Aus der Klinik und Poliklinik fr Allgemein-, Viszeral-, Gefal3- und
Kinderchirurgie
Chirurgische Klinik 1

Direktor: Professor Dr. med. C.-T. Germer

Untersuchungen zum antikanzerogenen Potential von
Benzochinonen: Oxidativer Stress als Ausloser

zelltoxischer Effekte

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat zu Wirzburg

vorgelegt von
Ferdi Karaaslan

aus Kaufbeuren

Wirzburg, November 2012



Referent: Prof. Dr. rer. nat. C. Otto
Korreferent: Prof. Dr. rer. nat. H. Wajant

Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der mundlichen Priafung: 10.07.2013

Der Promovend ist Arzt.



CMeinen ke
Klide & Qdalahattin,
meinen CGeaschwistern
Sz, QPusuf Obaape & Y-l



Inhaltsverzeichnis

11
1.2
1.3
1.4

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2

4.3

6.1

6.2
6.3

10
11

T L= 1 AU o o SRR 1
Chemotherapie in der ONKOIOGI ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 1
(@ ([0 F= LN = Y 1 £ E TS U 2
AVEMAR - ein medizinisches Nahrungserganzungsmittel...................c........ 7
Ziele der ArDIL......coo oo 8
FrAG BN o 10
Material und MethOden ........coooiiiiiiiii e 11
Kulturmedien und PUfferlosung...........uueiiiiiiiiiiieiie e 11
ZEIIINIEN e 11
Die in dieser Arbeit untersuchten Stoffgemenge und Substanzen............... 13
Bestimmung der ZellVitalitat ... 16
Bradford-ProteiN-ASSaY........ccciieeeiiiiieiiiii e e e e e e e e 20
Messung der Laktat-ProdUKLion ............ccoooeeieiiiiiiiiiii e, 21
AUSWETTUNGD ...t e e e e e e e e e e e e e e nne s 22
ErQeDNISSE. i 23
Nachweis des wachstumshemmenden Effekts von AVEMAR ..................... 23

Untersuchungen zur Induktion von oxidativem Stress durch Benzochinone

UNA AVEMAR ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eeees 32
Nachweis wachstumshemmender Effekte weiterer Weizenprodukte........... 43
Beantwortung der Fragen ........cooooiiiiiiiii e 51
D RS QU 7= o 1 o PP 53
Chinon-vermittelter oxidativer SIreSS .........oeevuveiiiiiiee e 53

Bedeutung von Benzochinonen fur die zelltoxische Wirkung von AVEMAR 57

Bedeutung von AVEMAR in der Onkologie..........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 59
AUSDIICK .. e 65
ZUSAMMENTASSUNG ...t e e eaaaas 66
PUbIKatioNSVEIrZEICNNIS ..uuuiiii e e e e e e eeaees 68
LiteraturvVerZeiChNiS . ... eeaees 69
F N 0] 0 1= o o 1 PP 76
Danksagung

Lebenslauf



1 Einleitung

,Cancer is a leading cause of death worldwide and the total number of cases
globally is increasing.”
(http://www.who.int/features/qa/15/en/index.html)

1.1  Chemotherapie in der Onkologie

Krebs stellt nach kardiovaskularen Erkrankungen die haufigste Todesursache in
den Industrienationen dar. Die Weltgesundheitsorganisation WHO rechnet mit
einem massiven Anstieg der Krebsinzidenz in den nachsten Jahrzehnten. Be-
trug die Zahl neuer Krebsfalle im Jahr 2007 weltweit noch ca. 11 Millionen, so
werden fir das Jahr 2030 mehr als 15 Millionen Neuerkrankungen prognosti-

ziert (http://www.who.int/features/qa/15/en/index.html).

Fortschritte in der onkologischen Forschung haben dazu geflihrt, dass heute ef-
fektive und nebenwirkungsarmere Medikamente fur die Krebstherapie zur Ver-
fugung stehen (Deininger et al. 2005; Kawai und Akaza 2010). Das Konzept,
Krebserkrankungen chemotherapeutisch zu behandeln, fand ihren Anfang in
der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts. Der deutsche Chemiker und Nobel-
preistrager Paul Ehrlich fihrte erstmals chemische Modifizierungen an bekann-
ten Arsenverbindungen durch, um ihre Nebenwirkung (,Giftigkeit”) zu mindern,
aber ihre Wirksamkeit zu erhalten. Dieses systematische Vorgehen fiuhrte 1909
zur Entdeckung von Salvarsan, einem arsenhaltigen Medikament zur Therapie
der Syphilis. Ehrlichs Anstrengungen, mit der Strategie der gezielten chemi-
schen Synthese auch Medikamente zur Krebsbehandlung zu entwickeln, blie-

ben dagegen erfolglos.

Die Entdeckung eines der ersten Chemotherapeutika fir die Onkologie beruhte
auf einer zufalligen Beobachtung. Soldaten, die im ersten Weltkrieg mit Senfgas
in Beruhrung kamen, wiesen weder im Knochenmark noch in Lymphknoten
Immunzellen auf. Die Behandlung von Lymphomen mit Senfgas erbrachte be-
eindruckende Ergebnisse. Jedoch wich die anféangliche Euphorie rasch der Er-
ndchterung, als deutlich wurde, dass die Remissionen nur von begrenzter Dau-

er waren. Bereits einige Jahre spater wurden die ersten wirkungsvollen Fol-

-1-


http://www.who.int/features/qa/15/en/index.html

saureantagonisten entwickelt. Methotrexat, ein Resultat dieser Entwicklung,
wird auch heute noch regelmafiig in der Onkologie und in der Rheumatologie

eingesetzt.

Bis in die 60er Jahre hinein waren allein Chirurgie und Bestrahlung die einzigen
etablierten Therapieoptionen in der Onkologie. Mit der Erkenntnis, dass eine
rein lokale Therapie, wie sie die Chirurgie und Bestrahlung darstellt, im Hinblick
auf unerkannte Mikrometastasen zur Kuration oftmals nicht ausreicht, erlangte
die systemisch verabreichte Chemotherapie eine grof3ere Bedeutung. Erstmals
wurden solide Tumore, wie das Mammakarzinom oder das kolorektale Karzi-
nom, adjuvant (postoperativ) mit Chemotherapeutika behandelt. Das Ergebnis
waren deutlich hohere Remissions- und Uberlebensraten. Neben diesem
adjuvanten Therapiekonzept hat sich heute bei einigen Neoplasien auch der
neoadjuvante (praoperative) Einsatz einer Chemotherapie etabliert (DeVita und
Chu 2008).

Neben der Entwicklung neuer und wirkungsvollerer Chemotherapeutika verbes-
serte sich auch die Krebspravention in den letzten Jahrzehnten (Lippman und
Hawk 2009). Ein besseres Verstandnis fur die molekularen Mechanismen in der
Zelle fuhrte zur Identifizierung zahlreicher Ausloser der Kanzerogenese — hierzu

gehort auch oxidativer Stress.

1.2  Oxidativer Stress

Der sauerstoffabhéngige Stoffwechsel aerober Organismen fuhrt standig zur
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Hierbei handelt es sich um so genannte
Radikale, die ein ungepaartes Elektron aufweisen. Um zu verstehen, warum im
aeroben Stoffwechsel Sauerstoffradikale entstehen, ist es notwendig sich zu
vergegenwartigen, mit welcher elementaren chemischen Reaktion Zellen biolo-
gische Energie gewinnen. Bei der so genannten Knallgasreaktion, hierbei han-
delt es sich um eine starke exotherme Reaktion von Wasserstoff mit Sauerstoff
(Hz+ %2 O, —»> H0), werden pro Mol gebildetes Wasser 285,6 kJ Energie frei.
Aerobe Organismen nutzen diese Reaktion zur Energiegewinnung, jedoch un-
ter strikt kontrollierten Bedingungen (,biologische Knallgasreaktion®). Der beim

Abbau energiereicher Verbindungen entstehende Wasserstoff wird mit Hilfe von
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Carriermolekulen, auch Reduktionsadquivalente genannt, in die Mitochondrien
transportiert, wo die Elektronen in der inneren Mitochondrienmembran schritt-
weise auf molekularen Sauerstoff (O,) Ubertragen werden. Fir die Reduktion
von 1 Mol Sauerstoff zu Wasser ist die Ubertragung von 2 Mol Wasserstoff (H,)
bzw. 4 Elektronen (2H, — 4H" + 4e") notwendig. Geschieht die Ubertragung der
Elektronen auf molekularen Sauerstoff nicht in diesem stéchiometrischen Ver-
haltnis, so entstehen reaktive Sauerstoffspezies an der Atmungskette
(Shigenaga et al. 1994). Bis zu 3 % Sauerstoff werden nicht vollstandig zu
Wasser reduziert und gelangen als Sauerstoffradikale in das Zytosol (Pohl
2011).

H* H* H+
‘ Intermembranraum ] I

Succinat
Fumarat

ADP+@® H* ATP

Abb. 1.1: Die oxidative Phosphorylierung an der mitochondrialen Atmungskette. Die
oxidative Phosphorylierung bildet in aeroben Zellen den Hauptmotor fiir die Gewinnung biologi-
scher Energie in Form von ATP. Gleichzeitig stellt die mitochondriale Atmungskette die gréi3te
physiologische Quelle fur reaktive Sauerstoffspezies dar. Elektronen der Elektronen-Carrier
(,Reduktionsaquivalente®) NADH und FADH, werden uber den Komplex | (NADH-Q-Reduktase)
oder den Komplex Il (Succinat-Q-Reduktase) in die Atmungskette eingeschleust. Der gestrichel-
te Pfeil zeigt den Ublichen Weg der Elektronen entlang der Atmungskette, bis hin zur Bildung
von Wasser (H,0) durch die Cytochrom-Oxidase (Komplex 1V). Wird der Sauerstoff nicht aus-
reichend reduziert, entstehen reaktive Sauerstoffspezies. Mit Hilfe der Wasserstoffionen, die
Uber die Komplexe 1, Ill und IV in den Intermembranraum transportiert werden, wird ein Proto-
nen-Gradient aufgebaut, der am Komplex V (ATP-Synthase oder ,ATP-Pumpe®) die Bildung
von ATP ausldst. Zum FADH,: Dieser Elektronen-Carrier wird im Citratzyklus bei der Oxidation
von Succinat zu Fumarat durch die Succinat-Dehydrogenase gebildet. Dieses Enzym ist eine
Komponente des Succinat-Q-Reduktase-Komplexes und das neugebildete FADH, verlasst den
Komplex nicht. Nachgezeichnet nach Brandt 2007.

Radikale beeintrachtigen durch ihre extreme Reaktivitat das zellulare Geflige
und verursachen gravierende Schaden an Proteinen, Lipidmembranen und
auch am Erbgut der Zelle. Uberschreiten die Schaden ein bestimmtes AusmaR,
werden apoptotische Vorgéange in Gang gesetzt, die zum Zelltod fuhren. Be-

sonders starke Schaden kdnnen zum sofortigen Untergang (Nekrose) der Zelle
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fuhren (Slater et al. 1995). Um sich hiervor effektiv zu schitzen, entwickelten

die Zellen im Laufe der Evolution zahlreiche antioxidative Mechanismen.

Von oxidativem Stress spricht man, wenn das Gleichgewicht zwischen Radikal-
bildung und zellularer Detoxifikation gestort ist (Sies 1991). Bei folgenden
pathophysiologischen Situationen wurde eine starke Radikalbildung nachge-
wiesen: Kanzerogenese (Wiseman und Halliwell 1996; Moriya et al. 2001; Pillai
CK und Pillai KS 2002; Hemnani und Parihar 1998) sowie kardiologische und
neurologische Erkrankungen (Madamanchi et al. 2005; Nunomura et al. 2007).
Bei der amyotrophen Lateralsklerose fihrt die fehlerhafte Synthese der
Superoxiddismutase (Tab. 1.1) zur Schwéachung des anti-oxidativen Potentials
und damit zu einem vorzeitigen Untergang der Alpha-Motoneuronen und der
Betz-Pyramidenzellen im zentralen Nervensystem mit kritischen neurologischen
Konsequenzen (Reaume et al. 1996). Oxidativer Stress erflllt aber auch phy-
siologische Aufgaben im menschlichen Organismus, beispielsweise bei der
Immunabwehr durch Makrophagen im Rahmen des ,oxidative burst® (Sies
1991).

Abb. 1.2: Oxidativer Stress resultiert
aus einem Ungleichgewicht zwischen
« Glutathion

S n T | Anti- und Prooxidantien. Uberwiegen
+ Superoxiddismutase ©k

Antioxidantien

+ Katalase Prooxidantien Uber einen langeren Zeitraum prooxida-
(Reaktive : i : f v :
7\ Sauerstoffspezies) tive Moleklle die antioxidativen Schutz-

mechanismen, so wird die Zelle apop-

e [Ros] totisch oder bei starker Schadigung nek-
-HO* rotisch. Wichtige Antioxidantien der Zelle
e sind Glutathion und die Enzyme Super-

oxiddismutase und Katalase (Tab. 1.1).

‘ Apoptose / Nekrose ‘

Benigne Zellen verfligen Uber eine Vielzahl verschiedener Mechanismen, um
reaktive Sauerstoffspezies zu neutralisieren (Sies 1997). In neoplastischen Zel-
len hingegen ist die antioxidative Abwehr nur schwach ausgebildet (Oberley TD
und Oberley LW 1997), weshalb sie anfalliger fur oxidativen Stress sind. Die
gezielte Induktion von oxidativem Stress in neoplastischen Zellen ware somit
therapeutisch hoch interessant (McCarty et al. 2010). Ein prooxidativer Zustand
ist dabei Uber zwei Wege zu erreichen: Durch Verstarkung der Radikalbildung,

z.B. durch Stérung der mitochondrialen Atmung (Pelicano et al. 2003), oder
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durch Schwachung der antioxidativen Abwehr (Klingelhoffer et al. 2012). Die
selektive Hemmung von Superoxiddismutase (Hileman et al. 2001; Shen et al.
2003; Zhou Y et al. 2003) oder Katalase (lwai et al. 2003; Klingelhoffer et al.
2012) ist von hoher Wirksamkeit; ebenso die selektive Hemmung der
Glutathionsynthese (Maeda et al. 2004). In diesem Zusammenhang ist erwéah-
nenswert, dass selbst chemoresistente Neoplasien noch empfindlich gegentber
oxidativem Stress reagieren (Schor et al. 2004). Diese Beobachtung eroffnet
maoglicherweise neue Ansatze zur Entwicklung effektiver Therapien, um das
Problem der Chemoresistenz zu tberwinden. Jedoch steht der klinische Nutzen
der in diesem Abschnitt aufgezéhlten experimentellen Ansatze noch aus.

Tab. 1.1: Antioxidativ wirksame biologische Systeme. Gezeigt ist eine Auswahl von anti-
oxidativen Stoffen und Enzymen. Modifiziert nach Sies 1993. G-SH (oder GSH): reduziertes

Glutathion; G-S-S-G (oder GSSG): oxidiertes Glutathion.

Typ

Merkmale / Eigenschaften

Nicht-
enzymatisch

Enzymatisch
(primar)

Enzymatisch
(sekundar)

Alpha-Tocopherol

Beta-Carotin
Ascorbinsaure
Glutathion
Flavonoide

Ubiquinol 10

Superoxiddismutase
(SOD)

Glutathionperoxidase

Katalase

Glutathion-S-Transferase

NAD(P)H: Quinon-
Oxidoreduktase (NQO1)

Glutathion-Reduktase

Reparatursysteme

Schutz der Zellmembranen durch z.B.
Unterbrechung der Radikalkette

Entscharfung des sehr reaktiven
Singulett-Sauerstoffs

verschiedene antioxidative Funktionen
verschiedene antioxidative Funktionen
Pflanzliche Antioxidantien

Radikalfanger

Detoxifikation von Superoxidanionen

Reduktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser unter Verbrauch von GSH

Hamprotein, in Peroxisomen
Konjugationsenzym, katalysiert die
Konjugation von GSH an z.B.
Xenobiotika

Katalysiert Zwei-Elektronen-Reduktion
zur Beseitigung von Chinonradikalen

Regeneration des GSH-Pools
DNA Reparatursysteme
Abbau von oxidierten Proteinen

Abbau von oxidierten Phospholipiden




Auch in anderen Bereichen der Medizin sind prooxidativ wirksame Substanzen
bereits seit vielen Jahren im Einsatz. Zu nennen sind Medikamente gegen Ma-
laria (Tracy und Webster 1996) sowie einige Antibiotika, wie z.B. das
Fluorchinolon Ciprofloxacin (Becerra und Albesa 2002). Eine lesenswerte Zu-
sammenfassung zum therapeutischen Potential von oxidativem Stress wurde
im Jahre 2005 publiziert (Tandon et al. 2005).

Zu den starken Auslésern von oxidativem Stress zahlen die sogenannten
Chinone. Hierbei handelt es sich um eine grof3e Gruppe organischer Verbin-
dungen, die als Elektronen- und Protonentbertrdger nahezu ubiquitar vorkom-
men. So befindet sich in der Atmungskette das Ubichinon, im Blut die fur die
Blutgerinnung sehr wichtigen K-Vitamine (z.B. Menadion) und im Verteidi-
gungssekret des Bombardierkafers Benzochinone (Eisner et al. 1977; Beheshti
und Mclintosh 2007).

Abb. 1.3: Chinone bilden langlebige Semi-
chinonradikale. Die Ubertragung eines
Elektrons von einem Reduktionsmittel (z.B.
Ascorbinsaure) fuhrt zur Bildung eines reakti- 0 101° 0
ven Semichinonradikals, das sein Uberzahli-
ges Elektron auf molekularen Sauerstoff

+e -e

Ubertragt. Aus den entstehenden Superoxid- _— =

. o— . . . . Ascorbinsaure .
anionen (O,*) bilden sich weitere reaktive 0, O,
Sauerstoffspezies (ROS) (Abb. 1.2). Ob ein
Chinon mit zwei oder einem Elektronen redu- 0 0 -
ziert wird, hangt von dessen funktionellen Chinon Semichinon-Radikal

Gruppen und den elektrochemischen Eigen-
schaften des eingesetzten Reduktionsmittels
ab (Bachur et al. 1978).

