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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Viscum album L.

Die weillbeerige, europdische Mistel Viscum album L. ist eine immergriine, zweihdusige und
halbparasitidre Pflanze und gehort zur Familie der Santalaceen. Sie nutzt den Wasser- und
Mineralsalzhaushalt einer Wirtspflanze, ist jedoch durch das Vorhandensein von Chlorophyll
selbststindig zur Photosynthese befdhigt. Diese halbparasitire Lebensweise ist notwendig, da sie
iiber kein Wurzelsystem verfiigt und somit keinen Bodenkontakt aufweist. Als Wirtsbdume kommen
vor allem Laub- und Nadelbdume der Gattungen Malus, Abies, Fraxinus und Pinus in Betracht. Die
Mistel sitzt auf Baumésten und wéchst iiber mehrere Jahre zu kugeligen Biischen mit einem

Durchmesser von bis zu einem Meter heran (Abb. 1).

Abb. 1: Viscum album L.
Links: Fotoaufnahme von Viscum album L. (https:/pixabay.com/de/mistelzweig-schmarotzer-685881/)
Rechts: Abbildung aus Kohler’s Medizinal-Pflanzen, 1887.

Die Bliitezeit ist im Winter und die anschlieBende Reifung der weilen Beeren erfolgt iiber einen
Zeitraum von bis zu neun Monaten. Die Verbreitung der Mistel erfolgt ornithochor. Eine weitere
Besonderheit der Mistel ist die Gleichheit der ledrigen Blattober- und unterseiten, die jeweils
Spaltéffnungen aufweisen, um einen Gas- und Wasseraustausch zu erméglichen.

Viscum album L. wurde als Arzneipflanze seit mehreren Jahrhunderten bei vielféltigen Leiden
eingesetzt. Die traditionellen Anwendungsgebiete gelten jedoch teilweise als widerspriichlich

(Buessing, 2000). Im Jahre 1920 wurde die Mistel erstmalig zur Behandlung von Krebs durch Rudolf
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Steiner beschrieben und angewandt (Steiner, 1976). Eine ausfiihrlichere Darstellung der

onkologischen Pharmakologie und Anwendung der Mistel folgt im Kapitel 1.1.2.

1.1.1  Inhaltsstoffe

Viscum album L. besitzt ein breites Inhaltsstoffspektrum von sowohl hydrophilen als auch lipophilen
Bestandteilen, dazu zéhlen Glykoproteine, Thionine, Flavonoide, Triterpensduren, Alkaloide,
Lignane, Lignine, biogene Amine und Polysaccharide (Franz et al., 1981, Jung et al., 1990, Orhan et
al., 2006, Nhiem et al., 2013, Nazaruk et al., 2016). Zur Extraktgewinnung werden die Sténgel,
Blatter und Beeren genutzt. In den folgenden untergeordneten Kapiteln wird auf die fiir diese Arbeit

relevanten Inhaltsstoffgruppen nédher eingegangen.

1.1.1.1  Mistellektine

Die Mistellektine (ML) gehoren zur Gruppe der Glykoproteine. Das Wort Lektin leitet sich vom
lateinischen Verb ,,legere” (deutsche Bedeutung unter anderem ,,auswéhlen®) ab und weist auf die
besondere Eigenschaft dieser Glykoproteine hin, mittels ihrer Zuckerreste bestimmte andere
Kohlenhydratstrukturen auf Zelloberflichen zu binden (,,auszuwihlen*). In der Mistel wurden bisher
drei ML (ML-I, -II, -III) und das chitinbindende ML mit {iber 20 Isolektinen identifiziert. Je nach
Auswahl des Wirtsbaumes und des Emtezeitpunkts unterscheiden sich Art und Gehalt der ML, ein
erhohter Gehalt an ML-I konnte auf Laubbdumen bei Ernte in den Wintermonaten festgestellt werden
(Schink et al., 1989, Schink et al., 1992, Scheffler et al., 1996, Schink et al., 1996). Die ML-I-III
bestehen jeweils aus einer A- und einer B-Kette, die iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden
sind. Sie unterscheiden sich lediglich durch ihr Molekulargewicht und durch ihre
Kohlenhydratspezifitit. Das ML-I liegt in hoher Konzentration meist als Dimer (A—B), vor (Olsnes
et al., 1982, Lutsch et al., 1984, Niwa et al., 2003). In Tabelle 1 sind die Eigenschaften (molekulare
Masse und Kohlenhydratspezifitit) der drei ML zusammengefasst. Ein Unterschied in der
Kohlenhydratspezifitit bedeutet eine unterschiedliche Affinitdt zu Zuckermolekiilen auf der
Zellmembranoberfliche und kann eine entsprechende ML-Aufnahme steuern (Franz et al., 1981,

Ziska et al., 1981, Franz, 1986, Mengs et al., 2002, Muething et al., 2002, Muething et al., 2004).

