 50 % der spontan auftretenden Mikrokerne die Folge von Verlusten ganzer
Chromosomen sind, wahrend der Rest wohl aus azentrischen Chromosomenfragmenten
entsteht (Fenech et al., 1985a + b).

Da periphere Blutlymphozyten eine maximale Lebensdauer von drei bis vier Jahren haben
(Buckton et al., 1967), stellt die spontane Mikrokern-Frequenz akkumulierte genetische
Schaden dar, die wahrend der Lebensspanne der Lymphozyten auftreten.

Der Mikronukleus-Test wird heute als ein zuverlassiger Indikator fir durch Umwelt-Mutagene
induzierte Schaden des Zellgenoms in vivo und in vitro angesehen (Heddle, 1973; Fenech et
al., 1990). Er ist kosteneffektiv, einfach und schnell durchfiihrbar und statistisch préaziser als
die traditionelle Analyse von Metaphase-Chromosomen beziglich Chromosomenaberratio-
nen und Schwesterchromatid-Austauschen (Boucher et al., 1993).

Aus diesem Grund wurde der Mikronukleus-Test in dieser Arbeit zur Untersuchung eines
maoglichen Schutzeffektes von verschiedenen Mistelextrakten auf humane Lymphozyten und
nach einer Kombinationsbehandlung der Mistelpraparate mit verschiedenen Zytostatika, die
eine hoch signifikante Erh6hung der Mikrokern-Rate induzierten, eingesetzt.

Die Bestimmung der Mikronukleus-Rate nach 71 h Inkubation humaner Lymphozyten ge-
sunder Probanden mit therapeutischen Konzentrationen der Mistelprapate Helixor A, M und
P ergab eine schwach signifikante Abnahme der MN-Frequenz gegentiber dem Kontrollan-
satz ab einer Konzentration von 10 pg/ml. Beim direkten Vergleich der Extrakte aus der Tan-
nenmistel, der Apfelbaummistel und der Kiefernmistel traten keine wirtsbaumspezifischen o-
der geschlechtsspezifischen Unterschiede bezuglich der Reduzierung der Mikrokern-Rate
auf, so dass diese Schutzwirkung wohl nicht auf den Lektingehalt der Frischpflanzenextrakte
zurickgefuhrt werden kann, da dieser zwischen den einzelnen Mistelarten stark variiert
(Bussing et al., 1994; Biissing et al., 1995b; Bussing et al., 1996e). Obwohl| Mistellektin | als
Hauptkomponente fur die biologische Aktivitat der Mistelextrakte angesehen wird (Hajto et
al., 1989), ist sie beispielsweise nur in geringen Mengen im verwendeten Mistelextrakt Heli-

xor Pini gegenliber einem hohen Anteil Mistellektin I/lll enthalten. Aul3er diesen Isolektinen
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konnen noch uber eintausend andere von Schink und Mechelke (1992) nachgewiesene
Proteine fur diese Schutzeffekte der Mistelextrakte bei peripheren Blutlymphozyten in Be-
tracht gezogen werden.

Die Kombinationsbehandlung der mononukle&dren Blutzellen mit den Mistelextrakten und
dem Zytostatikum Cyclophosphamid bewirkte eine signifikante Abnahme der durch CP indu-
zierten Erhohung der MN-Rate bei einer Konzentration von 7,5 pug/ml, die ab 10 pug/ml hoch
signifikant wurde. Bei der Behandlung mit 5-Fluorouracil und Helixor A, M und P zeigte sich
eine hoch signifikante Reduzierung der MN-Frequenz ab einer Konzentration von 10 pg/ml
und die Untersuchung mit Methotrexat und den Mistelpraparaten ergab eine signifikante Ab-
nahme der Mikronukleus-Frequenz ab 10 pg/ml. Bei der Kombinationsbehandlung der peri-
pheren Lymphozyten mit Mistelextrakten und den verschiedenen Zytostatika konnten keine
signifikanten wirtsbaumspezifischen Unterschiede festgestellt werden, d. h. die DNA-
stabilisierende Potenz scheint in den Pressséaften der verschiedenen Wirtsbaume in glei-
chem Umfang vorhanden zu sein bzw. zumindest in gleicher Weise zu wirken.

