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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist vor Kolon- und Bronchialkarzinom die haufigste Krebserkrankung bei
Frauen (vgl. Abbildung 1). Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Inzidenz-, Pravalenz- und
Mortalitatsraten aus dem Jahr 2014. Die Rate an Neuerkrankungen liegt bei ca. 69000 Frauen pro
Jahr. Dies entspricht einem Anteil von 30,5% gemessen an allen Tumorlokalisationen insgesamt. Nur
1% aller erkrankten Personen sind Manner. Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JU) fiir Frauen ist mit 88%
sehr hoch und sinkt auch nach 10 Jahren nur um 6% auf insgesamt 82% ab. Mdnner haben mit 73%
(5-JU) und 69% (10-JU) ein deutlich schlechteres Outcome. Etwa 1 von 8 Frauen erkrankt im Laufe
ihres Lebens an einem Mammakarzinom, dabei sind 3 von 10 Frauen unter 55 Jahre alt. (Robert

Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V. Berlin 2017)

Abbildung 1: Haufigkeit Tumorlokalisationen

Abbildung 3.0.1
Prozentualer Anteil der hiufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014
(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs)

Manner Frauen

Prostata NN O Brustdrise
Lunge IIINNT PP Darm
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Quelle: Krebs in Deutschland fiir 2013/2014. 11. Ausgabe. Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 2017
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Brustkrebs (Mammakarzinom)

2014

Méanner Frauen

Neuerkrankungen 650 69.220
standardisierte Erkrankungsrate’ 1.1 114,6
Sterbefélle 134 17.670
standardisierte Sterberate’ 0,2 23,0
5-Jahres-Pravalenz 2.400 311.400
10-Jahres-Pravalenz 3.800 559.900
relative 5-Jahres-Uberlebensrate 73% 88 %
relative 10-Jahres-Uberlebensrate 69 % 82%

1) je 100.000 Personen, altersstandardisiert nach altem Europastandard

Tabelle 1: Epidemiologie Mammakarzinom

Quelle: Brustkrebs, Zentrum fiir Krebsregisterarten RKI v. 06.12.2017
(https://www.krebsdaten.de/Krebs/DE/Content/Krebsarten/Brustkrebs/brustkrebs node.html am 19.03.2019)

1.1.2 Atiologie

Risikofaktoren fir das Auftreten eines Mammakarzinoms kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden.
Die erste Gruppe beinhaltet hormonelle Faktoren wie ein langer hormonell aktiver Zeitraum (friihe
Menarche/spate Menopause), keine/wenige Schwangerschaften, spéte erste Geburt oder
keine/geringe Stillzeit. Auch erhéhte Hormonspiegel aufgrund von Adipositas, postmenopausale
Hormonersatztherapie oder die langfristige Einnahme oraler Kontrazeptiva spielen eine Rolle. (Sun,
Zhao et al. 2017, Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V.
Berlin 2017)

In der zweiten Gruppe finden sich die hereditadren Risikofaktoren. Dabei sind in der Genetik vor allem
die Mutationen der Hochrisikogene BRCA1 und BRCA2 von Bedeutung (Zhong, Peng et al. 2015).
Aber auch Mutationen unspezifischer Gene wie p53 oder RB1 kommen in 20-30% der Falle vor (Sun,
Zhao et al. 2017). Ein gehauftes Auftreten von Mammakarzinomen in der Familienanamnese erhoht
ebenfalls das Risiko zu erkranken. Weitere Risikofaktoren sind weibliches Geschlecht, hoheres Alter,
dichtes Brustdriisengewebe, bestimmte gutartige Gewebeveranderungen (z. B. lobuldre Neoplasie),
Mammakarzinom in der Eigenanamnese oder Toxizitaten (z. B. Strahlenexposition, Alkohol-
/Nikotinkonsum). Zusatzlich beeinflussen Lifestyle-Faktoren wie geringe korperliche Aktivitat und
Schlafmangel (v. a. bei Schichtarbeit) das Erkrankungsrisiko. (Janni and Hancke 2017, Sun, Zhao et al.
2017)
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1.1.3 Klinik

In der Regel verlauft das Mammakarzinom in friihen Stadien symptomlos. Im spateren Verlauf
kénnen sich klinische Zeichen mit druckunempfindlichen Verhartungen, nicht verschieblichen
Knoten, Hauteinziehungen, Orangenhaut, bleibende R6tungen, Veranderungen der Mamille
(Retraktion, Entziindung oder Sekretion) oder GréRenverdnderungen der Mamma manifestieren. Ein
tastbarer schmerzloser Knoten ist dabei das Hauptsymptom (76% aller symptomatischen Frauen)
(Koo, von Wagner et al. 2017) und dabei das am haufigsten mit Malignitat assoziierte Symptom
(Walker, Hyde et al. 2014). In sehr fortgeschrittenen Stadien kann es zu Exulzerationen oder auch

Einwachsen in die Thoraxwand kommen (,,Cancer en cuirasse”).

Das Mammakarzinom metastasiert friih lymphogen und hamatogen. Bei der lymphogenen Streuung
sind vor allem die regionalen axillaren Lymphknoten derselben Seite (Level I-1ll) betroffen.
Hamatogen erfolgt die Metastasierung vor allem in Knochen, Lunge/Pleura, Gehirn und Leber. (Janni
and Hancke 2017) Neben einer B-Symptomatik kann es, je nach Metastasierung, auch zu weiteren

Symptomen kommen.

1.1.4 Verlaufs- und Sonderformen

Im Allgemeinen wird zunachst zwischen duktalem (die Milchgénge betreffend) und lobuldrem (von
den Drisenlappen ausgehend) Ausgangsepithel unterschieden. Es sind zwei Vorlaufer- bzw.
Risikoldasionen bekannt, die mit einem erhéhten Karzinomrisiko einhergehen. Das duktale Carcinoma
in situ (DCIS) ist mit einem Anteil von 95% die mit Abstand gréte Gruppe bei den nicht-invasiven
Karzinomen. (Janni and Hancke 2017). Die lobulare intraepitheliale Neoplasie (LIN, friher lobulares
Carcinoma in situ oder LCIS) tritt im Gegensatz zu DCIS in 60% der Falle multizentrisch auf

(Weyerstahl and Stauber 2013).

Das invasive Mammakarzinom selbst lasst sich histopathologisch weiter in Subtypen differenzieren.
Mit 65-80% ist das invasiv duktale Karzinom das haufigste, gefolgt vom invasiv lobuldren Karzinom
(6-15%). Weitere Subtypen wie medullar, tubuldr, muzinds oder papilldr sind selten. (Sloane,

Amendoeira et al. 1997)

Zu den klassischen Sonderformen zahlen der Morbus Paget und das inflammatorische Karzinom.

(Janni and Hancke 2017)

1.1.5 Stadien

Die Einteilung der Stadien kann nach zwei Klassifikationssystemen vorgenommen werden. Die Union

Internationale Contre le Cancer (UICC) definiert ihre Stadieneinteilung liber GréRe und Infiltration
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des Primartumors sowie Metastasierungswege. Das T-Stadium (T = Tumor) gibt dabei die GréRe des
Tumors anhand der groRten Tumorausdehnung wieder. Im N-Stadium (N = Nodal) wird der
Lymphknotenstatus erfasst. Dabei spielen Lokalisation und Anzahl der befallenen Lymphknoten eine
Rolle. Im M-Stadium (M = Metastasen) werden Fernmetastasen berlicksichtigt. In der Klassifikation
des American Joint Committee of Cancer (AJCC) werden neben dem klassischen TNM-Stadium auch
das Grading und die molekularen Subtypen (s. u.) mit einbezogen (Giuliano, Edge et al. 2018). Dies
fUhrt zu einer praziseren Prognose flir das Outcome der Patienten (Weiss, Chavez-MacGregor et al.

2018, Jang, Choi et al. 2019).

Das Grading nach Elston und Ellis gibt Auskunft tber die Differenzierung des Tumors. Dabei
bedeuteten G1 gut differenziert, G2 maRig differenziert und G3 schlecht differenziert. Je schlechter

ein Tumor differenziert ist, desto hoher ist der Malignitatsgrad. (Janni and Hancke 2017)

Zusiatzlich werden am Tumorgewebe der Hormonrezeptorstatus fiir Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, der Proliferationsindex Ki67 und der HER-2-Status bestimmt. Ki67 ist ein
Protein, das in proliferierendem Gewebe exprimiert wird. Es korreliert mit dem Grading und ein

hohes Ki67 wird als prognostisch unglinstig angesehen (Jurikova, Danihel et al. 2016).
1.1.6 Diagnostik

Nach Empfehlungen der aktuellen S3-Leitlinie Mammakarzinom Version 4.0D (im Folgenden S3-
Leitlinie) besteht die Basisdiagnostik aus Anamnese, klinischer Brustuntersuchung, Mammographie

und Mammasonographie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017).

In der bildgebenden Diagnostik gehdren die Mammographie und Mammasonographie zum
Goldstandard (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017). Dabei zeigt die
Kombination aus Sonographie und Mammographie gegeniiber den Einzeluntersuchungen eine
deutlich héhere Sensitivitat und Spezifitat (Lorenzen, Wedel et al. 2005) (Moss, Britton et al. 1999,
Tiwari, Ghosh et al. 2018). Bei Verdacht oder zum Ausschluss eines malignen Prozesses folgt nach der
Bildgebung in der Regel eine Gewebebiopsie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al.

2017).

Die Magnetresonanztomographie (MRT) konnte sich als bildgebendes Verfahren in der Routine-
Diagnostik bisher nicht durchsetzen und wird nur bei speziellen Fragestellungen angewandt
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017). Ein flichendeckender Vorteil zum
generellen praoperativen Staging oder Screening konnte in bisherigen Studien nicht gezeigt werden

(Uematsu, Yuen et al. 2007, Kim, Lee et al. 2014, Bennani-Baiti and Baltzer 2017).
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Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber das ergdnzende Staging. Die S3-Leitlinie empfiehlt beim
Mammakarzinom ein Staging ohne Symptomatik erst ab dem UICC Stadium Il mit erhéhtem Risiko
sowie in den Stadien Il und IV. Bei klinischem Verdacht auf eine Metastasierung erfolgt eine
Bildgebung unabhangig vom Stadium. Dabei kommt in Abhangigkeit zur Verdachtsdiagnose
bildgebenden Diagnostik mittels Computertomographie (CT), Sonographie, Szintigraphie und/oder

MRT zum Einsatz.

Verdacht Untersuchung (1. Wahl) Anmerkungen / Untersuchungen zur Besta-

tigung oder bei unklarem Befund

Skelettmetastasen Skelettszintigraphie MRT, CT
gof. CT-gesteuerte Biopsie bei V. a. solitdre Meta-
stase
Lebermetastasen ‘ Sonographie, CT Abdomen ‘ die beiden Untersuchungen ergénzen sich
Lungenmetastasen ‘ CT Thorax ‘ héhere Sensitivitat als Rontgen Thorax

ZNS-Metastasen MRT nur bei klinischem Verdacht
CT bei Kontraindikationen gegen MRT und gof.

bei akutem Blutungsverdacht

Tabelle 2: Ubersicht Staging Mammakarzinom
Quelle: (Wunderle, Schneider et al. 2019)

1.1.9 Therapie

Die Behandlungsmoglichkeiten beim Mammakarzinom bestehen im Wesentlichen aus operativer
Resektion, Chemotherapie, Bestrahlung und ggf. endokrin basierter Therapie. Auch zielgerichteten
Therapien mittels tumorspezifischer Antikorper spielen inzwischen eine grof3e Rolle. Je nach
Tumorstadium und -biologie werden unterschiedliche Therapiekonzepte eingesetzt. Prinzipiell ist

dabei zwischen kurativen und palliativen Therapiekonzepten zu unterscheiden.

1.1.9.1 Operative Therapie

Die operative Therapie steht bei der Behandlung des Mammakarzinoms im Vordergrund. Ziel ist
dabei immer die vollstandige Entfernung des Malignoms im Gesunden. Prinzipiell wird zwischen
brusterhaltender Operation und Mastektomie unterschieden. Obligate Voraussetzung fiir eine
brusterhaltende Operation ist die anschlieBende Nachbestrahlung der Mamma. Ist dies nicht moglich
oder liegen weitere Kontraindikationen vor (z. B. unglinstiges Verhéltnis TumorgréRe/Brustvolumen,
nachgewiesene Multizentrizitdat, Tumorbefall der Mamille oder ein inflammatorisches Karzinom)
besteht die Indikation zur Mastektomie. (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al.
2017, Janni and Hancke 2017) Die brusterhaltende Therapie mit Radiatio ist der Mastektomie in
Bezug auf das Gesamtiiberleben gleichwertig (Fisher, Anderson et al. 2002, Veronesi, Cascinelli et al.
2002). Im Rahmen einer Sentinel-Node-Biopsie wird tiberpriift, ob eine erganzende Axilladissektion
notwendig ist (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017). Der axillare

Lymphknotenstatus gilt als wichtigster Prognosefaktor fiir die Dauer der Rezidivfreiheit sowie das
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Gesamtliiberleben (Woodward, Vinh-Hung et al. 2006, Dings, Elferink et al. 2013) und ist

therapieentscheidend fiir die Wahl der systemischen Therapie und Bestrahlungsform.

1.1.9.2. Bestrahlung

Bei brusterhaltender Therapie ist nach S3-Leitlinie eine anschlieBende Radiatio obligat. Nach
Mastektomie sollte eine Bestrahlung nur in Situationen mit erhohtem Rezidivrisiko erfolgen (z. B. T3-
4, R1-/R2- Resektion ohne Méglichkeit zur Nachresektion oder > 3 tumorbefallenen axillare
Lymphknoten). Die Bestrahlung kann konventionell mit 50 Gy Gesamtdosis verteilt auf 25-28 x 1,8-2
Gy oder als hypofraktioniertes Konzept mit 40 Gy Gesamtdosis mit 15-16x 2,6 Gy erfolgen. (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017). Vorteile der Hypofraktionierung sind eine
verkirzte Behandlungszeit (3-4 Wochen statt 5-6 Wochen), reduzierte Hautreaktionen und leicht
verminderte Spatfolgen (Haviland, Owen et al. 2013, Zhou, Mei et al. 2015). Whelan et. al zeigten in
ihrer Studie 2010, dass beide Konzepte in Bezug auf Lokalrezidivrate und kosmetisches Ergebnis nach
10 Jahren gleichwertig sind (Whelan, Pignol et al. 2010). Eine adjuvante Radiatio verringert nicht nur
das Lokalrezidivrisiko, sondern senkt zusatzlich die brustkrebsbezogene Mortalitat (Clarke, Collins et
al. 2005, Darby, McGale et al. 2011). Um die lokale Rezidivrate im Tumorbett weiter zu reduzieren,
kann zusatzlich ein Boost (héhere Strahlendosis in wenigen Einzeldosen) in dieser Region appliziert
werden. Die S3-Leitlinie empfiehlt einen Boost bei Patientinnen < 50 Jahre und ab 51 Jahren bei
erhohtem Rezidivrisiko (G3, HER2 pos. oder triple negativ) (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe et al. 2017).

Die Bestrahlung der axillaren Lymphabflusswege bietet bei Patienten mit T1-/T2-Status gleiche Raten
in Bezug auf das 5-Jahres-Rezidivrisiko wie die Axilladissektion und ist in Bezug auf die Entwicklung

eines Lymphoédems prognostisch glinstiger(Donker, van Tienhoven et al. 2014).

1.1.9.3 Chemotherapie

Die Empfehlungen zur Indikation und Durchfiihrung einer Chemotherapie werden im Rahmen einer
interdisziplinaren Tumorkonferenz getroffen und beziehen neben dem UICC-Stadium auch
individuelle Patientenfaktoren (z. B. Konstitution, Begleiterkrankungen) mit ein. Aus diesem Grund
soll hier nur ein grober Uberblick vermittelt werden. Ob eine Chemotherapie empfohlen werden
kann, hangt von verschiedenen Kriterien ab. Dabei spielen T-Stadium, Lymphknotenstatus,
Tumorbiologie (Hormonrezeptoren, HER2-Status, Ki67), Grading, Menopausenstatus, Alter und

Konstitution der Patienten eine wesentliche Rolle.

Eine Chemotherapie kann adjuvant (postoperativ) oder neoadjuvant (praoperativ) eingesetzt

werden. Eine neoadjuvante Chemotherapie erhoht bei groBeren Tumoren die Moglichkeit fiir eine

12



1 Einleitung

brusterhaltende Therapie. Zusatzlich kann am OP-Praparat das Ansprechen auf applizierte
Chemotherapeutika untersucht werden. In Bezug auf die Mortalitat sind adjuvante und

neoadjuvante Chemotherapie als gleichwertig zu betrachten (Asselain, Barlow et al. 2018).

Zu den verwendeten Substanzklassen der klassischen Chemotherapeutika zdhlen Anthrazykline (z. B.
Doxorubicin, Epirubicin), Cyclophosphamid, Taxane (z. B. Paclitaxel, Docetaxel) und Platinderivate (z.
B. Carboplatin) (Weyerstahl and Stauber 2013). Erganzend kommen verschiedene
Antikorpertherapien zum Einsatz. Bei positivem HER2-Status stehen die Antikérper Trastuzumab und
Pertuzumab als zielgerichtete Therapie zur Verfligung. Beim metastasierten Mammakarzinom bietet
der Angiogenesehemmer Bevacizumab eine Therapieoption. Im Rahmen von Studien kénnen den

Patienten alternative Behandlungskonzepte angeboten werden.