Tab. 1: Eigenschaften von ML-I-111

ML Molekulare Masse [kDa] Kohlenhydratspezifitit
ML-I 62 D-Galaktose
ML-II 60 D-Galaktose,

N-Acetyl-D-Galaktosamin
ML-III 50 N-Acteyl-D-Galaktosamin
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Die B-Kette des Molekiils ist fiir die Bindung an der Zellmembranoberfliche zustindig und die A-
Kette iibt als Toxomer eine enzymatische Funktion aus: Die A-Kette ist aufgrund ihrer RNA-
Glykosidase-Aktivitédt in der Lage, einen essentiellen Adenin-Rest (Adenin-4324) der 28 S rRNA
abzuspalten. Die Proteinbiosynthese der Zelle kommt darauthin zum Erliegen (Jung et al., 1990,
Elsasser-Beile et al., 2000, Valentiner et al., 2002, Huber et al., 2005, Schrot et al., 2015). Der
programmierte Zelltod (Apoptose) wird eingeleitet (Franz et al., 1981, Endo et al., 1988, Buessing
et al., 1999, Krauspenhaar et al., 1999, Mikeska et al., 2005). Aufgrund von Funktion und Aufbau
der ML werden diese den Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (RIP) Typ-II zugeordnet (Olsnes et
al., 1982, Schrot et al., 2015). Zu dieser Stoffklasse zdhlen die stirksten Pflanzengifte, wie zum
Beispiel das Ricin aus Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) und das Abrin aus Abrus precatorius
L. (Fabaceae), die aufgrund ihrer B-Kette ihre Aufnahme in die Zelle triggern und durch die
anschlieBende Freisetzung der A-Kette den Zelltod einleiten konnen, im Gegensatz zu den RIP Typ-

I ohne B-Kette (Schrot et al., 2015).

Die Aufnahme mittels Endozytose und die anschlieBende Prozessierung der ML wurde erstmalig
1982 untersucht (Stirpe et al., 1982). Es wird angenommen, dass die Aufnahme der ML in gleicher
Weise wie bei anderen RIPs Typ-II vollzogen wird (Sandvig et al., 1994, Pohl et al., 1998,
Moisenovich et al., 2002, Tonevitsky et al., 2003). Die Aufnahme von Ricin, einem anderen Vertreter
der RIP Typ-II, erfolgt iiber Endozytose, sowohl iiber den Clathrin-vermittelten als auch iiber den
Clathrin-unabhéngigen Weg (Llorente et al., 1998, Moisenovich et al., 2002). Genauere
Untersuchungen beziiglich der ML stehen noch aus. Im Jahr 2002 wurde ein vergleichendes
Experiment hinsichtlich der Aufnahme von ML und Ricin unternommen, bei dem festgestellt worden
ist, dass die Endozytose beider Toxine an unterschiedliche Regionen der Zellmembran mit
spezifischen zuckertragenden Rezeptoren beginnt (Moisenovich et al., 2002). ML bindet vor allem
an Rezeptoren in der Zellperipherie, wihrend Ricin sich an Zellmembranrezeptoren in der Nihe des
Zellkerns anlagert. Beide Toxine werden endozytiert und nach 60 Minuten befinden sich die
Substanzen in vesikuldren und tubuldren Strukturen der Endosomen (Moisenovich et al., 2002,
Moisenovich et al., 2003).

Unter Endozytose versteht man die Aufnahme von Material in die Zellen mittels
Bewegungsprozessen der Plasmamembran (Ammon et al.,, 2004). Durch Abschniirung des
entsprechenden Membranabschnitts entstehen in der Folge Vesikel, die ins Zytoplasma transportiert
werden. Es werden verschiedene endozytotische Prinzipien unterschieden, und zwar die
Phagozytose, Makropinozytose, die Clathrin- und Caveolae-vermittelte und die Clathrin-
unabhéngige Endozytose.