Chinone sind Oxidationsprodukte aromatischer Verbindungen, die Redoxzyklen
durchlaufen kénnen. Durch Verwendung geeigneter Reduktionsmittel kénnen
Semichinonradikale entstehen, die in der Lage sind, Elektronen an passende
Elektronenakzeptoren wie beispielsweise molekularen Sauerstoff abzugeben
(Abb. 1.3). Das Resultat sind prooxidative Superoxidanionen (Halliwell und
Gutteridge 1984). Nur langlebige Semichinonradikale sind stabil genug, um zell-
toxisch wirken zu kénnen. Vor allem die beiden Benzochinone 2,5-Dimethoxy-
1,4-Benzochinone und 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone bilden solche stabilen

Semichinonradikale mit einer Halbwertszeit von 140 bzw. 195 Sekunden (!)
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(Pethig et al. 1983). Ein geeignetes Reduktionsmittel fir Chinone ist Vitamin C
bzw. dessen biologisch aktive Form Ascorbinsaure. Diese erfillt im menschli-
chen Organismus wichtige Funktionen als Elektronendonor bei Redox-
Reaktionen oder als Cofaktor fir verschiedene Enzyme. Im Gegensatz z.B. zur
Ratte kbnnen Primaten und somit auch der Mensch Vitamin C nicht synthetisie-
ren; ihnen fehlt das Enzym L-Gulono-y-lacton-Oxidase. Die dafiir zustandige
Genregion GLO auf Chromosom 8 mutierte erstmals vor 70 Millionen Jahren
und verlor damit seine Funktion (Velazquez und Fernéndez-Mejia 2004). Der
Mensch muss somit Vitamin C Uber die Nahrung aufnehmen, ein Mangel an
Ascorbinsaure wirde zu Skorbut fuhren. Hierbei handelt es sich um eine
Kollagensynthesestérung, die bis ins 18. Jahrhundert eine der haufigsten To-
desursachen auf Seereisen war (Hodges et al. 1971). Entdeckt wurde Ascor-
binsaure zwischen den Jahren 1928 und 1934 von dem ungarischen Nobel-
preistrager Albert Szent-Gyorgyi (Szent-Gyorgyi 1938; Svirbely und Szent-
Gyorgyi 1932; Zetterstrom 2009). Zur gleichen Zeit entdeckte auch der Ameri-
kaner Charles Glen King unabhéngig von Szent-Gyoérgyi Vitamin C (King und
Waugh 1932).

1.3 AVEMAR - ein medizinisches Nahrungserganzungsmittel

Besonders reich an 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen und 2-Methoxy-Benzo-
chinonen ist das Naturprodukt und medizinische Nahrungserganzungsmittel
(Medical Nutriment) AVEMAR. In den letzten Jahrzehnten machte AVEMAR
durch den erfolgreichen supportiven Einsatz bei onkologischen Patienten auf
sich aufmerksam. Positive Effekte lieRen sich sowohl in vitro als auch in vivo
nachweisen (Johanning und Wang-Johanning 2007). AVEMAR wird durch ein
besonderes Fermentierungsverfahren aus Weizenkeimlingen gewonnen, die
besonders reich an 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen und 2-Methoxy-
Benzochinonen sind. Diese sind jedoch glykosidisch gebunden und somit inak-
tiv. Um Benzochinone aus ihrer glykosidischen Bindung zu ldsen, sind
Glykosidasen notwendig, die z.B. im Extrakt von Bierhefe (Sacharomyces
cerevisiae) vorkommen (Cosgrove et al. 1952; Schmidt S et al. 2011). Im An-
schluss an den Fermentierungsprozess wird dem Extrakt das Wasser entzogen

und getrocknet. Das wasserlosliche Pulver enthélt freie Benzochinone in einer



Konzentration von bis zu 0,04 % (Hidvégi et al. 1999). Hergestellt wird AVE-

MAR von der Firma Biropharma Ltd. in Ungarn (www.avemar.com).

CH,

frei vy nar
glykosidisch S i \ é N a
gebunden &Vemay QL

=
2

‘Fennentationsprozess‘ e \ ! — /a
Keimling:  Fruchtschale: Mehlkorper: \

Fette Vitamine Starke
Eiweille Mineralien Gluten

Mineralien Ballaststoffe
Vitamine

Abb. 1.4: Das Produkt AVEMAR. AVEMAR ist fermentierter Weizenkeimextrakt, der zudem
Maltodextrin, Fruktose, Orangenaroma, Siliziumdioxid und Natriumchlorid enthélt (www.ave-
mar.com). Links abgebildet ist der schematische Aufbau des Getreidekorns mit den darin ent-
haltenen, glykosidisch gebundenen 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen. In AVEMAR liegt diese
Verbindung in einer Konzentration von 0,04 % vor. Zudem ist der Weizenkeimling reich an Ei-
weil3, Fettsduren, Mineralien und Vitaminen (Tocopherol, B-Vitamine). Den gréf3ten Anteil des
Weizenkorns macht der Mehlkdrper mit ca. 80 % aus, der aus Starke und Gluten besteht und
die Energieversorgung des Weizenkorns sicherstellt. Bei der Herstellung von gewdhnlichem
Weizenmehl wird nur der Mehlkdrper verarbeitet und der Rest des Korns verworfen (Johanning
und Wang-Johanning 2007). Weizenkorn: eigener Entwurf. Rechts abgebildet ist das ungari-
sche Verpackungsmuster von AVEMAR (www.avemar.com).

1.4  Ziele der Arbeit
Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war, die zelltoxische Wirkung von AVEMAR
an verschiedenen Tumorzelllinien zu Uberprifen. Bisher publizierte Daten zu

AVEMAR basieren lediglich auf Untersuchungen an einzelnen Tumorzelllinien.

Weizenkeimlinge weisen einen natirlich hohen Gehalt an 2,6-Dimethoxy-1,4-
Benzochinonen auf. Diese sind glykosidisch gebunden und somit biologisch in-
aktiv. In AVEMAR sind die glykosidischen Bindungen durch ein spezielles Ver-
fahren aufgeldst (s. oben) und die Benzochinone liegen in freier Form vor. Der
hohe Gehalt an Benzochinonen wird zwar fir den zelltoxischen Effekt von
AVEMAR verantwortlich gemacht, doch wurde dies bisher tGberraschenderwei-
se nie systematisch untersucht. Deshalb sollte AVEMAR mit der Reinsubstanz
2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone (Benzochinone) verglichen werden, um so
Ruckschlisse auf die Wirkungsweise von AVEMAR zu erhalten. Hierzu wurde

die Wirkung von AVEMAR an zw6lf malignen Tumorzelllinien Gberprift.
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Wesentliche Untersuchungen zum Wirkmechanismus von AVEMAR wurden
dabei an den vier gastrointestinalen Zelllinien BxPC-3, HT-29, HRT-18 und
23132/87 durchgefihrt (Tab. 3.1).

Im Gegensatz zu den Weizenkeimlingen enthalt der Mehlkorper keine
Benzochinone. Fir den Hauptbestandteil des Weizenmehls, dem Gluten, wur-
den bisher keine zelltoxischen Untersuchungen durchgefihrt. Ein weiterer Be-
standteil des Weizenmehls sind Weizenlektine (wheat germ agglutinin); fur die-
se Glykoproteine gibt es Hinweise auf eine zelltoxische Wirkung. Zusatzlich
zum AVEMAR wurden somit auch Weizenmehl, Gluten und Weizenlektine auf

ihre zelltoxischen Eigenschaften untersucht.

Die Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion gehdren zu den anti-
oxidativ wirksamen biologischen ,Systemen® einer Zelle (Tab.1.1). Sollte
AVEMAR oxidativen Stress auslosen, dann sollten diese Enzyme bzw. Sub-
stanzen der zelltoxischen Wirkung von AVEMAR entgegen wirken. Sie wurden

in dieser Arbeit getestet; ihre Wirkungsweise ist in Abb. 1.5 dargestellit.

2H,0 GS-5G NADP*
[ROS | z
z g
2H+ 202._ 02 + H202 § E
l }
H,0, 2 GSH NADPH/H*
H,O, 2H,0+ 0O,
Katalase

Abb. 1.5: Funktion von Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion bei der Abwehr
von oxidativem Stress. Entstehende Superoxidanionen (O,*) werden durch die Superoxid-
dismutase (SOD) sofort zu molekularem Sauerstoff (O,) und Wasserstoffperoxid (H,O,) kataly-
siert. Wasserstoffperoxid wird entweder durch Katalase oder Glutathion-Peroxidase (mit
Glutathion (GSH) als Elektronendonator) zu Wasser reduziert. Oxidiertes Glutathion (GS-SG)
wird in der Zelle laufend mit Hilfe von Reduktionsaquivalenten (NADPH) zu GSH reduziert und
der GSH-Pool somit regeneriert.



2  Fragen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte von AVEMAR an verschie-
denen malignen und benignen Zelllinien zu untersuchen. Hierzu wurden folgen-

de Fragen gestellt:

1) Fur welche der getesteten Tumorzelllinien ist AVEMAR zelltoxisch und wo-
durch wird die Starke des zelltoxischen Effektes beeinflusst?

2) Lost AVEMAR oxidativen Stress aus und wird dieser von Benzochinonen

vermittelt?

3) Weisen auch andere Bestandteile des Weizenkorns zelltoxische Effekte auf?
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3 Material und Methoden

3.1 Kulturmedien und Pufferlésung

Fur den Grol3teil der Experimente wurde RPMI (Roswell Park Memorial Institu-
te) 1640 ,Dutch Modification® (Invitrogen GmBH, Karslruhe) mit folgenden Zu-
satzen (in Klammern jeweils die Endkonzentration) verwendet: Penicillin G
(100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), 2-Mercaptoethanol (50 umol/l), 1 mmol/l
Natriumpyruvat, 2 mmol/l Glutamin, 11 mol/l Glukose, 1 % nicht-essentielle
Aminosauren (alle Zusatze von Invitrogen GmbH, Karlsruhe) sowie 10 % hitze-

inaktiviertes fetales Kalberserum (Cell Concepts GmbH, Umkirch).

Zur Kultivierung von Glioblastomzellen und humanen Fibroblasten wurden fol-
gende Medien verwendet:

Medium fir Glioblastom-Zelllinien (“DMEM High Glucose*). Fur die Kultivie-
rung der Glioblastome wurde Medium mit 25 mmol/l Glukose verwendet (Cell
Concepts, Umkirch, Kat.-Nr.: M 1-26F04-1). Die Konzentration der Zusatze war

wie oben beschrieben.

Medium fiir Fibroblasten (“Fibroblast Growth Medium 2*). Zur Kultivierung
von Fibroblasten wurde Medium mit 5 ug/ml Insulin, 1 ng/ml bFGF, 8 mmol/Il
Glukose und 2 % hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum verwendet (Endkon-
zentration in Klammern). Hergestellt wurde das Medium von der Firma
PromoCell® (Heidelberg, Kat.-Nr.: C-23020).

PBS (“Phosphate buffered saline*). Die Komponenten dieser phosphatgepuf-
ferten Salzlésung sind: Natriumchlorid (140 mmol/l), Kaliumchlorid (2,7 mmol/l),
Natriumdihydrogenphosphat (7,2 mmol/l) sowie Kaliumhydrogenphosphat
(1,47 mmol/l) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

3.2  Zelllinien

In Tab. 3.1 sind die verwendeten Tumorzelllinien aufgelistet. S&mtliche Zellen
wuchsen adhérent und waren frei von Mycoplasmen. Neben den malignen Zell-
linien wurden auch Fibroblasten als benigne ,Zelllinie* (“Normal Human Dermal
Fibroblasts“ oder NHDF-p) der Firma PromoCell® GmbH untersucht.
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3.2.1 Zellkultivierung

Alle untersuchten Zelllinien wurden im CO-Inkubator (NU-5500 DH Duraflow
CO,, NuAire Inc., Plymouth, U.S.A.) bei Standardbedingungen von 37°C, 5%
CO,-Atmosphare und 95 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen, Kat.-Nr.: 658175) kultiviert. In regelmafigen Ab-
standen (2-3x pro Woche) wurde das Kulturmedium ausgetauscht bzw. die Zel-

len “passagiert® (s. hierzu Zellernte).

3.2.2 Zellernte

Die Zellen wurden mit Trypsin / EDTA (0,5 % /0,22 % in PBS) (PAA Laborato-
ries GmbH, Pasching, Osterreich) vom Boden der Kulturflaschen abgeldst. Die
Zellen wurden in 50 ml PBS fiir 6 Minuten bei 397 xg zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen, das Zellpellet in einem definierten Volumen PBS resuspendiert
und anschlieend die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld
GmbH, Lauda-Konigshofen) bestimmt. Hierzu wurden die Zellen mit 0,04 %

(Endkonzentration) Trypanblau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gefarbt.

Tab. 3.1: Tumor- und Kontrollzelllinien, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Alle Zellli-
nien sind humanen Ursprungs.

Zelllinie Gewebe Bezugsquelle
HT-29 Kolon DSMZ ¥, Kat.-Nr.: ACC 299
23132/87 Magen DSMZ ¥, Kat.-Nr.: ACC 201
MDA-MB-231 Mamma ATCC **), Kat.-Nr.: HTB-26
MDA-MB-468 Mamma ATCC **), Kat.-Nr.: HTB-132
MCF-7 Mamma ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-22
BT-20 Mamma ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-19
SKOV-3 Ovar ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-77
BxPC-3 Pankreas ATCC *¥, Kat.-Nr.: CRL-1687
HRT-18 Rektum ATCC *¥, Kat.-Nr.: CCL-244
u-87 Glioblastom CLS *¥, Kat.-Nr.: 300367
U-251 Glioblastom CLS *, Kat.-Nr.: 300385
U-13898 Glioblastom CLS *** Kat.-Nr.: 300363
NHDF-p Dermale Fibroblasten PromocCell, Kat.-Nr.: C-12350

*  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
=) American Type Culture Collection (www.atcc.orq); =5 www.cell-lines-service.de
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3.2.3 Bestimmung der Verdopplungszeit
Die Verdopplungszeit wurde mit folgender Formel berechnet:

Abb. 3.1: Formel zur Bestimmung der Verdoppelungszeit.
_ log2 = At g: Verdopplungszeit
logN — lagNO At:  Dauer der Zellen in Kultur
NO: Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt tO
N: Anzahl der Zellen zum Ablesezeitpunkt

g

3.3 Diein dieser Arbeit untersuchten Stoffgemenge und Substanzen
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Substanzen in den jeweiligen Zell-
kulturmedien gelodst und Uber einen 0,2 um-Filter steril filtriert. Sofern nicht von
Sigma-Aldrich bezogen, wird der Zulieferer genannt.

3.3.1 AVEMAR

AVEMAR liel3 sich ohne Probleme bei einer Konzentration von 100 mg/ml in
den jeweiligen Medien l6sen, ohne dass ein Sediment Ubrig blieb. Die in der
Zellkultur getesteten Konzentrationen von AVEMAR waren 0,1 mg/ml, 1 mg/ml,
10 mg/ml, sowie 50 mg/ml. AVEMAR wurde freundlicherweise von Fresenius

Kabi Austria GmbH und Biropharma Ltd. aus Ungarn zur Verfligung gestellit.

Abb. 3.2: In Kulturmedium geldstes
AVEMAR. Von links nach rechts: 50 mg/ml,
10 mg/ml, 1 mg/ml und 0,1 mg/ml AVEMAR.
Bis zu einer Einwaage von 100 mg/ml war
AVEMAR in Zellkulturmedien gut I6slich. Die
gezeigten Losungen waren filtriert (Poren-
gréRe: 0,2 pm).

3.3.2 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone / Ascorbinsaure
2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone (Benzochinone oder DMBQ) l6sten sich rela-
tiv schlecht in den Medien, wahrscheinlich wegen der fehlenden Polaritat des
Benzochinonmolekils. Um aber keine zellschadigenden Losungsvermittler wie
Methanol oder DMSO einsetzen zu missen, wurde aus Grinden der Praktikabi-
litat angenommen, dass in der angesetzten Stammldsung (Konzentration
0,1 mg/ml) sdmtliche Benzochinone vollstandig geldst waren (Abb. 11.2).
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Zur Aktivierung der Benzochinone ist die Zugabe eines adaquaten Redukti-
onsmittels notwendig (Pethig et al. 1983). In der vorliegenden Arbeit wurde As-
corbinsdure verwendet, die sich gut im Kulturmedium |6ste, sodass hier ohne

Weiteres eine Stammlésung von 100 mg/ml hergestellt werden konnte.

Fir die in der vorliegenden Arbeit beschrieben Experimente wurde eine
Benzochinon-Konzentration eingesetzt, die der von AVEMAR entspricht — diese
betragt 0,04 % (Hidvégi et al. 1999). Eine AVEMAR-Konzentration von
10 mg/ml entspricht somit einer Konzentration an Benzochinonen von
0,004 mg/ml bzw. 24 pmol/l (bei einem Molekulargewicht von 168,15 g/mol fur
2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone). Die molare Konzentration des Reduktions-
mittels Ascorbinsdure war 100-fach héher (2,4 mmol/l). Bei einem Molekular-
gewicht von 176,12 g/mol flr Ascorbinsaure entspricht dies einer Konzentration
von 0,423 mg/ml. Dieses Verhéltnis von Ascorbinsdure zu Chinonen ist in der

Literatur beschrieben (Verrax et al. 2007).

3.3.3 Glutathion / Superoxiddismutase / Katalase

In einem Teil der Experimente wurde versucht, Tumorzellen vor dem Einfluss
von freien Radikalen durch Zusatz von Radikalfangern bzw. antioxidativ wirk-
samen Enzymen zu schitzen. Dazu zéhlen reduziertes Glutathion sowie die
Enzyme Superoxiddismutase und Katalase. Sollten diese antioxidativ wirken-
den Substanzen bzw. Enzyme bei AVEMAR oder den 2,6-Dimethoxy-1,4-
Benzochinonen eine protektive Wirkung zeigen (also die Zellvitalitat erhalten),
ware dies ein indirekter Hinweis fir die Induktion von oxidativem Stress (Abb.
3.3).

—_— — -AVEMAR Abb. 3.3: Funktionsweise von Glutathion
pscoronsaure | | [AVEMAR (GSH), Superoxiddismutase (SOD) und
Katalase bei der Inaktivierung reaktiver

Oz H0, S R Sauerstoffspezies. Sollten die drei Radikal-
" aurbewxzierung von H,0; fanger in Gegenwart von AVEMAR die Zell-
—

ExtemeZugabevon A a . X i N
e ' Exteme Zugabe von vitalitat erhalten, so ware dies als indirekter
extiazelluarem Oz s B ae s s | Nachweis zu werten, dass AVEMAR oxida-
\ tiven Stress auslést. Von Benzochinonen ist

bekannt, dass sie oxidativen Stress induzie-

- ren, weshalb sie als Positivkontrolle einge-
,' setzt werden. Glutathion (Kat.-Nr.: G4251),

A Superoxiddismutase (Kat.-Nr: $5395) und
e —— Katalase (Kat.-Nr.: C30) wurden von Sigma-

Aldrich bezogen.
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Glutathion wurde in einer Endkonzentration von 1,1 mg/ml bzw. 3,6 mmol/l ein-
gesetzt (das Molekulargewicht von Glutathion betragt 307,3 g/mol). Diese Kon-
zentration an Glutathion beeinflusste in keinster Weise die Vitalitat der Tumor-
zellen. Die Konzentration an Superoxiddismutase und Katalase waren in den
jeweiligen Experimenten unterschiedlich und sind in den Legenden der ent-
sprechenden Abbildungen angegeben.

3.3.4 Weizenkeimlinge / Weizenmehl / Gluten

Herkdmmliche, aus dem Reformhaus erhéltliche Weizenkeimlinge wurden zu-
nachst in einem Morser zerkleinert und anschlieend in Losung gebracht. Die
Loslichkeit des Produkts war sehr begrenzt, sodass sich selbst bei einer
Stammlésung von 10 mg/ml ein deutliches Sediment am Boden absetzte. Ahn-
liches wurde bei Weizenmehl Typ 405 und Gluten, hier wurde eine Stamml6-
sung von 100 mg/ml angesetzt, beobachtet. Das Sediment des Glutens war fest

und klebrig; Gluten wird nicht ohne Grund auch als Klebereiweil3 bezeichnet.