1.1.9.4 Endokrine Therapie

Voraussetzung fur eine endokrine Therapie ist die Hormonsensibilitdt der Tumore (ER/PR-Expression
> 10%). Ziel ist es, das Tumorwachstum durch Ostrogenentzug zu reduzieren. Zu den eingesetzten
Substanzklassen geh6ren Aromataseinhibitoren, GnRH-Analoga und Antidstrogene. Die
Empfehlungen der S3-Leitlinie sehen vor, dass alle Frauen mit hormonsensitivem Tumor eine
endokrin basierte Therapie erhalten sollten. Bei glinstiger Tumorbiologie (ER/PR stark positiv, HER2
negativ, Ki67 5-10%) kann postoperativ eine alleinige endokrine Therapie erfolgen und auf eine
Chemotherapie verzichtet werden. Ansonsten wird eine Hormontherapie im Anschluss an eine
Chemotherapie begonnen. Mittels endokriner Therapie werden sowohl Rezidivrisiko als auch die

Mortalitat signifikant reduziert ((EBCTCG) 2005).

1.1.9.5 Supportivtherapie und Komplementdrmedizin

Die S3-Leitlinie Mammakarzinom definiert die Supportivtherapie wie folgt: ,,Unter Supportivtherapie
werden unterstiitzende Mallnahmen verstanden, die die Sicherheit und Vertraglichkeit
zytostatischer Therapien und anderer medikamentoser MaBnahmen, operativer Eingriffe oder einer
Radiotherapie zur Behandlung der malignen Grunderkrankung optimieren. Supportive Mallnahmen
gehoren unverzichtbar zum onkologischen Behandlungskonzept, zur Pravention und Behandlung von
Komplikationen und Nebenwirkungen der Krebstherapie. Ein wesentliches Ziel der Supportivtherapie
ist, die Lebensqualitat der Patientinnen zu erhalten oder zu verbessern als auch moderne
Therapiestrategien moglichst ohne Abbruch, Dosisreduktion oder Intervallverlangerung durchfiihren
zu konnen.” (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017 S. 249) Zu den h&ufigsten
Nebenwirkungen in der medikamentdsen Therapie des Mammakarzinoms zahlen
Anamie/Neutropenie, Alopezie, Osteoporose, Ubelkeit/Erbrechen, Mukositis sowie Haut- und

Neurotoxizitdt. Empfehlungen zur entsprechenden Behandlung enthalten die S3-Leitlinien fir die

13



1 Einleitung

Therapie des Mammakarzinoms und supportive Therapie bei onkologischen Patientinnen (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017, Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe
et al. 2017). In der Langzeitbetreuung spielen vor allem Kardiotoxizitat, Klimakterium, Fertilitat,

Thrombembolien und Fatigue eine Rolle.

Eine offizielle Definition der Komplementarmedizin existiert bisher nicht. Zu ihr werden
Therapiekonzepte gezahlt flir deren Wirksamkeit es keine eindeutige wissenschaftliche Evidenz gibt.
Ihr Einsatz findet erganzend zur Standardtherapie statt. Werden solche Therapien als Ersatz fiir
etablierte Behandlungsstrategien eingesetzt, spricht man von Alternativmedizin. Die S3-Leitlinie
Mammakarzinom nimmt Stellung zum Einsatz komplementarmedizinischer Verfahren. Beispiele sind,
neben der Misteltherapie auch Homdopathie, Akupunktur/Akupressur, Entspannungsverfahren oder
die Traditionelle Chinesische Medizin (TCM). Der Einsatz alternativmedizinischer Verfahren wird

dabei abgelehnt. (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017)

Drozdoff et al. zeigten 2018 in ihrer retrospektiven Studie die zunehmende Bedeutung der
Komplementarmedizin. Von 717 eingeschlossenen Patienten mit Mamma- und/oder anderen
gyndkologischen Tumoren nahmen 74,1% komplementarmedizinische Verfahren in Anspruch. Fir
Mammakarzinom-Patientinnen allein ergab sich ein Anteil von 73,13%. 25,3% der Patientinnen

nutzten dabei die Misteltherapie. (Drozdoff, Klein et al. 2018)

Eine eigene S3-Leitlinie zur Komplementarmedizin durch die AWMEF ist aktuell in Arbeit und eine

Fertigstellung flir Ende 2020 geplant (Hiibner 2019).
1.1.10 Prognose

Zwei Faktoren nehmen besonderen Einfluss auf die Prognose des Mammakarzinoms. Zum einen hat
der Einbezug der Tumorbiologie in das Staging nach der 8. Edition des AICC die Vorhersage der
Prognose deutlich prazisiert (Jung, Park et al. 2015, Wang, Chen et al. 2018, Weiss, Chavez-
MacGregor et al. 2018, Yu, Quan et al. 2018, Jang, Choi et al. 2019). Zum anderen hat die Entwicklung
neuer Medikamente (insbesondere die Immuntherapien) zu einer Verbesserung der Prognose

gefihrt.

In einer von Perez et al. veroffentlich Studie 2014 wurde das 10-Jahres-Gesamtiiberleben durch den
Einsatz von Trastuzumab bei HER2-positiven Tumoren um fast 10% gesteigert (75,2% vs. 84%). Das

Progressionsfreie Uberleben nach 10 Jahren stieg von 62,2% auf 73,7%. (Perez, Romond et al. 2014)
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Dank gezielter Immuntherapie in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika stehen heute
Behandlungskonzepte zur Verfligung, die die Prognose stark verbessert haben (Wuerstlein and

Harbeck 2017).

1.1.11 Pravention

Bisher gilt die Mammographie als einzige Screening-Methode mit einer gesicherten Reduktion der
Mortalitdt um ca. 20% fiir alle Altersgruppen (Broeders, Moss et al. 2012, Myers, Moorman et al.
2015, Nelson, Fu et al. 2016). Sie wird vom 50. bis einschlieBlich 69. Lebensjahr allen Frauen jahrlich

im Rahmen der Krebsfriiherkennung empfohlen.

1.2 Mistelextrakt

1.2.1 Hintergrund

Die Misteltherapie ist ein Bestandteil der anthroposophischen Medizin und wurde 1920 durch Rudolf
Steiner (1861-1925) begrindet. Dabei wird ein Extrakt aus der weiBbeerigen Mistel gewonnen

(Abbildung 2).

Abbildung 2: WeiRbeerige Mistel

Quelle: (Mayerhofer) https://www.pflanzen-vielfalt.net/wildpflanzen-a-z/%C3%BCbersicht-i-p/mistel-wei%C3%9Fbeerige/
v. 02.02.2020

Die anthroposophische Medizin bezeichnet sich als Erweiterung — und nicht als Gegensatz - der
konventionellen Schulmedizin. Es wird der Kérper als Ganzes betrachtet und Krankheitsprozesse als
Stérung einer natirlichen Selbstregulation verstanden. Demnach ist es Ziel der anthroposophischen
Medizin wieder eine Funktionsfdhigkeit dieser Autoregulation herzustellen. Rudolf Steiner zog
damals Parallelen zwischen der Lebensart der Mistel als Baumparasit und dem konsumierenden

Wachstum eines Tumors im menschlichen Kérper. Er beschrieb die Mistel als opportunistisches
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Gewichs, das sich vollig gegensatzlich zu anderen Pflanzen verhalte (Blute/Fruchtbildung im Winter
statt im Frihjahr/Sommer) und genau daraus ihre Energie gewinne. Die Natur sei in diesem Fall
geradezu ,irrsinnig” geworden. Und genau dieser Irrsinn fihre zur Eigenschaft der Mistel, den Kérper
bei einer aulRer Kontrolle geratenen Reaktion (z. B. Geschwulstbildung) wieder zu regulieren. (Steiner

1985)

1.2.2 Therapiekonzept

Zu den Anwendungsbereichen einer Misteltherapie zahlen vor allem diverse Tumorerkrankungen
(benigne/maligne), sowohl in kurativer als auch palliativer Intention. Auch kann sie in der
Rezidivprophylaxe eingesetzt werden. Die Durchfiihrung einer Misteltherapie ist stark abhdngig von
den Erfahrungen des Arztes und kann sich individuell in Bezug auf Therapiebeginn, Baumart,
Durchfiihrung und Dauer unterscheiden. Die bekanntesten Hersteller Helixor und Weleda geben zu

ihren Produkten eigene Empfehlungen zur Anwendung (Helixor , IscadorAG 2017).

Das Prinzip sieht dabei zunachst die Auswahl eines geeigneten Wirtsbaumes entsprechend der
zugrundeliegenden Tumorerkrankung vor. Haufige Wirtsbaume sind Eiche, Apfel, Tanne oder Kiefer.
Hierfiir spielt neben den Empfehlungen der Hersteller vor allem die Erfahrung des Arztes eine Rolle
(Girke 2012, Fintelmann 2016). In der Regel erfolgen dann subkutane Injektionen 2-3 Mal pro Woche
in aufsteigender Dosierung. Hierfir gibt es von den Herstellern bereits vorgepackte Serien mit
Dosierungen von 0,0001 mg bis 25 mg pro Ampulle. Dabei wird die geeignete Dosierung an
verschiedenen Parametern Uberprift (z. B. Hautreaktion, Kérpertemperatur). An der Injektionsstelle
entsteht in der Regel eine Lokalreaktion mit Rétung und Bildung einer Quaddel. Je hoher die
Dosierung, desto ausgepragter fallt die Lokalreaktion aus, die im Durchmesser nicht groRer als 3-5
cm sein sollte. Durch eine Art Desensibilisierung sind im Verlauf hohere Dosierungen moglich bzw.
notig. Zusatzlich kommt es zu einer zirkadianen Temperaturerhéhung, die 1°C nicht libersteigen
sollte. Laborchemisch lasst sich haufig zu Beginn einer Therapie und bei Progredienz der Erkrankung
eine Eosinophilie im Differentialblutbild nachweisen (Girke 2012). Zur Therapiedauer gibt es
verschiedene Konzepte und es wird zwischen Einleitungs- und Erhaltungstherapie unterschieden. Die
Einleitungstherapie erfolgt im akuten Stadium der Erkrankung, an die sich die Erhaltungstherapie zur
Rezidivprophylaxe anschliefRt (Helixor , IscadorAG 2017). Die Empfehlungen zur Behandlungsdauer
reichen von einem bis zu mehreren Jahren der kontinuierlichen Applikation, meist gefolgt von

abwechselnden Phasen aus Therapie und Pausen (Girke 2012, Fintelmann 2016).

Neben der klassischen Subkutaninjektion kann Mistelextrakt auch anderweitig verabreicht werden (z.

B. intravends). So sind direkte intraldsionale Injektionen ebenso moglich wie ein Einsatz in
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Kombination mit einer Radiofrequenzablation. Bei malignen Pleura- oder Perikardergilissen kdnnen

Pleurodesen und Perikardesen mit Mistelpraparaten durchgefiihrt werden. (Girke 2012)

Bekannte Kontraindikationen sind Allergien auf Mistelpraparate, akute hoch entziindliche und
fieberhafte (Autoimmun-)Erkrankungen oder eine Hyperthyreose. Sowohl Helixor als auch Weleda
geben keine Einschrankungen beziiglich der Kombination aus ihren Mistelpraparaten und klassischer
Chemotherapie, Strahlentherapie oder antihormoneller Therapie. Sie weisen lediglich auf eine
eventuelle Dosisanpassung hin. Derzeit ist die Misteltherapie nur fiir Erwachsene zugelassen. Bei

Kindern erfolgt ein off-label-Use. (Helixor , IscadorAG 2017)

1.2.3 Inhaltsstoffe und Wirkung

Flr die Misteltherapie wird aus der weilRbeerigen Mistel (Viscum album) ein Extrakt gewonnen,
deren Inhaltsstoffen eine therapeutische Wirkung zugeschrieben wird. Dieses Extrakt enthalt eine
Mischung aus Lektinen, Viscotoxinen, Alkaloiden, Flavonoiden, Kohlenhydraten und anderen
Inhaltsstoffen. Dabei ist die Zusammensetzung abhadngig vom Wirtsbaum und variiert stark (Nazaruk
and Orlikowski 2016) (Urech, Schaller et al. 2006). Zusatzlich verdndert sich die Zusammensetzung in
Abhédngigkeit zum Erntezeitpunkt (z. B. Winter oder Sommer) (Urech, Schaller et al. 2006) (Bussing
and Schietzel 1999). Je nach bendtigter Zusammensetzung des Praparates werden auch verschiedene
Erntechargen miteinander vermischt. AuBerdem kdnnen die Extrakte mittels verschiedener Metalle
(z. B. Silber-/Kupfercarbonat oder Quecksilbersulfat) in niedrigen Konzentrationen augmentiert

werden.

Als therapeutische Wirkung werden vor allem Zytotoxizitat, Apoptoseinduktion, Immunmodulation
und antiangionetische Effekte diskutiert. Harmsma et al. konnten 2006 in ihrer Studie zeigen, dass es
bei einigen Tumorzelllinien (u. a. Mammakarzinomzellen MCF-7) nach Behandlung mit Mistelextrakt
zu einer Inhibition des Zellzyklus und Apoptose kommt (Harmsma, Ummelen et al. 2006, Hong, Park
et al. 2014). Eine dhnliche Reaktion konnte auch bei Zelllinien von Multiplen Myelomen und
Lymphomen nachgewiesen werden (Kovacs, Link et al. 2006). Uber eine Inhibition der Angiogenese
wurde von mehreren Forschungsgruppen berichtet (Park, Lyu et al. 2001, Elluru, Duong Van Huyen et
al. 2009). In Bezug auf Apoptoseinduktion und Angioneseinhibition wurden vergleichbare Ergebnisse
2006 von Pryme et al. veroffentlicht (Pryme, Bardocz et al. 2006). Eine mogliche Rolle konnten dabei
Viscotoxine spielen, die als Proteine im Mistelextrakt vorkommen und durch Inaktivierung der
ribosomalen 60-S-Untereinheit die Proteinsynthese hemmen (Olsnes, Stirpe et al. 1982). Zusatzlich
konnte eine Reduktion von Zelliberleben und Metastasierung in vitro beobachtet werden (Park, Lyu
et al. 2001). Beuth et al. 2008 und Eisenbraun et al. 2011 untersuchten die Effekte der Gabe von

Mistelextrakt unter Chemotherapie beim Mammakarzinom. Sie zeigten, dass Nebenwirkungen der
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Chemotherapie signifikant reduziert (z. B. Ubelkeit/Erbrechen, Schmerzen, Dyspnoe) und die
Lebensqualitat stabilisiert werden konnte (Beuth, Schneider et al. 2008, Eisenbraun, 2011 #10).
Mehrere wissenschaftlichen Studien wiesen nach, dass sich die Wirkung von Mistelpraparaten nicht
nur in Bezug auf Tumorzellen verschiedener Ursprungsgewebe (z. B. Mamma, Lunge, Darm, etc.)
unterscheidet, sondern auch innerhalb derselben Tumorklasse (Knopfl-Sidler, Viviani et al. 2005,
Kelter, Schierholz et al. 2007). Fiir Mistelextrakte ist nicht nur eine direkte Wirkung auf Tumorzellen,
sondern auch eine Beeinflussung des Immunsystems beschrieben. So konnte u. a. im zellularen
Kompartiment eine Aktivierung der tber natlrliche Killerzellen vermittelten Zytotoxizitat
nachgewiesen werden (Tabiasco, Pont et al. 2002, Braedel-Ruoff 2010). Uber die vermehrte
Ausschittung von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) und Interleukinen werden
auch Populationen anderer Granulozyten und Lymphozyten zur Proliferation angeregt (Huber,

Rostock et al. 2005).

1.2.4 Aktueller Stand der Forschung

Oei et al. gaben in ihrem Review 2019 einen Uberblick iiber den derzeitigen Forschungsstand. Sie
kommen zu dem Schluss, dass es eine wachsende Evidenz fiir einen supportiven Effekt des
Mistelextraktes in Bezug auf die Wirkung einer Chemotherapie gibt. Dabei werden
Apoptoseverhalten, Zytotoxizitat und antiinflammatorische sowie immunologische Effekte genannt.
Zudem koénne durch eine Reduktion Chemotherapie-assoziierter Nebenwirkungen die Compliance
der Patienten verbessert und vorzeitige Therapieabbriiche reduziert werden. (Oei, Thronicke et al.

2019)

In Studien konnten eine Erhéhung der Lymphozyten, insbesondere der Eosinophilen, CD4-Zellen
(Huber, Ludtke et al. 2011) und bestimmter Zytokine (z. B. TNF-o. oder Interferon-y) nachgewiesen

werden (Steinborn, Klemd et al. 2017).