Die Phagozytose erfolgt z. B. von den Makrophagen, die durch Ausstiilpungen Partikeln oder
Bakterien umschlieBen. Bei der Makropinozytose wird extrazelluldre Fliissigkeit ebenfalls durch

Ausstiilpungen aufgenommen und in die Zelle transportiert.
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Bei der Caveolae-vermittelten Endozytose erfolgt die Aufnahme durch Membraneinstiilpungen
(Caveolae), die durch das Binden des Proteins Caveolin an Cholesterol entstehen und durch Caveolin
stabilisiert werden (Parton et al., 1994, Mundy et al., 2002). Bei der Clathrin-vermittelten Aufnahme
handelt es sich um eine rezeptorgetriggerte Aufnahme durch Einstiilpungen von
Membranabschnitten mit hohem Clathrin-Vorkommen, die als coated vesicles unter ATP-Verbrauch
abgeschniirt werden. Das eingeschniirte Material wird in frilhe Endosomen abgegeben.
Membranbestandteile und Rezeptoren kdnnen anschlieBend wieder zur Membran transportiert
werden oder werden in multivesikuldre Korperchen und schlieBlich in spite Endosomen transportiert
(Weng, 2009). Durch Fusion der spdten Endosomen mit Lysosomen kommt es zum lysosomalen
Abbau des endozytierten Inhalts. Die Aufnahme von LDL erfolgt beispielsweise ebenfalls iiber eine
Clathrin-vermittelte Endozytose (Allayee et al., 2000).

Bei der Clathrin- und Caveolae-unabhingigen Endozytose handelt es sich um einen Mechanismus in
neuroendokrinen Zellen und in Neuronen, bei dem ebenfalls Einstiilpungen der Membran erfolgen.
Der genaue Mechanismus ist bisher noch nicht aufgeklirt (Sandvig et al., 2008).

Nachdem die Aufnahme des MLs in die Zelle erfolgt ist, wird es iiber endosomale Strukturen iiber
den Golgi-Apparat bis zum Endoplasmatischen Retikulum transportiert, analog zum intrazelluldren
Transport des Ricins (Jonas et al., 1991, Sandvig et al., 1999). Im Endoplasmatischen Retikulum
erfolgt schlieBlich die Kettentrennung und die Ausschleusung der A-Kette in das Zytoplasma.
Beziiglich der Freisetzung der A-Kette werden verschiedene Annahmen diskutiert, die Abgabe soll
durch eine Miss- oder Entfaltung der A-Kette (Agapov et al., 1999, Simpson et al., 1999, Deeks et
al., 2002, Tonevitsky et al., 2003) oder durch eine Protein—Lipid-Wechselwirkung entstandene
Destabilisierung der Membran des Endoplasmatischen Retikulums ausgeldst werden (Agapov et al.,
1997, Pohl et al., 1998, Pohl et al., 1998, Agapov et al., 1999, Wesche et al., 1999). Die
unterschiedliche Toxizitit, der beiden RIP Typ-II Ricin und ML (Barbieri et al., 1993, Eck et al.,
1999), die sich in ihrem Aufbau nahezu gleichen, ist ausschlieBlich durch alternative zellulire
Transportwege und durch eine unterschiedliche Freisetzung der A-Kette erklarbar (Barbieri et al.,
1993, Eck et al., 1999) . Durch die unterschiedliche Bindung an der Zellmembranoberfldche konnte
eine verschiedenartige intrazelluldre Sortierung der Endosomen eine Folge sein, die gegebenenfalls
den retrograden Transport und somit die Wirksamkeit als RIP Typ-II im Bereich der Translokation
verdndert. Eine unterschiedliche Bindung an intrazellulire Kompartimente, die die Freisetzung
steuern, konnte ebenfalls fiir die unterschiedliche Toxizitdt der nahezu identischen Glykoproteine

Ricin und ML verantwortlich sein (Alami et al., 1997, Day et al., 2001, Moisenovich et al., 2003).
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1.1.1.2  Viscotoxine

Bei den Viscotoxinen handelt es sich um ein Gemisch basischer Cystein-reicher Polypeptide (a- und
B-Thionine), die jeweils aus 46 Aminoséduren bestehen (Ammon et al., 2004) und durch drei bis vier
Disulfidbriicken stabilisiert werden (Florack et al., 1994). Bisher konnten sechs Formen (A1, A2,
A3, B, 1-PS, U-PS) isoliert werden (Urech et al., 2006, Nazaruk et al., 2016), die alle eine ungefdhre
molekulare Masse von 5 kDa besitzen. Aufgrund ihrer ausgeprigten Hydrophilie sind sie Bestandteil
der derzeit kommerziell verfiigbaren Viscum-Extrakte und tragen ebenfalls zur Gesamtwirkung im

Organismus bei (siche ebenfalls Kapitel 1.1.2.2).