Ein moglicher Grund fur diese antimutagene und DNA-stabilisierende Potenz der Helixor-
Praparate konnte der hohe Vitamin C-Gehalt der Mistelpressséfte sein, denn diese antioxi-
dative Substanz wirkt der Enstehung von freien Radikalen entgegen, welche mit der Mutati-
onsentstehung in Verbindung gebracht werden (vgl. 1.1.3.6). Eine Verstarkung des antioxi-
dativen Abwehrsystems durch die Ascorbinsaure kdnnte zu einer Verminderung der durch
die Zytostatika Cyclophosphamid, 5-Fluorouracil und Methotrexat induzierten Erhéhung der
Mikrokern- und SCE-Rate gefuhrt haben.

In Tierexperimenten hat sich gezeigt, dass Mistelextrakte das Immunsystem aktivieren.
Beuth et al. (1991) injizierten Mausen ML-I und bestimmten die Makrophagentatigkeit mithilfe
des Chemoluminiszenztestes, der als Mal flr die Aktivierung von Zellen die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen misst. Sie stellten gegeniber unbehandelten Mausen eine signifikant
gesteigerte Chemoluminiszenz fest. Auch beim Menschen flhrte die Iscador Mali-
Behandlung zu einer deutlich erhdhten Aktivitat der Leukozyten im Chemoluminiszenztest
(Hajto et al., 1989).

In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen, die sich mit einer moglichen Schutz-
wirkung der Vitamine C und E gegenulber verschiedenen Mutagenen bzw. Karzinogenen be-
schaftigen. Beispielsweise konnte die antimutagene Aktivitat der Vitamine C und E durch die
Ergebnisse von Chromosomenaberrationstests und durch Urin-Mutagenitatsassays nachge-
wiesen werden. Sram et al. (1983) konnten eine durch Vitamin C verursachte Verminderung
der Frequenz der auftretenden Chromosomenaberrationen bei humanen peripheren Lym-
phozyten und verminderte Urinmutagenitat bei Probanden, die verschiedenen Umwelt-
Mutagenen ausgesetzt waren, belegen. 1986 zeigte die gleiche Gruppe auch, dass sich das

Risiko genetischer Schaden durch Vitamin C-Prophylaxe erheblich reduzieren lasst.
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Die Arbeitsgruppen von Green (1994) und Collins (1997) wiesen eine von der Vitamin C-
Einnahme abhangige signifikante Abnahme der DNA-Einzelstrangbriiche bei humanen Lym-
phozyten nach. Ein ahnlicher Schutzmechanismus des Vitamin C konnte auch bei Ficoll-
isolierten mononukleédren Zellen des peripheren Blutes festgestellt werden.

Aufgrund ihrer Fahigkeit, die klastogene Aktion alkylierender Agentien zu blockieren, bieten
die Vitamine C und E einen naturlichen Schutz vor den klastogenen (und mutagenen bzw.
karzinogenen) Wirkungen verschiedener Umwelt-Mutagene (Sram et al., 1983). So konnte
bei Mausen und Ratten nach einer Vitamin C-Verabreichung tber das Trinkwasser eine Re-
duktion der klastogenen Effekte von Rontgenstrahlen beobachtet werden (El-Nahas et al.,
1993).

Diemer (1998) untersuchte die Auswirkungen des Zigarettenkonsums und der Supplementie-
rung mit Vitamin C- und Vitamin E-Praparaten auf verschiedene zytogenetische Parameter
(Proliferationsverhalten, SCE-Frequenz und Mikrokern-Rate) von Lymphozyten gesunder
Raucher und Nichtraucher. Diese in vivo-Studie ergab, dass Mitose-Index und Zellkinetik
sich durch die Vitamin-Supplementierung nicht verandern lieRen. Auch die SCE-Rate blieb
durch die Vitamingaben unbeeinflusst. Dagegen konnte die Mikrokern-Rate bei Rauchern
und auch Nichtrauchern mithilfe der Vitaminpraparate deutlich vermindert werden, wobei die
Reduzierung der zu beobachtenden Mikrokernmenge bei den rauchenden Probanden gréRRer
war als bei den nicht-rauchenden Personen.

Gebhart et al. (1985) setzten die Vitamine C und E als Antiklastogene gegen die Agentien
Trenimon und Cyclophosphamid ein. Vergleichende antiklastogene Effekte dieser beiden
Vitamine auf die chromosomenschéadigende Wirkung von Karzinogenen konnten Shamber-
ger et al. (1973) bei humanen Lymphozyten nachweisen.