Horneber et al. veroffentlichten 2008 in der Cochrane Libary ein Review zum Thema Misteltherapie
in der Onkologie. Gegenstand der Untersuchung waren nur randomisierte, kontrollierte Studien.
Dafiir wurden mehrere Datenbacken durchsucht (u. a. MEDLINE, EMBASE und weitere). Von 80
gefundenen Studien entsprachen nur 21 den Einschlusskriterien (richtiges Studiendesigne, keine Tier-
oder in-vitro-Studien). AbschlieRend sahen die Autoren unter einer Misteltherapie einen Benefit in
Bezug auf Lebensqualitat und Hinweise fiir eine mogliche Reduktion chemotherapieinduzierter
Nebenwirkungen. Einen sicheren Nachweis fiir eine Verlangerung des Gesamtiiberlebens gab es
nicht. Haufige Kritikpunkte waren eine zu geringe Probandenzahl, mangelnde Reproduzierbarkeit,
Mangel in der Methodik und eine schlechte Vergleichbarkeit aufgrund einer Vielzahl an verwendeten

Mistelprodukten. (Horneber, Bueschel et al. 2008)

18



1 Einleitung

Zu einem adhnlichen Ergebnis kamen Freuding et al. 2019 in ihrem zweiteiligen Review zum Thema
Uberleben und Sicherheit sowie Lebensqualitit und Toxizitdt unter Misteltherapie. Sie kritisierten
zusatzlich haufige Interessenkonflikte bzw. eine fehlende Stellungnahme zu diesen. Zudem hatten
einige wissenschaftliche Arbeitsgruppen mehrere Studien veroffentlicht, sodass eine Unabhangigkeit

angezweifelt wurde. (Freuding, Keinki et al. 2019, Freuding, Keinki et al. 2019)

In der aktuellen Leitlinie zum Mammakarzinom kann eine Misteltherapie als
komplementarmedizinisches Verfahren derzeit nicht empfohlen werden. Dabei wurde sich unter
anderem auf die Cochrane-Analyse von Horneber et al. von 2008 bezogen. Die entscheidenden
Argumente waren, dass vorhandene Studien in ihrer Qualitat nicht ausreichend seien und es keine
sichere Evidenz fiir einen Vorteil im Uberleben oder eine Verbesserung der Lebensqualitit gibe.

(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017)

1.3 Strahlenbiologie

1.3.1 Einfluss ionisierender Strahlung auf Zellen

Trifft ionisierende Strahlung auf Zellen muss zunachst zwischen direkter und indirekter
Strahlenwirkung unterschieden werden. Als direkte Wirkung bezeichnet man Schaden, die durch
direkte lonisation oder Anregungen am Molekiil verursacht werden. Im Gegensatz dazu steht die
indirekte Strahlung. Hierbei entstehen zunachst freie Radikale, die dann weitere Strukturschaden (z.
B. DNA-Sch&den) hervorrufen. Da Zellen grofRtenteils aus Wasser bestehen, werden freie Radikale v.
a. durch die Radiolyse des Wassers gebildet. Bei paralleler Anwesenheit von Sauerstoff bilden sich
Peroxidradikale, die die Strahlenwirkung um das 2-3-fache steigern kdnnen. Die lonisationsdichte
wird mit dem linearen Energietransfer (LET) angegeben. Dieser beschreibt die Energieabgabe des
ionisierten Teilchens pro zurlickgelegte Wegstrecke im durchdrungenen Material. Je hoher der LET,
desto hoher die direkte Strahlenwirkung. Bei einem niedrigeren LET lGberwiegt vor allem die

indirekte Form. (Miinter and Weber 2017, Krieger 2019)

Der strahlensensibelste Teil einer Zelle ist der Zellkern. Er enthadlt mit der DNA alle n6tigen
Informationen, die eine Zelle fiir ihren Stoffwechsel, Zellteilung und Differenzierung benétigt.
Schaden, die am Erbgut verursacht werden, haben in der Regel die schwersten Auswirkungen. Zu
ihnen zahlen Einzel- oder Doppelstrangbriiche, DNA-Crosslinks oder einzelne Basenschaden. Diese
kénnen auch als sog. Bulky Lesion kombiniert auftreten und sind meist irreparabel. Dosis und Art der
Strahlung haben dabei Einfluss auf die Art der Schaden. Ein hoher LET fihrt haufiger zu

Doppelstrangbriichen, die deutlich schwerer zu reparieren sind. Einzelstrangbriiche hingegen sind in
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der Regel gut reparabel und treten vor allem bei einem niedrigen LET auf. Werden Proteine
ionisierender Strahlung ausgesetzt, kommt es meist zu Veranderungen der Sekundar- und
Tertidrstruktur. Dies kann die Enzymfunktion maligeblich beeinflussen und bis zum kompletten
Funktionsverlust flihren. Eine Schadigung der Zellmembran dulert sich haufig durch
Permeabilitatsstoérungen. Zellorganellen (wie z. B. das endoplasmatische Retikulum oder
Mitochondrien) hingegen werden erst bei hoheren Strahlendosen geschadigt. (Miinter and Weber

2017)

1.3.2 Reparaturmechanismen

Zellen sind in der Lage unterschiedliche DNA-Schaden zu reparieren und verfiigen tber verschiedene
Enzyme, die diese Aufgabe Gibernehmen. Zunachst muss der Schaden erkannt werden. Sind einzelne
Basen geschadigt, ist meist eine direkte Reparatur moglich. Alternativ wird bei der
Basenexzisionsreparatur bzw. Nukleotidexzisionsreparatur die Base oder das gesamte Nukleotid
ausgeschnitten. Da die DNA aus zwei zueinander komplementaren Einzelstrangen besteht, dient der
intakte Strang als Matrize fir die zu ersetzenden Basen. Auch Doppelstrangbriiche kdnnen mittels
zweier Reparatursysteme behoben werden. Beim Non-homologous-end-joining werden zwei DNA-
Fragmente wieder miteinander verknlipft. Dieser Prozess ist sehr fehleranfallig, da es keinen
Kontrollmechanismus gibt, ob beide Fragmente auch urspriinglich miteinander verbunden waren.
Die Rekombinationsreparatur ist dagegen deutlich effektiver. Hier wird das homologe Chromosom
einer diploiden Zelle als Matrize fiir die Reparatur des Doppelstrangbruches verwendet. (Heinrich

2014)

1.3.3 Strahlenschdden und Zelltod

Strahlenschaden kénnen in potentiell letal, subletal und letal unterteilt werden. Potentiell letale
Strahlenschaden (PLD) kdnnen von einer Zelle repariert werden. Entscheidend fiir den Erfolg ist
dabei die Zusammensetzung des Zellmilieus und die Neigung zur Proliferation. Nicht proliferierende
Zellen haben mehr Zeit zur Reparatur von Strahlenschaden und sind erfolgreicher als proliferierende.
Subletale Strahlenschaden (SLD) sind ebenfalls noch reparabel. Die Erholung wird als ,,sublethal
damage recovery” (SLDR) bezeichnet. Der Erfolg hangt hierbei maRgeblich von der LET der Strahlung,
dem Zeitintervall seit Bestrahlung und der Anzahl der SLDs ab. Mit steigender LET und Akkumulation
mehrerer SLDs addieren sich die Wirkungen und es kommt zum Zelltod. Je langer eine Bestrahlung
zurlickliegt, desto hoher ist die Chance auf Regeneration. Bei der letalen Zellschadigung kommt es

zum Zelltod.

Schlagt eine Reparatur der Zelle fehl oder ist der Schaden durch die ionisierende Strahlung zu grof3,

kénnen drei Formen des Zelltodes auftreten. Beim klonogenen Zelltod sind die Zellen nach der
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Bestrahlung zunachst noch intakt. Sie verlieren allerdings nach kurzer Zeit ihre Fahigkeit zur Teilung,
sodass eine Koloniebildung nicht mehr moglich ist. Eine weitere Form ist die Nekrose, bei der es zum
vollstandigen Untergang der Zelle kommt. Dieser geht mit einer Entziindungsreaktion des
umliegenden Gewebes einher. Im Gegensatz dazu steht die Apoptose, auch programmierter Zelltod
genannt. Hier kommt es zwar auch zum direkten Zelltod, allerdings schrumpft die Zelle und kann
phagozytiert werden, so dass eine Entzlindungsreaktion ausbleibt. Dies ist auch die Form des

physiologischen Zelltodes, durch den alternde Zellen aussortiert werden. (Miinter and Weber 2017)

1.3.3 Schlusselrolle Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus verschiedenen Phasen, die die Zelle nacheinander durchladuft (s. Abbildung

3).

Abbildung 3: Ubersicht Zellzyklus

Gq-Phase\ \-—— G,-Phase

Gy-Phase

\ S-Phase ,

Differenzierung,
Tod

Quelle: (Minter and Weber 2017)

In der Gi-Phase bereitet sich die Zelle auf eine bevorstehende Teilung vor. Alle dafiir nétigen
Proteine, Enzyme und Zellorganellen werden synthetisiert. An die Gi-Phase schliel3t sich die S-Phase
an. In der S-Phase wird die DNA repliziert und weitere Proteine sowie RNA synthetisiert. Am Ende der
S-Phase liegt ein diploider Chromosomensatz vor. Anschliefend folgt die G,-Phase, in der es zu
weiteren Proteinsynthesen kommt. Die Zelle bereitet sich nun direkt auf die Mitose vor. Die Mitose
selbst findet in der anschlieBenden M-Phase statt und es entstehen zwei Tochterzellen. Nach der
Teilung bestehen fir die Tochterzellen zwei Optionen in ihrer Funktion im Zellverband. Zum einen
kénnen sie erneut in den Zellzyklus eintreten. Dieser beginnt dann mit der G;-Phase wieder von
vorne. Alternativ kdnnen sie den Zellzyklus entweder passager (z. B. durch Entzug von
Wachstumsfaktoren/Nahrstoffen) oder dauerhaft (bei Ausdifferenzierung) verlassen. Sie treten dann
in die Go-Phase ein und verbleiben hier bis zum erneuten Eintritt in die G;-Phase oder sterben mittels
Apoptose. Der zeitliche Rahmen betragt fir die S-, Go- und M-Phase ca. 8-20 Stunden. Die Gi- und Go-
Phasen haben dagegen kein festes Zeitintervall. Die Dauer kann von wenigen Stunden bis zu
mehreren Tagen variieren. Am Ende der G;-und G;-Phase sowie der Metaphase wird an
Kontrollpunkten lGberprift, ob alle nétigen Voraussetzungen fiir den nachsten Schritt gegeben sind.

Dies wird durch verschiedene Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen kontrolliert. Ist dies nicht der

21



1 Einleitung

Fall, wird der Zellzyklus gestoppt und notige Reparatur- bzw. Syntheseschritte eingeleitet. Kann der
Zellzyklus abschliellend nicht erfolgreich fortgesetzt werden, wird in der Regel die Apoptose

eingeleitet. (Heinrich 2014, Minter and Weber 2017)

Die einzelnen Phasen des Zellzyklus weisen eine unterschiedliche Strahlensensibilitat auf. Wahrend
einer langen G;- und auch spaten S-Phase ist die Zelle relativ unempfindlich fir Strahlenschaden. In
der G;- und friihen S-Phase steigt die Empfindlichkeit und hat ihr Maximum in der M-Phase. Dies
trifft besonders fiir locker ionisierende Strahlung zu. Bei dicht ionisierender Strahlung ist die

Abhangigkeit vom Zellzyklus weniger stark ausgepragt. (Miinter and Weber 2017)

1.3.4 Strahlentherapie und Zellzyklus

Zur Strahlentherapie gehoren verschiedene Bestrahlungskonzepte. Dabei kann mittels Distanz
zwischen Strahlungsquelle und Tumor (Tele- vs. Brachytherapie) oder auch nach
Bestrahlungsfrequenz unterschieden werden (einmalig vs. fraktioniert). Bei der Teletherapie wird
perkutan mit Distanz zum Tumor bestrahlt. Im Gegensatz dazu steht die Brachytherapie, bei der sich

die Strahlungsquelle direkt am Tumor befindet.(Schulz-Ertner, Sterzing et al. 2017)

Nun soll auf die fraktionierte Bestrahlung eingegangen werden. Dabei wird die Gesamtdosis in
mehrere Fraktionen aufgeteilt und nach einem zeitlichen Schema appliziert. Pro Fraktion wird in
Abhangigkeit der Tumorentitat eine Einzeldosis von ca. 2 Gy appliziert. Der Zeitraum erstreckt sich
dabei liber mehrere Wochen, in denen in der Regel an 5 Tagen einmal pro Tag bestrahlt wird. Bei der
fraktionierten Bestrahlung nutzt man die Tatsache, dass Tumorzellen eine schlechtere
Regenerationsfahigkeit aufweisen als gesunde Zellen. Mit der verwendeten Dosis muss ein
Gleichgewicht zwischen einer Minimierung langfristiger Strahlenschaden des gesunden Gewebes und

gleichzeitiger maximaler Dosis des Zielvolumens gefunden werden. Einen Uberblick gibt Abbildung 4.
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Abbildung 4: Fraktionierte vs. einmalige Bestrahlung

Gesundes Gewebe kann im Gegensatz zu Tu-

1=kttt ittt datatetee ettty morgewebe im Bestrahlungsintervall fast alle
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Dabei wird die Wirkung der fraktionierten Bestrahlung durch die 5 R’s der Strahlenbiologie
modifiziert. Dazu zahlen Repair, Redistribution, Repopulation, Reoxygenation und Radiosensitivity.
Unter Repair werden Reparaturmechanismen der Zelle selbst zusammengefasst. Bei der
Redistribution kommt es zu einer voriibergehenden Teilsynchronisation des Zellzyklus sowie einer
Abnahme der Mitoserate. Es (iberleben hauptsachlich Zellen in strahlenresistenten Zyklen und der
Zellzyklus wird durch die Reparaturmechanismen verlangert. Im Verlauf treten auch diese Zellen
wieder in strahlensensible Phasen ein und sprechen dann besser auf die Bestrahlung an. Durch den
Zellverlust im Rahmen der Bestrahlung kann die Zellproliferation gesteigert und somit hoheren
Strahlendosis zum Ausgleich notwendig werden. Dies wird als Repopulation bezeichnet. Wie bereits
beschrieben ist die Strahlenwirkung auf oxygenierte Zellen héher im Vergleich zu hyp- oder
anoxischen Zellen. Im Laufe der fraktionierten Bestrahlung nimmt die Tumormasse ab, sodass sich
der Diffusionsweg zu den verbliebenen Tumorzellen verringert. Somit steigt im Rahmen der
Reoxygenation der Oxygenierungsgehalt und die Strahlenwirkung nimmt zu. Radiosensitivity
beschreibt Unterschiede in der Strahlensensibilitat von Tumorzellen, die in einem

Bestrahlungskonzept beriicksichtigt werden missen. (Miinter and Weber 2017)

Die Stereotaxie ist eine Bestrahlungsvariante mit hoher Strahlendosis und fiihrt meist zu letalen
Strahlenschaden. Wird sie als Einzeitbestrahlung angewendet, bezeichnet man sie als Radiochirurgie.

Haufiger Einsatzbereich ist dabei der Kopf. Ebenso sind fraktionierte Konzepte moglich.
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Als anthroposophisches Medikament wird die Misteltherapie schon lange bei der Behandlung von
Tumorerkrankungen eingesetzt. Die Nachfrage nach komplementarmedizinischen Verfahren, und
damit auch der Misteltherapie, steigt weiter, insbesondere bei Frauen. Das Mammakarzinom ist das
haufigste Karzinom der Frau und beide Faktoren zusammen bedingen einen breiten Einsatz der
Misteltherapie, obwohl die Studienlage nicht eindeutig ist. Bisher wurden in Bezug auf das
Mammakarzinom hauptsachlich Interaktionen mit diversen Chemotherapeutika und Einfluss auf die
Lebensqualitat untersucht. Studien zum kombinierten Einsatz mit einer Radiotherapie stehen aktuell
nicht zur Verfligung, obwohl diese fast ein obligater Bestandteil in der multimodalen Therapie des
Mammakarzinoms ist. Mit dieser Arbeit wird mittels Mammakarzinomzelllinien in-vitro untersucht,
ob durch Zugabe von Mistelextrakt die Strahlenwirkung auf Zellen beeinflusst wird. Dazu werden
verschiedene Experimente durchgefiihrt, in denen Proliferation, Apoptose und Zellzyklus analysiert
werden. Langfristig sollte es das Ziel sein, bezliglich dem Einsatz von Mistelextrakt in der Onkologie,
eine klare Empfehlung zu Nutzen oder Schaden aussprechen zu kénnen. Die bisherigen praklinischen
und klinischen Forschungsergebnisse sind aufgrund der wenigen und teils widersprichlicher Daten

dafir nicht ausreichend.
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3.1 Materialien

3.1.1 Zelllinien

Zellen Bezugspartner und Datenblatt

MCF-7 MCF7 (ATCC® HTB22 ™)

https://www.lgcstandards-atcc.org/~/ps/HTB-22.ashx

SK-BR-3 SKBR3 (ATCC® HTB30 ™)

https://www.lgcstandards-atcc.org/~/ps/HTB-30.ashx

https://www.lgcstandards-

atcc.org/~/media/57B3BB20A6144488ACF55D7BDC2B86E0.ashx

Tabelle 3: Zelllinien

3.1.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

12-well-Platten Costar
USA

64-well-Platten TPP
Schweiz

Zellkulturflaschen (T25 und T75)

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 pl)

Sarstedt
Nurnbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Combitips advanced Pipetten (2, 10, 25 ml) Eppendorf
Deutschland

Falcon Tubes (15, 50 ml) Eppendorf
Deutschland

Eppendorf Tubes (1,5, 2, 5 ml) Eppendorf

Deutschland

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

3.1.3 Puffer und Lésungen

Substanzen Hersteller
Phosphate buffered saline Sigma-Aldrich
USA
L-Glutamin Sigma-Aldrich
UK
Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich
UK
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich
Israel
Sodiumpyruvat Sigma-Aldrich
UK
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma-Aldrich
High Glucose UK

Tabelle 5: Puffer und Losungen
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3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Substanzen Hersteller
Propidium lodid Calbiochem
USA
Annexin-V-Fluos-Staining-Kit Roche
Deutschland
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche

Deutschland

Kristallviolett 0,1% wassrige Fertiglosung

Ethanol Carl Roth
Karlsruhe, Deutschland
Methanol Carl Roth
Karlsruhe, Deutschland
Iscador® M Iscador® AG
(Chargen-Nr: 70520/60319 Loérrach, Deutschland
70520/60337)
Triton-X-100 Sigma-Aldrich
USA
Trypsin EDTA-Solution Sigma-Aldrich
USA
Anti-gamma-H2AX (p Ser139) (2F3) Mouse mAB | Novus
Tabelle 6: Chemikalien und Reagenzien
3.1.5 Gerdte
Gerat Hersteller
Zentrifuge Heraeus Multifgue 3SR+ Centrifuge

Thermo Scientific

Epi-Zentrifuge

Heraeus Fresco 17 Centrifuge
Thermo Electron Corporation

FACS FACS Calibur
Becton Dickinson
Inkubator Heraeus BD 6220

Thermo Electron Corporation

Multistepper

Multipipette Plus
Eppendorf

Neubauer Zahlkammer

Pipet Boy Stripettor Ultra
Corning

Lichtmikroskop Axiovert 135
Zeiss

Wasserbad

HMGU Wasserbad Schuettler 14 L
Memmert

Sicherheitswerkbank

HERAsafe Class Il Safety Cabinet
Thermo Electron Corporation

ELISA Reader

Biotek ELx808

Bestrahlungsgerat

RS225

Gulmay Medical Systems

Tube Voltage: 200 kV, Tube Current 15 mA
Filter 5, Tischhohe 500

Tabelle 7: Gerdte
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3.1.6 Software

Software Hersteller und Version

GelCount OXFORD OPTRONIX GelCount
Version 1.1.8.0

Cell Quest Pro BD Biosciences
Version 6.0

Excel Microsoft Word Excel fiir Mac
Version 16.16.2

Tabelle 8: Software

3.2 Methoden

3.2.1 Verwendete Zelllinien

Fur die Versuche wurden zwei etablierte humane Mammakarzinom-Zelllinien verwendet.