1.1.1.3  Triterpene

Zu den lipophilen Bestandteilen von Viscum album L. zéhlen die pentazyklischen Triterpene (TT)
vom Oleanen-, Lupen- und Ursentyp (Abb. 2, Abb. 3, Abb. 4). Als Hauptbestandteil der Mistel ist
die Oleanolsdure (OA) mit dem Oleanengrundkorper zu benennen (Wollenweber et al., 2000).
Weitere TT der Mistel B-Amyrin, f-Amyrinacetat, Betulinsdure (BA), Lupeol, Lupeolacetat und

Ursolsdure sind in den Tabellen 2, 3 und 4 dargestellt (Fukunaga et al., 1987, Teuscher, 1994).
Tab. 2: TT der Mistel mit dem Oleanen-Grundkérper

Substanz R1 R2
Oleanolsiure OH COOH
p-Amyrin OH CH3
p-Amyrinacetat | CH3;COO CH3

Tab. 3: TT der Mistel mit dem Lupan-Grundkoérper

Substanz R1 R2
Betulinsiure OH COOH
Lupeol OH CH3;
Lupeolacetat CH;COO CH;

Abb. 3: Lupan-Grundkérper
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Tab. 4: TT der Mistel mit dem Ursen-Grundkérper

Substanz R1 R2
Ursolsaure OH COOH

Abb. 4: Ursen-Grundkorper

Aufgrund ihres C30-Grundkdrpers ist ihre Lipophilie stark ausgeprigt, was eine erschopfende
Extraktion im wéssrigen Medium unmoglich macht. Ein gréeres Vorkommen in den kommerziell
erhéltlichen wissrigen Mistelextrakten kann somit ausgeschlossen werden (Jaeger et al., 2007). Im
Jahr 2009 konnte eine Extraktionsmethode fiir die TT-Sduren mit einer OA-Ausbeute von ca. 80 %
im Trockenextrakt entwickelt werden (Jaeger et al., 2009). Die Triebe wurden mit einer Schermiihle
auf eine GroBe von ca. zwei Millimeter zerkleinert und anschlieBend unter Druck bei 120 °C mit n-
Heptan extrahiert. Die TT-Sduren befinden sich in der heilen Losung, die aus den Extraktionszellen
herausflieB3t. Erkaltet die Losung, kristallisieren die TT-S&uren aus und werden anschlieend filtriert.
Dieser hergestellte Trockenextrakt wurde anschlieBend mit 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (2-HP-
B-CD) und einem Phosphatpuffer pH 7,5 versetzt, um die vorhandenen TT-S&auren (OA und BA) zu
solubilisieren (Strueh et al., 2012). Die anderen TT-Sauren der Mistel spielen in diesem Extrakt keine
Rolle, da sie darin nur in sehr geringen Mengen (unter der Bestimmungsgrenze) vorliegen. Durch
die Solubilisierung der TT-Sauren wird eine gemeinsame Anwendung mit den ML im wéssrigen

Medium ermoglicht.

1.1.2 Pharmakologie

Eine Krebserkrankung ist nach den Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die zweithdufigste
Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland (Robert Koch Institute, 2015). Basierend auf dem
heutigen Wissensstand ist die konventionelle Krebstherapie (operative Entfernung, Bestrahlung und
Chemotherapie) die effektivste Behandlung von Krebserkrankungen. Sie ist jedoch auch durch das
Auftreten zahlreicher schwerwiegender und die Lebensqualitdt stark beeintrdchtigender
Nebenwirkungen gekennzeichnet. Die Nachfrage nach komplementiren, alternativen (Bausell et al.,
2001) und tumorspezifischen Behandlungsmoglichkeiten wichst stetig (Kienle et al., 2010). In
Europa ist die Anwendung von Viscum album L. (Santalaceae) in der komplementéren Onkologie,

vor allem zur Reduzierung der therapiebedingten Nebenwirkungen (Lenartz et al., 2000, Lange-