Abb. 3.4: Vergleich unfiltrierter Stamm-
Idsungen von 100 mg/ml AVEMAR (A),
10 mg/ml  Weizenkeimlingen (B), 100
mg/ml Weizenmehl (C) und 100 mg/ml
Gluten (D). Wahrend sich AVEMAR voll-
standig l6st, bleiben bei den Weizenkeim-
lingen, beim Weizenmehl und Gluten ein
deutliches Sediment am Boden zuriuick. Das
Sediment des Glutens war zudem fest und
klebrig.

Die Uberstande von Weizenkeimlingen, Weizenmehl und Gluten wurden filtriert
und jeweils Konzentrationen von 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml und 50 mg/mi
angesetzt.

3.3.5 Wheat germ agglutinin / Weizenlektin

Lektine wurden ebenfalls in Zellkulturmedium in Losung gebracht und verdiinnt
(0,05 pg/ml - 50 pg/ml). Der zelltoxische Effekt solcher Verdinnungen ist be-
reits beschrieben (Loréa et al. 1997).
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3.3.6 Berechnung des ECsp-Werts
Der ECso-Wert beschreibt die Konzentration einer Substanz, die bei 50% der
Zellen einen Effekt, z.B. Wachstumshemmung auslést. Zur Berechnung des

ECso-Werts wurde folgende Formel verwendet (Huber und Koella 1993):

}11 _Jz
log(EC50) = log(x1) + R
yi—

2+ (log(x2) ~ log(x1)

Dabei handelt es sich bei den x-Werten um die Konzentrationen der zu unter-
suchenden Substanz (dabei muss x; > x; sein), wahrend die y-Werte die opti-
schen Dichten des Kristallviolett-Assays darstellen, die nach 24 Stunden Kul-

turdauer ermittelt wurden.

y0 = Kristallviolett-Wert der unbehandelten Zellen
yl = Kristallviolett-Wert bei den Zellen, behandelt mit Konzentration x1
y2 = Kristallviolett-Wert bei den Zellen, behandelt mit Konzentration x2

Verringerte sich die Zellvitalitat auch bei der hdchsten Stoffkonzentration nicht
um mehr als 50 %, so war der ECso-Wert nicht bestimmbar.

3.4 Bestimmung der Zellvitalitat

Jeweils 1,5 x10* Zellen wurden pro Vertiefung einer Zellkulturplatte (96 Vertie-
fungen, Flachboden) in einem Endvolumen von jeweils 200 pl ausgesét. Von
jeder Verdunnungsreihe wurden bis zu 6 Parallelwerte gemessen und, falls
moglich, 2 bis 3 unabhangige Versuchswiederholungen durchgefuhrt. Nach
Verteilung der Zellen auf die Platten wurden diese fur 16 Stunden im Brut-
schrank inkubiert. Nach Zusatz der Substanzen wurden die Platten je nach Ex-
periment fur 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden inkubiert (Abb. 3.5). Um
genaue Aussagen zur Entwicklung der Zellzahl machen zu kdnnen, wurde die
Zellvitalitat zum Zeitpunkt t=0 (Nullkontrolle, vor Zusatz des Stoffes) bestimmt.

Dieser Wert gilt als Referenzwert fir die einzelnen Messungen.
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Aussaat der Zellen in 96-Well-Platte
1,5x10% Zellen / Well in Medium

l Zur Adhasion der Zellen

g Bestimmung der Vitalitat der
» Zellen zum
@ ' Zeitpunkt t=10

Entfemung des Mediums &
Inkubatlon mit Substanz

Bestimmung der Vitalitat der
behandelten Zellen zum

Zeitpunkt t = 24h

l Messzeitpunkt
E ’ t=48h

\
i
t ’ t=72h

Abb. 3.5: Versuchsaufbau zur Untersuchung AVEMAR-vermittelter zelltoxischer Effekte.
Die Inkubation mit AVEMAR betrug 24 Stunden. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt
und die Zellen flr weitere 24 bzw. 48 Stunden in Medium kultiviert. Ab Zugabe von AVEMAR
begann der insgesamt 72 Stunden dauernde Versuch. Fir die anderen Substanzen (Benzo-
chinone, Weizenkeimlinge, Weizenmehl, Gluten) endeten die Versuche bereits nach 24 Stun-
den Inkubation, auf die anschlieBende Kultivierung der Zellen wurde bei diesen Substanzen
verzichtet. Stellvertretend fir die verwendeten 96-Well-Platten sind hier einzelne Wells schema-
tisch dargestellt.

3.4.1 Kristallviolett-Assay

Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte in dieser Arbeit zum grof3ten Teil mit
der Kristallviolettfarbung. Dazu wurde zun&chst der Uberstand abgesaugt und
die adharenten Zellen mit 100 pl Methanol fir 10 Minuten fixiert. Anschliel3end
wurde das Methanol entfernt und die Zellen mit jeweils 100 pl Kristall-
violettldsung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. In vier Waschzyklen
mit Aqua dest. wurde der nichtgebundene Farbstoff abgespult und die Platten
unter dem Abzug getrocknet. In die trockenen Platten wurde pro Vertiefung je-
weils 200 yl 10% Essigsaure zur Losung des gebundenen Farbstoffs zugege-
ben und die Platten fir 25 Minuten auf einen Schiittler gestellt. Der letzte Schritt

bestand in der Quantifizierung der Farbintensitat im ELISA Reader bei 570 nm.
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Abb. 3.6: ELISA-Platte nach Kristallviolett-
Farbung. Je mehr adhdrente Zellen sich in
den Vertiefungen befinden, desto mehr ge-
bundener Farbstoff wird mit der Essigséaure in
Lésung gebracht. Die optische Dichte der
Farblésung ist proportional zur Zellzahl. Ab-
gebildet ist eine Platte nach Zugabe der
10 %-igen Essigsaure. Diese Platte wird an-
schlieBend im ELISA-Reader bei 570 nm ge-
messen.

Das Prinzip der Farbung besteht darin, dass das Kristallviolett an die DNA der
auf dem Boden fixierten Zellen bindet. Die Menge des gebundenen Kristallvio-
letts korreliert mit der Anzahl der am Boden verbliebenen Zellen. Zellen, die ihre
Adharenz verloren haben, sind avital und werden wahrend der Farbeprozedur
mit dem Uberstand entfernt (s. oben). Dass der Kristallviolett-Assay verlassliche
Ergebnisse hinsichtlich der Bestimmung der Zellvitalitat liefert, wurde in ande-

ren Arbeiten bereits experimentell gezeigt (Flick und Gifford 1984).

Tab. 3.2: Zusammensetzung der Kristallviolettlésung (100 ml).

e 0,5 g Kristallviolett (Sigma-Aldrich)
e 25 ml Methanol (100%)

e 75 mlPBS

3.4.2 ATP-Assay

Eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung der Zellvitalitat ist die Bestimmung
des ATP-Gehalts der Zellen. Zu diesem Zweck wurde ein handelsiblicher ATP-
Assay der Firma Promega (www.promega.de) verwendet. Proliferierende Zellen
verfugen Uber hohe ATP-Spiegel, wahrend apoptotische und nekrotische Zellen
niedrige ATP-Spiegel aufweisen. Das Prinzip der Methode basiert auf der fol-

genden Reaktion:
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2+

. g . .
Luciferin + ATP +O, ———— Oxyluciferin + AMP + PP + CO, + Licht
Luciferase

Zellen wurden in einem Volumen von 50 pl Medium pro Vertiefung in einer wei-
Ben 96-Well-Platte vorgelegt und fur 16 Stunden inkubiert. Anschlie3end wur-
den 50 pl pro Vertiefung der zu untersuchenden Substanzen hinzugefugt und
fur 24 Stunden bis zur Messung im Inkubator platziert. Der Assay wurde in ei-

nem Luminometer gemessen.

3.4.3 xCelligence / RTCA

Das xCelligence-System der Firma Roche GmbH, auch Real Time Cell Analy-
zer (kurz: RTCA) genannt, ist eine neuartige Methode zur Erfassung von Zell-
vitalitdt und Zellproliferation in Echtzeit. Die Zellen werden auf speziellen 96-
Well-Platten (E-Platten) ausgesat, in deren Vertiefungen jeweils ein Sensor mit
2 Mikroelektroden integriert ist. Sobald die Zellen am Boden der E-Platte adha-
rieren, andert sich die Impedanz, also der elektrische Widerstand. Dieser ist
dabei nicht allein von der Adharenz, sondern auch von der Qualitat der Interak-
tion und der Morphologie der Zellen abhéngig. Die gemessenen Impedanz-
daten werden an die RTCA-Kontrolleinheit Ubertragen, wo sie mit Hilfe einer
speziellen Software ausgewertet und in Form des dimensionslosen «Cell Index
(Cl)» dargestellt werden. Dieser Index lasst Aussagen beziglich Zellvitalitat,
Zellzahl, Zellmorphologie und Zelladh&sion zu. Solche Zellanalysen in Echtzeit
gewahren einen umfassenderen Einblick in die Wachstumsdynamik von Zellkul-
turen als Assays, die ausschlief3lich Endpunktmessungen ermdglichen (Atienza
et al. 2005).

Zunachst wurden die Zellen in 100 pl Medium/Well in einer E-Platte vorgelegt

und fir 16 Stunden im Inkubator belassen. AnschlieRend wurden die zu unter-

suchenden Stoffe in 100 pl/Well hinzugefligt und die Echtzeitmessung gestartet.
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x@igence

RTCA- Analyzer RTCASP Station ‘

Abb. 3.7: Das xCelligence-System. Rechts ist die E-Platte (E-Platte im ,96er Format®) darge-
stellt, in deren Boden spezielle Mikroelektroden integriert sind, an denen eine Spannung ange-
legt wird. Die SP Station befindet sich zusammen mit der Fassung fur die E-Platte in einem
CO,-Inkubator (NU-5500 DH Duraflow CO,, NuAire Inc., Plymouth, U.S.A.) bei Standardbedin-
gungen von 37°C, 5 %iger CO,-Atmosphéare und 95 % Luftfeuchtigkeit. Teilabbildungen vom
Hersteller (http://www.roche-applied-science.com).

3.5 Bradford-Protein-Assay

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Proteinbestimmung basiert auf dem von
Bradford etablierten Assay (Bradford 1976) und wurde in ELISA-Platten durch-
gefuhrt (Proteinkonzentration von 1 bis 25 pug/ml). Fir diesen Assay wurde eine
Eichkurve erstellt. Hierzu wurde eine Stammlésung mit Albumin (Pierce, Be-
stell-Nr. 23212) in einer Konzentration von 2 mg/ml mit M-PER (Lysepuffer)
verdunnt (Tab. 3.3).

Die untersuchten Stoffe wurden in den entsprechenden Zellkulturmedien ohne
FCS und weitere Zusétze geldst. In einem néchsten Schritt wurden die Stan-
dardverdinnungen (Tab. 3.3), die zu untersuchenden Proben und die Negativ-
kontrollen (,Leerwerte”) mit Coomassie-L6sung inkubiert. Zu jeweils 5 pl Prote-
inldsung wurden 250 pl Coomassie-Ldsung hinzugegeben, die Platte fir 30 Se-
kunden vorsichtig geschuttelt und im Anschluss 10 Minuten lang bei Raumtem-
peratur inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte im ELISA Reader bei einer

Wellenlange von 570 nm gemessen.

-20 -



Tab. 3.3: BSA-Standardlésungen zur Proteinbestimmung mit dem Bradford-Assay.

Standard Lysepuffer BSA Stammldsung Konzentration Standard *
(A) Unverdiinnt 0 ul 300 pl 2000
(B) Verdiinnt 125 pl 375 ul 1500
(C) Verdinnt 325 pl 325 ul 1000
(D)Verdinnt 175 ul 175 ul 750
(E) Verdunnt 325 ul 325 ul 500
(F) Verdiinnt 325 ul 325 pl 250
(G) Verdinnt 325 ul 325 ul 125
(H) Verdiinnt 400 pl 325 pl 25
) pg/ml

3.6 Messung der Laktat-Produktion

Jeweils 1,5x10* Zellen der betreffenden Tumorzelllinie wurden in 100 pl Nahr-
medium fir 24, 48 und 72 Stunden in einer Zellkulturschale mit 96 Vertiefungen
(transparent, Flachboden von Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) im CO,-
Inkubator kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der entnommene
Uberstand in ReaktionsgefaRe (Eppendorf AG, Hamburg) bei -25°C bis zur
Messung gelagert. Fiir die Bestimmung der Laktatkonzentration im Uberstand
wurde der Laktat-Assay der Firma R-Biopharm AG (Darmstadt, Kat.-Nr.:
10139084035) verwendet, der auf den nachfolgenden Reaktionen beruht:

(1) L-Laktat + NAD" = Pyruvat + NADH + H*

(2) Pyruvat + L-Glutamat = L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Das Gleichgewicht der 1. Reaktion liegt zwar auf der Seite von Laktat, doch da
Pyruvat mit Hilfe der Glutamat-Pyruvat-Transaminase zu Alanin umgewandelt
wird (Reaktion 2), verschiebt sich das Gleichgewicht der 1. Reaktion auf die
Seite von Pyruvat. Die Menge an dabei gebildetem NADH, die aquivalent zur
Menge an Laktat ist, wurde bei einer Wellenldange von 340 nm bestimmt. Die
photometrischen Messungen erfolgten im Mikroplatten-Lesegerat GENios Plus

(Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) und die Messdaten wurde mit dem
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Programm XFLUOR4 (Version 4.51) aufgenommen. Als Positivkontrolle wurde
jeweils ein Aliquot mit bekannter Laktatmenge sowie ein Aliquot des jeweiligen
Nahrmediums verwendet. Als Negativkontrolle (,Leerwert” wurde Reinstwasser
verwendet. Die zur Herstellung der Reaktionsldsungen bendtigten Mengen
wurden der Anleitung des Laktatassays entnommen, ebenso die Formel® zur
Berechnung der Laktatmenge aus den gemessenen Extinktionswerten fir
NADH.

3.7 Auswertung

Die statistische Auswertung samtlicher Daten erfolgte mit dem Programm Excel
2007 der Firma Microsoft. Bei wiederholt durchgefihrten Messungen wurden
der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. Fir die statistische
Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 6.0 (Statcon,
Witzenhausen, Germany) genutzt. Die Daten wurden mit dem ,Mann-Whitney-
U-Test” ausgewertet und Unterschiede von P < 0.05 wurden als statistisch sig-

nifikant gewertet.

! Allgemeine Berechnungsformel zur Bestimmung der Laktat-Konzentration durch Messung der
Extinktionsdifferenz AE [AE = (E2-E1)probe — (E2-E1)Leerwerd: € (9/L)= (V * MG /€ *d * v * 1000) *
AE. Testvolumen V [mL] = 0,224 mL, Molekulargewicht MG von Laktat = 90,1 g/mol,
Extinktionskoeffizient € von NADH bei 340 nm = 6,3 L/mmol*cm und Probevolumen v [mL] =
0,010 mL wurden durch den Hersteller vorgegeben. d [cm] = Schichtdicke von Test- und Probe-
volumen. Sie wurde fir die ELISA-Platte wie folgt berechnet: d =V / A = 0,64 cm mit dem Test-
volumen V (= 0,224 mL = 0,224 cm3) und der Flache (A = 0,35 sz) einer Vertiefung einer ELI-
SA-Platte mit 96 Vertiefungen. E; = Extinktion vor Starten der Reaktion, E, Extinktion nach Ab-
lauf der Reaktion.
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4  Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die zelltoxische Wirkung von AVEMAR, ein
aus Weizenkeimlingen hergestelltes Nahrungserganzungsmittel, auf zwolf ma-

lignen und einer benignen Zelllinie (Tab. 3.1) in vitro untersucht.

4.1 Nachweis des wachstumshemmenden Effekts von AVEMAR

Als erstes wurde fur jede Zelllinie die Konzentration an AVEMAR ermittelt, bei
der 50 % der Zellen eine Wachstumshemmung aufweisen (ECsp). Hierzu wur-
den AVEMAR-Konzentrationen von 0,1 mg/ml bis 50 mg/ml fir 24 Stunden in

den Zellkulturen getestet. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 4.1 dargestellt.

MHDF-p
U-13808
U-251
u-87
SKOV-3
HRT-18 213
BT-20 18,5
HT-29 15,35
231232/87 93
MCF-7 68
MDA-MB-231 56
BxPC-3 49

MDA-MB-468 2,55

0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 50
AVEMAR [mg/ml]

Abb. 4.1: Die ECs-Werte fir AVEMAR der in dieser Arbeit getesteten Zelllinien. Hierzu
wurden die Zelllinien fur 24 Stunden mit AVEMAR in Konzentrationen von 0,1 bis 50 mg/ml
inkubiert. Vier maligne Zelllinien und Fibroblasten (NHDF-p) waren so unempfindlich gegentber
AVEMAR, dass fir den gewahlten Konzentrationsbereich kein ECso-Wert zu bestimmen war.
Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um
mindestens zwei Wiederholungen mit jeweils 3 Parallelwerten. Die ECso-Werte fur die acht Zell-
linien im Einzelnen: MDA-MB-468: 2,55 + 0,071 mg/ml; BxPC-3: 4,9 + 0,42 mg/ml; MDA-MB-
231: 5,6 + 0,42 mg/ml; MCF-7: 6,8 + 1,13 mg/ml; 23132/87: 9,3 £+ 0,28 mg/ml; HT-29: 15,35 +
0,21 mg/ml; BT-20: 18,5 + 2,12 mg/ml; HRT-18: 21,3 + 0,42 mg/ml.
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Wie aus Abb. 4.1 ersichtlich, reagierten die untersuchten Zelllinien sehr unter-
schiedlich auf die Inkubation mit AVEMAR. So zeigten sich vier der zwolf Tu-
morzelllinien (33 %) mit einem ECso-Wert von 50 mg/ml aul3erst resistent ge-
genuber der Inkubation mit AVEMAR, wahrend bei funf der zwdlf Tumorzellli-
nien (42 %) mit einem ECsp-Wert von <10 mg/ml eine Hemmung des Wachs-
tums zu beobachten war. Besonders empfindlich reagierten die Zellen der
Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468, sowie Zellen der
Pankreaskarzinomzelllinie BXPC-3; bei ihnen lag der ECso-Wert unter 6 mg/ml
AVEMAR.

Ein positiver Zusammenhang zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit der Kul-
turen und einer moglichen Empfindlichkeit gegeniber AVEMAR wurde nicht
beobachtet. Als Beispiel sei die Zelllinie HRT-18 genannt, die extrem schnell
wachst (Verdopplungszeit: 18,85 + 3,6 Stunden) und deren Zellen nahezu un-
empfindlich auf die Inkubation mit AVEMAR reagierten. Die Verdopplungszeiten
fur sdmtliche Zelllinien sind im Anhang (Abb. 11.1 B) angegeben.