Die Zelllinie MCF-7 (ATCC® HTB22 ™) stammt von einer 69-jahrigen kaukasischen Frau und wurde
1970 aus einem malignen Pleuraerguss gewonnen ((ATCC) 2018). Dabei handelt es sich um adharent
wachsende Zellen eines Adenokarzinoms. Sie waren die ersten Mammakarzinomzellen, die sich in-

vitro kultivieren lieRen (Soule, Vazguez et al. 1973).

Als zweite Zelllinie wurden SK-BR-3-Zellen (ATCC® HTB30 ™) verwendet. Sie stammen von einer 40-
jahrigen kaukasischen Frau und wurden ebenfalls aus einem malignen Pleuraerguss gewonnen. Die
Zellen wurden als Adenokarzinom klassifiziert. Es ist bekannt, dass die Zelllinie SK-BR-3 vom

Rezeptorstatus Her2-neu-positiv und im p53-Status mutiert ist. ((ATCC) 2018)

3.2.3 Zellkultur

Als Medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium — High Glucose (DMEM) verwendet und mit
10% fetalem Kalberserum (FCS) ergadnzt. Zusatzlich erfolgte die Zugabe von Antibiotika (Penicillin
100IU/ml, Streptomycin 100mg/ml), L-Glutamin (2mM) und Sodium-Pyruvat (ImM). AnschlieRend

wurde das Medium steril filtriert und im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

Die Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen im Inkubator bei einem CO,-Gehalt von 5%, einer

Temperatur von 37°C und einer Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert.

Alle fir die Zellkultur verwendeten Flissigkeiten wurden vor der Zugabe auf Raumtemperatur

erwarmt.

Das Passagieren der Zellen wurde 2x wochentlich in einer Sicherheitswerkbank unter sterilen

Bedingungen durchgefiihrt. Zunachst wurde aus den Zellkulturflaschen Medium und mogliche
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Restsubstanz durch zweimaliges Waschen mit Phosphate buffered saline (PBS) entfernt. Danach
wurden die Zellen je drei Minuten bei 37°C im Inkubator trypsiniert und anschliefend durch
vorsichtiges Beklopfen der Kulturflasche vom Flaschenboden gelost. Es folgte die Neutralisation des

Trypsins mit Medium. Genaue Dosierungen je nach Zellkulturflasche sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Zellkulturflasche PBS [ml] Trypsin | Medium  zur | Kulturmedium | Ausgesate Zellzahl

[Wachstumsflach [ml] Neutralisation | [ml]

eincm?] [mI]

T25 2 0,5 5 5 MCF-7: 0,5 x 106
SK-BR-3: 0,3 x 10°

T75 5 1,5 10 15 MCF-7: 1,5 x 106
SK-BR-3:0,9 x 10°

Tabelle 9: Ubersicht Materialien und Zellzahlen fiir die Zellkultur

Anschliefend wurden die Zellen erneut in Zellkulturflaschen ausgesat und inkubiert.

3.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde durch Zahlung mittels einer Neubauer Zahlkammer ermittelt. Dafiir wurden 20 pl
der Zellsuspension in eine 96-well-Platte gegeben. Um abgestorbene Zellen zu erkennen, wurden 20
ul Trypanblau hinzugefiigt und mit der Zellsuspension gut resuspendiert. Trypanblau durchdringt die
Zellmembran abgestorbener Zellen und farbt diese blau. So kann zwischen blauen toten und vitalen
farblosen Zellen unterschieden werden. Die Zahlkammer wurde mit der Zellsuspension befiillt und
die Zellen mithilfe des Rasters gezahlt. Die Ermittlung der Zellzahl pro Milliliter erfolgte mit folgender
Formel:

Zellen Verdinnungsfaktor

= ahlte Zell 10000
ml gezatite € enxgezéhlte grofie Quadratex

3.2.4 Bestimmung der Iscador®M-Konzentration

Bevor mit den eigentlichen Versuchsreihen begonnen werden konnte, war es nétig eine Iscador®M-
Konzentration zu bestimmen, mit der die Zellreihen behandelt werden sollten. Dafiir wurde zunachst
ein Proliferationsassay mittels WST-1-durchgefiihrt. Der genaue Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.5
beschrieben. Da die Ergebnisse zur Ermittlung einer Iscador®M-Konzentration nicht geeignet waren
(vgl. Kapitel 4.1), erfolgte die Bestimmung mittels CFA (s. Versuchsdurchfiihrung Kapitel 3.2.6.3).
Ergebnisse des CFA und Begriindung der gewahlten Konzentration sind in den Kapiteln 4.2 und 5.1

ausfiihrlich beschrieben.
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3.2.5 Proliferations-Assay mit WST-1

Flr den Proliferations-Assay (auch Viability Assay genannt) wurden zunachst 96-well-Platten nach
einem zuvor festgelegten Schema (s. Tabelle 10) mit 13500 Zellen in 90 pl Medium pro Well beimpft.
In den Feldern A-D (weil}) wurden pro Reihe je 4 Replikate MCF-7, in den Feldern E-H (grau) SK-BR-3

ausgesat. Pro Iscadordosis und Zelllinie konnten somit 8 wells ausgewertet werden.

A | B E | F
1 0 pg/ml Iscador®M 0 pg/ml Iscador®M
2 0 pg/ml Iscador®M 0 pug/ml Iscador®M
3 5 pg/ml Iscador®M 5 pg/ml Iscador®Mm
4 5 pg/ml Iscador®M 5 pg/ml Iscador®Mm
5 10 pg/ml Iscador®M 10 pg/ml Iscador®M
6 10 pg/ml Iscador®M 10 pg/ml Iscador®M
7 20 pg/ml Iscador®M 20 pg/ml Iscador®M
8 20 pg/ml Iscador®M 20 pg/ml Iscador®M
9 50 pg/ml Iscador®M 50 pg/ml Iscador®M
10 50 pg/ml Iscador®M 50 pg/ml Iscador®M
11 Positivkontrolle mit Camptothecin Positivkontrolle mit Camptothecin
12 Leerprobe nur Medium Leerprobe nur Medium

Legende: A —D (weil}): MCF-7, E — H (grau): SK-BR-3
Tabelle 10: Pippetierschema WST-1-Assay

Zur Kontrolle wurde 90 pl reines Medium verwendet. Pro Versuchsreihe wurden insgesamt 8 96-
well-Platten angelegt. 24 Stunden nach Aussaat erfolgte die Bestrahlung von je 2 Well-Platten pro
Strahlendosis (0, 2, 4, 6 Gy). Direkt im Anschluss an die Bestrahlung wurden die verschiedenen
Iscador®M-Konzentrationen in je 10ul Medium pro Well hinzugegeben. Die Positivkontrolle erfolgte
mit dem Topoisomerase-I-Inhibitor Camptothecin in 1:250 Verdiinnung bei 5 mg/ml Stockl6sung
(entspricht 4 pul Camptothecin/well). Zur Leerprobe wurden ebenfalls noch einmal 10 pl Medium
hinzupippetiert. Die Platten wurden anschlieRend in zwei Versuchsreihen 5 und 7 Tage im inkubiert.
WST-1 ist ein Reagenz, das nach Zugabe ins Nahrmedium von den Zellen aufgenommen und in der
Atmungskette verstoffwechselt wird. Dies bewirkt einen Farbumschlag, der sich photometrisch als
Extinktion messen lasst. Nach der Inkubationszeit wurden alle Wells mit je 10 pul WST-1 (auf
Raumtemperatur erwadrmt) beimpft und anschliefend erneut fiir 3 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Die Messung der Extinktion erfolgte dann im ELISA-Reader bei 37°C und den Wellenlangen 450 nm

sowie 630 nm. Zuvor wurden die Platten zur Resuspension drei Sekunden vom Gerat geriittelt.

Flr die Berechnung wurde zunachst von allen Proben der Mittelwert gebildet. Der Leerwert (blank),
die Probe mit reinem Medium, wurde als Eichwert verwendet und von den Proben beider
Wellenldngen substrahiert (Wert 450 nm — blank // Wert 630 nm — blank). Im letzten Schritt erfolgte

die Substraktion der Werte der Wellenldngen (Mean = 450 nm — 630 nm). Die Wellenldngen wurden
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anschlieRend zur besseren Darstellung in Prozente umgerechnet und graphisch dargestellt. Der

Versuch wurde insgesamt 5-mal wiederholt.

3.2.6 Colony Forming Assay (CFA)

3.2.6.1 Allgemeine Durchfiihrung eines CFA

Ziel eines CFA (auch Clonogenic Assay genannt) ist es, die Koloniebildungsfahigkeit von Zellen zu
untersuchen. AuRere Einfliisse (z. B. Medikamente oder Bestrahlung) kénnen sich auf das
Wachstumsverhalten der Zellen auswirken und mit diesem Assay untersucht werden. Der CFA ist fir

diese Fragestellung ein sehr etabliertes Verfahren (Franken, Rodermond et al. 2006).

Im Versuch wurden 12-well-Platten mit einer definierten Zellzahl beimpft, die so gering bemessen
wurde, dass sich gebildete Kolonien nicht tGiberlagerten und besser ausgewertet werden konnten.
Ausgangspunkt war die beim Passagieren gewonnene Zellsuspension. Diese wurde entsprechend
verdlnnt bis die gewlinschte Zellzahl pro Milliliter erreicht war. Nach Aussaat der Zellen in die 12-
well-Platten wurden diese Uber einen bestimmten Zeitraum (z. B. 1 Woche) im Brutschrank inkubiert.
Zur Auswertung mussten die Zellen fixiert und gefarbt werden. Hierzu wurde zunachst das Medium
aus den Wells entfernt. Danach folgte ein Waschschritt durch Zugabe von 1 ml PBS pro Well. Zur
Fixierung wurde pro Well 1 ml Methanol mit einer Temperatur von -20 °C hinzugegeben und fir 5
Minuten inkubiert. Danach wurde das Methanol entfernt und fachgerecht entsorgt. Zum Schluss
folgte die Farbung mit 1 ml Kristallviolett 0,1% fir 2 Minuten. Anschliefend wurde das Kristallviolett
entfernt und die Well-Platten griindlich unter flieBendem Wasser abgespdlt. Abbildung 5 zeigt

exemplarisch eine 12-well-Platte eines CFA mit SK-BR-Zellen.

Abbildung 5: 12-well-Platte CFA SK-BR-3-Zellen

Nach Trocknung wurden die Platten im GelCount eingelesen und die Kolonien gezahlt. Eine Kolonie

umfasste dabei einen Zellverbund aus mind. 50 Zellen. Die Versuchsreihen wurden mehrfach
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wiederholt und ein Mittelwert gebildet. Aus diesen Mittelwerten wurden dann Plating Efficiency (PE)
und Survival Fraction (SF) erfasst, deren Berechnung mit folgenden Formeln erfolgte:
Anzahl Kolonien

E = 100
ausgesate Zellzahl ’

_ Anzahl Kolonien ohne Behandlung

"~ Anzahl Kolonien mit Behandlung

Abschlieflend erfolgt die Bildung eines Mittelwertes aus den SF der einzelnen Versuchstagen sowie

die Berechnung von Standardabweichung und Varianz.

3.2.6.2 Vorversuche

Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl und Inkubationszeit wurden Vorversuche durchgefiihrt. Mit
Hilfe einer Verdiinnungsreihe wurde die Zellsuspension soweit verdiinnt, dass sich
Zellkonzentrationen von 50, 100, 200, 400 und 800 Zellen pro Well erreichen lieRen. Verwendet
wurden 12-well-Platten, die mit einem Gesamtvolumen von 1 ml aus Zellsuspension und Medium
befillt wurden. Durch verschiedene Inkubationszeiten (7, 9, 11, 13, 15 Tage) konnten fiir die
folgenden Versuche optimale Zellzahlen und Wachstumszeit bei beiden Zelllinien bestimmt werden.
Fiir die verschiedenen Bestrahlungsdosen wurden die Zellzahlen abschlieend erhéht, um trotz der
Strahlentoxizitat ausreichend Kolonien fiir eine Auswertung zu erhalten. Daflir musste bei den MCF-7
die Inkubationszeit fir die 4 Gy- und 6 Gy-Gruppen verlangert werden. Die somit ermittelten
Zellzahlen und Inkubationszeiten sind in Tabelle 11 dargestellt. Durch die Berechnung der Plating

Efficiency (PE) erfolgte eine Normierung der unterschiedlichen Zellzahlen.

Zelllinie Zellzahl nach Strahlendosis Wachstumszeit
MCF-7 0 Gy = 300 Zellen/well 0 Gy + 2 Gy: 10 Tage
2 Gy = 600 Zellen/well 4 Gy + 6 Gy: 14 Tage

4 Gy = 1200 Zellen/well
6 Gy = 1800 Zellen/well
SK-BR-3 0 Gy = 100 Zellen/well 0,2,4,6Gy:9Tage
2 Gy = 100 Zellen/well
4 Gy = 250 Zellen/well
6 Gy = 500 Zellen/well
Tabelle 11: Zellzahlen/Wachstumszeiten CFA

3.2.6.3 CFA zur Konzentrationsbestimmung des Iscador®M

Die Testung der Iscador®M-Konzentrationen 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml und 50
ug/ml erfolgte mittels CFA. Das verwendete Iscador®M wurde vom Hersteller in der Dosis 5 mg/ml

bezogen. Eine direkte Zugabe von Iscador in die Wells war aufgrund der geringen Konzentration
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technisch nicht moglich. Somit wurde Iscador®M mit Medium verdiinnt, sodass nach Zugabe von
100ul Iscador®M-Medium-Gemisch die oben genannten Konzentration von 0,1 — 20 pug/ml pro Well
erreicht wurden. Fiir die Durchflihrung eines CFA siehe Kapitel 3.2.6.1. Die einzelnen Wells wurden
bei der Zelllinie MCF-7 mit 300 Zellen/Well und bei der Zelllinie SK-BR-3 mit 100 Zellen/Well beimpft.
Nach 24 Stunden wurden dann je 100 ul der verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen in zuvor
beschriftete Wells gegeben. Fixierung und Farbung folgte bei den MCF-7-Zellen an Tag 10 und den
SK-BR-3-Zellen an Tag 9. Es folgte die Zahlung mittels GelCount und anschliefender Berechnung von
PE und SF. Als Zielwert sollte die Bestimmung der LDso dienen. Der LDso-Wert (,,letale Dosis“) gibt
wieder, bei welcher Konzentration noch 50% der Zellen tiberleben. Die graphische Darstellung wurde
mit Excel durchgefiihrt. Insgesamt wurden die Vorversuche 7-mal wiederholt. Fiir die weiteren
Versuche wurde die Dosis von 10 pg/ml Iscador®M ermittelt. Ausfihrliche Informationen hierzu sind

in Kapitel 4.2 aufgefihrt.

3.2.6.4 CFA mit Bestrahlung und Iscador® M

Zur allgemeinen Durchfiihrung des CFA siehe 3.2.6.1. Ausgesate Zellzahlen und Inkubationszeiten
sind Tabelle 11 zu entnehmen. Die Bestrahlung mit Rontgenstrahlen in den Dosen 2 Gy, 4 Gy und 6
Gy erfolgte 24 Stunden nach Aussaat der Zellen. Dazu wurde das Bestrahlungsgerat RS225 der Fa.
Gulmay verwendet und auf folgende Parameter eingestellt: 15 mA, 200 kV, Tischhéhe 500 mm, Filter
5. Die unterschiedlichen Strahlendosen wurden durch entsprechende Bestrahlungszeiten erreicht.
Diese Einstellungen wurden ebenfalls fir alle weiteren Versuchreihen verwendet. Direkt im
Anschluss wurden 10 pg/ml Iscador®M hinzupipettiert. Zusatzlich zu den mit Iscador®M und
Bestrahlung behandelten Zellen gab es Negativproben, die nur Mistelextrakt erhielten (ohne
Bestrahlung) und Zellen, die nur mit Medium behandelt wurden. Der Versuch wurde insgesamt 8-mal

wiederholt.