Aber auch andere Mistelinhaltsstoffe konnten fir diesen antimutagenen Mechanismus der
Helixor-Praparate verantwortlich gemacht werden, wie z. B. die Viscotoxine, die
Vester'schen Proteine oder andere, noch nicht identifizierte Bestandteile des Mistelpress-
saftes. Bei den Viscotoxinen handelt es sich um stark basische zytotoxische Polypeptide, die
zur Komplexbildung mit Nukleinsauren und damit zur Bindung an die aul3en positiv geladene
DNA-Doppelhelix beféhigt sind. Sie schiitzen beispielsweise die native DNA-Struktur gegen
Hitzedenaturierung, wobei die Bindung der Viscotoxine an die DNA hauptsachlich ionischer
Natur ist und die DNA Konformation durch die Komplexbildung mit den Viscotoxinen nicht
verandert wird. Diese Komplexbildung der Viscotoxine ist vergleichbar mit der Interaktion von
Histonen, Protaminen, Polylysinen und anderen polykationischen Substanzen mit der DNA-
Doppelhelix. Die Bindung an die DNA erfolgt Gber Phosphatgruppen an der Auf3enseite der
DNA-Doppelhelix und im Gegensatz zur Interaktion mit Histonen, die zur Konformationsan-
derung fuhrt, bleibt bei der DNA-Viscotoxin-Bindung die B-Typ-Konformation der DNA er-
halten (Woynarowski und Konopa, 1980).
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Die Vester'schen Proteine repréasentieren einen Proteinkomplex aus zehn verschiedenen
Fraktionen, die zu den Substanzen mit der hdchsten zytostatischen Wirkung gehoren (vgl.
1.1.3.3). Auch diese Proteingruppe kann sich ahnlich wie Histone an Nukleinsduren binden
und sie konnte damit moglicherweise eine Stabilisierung der DNA-Doppelhelix und eine
Verminderung der Sensitivitdit gegen exogene Agentien bzw. eine Steigerung des DNA-
Repairs bewirken und somit eine antimutagene Wirkung im SCE- und MN-Test erklaren.

Gesicherte Erkenntnisse Uber den genauen Mechanismus dieser DNA-stabilisierenden Ei-
genschaften der Mistelextrakte stehen jedoch noch aus und weitere Untersuchungen sind
notwendig, um einzelne Inhaltsstoffe des Gesamtextraktes aus Viscum album L. fir die an-

timutagene Wirkung verantwortlich machen zu kénnen und zu identifizieren.

4.8 Vergleichende Betrachtung von MN- und SCE-Test

SCE- und MN-Test sind anerkannte Verfahren, um die mutagene Wirkung von Substanzen
nachzuweisen.

Studien von Barale et al. (1998) ergaben, dass im Allgemeinen keine Korrelation zwischen
MN- und SCE-Rate besteht. Bei der Bildung von SCEs handelt es sich um einen Synthese-
Phase-abhangigen Prozess, der in engem Zusammenhang mit der DNA-Replikation und den
damit verbundenen Folgen der DNA-Reparaturmechanismen steht (vgl. 1.3.1). Mikronuklei
kénnen dagegen in jeder Zellzyklusphase durch eine Vielzahl von Mechanismen entstehen
(vgl. 1.4.2). Die Bildung eines Mikronukleus stellt fir die betroffene Zelle den Verlust geneti-
schen Materials dar und hat somit in den meisten Féallen deren Tod zur Folge. SCEs hinge-
gen sind das Ergebnis eines reziproken Austauschs von DNA-Molekilen zwischen homolo-
gen Genloci zweier Schwesterchromatiden. Dieser Austausch hat keine Veréanderung der
Chromosomenmorphologie und der genetischen Funktionalitat zur Folge.

Trotz unterschiedlicher Entstehungsmechanismen wurde bei einer Vielzahl durchgefihrter
Untersuchungen eine Ubereinstimmende Steigerung der SCE- und MN-Rate festgestellt
(Cole et al., 1983; Lasne et al., 1984). Diese Beobachtung trifft auch fir die hier vorliegenden
Ergebnisse zu. Denn es konnte im etwa gleichen Konzentrationsbereich (10—-20 pg/ml) eine
signifikante bzw. hoch signifikante Abnahme der SCE- und MN-Rate nach 72 h Kombinati-
onsbehandlung humaner Lymphozyten mit den Mistelextrakten Helixor Abietis, Mali und Pini
und den Zytostatika Cyclophosphamid, 5-Fluorouracil bzw. Methotrexat nachgewiesen wer-
den.