Um einen unspezifischen Proteineffekt als mogliche Ursache fiir die Zelltoxizitat
von AVEMAR ausschlie3en zu kénnen, wurden die Tumorzellen mit 10 mg/ml
Serumalbumin inkubiert. Der Proteingehalt an Serumalbumin, der 10-mal héher
war als der Proteingehalt in 100 mg/ml AVEMAR (Abb. 11.5), beeinflusste in
keinster Weise Wachstum und Vitalitdt von Tumorzellen. Die mit Serumalbumin
inkubierten Zellen waren in ihnrem Wachstum von den Kontrollen nicht zu unter-
scheiden. Die Ergebnisse der Proteinbestimmungen befinden sich im Anhang
(Abb. 11.6).

Die in Abb. 4.1 dargestellten ECso-Werte fir AVEMAR wurden nach einer Inku-
bationszeit von 24 Stunden ermittelt. In einem weiteren Versuch sollte die Lang-
zeitwirkung von AVEMAR an den vier gastrointestinalen Zelllinien BxPC-3,
HRT-18, 23132/87 und HT-29 genauer untersucht werden. Dazu wurden die
Kulturen nach der 24-stiindigen Inkubation mit AVEMAR bis zu einer Gesamt-
dauer von 72 Stunden ohne AVEMAR weiter kultiviert (Abb. 3.5). Mit diesem

Vorgehen sollte ein moéglicher dauerhafter bzw. irreversibler Schaden in den
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Zellen nachgewiesen werden, der durch die Inkubation mit AVEMAR ausgeldst
wurde. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

(1) Die 24-stindige Inkubation mit steigenden AVEMAR-Konzentrationen fuhrte
zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme der Zellvitalitat. Kulturen der Ma-
genkarzinomzelllinie 23132/87 und der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 blieben
bei 10 mg/ml AVEMAR im Vergleich zur Wachstumskontrolle deutlich im
Wachstum zurick und waren bei 50 mg/ml AVEMAR vollstdndig zerstort
(Abb. 4.4 und Abb. 4.5). Zellen der Pankreaskarzinomzelllinie BXPC-3 waren fur
AVEMAR bei einer Konzentration von 10 mg/ml weitaus empfindlicher als fur
50 mg/ml (Abb. 4.2). Die deutlich widerstandsfahigen Zellen der Rektumkarzi-
nomzelllinie HRT-18 starben erst bei einer AVEMAR-Konzentration von
50 mg/ml (Abb. 4.3).

(2) Die sich an die 24-stindige Inkubation mit AVEMAR anschlielBende Kultivie-
rung der Zellen fur weitere 24 bzw. 48 Stunden (ohne AVEMAR) zeigte eindeu-
tig, dass eine AVEMAR-Konzentration von 50 mg/ml die Zellen der vier Zellli-
nien so stark schadigte, dass sie sich in der anschliel3enden Kultur ohne AVE-
MAR nicht mehr erholten. Eine Verringerung der AVEMAR-Konzentration auf
10 mg/ml fuhrte dagegen zu deutlichen Unterschieden im Zellwachstum. Zellen
der Rektumkarzinomzelllinie HRT-18 und der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 er-
langten nach 48 bzw. 72 Stunden ihre Teilungsaktivitat zurtick (Abb. 4.3 C und
Abb. 4.5 C). Im Gegensatz dazu wurden die Zellen der Pankreaskarzinomzell-
linie BXPC-3 dauerhaft durch die 24-stiindige Inkubation mit AVEMAR geschéa-
digt (Abb. 4.2 C), wahrend die Zellen der Magenkarzinomzelllinie 23132/87 eine
dauerhafte Zystostase aufwiesen (Abb. 4.4 C). Die Laktatmessungen korrelie-
ren sehr gut mit den Ergebnissen des Kristallviolett-Assays. In den Tabellen 4.1

und 4.2 sind die bisherigen Daten zusammengefasst.

-25-



Tab. 4.1: Beurteilung der Wirkung von 10 und 50 mg/ml AVEMAR nach 24 Stunden Inku-
bation.

Zelllinien Wirkung von AVEMAR
10 mg/ml 50 mg/ml
BxPC-3 zelltoxisch schwach zelltoxisch®
HRT-18 schwach zytostatisch zelltoxisch
23132/87 zytostatisch zelltoxisch
HT-29 zytostatisch zelltoxisch

“ Fir Zellen der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 wurde immer wieder beobachtet, dass
50 mg/ml AVEMAR weniger zelltoxisch waren als 10 mg/ml. Eine Erklarung hierfiir kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht gegeben werden. Begriffsklarung: Zelltoxisch: Im Vergleich zur Aus-
gangszellzahl nimmt der Anteil vitaler Zellen um mehr als 40 % ab; Zytostatisch: Im Vergleich
zur Ausgangszellzahl bleibt der Anteil vitaler Zellen erhalten (ca. 80-100 %); Schwach zytosta-
tisch: Im Vergleich zur Ausgangszellzahl nimmt der Anteil vitaler Zellen zwar zu, bleibt aber
deutlich (>50 %) hinter der Wachstumskontrolle zurlck.

Tab. 4.2: Beurteilung zur Bestandigkeit der Wirkung von AVEMAR. Hierzu wurden die Zel-
len nach der Inkubation mit AVEMAR (fur 24 Stunden) flr weitere 24 bzw. 48 Stunden ohne
AVEMAR Kkultiviert (s. auch Abb. 3.5).

Zelllinien Proliferation der Zellen nach Inkubation mit AVEMAR
10 mg/ml ¥ 50 mg/ml *
BxPC-3 Nein Nein
HRT-18 Ja Nein
23132/87 Nein Nein
HT-29 Ja Nein

*) Vergleiche mit Abb. 4.2 - 4.5.
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Abb. 4.2: Vitalitdt von Zellkulturen der Pankreaskarzinomzelllinie BXPC-3 mit und ohne
AVEMAR. (A) Auswirkungen unterschiedlicher Konzentrationen von AVEMAR auf die Zellvitali-
tat. Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit AVEMAR inkubiert und anschlieend die Zellvitalitat
mit dem Kiristallviolett-Assay bestimmt. VergroRerung: x200. (B) Zunahme der Zellzahl wahrend
einer Kulturdauer von 72 Stunden ohne Inkubation der Zellen mit AVEMAR (= ,Wachs-
tumskontrolle®); (C) Anderung der Zellzahl wahrend der Inkubation mit AVEMAR fiir 24 Stunden
und Anderung der Zellzahl innerhalb von weiteren 24 bzw. 48 Stunden nach Inkubation mit
AVEMAR. Hierzu wurde die AVEMAR-L6sung durch Kulturmedium ersetzt (,Rekultivierung®).
Der prozentuale Anstieg bzw. Abfall der Zellzahl wurde auf die Ausgangszellzahl berechnet.
Zusatzlich zur Bestimmung der Zellzahl wurde auch die Laktatbildung als Maf? der Zellvitalitat
Uberprift. (D) Zunahme der Laktatproduktion wahrend der Kulturdauer von 72 Stunden ohne
AVEMAR (vergl. mit Abb. 4.2 B) und mit AVEMAR (E, vergl. mit Abb.4.2 C). Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um représentative Er-
gebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht signifikant.
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Abb. 4.3: Vitalitdt von Zellkulturen der Rektumkarzinomzelllinie HRT-18 mit und ohne
AVEMAR. (A) Auswirkungen unterschiedlicher Konzentrationen von AVEMAR auf die Zellvitali-
tat. Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit AVEMAR inkubiert und anschlieBend die Zellvitalitat
mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt. VergroRerung: x200. (B) Starke Zunahme der Zellzahl
wahrend einer Kulturdauer von 72 Stunden ohne Inkubation der Zellen mit AVEMAR
(= Wachstumskontrolle“); (C) Anderung der Zellzahl wahrend der Inkubation mit AVEMAR fiir
24 Stunden und Anderung der Zellzahl innerhalb von weiteren 24 bzw. 48 Stunden nach Inku-
bation mit AVEMAR. Hierzu wurde die AVEMAR-L6sung durch Kulturmedium ersetzt (,Rekulti-
vierung“). Der prozentuale Anstieg bzw. Abfall der Zellzahl wurde auf die Ausgangszellzahl be-
rechnet. Die AVEMAR-Konzentration von 50 mg/ml war irreversibel zelltoxisch im Gegensatz
zur AVEMAR-Konzentration von 10 mg/ml. Zusétzlich zur Bestimmung der Zellzahl wurde auch
die Laktatbildung als MaR der Zellvitalitat Gberprift. (D) Zunahme der Laktatproduktion wahrend
der Kulturdauer von 72 Stunden ohne AVEMAR (vergl. mit Abb. 4.3 B) und mit AVEMAR (E,
vergl. mit Abb.4.3 C). Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei
handelt es sich um représentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. =
nicht signifikant.
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Abb. 4.4: Vitalitdt von Zellkulturen der Magenkarzinomzelllinie 23132/87 mit und ohne
AVEMAR. (A) Auswirkungen unterschiedlicher Konzentrationen von AVEMAR auf die Zellvitali-
tat. Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit AVEMAR inkubiert und anschlieBend die Zellvitalitat
mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt. VergroRerung: x200. (B) Zunahme der Zellzahl wahrend
einer Kulturdauer von 72 Stunden ohne Inkubation der Zellen mit AVEMAR (= ,Wachstums-
kontrolle“); (C) Anderung der Zellzahl wahrend der Inkubation mit AVEMAR fiir 24 Stunden und
Anderung der Zellzahl innerhalb von weiteren 24 bzw. 48 Stunden nach Inkubation mit
AVEMAR. Hierzu wurde die AVEMAR-L6sung durch Kulturmedium ersetzt (,Rekultivierung®).
Der prozentuale Anstieg bzw. Abfall der Zellzahl wurde auf die Ausgangszellzahl berechnet. Ei-
ne AVEMAR-Konzentration von 10 mg/ml war dauerhaft zytostatisch, d.h. eine signifikante Zu-
nahme der Zellzahl wurde nicht beobachtet, wahrend eine AVEMAR-Konzentration von
50 mg/ml eindeutig zelltoxisch war. Zusatzlich zur Bestimmung der Zellzahl wurde auch die
Laktatbildung als MaR der Zellvitalitat Gberprift. (D) Zunahme der Laktatproduktion wahrend der
Kulturdauer von 72 Stunden ohne AVEMAR (vergl. mit Abb. 4.4 B) und mit AVEMAR (E, vergl.
mit Abb.4.4 C). Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei han-
delt es sich um représentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht
signifikant.
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Abb. 4.5: Vitalitat von Zellkulturen der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 mit und ohne
AVEMAR. (A) Auswirkungen unterschiedlicher Konzentrationen von AVEMAR auf die Zellvitali-
tat. Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit AVEMAR inkubiert und anschlieRend die Zellvitalitat
mit dem Kiristallviolett-Assay bestimmt. VergroRerung: x200. (B) Zunahme der Zellzahl wahrend
einer Kulturdauer von 72 Stunden ohne Inkubation der Zellen mit AVEMAR (= ,Wachstums-
kontrolle“); (C) Anderung der Zellzahl wahrend der Inkubation mit AVEMAR fir 24 Stunden und
Anderung der Zellzahl innerhalb von weiteren 24 bzw. 48 Stunden nach Inkubation mit
AVEMAR. Hierzu wurde die AVEMAR-L6sung durch Kulturmedium ersetzt (,Rekultivierung®).
Der prozentuale Anstieg bzw. Abfall der Zellzahl wurde auf die Ausgangszellzahl berechnet. Ei-
ne AVEMAR-Konzentration von 10 mg/ml war nur zeitweise zytostatisch, d.h. 48 Stunden nach
AVEMAR-Inkubation war eine signifikante Zunahme der Zellzahl zu beobachten (siehe Wert fir
72 Stunden), wahrend eine AVEMAR-Konzentration von 50 mg/ml eindeutig zelltoxisch war.
Zusatzlich zur Bestimmung der Zellzahl wurde auch die Laktatbildung als Maf? der Zellvitalitat
Uberprift. (D) Zunahme der Laktatproduktion wahrend der Kulturdauer von 72 Stunden ohne
AVEMAR (vergl. mit Abb. 4.5 B) und mit AVEMAR (E, vergl. mit Abb.4.5 C). Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um représentative Er-
gebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, * P< 0.05, n.s. = nicht signifikant.
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Weitere Untersuchungen mit der Zelllinie HT-29:
Mit der Zelllinie HT-29 wurden weitere Untersuchungen zur Bestimmung der
Zellvitalitéat durchgefihrt, hierzu zahlten Messungen zum ATP-Gehalt und Mes-

sungen in Echtzeit im xCelligence-System.

Auch die Bestimmung der Zellvitalitat mit dem ATP-Assay ergab, dass die
AVEMAR-Konzentration von 10 mg/ml zu einer deutlichen Abnahme der Zellvi-
talitat fihrte (Abb. 4.6). In der hdochsten Konzentration von 50 mg/ml AVEMAR
wurde keine Lumineszenz mehr gemessen, da bei dieser Konzentration samtli-
che Zellen zerstért werden, was bereits die Daten vom Kristallviolett-Assay ge-
zeigt haben (Abb. 4.5).

Abb. 4.6: Bewertung der Zellvitalitat
mit Hilfe eines ATP-Assays. Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurden fir

24 Stunden mit AVEMAR inkubiert und 14000 -
anschlieBend die Vitalitat der Kulturen 19000 -
bestimmt. Bei einer Konzentration von 5 — =

10000
8000 4
G000

50 mg/ml AVEMAR war keine Lumines-
zenz mehr nachweisbar. Siehe hierzu
auch die Daten vom Kristallviolett-Assay
(Abb. 4.5). Der ATP-Assay beruht da- 4000 4
rauf, dass der intrazellulare ATP-Gehalt ’_X—‘

Lumineszenz

durch den Zelltod abnimmt. Die Zellen 2000
werden lysiert und der ATP-Gehalt wird
mit Hilfe der Luciferase-katalysierten
Oxidation des Substrats Luciferin be- AVEMAR [mg/ml]
stimmt. Diese Reaktion ist ATP-
abhéngig, und die entstehende Lumineszenz korreliert mit dem ATP-Gehalt der Zellen und ihrer
Vitalitdt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es
sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01.

0 0.1 1 10 50

Die Echtzeitmessung mit dem xCelligence-Sytem belegt ebenfalls die zell-
toxische Wirkung von 50 mg/ml AVEMAR auf Zellen der Kolonkarzinomzelllinie
HT-29. (Abb. 4.7). Dieser Effekt war bereits innerhalb der ersten finf Stunden
nach Zugabe von AVEMAR zu beobachten.
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Abb. 4.7: Messungen zur Vitalitat in Echtzeit mit dem xCelligence-System. Gezeigt sind
die Ergebnisse fir die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 nach Inkubation mit AVEMAR fiir 24 Stun-
den. Ab einer Konzentration von 10 mg/ml verringert sich der Anteil vitaler Zellen. Auch der zell-
toxische Effekt von 50 mg/ml ist zu beobachten. Der scheinbar starkere zelltoxische Effekt der
Konzentration 10 mg/ml in den ersten funf Stunden ist moglicherweise durch eine verénderte
Zellmorphologie zu erklaren, die ebenfalls die HauptmessgréRe ,Impedanz® beeinflusst (s. Kapi-
tel 3.4.3). Dies wurde aber nicht weiter untersucht.

4.2  Untersuchungen zur Induktion von oxidativem Stress durch
Benzochinone und AVEMAR

4.2.1 Quantitativer Vergleich der Zelltoxizitat von AVEMAR und 2,6-
Dimethoxy-1,4-Benzochinonen

Die zelltoxischen Effekte von AVEMAR und 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen

(DMBQ) wurde an den Zelllinien BXxPC-3, HRT-18, 23132/87, HT-29 und an

Fibroblasten (Abb. 11.4) untersucht. Hierzu wurden aguimolare Konzentratio-

nen an DMBQ eingesetzt: fur 10 mg/ml AVEMAR sind dies 24 pmol/l DMBQ.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

Bei allen vier Zelllinien wiesen die Benzochinone nach einer 24-stiindigen Inku-
bation eine eindeutig héhere Zelltoxizitat auf als AVEMAR. Besonders deutlich
war dies bei den Zelllinien HRT-18 (Abb. 4.9), 23132/87 (Abb. 4.10) und HT-29
(Abb. 4.11). Der Unterschied zwischen Benzochinonen und AVEMAR fiel bei
der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 (Abb. 4.8) deutlich geringer aus.
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Zur Induktion von Semichinonradikalen bendétigen Benzochinone ein Redukti-
onsmittel; in der vorliegenden Arbeit war dies Ascorbinsaure. Ohne Ascorbin-
saure waren Benzochinone bei den meisten Tumorzelllinien, u.a. HRT-18,
23132/87 und HT-29, wirkungslos. Eine Ausnahme war die Pankreaskarzinom-
zelllinie BXPC-3; hier waren Benzochinone auch ohne Zusatz von Ascorbinsau-
re zelltoxisch (Abb. 11.7).
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Abb. 4.8: Vergleich der zelltoxischen Effekte von AVEMAR und Benzochinonen (DMBQ)
bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3. Im Vergleich zur Ausgangszellzahl fiihrte die 24-
stiindige Inkubation mit AVEMAR und Benzochinonen zu einer deutlichen Abnahme der Zellvi-
talitat. Die Konzentration an Benzochinonen ist aquimolar zum Gehalt an Benzochinonen in
AVEMAR. Den Benzochinonen wurde Ascorbinsaure (2,4 mmol/l) zugesetzt. Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um repréasentative Er-
gebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01. VergréRerung: x200.
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Abb. 4.9: Vergleich der zelltoxischen Effekte von AVEMAR und Benzochinonen (DMBQ)
bei der Rektumkarzinomzelllinie HRT-18. Wahrend die Benzochinone zelltoxisch wirken, 16st
AVEMAR eine schwache Zytostase aus. Dies wird ersichtlich durch den Vergleich mit der Aus-
gangszellzahl. Die Konzentration an Benzochinonen ist &quimolar zum Gehalt an
Benzochinonen in AVEMAR. Den Benzochinonen wurde Ascorbinséure (2,4 mmol/l) zugesetzt.
Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um
reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01. VergrofRerung: x200.
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Abb. 4.10: Vergleich der zelltoxischen Effekte von AVEMAR und Benzochinonen (DMBQ)
bei der Magenkarzinomzelllinie 23132/87. Wéahrend die Benzochinone zelltoxisch wirken, l6st
AVEMAR eine Zytostase aus. Dies wird ersichtlich durch den Vergleich mit der Ausgangszell-
zahl. Die Konzentration an Benzochinonen ist aquimolar zum Gehalt an Benzochinonen in
AVEMAR. Den Benzochinonen wurde Ascorbinsaure (2,4 mmol/l) zugesetzt. Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um repréasentative Er-
gebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01. VergréRerung: x200.
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Abb. 4.11: Vergleich der zelltoxischen Effekte von AVEMAR und Benzochinonen (DMBQ)
bei der Kolonkarzinomzelllinie HT-29. Wahrend die Benzochinone zelltoxisch wirken, 16st
AVEMAR eine Zytostase aus. Dies wird ersichtlich durch den Vergleich mit der Ausgangszell-
zahl. Die Konzentration an Benzochinonen ist dquimolar zum Gehalt an Benzochinonen in
AVEMAR. Den Benzochinonen wurde Ascorbinsaure (2,4 mmol/l) zugesetzt. Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um repréasentative Er-
gebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01. VergrofRerung: x200.