3.2.7 Zellzyklusanalyse und DNA-Reparatur-Induktion

Zur Zellzyklusanalyse wurde die Durchflusszytometrie genutzt, mit der die Zellen nach Farbung mit
fluoreszierendem Propidiumiodid (PI) auf ihren DNA-Gehalt hin untersucht werden konnten. Parallel
erfolgte eine Farbung mit einem y-H2AX-Antikorper, mit dem sich Reparaturhistone H2AX
nachweisen lassen. Diese Histone werden vermehrt bei DNA-Doppelstrangbriichen synthetisiert und
sind an ihrer Reparatur beteiligt. Flir diese Versuchsreihe wurden die Zellen in T25-Zellkulturflaschen
ausgesat. Aufgrund der kurzen Wachstumszeit dieses Versuchs wurden die Zellzahlen im Vergleich
zur Erhaltungskultur deutlich erhéht. Bei den MCF-7 wurden insgesamt 1,2 Mio. Zellen pro T25-
Flasche ausgesat. Bei den SK-BR-3 waren es 1,5 Mio Zellen pro T25-Flasche. Pro Versuchsreihe und

Zelllinie wurden insgesamt 8 T25-Flaschen ausgesat. Nach Aussaat konnten die Zellen 24 Stunden
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anwachsen und wurden im Anschluss bestrahlt. Je zwei Flaschen pro Zelllinie erhielten die gleiche
Strahlendosis (0, 2, 4, 6 Gy). Davon wurde wiederum je eine Flasche pro Strahlendosis und Zelllinie
mit Iscador®M in der Konzentration 10 pg/ml beimpft. Die restlichen Zellkulturflaschen blieben als
Kontrollgruppe unbehandelt. Die Zellzyklusanalyse erfolgte 24 Stunden nach Bestrahlung. Dafiir
wurden die Zellen zunachst mit 0,5 ml Trypsin und kurzer Inkubation im Warmeschrank vom
Flaschenboden geldst. Der Vorgang wurde mit 2 ml DMEM-Medium gestoppt und die Zellsuspension
im Anschluss fiir 5 Minuten bei 500g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Zellpellet wurde dann in 250 pl kaltem PBS aufgenommen und sehr gut resuspendiert. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension unter Vortexen langsam in 2,25 ml Ethanol (70%, -20°C) getropft und mind.
2 Stunden bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. In dieser Form waren die Zellen fiir die Farbung und

Auswertung einen Monat haltbar.

Der Versuch wurde innerhalb einer Woche fortgesetzt. Fiir die Herstellung der verwendeten

Reagenzien s. Tabelle 12.

Reagenz Konzentration/Dosierung

FACS-Puffer 10% fetales Kalberserum in PBS

Triton X-100 0,15% 75 pl Triton X-100 + 49,925 ml PBS

Triton X-100 0,1% 50 pl Triton X-100 + 49,950 ml PBS

PI-Staining-Lésung 0,1 % Triton X-100 in PBS + 0,2 mg/ml DNAse-free-RNAse A + 0,02 mg/ml
Propidium lodid (PI)

(Maximal 2 Wochen im Kiihlschrank bei 4°C haltbar (Lagerung dunkel))
Tabelle 12: Reagenzien Zellzyklus-Analyse

Fiir die Farbung wurde die Zellsuspension zunachst 5 Minuten bei Raumtemperatur und 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die Proben einige Minuten stehen gelassen, damit
verbliebenes Ethanol verdunsten konnte. AnschlieRend wurden die Zellpellets mit 1 ml PBS
gewaschen und erneut bei Raumtemperatur und 500 g 5 Minuten lang zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde noch einmal wiederholt. Danach wurden die Zellpellets in 1 ml Triton-X-Losung
(0,15%) resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Zentrifugation
(500 g, 5 Minuten, Raumtemperatur) und anschliefende Resuspension in 100 pl FACS-Puffer. Nach
einer Zugabe von 2 pl y-H2AX-Antikérper (Anti-gamma-H2AX (p Ser139) (2F3) Mouse mAB) wurden
die Proben dunkel auf Eis inkubiert. Als nachstes folgte wieder ein Waschschritt mit Zugabe von 300
ul FACS-Puffer und erneute Zentrifugation (500 g, 5 Minuten, Raumtemperatur). Der Uberstand
wurde abgenommen und verworfen. Im letzten Schritt wurde das Pellet in 300 ul PI-Staining-Lésung
resuspendiert und erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Pl bindet DNA und
kann aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaft durch einen Laser wahrend der FACS-Analyse

angeregt werden. Je groRer der DNA-Gehalt der Zelle (haploid vds. diploid), desto intensiver das

33



3 Material und Methoden

Signal. Die graphische Darstellung der Auswertung ist in Abbildung 6 und 7 exemplarisch fiir die SK-

BR-3-Zellen gezeigt.

Abbildung 6: Beispiel graphische Darstellung Durchflusszytometrie Zellzyklus SK-BR-3-Zellen
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Der Peak M1 zeigt Zellen in der G1/Go-Phase mit haploidem Chromosomensatz. M2 enthalt Zellen mit
diploidem Chromosomensatz in der G,/M-Phase. Zwischen M1 und M2 liegt der Bereich M3, in dem

sich Zellen in der S-Phase befinden.

Abbildung 7: Beispiel graphische Darstellung Durchflusszytometrie y-H2AX SK-BR-3-Zellen
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In Abbildung 7 ist das Ergebnis der y-H2AX-Farbung graphisch dargestellt. Dabei kdnnen zwei Peaks
(M1 und M2) unterschieden werden. Bei M2 liegt im Verhaltnis zu M1 eine vermehrte Anzahl der
Histone H2AX vor.

3.2.8 Apoptose-Assay mit Annexin

Beim Apoptose-Assay wird Annexin als fluoreszierender Marker benutzt. Dabei bindet es an
Phophatidylserin, welches bei Einleitung der Apoptose von der inneren auf die duRere Zellmembran
umgelagert wird. Zusatzlich erfolgt eine Farbung mittels Propidium lodid (PI). Pl lagert sich an der DNA
der Zellen an, kann aber nur in die Zelle eindringen, wenn die Zellmembran bereits perforiert ist. Dies

ist bei spat-apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen der Fall. So wird in der Durchflusszytometrie
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zwischen gesunden, frih apoptischen und spat-apoptotischen/nekrotischen Zellen unterschieden.

Abbildung 8 stellt den Prozess graphisch dar.

Abbildung 8: Zelldiskriminierung mittels Marker beim Apoptose-Assay mit Annexin
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Quelle: (Hingorani, Deng et al. 2011)

https://www.bdbiosciences.com/documents/BD_FACSVerse Apoptosis Detection AppNote.pdf v. 02.01.2020

Fiir diesen Versuch wurden die Zellreihen in T25-Zellkulturflaschen kultiviert. Bei den MCF-7-Zellen lag
die Zellzahl bei 500.000 Zellen pro T25-Flasche. Bei den SK-BR-3-Zellen waren es 300.000 Zellen pro
T25-Flasche. Je Zelllinie wurden insgesamt 8 T25-Flaschen ausgesat. 24 Stunden nach Aussaat erfolgte
die Bestrahlung mit 0, 2, 4 und 6 Gy (pro Strahlendosis je zwei Flaschen pro Zelllinie). Je eine Flasche
pro Strahlendosis und Zelllinie wurde anschlieRend mit Iscador®M in der Konzentration 10 pg/ml
beimpft. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Als nachstes folgte
die Vorbereitung der Zellen fiir die Farbung. Daflir wurden sie zur Gewinnung zunachst trypsiniert und
der Vorgang anschliefend durch Zugabe von Medium gestoppt. Durch Zentrifugieren
(Raumtemperatur, 500g, 7 Minuten) der Zellsuspension blieb ein Zellpellet zuriick. Der Uberstand
wurde abgegossen. Zum Waschen erfolgte die Resuspendierung des Pellets in 5 ml PBS. AnschlieBend
wurde bei gleicher Einstellung erneut zentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen. Fiir die
Farbung wurde das Annexin-V-Fluos Staining Kit der Firma Roche verwendet. Das Kit enthielt eine
gebrauchsfertige Fixierlosung sowie den fluoreszierenden Annexin-V-Antikorper. Fiir die Farbung
wurden eine Lésung aus dem Antikdrper und der Fixierldsung hergestellt. Einen Uberblick gibt Tabelle

13.
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Stocklésungen Hersteller Aufbewahrung | Verwendung | Ort

Annexin V -FLUOS | Roche Cat.No. 1 828 681 -20°C RT -20°C
Gefrierschrank

Propidium lodid | Stock 100ug/ml 4°C RT Kihlschrank

(P1)

Puffer Hersteller/Inhalt Aufbewahrung |Verwendung |Ort

PBS Gibco/Sigma RT RT Regal

Annexin HEPES 10mM 4°C 4°C Kihlschrank

Fixierlosung

(adjust to pH 7.4 with NaOH)

(Annexin-V-Fluos

Staining-Kit ready NaCl 140mM RT RT Regal

for use) CaCl 2.5mM RT RT Regal

Farbeldsung 20pL Annexin V-FLUOS per 1ml | - RT frisch ansetzen

Annexin binding buffer

Tabelle 13: Reagenzien Annexin-V-Assay

Die Zellpellets wurden in 100 ul Farbeldsung resuspendiert und dann fiir 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde zur Verdiinnung nochmals 400 pl Fixierlésung pro

Tube hinzugefiigt. Dann folgte die letzte Farbung mit Pl. Dafiir wurden 10 pl der PI-Stocklésung in die

Tubes pipettiert und anschlieRend fiir weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Abschliefend wurde die FACS-Analyse durchgefiihrt. In Abbildung 9 ist exemplarisch eine

Auswertung von Apoptose der SK-BR-3-Zellen dargestellt.

Abbildung 9: Beispiel graphische Darstellung Durchflusszytometrie Annexin-Assay SK-BR-3-Zellen
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In der Grafik sind zwei Peaks zu sehen, bei dem der erste Peak lebende Zellen und der zweite Peak

(M1) apoptotische Zellen enthilt.
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3.2.9 Statistische Auswertung und Signifikanz

Die statistische Auswertung wurde mit Excel durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der einzelnen
Versuchstage erfolgte zunachst die Berechnung von Mittelwert, Varianz und Standardabweichung.
Mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test wurden die Stichproben auf das Vorliegen einer
Normalverteilung lGberprift. Aufgrund der geringen Stichprobengrofie war nicht von einer
Verzerrung des Ergebnisses auszugehen. Fiir die weitere statistische Auswertung wurde bei allen
Versuchen der ungepaarte t-Test flir zwei unabhangige Stichproben durchgefiihrt. Die Testung
erfolgte zweiseitig und der Varianz angepasst. Das Signifikanzniveau wurde mit 5% (p-Wert < 0,05)
als signifikant und 1% (p-Wert < 0,01) als hoch signifikant festgelegt. Als Nullhypothese (Ho) wurde in
allen Versuchsreihen angenommen, dass es keinen Unterschied zwischen einer alleinigen

Bestrahlung und der Kombination aus Bestrahlung und Mistelextrakt gab.
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4 Ergebnisse

4.1 Proliferationsanalysen unter Iscador®M und Bestrahlung

Ziel des Proliferationsassays mittels WST-1 war es zunachst eine geeignete Iscador®M-Konzentration
anhand der LDs fiir die weiteren Versuchsreihen zu finden. Gleichzeitig wurden verschiedene
Strahlendosen verwendet, um Strahlungseffekte bei der ermittelten Iscador®M-Konzentration zu
beriicksichtigen. Beim WST-1-Assay korreliert die gemessene Absorption mit dem Zellwachstum. Das
bedeutet, je dichter die Zellschicht ist, desto mehr Licht wird absorbiert. Bei geringem Wachstum
wird weniger Licht durch Zellen abgeschirmt und die Absorption ist geringer. Die Verwendung von
Camptothecin diente als Positivkontrolle und ist in beiden Diagrammen der Form halber mit
aufgefihrt. Das Ergebnis des Assays flir die MCF-7-Zellen nach 5 Tagen Inkubationszeit ist in
Abbildung 10 dargestellt. Die zugehorigen Werte sind in Tabelle 14 und 15 aufgefiihrt.

Abbildung 10: Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 5 Tagen mit verschiedenen Strahlendosen und Iscador®M-
Konzentrationen
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VAE- Zelliiberleben [%] | Zelluberleben [%] | Zelliiberleben [%] | Zelliiberleben [%]
Konzentration | bei 0 Gy bei 2 Gy bei 4 Gy bei 6 Gy

[ng/ml]

0 100 (-) 84,12 (-) 72,33 (-) 81,53 (-)

5 92,58 (0,96) 88,43 (0,94) 80,16 (0,83) 72,57 (0,77)

10 87,88 (0,89) 84,79 (0,99) 84,50 (0,85) 74,26 (0,97)

20 90,60 (0,86) 88,90 (0,99) 79,87 (0,83) 75,49 (0,97)

50 91,14 (0,88) 85,53 (0,98) 72,38 (0,73) 75,27 (0,57)

Tabelle 14: Werte Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 5 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Iscador®M-
Konzentrationen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen einer Strahlendosis auf ihr Signifikanzniveau zu 0 pg/ml
VAE untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Strahlendosis

Zelliiberleben

Zelliiberleben

Zelliiberleben

Zelliiberleben

Zelliiberleben

[Gy] [%] VAEO ug/ml | [%] VAE 5 |[%] VAE 10| [%] VAE 20 |[%] VAE 50
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

0 100 (-) 92,58 (-) 87,88 (-) 90,60 (-) 91,14 (-)

2 84,12 (0,50) 88,43 (0,51) 84,79 (0,52) 88,90 (0,55) 85,53 (0,55)

4 72,33 (0,37) 80,16 (0,47) 84,50 (0,51) 79,87 (0,56) 72,38 (0,21)

6 81,53 (0,66) 72,57 (0,38) 74,26 (0,60) 75,49 (0,28) 75,27 (0,18)

Tabelle 15: Werte Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 5 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Strahlendosen
(Mittels t-Test sind die verschiedenen Strahlendosen einer Iscador®M-Konzentration auf ihr Signifikanzniveau zu 0 Gy
untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Es zeigte sich weder ein Unterschied im Zelliiberleben bei verschiedenen Strahlendosen noch durch
die unterschiedlichen Iscador®M-Konzentrationen. Ahnliche Ergebnisse ergab auch eine
Inkubationszeit von 7 Tagen. Hier liel3en sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede feststellen.
Eine LDso lieR sich fir Iscador®M mit diesem Versuchsaufbau nicht ermitteln. Die Auswertung nach 7
Tagen Inkubationszeit ist in Abbildung 11 dargestellt. Die zugehorigen Messwerte sind in Tab. 16 und
17 aufgefihrt.
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Abbildung 11: Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 7 Tagen mit verschiedenen Strahlendosen und Iscador®M-

Konzentrationen
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VAE- Zelliiberleben [%] | Zelluberleben [%] | Zelliiberleben [%] | Zellliberleben [%)]
Konzentration | bei 0 Gy bei 2 Gy bei 4 Gy bei 6 Gy
[ng/ml]
0 100 (-) 86,18 (-) 83,15 (-) 96,03 (-)
5 98,48 (0,96) 86,85 (0,94) 87,18 (0,83) 87,69 (0,77)
10 111,35 (0,89) 84,53 (0,99) 87,06 (0,85) 84,64 (0,97)
20 94,75 (0,86) 85,25 (0,99) 87,49 (0,83) 80,14 (0,64)
50 96,59 (0,88) 86,81 (0,98) 80,03 (0,73) 79,01 (0,57)

Tabelle 16: Werte Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 7 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Iscador®M-

Konzentrationen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen einer Strahlendosis auf ihr Signifikanzniveau zu 0 ug/ml
VAE untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Strahlendosis | Zelliiberleben Zelliberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben

[Gy] [%] VAEO pug/ml | [%] VAE 5 |[%] VAE 10 | [%] VAE 20| [%] VAE 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

0 100 (-) 98,48 (-) 111,35 (-) 94,75 (-) 96,59 (-)

2 86,18 (0,50) 86,85 (0,51) 84,53 (0,52) 85,25 (0,55) 86,81 (0,55)

4 83,15 (0,37) 87,18 (0,47) 87,06 (0,51) 87,49 (0,83) 80,03 (0,21)

6 96,03 (0,66) 87,69 (0,38) 84,64 (0,60) 80,14 (0,28) 79,01 (0,18)

Tabelle 17: Werte Proliferationsassay MCF-7-Zellen nach 7 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Strahlendosen
(Mittels t-Test sind die verschiedenen Strahlendosen einer Iscador®M-Konzentration auf ihr Signifikanzniveau zu 0 Gy
untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Bei den SK-BR-3-Zellen lieR sich ein Bestrahlungsdosis-abhangiger Effekt auf das

Proliferationsverhalten zeigen. Abbildung 12 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse nach 5 Tagen

Inkubationszeit.
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4 Ergebnisse

Abbildung 12: Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 5 Tagen mit verschiedenen Strahlendosen und Iscador®M-
Konzentrationen
(Mittels * sind Signifikanzen unterhalb der x-Achse aus Tabelle 18 markiert.)
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Bei Zugabe von 50 pug/ml VAE kam es bei 0, 2 und 4 Gy zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferation. Dabei zeigte sich eine Abnahme der Proliferationsraten bei 0 Gy von initial 100% auf
82,10% (p = 0,03), bei 2 Gy von 94,13% auf 72,64% (p = 0,04) und bei 4 Gy von 77,20% auf 57,37% (p
=0,01). Bei 6 Gy unter 50 pg/ml Iscador®M und alle geringeren Iscador®M-Dosen zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede. Fir die genauen Messwerte siehe Tabelle 18 und 19.