Nach Morgan und Crossen (1977) soll der SCE-Test sensitiver und somit genauer als der
Mikrokern-Test sein, da eine Erh6hung der SCE-Rate bei den von ihnen durchgefihrten
Untersuchungen in weitaus gréRerem Maf3e und bereits in geringeren Konzentrationen fest-
stellbar war als eine Steigerung der Mikrokern-Rate. Dies konnten die vorliegenden Ergeb-
nisse allerdings nur zum Teil bestatigen. Der SCE- und der MN-Test wiesen beide im hochs-
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ten Konzentrationsbereich der verwendeten Mistelpraparate eine Abnahme der SCE- bzw.
MN-Frequenz um ca. 30 % nach. Die Kombinationsbehandlung der isolierten Lymphozyten
mit Cyclophosphamid und Helixor A, M und P resultierte in einer signifikanten Abnahme der
MN-Rate ab 10 pg/ml, wahrend die SCE-Frequenz bei Helixor A erst ab 15 pg/ml schwach
signifikant und bei Helixor M und P ab 10 pg/ml schwach signifikant abnahm. Die Kombinati-
onsbehandlung mit Methotrexat und den Helixor-Extrakten ergab dagegen eine schwach
signifikante Abnahme der SCE-Rate durch Helixor A und P ab einer Konzentration von 7,5
pg/ml, wahrend die MN-Rate bei diesen Praparaten erst ab 10 pg/ml signifikant abnahm. Bei
Verwendung des Zytostatikums 5-Fluorouracil war schon bei einer Konzentration von 7,5
pg/ml Helixor A, M und P eine signifikante Abnahme der SCE-Rate zu verzeichnen, wahrend
die MN-Rate erst ab einer Konzentration von 10 pg/ml hoch signifikant abnahm.

Ein Vorteil des Mikronukleus-Tests gegenliber dem SCE-Verfahren ist sicherlich, dass das
bei der Zytokinese-Block-Methode eingesetzte Cytochalasin B weder Mikrokerne noch
Chromosomenaberrationen induziert (O'Neill, 1972). Dagegen tragt das zum Sichtbarma-
chen der SCEs benutzte BrdU selbst zur Bildung von SCEs bei, wobei man allerdings davon
ausgeht, dass BrdU in geringen Konzentrationen nur einen geringen Effekt auf die Aus-
tauschhaufigkeit hat (Wolff, 1982). AuRerdem wird durch den Einbau von BrdU in die DNA
die Chromosomenstruktur und —stabilitat verandert, die Empfindlichkeit gegeniiber Photolyse
erhoht (Latt, 1974) und die Zellteilung gehemmt (Kato, 1980; Morgan und Crossen, 1981).
Es wurden auch toxische, differenzierungshemmende und mutagene Eigenschaften sowie
eine Beeinflussung der Proliferation auf der Ebene der DNA-Replikation festgestellt (Rainaldi
und Mariani, 1982).

Als weiterer Vorteil des Mikrokern-Tests gegentiber der SCE-Analyse ist zu nennen, dass die
Praparation weniger aufwendig und vor allem auch schneller ist. Die Auswertung der Mikro-
kerne ist auBerdem viel weniger zeitaufwendig als die der SCEs, da Interphasekerne ausge-
zahlt werden, die im Vergleich zu Mitosen viel haufiger auftreten. Beim SCE-Test durfen da-
gegen nur vollstdndige Metaphasen, deren Chromosomen nicht tGbereinander liegen, be-
wertet werden. Schlief3lich kann man Mikrokerne in der Regel gut erkennen und anhand der
Auswertungskriterien von Countryman und Heddle (1976) auch leicht identifizieren, wohin-
gegen zur SCE-Identifikation wesentlich mehr Erfahrung bendtigt wird.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die apoptoseinduzierende und wachstumshem-
mende Potenz der Mistelextrakte Helixor Abietis (Tannenmistel), Mali (Apfelbaummistel) und
Pini (Kiefernmistel) sowie der isolierten Mistellektine | und Il auf die humane Leukamiezellli-
nie MOLT-4 und isolierte Lymphozyten gesunder Probanden mittels 1- und 2-Parameter-
Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Eine mogliche antimutagene
und DNA-stabilisierende Wirkung der Frischpflanzenextrakte Helixor A, M und P auf kulti-
vierte Lymphozyten gesunder Versuchspersonen wurde anhand des SCE- und Mikronuk-
leus-Tests untersucht. Sowohl bei der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopi-
schen Auswertung als auch bei den Mutagenitatstests sollten auf3erdem eventuelle ge-
schlechtsspezifische und wirtsbaumspezifische Wirkungen der drei unfermentierten Mis-
telpraparate analysiert werden.