Einleitung 7

Lindberg et al., 2006, Horneber et al., 2008, Kienle et al., 2009, Kienle et al., 2010, Marvibaigi et al.,
2014), bereits verbreitet, jedoch ist die wissenschaftliche Studienlage beziiglich der Wirkung im
Menschen noch unbefriedigend. Es gibt zahlreiche Einzelfallstudien am Menschen, die einen
antitumoralen Effekt der Mistel bestitigen (Nabrotzki et al., 2001, Legnani, 2008, Orange et al.,
2012), jedoch zeigen groBer angelegte Studien nur einen schwachen Effekt (Horneber et al., 2008,
Kienle et al., 2009). Bei anderen In-vivo-Versuchen konnte ein antitumoraler Effekt nachgewiesen
werden (Rostock et al., 2005, Seifert et al., 2008, Thies et al., 2008, Strueh et al., 2012, Delebinski
et al., 2015). In In-vitro-Experimenten wurde die antitumorale Wirksamkeit der Mistel ebenfalls
bestitigt (Urech et al., 1995, Buessing, 1996, Riberecau-Gayon et al., 1996, Schaller et al., 1996,
Buessing et al., 1997). Untersucht wurden jeweils die wiéssrigen Extrakte mit den hydrophilen
Bestandteilen der Mistel, unter anderem mit den zytotoxischen und immunmodulierenden Proteinen
ML-I-III und den Viscotoxinen (Jung et al., 1990, Schaller et al., 1996, Buessing, 2000, Hajto et al.,
2005, Urech et al., 2006, Hajto et al., 2012).

Durch die Anwendung eines Mistelgesamtextraktes konnte noch keine Zuordnung des Wirkeffektes
zu einer bestimmten Inhaltsstoffgruppe getroffen werden, da es sich um ein grofBes
Inhaltsstoffspektrum handelt und es zum Synergismus der Einzelsubstanzen kommen konnte
(Scheftler et al., 1995, Edlund et al., 2000, Fischer et al., 2002, Rostock et al., 2005, Winkler et al.,
2008). Eine Beurteilung der Gesamtwirkung iiber eine formelle Addition der Einzelwirkungen ist
nicht moglich und bendtigt eine Betrachtung des gesamten Extraktes, diese Aussage wurde auch bei
der Betrachtung anderer Naturstoffextrakte, z. B. von Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae),
Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) und Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) bereits beobachtet
(Williamson, 2001, Wagner et al., 2009, Rather et al., 2013).

In den néchsten drei untergeordneten Kapiteln sind weitere Details beziiglich der Pharmakologie der

Einzelsubstanzen dargestellt.

1.1.2.1 Mistellektine

Die Effekte der ML-I-III sind bisher am stérksten untersucht worden. Sie wirken in vitro und in vivo
sowohl apoptotisch als auch immunstimulierend (Hajto et al., 1989, Ribereau-Gayon et al., 1996,
Elsasser-Beile et al., 2000, Elluru et al., 2006, Lee et al., 2007, Lyu et al., 2007, Gardin, 2009, Lee
et al., 2009). Die apoptotische Wirkweise der ML ist durch ihre Aktivitdt als RIP Typ-II erklérbar
(Olsnes et al., 1982). Die A-Kette inhibiert die Proteinbiosynthese und treibt dadurch die Zelle in
den programmierten Zelltod (Van Damme et al., 2001, Polito et al., 2009, de Virgilio et al., 2010).
Die Stimulation des Immunsystems wird durch eine gesteigerte Zytokinfreisetzung (z. B. Tumor-

Nekrose-Faktor o, Interleukine) iiber eine mogliche vorangegangene Aktivierung von Leukozyten
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(z. B. T-Helferzellen) hervorgerufen (Hajto et al., 1990, Fischer, 1996, Hajto et al., 1997, Stein et al.,
2000, Fischer et al., 2002).