Weitere Untersuchungen mit der Zelllinie HT-29:

Die starke zelltoxische Wirkung der Benzochinone ist sowohl im ATP-Assay als
auch in der Echtzeit-Messung im xCelligence-System zu beobachten. Die mit
Benzochinonen behandelten Zellen emittierten keine Lumineszenz (Abb. 4.12).

Auch in der Echtzeitmessung mit dem xCelligence-System war die starke zell-
toxische Wirkung der Benzochinone besonders gut nachzuweisen (Abb. 4.13).
Dabei verringerten Benzochinone die Zellvitalitdt schneller und in einem gréf3e-
ren Ausmalfd als AVEMAR.
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Abb. 4.12: Bewertung der Zellvitalitat
mit Hilfe eines ATP-Assays. Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurden fiir
24 Stunden mit Benzochinonen (DMBQ).
inkubiert und anschlieBend der Assay
durchgefiihrt. Den Benzochinonen wurde
Ascorbinsadure (2,4 mmol/l) zugesetzt.
Nach einer 24-stiindigen Inkubation mit
DMBQ ist keine Lumineszenz mehr nach-
weisbar. Siehe auch Abb. 4.11. Der ATP-
Assay beruht darauf, dass der intrazellula-
re ATP-Gehalt durch den Zelltod abnimmt.
Die Zellen werden lysiert und der ATP-
Gehalt wird mit Hilfe der Luciferase-
katalysierten Oxidation des Substrats
Luciferin bestimmt. Diese Reaktion ist
ATP-abhéngig, und die entstehende Lu-
mineszenz korreliert mit dem ATP-Gehalt
der Zellen und ihrer Vitalitat. Die Daten
sind als Mittelwert mit Standardabwei-
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chung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallel-

werten. ** P< 0.01.
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Abb. 4.13: Messungen zur Vitalitat in Echtzeit mit dem xCelligence-System. Gezeigt sind
die Ergebnisse fur die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 nach 24-stindiger Inkubation mit
Benzochinonen (DMBQ) mit bzw. ohne Ascorbinsdure (Asc) im Vergleich zu AVEMAR
(20 mg/ml). Die Bedeutung von Ascorbinsédure zur Bildung reaktiver Semichinonradikale wird
aus den Kurvenverlaufen ersichtlich (s. auch Abb. 1.3). Zudem ist der fir AVEMAR (10 mg/ml)
im Kristallviolett beobachtete zytostatische Effekt nachweisbar.
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4.2.2 Nachweis von oxidativem Stress

Durch Zugabe antioxidativ wirksamer Substanzen (Abb. 1.5) wurde untersucht,
ob der zelltoxische bzw. zytostatische Effekt von AVEMAR auf der Induktion
von oxidativem Stress beruht. Als erstes wurde die Wirksamkeit von reduzier-
tem Glutathion (GSH), ein wichtiges Antioxidans im zellularen Stoffwechsel, un-
tersucht.

Die Zugabe von reduziertem Glutathion (GSH) schutzte die vier Zelllinien vor
dem Benzochinon-vermittelten zelltoxischen Effekt (Abb. 4.14). Im Gegensatz
dazu konnte Glutathion den wachstumshemmenden Effekt von AVEMAR auf
die Zelllinien HRT-18, 23132/87 und HT-29 nicht aufheben bzw. abschwéachen
(Abb. 4.15).

Bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 schitzte Glutathion vor der toxi-
schen Wirkung sowohl von AVEMAR als auch von Benzochinonen (Abb. 4.14).
Die mikroskopische Auswertung zeigt eindrucksvoll anhand der Zellmorphologie
die schiutzende Wirkung von Glutathion (Abb. 4.14 B und C). Die vorliegenden
Daten zur Pankreaskarzinomzelllinie sprechen somit fiir die Induktion von
oxidativem Stress durch 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone und AVEMAR.

Zurzeit ist nicht geklart, ob das extern zugegebene Glutathion von der Zelle
aufgenommen wird. Daten von Martensson et al. deuten darauf hin, dass nur
geringe Mengen an intaktem Glutathion von der Zelle aufgenommen werden.
Erst die Spaltung von Glutathion in die einzelnen Aminosauren ermdglicht eine
effektive Aufnahme. Innerhalb der Zelle werden dann die Spaltprodukte wieder
zu Glutathion zusammengesetzt (Martensson et al. 1990). Andererseits kann
die Zelle Glutathion nach auf3en exportieren (Meister und Anderson 1983).

Der Konzentrationsunterschied zwischen intrazellularem Glutathion mit 0,5 bis
10 pmol/l (Meister und Anderson 1983) und extrazellularem Glutathion von
3,6 mmol/l (Abb. 4.14 und 4.15) ist somit erheblich (3.000-fach hoher); mogli-
cherweise werden durch diese enormen Konzentrationsunterschiede unspezifi-

sche Transportvorgange ausgeldst.
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Abb. 4.14: Nachweis zum protektiven Effekt von Glutathion (GSH) auf die Benzochinon-
und AVEMAR-induzierte Radikalbildung bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3. Im
Diagramm sind die Ergebnisse zur Zellvitalitat dargestellt. Benzochinone (DMBQ) wurden als
Positivkontrolle eingesetzt, da bekannt ist, dass diese die Bildung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies (oxidativer Stress) auslosen. Die reprasentativen Aufnahmen zeigen entsprechende Kris-
tallviolett-Farbungen: (A) Wachstumskontrolle; (B) AVEMAR 10 mg/ml; (C) AVEMAR 10 mg/ml
+ GSH (3,6 mmol/l). Die protektive Wirkung von Glutathion verhindert / verringert den AVEMAR-
vermittelten zelltoxischen Effekt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung darge-
stellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. Kon-
zentrationen: AVEMAR 10 mg/ml; DMBQ 24 pmol/l; Ascorbinsaure 2,4 mmol/l.** P< 0,01. Ver-
gréRerung: x200.
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Abb. 4.15: Untersuchungen zum protektiven Effekt von Glutathion (GSH) bei Inkubation
mit Benzochinonen und AVEMAR. (A) Rektumkarzinomzelllinie HRT-18; (B) Magenkarzi-
nomzelllinie 23132/87; (C) Kolonkarzinomzelllinie HT-29. Die protektive Wirkung von GSH auf
den Benzochinon (DMBQ)-vermittelten zelltoxischen Effekt ist ersichtlich, d.h. die durch DMBQ
induzierten Radikale werden von GSH ,abgefangen®, wahrend AVEMAR, wenn es zytostatisch
wirkt, wohl keine Radikalbildung induziert und GSH somit eine schwache (A) bzw. keine Wir-
kung (B, C) zeigt. Siehe auch Tab. 4.1 zur ,Beurteilung der Wirkung von 10 und 50 mg/ml
AVEMAR nach 24 Stunden Inkubation®. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung
dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten.
Konzentrationen: AVEMAR 10 mg/ml; DMBQ 24 pmol/l; Ascorbinsdure 2,4 mmol/l. ** P< 0.01,

n.s. = nicht signifikant.
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Die zugegebene Superoxiddismutase hatte sowohl bei den Benzochinonen als
auch bei AVEMAR keinen protektiven Effekt. Dies wurde an den beiden Tumor-
zelllinien BXPC-3 (Abb. 4.16 A) und HT-29 (Abb. 4.16 B) untersucht. Da absolut
sicher anzunehmen ist, dass das Enzym SOD-1 die Zellmembran nicht passie-
ren kann und somit extrazellular verbleibt, kann es die intrazellular entstehen-
den Superoxidanionen (O,*") nicht neutralisieren. Diese sind aufgrund ihrer La-
dung nicht fahig, die Membran zu passieren. Zudem sind Superoxidanionen

aufgrund ihrer Reaktivitat sehr kurzlebig.
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Abb. 4.16: Untersuchungen zum maéglichen protektiven Effekt von Superoxiddismutase-1
bei Inkubation mit Benzochinonen (DMBQ) und AVEMAR. (A) Pankreaskarzinomzelllinie
BxPC-3; (B) Kolonkarzinomzelllinie HT-29. Die Superoxiddismutase (SOD) war in beiden Fallen
ohne protektive Wirkung. Die bei der Zelllinie BXPC-3 beobachtete Abnahme der Zellvitalitat mit
100 und 500 U SOD im Vergleich zur Kontrolle ohne SOD ist zwar statistisch signifikant, aber
biologisch ohne Relevanz, da der erwartete protektive Effekt der SOD ausblieb. Die Daten sind
als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative
Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. Konzentrationen: AVEMAR 10 mg/ml; DMBQ
24 pymol/l; Ascorbinsaure 2,4 mmol/l. * P< 0.05, n.s. = nicht signifikant.
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Wasserstoffperoxid ist aufgrund seiner ausgeglichenen Ladung in der Lage,
durch die Zellmembranen zu diffundieren. Extrazellulare Katalase kann somit
das wahrend der Radikalkaskade (Abb. 1.5) gebildete Wasserstoffperoxid zer-
storen.

Extrazellulare Katalase weist im Gegensatz zu AVEMAR bei Benzochinonen
einen protektiven Effekt auf. (Abb. 4.17). Die protektive Wirkung der Katalase
spricht fur die Bildung von Wasserstoffperoxid im Rahmen des Benzochinon-

vermittelten oxidativen Stresses.
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Abb. 4.17: Untersuchungen zum maoglichen protektiven Effekt von Katalase (KAT) bei In-
kubation mit Benzochinonen (DMBQ) und AVEMAR. (A) Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3;
(B) Kolonkarzinomzelllinie HT-29. Katalase (KAT) schitzt die Zellen vor dem Benzochinon-
vemittelten, zelltoxischen Effekt. Die zytostatische Wirkung von AVEMAR wird durch die Kata-
lase nicht wesentlich beeinflusst, auch wenn ein statistisch signifikanter Unterschied zu be-
obachten ist; dieser geringe Unterschied hat sicherlich keine biologische Relevanz. Die Daten
sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasenta-
tive Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. Konzentrationen: AVEMAR 10 mg/ml; DMBQ
24 umol/l; Ascorbinsaure 2,4 mmol/l. ** P< 0.01, * P< 0.05, n.s. = nicht signifikant.

-42 -



In Tab. 4.3 und Tab 4.4 sind die bisherigen Ergebnisse dieses Kapitels zusam-

mengefasst.

Tab. 4.3: Antagonisierung der zelltoxischen Effekte von AVEMAR durch Antioxidantien.
Dabei bedeutet ,Ja“, dass der Effekt von AVEMAR durch das entsprechende Antioxidans ver-
hindert wurde; ,Nein® bedeutet kein Effekt. Vergl. mit Abb. 4.14 - 4.17.

AVEMAR GSH SOD-1 Katalase

BxPC-3 Ja Nein Nein
HRT-18 Nein Nein* Nein*

23132/87 Nein Nein* Nein*
HT-29 Nein Nein Nein

* Wurde nicht untersucht, wird aber aufgrund der vorhandenen Daten angenommen.

Tab. 4.4: Antagonisierung der zelltoxischen Effekte von DMBQ durch Antioxidantien. Da-
bei bedeutet ,Ja“ dass der Effekt von AVEMAR durch das entsprechende Antioxidans verhin-
dert wurde; ,Nein“ bedeutet kein Effekt. Vergl. mit Abb. 4.14 - 4.17.

DMBQ GSH SOD-1 Katalase

BxPC-3 Ja Nein Ja
HRT-18 Ja Nein® Ja¥
23132/87 Ja Nein® Ja¥

HT-29 Ja Nein Ja

* Wurde nicht untersucht, wird aber aufgrund der vorhandenen Daten angenommen.

4.3 Nachweis wachstumshemmender Effekte weiterer Weizenprodukte

Neben AVEMAR wurden weitere Weizenprodukte auf mégliche wachstums-
hemmende Wirkungen hin untersucht. Hierzu zahlen die Weizenkeimlinge (aus
denen AVEMAR durch Fermentierung gewonnen wird), die auch Weizenlektine
(wheat germ agglutinin) enthalten sowie gewohnliches Weizenmehl Typ 405

und das Klebeprotein Gluten.

4.3.1 Weizenkeimlinge

Uberraschend war das Ergebnis, dass auch zerkleinerte Weizenkeimlinge einen
zelltoxischen Effekt aufweisen. Hierzu sind in Abb. 4.18 samtliche ECso-Werte
aller untersuchten Zelllinien dargestellt. Dabei ist zu beobachten, dass andere

Zellen empfindlich auf den Extrakt aus Weizenkeimlingen reagierten, als auf
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AVEMAR. Von den vier naher untersuchten Zelllinien sind BxPC-3, 23132/87
und HRT-18 als empfindlich einzustufen; Zellen der Zelllinie HT-29 hingegen

reagierten unempfindlich auf den Extrakt aus Weizenkeimlingen.

MHDF-p
U-13898
U-251
U-87
SKOV-3
HT-29
23132/87 81
MDA-MB-231 6,25
MCF-7 61
BxPC-3 5,25
HRT-18 3,05
BT-20 3,85

MDA-MB-468 2.4

0 1 2 3 4 5 & 7 8 ] 10
Weizenkeimling [mg/ml]

Abb. 4.18: Die ECso-Werte flr Weizenkeimlinge der in dieser Arbeit getesteten Zelllinien.
Hierzu wurden Weizenkeimlinge gemorsert und anschlieBend in Medium geldst (s. auch Kapitel
3.3.4). Die Zelllinien wurden fur 24 Stunden mit Konzentrationen an Weizenkeimlingen von 0,1
bis 10 mg/ml inkubiert. Finf maligne Zelllinien und die Fibroblasten (NHDF-p) waren so unemp-
findlich gegenuiber Weizenkeimlingen, dass kein ECso-Wert bestimmt werden konnte. Zu
beachten ist hier die maximale Konzentration von 10 mg/ml. Die Daten sind als Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um mindestens zwei Wiederholungen
mit jeweils 3 Parallelwerten. Die ECso-Werte flur die sieben Zelllinien im Einzelnen:
MDA-MB-468: 2,4 + 0,28 mg/ml; BT-20: 3,85 + 0,49 mg/ml; HRT-18: 3,95 + 0,21 mg/ml;
BxPC-3: 5,25 + 0,071 mg/ml; MCF-7: 6,1 + 0,57 mg/ml; MDA-MB-231: 6,25 + 0,071 mg/ml;
23132/87: 8,1 + 0,71 mg/ml.

Die Wirkung des Extrakts aus Weizenkeimlingen wurde fir die vier Zelllinien
BxPC-3, HT-29, HRT-18, 23132/87 im Vergleich zu AVEMAR genauer unter-
sucht. Beide Stoffe lagen in einer Konzentration von 10 mg/ml vor.

Der zelltoxische Effekt von AVEMAR und Weizenkeimlingen war fur die drei
Zelllinien BxPC-3, 23132/87 und HT-29 identisch; die Abbildungen befinden
sich im Anhang (Abb. 11.8; Abb. 11.9 und Abb. 11.10).

Bei der Rektumkarzinomzelllinie HRT-18 waren die Weizenkeimlinge im Ver-
gleich zu AVEMAR zelltoxischer (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19: Zelltoxische Effekte von AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK) bei der
Rektumkarzinomzelllinie HRT-18. Interessant ist das Ergebnis, dass der Extrakt aus Weizen-
keimlingen mit 10 mg/ml wesentlich zelltoxischer auf Zellen der Zelllinie HRT-18 wirkt als
AVEMAR. Die ebenfalls untersuchten Konzentrationen 0,1 und 1 mg/ml wiesen weder bei HRT-
18 noch bei den drei anderen Zelllinien einen nennenswerten Effekt auf (Daten nicht gezeigt).
Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um
reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01.

Tab. 4.5: Beurteilung der Wirkung von Weizenkeimlingen und AVEMAR nach 24 Stunden
Inkubation. Vergl. mit Abb. 4.19 und Abb. 11.8 — 11.10

Zelllinie Weizenkeimlinge 10 mg/ml AVEMAR 10 mg/ml
BxPC-3 zelltoxisch zelltoxisch
HRT-18 zelltoxisch schwach zytostatisch
23132/87 zytostatisch zytostatisch
HT-29 zytostatisch zytostatisch

Begriffsklarung: Zelltoxisch: Im Vergleich zur Ausgangszellzahl nimmt der Anteil vitaler Zel-
len um mehr als 40 % ab; Zytostatisch: Im Vergleich zur Ausgangszellzahl bleibt der Anteil vi-
taler Zellen erhalten (ca. 80-100 %); Schwach zytostatisch: Im Vergleich zur Ausgangszell-
zahl nimmt der Anteil vitaler Zellen zwar zu, bleibt aber deutlich (>50 %) hinter der Wachstums-
kontrolle zurtick.
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Weitere Untersuchungen mit der Zelllinie HT-29:
Auch im ATP-Assay nahm der Anteil lebender Zellen durch die Inkubation mit
Weizenkeimling-Extrakt von 10 mg/ml deutlich ab (Abb. 4.20).

Niedrigere Konzentrationen des Weizenkeimling-Extrakts hatten keinen zelltoxi-
schen Effekt. Zellmorphologische Unterschiede wurden aber trotz unauffalliger
Ergebnisse im Kristallviolett-Assay bereits bei einer Konzentration von 1 mg/ml
gefunden. Eine deutlich degenerierte und ,avitale Morphologie der Zellen tritt

bei einer Weizenkeimling-Konzetration von 10 mg/ml auf (Abb. 4.21).

Abb. 4.20: Bewertung der Zellvitalitat
mit Hilfe eines ATP-Assays. Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurden

fir 24 Stunden mit Extrakt aus Weizen- 16000 -
keimlingen inkubiert und anschlieRend 14000 -
die Vitalitat der Kulturen bestimmt. Bei wn 12000 - 1 ]

einer Weizenkeimling-Konzentration von S 10000 -
10 mg/ml war nur noch ein Bruchteil der E 8000 -
Lumineszenz der Kontrolle (0 mg/ml) | € gooo -
nachweisbar. Siehe hierzu auch die Da- | 3

ten vom Kristallviolett-Assay (Abb. iggg _ ’—‘—‘
4.21). Der ATP-Assay beruht darauf, 0 . . . .
dass der intrazellulare ATP-Gehalt 0 0.1 1 10
durch den Zelltod abnimmt. Die Zellen

werden lysiert und der ATP-Gehalt wird Weizenkeimlinge [mg/ml]

mit Hilfe der Luciferase-katalysierten
Oxidation des Substrats Luciferin bestimmt. Diese Reaktion ist ATP-abhangig, und die entste-
hende Lumineszenz korreliert mit dem ATP-Gehalt der Zellen und ihrer Vitalitat. Die Daten sind
als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative
Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01.