Nach 72 h Inkubation der lymphatischen Leukamiezellen mit den Mistelextrakten Helixor A,
M und P (2,5-150 pg/ml) bei unterschiedlichen FKS-Konzentrationen (15-2,5 %) konnte eine
dosisabhéngige Zunahme der apoptotischen Zellpopulation bei abnehmendem FKS-Gehalt
festgestellt werden. Dabei zeigte das Praparat aus der Kiefernmistel die starkste apopto-
seinduzierende und wachstumshemmende Potenz, gefolgt von dem Préparat aus der Apfel-
baummistel und dem Extrakt aus der Tannenmistel.

Eine 72 h Kultivierung mononuklearer Zellen des peripheren Blutes gesunder weiblicher und
mannlicher Probanden mit den drei Helixor-Praparaten (50—-200 pg/ml) resultierte ebenfalls
in der Induktion des programmierten Zelltodes, wobei auch hier Helixor Pini das starkste a-
poptoseinduzierende Potential aufwies. Durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikrosko-
pisch konnten keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede nachgewiesen wer-
den. Die Bestimmung der Wachstumsrate mithilfe des Trypanblau-Ausschlusstests ergab je-
doch eine signifikant niedrigere Wachstumsrate fir Lymphozyten weiblicher Probanden bei
Helixor Mali Konzentrationen von 100 und 200 pg/ml.

Fir die Leukadmiezelllinie MOLT-4 konnte nach 72 h Inkubation mit den Mistellektinen | und
Il im Konzentrationsbereich von 0,05-20 ng/ml die Induktion des programmierten Zelltodes
sowohl durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden,
wobei Mistellektin 11l die starkere Wirkung zeigte.

Nach 72 h Kultivierung isolierter Lymphozyten gesunder weiblicher und mannlicher Proban-
den mit den beiden isolierten Lektinen konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg der apopto-
tischen Zellpopulation verzeichnet werden. Auch hier wies Mistellektin Il die starkere apop-
toseinduzierende Potenz auf, signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede traten nicht
auf.

Die Auswertung des SCE-Tests ergab nach 71 h Inkubation mit den Mistelpraparaten Helixor
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A, M und P (2,5-20 pg/ml) eine signifikante Abnahme der SCE-Rate bei Vollblutkulturen ge-
sunder weiblicher und ménnlicher Probanden. Es traten jedoch keine wirtsbaumspezifischen
oder geschlechtsspezifischen Unterschiede auf und auch die Zellzyklusverteilung und das
Proliferationsverhalten veranderten sich unter Einwirkung der drei Extrakte nicht.

Nach einer 71 h Kombinationsbehandlung der Helixor-Préparate mit den Zytostatika Cyc-
lophosphamid (40 pg/ml), 5-Fluorouracil (5 pg/ml) bzw. Methotrexat (3 pg/ml) konnte eben-
falls eine Abnahme der SCE-Rate, die durch die drei Zytostatika signifikant erhéht wurde,
nachgewiesen werden. Die durch CP, 5'FU und MTH induzierten Veranderungen der Zell-
zykluskinetik und des Proliferationsindexes konnten durch Helixor A, M und P jedoch nicht
signifikant beeinflusst werden. Die Bestimmung der SCE-Rate ergab keine wirtsbaumspezifi-
schen oder geschlechtsspezifischen Unterschiede.

Nach Durchfiihrung des Mikronukleus-Tests an Vollblutkulturen gesunder méannlicher und
weiblicher Blutspender konnte unter Einwirkung der Helixor-Extrakte Abietis, Mali und Pini
(2,5-20 pg/ml) eine schwach signifikante Abnahme der MN-Rate festgestellt werden, wah-
rend der Mitose-Index unbeeinflusst blieb. Auch hier traten keine geschlechtsspezifischen o-
der wirtsbaumspezifischen Unterschiede auf.

Eine 71 h Kombinationsbehandlung der Lymphozyten mit den Frischpflanzenextrakten (2,5—
20 pg/ml) und den Zytostatika CP (40 pg/ml), 5°FU (5 pg/ml) bzw. MTH (3 pg/ml) ergab eine
signifikante bzw. hoch signifikante Abnahme der MN-Rate. Geschlechtsspezifische oder
wirtsbaumspezifische Unterschiede wurden nicht gefunden. Der Mitose-Index wurde durch

die Behandlung nicht wesentlich verandert.
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