1.1.2.2  Viscotoxine

Der Wirkmechanismus der Viscotoxine wurde bisher weniger intensiv untersucht. Basierend auf dem
bisherigen Wissensstand wirken die Viscotoxine zytotoxisch aufgrund ihrer Féhigkeit, mit den
Zellmembranen zu interagieren. Dadurch kann es zur Destabilisierung der Membranen und zur
Porenbildung kommen (Schaller et al., 1996, Caaveiro et al., 1998, Hughes et al., 2000, Winkler et
al., 2008). Die Zelle wird permeabel und es kommt zum Zusammenbruch der Zellaktivitit (Coulon
et al., 2002, Coulon et al., 2003, Giudici et al., 2003). Weiterhin wirken sie nekrotisch auf
Tumorzellen (Franz et al., 1983, Ribéreau-Gayon et al., 1989, Buessing et al., 1998, Mengs et al.,
2002, Kienle et al., 2003) und stimulieren das angeborene Immunsystem, indem sie die Aktiviét der

natiirlichen Killerzellen und der Granulozyten steigern (Stein et al., 1999).

1.1.2.3  Triterpensiuren

Die TT-Sduren wurden bereits mehrfach experimentell betrachtet und es wurden
antiinflammatorische, antivirale und antitumorale Effekte nachgewiesen (Assefa et al., 1999, Fulda
et al., 2000, Zuco et al., 2002, Urech et al., 2005, Laszczyk, 2009, Zhang et al., 2014). OA kann
Apoptose in verschiedenen Tumorzellen auslosen, jedoch ist der auslosende Weg zum
programmierten Zelltod bisher nicht eindeutig geklért und differiert je nach Zelltyp (Martin et al.,
2007, Zhang et al., 2007, Yan et al., 2010, Strueh et al., 2012, Strueh et al., 2013). BA wirkt ebenfalls
antitumoral und ist mit dem Wirkspektrum von OA zu vergleichen (Gheorgheosu et al., 2014, Soica
etal., 2014).

Der Transport der TT-Sauren im Blut und die Aufnahme ins Gewebe kann durch das Vorhandensein
von Albumin verbessert werden, da OA und BA in der Lage sind, einen Komplex mit Albumin zu
bilden (Ying et al., 1991, Udeani et al., 1999). Eine schnelle Elimination der freien TT-S&uren aus
dem Blut ist die Folge. Durch ihre leicht amphiphile Struktur ist auch eine Mizellbildung und
Interaktionen mit den Zellmembranen moglich (Han et al., 1997, Sairafianpour et al., 2003, Prades

etal., 2011, Broniatowski et al., 2014, Tsuchiya, 2015).
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1.1.2.4  Therapie mit Fertigarzneimitteln

Auf dem deutschen Arzneimittelmarkt befinden sich zurzeit fiinf Mistelpréparate: AbnobaViscum®,
Helixor®, Iscador®, Iscucin® und Lektinol®, die von zwei Drittel der Krebspatienten bereits
zusidtzlich zur Standardtherapie angewendet werden (Bopp et al, 2015). Lektinol ist ein
Phytotherapeutikum, wihrend die anderen Prédparate in der anthroposophischen Medizin genutzt
werden. Alle Praparate befinden sich auf dem Markt trotz nicht umfassend belegter Wirksamkeit
(Kienle et al., 2003, Horneber et al., 2008, Kienle et al., 2009). Die Zulassung beruht auf der
Zuordnung zu den besonderen Therapierichtungen bzw. zu traditionellen Arzneimitteln und findet
vor allem breite Anwendung und Empfehlung durch anthroposophisch und naturheilkundlich
orientierte Arzte (GAAD — Gesellschaft anthroposophischer Arzte in Deutschland) (Bopp et al.,
2015).

Zur Herstellung des Priparates Lektinol® wird ein wéssriger Extrakt aus den unverholzten
Mistelzweigen und Blattern verwendet, der ML-Gehalt wird auf 15 ng je Ampulle (0,5 mL) normiert
und dabei als ML-I bestimmt (Fachinformationsverzeichnis, 2016).

Bei den anderen vier Priaparaten werden ebenfalls wéssrige Mistelausziige gewonnen, jedoch wird
anders als bei Lektinol® zusitzlich nach dem Wirtsbaumvorkommen und dem Zeitraum der Ernte
(Sommer und Winter) unterschieden. Es gibt dadurch verschiedene Priparatsorten mit den Kiirzeln
M, F, A, und P, je nach Art des Wirtes (Malus — Apfelbaum, Fraxinus — Esche, Abies — Tanne, Pinus
— Kiefer) (Fachinformationsverzeichnis, 2016).