VAE-Konzentration | Zelliiberleben Zelliiberleben Zelliiberleben Zelliiberleben
[ng/ml] [%] bei 0 Gy [%] bei 2 Gy [%] bei 4 Gy [%] bei 6 Gy
0 100 (-) 94,13 (-) 77,20 (-) 61,62 (-)

5 94,62 (0,43) 92,64 (0,80) 80,83 (0,62) 60,61 (0,94)
10 92,90 (0,34) 90,60 (0,50) 84,24 (0,49) 61,55 (1,00)
20 93,94 (0,36) 93,20 (0,90) 77,78 (0,95) 60,38 (0,92)
50 82,10 (0,03) 72,64 (0,04) 57,37 (0,01) 53,66 (0,55)

Tabelle 18: Werte Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 5 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Iscador®M-

Konzentrationen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen einer Strahlendosis auf ihr Signifikanzniveau zu 0 pug/ml
VAE untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)
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Strahlendosis | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben

[Gy] [%] VAE 0|[%] VAE 5 |[%] VAE 10 | [%] VAE 20 |[%] VAE 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

0 100,00 (-) 94,62 (-) 92,90 (-) 93,94 (-) 82,10 (-)

2 94,13 (0,34) 92,64 (0,76) 90,60 (0,73) 93,20 (0,93) 72,64 (0,32)

4 77,20 (0,005) | 80,83 (0,10) 84,24 (0,42) 77,78 (0,12) 57,37 (0,008)

6 61,62 (0,02) 60,61 (0,01) 61,55 (0,003) | 60,38 (0,003) | 53,66 (0,02)

Tabelle 19: Werte Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 5 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen

Strahlendosen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Strahlendosen einer Iscador®M-Konzentration auf ihr Signifikanzniveau zu 0 Gy
untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Nach 7 Tagen Inkubationszeit waren die Effekte bei den SK-BR-3-Zellen in Bezug auf die

Strahlenwirkung noch etwas deutlicher zu erkennen (s. Abbildung 13).

Abbildung 13: Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 7 Tagen mit verschiedenen Strahlendosen und Iscador®M-

Konzentrationen

(Mittels * sind Signifikanzen unterhalb der x-Achse aus Tabelle 20 markiert.)
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Die Tabellen 20 und 21 geben einen Uberblick iiber die Messwerte. Eine signifikante
Proliferationshemmung durch das Mistelextrakt lag bei 50 pg/ml Iscador®M fir die Strahlendosen 0
Gy und 2 Gy vor. Dabei sank das Zelliiberleben bei 0 Gy von 100% auf 67,39% (p = 0,0008) und bei 2
Gy von 87,33% auf 51,70% (p = 0,003). Fur 4 Gy und 6 Gy und einer Dosis von 50 pg/ml Iscador®M
sowie niedrigeren Iscador®M-Konzentrationen in Kombination mit allen Bestrahlungsdosen zeigten
sich keine signifikanten Effekte. Eine LDso fiir Iscador®M lieR sich auch bei den SK-BR-Zellen fiir 0 Gy

nicht bestimmen, da die Zellproliferation unter allen gewéahlten Iscador®M-Konzentrationen noch zu
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hoch war. Dieser Wert wurde nur bei einer Kombination aus 50 pg/ml Iscador®M in Kombination mit

Bestrahlung erreicht.

VAE-Konzentration | Zelliiberleben Zelliiberleben Zelliiberleben Zelliiberleben
[ng/ml] [%] bei 0 Gy [%] bei 2 Gy [%] bei 4 Gy [%] bei 6 Gy
0 100 (-) 87,33 () 67,48 (-) 51,15 (-)

5 99,63 (0,88) 85,36 (0,81) 70,36 (0,88) 46,98 (0,85)
10 98,39 (0,68) 82,50 (0,65) 67,69 (0,96) 47,87 (0,10)
20 93,48 (0,23) 78,70 (0,27) 58,81 (0,52) 45,41 (0,96)
50 67,39 (0,0008) 51,70 (0,003) 39,79 (0,07) 38,67 (0,61)

Tabelle 20: Werte Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 7 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen Iscador®M-

Konzentrationen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen einer Strahlendosis auf ihr Signifikanzniveau zu 0 pg/ml
VAE untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Strahlendosis | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben | Zelliiberleben

[Gy] [%] VAE 0 |[%] VAE 5|[%] VAE 10 |[%] VAE 20 |[%] VAE 50
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

0 100 (-) 99,63 (-) 98,39 (-) 93,48 (-) 67,39 (-)

2 87,33 (0,06) 85,36 (0,11) 82,50 (0,11) 78,69 (0,08) 51,70 (0,10)

4 67,48 (0,03) 70,36 (0,06) 67,69 (0,04) 58,81 (0,02) 39,79 (0,002)

6 51,15(0,02) 46,98 (0,005) | 47,87 (0,003) | 45,41 (0,002) | 38,67 (0,003)

Tabelle 21: Werte Proliferationsassay SK-BR-3-Zellen nach 7 Tagen mit Signifikanzniveau der verschiedenen

Strahlendosen

(Mittels t-Test sind die verschiedenen Strahlendosen einer Iscador®M-Konzentration auf ihr Signifikanzniveau zu 0 Gy
untersucht worden. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Da die Ergebnisse der Proliferationsassays zur Bestimmung der Iscador®M-Konzentration flr weitere

Versuche nicht zielflihrend waren, wurde im nachsten Schritt der Colony Forming Assay

durchgefihrt.

43




4 Ergebnisse

4.2 Bestimmung einer geeigneten Iscador®M-Konzentration

Der zu bestimmenden Parameter dieser Versuchsreihe war der LDso-Wert. Beide Zelllinien zeigten
jeweils sehr unterschiedliches Uberleben nach Behandlung mit Mistelextrakt. Die Abbildung 14 stellt
das Zelliiberleben in einer logarithmierten Skala graphisch dar. Tabelle 22 zeigt die Mittelwerte fir
die SF.

Abbildung 14: Zelliiberleben nach Behandlung mit verschiedenen Iscador®M-Konzentrationen fiir die Zelllinien MCF-7 und
SK-BR-3
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Konzentration Iscador®M [ug/ml]
0 pg/ml|1 pg/ml|5ug/ml 10 pg/ml | 20 pg/ml | 50 pg/ml
VAE VAE VAE VAE VAE VAE

Mittelwerte Survival | 100 96,27 100,87 94,70 91,34 59,14
Fraction MCF-7 (%)
Mittelwerte Survival | 100 90,19 79,98 59,52 33,62 14,76
Fraction SK-BR-3 (%)

Tabelle 22: Mittelwerte Survival Fraction MCF-7/SK-BR-3 nach Zugabe verschiedener Iscador®M-Konzentrationen

Die LDsp lag fur SK-BR-3-Zellen in einem Bereich zwischen 10-20 pg/ml Iscador®M. Bei den MCF-7-

Zellen konnte der LDso-Wert in dieser Versuchsreihe nicht bestimmt werden. Bei einer Iscador®M-

Dosis von 50 pg/ml lag die mittlere SF noch bei 59%.

Fir die folgenden Versuche wurde basierend auf den Vorversuchen und nach Literaturrecherche eine

Konzentration von 10 pg/ml Iscador®M verwendet (fir ndhere Informationen siehe Kapitel 5.1). Im

nachsten Schritt wurde mittels CFA untersucht, ob Iscador®M das Zellliberleben nach Bestrahlung

mit 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy beeinflusst.
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4.3 Beeinflussung des Zellliberlebens durch Iscador®M

Abbildung 15 zeigt das Zellliberleben der MCF-7-Zellen nach alleiniger Bestrahlung im Vergleich zur
Kombination aus Bestrahlung und Zugabe von 10 pg/ml Iscador®M.

Abbildung 15: Vergleich Zelliiberleben MCF-7-Zellen nach Bestrahlung + 10 pg/ml VAE im Vergleich zur alleinigen

Bestrahlung
(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 23 markiert.)
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Bei Strahlendosen von 2 und 4 Gy ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Versuchsreihen. Mit einer SF von 0,8% bei Kombination aus 6 Gy Bestrahlung und Iscador®M-Zugabe
war das Zelliiberleben hochsignifikant geringer im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung (1,3%; p =

0,01). Die konkreten Daten fiir SF und Signifikanz sind in Tabelle 23 noch einmal dargestellt.

Strahlendosis | SF Bestrahlung allein SF Bestrahlung + VAE | Signifikanzniveau (p-Wert)
2 Gy 41,7% 39,8% 0,75
4 Gy 9,2% 7,4% 0,14
6 Gy 1,3% 0,8% 0,01

Tabelle 23: Ergebnisse SF nach Bestrahlung allein und Bestrahlung + VAE bei MCF-7-Zellen mit Signifikanzniveau

Die SK-BR-3-Zellen unterschieden sich in ihrem Zelliiberleben deutlich von den MCF-7-Zellen.

Abbildung 16 gibt auch hier zunichst einen Uberblick.
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Abbildung 16: Vergleich Zelliiberleben SK-BR-3-Zellen nach Bestrahlung + VAE im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung

(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 24 markiert.)
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Auch bei den SK-BR-3-Zellen zeigte sich der einzige signifikante Unterschied zwischen allein

bestrahlten Zellen und der Kombination mit Iscador®M bei einer Strahlendosis von 6 Gy (14% vs.

19,3%; p = 0,02). Allerdings kam es hier zu einer Verstarkung der Strahlenresistenz mit gesteigertem

Zelliberleben. Die genauen Daten fir SF und Signifikanz sind in Tabelle 24 dargestellt.

Strahlendosis | SF Bestrahlung allein | SF Bestrahlung + VAE | Signifikanzniveau (p-Wert)
2 Gy 63,6% 67,3% 0,48
4 Gy 34,1% 41,8% 0,07
6 Gy 14,0% 19,3% 0,02

Tabelle 24: Ergebnisse SF nach Bestrahlung allein und Bestrahlung + VAE bei SK-BR-3-Zellen mit Signifikanzniveau

Nach orientierenden Versuchen zu Proliferation und Zellliberleben wurden nun Assays durchgefihrt,

die Hinweise auf einen Wirkmechanismus von Iscador®M geben sollten. Dazu wurden zunéachst

Zellzyklus und DNA-Reparaturinduktion untersucht.
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4.4  Einfluss von Iscador®M auf Zellzyklus und DNA-Reparaturinduktion

Abbildung 17 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse der MCF-7-Zellen.

Abbildung 17: Durchflusszytometrische Zellzyklus-Analyse MCF-7-Zellen nach Bestrahlung +/- Iscador®M
(Mittels * sind Signifikanzen aus Tab. 25 markiert.)

n=5
100
80
HG2/M
g 60
c os
2
N 40
EG1/GO0
20
0

Mit hoheren Strahlendosen kam es zu einer Veranderung der Zellverteilung in den einzelnen
Zellzyklusphasen. Der Anteil an Zellen in der G; - und S-Phase nahm zu Gunsten einer Erhéhung der
G,/M-Phase ab. Dies lieR sich mit p-Werten < 0,05 statistisch belegen (4 Gy G,/M- und S-Phase, 6 Gy
alle Zellzyklusphasen je im Vergleich zu 0 Gy). Bei 4 Gy sank der Anteil an Zellen in der S-Phase von
22,72% (0 Gy) auf 9,78% (p = 0,006), wahrend sich der Zellanteil in der Go/M-Phase von 25,76% (0
Gy) auf 45,58% (p = 0,003) steigerte. Nach einer Strahlendosis von 6 Gy waren die Effekte noch
deutlicher zu erkennen. Der Zellanteil in der S-Phase sank von 22,72% (0 Gy) auf 5,78% (p = 0,002). In
der G1/Go-Phase kam es ebenfalls zu einer Reduktion von 48,02% (0 Gy) auf 25,43% (p = < 0,001). Der
Anteil von Zellen in der G,/M-Phase stieg von 25,76% (0 Gy) auf 65,87% (p = < 0,001) Einen
Unterschied zwischen den allein bestrahlten Gruppen und den zusatzlich mit Iscador®M behandelten

Gruppen gab es nicht. Messwerte und Signifikanzen sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.
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G1/Go-Anteil [%]
bei 0 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 2 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 4 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

48,02 (-)

46,41 (0,54)

41,52 (0,13)

25,43 (< 0,001)

Bestrahlung + VAE

50,33 (0,41)

46,73 (0,87)

44,03 (0,61)

28,20 (0,56)

G2/M-Anteil [%]
bei 0 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 2 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 4 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

25,76 (-)

31,75 (0,15)

45,58 (0,003)

65,87 (< 0,001)

Bestrahlung + VAE

27,60 (0,56)

32,86 (0,80)

43,43 (0,73)

61,65 (0,44)

S-Anteil [%] S-Anteil [%] S-Anteil [%] S-Anteil [%]

bei 0 Gy bei 2 Gy bei 4 Gy bei 6 Gy
Bestrahlung 22,72 (-) 18,34 (0,24) 9,78 (0,006) 5,78 (0,002)
Bestrahlung + VAE | 18,29 (0,33) 16,75 (0,62) 9,82 (0,98) 7,53 (0,31)

Tabelle 25: Ubersicht Werte Zellzyklusanalyse MCF-7-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen
(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fiir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die
Strahlendosen ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Abbildung 18 zeigt die Verteilung der Zellzyklusphasen bei den SK-BR-Zellen.

Abbildung 18: Durchflusszytometrische Zellzyklus-Analyse SK-BR-3-Zellen nach Bestrahlung +/- Iscador®Mm
(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 26 markiert.)
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Auch hier kam es zu einer Verschiebung der Zellanteile in den einzelnen Zellzyklusphasen nach
Bestrahlung. In der S-Phase konnte bei 2 Gy einmalig eine Zunahme des S-Phase-Anteils im Vergleich
zu 0 Gy gemessen werden. Der Zellanteil stieg von 6,37% (0 Gy) auf 9,07% (p = 0,01). Bei 6 Gy trat
eine Erhohung der Zellzahlen in der Go/M-Phase ein (von 14,39% vs. 40,78%; p = 0,03). Parallel

nahmen die Zellzahlen in der S- und G1/Go-Phase ab. In der S-Phase reduzierte sich der Zellanteil von
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6,37% (0 Gy) auf 4,43% (p = 0,03) bei 6 Gy. In der G1/Go-Phase sank der Zellanteil von 76,43% (0 Gy)
auf 51,60% (p = 0,03). Eine Ubersicht liber die Messwerte der einzelnen Zellzyklusphasen sowie der

Signifikanzwerte gibt Tabelle 26.

G1/Go-Anteil [%]
bei 0 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 2 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 4 Gy

G1/Go-Anteil [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

76,43 ()

70,32 (0,27)

68,19 (0,16)

51,60 (0,03)

Bestrahlung + VAE

76,19 (0,95)

74,15 (0,54)

69,46 (0,85)

54,01 (0,84)

G2/M-Anteil [%]
bei 0 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 2 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 4 Gy

G2/M-Anteil [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

14,39 (-)

17,30 (0,54)

21,74 (0,18)

40,78 (0,03)

Bestrahlung + VAE

12,59 (0,59)

15,25 (0,70)

20,71 (0,88)

38,21 (0,85)

S-Anteil [%]
bei 0 Gy

S-Anteil [%]
bei 2 Gy

S-Anteil [%]
bei 4 Gy

S-Anteil [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

6,37 (-)

9,07 (0,01)

6,58 (0,81)

4,43 (0,03)

Bestrahlung + VAE

7,93 (0,07)

7,78 (0,21)

6,25 (0,73)

4,73 (0,76)

Tabelle 26: Ubersicht Werte Zellzyklusanalyse SK-BR-3-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen
(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die Strahlendosen
ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Im gleichen Versuchsaufbau wurde die Expression von y-H2AX als Marker fur den DNA-Schaden
gemessen. Abbildung 19 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung bei den MCF-7-Zellen.
Abbildung 19: Messung Expression von Yy-H2AX bei MCF-7-Zellen nach Bestrahlung +/- Iscador®M mittels

Durchflusszytometrie
(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 27 markiert.)
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4 Ergebnisse

Mit zunehmenden Strahlendosen stieg der Anteil an y-H2AX-positiven Zellen, wahrend die y-H2AX-
negativen Zellen reduziert wurden. Dabei kam es zu einem Anstieg der y-H2AX-positiven Zellen von
65,00% bei 0 Gy auf 72,80% bei 2 Gy (p = 0,03) und auf 83,25% bei 6 Gy (p = < 0,001). Die
Strahlendosis von 4 Gy war mit 75,84% und einem p-Wert von 0,07 knapp nicht signifikant. Der Anteil
an y-H2AX-negativen Zellen bei 4 Gy wies jedoch mit einem p-Wert von 0,03 (33,45% vs. 26,40%)
einen signifikanten Unterschied auf. Die Zugabe von Iscador®M fiihrt im Verhaltnis zur jeweiligen
Strahlendosis zu keiner signifikanten Veranderung. Einen Uberblick tiber die Messwerte und

Signifikanzen gibt Tabelle 27.

v-H2AX neg. [%]
bei 0 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 2 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 4 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

33,45 ()

26,01 (0,01)

26,40 (0,03)

13,91 (< 0,001)

Bestrahlung + VAE

32,83 (0,85)

26,83 (0,60)

26,09 (0,52)

17,40 (0,36)

v-H2AX pos. [%]
bei 0 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 2 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 4 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

65,00 (-)

72,80 (0,03)

75,84 (0,07)

83,25 (< 0,001)

Bestrahlung + VAE

66,39 (0,72)

72,07 (0,66)

72,79 (0,60)

80,36 (0,43)

Tabelle 27: Ubersicht Werte y-H2AX-Expression der MCF-7-Zellen bei verschiedenen Strahlendosen mit und ohne
Iscador®M-Zugabe.