Abb. 4.21: Morphologie der Zelllinie HT-29 nach 24 stiindiger Inkubation mit Weizenkeim-

lingen. Reprasentative Auswahl: (A) 0 mg/ml; (B) 1 mg/ml, (C) 10 mg/ml. Auffallig ist die bereits
bei 1 mg/ml auftretende verédnderte Zellmorphologie (kleinere Zellkonglomerate).
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In der Echtzeitmessung mit dem xCelligence-System (Abb. 4.22) wird deutlich,
dass der Effekt der Weizenkeimlinge mit einer gewissen Verzégerung und deut-
lich langsamer eintritt, als bei AVEMAR (10 mg/ml).

||l|1|lll|lllllllll|llll LB L L L L L |

‘Kontrolle

Zellzahl

\IIIIIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[[[IIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|

0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit (in h)

Abb. 4.22: Messungen zur Vitalitat in Echtzeit mit dem xCelligence-System. Gezeigt sind
die Ergebnisse fir die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 nach 24-stiindiger Inkubation mit Weizen-
keimlingen. Im direkten Vergleich zu AVEMAR (10 mg/ml) wird erkennbar, dass ein Effekt der
Weizenkeimlinge (10 mg/ml) schwéacher und viel spater zu beobachten ist.

4.3.2 Weizenlektin (Wheat Germ agglutinin)

Die Wirkung der Weizenlektine auf Zellen der Zelllinie HT-29 wurde mittels Kris-
tallviolett-Farbung, ATP-Assay und xCelligence-System untersucht. Die Kristall-
violett-Farbung (Abb. 4.23) und auch die ATP-Messung (Abb. 4.24) zeigen le-
diglich zytostatische bzw. schwach zelltoxische Effekte von Lektinen erst ab ei-
ner Konzentration von 50 pg/ml; die Echtzeitmessungen im xCelligence-System
(Abb. 4.25) hingegen lassen bei dieser Konzentration bereits auf starke zelltoxi-
sche Effekte schliel3en.

Morphologisch bilden die Zellen der Kolonkarzinomzellinie HT-29 unter dem
Einfluss des Weizenlektins nicht langer die fur sie typischen grof3en Konglome-
rate, sondern kleinere, diffus Gber den Boden verteilte Inseln (Abb. 4.23). M6g-
licherweise ist diese diffuse Verteilung Ursache fiur die diskrepanten Ergebnisse
mit dem RTCA-System.
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Abb. 4.23: Wirkung von Weizenlektinen auf Zellen der Kolonkarzinomzelllinie HT-29. Re-
prasentative Auswahl: (A) Wachstumskontrolle; (B) 5 pg/ml Lektine; (C) 50 pg/ml Lektine. Mit
der hdchsten Lektin-Konzentration (50 pg/ml) wird eine zytostatische Wirkung erreicht. Die Zel-
len bilden statt grof3er Konglomerate kleinere, diffus tber den Boden verteilte Nester. Die Daten
sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt Hierbei handelt es sich um repréasentati-
ve Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01.

Abb. 4.24: Bewertung der Zellvitalitat

mit Hilfe eines ATP-Assays. Zellen e

der Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wur-

den fur 24 Stunden mit Weizenlektinen 14000 -

inkubiert und anschlieRend der Assay |

durchgefiihrt. Der ATP-Assay beruht 12000 T 1

darauf, dass der intrazellulare ATP- Eﬂmﬂﬂ | ]

Gehalt durch den Zelltod abnimmt. Die | § 8000 -

Zellen werden lysiert und der ATP- E 6000 -

Gehalt wird mit Hilfe der Luciferase- | 3 4qgp -

katalysierten Oxidation des Substrats 2000 -

Luciferin bestimmt. Diese Reaktion ist

ATP-abhéngig, und die entstehende 0 0 ' 05 ' 5 ' 50 '
Lumineszenz Kkorreliert mit dem ATP- ’

Gehalt der Zellen und ihrer Vitalitat. Die Lektine [ug/mi]
Daten sind als Mittelwert mit Standard-

abweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um représentative Ergebnisse aus jeweils 6 Pa-
rallelwerten. ** P< 0.01.
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Abb. 4.25: Messungen zur Vitalitat in Echtzeit mit dem xCelligence-System. Gezeigt sind
die Ergebnisse fur die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 nach 24-stindiger Inkubation mit
Weizenlektinen (50 pg/ml). Im direkten Vergleich zu AVEMAR (10 mg/ml) und den Weizenkeim-
lingen (10 mg/ml) wird deutlich, dass die Vitalitat der Zellen durch die Lektine stark und frih ab-
fallt.

4.3.3 Weizenmehl und Gluten

Neben den Weizenkeimlingen stellt auch Weizenmehl einen wesentlichen Teil
des Weizenkorns dar und wurde deshalb aus Grunden der Vollstéandigkeit als
Negativkontrolle ebenfalls auf vitalitdtsmindernde Effekte untersucht.

Entgegen der Erwartung sorgte das Weizenmehl bei einigen der Zelllinien fur
ein deutlich vermindertes Wachstum. Hierzu z&hlen vor Allem die drei gynako-
logischen Tumore MDA-MB-468, MCF-7 sowie BT-20. Bei erstgenannter Zellli-
nie reichte bereits eine Weizenmehl-Konzentration von 3,35 + 0,35 mg/ml aus,
um die Zellvitalitat unter 50 % zu senken. Vergleichbare Daten wurden bei der
Kontrolle mit reinem Gluten erhoben. FUr die vier gastrointestinalen Zelllinien
(BXxPC-3, HRT-18, 23132/87, HT-29) qilt, dass weder Weizenmehl noch Gluten

einen wesentlichen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hatten.

In Tab. 4.6 sind die Ergebnisse vom Weizenmehl und AVEMAR vergleichend
dargestellt.
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Fur eine detailliertere Darstellung der in diesem Versuch empfindlichsten Zellli-
nie MDA-MB-468 und der ECso-Werte wird auf den Anhang verwiesen (Abb.
11.11 und Abb. 11.12).

Tab. 4.6: Beurteilung der Wirkung von Weizenmehl und AVEMAR nach 24 Stunden Inku-
bation.

Zelllinie Weizenmehl Weizenmehl AVEMAR

(20 mg/ml) (50 mg/ml) (20 mg/ml)
BxPC-3 ohne Wirkung zytostatisch zelltoxisch
HRT-18 ohne Wirkung zytostatisch schwach zytostat.
23132/87 ohne Wirkung ohne Wirkung zytostatisch
HT-29 ohne Wirkung ohne Wirkung zytostatisch

Begriffsklarung: Zelltoxisch: Im Vergleich zur Ausgangszellzahl nimmt der Anteil vitaler Zel-
len um mehr als 40 % ab; Zytostatisch: Im Vergleich zur Ausgangszellzahl bleibt der Anteil vi-
taler Zellen erhalten (ca. 80-100 %); Schwach zytostatisch: Im Vergleich zur Ausgangszell-
zahl nimmt der Anteil vitaler Zellen zwar zu, bleibt aber deutlich (>50 %) hinter der Wachstums-
kontrolle zurtick.
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5 Beantwortung der Fragen

In der vorliegenden Arbeit wurde das medizinische Nahrungsergénzungsmittel
AVEMAR an zwolf malignen Tumorzelllinien in vitro untersucht. Dabei sollte
insbesondere die Eigenschaft von AVEMAR geprift werden, oxidativen Stress
auszulésen. Da das Naturprodukt AVEMAR einen hohen Anteil an zelltoxischen
Benzochinonen (0,04 %) aufweist, die in der Lage sind, oxidativen Stress aus-
zuldsen, sollte Uberprift werden, ob der zelltoxische Effekt von AVEMAR auf
der Induktion von oxidativem Stress durch Benzochinone beruht.

1) Fur welche der getesteten Tumorzelllinien ist AVEMAR zelltoxisch und

wodurch wird die Starke des zelltoxischen Effektes beeinflusst?

Besonders wirksam war AVEMAR bei den Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-
MB-231, MCF-7, BxPC-3 sowie 23132/87. Diese Zelllinien weisen einen ECsg-
Wert von <10 mg/ml auf. Im Gegensatz dazu waren SKOV-3 und die drei Glio-
blastomzelllinien U-87, U-251 und U-13898 weitestgehend resistent gegentuber
der Inkubation mit AVEMAR (ECso >50 mg/ml). Die drei Zelllinien BT-20, HT-29
und HRT-18 weisen ECso-Werte zwischen >10 und <25 mg/ml AVEMAR auf
(Abb. 4.1). Ein Zusammenhang zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit der
Zellen und der Wirkung von AVEMAR wurde nicht gefunden. Dies bedeutet,
dass schnell wachsende Zellen nicht empfindlicher auf AVEMAR reagieren als
langsam wachsende. Ebenso konnte ausgeschlossen werden, dass die Wachs-
tumshemmung von AVEMAR auf unspezifischen Proteineffekten beruht. Hierzu
wurden unterschiedliche Proteinkonzentrationen ausgetestet (Abb. 11.5 und
Abb. 11.6).

2) Lést AVEMAR oxidativen Stress aus und wird dieser von
Benzochinonen vermittelt?

Um die Effekte der Reinsubstanz 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinon (DMBQ) mit

AVEMAR vergleichen zu kénnen, wurden &aquimolare Konzentrationen mit-

einander verglichen. Dabei entspricht die Konzentration an Benzochinonen von

10 mg/ml AVEMAR 24 umol/l DMBQ. Im Gegensatz zu 10 mg/ml AVEMAR wa-

ren 24 umol/l DMBQ fir nahezu samtlich getesteten Tumorzelllinien zelltoxisch.
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Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass der AVEMAR-Effekt nicht
ausschliefRlich auf einem Benzochinon-vermittelten Mechanismus, namlich der
Induktion von oxidativem Stress, beruht. Es ist anzunehmen, dass bei AVEMAR
zwar ebenfalls Radikale entstehen, es sich hierbei aber nicht um reaktive Sau-
erstoffspezies handelt. Hierfir sprechen der protektive Effekt von Glutathion
und die fehlende Wirksamkeit der Katalase bei der Zelllinie BXPC-3 (Tab. 4.3
und Tab. 4.4). Im Gegensatz dazu liel3 sich die Benzochinon-induzierte Radi-
kalbildung erfolgreich mit Katalase und Glutathion verhindern. AVEMAR I6st
aber nicht nur ,radikal-vermittelten“ Stress aus, wie fur die Tumorzelllinie BxPC-
3 gezeigt, sondern induziert auch zytostatische Effekte, wie sie an den Tumor-
zelllinien HT-29 und 23132/87 zu beobachten sind (Abb. 4.8 - Abb. 4.11).

3) Weisen auch andere Bestandteile des Weizenkorns zelltoxische Effekte
auf?

Zusatzlich zu AVEMAR wurden weitere Weizenprodukte getestet; hierzu geho-

ren Weizenkeimlinge, handelsibliches Weizenmehl vom Typ 405 und

Weizenlektine. Je nach Zelllinie wurde auch fur diese Weizenprodukte ein zell-

toxischer Effekt in vitro beobachtet (Tab. 4.5). Die Ergebnisse Uberraschen, da

fur diese Produkte kein wesentlicher zelltoxischer Effekt erwartet wurde und

bisher — mit Ausnahme der Lektine — auch nicht beschrieben ist.

Weizenkeimlinge und auch Weizenmehl sollten eigentlich keine zelltoxischen
Eigenschaften aufweisen. In Weizenkeimlingen liegen Benzochinone in gebun-
dener und damit inaktiver Form vor. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
gezeigt, dass Weizenkeimlinge zelltoxisch wirken kénnen. Dieser Effekt ist ge-
genwartig nicht geklart und beruht vermutlich auf der Wirkung verschiedener,
moglicherweise noch unbekannter Substanzen. Die Wirkung reiner
Weizenlektine, die ebenfalls zu den Inhaltsstoffen des Weizenkeimlings geho-
ren, war deutlich schwacher als die der Weizenkeimlinge und scheint somit

nicht fur die Zelltoxizitat der Weizenkeimlinge verantwortlich zu sein.

Weizenmehl, das aus Starke und Gluten besteht, weist ebenfalls zelltoxische
Eigenschaften auf, die moglicherweise durch Gluten vermittelt werden. Wie in

dieser Arbeit gezeigt, verfugt auch Gluten tber zelltoxische Eigenschaften.

-52-



6 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung von AVEMAR an zw6élf hu-
manen, malignen Zelllinien zu untersuchen. Anhand der vier Zelllinien BxPC-3,
23132/87, HRT-18 und HT-29 sollte geklart werden, ob die Wirkung von
AVEMAR auf der Entstehung von Benzochinon-vermitteltem oxidativem Stress
beruht oder ob dariber hinaus noch weitere Mechanismen identifizierbar sind.
Zudem wurden weitere Weizenprodukte auf etwaige zelltoxische Wirkungen
Uberpraft.

6.1 Chinon-vermittelter oxidativer Stress

Durch das National Cancer Institute (USA) sind seit dem Jahr 1955 mehr als
600.000 naturlich vorkommende und synthetische Stoffe auf ihre antikanzero-
gene Wirkung untersucht worden; darunter befinden sich 1 500 Verbindungen
mit chinoiden Strukturen (Staquet et al. 1983). Zu den antineoplastisch wirksa-
men Chinonen werden nur diejenigen gezahlt, die reaktive bzw. heterozyklische
Gruppen (p-Benzochinone) tragen oder in groRerem MalRe substituiert sind —
wie z.B. Anthrachinone / Anthrazykline (Driscoll et al. 1974). Zur letzteren
Gruppe zéhlen beispielsweise Doxorubicin und Daunorubicin, die einen grof3en
Stellenwert in modernen Chemotherapien haben (Piccart-Gebhart 2006). Der
Hauptmechanismus jener Strukturen basiert auf der verstarkten Bildung reakti-
ver Semichinonradikale (Abb. 1.3), die ihrerseits die Bildung von Sauerstoffradi-
kalen (Tab. 6.1) induzieren (Bachur et al. 1978).

Tab. 6.1: Reaktive Sauerstoffspezies.

ROS Bezeichnung Gezeigt sind reaktive Sauerstoffspezies
- (ROS) in der Reihenfolge abnehmen-
HO Hydroxyl-Radikal der Reaktivitit. Je hoher die Reak-

tivitdt, desto geringer die Lebensdauer

102 Singulett-Sauerstoff des Radikals. Tabelle modifiziert nach
HO,' Hydroperoxyl-Radikal Siems 2005.

0, Superoxid-Radikal

RO’ Alkoxyl-Radikal
ROO’ Peroxyl-Radikal

H,0O, Wasserstoffperoxid
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Wie aus Abb. 6.1 ersichtlich, basieren Daunorubicin und Doxorubicin so wie die
in dieser Arbeit untersuchten 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone (DMBQ) auf
Chinonstrukturen. Der durch DMBQ-vermittelte zelltoxische Effekt beruht auf
der Induktion von oxidativem Stress, wie auch Daten der vorliegenden Arbeit
zeigen. Hierfur sprechen die Ergebnisse zur protektiven Wirkung von Katalase
und Glutathion. DMBQ war fir sdmtliche in dieser Arbeit getesteten Zelllinien in
Kombination mit Ascorbinsaure zelltoxisch. Diese Resultate bestatigen im We-

sentlichen Beobachtungen der aktuellen Literatur (Pethig et al. 1983).

C 0

NH, NH>

Abb. 6.1: Auswahl zelltoxischer Chinone. (A) Mitomycin C, (B) Menadion, (C) 2,5-Bis-
aziridinyl-1,4-benzochinon, (D) der Paracetamol-Metabolit N-Acetyl-p-benzochinonimin, (E)
Daunorubicin und (F) Doxorubicin. S&dmtliche Substanzen weisen eine Chinonstruktur auf, de-
ren Zelltoxizitat durch die Bildung freier Radikale und die Induktion von oxidativem Stress ver-
mittelt wird (O’Brien 1991). Abbildungen aus dem Online-Katalog von Sigma-Aldrich und aus
Wikipedia lbernommen.

Mit den in dieser Arbeit erzielten Daten wird folgendes Modell (Abb. 6.2) zur
Wirkungsweise von 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen vorgeschlagen. Grund-
lage fur dieses Modell ist, dass sowohl Ascorbinsaure als auch Benzochinone

von der Zelle aufgenommen werden. Ascorbinsaure wird dabei Uber die Natri-
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um-abhangigen Transporter SVCT1/SVCT2 (sodium-dependent vitamin C
transporter) oder in der oxidierten Form als Dehydroascorbinsaure Uber die He-
xose-Transporter GLUT 1, GLUT 3 und GLUT 4 in die Zelle transportiert (Savini
et al. 2008). Die apolaren Benozochinone gelangen mdglicherweise ohne spe-
zielle Transporter in die Zellen. Ascorbinsaure induziert als Elektronendonor die
Bildung von Semichinonradikalen, die ihrerseits die Bildung reaktiver Sauer-
stoffradikale auslosen (Abb. 6.2). Diese Annahme wird durch den protektiven
Effekt von Glutathion und Katalase nach Zugabe zu den Zellen belegt. Wah-
rend Glutathion in die Zellen transportiert wird (s. unten), bleibt die Katalase mit
hoher Wahrscheinlichkeit aufgrund ihres Molekulargewichts von 250 kDa
(Schroeder et al. 1964) auRRerhalb der Zelle; ein Transport der Katalase in die
Zelle erscheint unwahrscheinlich. Da Wasserstoffperoxid relativ stabil ist (Tab.
6.1), wird ein Gradient von innen nach auf3en angenommen, denn nur so ist die
Wirksamkeit der Katalase zu erklaren. Die fehlende Polaritdt von Wasserstoff-

peroxid lasst es durch die Zellmembran nach auf3en diffundieren.

Die Bildung von Superoxid-Radikalen wird angenommen, konnte in der vorlie-
genden Arbeit aber experimentell nicht bestatigt werden. Die Superoxid-
dismutase (Kupfer/Zink-SOD) mit einem Molekulargewicht von 32 kDa (Keele et
al. 1971) und somit erheblich kleiner als die Katalase, gelangt auch wie diese
nicht ins Zellinnere (Abb. 6.2). Die in der Zelle entstehenden polaren Super-
oxidanionen sind so reaktiv, dass sie sofort in weniger reaktive Sauerstoffspezi-
es umgewandelt werden (Abb.1.5 und Tab. 6.1). Die zugegebene
Superoxiddismutase bleibt somit wirkungslos. Im Gegensatz dazu schitzt die
Zugabe von Glutathion die Zellen nachweislich vor oxidativem Stress. Der
protektive Effekt von Glutathion gegentber toxischen Chinonen (beispielsweise
Adriamycin) wurde bereits mehrfach gezeigt (Babson et al. 1981).
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Abb. 6.2: Modell zur Wirkweise von 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen. Nach Aufnahme
von Ascorbinsdure und Benzochinonen durch die Tumorzelle kommt es zur intrazellularen Bil-
dung zelltoxischer Semichinonradikale, die die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ausldsen (s.
hierzu auch Abb. 1.5 und Tab. 6.1). Zu den Zellen zugegebenes Glutathion und Katalase wirken
dem oxidativen Stress entgegen. Zeichenerklarung: ,L“ steht fur die Fahigkeit, oxidativen
Stress zu verhindern; der ,Blitz“ bedeutet die Induktion von Zellschdden durch die reaktiven
Sauerstoffspezies; gruner Pfeil: die Substanz ist membrangéngig; roter Pfeil mit Querbalken:
die Substanz ist nicht membrangéangig; rote Pfeile innerhalb der Zelle: Bildung von Sauerstoff-
radikalen.