Die AbnobaViscum®-Arzneimittel werden durch ein patentiertes Pressverfahren hergestellt, das
eine hohe Extraktausbeute ermoglicht (AbnobaGmbH, 2008). Die Extraktion der Sommer- und
Wintermistel erfolgt jeweils getrennt mit einer wéssrigen Ascorbat-Phosphat-Pufferlosung.
Anschlielend werden beide Presssifte durch ein Stromungsverfahren vermischt und mit der
Pufferlésung verdiinnt. Die fertigen Préparate werden aus dieser Mischung entsprechend dem
Homdopathischen Arzneibuch hergestellt, abschlieBend sterilfiltriert und in Ampullen abgefiillt. Je
nachdem, wieviel Presssaft verwendet wird, erfolgt die Einteilung der Stirke des Préparates (0,02,
0,2, 2 und 20 mg) (Fachinformationsverzeichnis, 2016).

Bei den Helixor®-Produkten handelt es sich um wéssrige Extrakte der frischen, jungen Misteltriebe,
die im Friihling, Sommer, Herbst und Winter geerntet werden (Helixor-HeilmittelGmbH&Co.KG,
2016). Die Triebe vom Sommer und Herbst bzw. Winter und Friihling werden getrennt extrahiert
und abschlieend in einem Verhéltnis von eins zu drei mittels eines Strdmungsverfahrens vermischt.
Der gewonnene Extrakt wird anschlieBend mit isotonischer Kochsalzlosung auf den Gehalt pro
Ampulle eingestellt. Die Stirkenangabe 0,01 bis 50 mg bezieht sich auf die verwendete
Extraktmenge (Fachinformationsverzeichnis, 2016).

Iscucin®-Préparate stellen ebenfalls wissrige Extrakte aus der Mistelpflanze samt Bléttern,

Stidngeln, Senkern und Beeren dar. Die Extraktion der Sommer- und Winterernte erfolgt ebenfalls
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separat, die Extrakte werden anschlieBend mittels Stromungsverfahren gemischt. Die Stirke der
Arzneimittel wird durch Verdiinnungen in 1:20-Schritten erreicht, wobei die Stirke A die am
starksten verdiinnte Losung darstellt und die Stirke H die konzentrierteste Losung (Bopp et al.,
2015).

Bei den Iscador®-Arzneimitteln handelt es sich um wissrige, fermentierte Mistelausziige.
Verwendet werden die Blétter, Stdngel und Beeren. Wéahrend der Herstellung wird der Extrakt mit
misteleigenen, fiir die Herstellung speziell kultivierten Milchséurebakterien versetzt. Die dadurch
gebildete Milchsdure ermdglicht die Stabilisierung der ML. Die einzelnen Sommer- und
Winterextrakte werden im Verhéltnis eins zu eins gemischt. Die Angabe der Stirke auf den
Fertigarzneimitteln bezieht sich auf die zuvor eingesetzte Pflanzenmenge in mg (0,0001 bis 20 mg)
(Fachinformationsverzeichnis, 2016).

Je nach Art und Lokalisation des Tumors wird ein Préparat eines bestimmten Wirtsbaumes
ausgewdhlt. Die Dosierung der Mistelpréparate erfolgt stets einschleichend, um die individuelle
effektive Dosierung fiir den Patienten zu ermitteln. Die Dosissteigerung und die zunehmende
Applikationshiufigkeit wird anhand von Patientenreaktionen auf das Arzneimittel ermittelt, die sich
in einem Temperaturanstieg, in lokalen Entziindungs- und immunologischen Reaktionen oder in
einer Anderung des Wohlbefindens #uBern konnen (AbnobaGmbH, 2008). Die hiufigste
Applikationsform ist die subkutane Injektion, off-label-Anwendungen sind ebenfalls Injektionen in
die Vene, in Korperhohlen und in den Tumor (Bopp et al., 2015).

Die Misteltherapie wird von den meisten Patienten gut vertragen, zu den hdufigsten Nebenwirkungen
zéhlen starke Rotungen an der Einstichstelle (>5cm), Juckreiz, Fieber iiber 38 °C,
Abgeschlagenheit, Frosteln, Kopfschmerzen und Miidigkeit. In sehr seltenen Fillen kann es zu
systemischen Allergien kommen, die zu Atemnot und Bronchospasmen fiihren konnen

(Fachinformationsverzeichnis, 2016).