(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fiir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die
Strahlendosen ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Die Ergebnisse der SK-BR-3-Zellen sind in Abbildung 20 dargestellt.

50



4 Ergebnisse

Abbildung 20: Messung Expression von 7y-H2AX bei SK-BR-3-Zellen nach Bestrahlung +/- Iscador®M mittels
Durchflusszytometrie

(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 28 markiert.)
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Auch bei den SK-BR-3-Zellen kam es zu einer Erhéhung von y-H2AX nach Bestrahlung. Diese zeigte
sich jedoch erst signifikant bei 6 Gy Strahlendosis. Der Anteil an y-H2AX-positiven Zellen stieg von
42,83% (0 Gy) auf 59,75% (p = 0,04). Ein Einfluss von Iscador®M lieR sich statistisch nicht nachweisen.

Tabelle 28 enthalt die zugehdrigen Messwerte mit Signifikanzniveau.

v-H2AX neg. [%]
bei 0 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 2 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 4 Gy

v-H2AX neg. [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

56,48 (-)

50,66 (0,08)

51,49 (0,21)

38,64 (0,03)

Bestrahlung + VAE

56,02 (0,82)

53,33 (0,59)

52,11 (0,90)

38,02 (0,94)

v-H2AX pos. [%]
bei 0 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 2 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 4 Gy

v-H2AX pos. [%]
bei 6 Gy

Bestrahlung

42,83 (-)

48,30 (0,11)

46,93 (0,26)

59,75 (0,04)

Bestrahlung + VAE

43,43 (0,79)

45,62 (0,60)

46,57 (0,94)

60,56 (0,91)

Tabelle 28: Ubersicht Werte y-H2AX-Expression der SK-BR-3-Zellen bei verschiedenen Strahlendosen mit und ohne
Iscador®M-Zugabe.

(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die Strahlendosen
ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)

Insgesamt lasst sich aus den Daten ableiten, dass MCF-7-Zellen im Vergleich zu SK-BR-3-Zellen
deutlich mehr y-H2AX-Histone synthetisieren. Bei den MCF-7-Zellen lag der y-H2AX-Anteil bei 0 Gy

bereits bei 65%, wahrend nur knapp 43% der SK-BR-3-Zellen y-H2AX-positiv waren.
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4 Ergebnisse

Mittels Zellzyklusanalyse und y-H2AX-Assay wurden Strahlenwirkung und DNA-Reparatur untersucht.
Ein weiterer wichtiger Strahlungseffekt ist die Apoptose. Das Apoptoseverhalten der Zelllinien und

ein Einfluss von Iscador®M wurde im folgenden Versuch ermittelt.

4.5 Apoptoseverhalten unter Iscador®M und Bestrahlung

Die Ergebnisse fur die MCF-7-Zellen zeigt Abbildung 21.

Abbildung 21: Darstellung der friih-apoptischen Zellen in der Durchflusszytometrie der MCF-7-Zellen
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Mit Erhéhung der Strahlendosis kam es zu keiner Zunahme der frith-apoptotischen Zellen. Auch eine
Beeinflussung durch das Mistelextrakt war nicht zu erkennen. Der Vollstandigkeit halber sind die

Messwerte mit Signifikanzniveau in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Annexin  pos. | Annexin  pos. | Annexin  pos. | Annexin  pos.

[%] bei 0 Gy [%] bei 2 Gy [%] bei 4 Gy [%] bei 6 Gy
Bestrahlung 4,77 (-) 4,59 (0,90) 5,41 (0,61) 6,26 (0,27)
Bestrahlung + VAE | 5,96 (0,52) 5,12 (0,67) 5,73 (0,74) 6,28 (0,99)

Tabelle 29: Ubersicht iiber die Werte der Annexin positiven MCF-7-Zellen bei verschiedenen Strahlendosen mit und ohne
Iscador®M-Zugabe

(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die Strahlendosen
ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)
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4 Ergebnisse

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse fiir die SK-BR-3-Zellen dargestellt.

Abbildung 22: Darstellung der friih-apoptischen Zellen in der Durchflusszytometrie der SK-BR-3-Zellen
(Mittels * sind Signifikanzen aus Tabelle 30 markiert.)
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Mit steigender Bestrahlungsdosis wurde ein groRerer Anteil an friih-apoptotischen Zellen beobachtet.
Dieser ist, im Vergleich zu 0 Gy, fiir 2 Gy signifikant und fiir 4 Gy und 6 Gy hochsignifikant. Der Anteil
Annexin-positiver Zellen stieg von 7,33% (0 Gy) auf 14,7% bei 2 Gy (p = 0,001), auf 20,18% bei 4 Gy (p
=< 0,001) und auf 42,56% bei 6 Gy (p = 0,001). Beim Vergleich zwischen mit Iscador®M behandelten
und nicht behandelten Zellen zeigt sich nur bei 2 Gy eine signifikante Erhéhung durch die Zugabe von

Iscador®M (14,7% -VAE vs. 20,18% + VAE; p = 0,008). Die Messwerte sind in Tabelle 30 aufgefihrt.

Annexin  pos. | Annexin  pos. | Annexin  pos. | Annexin  pos.

[%] bei 0 Gy [%] bei 2 Gy [%] bei 4 Gy [%] bei 6 Gy
Bestrahlung 7,33 (-) 14,7 (0,001) 20,18 (< 0,001) | 42,56 (<0,001)
Bestrahlung + VAE | 5,65 (0,43) 20,18 (0,008) 31,21 (0,55) 48,47 (0,28)

Tabelle 30: Ubersicht iiber die Werte der Annexin positiven SK-BR-3-Zellen bei verschiedenen Strahlendosen mit und
ohne Iscador®M-Zugabe

(Bei der Bestrahlung ist der Referenzwert fir die Signifikanz bei 0 Gy, bei Bestrahlung + VAE sind es jeweils die Strahlendosen
ohne Iscador®M-Zugabe. Der p-Wert ist in Klammern genannt, signifikante Werte fett/kursiv gedruckt.)
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung und Wirkung verschiedener Iscador®M-Konzentrationen —
praklinische Forschung vs. reale Therapiebedingungen

Eine wesentliche Voraussetzung fiir die eigentlichen Versuchsreihen war zunachst die Bestimmung
einer geeigneten Iscador®M-Dosis. Die verwendete Konzentration sollte bestenfalls mit der in der
Misteltherapie erreichten Dosis im Korper vergleichbar sein, um die Ergebnisse der eigenen
Forschung auf die klinische Therapie {ibertragen zu kénnen. In den Uberlegungen zur Dosisauswahl
spielten 3 Aspekte eine zentrale Rolle, die die Bereiche Volumenberechnung, Vergleich mit anderen

Arbeitsgruppen und eigene Versuche zur Bestimmung umfassten.

Zundachst stellte sich heraus, dass eine reine klassische Volumenberechnung nicht zielflihrend war.
Bei einem durchschnittlichen Blutvolumen von 70 ml/kg und einem Koérpergewicht von 65 kg ware
mit einer Einmalgabe Iscador®M 10 mg/ml in einer 5 ml Ampulle eine Blutkonzentration von 11,10
pg/ml moglich. Dies ist jedoch nur eine theoretische Berechnung. In der Fachinformation zu
Iscador®M werden keine Angaben zu Verteilungsvolumen, Halbwertszeit oder
Verstoffwechselung/Elimination aufgefuhrt (Weleda 2012), sodass eine genauere Berechnung nicht
moglich war. Aktuell gibt es nur sehr wenige Studien, die sich mit der Pharmakokinetik von
Mistelextrakten beschaftigen. 2010 veroffentlichten Huber et al. erstmals eine Studie zur
Pharmakokinetik natirlicher Mistellektine nach subkutaner Injektion. Sie zeigten, dass die
individuellen Blutkonzentrationen der Mistellektine in einem Zeitraum von 2 Wochen bei den
einzelnen Probanden sehr unterschiedlich waren und stark schwankten. Die Berechnung einer
gemittelten Halbwertszeit war nicht moglich, da die individuellen Halbwertszeiten zwischen 13
Minuten und 2 Wochen variierten. (Huber, Eisenbraun et al. 2010) Im klinischen Einsatz wird die
geeignete Therapiedosis nicht anhand der Blutkonzentration, sondern durch die hervorgerufene
lokale Hautreaktion bestimmt, die fiir jeden Patienten individuell ausfallt. Dieser Parameter des

Monitorings entfallt in der praklinischen Forschung.

Im nachsten Schritt wurden die Versuchsdurchflihrungen anderer Arbeitsgruppen betrachtete. Dabei
zeigte sich, dass auch die in Studien verwendeten Konzentrationen stark variierten. Beispielsweise
arbeiteten Harmsma et al. 2006 mit Konzentrationen von 0 — 1,5 mg/ml Iscador®M wéahrend
Weissenstein et al. 2016 Konzentrationen von 0 — 100 pg/ml Iscador®M nutzten. (Harmsma,
Ummelen et al. 2006, Weissenstein, Kunz et al. 2016). Dabei wurden haufig in ein und derselben

Studie mehrere Mistelextraktkonzentrationen parallel getestet.
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Um sich dem Thema mit eigenen Versuchsreihen zu nahern, wurde zunachst der WST-1-Assay mit
verschiedenen Iscador®M - und Bestrahlungsdosen durchgefiihrt. Bei der Konzentrationsbestimmung
sollte idealerweise gleichzeitig eine mogliche Strahlentoxizitat beriicksichtigt werden. Fiir die MCF-7-
Zellen war im Assay bei keiner Inkubationszeit eine Proliferationshemmung nachzuweisen, nicht
einmal durch die Bestrahlung. Die SK-BR-3-Zellen zeigten eine signifikante Beeinflussung durch die
Strahlendosen 4 Gy und 6 Gy, allerdings war ein zusatzlicher Effekt durch das Mistelextrakt erst bei
einer Dosis von 50 pg/ml erkennbar. Dieser Effekt zeigte sich bei beiden Inkubationszeiten, nach 7
Tagen allerdings deutlicher als nach 5 Tagen. Eine Ursache fiir den fehlgeschlagenen Versuch kénnte
eine zu hohe Zellzahl pro Well gewesen sein. Die Empfehlungen laut Hersteller Fa. Roche lagen bei
7.000 Zellen pro Well in 100 pl. Aufgrund der zusatzlichen Bestrahlung wurde eine héhere Zellzahl
mit insgesamt 13.500 Zellen in 100 pl gewahlt, um den direkten Zellverlust durch Strahlenschaden
auszugleichen. Weissenstein et al. hatten 2016 in ihrem WST-1-Assay zur Testung von Iscador®M
ebenfalls MCF-7-Zellen mit einer Zellzahl von 15.000 pro Well in 100 pl gewahlt und bei einer
Inkubationszeit von 3 und 7 Tagen deutliche Ergebnisse erzielt (Weissenstein, Kunz et al. 2016). 2019
fUhrten sie in einer anderen Studie nochmals einen WST-1-Assay mit MCF-7-Zellen und Iscador®M
durch. Die Zellzahl pro Well lag bei nur bei 4.000 und die Inkubationszeit betrug wieder 7 Tage. Auch
hier gab es verwertbare Ergebnisse. In den vorliegenden Daten konnte keine Erklarung gefunden
werden, warum das Mistelextrakt nur bei den SK-BR-3-Zellen in héchster Konzentration einen Effekt
gezeigt. Die Inkubationszeit mit 7 Tagen schien ausreichend gewesen zu sein, da bei 50 pg/ml nach 5

und 7 Tagen eine signifikante Proliferationshemmung nachweisbar war.

Aufgrund der Unterschiede zwischen den eigenen Ergebnissen des Proliferationsassays und den
Angaben in der Literatur, erfolgte zur LDso-Bestimmung zusatzlich ein CFA. Bei den MCF-7-Zellen lief$
sich die LDso abschlieRend nicht bestimmen, da bei einer Dosis von 50 pg/ml Iscador®M die SF noch
bei 59% lag. Fur die SK-BR-3-Zellen lieR sich die LDso auf einen Bereich von 10 — 20 pg/ml Iscador®M

eingrenzen.

Beide Versuche (WST-1 und CFA) ergaben unabhangig voneinander, dass die verwendeten
Mammakarzinomzelllinien unterschiedlich auf eine Behandlung mit Iscador®M ansprechen. Dies
bestatigen auch eine Vielzahl anderer Studien. Beispielsweise untersuchten Kelter et al. 2007
mehrere Mistelextrakte in Bezug auf Zytotoxizitat und Wachstumsstimulation bei verschiedenen
Tumorzelllinien (u. a. Adenokarzinome von Pankreas, Mamma, Prostata, Lunge, Kolon, Harnblase
sowie Lymphom- und Sarkomzellen). Sie zeigten, dass alle Tumorzelllinien (auch mehrere Zelllinien
gleichen Ausgangsgewebes) individuell auf eine Behandlung mit Mistelextrakt reagieren. Das

Verhalten einer Zelllinie nach Behandlung mit verschiedenen Mistelextrakten (hier Helixor P, M und
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A) war flr jedes Praparat anders und erforderte individuelle Dosierungen. (Kelter, Schierholz et al.

2007)

Zusammenfassend scheint die Beziehung zwischen Mistelextrakt, Dosis und Tumorzelllinie duRerst
komplex zu sein. Fir eine exakte Beurteilung misste fir jede Zelllinie eine individuelle Dosis in der
Behandlung mit einem Mistelextrakt gleicher Charge getestet werden. Da die Inhaltsstoffe der
Mistelextrakte variieren, sollte auch nach Wechsel einer Charge eine erneute Testung erfolgen. Dies
erhoht den Aufwand einer Forschung mit Mistelextrakten enorm. Aus diesem Grund scheint es
sinnvoll bei der Arbeit mit verschiedenen Zelllinien auch gleichzeitig mit mehreren
Mistelextraktdosierungen zu arbeiten. Dieses Prinzip wird von vielen Arbeitsgruppen bereits

angewandt.

Beim Versuch die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse in Bezug auf die Zytotoxizitat auf den
klinischen Einsatz der Misteltherapie zu libertragen, zeigen sich Schwierigkeiten. Wichtige Ziele der
wissenschaftlichen Forschung sind eine nachweislich erfolgreiche Behandlung bei parallel
grofitmoglicher Patientensicherheit. Daflir werden Unmengen von Daten erhoben, Messungen
durchgefiihrt und Statistiken berechnet. Die Misteltherapie selbst basiert auf Grundsatzen der
anthroposophischen Medizin, der in ihren Grundziigen eher Gedankengange und Theorien zu Grunde
liegen. Der wissenschaftliche Nachweis erfolgt hier meist sekundar. Als ein entscheidender Faktor fiir
den Erfolg einer Misteltherapie wird vor allem die Erfahrung des Behandlers genannt (Girke 2012,
Fintelmann 2016). Fiir eine direkte Ubertragung der wissenschaftlichen Erkenntnisse miisste die
Misteltherapie grundlegend umgestellt werden. Zunachst ware eine individuelle Testung des
Tumorgewebes noétig, in welcher Dosierung ein optimaler Therapieeffekt des zu verwendenden
Mistelpraparates erreicht werden kann. Eine Dosiskontrolle misste mittels regelmaliger
Blutspiegelbestimmungen erfolgen. Dies ware fiir die anthroposophische Medizin wahrscheinlich
genauso undenkbar, wie fiir die Wissenschaft eine Dosiskontrolle mittels lokaler Hautreaktion. Sind

also Wissenschaft und anthroposophische Medizin miteinander vereinbar?

5.2 Beeinflusst Iscador®M das Zelltiberleben unter Bestrahlung?

Die Ergebnisse im CFA waren fiir beide Zelllinien sehr unterschiedlich. Das Zelliberleben der MCF-7-
Zellen wurde bei einer Strahlendosis von 6 Gy und Zugabe von Mistelextrakt signifikant reduziert. Bei
den SK-BR-3-Zellen zeigte sich ein gegenteiliger Effekt. Das Zellliberleben verbesserte sich bei 6 Gy

Bestrahlung und Zugabe von Mistelextrakt signifikant.

Auch in diesem Experiment spiegelt sich das bereits beschriebene individuelle Ansprechen von

Zelllinien auf Mistelextrakt wider. Interessanterweise kommt es bei MCF-7-Zellen zu einer
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signifikanten Reduktion des Zelliberlebens durch die Zugabe von 10 pg/ml Iscador®M, obwohl diese
Dosis in vorherigen Versuchen keinen Effekt zeigte. Es ware denkbar, dass die Wirkung des
Iscador®M durch Bestrahlung potentiert werden kdnnte. Zur Bestatigung ware eine weitere

Versuchsreihe mit verschiedenen Iscador®M-Dosierungen in Kombination mit Bestrahlung sinnvoll.