Da die Oxidation von Glutathion und die damit verbundene Detoxifikation der
reaktiven Sauerstoffspezies enzymatisch vermittelt wird (Abb. 1.5), ist dessen
intrazellulare Aufnahme zwingend erforderlich. Nur so ist sein protektiver Effekt
zu erklaren (Abb. 6.2). Daten von Martensson et al. deuten darauf hin, dass die
intrazellulare Aufnahme von Glutathion in nur geringem Mal3e ablauft und es
erst nach seiner Spaltung in die einzelnen Aminoséuren von der Zelle aufge-
nommen wird. Innerhalb der Zelle werden dann die Spaltprodukte wieder zu
Glutathion zusammengesetzt (Martensson et al. 1990). Sollte es sich hierbei
um den Hauptmechanismus des Glutathiontransports in die Zelle handeln, dann
muss es sich hierbei um extrem schnelle Transportvorgange und/oder enzyma-

tische Reaktionen handeln.
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Glutathion (Abb. 6.3) besteht aus den drei Aminoséuren Glutaminsaure, Cystein
und Glycin und tragt aus diesem Grund auch die Bezeichnung y-L-Glutamyl-L-
cysteinyl-glycin. Der Vollstandigkeit halber ist anzumerken, dass es sich hierbei
um keine echte Peptidbindung, sondern um eine sogenannte
Pseudopeptidbindung handelt. Die Amidbindung wird enzymatisch zwischen
Glutaminsaure und Cystein Uber die y-Carboxylgruppe statt der o-Carboxyl-
gruppe gebildet (Beutler 1989). Da Glutaminsaure und Glycin zu den nicht-
essentiellen Aminosauren gehoren, ist der Vorrat an Cystein der limitierende
Schritt der Glutathion-Synthese.

A

oS B 0 NH;
HOOC\/\)J\ N.__CooH N
H ~ _OOC/\N W\COO_
NH, o H 5
S

Abb. 6.3: Glutathion. Das Tripeptid gehort zu
den wichtigsten antioxidativ wirksamen Moleku-

|

S

0 H

len des menschlichen Korpers. Aus zwei Mole- - \/\)J\ -
kiilen GSH (A) entsteht ein Molekiil GSSG (B). | OOC™ N N €00
Urséchlich fur das schitzende Potential des §1H+ H O
Glutathionmolekiils ist dessen Thiolgruppe (SH). 3

6.2 Bedeutung von Benzochinonen fur die zelltoxische Wirkung von
AVEMAR

Der Fokus dieser Arbeit lag unter anderem auf dem Nachweis und der Quantifi-
zierung der zelltoxischen Eigenschaft von AVEMAR bei einer Vielzahl unter-
schiedlicher Tumorzelllinien. Bei allen untersuchten Zelllinien war ein wachs-
tumshemmender Effekt zu beobachten, der je nach Zelllinie unterschiedlich
stark ausgepréagt war. Die Starke der Wirkung von AVEMAR bewegte sich von
extrem zelltoxisch bis hin zu weitestgehend unwirksam (Abb. 4.1). Auf eine Be-
schreibung aller durch AVEMAR verursachten in vitro Effekte (Abb. 6.4) wird an
dieser Stelle verzichtet und auf ausfuhrliche Publikationen verwiesen (Telekes
et al. 2009, Johanning und Wang-Johanning 2007).

In der Literatur wird immer wieder auf Benzochinone, insbesondere 2,6-Di-
methoxy-1,4-Benzochinone und 2-Methoxy-1,4-Benzochinone, als aktive Wirk-

substanzen von AVEMAR hingewiesen (Hidvégi et al. 1999). Trotz dieser be-
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reits seit langerer Zeit behaupteten Vermutung wurde diese aber bisher nie ex-
perimentell Uberpruift.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der von
AVEMAR vermittelte zelltoxische Effekt trotz des hohen Gehalts an freien
Benzochinonen nicht ausschlief3lich auf der Induktion von oxidativem Stress be-
ruht. Ein Hinweis fur die Richtigkeit dieser Vermutung ist, dass weder Glutathion
(GSH) noch Katalase in der Lage sind, den zytostatischen Effekt von AVEMAR
zu verhindern. Nur bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 - hier wirkt
AVEMAR zelltoxisch - war fur Glutathion (Abb. 4.14) ein protektiver Effekt zu
beobachten. Gleichzeitig war die Katalase tberraschenderweise ohne Wirkung,
sodass zu vermuten ist, dass in diesem Fall weder Wasserstoffperoxid noch
weitere Sauerstoffradikale entstehen. Da aber Glutathion den zelltoxischen Ef-
fekt von AVEMAR kompensiert, wird dies als Hinweis gewertet, dass zwar Ra-
dikale bzw. toxische Metabolite entstehen, diese aber nicht zu den reaktiven
Sauerstoffspezies gehdren. Um welche Art von Radikalen es sich hierbei han-
delt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart. Es ist bekannt, dass Chinon-
vermittelte Zelltoxizitat nicht immer zur Auslésung von oxidativem Stress flhrt.
Einige der gering substituierten Benzochinone oxidieren den Glutathion-Pool
Uber die Bildung von Chinon-Glutathion-Komplexen; hierbei kommt es ohne Bil-

dung reaktiver Sauerstoffspezies zur Schadigung von Zellen (Rossi et al. 1986).

Die beobachtete Diskrepanz bei der Zelltoxizitat zwischen AVEMAR (10 mg/ml)
und der aquimolaren Konzentrationen an 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinonen
(24 umol/l) widerspricht ebenfalls der Annahme, dass der hohe Anteil an
Benzochinonen von 0,04 % im AVEMAR als uneingeschranktes Wirkprinzip von
AVEMAR anzusehen ist. Die 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone waren durch-
weg deutlich zelltoxischer als das Naturprodukt AVEMAR. Es ist allerdings an-
zumerken, dass es grundsatzlich schwierig ist, die Wirkung eines so komplexen
Naturproduktes wie AVEMAR auf eine einzige aktive Substanz zurick zu fih-
ren, zumal die exakte Zusammensetzung von AVEMAR nicht genau bekannt ist
(Telekes et al. 2009).
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Abb. 6.4: Intrazellulare und extrazellulare Effekte von AVEMAR. Die von AVEMAR vermit-
telten Effekte sind vielfaltig, beruhen aller Wahrscheinlichkeit nach aber nicht ausschlie3lich auf
der Induktion von oxidativem Stress. Eine detaillierte Beschreibung aller von AVEMAR vermit-
telten Effekte ist publiziert (Telekes et al. 2009, Johanning und Wang-Johanning 2007).

6.3 Bedeutung von AVEMAR in der Onkologie
6.3.1 Ern&hrungsphysiologische Besonderheiten onkologischer Patien-
ten

Ein bei onkologischen Patienten haufig beobachtetes Phanomen ist die im Lau-
fe der Erkrankung auftretende massive Gewichtsabnahme, die als Tumorka-
chexie bezeichnet wird. Die Ausbildung dieses Syndroms wird zum einen durch
die ,parasitaren“ Eigenschaften des Tumors selbst, zum anderen durch die oft
einhergehende verringerte Nahrungsaufnahme begunstigt. Es ist hierbei anzu-
merken, dass Grad und Geschwindigkeit der Tumorentwicklung unabh&ngig
von der aufgenommenen Nahrungsmenge sind. Der Tumor reguliert seine
Nahrstoffversorgung durch die Produktion von Botenstoffen, die zum Abbau
korpereigener Reserven in Skelettmuskulatur und Organen fiihren. Welche
exakten molekularen Vorgange die Entwicklung der Tumorkachexie auslésen
und férdern, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstdndig verstanden. Ein aktuel-
les Modell zur Pathogenese der Tumorkachexie (Abb. 6.5 A) beschreibt die Be-
teiligung chronisch-entziindlicher Mediatoren an diesem Syndrom, die fur die
metabolische Entgleisung und den massiven kérperlichen Abbau verantwortlich
sind (Tisdale 2009).
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Abb. 6.5: (A) Aktuelles Modell zur Pathogenese der Tumorkachexie (Tisdale 2009) und
(B) multimodale Therapiekonzepte zur Tumorkachexie. Modifiziert nach Fearon 2008.

Die Tumorkachexie stellt fiir das Uberleben von Krebspatienten einen wesentli-
chen pradiktiven Faktor dar. Beispielsweise zeigen Chemotherapien bei diesem
Kollektiv eine deutlich schlechtere Wirkung (Bauer und Capra 2005). Die be-
denkliche Erndhrungssituation bei diesen Patienten fuhrt auch zu einer Ver-
schlechterung der Immunabwehr (Blackburn et al. 1977). Die Behandlung einer
manifesten Tumorkachexie ist auRerst schwierig; aus diesem Grund sollte be-
reits frihzeitig — am besten noch vor Auftreten einer klinisch manifesten Ge-
wichtsabnahme — auf zahlreichen Ebenen simultan interveniert werden. Hierzu
sind multifaktorielle Therapieansatze notwendig (Abb. 6.5 B), zu denen auch
medizinische Nahrungserganzungsmittel gehoren. Die in der klinischen Praxis
eingesetzten Mittel, wie z.B. Fresubin von Fresenius Kabi Deutschland, weisen
sowohl eine hohe Energiedichte als auch eine optimale Nahrstoffverteilung auf
und sind konzipiert worden, um dem Prozess des physischen Verfalls bestmog-
lich entgegenwirken zu kénnen. Andere Nahrungserganzungsmittel, wie z.B.

AVEMAR, verfiigen Uber antikanzerogene und antiinflammatorische Eigen-
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schaften und kdnnten somit eine ideale Erganzung fur eine supportiv-adjuvante

onkologische Therapie darstellen.

6.3.2 AVEMAR als supportives Adjuvanz

Onkologische Patienten mit unterschiedlichen Krebserkrankungen (Kolorektales
Karzinom, Melanom, Karzinome des Kopfes und des Halses), die neben ihrer
leitliniengerechten Tumorbehandlung taglich die empfohlene Dosis von 9 g
AVEMAR pro Tag erhielten, profitierten sowohl bei Lebensqualitéat als auch im
Hinblick auf Uberleben von dieser supportiven MaRnahme. Dies wurde durch
zahlreiche Studien belegt (Jakab et al. 2003; Demidov et al. 2008; Sukkar et al.
2008), wobei aber nur in der von Demidov et al. initiierten Studie die Patienten
randomisiert waren. Die haufig propagierte Tagesdosis von 9 g AVEMAR muss
allerdings kritisch betrachtet werden. Eine normalgewichtige Person von 70 kg
mit ca. 5 Liter Plasmavolumen erreicht eine Plasmakonzentration von
1,8 mg/ml?. Dieser Wert liegt somit deutlich unter dem niedrigsten in dieser Ar-
beit bestimmten ECso-Wert von 2,55 + 0,07 mg/ml (Abb. 4.1). Andererseits wur-
den die ECso-Werte in vitro bestimmt und sind somit nicht ohne weiteres auf die

Situation in vivo Ubertragbar.

AVEMAR ist sehr gut mit den Ublichen und leitliniengerechten Chemotherapien
kombinierbar, ohne dass die Wirksamkeit der Therapie darunter leidet oder ver-
starkt Nebenwirkungen auftreten; dies wurde bereits erfolgreich gezeigt
(Szende et al. 2004). Beispielsweise erhoht AVEMAR die Effizienz von Tamoxi-
fen bei Ostrogen-Rezeptor-positiven Mammakarzinomzellen (Marcsek et al.
2004). Selbst bei hohen Dosen von AVEMAR wurden keine wesentlichen toxi-
schen Nebenwirkungen (Mutagenitat, Genotoxizitat) beobachtet (Heimbach et
al. 2007). Dabei wirkt AVEMAR in gewissem Mal3e selektiv auf maligne Zellen
(Comin-Anduix et al. 2002), was auch die wesentlich geringere zelltoxische
Wirkung von AVEMAR auf die in dieser Arbeit untersuchten dermalen
Fibroblasten (NHDF-p) zeigt (Abb. 11.3).

% Die Berechnung basiert auf der Annahme einer verlustfreien Resorption von AVEMAR im Darmtrakt.
Zudem wurde ein moglicher first pass effect® vernachléassigt sowie ein Verteilungsvolumen von
<1,0 Liter/kg (Verhéltnis von Gesamtmenge des verabreichten Stoffs zur Plasmakonzentration des ent-
sprechenden Stoffs) angenommen.
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Die Herstellung von AVEMAR erfolgt mittels des ,good manufacturing process*
(International Application No.: PCT/HU1998/000077). Dieses Verfahren legt im
Wesentlichen den Extraktionsvorgang von AVEMAR aus Weizenkeimlingen
fest. Hierdurch werden die in Weizenkeimlingen vorkommenden 2,6-Dimethoxy-
1,4-Benzochinone und 2-Methoxy-Benzochinone aus ihrer glykosidischen Bin-
dung geldst und somit in ihre aktive Form tberfuhrt — Voraussetzung fur das an-
tikanzerogene Potential von AVEMAR. Nicht mit diesem Verfahren behandelte
Weizenkeimlinge sollten somit keine zelltoxische Wirkung aufweisen. Daten der
vorliegenden Arbeit belegen jedoch, dass auch ,gewohnliche” Weizenkeimlinge
zelltoxisch wirken, die je nach Zelllinie sogar starker wirksam waren als
AVEMAR. Die Interpretation der Ergebnisse ist jedoch nicht abschlieRend, da
auch der Weizenkeimling zahlreiche Wirkmolekile enthalt. Es muss weiterhin
bedacht werden, dass sich handelsiibliche Weizenkeimlinge je nach Hersteller
stark in ihrer Zusammensetzung unterscheiden und die erhobenen Daten zu ei-
nem Produkt sich nur in geringem Mal3e auf andere Weizenkeimprodukte tUber-

tragen lassen (Telekes et al. 2009).

Weizenlektine, die ihr zelltoxisches Potential in friheren Arbeiten gezeigt haben
(Valentiner et al. 2003; Goldschmidt et al. 1997) und Bestandteil von Weizen-
keimlingen sind, kdnnen nach den erhobenen Daten nur unzureichend als akti-
ve Substanz fur die zelltoxischen Eigenschaften von AVEMAR oder Weizen-
keimlingen herangezogen werden: die zelltoxische Wirkung fiel nach den Er-
gebnissen der Kristallviolett-Farbung (Abb. 4.23) und ATP-Messung (Abb. 4.24)

vergleichsweise schwach aus.

Eine mogliche Erklarung fir die zelltoxische Wirkung von Weizenkeimlingen
(und auch von AVEMAR) konnte der hohe Gehalt an Polyphenolen und
Flavonoiden sein, die sich vor allem in der Fruchtschale befinden. Dieser Sub-
stanzklasse werden antioxidative, antikanzerogene und antiinflammatorische
Eigenschaften zugeschrieben (Dykes und Rooney 2007). Polyphenole (dazu
zéhlen unter anderem auch Benzochinone) und Flavonoide sind Bestandteil
von Gemtuse, Obst und anderen pflanzlichen Produkten wie z.B. NUssen. Laut
der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung dienen diese Stoffe den Pflanzen

selbst als Wachstumsfaktoren (www.dge.de). Beim Menschen greifen die
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Flavonoide und Polyphenole in zahlreiche Stoffwechselvorgange ein. Durch ih-
re antioxidative Wirkung gelten sie als Radikalfanger. Sie schitzen das kardio-
vaskulare System und beugen der Entstehung einiger Krebserkrankungen vor
(Ross und Kasum 2002). Diese Stoffe konnten die Wirksamkeit der beobachte-
ten in vitro Zelltoxizitat erklaren. Eine ausreichende Versorgung mit

Polyphenolen kdnnte die Situation von Krebspatienten verbessern.

6.3.3 Kombination von AVEMAR mit einer ketogenen Diat

Es ist bekannt, dass Kohlenhydrate und vor allem Glukose die Hauptenergie-
quelle fur zahlreiche Tumoren darstellen (Gatenby und Gillies 2004). Somit
stellt auch der Glukosestoffwechsel ein potentielles Ziel flr onkologische The-
rapien dar (Mathupala et al. 2009). Fir AVEMAR wurde in friiheren Publikatio-
nen ein Einfluss auf den Glukosestoffwechsel, insbesondere auf die Glykolyse
beschrieben (Boros et al. 2001; Comin-Anduix et al. 2002). Die Kombination
von AVEMAR mit einer ketogenen Diat kdnnte den antikanzerogenen Effekt
von AVEMAR noch verstarken und somit einen zuséatzlichen Benefit fiir onkolo-
gische Patienten bedeuten. Bei dieser Form der Erndhrung wird der Anteil an
Kohlenhydraten, vor allem Zucker, massiv verringert (<50 g/Tag, pers. Mittei-
lung Prof. Dr. rer. nat. Ulrike Kammerer, Universitatsklinikum Woirzburg).
AVEMAR lie3e sich unproblematisch mit einer ketogenen Diat kombinieren, da
bei der ublichen Tagesdosis von 9 g AVEMAR nur ca. 6 g Kohlenhydrate auf-

genommen werden.

Den Tumorzellen wird mit einer ketogenen Diat die Hauptenergiequelle Glukose
entzogen. Zusétzlich werden die Blutspiegel von Insulin und IGF-1 (insulin-like-
growth factor) verringert, die ansonsten das Tumorwachstum stimulieren
(Kaaks und Lukanova 2001). Des Weiteren verschiebt sich der Metabolismus in
Richtung Fettsaureabbau (B-Oxidation), der eine ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff erfordert. Da im Tumorgewebe haufig hypoxische Zustande
(<10 mmHg) herrschen (Ho6ckel und Vaupel 2001), kbnnen Krebszellen nicht
ohne Weiteres auf die Energiegewinnung durch Fettsaureabbau zurlckgreifen
(Grey et al. 1975; Holm et al. 1995). Tumore induzieren zudem héaufig eine pe-
riphere Insulinresistenz, sodass gesundes Gewebe schlechter mit Glukose ver-

sorgt wird (Mulligan und Tisdale 1991). Bei Einhaltung einer ketogenen Diat

-63 -



wird somit die Energieversorgung der Krebszellen in relativ héherem Mal3e ein-
geschrankt, da sich peripheres, gesundes Gewebe problemlos auf den sauer-
stoffabhangigen Abbau von Fettsauren umstellen kann. In zahlreichen friiheren
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass dieser Substratmangel zu einer Verzdge-
rung des Tumorwachstums fuhrt (Nebeling et al. 1995; Otto et al. 2008; Zhou W
et al. 2007) und der Verlust von Fett- und Muskelmasse durch eine kohlenhyd-
ratreduzierte und fettreiche Ernahrung unter Kontrolle gebracht werden kann
(Holm 2007). Zudem kann mit dieser Form der Erndhrung die Lebensqualitat
onkologischer Patienten verbessert werden (Schmidt M et al. 2011). Experi-
mentelle Daten zur Kombination von AVEMAR mit einer ketogenen Diat stehen

allerdings noch aus.