Einleitung 11

1.2  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war einerseits die Etablierung einer analytischen Bestimmungsmethode sowohl
fiir die ML als auch fiir die TT-Sduren in Mistelextrakten. Es sollte damit der ML-Gehalt von
verschiedenen Fertigarzneimitteln und von wéssrigen Mistelextrakten der Firma Birken AG
bestimmt werden. Weiterhin sollten diese etablierten Methoden in der Folge fiir die Analyse von
Serumproben adaptiert werden und somit eine Quantifizierung beider Komponenten in einer
biologischen Matrix ermoglichen.

Andererseits sollte die ML-Aufnahme des ML-Standards (isoliertes ML-I) und die Aufnahme aus
den wissrigen Extrakten (Viscum) einzeln und in Kombination mit einem TT-reichen Extrakt
(MLATT und ViscumTT) durch verschiedene Zelltypen in vitro untersucht werden. So sollte eine
mogliche Zellspezifitit beziiglich des Ansprechens auf die Einzelsubstanzen und auf die
Kombinationen identifiziert werden.

Das Wachstum der 143B-Zelllinie sollte in Echtzeit {iber einen lingeren Zeitraum nach erfolgter
Inkubation mit den hydrophilen Mistelkomponenten und in Kombination mit dem TT-Extrakt
sowohl mikroskopisch als auch zellphysiologisch untersucht werden.

Da die Anwendung der TT-S&uren bisher durch den Zusatz von 2-HP-B-CD ermdglicht wurde, sollte
der Einfluss dieser Substanz ebenfalls analysiert werden und eine andere Solubilisationsmdglichkeit

in Form von Liposomen entwickelt werden.
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2  Materialien und Methoden

2.1 Gerite

2.1.1 Zellkultur

Autoklav Varioklav®, H+P Labortechnik, Hackermoos

Brutschrank Mini Galaxy A RS Biotech®, C&M Scientific, West Lothian, UK

CASY®]1 — Cellcounter und Analysesystem, Kapillare 150 pm, Schérfe System GmbH, Reutlingen
FACSCalibur®, Geritenummer E512, Becton Dickinson, Heidelberg

iCELLigence®, OLS OMNI Life Science GmbH & Co. KG, Bremen

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 710®, Axio Observer Z1, Planapochromat 63%/1.4 Ol-
Objektiv, Microimaging, Carl Zeiss, Jena

Maxipette, Greiner bio-one, Frickenhausen

Prizisionsheizplatte PZ 28-2, Harry Gestigkeit, Diisseldorf

Sicherheitswerkbank Herasafe HS 12, Heraeus Instruments, Hanau

Zahlkammer nach Neubauer, Brand, Wertheim

2.1.2  Zentrifugen

Kiihlzentrifuge Mikro200R®, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Rotanta 460R®, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Zentrifuge Megafuge 1.0®, Heraeus Instruments, Hanau

Zentrifuge Z233M-2®, Hermle-Labortechnik, Wehingen
2.1.3 Waagen
Analysenwaage Sartorius analytic AC210P®, Sartorius, Gottingen

Analysenwaage Sartorius BP211D®, Sartorius, Gottingen
Waage Sartorius portable PT1200®, Sartorius, Gottingen
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214 GC/FID

GC-2010 Plus® mit GC-Solution-Software, Serien-Nr. C118051, Shimadzu Europa GmbH,
Duisburg

Autolnjektor AOC-20i®, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4®, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode
Séule ZB-35®, 30 m, 250 um ID, 0,25 um Schichtdicke, Phenomenex, Aschaffenburg

2.1.5 Sonstige Gerite

DC-Doppelentwicklungskammer (6 x 13 cm), Camag AG, Berlin

div. Kolbenhubpipetten, Eppendorf, Hamburg

HPLC Knauer Platin Blue® mit der Sdule Kinetex XB-C18, 5 um Partikelgrofie, 250 x 4,6 mm,
Phenomenex, Aschaffenburg

LiposoFast®, Avestin Europe GmbH, Mannheim

Magnetriihrer IKA Combimag RCH®, IKA Labortechnik, Staufen
Mehrkanalpipette Transferpette S-8®, Brand, Wertheim

Microplattenreader Tecan Infinite F200®, Tecan, Berlin

pH-Meter SympHony SP70P, VWR, Darmstadt

pH-Meter Calimatic 766, Knick Elektronische Messgerite, Berlin
Reagenzglaszerstauber, Duran Group GmbH, Wertheim / Main
Reinstwasseranlage Labostar UV 2 Reinstwassersystem®, Siemens, Barsbiittel
Repetierpipette Multipette M4, Eppendorf, Hamburg