6.3.4 AVEMAR - Nahrungserganzungsmittel oder Medikament?

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die klinische Studienlage zu AVEMAR noch sehr be-
grenzt, um es uneingeschrankt zu empfehlen. Hierzu bedarf es weiterer, vor al-
lem groRBerer und randomisierter Studien (Mueller und Voigt 2011). Ergebnisse
dieser, aber auch friherer in vitro Untersuchungen sind sehr viel versprechend
und weisen AVEMAR ein supportives und vielschichtiges antikanzerogenes Po-
tential zu. Gute Vertraglichkeit und fehlende Toxizitat lassen die Anwendung
des rezeptfreien Naturprodukts AVEMAR zusatzlich zur leitliniengerechten Be-

handlung als durchaus vertretbar erscheinen.

Es ist bekannt, dass onkologische Patienten Uberaus motiviert sind, Uber
Chemo- und Strahlentherapie hinausgehend, aktiv gegen ihr Krebsleiden anzu-
kampfen. Die Empfehlung solcher supportiver Produkte, deren zugrunde lie-
genden Mechanismen weitestgehend aufgeklart sind und fir die ein wissen-
schaftlicher Nachweis ihrer Wirksamkeit vorliegt, wére sicherlich ein groRRer

Fortschritt fir die ganzheitliche Betreuung onkologischer Patienten.
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7 Ausblick

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis, dass die
Wirkung von AVEMAR nicht ausschlieBlich auf der Entstehung von
Benzochinon-vermitteltem oxidativem Stress beruht. So wird der zytostatische
Effekt von AVEMAR mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht durch oxidativen
Stress ausgelost. Dies wurde in Experimenten mit verschiedenen Tumorzellen
unter Normoxie gezeigt. Somit ist die fur den zytostatischen Effekt von
AVEMAR verantwortliche Substanz bzw. Substanzen noch unbekannt. Ein An-
haltspunkt sind die in den Weizenkeimlingen (aus denen AVEMAR durch Fer-
mentierung gewonnen wird) vorkommenden Polyphenole und Flavonoide, de-

nen eine antikanzerogene Wirkung zugesprochen wird.

Da die Sauerstoffversorgung von Tumoren fluktuiert und somit innerhalb grofRer
Tumoren sowohl normoxische als auch hypoxische Areale vorliegen (Gatenby
und Gillies 2004), wére es fur weiterfihrende Arbeiten interessant, die geteste-
ten Tumorzelllinien ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen zu untersuchen.
Mit solchen Versuchen lieRe sich klaren, ob der von AVEMAR vermittelte Effekt
von Sauerstoff abhangig ist. Dies ist gerade unter dem Aspekt interessant, dass
zahlreiche Tumoren nahezu ausschlie3lich anaerobe Glykolyse zur Energiege-
winnung betreiben und einer der postulierten Effekte von AVEMAR die Hem-

mung der Glykolyse ist.

Fiur AVEMAR wurde in friheren Publikationen ein Einfluss auf den
Glukosestoffwechsel, insbesondere auf die Glykolyse beschrieben (Boros et al.
2001; Comin-Anduix et al. 2002), weshalb sich moglicherweise die Effektivitat
von AVEMAR durch Kombination mit einer ketogenen Diat steigern lasst. Die
ketogene Diat schrankt zwar das Kohlenhydratangebot erheblich ein, jedoch si-
chert der hohe Fettanteil in der Diat die Energiegewinnung, sodass es zu kei-
nem Abbau kérpereigener Substanz - in erster Linie von Muskulatur - kommt.
Ein solches Erndhrungsregime ware sicherlich geeignet, um in experimentell-

klinischen Untersuchungen geprtft zu werden.
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8 Zusammenfassung

Die zelltoxische Wirkung von AVEMAR, einem medizinischen Nahrungsergan-
zungsmittel, wurde erstmalig an einer Vielzahl humaner Tumorzelllinien syste-

matisch untersucht.

Die einzelnen Tumorzelllinien reagierten sehr unterschiedlich auf die Inkubation
mit AVEMAR. So weisen vier der zwolf Tumorzelllinien (33 %) einen ECso-Wert
von mehr als 50 mg/ml auf und waren somit resistent gegentuber AVEMAR,
wahrend funf der zwolf Tumorzelllinien (42 %) einen ECso Wert von <10 mg/ml
aufweisen. Fur drei Zelllinien wurde ein ECso-Wert zwischen >10 und <25
mg/ml nachgewiesen. Zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen und
ihrer Empfindlichkeit gegentiber dem AVEMAR-Effekt war kein Zusammenhang
zu erkennen; ebenso wurde ausgeschlossen, dass der AVEMAR Effekt auf ei-

ner unspezifischen Wirkung beruht.

Zur weiteren Untersuchung wurden vier der zwolf Zelllinien ausgewéhlt: BXPC-3
(ECso: 4,9 + 0,42 mg/ml); 23132/87 (ECso: 9,3 +0,28 mg/ml); HT-29 (ECso:
15,35+ 0,21 mg/ml) und HRT-18 (ECso: 21,3 + 0,42 mg/ml). Die Wirkung von
10 mg/ml AVEMAR auf diese vier Zelllinien war nach einer Inkubationsdauer
von 24 Stunden: zelltoxisch (BxPC-3), zytostatisch (23132/87 und HT-29) und
schwach zytostatisch (HRT-18).

Insbesondere fir HRT-18 war der zytostatische Effekt von AVEMAR begrenzt
und bereits nach 48 Stunden in Kultur ohne AVEMAR nicht mehr zu beobach-
ten. Im Gegensatz dazu war der zelltoxische Effekt von AVEMAR auf Zellen der
Linie BXPC-3 extrem rasch (<24 Stunden) und absolut irreversibel. Dieser zell-
toxische Effekt &ahnelt der Wirkungsweise von 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzo-
chinonen, wobei nicht geklart ist, ob reaktive Sauerstoffspezies oder andere
Formen von Radikalen, z.B. Stickstoffradikale, entstehen. Diese Vermutung
wird dadurch gestutzt, dass ausschlief3lich Glutathion, welches als Radikalfan-
ger an zahlreichen enzymabhadngigen Reduktionsreaktionen beteiligt ist, die
zelltoxische Wirkung von AVEMAR kompensieren konnte. Katalase, die die

Detoxifikation von Wasserstoffperoxid katalysiert, zeigte in Gegenwart von
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AVEMAR keine Wirkung, war aber in Gegenwart von Benzochinonen wirksam.
Da bei oxidativem Stress auch Wasserstoffperoxid entsteht, scheint die zelltoxi-
sche Wirkung von AVEMAR bei BxPC-3 nicht auf Auslésung von oxidativem
Stress zu beruhen, sondern auf der Induktion von Radikalen bzw. toxischen

Metaboliten anderer Art.

Der bei den Tumorzelllinien 23132/87 und HT-29 beobachtete, weniger aggres-
sive zytostatische Effekt von AVEMAR basiert nicht auf der Induktion freier Ra-
dikale, da Glutathion ohne Wirkung war. Mit der Zytostase einhergehend war
eine deutliche Verringerung des intrazellularen ATP-Gehalts um bis zu 60 % bei
10 mg/ml bzw. 100 % bei 50 mg/ml AVEMAR.

Zusatzlich zur Wirkung von AVEMAR wurden weitere Weizenprodukte auf még-
liche zelltoxische bzw. zytostatische Effekte getestet und zwar Weizenkeimlin-
ge, handelsubliches Weizenmehl vom Typ 405 und Weizenlektine. Interessan-
terweise wurde je nach Zelllinie auch fur diese Weizenprodukte ein zelltoxischer

Effekt in vitro nachgewiesen.

AVEMAR weist zelltoxische und zytostatische Effekte auf. Beide Effekte werden
nicht Uber oxidativen Stress vermittelt. Die zelltoxische Wirkung von AVEMAR
wird durch Nicht-Sauerstoffradikale bzw. toxische Metabolite vermittelt. Damit
wurde der postulierte Hauptmechanismus von AVEMAR - namlich die Induktion

von oxidativem Stress durch Benzochinone - nicht bestéatigt.

AVEMAR stellt ein nebenwirkungsarmes, gut vertragliches und ginstiges Nah-
rungserganzungsmittel dar. Die vorliegende Arbeit, aber auch klinische Studien
haben eine Wirksamkeit von AVEMAR gegeniuber Tumoren gezeigt. Da zahl-
reiche onkologische Patienten sehr motiviert sind, neben der Chemo- und Ra-
diotherapie, weitere Mal3hahmen gegen ihr Krebsleiden zu ergreifen, sind Emp-
fehlungen von Supportivprodukten, deren zugrunde liegenden Mechanismen
weitestgehend aufgeklart sind und fur die ein wissenschaftlicher Nachweis ihrer
Wirksamkeit vorliegt, sicherlich ein zu begrif3ender Schritt zur ganzheitlichen

Betreuung onkologischer Patienten.
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11 Appendix
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Abb. 11.1: Darstellung von Wachstumskinetik (A) und Verdoppelungszeit (B) der geteste-
ten Tumorzelllinien. Die Proliferationsrate der einzelnen Zelllinien wurde mit dem Kristallvio-
lett-Assay photometrisch bestimmt. Als Referenzwert wurde die gemessene Extinktion nach 24-
stiindiger Inkubation in Kulturmedium definiert. Die Proliferationsraten nach 48- bzw. 72-
stiindiger Inkubation mit Kulturmedium in Prozent berechnen sich wie folgt: Proliferationsrate =
[Extinktionswert (nach 48 h bzw. 72 h) / Extinktionswert (nach 24 h)] * 100. Eine prozentuale
Wachstumsrate von > 300 % wurde in dieser Arbeit als ein schnelles Wachstum definiert. Pro
Messzeitpunkt wurden jeweils 10 Parallelwerte gemessen. Die zugrunde liegenden Messwerte
wurden in Zusammenarbeit mit Kilian Eich erstellt. (B) Die Daten sind als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um mindestens zwei Wiederholungen mit
jeweils 5 Parallelwerten.

Abb. 11.2: In Kulturmedium geldste Ascorbinsaure
und 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone (DMBQ). Lin-
kes Rohrchen: 100 mg/ml Ascorbinséaure, rechtes
Rohrchen 0,1 mg/ml DMBQ. Wie von der Molekil-
struktur (Abb. 1.3) her zu erwarten, l6ste sich DMBQ
sehr schlecht in wassriger Losung. Der Pfeil deutet auf
das DMBQ-Sediment hin.
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Abb. 11.3: Vitalitat humaner Fi-

broblasten (NHDF-p) nach 24 nkcabation.

Stunden Inkubation mit AVE- 250 - s
MAR (A) und Weizenlektinen (B).
Nur bei der hdchsten Konzentration
von 50mg/ml AVEMAR bzw.
50 pg/ml Weizenlektin zeigt sich ein
signifikanter zelltoxischer Effekt. Die E 50 ﬂ
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Abb. 11.4: Vergleich der zelltoxischen Effekte von AVEMAR (10 mg/ml) und Benzo-
chinonen (24 umol/l) bei Fibroblasten. Zwischen der Wirksamkeit von AVEMAR und
Benzochinonen besteht kein signifikanter Unterschied. Im Vergleich zu malignen Zellen sind
Benzochinone bei Fibroblasten nur wenig wirksam. Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass
Fibroblasten Uiber eine bessere antioxidative Abwehr verfiigen als Tumorzellen (Oberley TD und
Oberley LW 1997). Den Benzochinonen wurde Ascorbinsaure (2,4 mmol/l) zugesetzt. Die Daten
sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasenta-
tive Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht signifikant.
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Abb. 11.5: Bestimmung des Proteingehalts von AVEMAR (A), Weizenkeimlingen (B), Wei-
zenmehl (C), Gluten (D) und bovinem Serum-Albumin (E). Auf der Y-Achse ist die Einwaage
und auf der X-Achse der entsprechend gemessene Proteingehalt in pg/ml angegeben. So wur-
de in 50 mg/ml AVEMAR (A) ein Proteingehalt von ca. 340 pg/ml gemessen. Einwaagen an
BSA (E) dienten als Kontrolle. Siehe auch Abb. 11.6.
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Abb. 11.6 (S. 78): Bestimmung der Zellvitalitat mit und ohne BSA. Getestet wurde eine
Einwaage an BSA von 10 mg/ml. Die mit dieser Einwaage gemessene Zellvitalitdt entspricht
nahezu der Zellvitalitat der Kontrollen (ohne BSA). Die schwarze Linie markiert die Ausgangs-
zellzahl vor Inkubation. Der Proteingehalt wurde mit dem Bradford-Protein-Assay bestimmt (Ka-
pitel 3.5). Siehe auch Abb. 11.5. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus je-
weils 6 Parallelwerten.
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Abb. 11.7: Vergleich der zelltoxischen Wirkung von 2,6-Dimethoxy-1,4-Benzochinone oh-
ne und mit Ascorbinsaure. Folgende Zelllinien wurden untersucht: (A) BxPC-3, (B) HRT-18,
(C) 23132/87 und (D) HT-29. Die Konzentration der Benzochinone (DMBQ) betrug 24 pmol/l,
die der Ascorbinsaure 2,4 mmol/l; die Inkubationdauer betrug 24 Stunden. Nur bei der Zelllinie
BxPC-3 wirkten die DMBQ auch ohne Ascorbinsaure zelltoxisch. Die Daten sind als Mittelwert
mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus
jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht signifkant.
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Abb. 11.8: Zelltoxische Effekte von AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK) bei der Pank-
reaskarzinomzelllinie BxPC-3. Der Unterschied zwischen AVEMAR und Weizenkeimlingen
(WK) ist nicht signifikant. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.
Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01,
n.s. = nicht signifikant.
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Abb. 11.9: Zelltoxische Effekte von AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK) bei der Magen-
karzinomzelllinie 23132/87. Der Unterschied zwischen AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK)
ist nicht signifikant. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei
handelt es sich um reprasentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s.=
nicht signifikant.
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Abb. 11.10: Zelltoxische Effekte von AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK) bei der Kolon-
karzinomzelllinie HT-29. Der Unterschied zwischen AVEMAR und Weizenkeimlingen (WK) ist
nicht signifikant. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei han-
delt es sich um représentative Ergebnisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht
signifikant.

-82-



24tunden - MDA-MB-468

Inkubation
300 - | n.s.
= 250 - —
g n.s.
E 200 -
E 150 -
£ .
= 100 - *= n.s. E\Weizenmehl
'.E 50 J OGluten
< -:_'__i_\
0 - T r
Ausgangs- Wachstums- 1 10 50

zellzahl kontrolle

Konzentration [mgiml]

Abb. 11.11: Vergleich der zelltoxischen Effekte von Weizenmehl und Gluten bei der
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-468. Der Anteil vitaler Zellen ist sowohl bei Weizenmehl
als auch bei Gluten nach 24 Stunden Inkubation signifikant verringert. Die Daten sind als Mit-
telwert mit Standardabweichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um reprasentative Ergeb-
nisse aus jeweils 6 Parallelwerten. ** P< 0.01, n.s. = nicht signifikant.

NHDF-p
U-13898
251
-7
HT-29
23132/87
HRT-18 426
BxPC-3 40,1
MDA-MB-231 349
SKOV-3 27,2
MCF-7 17,64
BT-20 14,05

MDA-MB-468 3,35

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Weizenmehl [mg/ml]

Abb. 11.12: Die ECgsy-Werte fir Weizenmehl der in dieser Arbeit getesteten Zelllinien.
Hierzu wurden die Zelllinien fir 24 Stunden mit Weizenmehl in Konzentrationen von 0,1 bis 50
mg/ml inkubiert. Finf maligne Zelllinien und die Fibroblasten (NHDF-p) waren so unempfindlich
gegeniber Weizenmehl, dass kein ECso-Wert bestimmt werden konnte. Wider Erwarten hatte
handelsubliches Weizenmehl auf einige der Zelllinien eine zelltoxische Wirkung. Besonders
empfindlich reagierten gynékologische Tumoren. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardab-
weichung dargestellt. Hierbei handelt es sich um mindestens zwei Wiederholungen mit jeweils 3
Parallelwerten. Die ECso-Werte flir die sieben Zelllinien im Einzelnen: MDA-MB-468: 3,35 + 0,35
mg/ml; BT-20: 14,05 + 2,47 mg/ml; MCF-7: 17,64 + 1,05 mg/ml; SKOV-3: 27,2 + 2,26 mg/ml:
MDA-MB-231: 34,9 + 2,26 mg/ml; BxPC-3: 40,1 + 2,26 mg/ml; HRT-18: 42,6 + 3,82 mg/ml.
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Kontrolle AVEMAR 0,1 mg/ml AVEMAR 1 mg/ml AVEMAR 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml DMBQ / Asc DMBQ/Asc/GSH Weizenkeim 10 mg/ml

7e

AVEMAR / GSH Weizenmehl 10 mg/ml

Abb. 11.13: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Magenkarzinom-
zellinie 23132/87 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergréRerung: 80x.

Kontrolle AVEMAR 0,1 mg/ml

J -h

AVEMAR 1 mg/ml AVEMAR 10 mg/mi

J SR STy

AVEMAR 50 mg/ml DMBQ / Asc DMBQ / Asc / GSH Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR / GSH Weizenmehl 10 mg/ml

Abb. 11.14: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Pankreaskarzi-
nomzelllinie BXxPC-3 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergroRerung: 80x.
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Kontrolle

AVEMAR / GSH

AVEMAR 50 mg/ml

DMBQ / Asc

AVEMAR 1 mg/ml

DMBQ / Asc/ GSH

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenkeim 10 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

Abb. 11.15: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Rektumkarzinom-
zelllinie HRT-18 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergroRerung: 80x.

Kontrolle

AVEMAR 50 mg/ml

AVEMAR / GSH

AVEMAR 0,1 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

DMBQ / Asc / GSH

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenkeim 10 mg/ml

DMBQ / Asc

Weizenmehl 10 mg/ml

Abb. 11.16: Repréasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Kolonkarzinom-
zelllinie HT-29 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergrofRerung: 80x.
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Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Abb. 11.17: Repréasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Mammakarzinom-
zelllinie BT-20 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergroRerung: 80x.

Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Abb. 11.18: Repréasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Mammakarzinom-
zelllinie MCF-7 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. Vergréerung: 80x.

Kontrolle

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Weizenkeim 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

Abb. 11.19: Repréasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Mammakarzinom-
zelllinie MDA-MB-468 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. Vergré3erung: 80x.
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Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Abb. 11.20: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Mammakarzinom-
zelllinie MDA-MB-231 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergroRerung: 80x.

Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

DMBQ / Asc

Abb. 11.21: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Fibroblastenzellen in Ge-
genwart unterschiedlicher Substanzen. VergréRerung: 80x.

Kontrolle

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Weizenkeim 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

Abb. 11.22: Repréasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Mammakarzinom-
zelllinie SKOV-3 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergréZerung: 80x.
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Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

Abb. 11.23: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Glioblastom-
zelllinie U-87 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. VergroRerung: 80x.

Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

Abb. 11.24: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Glioblastom-
zelllinie U-251 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. Vergréf3erung: 80x.

Kontrolle

Weizenkeim 10 mg/ml

AVEMAR 1 mg/ml

Weizenmehl 10 mg/ml

AVEMAR 10 mg/ml

AVEMAR 50 mg/ml

Weizenmehl 50 mg/ml

Abb. 11.25: Reprasentative Aufnahmen zum Wachstum von Zellen der Glioblastom-
zelllinie U-13898 in Gegenwart unterschiedlicher Substanzen. Vergré3erung: 80x.
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