Griinde fir die reduzierte Strahlensensibilitat der SK-BR-3-Zellen kénnte eine Studie von Kim et al.
von 2010 liefern. Sie untersuchten protektive Effekte von koreanischem Mistellektin auf die Bildung
freier Radikale. Dabei konnten sie zeigen, dass bei renalen Epithelzellen vom Schwein die Zugabe von
Mistellektinen zu einer reduzierten Bildung von Hydroxyl- und Sauerstoffradikalen fiihrte. Da die
Radikalbildung einen wesentlichen Mechanismus der sekundaren Strahlenwirkung darstellt, konnte

dies ein Hinweis fir die reduzierte Strahlensensibilitat sein. (Kim, Choi et al. 2010)

Vereinzelt gab es Hinweise fir eine stimulierende Wirkung von Mistellektinen in Bezug auf das
Wachstum einiger weniger Tumorzelllinien. So kam es beispielsweise in einer Studie von Gabius et al.
2001 bei 2 Zelllinien (benigne Prostatahyperplasie und Liposarkom) zu einer Zellproliferation bei sehr
niedrigen Mistellektinkonzentrationen von 1 ng/ml. Ab einer Dosis von 10 ng/ml Mistellekin tiberwog
allerdings die Zytotoxizitat (Gabius, Darro et al. 2001). Die Uberwiegende Mehrheit von Daten der
praklinischen Forschung belegte, dass Mistelprdaparate entweder einen zytoreduktiven Effekt
unterschiedlichen AusmalRes hatten oder sich kein Effekt nachweisen lieS (Burger, Mengs et al. 2001,

Gabius, Darro et al. 2001, Pryme, Bardocz et al. 2006, Kelter, Schierholz et al. 2007).

Zur Sicherung der eigenen Ergebnisse konnte die Stichprobenanzahl erhéht werden, denn sie lag mit
7 unabhangigen Versuchen im unteren Bereich. In diesem Versuchsaufbau wurde das Mistelextrakt
direkt im Anschluss an die Bestrahlung zugegeben. Eine weitere Moglichkeit ware, die Zellkultur
permanent mit Mistelextrakt, bereits auch vor und zum Zeitpunkt der Bestrahlung, zu versetzen.
Moglicherweise kdnnte eine gegeniliber Mistelextrakt resistente Zellpopulation selektiert werden,
deren Strahlensensibilitat sich genauer untersuchen lasst. Es ware ebenfalls denkbar, dass
Molekdlstrukturen im Mistelextrakt durch eine Bestrahlung verandert werden und sich dies auf die
Wirksamkeit auswirkt. Um die gewonnen Daten besser in Bezug auf ihre klinische Relevanz

einschatzen zu kénnen, bedarf es einer Anpassung des Versuchsaufbaus.

Aktuell gibt es nur sehr wenige wissenschaftliche in-vitro Studien zur Kombination aus Bestrahlung
und Mistelextrakt in der Tumortherapie. Bereits 1999 vermuteten Kubasova et al., dass die
Kombination von Mistellektin und Bestrahlung in Tumorzellen zu Stresseffekten fiihrt, die sie mit
einer gesteigerten Glukoseaufnahme in die Zellen begriindeten (Kubasova, Petcu et al. 1999).
Hostanska et al. fihrten 2003 Proliferationsassays bei der Adenokarzinomzelllinie des Kolons SW480

durch, nachdem sie mit Bestrahlung und rekombinanten Mistellektinen behandelt wurden. Sie
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beschrieben einen additiven Effekt von rekombinantem Mistellektin in Kombination mit einer
Bestrahlung von 5 Gy im Vergleich zur Zugabe von Mistellektinen oder Bestrahlung allein. Genauere

Messwerte oder Angaben zu Signifikanz wurden nicht benannt. (Hostanska, Vuong et al. 2003)

Es sollte auch beachtet werden, dass in der klassischen adjuvanten Strahlentherapie keine
Einzeitbestrahlung mit bis zu 6 Gy durchgefiihrt wird. Um die Relevanz der Ergebnisse in Bezug auf
die Klinik zu Uberprifen, ware eine Versuchsreihe mit fraktionierter Bestrahlung und real
verwendeten Strahlendosen notig. Eine Aussage in Bezug auf die mogliche Beeinflussung einer
Strahlentherapie durch die Verwendung von Mistelextrakt ist vorher nicht mit Sicherheit moglich. Die
Wichtigkeit der Beantwortung dieser Frage ergibt sich aus dem fast obligaten Einsatz der
Strahlentherapie beim Mammakarzinom und dem Anteil der Patientinnen, die parallel eine
Misteltherapie nutzt. Laut Drozdoff et al. greifen fast dreiviertel (74,1%) der
Mammakarzinompatientinnen auf komplementarmedizinische Verfahren zuriick und davon gut ein
Viertel (25,3%) auf die Misteltherapie (Drozdoff, Klein et al. 2018). Bei 69.220 Neuerkrankungen pro
Jahr aus den Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister e.V. Berlin 2017) ldge die Pravalenz fiir eine Misteltherapie

rechnerisch bei ca. 17.500 Frauen pro Jahr.

5.3  Wie wird die Strahlenwirkung durch Mistelextrakt beeinflusst?

Zu den wesentlichen Mechanismen in der Strahlenwirkung zahlen vorrangig Zellzyklusarrest, DNA-
Schaden und Apoptose- bzw. Nekroseinduktion. Aus diesem Grund wurden zur Klarung der Frage,
inwieweit die Strahlenwirkung durch Mistelextrakt beeinflusst wird, Assays ausgewahlt, die diese

zugrundeliegenden radiobiologischen Mechanismen untersuchen.

In der Zellzyklusanalyse kam es bei beiden Zelllinien nach Bestrahlung zum erwarteten
Zellzyklusarrest mit Erhéhung der Zellzahl in der G>-/M-Phase zu Gunsten einer Verringerung der
Zellzahlen in Go-/G1-Phase und S-Phase. Die MCF-7-Zellen zeigten sich auch hier strahlensensibler im
Vergleich zu den SK-BR-Zellen. Zwischen allein bestrahlten und zusatzlich mit Mistelextrakt

behandelten Zellpopulationen ergab sich kein Unterschied.

Mistelextrakt wird in der Literatur eine hemmende Wirkung auf Proteinbiosynthese und den
Zellzyklus nachgesagt (Harmsma, Ummelen et al. 2006, Kovacs 2010, Hong, Park et al. 2014). Dies
konnte in Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen durch in-vitro-Forschung belegt werden.
Harmsma et al. arbeiteten 2006 unter anderem ebenfalls mit MCF-7-Zellen und untersuchten
Zellzyklus und Tumoriberleben unter Einfluss von Mistelextrakt (hier Iscador®Qu). In ihrem Paper

beschrieben sie bei steigenden Iscador®Qu-Konzentrationen zunachst eine leichte Zunahme des S-
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Phase-Anteils bei anschlieRender Abnahme. Allerdings waren die verwendeten Iscador®Qu-
Konzentrationen von 0,0625 mg/ml bis 1 mg/ml deutlich hoher als in den hier durchgefiihrten
Versuchen. Zudem wurde ein anderes Mistelextrakt verwendet (Iscador®Qu statt Iscador®M),
welches aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung der Inhaltsstoffe nicht direkt vergleichbar

ist. (Harmsma, Ummelen et al. 2006)

Weissenstein et al. berichteten 2016 in ihrem Paper zum Thema Interaktionen zwischen
proliferationshemmendem Mistelextrakt und Trastuzumab Uber einen signifikanten Einfluss von
Mistelextrakt auf den Zellzyklus. Sie verwendeten SK-BR-3-Zellen und konnten bei alleiniger Zugabe
von 10 pg/ml Iscador®M hochsignifikante Verschiebungen (p-Wert < 0,0001 mittels f-Test) in den
einzelnen Zellzyklusphasen zeigen. So stieg die Zellzahl in der G,-/M-Phase nach Zugabe des
Mistelextraktes von 7% auf 11%, der Anteil in der S-Phase fiel von 31% auf 24% und die Zellzahl in
der Go/G:-Phase blieb mit 61% statt 60% fast identisch. Die Inkubationszeit betrug bis zur
Auswertung 3 Tage. Bei niedrigeren Iscador®M-Konzentrationen zeigte sich kein Effekt.

(Weissenstein, Kunz et al. 2016)

2019 veroffentlichte Weissenstein ein weiteres Paper zum Thema Interaktionen zwischen
Mistelextrakt und Tamoxifen-Therapie beim Mammakarzinom. Es wurden wieder Zellzyklusanalysen
durchgefihrt, diesmal allerdings mit MCF-7-Zellen. Wie 2016 wurde auch hier Iscador®M verwendet,
allerdings in hoheren Konzentrationen (10 pg/ml und 100 pg/ml). Zusatzlich wurden die Messungen
mit und ohne Ostrogenzusatz im Medium durchgefiihrt, da MCF-7-Zellen Ostrogenrezeptor positiv
sind. Zu einer Zellzahlerh6hung in G,-/M-Phase (von 9,09% auf 11%) kam es nur bei Zugabe von 100
pg/ml Iscador®M unter Ostrogeneinfluss. Bei 10 pg/ml Iscador®M zeigte sich kein Effekt. Ohne
Ostrogenzugabe konnte ein signifikanter Effekt mit G,-/M-Erhdhung nur bei 100 pg/ml Iscador®M
nachgewiesen werden. Alle anderen Zellzyklusphasen veranderten sich nicht signifikant. Die

Inkubationszeit betrug wieder 3 Tage. (Weissenstein, Kunz et al. 2019)

2014 wurde ein Paper von Hong et al. veroffentlicht, in dem synergistische Effekte zwischen
koreanischen Mistellektinen und Doxorubicin an Mammakarzinomzelllinien untersucht wurden. Sie
beschrieben einen leichten Zellzyklusarrest von MCF-7-Zellen bei bereits 10 ng/ml Mistellektin ohne

Angaben zu genauen Werten oder Signifikanzen. (Hong, Park et al. 2014)

Ein Einfluss des Mistelextraktes auf den Zellzyklus liefl8 sich hier in diesem Versuch nicht nachweisen.
Da ein Zellzyklusarrest durch Bestrahlung induzierbar war, schien der Versuchsaufbau prinzipiell
stimmig zu sein. Durch die Auswertung 24 Stunden nach Bestrahlung und Iscador®M-Zugabe war die
Inkubationszeit fur das Mistelextrakt relativ kurz (vgl. Weissenstein et al. 2016/2019 mit 3 Tagen)

(Weissenstein, Kunz et al. 2016, Weissenstein, Kunz et al. 2019). Analog zur Interpretation der Daten
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des CFA ware eine Verlangerung der Inkubationszeit mit Mistelextrakt oder die
Versuchswiederholung mit einer Population selektierter Mistelextrakt-resistenter Zellen denkbar.
Auch die errechnete Standardabweichung als Fehler war relativ grof$ und konnte durch gesteigerte

Versuchszahlen reduziert werden.

Mit Erhéhung der Strahlendosis kam es zu einer zunehmenden Expression des Reparaturhistones y-
H2AX. Dieser wird als Marker fir DNA-Schaden wie Doppelstrangbriiche, Nukleotidexzision oder
Crosslink-Reparatur verwendet und steigt bei Zellschadigung (z. B. durch ionisierende Strahlung) an
(Paull, Rogakou et al. 2000, Revet, Feeney et al. 2011). In den hier durchgefiihrten Versuchen stieg
der Anteil an y-H2AX-positiven Zellen bei beiden Zelllinien erwartungsgemald mit zunehmender
Strahlendosis an. Je hoher die Strahlendosis ist, desto hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit fiir
Strahlenschaden. Da der Anteil y-H2AX-positiver Zellen bei den MCF-7-Zellen bereits ohne
Bestrahlung deutlich héher war als bei den SK-BR-3-Zellen, lasst dies auf ein erhdhtes
Reparaturpotential flir DNA-Doppelstrangbriiche schlieRen. Eine Beeinflussung durch das

Mistelextrakt war nicht erkennbar.

Wie bereits bei den vorherigen Versuchen erwahnt, sollten auch diese Ergebnisse durch gesteigerte
Versuchswiederholungen prazisiert werden. Bei den MCF-7-Zellen ist der Wert bei den y-H2AX-
positiven Zellen bei 4 Gy knapp nicht signifikant. Dies kénnte sich durch zusatzliche Messwerte
andern. Um einen moglichen Einfluss durch Mistelextrakt zu detektieren, waren auch hier Versuche

mit verlangerter Inkubationszeit und/oder selektierten Iscador®M-resistenten Zellen sinnvoll.

Im Apoptose-Assay mittels Annexin wurde die Population der frith-apoptotischen Zellen naher
untersucht. Bei den MCF-7-Zellen blieb der Anteil an Zellen in der frith-apoptotischen Phase Uber alle
Strahlendosen hinweg konstant. Eine Beeinflussung durch Iscador®M war nicht erkennbar. Da kein
Bestrahlungseffekt nachweisbar war, sollte der Versuchsaufbau modifiziert werden.
Hochstwahrscheinlich war die Inkubationszeit mit 72 Stunden zu lang gewahlt. Die Auswertung der
anderen Zellpopulationen (spat-apoptotisch und nekrotisch) kénnte dazu Hinweise liefern. Alternativ
ware auch die Auswahl eines anderen Assays, z. B. mittels Caspasen, denkbar. Im Gegensatz zu den
MCF-7-Zellen war bei den SK-BR-3-Zellen durchaus ein Bestrahlungseffekt erkennbar. Mit steigenden
Strahlendosen erhohte sich der Anteil friih-apoptotischer Zellen signifikant. Durch Zugabe von
Iscador®M zeigte sich bei einer Strahlendosis von 2 Gy ein signifikant hoherer Anteil des frih-
apoptotischen Anteils, jedoch nicht bei 4 Gy und 6 Gy. Zur Klarung der Frage nach Relevanz waren
zusatzliche Versuchsdurchfiihrungen notig, die den Fehler reduzieren kénnten. Bisher wurde der

Versuch 5-mal wiederholt. Auch hier ware die Betrachtung der restlichen Zellpopulationen
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interessant. Wie bei den vorherigen Assays konnte auch diese Versuchsreihe noch mit Zellen

durchgefiihrt werden, die dauerhaft in Iscador®M kultiviert werden.

Harmsma et al. zeigten in lhrem Paper 2006 zum Thema Effekte von Mistelextrakten auf Zellzyklus
und Uberleben von Tumorzellen, dass das Apoptoseverhalten von Zellen durch Iscador®-Priparate
unterschiedlich beeinflusst werden kann. Sie verwendeten dafiir eine HUVEC-Zelllinie und
untersuchten nach Zugabe von verschiedenen Dosen Iscador®M und Qu (Kontrollgruppe, Aquivalent
zur klinischen Dosis und Maximaldosis) die Zellen auf Apoptose mittels Annexin-Assay. Nach Zugabe
von 0,09 mg/ml Iscador®M fiel der Anteil apoptotischer Zellen von 9,2% in der Kontrollgruppe
zunéachst auf 7% und stieg nach Maximaldosis von 1,5 mg/ml auf 66% an. (Harmsma, Ummelen et al.

2006)

Andere Studien belegen, dass die Augmentation einer Therapie mit Mistelpraparaten die
Apoptoserate von Tumorzellen steigern kann. Weissenstein et al. flihrten 2016 Apoptoseassays
mittels Annexin V an SK-BR-3-Zellen durch, um eine Therapiekombination aus Trastuzumab und
Iscador®M zu untersuchen. Bei einer Zugabe von 10 pg/ml Trastuzumab und 10 pg/ml Iscador®M
stieg nach 3 Tagen Inkubationszeit der Anteil an friih-apoptotischen Zellen von 4,9% auf 32,6% (im
Vergleich zu 10 pg/ml Trastuzumab). Bei geringeren Iscador®-M-Dosierungen lieR sich dieser Effekt

nicht nachweisen. (Weissenstein, Kunz et al. 2016)

Eine weitere Studie wurde von Hong et al. 2014 veroffentlicht, die synergistische Effekte zwischen
koreanischen Mistellektinen und Doxorubicin an Mammakarzinomzelllinien belegte. Sie
untersuchten das Apoptoseverhalten von MCF-7-Zellen nach Zugabe von 100 ng/ml Mistellektin, 100
ng/ml Doxorubicin und der Kombination aus beiden. Die Auswertung erfolgte nach 48 Stunden
Inkubationszeit. Dabei stieg der Anteil friih-apoptotischer Zellen von 0,16% auf 1,77% nach der
Zugabe von Doxorubicin und auf 5% nach der Behandlung mit Mistellektin. Die Kombination aus
beiden flihrte zu einem Anstieg auf 9,73%. Zu Signifikanzen gab es keine Angaben. (Hong, Park et al.
2014) Diese Ergebnisse stiitzen auch die Theorie, dass im eigenen Apoptoseassay die Inkubationszeit

fiir die MCF-7-Zellen zu lang gewahlt war.

Die Frage ob Mistelextrakt radiobiologische Mechanismen beeinflusst, lasst sich nicht abschlieRend
beantworten. Aus den durchgefiihrten Versuchen ergaben sich darauf bisher zwar konkret keine
Hinweise, allerdings sollten zunachst weitere Versuchsreihen mit modifizierten Konzepten
durchgefiihrt werden. In der Literatur wird haufig beschrieben, dass die Augmentation einer
Standardtherapie mit Mistelextrakt zu synergistischen Effekten fihrt (vgl. z. B. Weissenstein et al.

2016, Hong et al. 2014 oder Hostanska 2003) (Hostanska, Vuong et al. 2003, Hong, Park et al. 2014,
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Weissenstein, Kunz et al. 2016). Dies ist einer der Griinde, warum die Strahlenwirkung unter Einfluss

von Mistelextrakten weiter untersucht werden sollte.

5.4 Bedeutung der Ergebnisse

Betrachtet man die bisherige Forschung zur Misteltherapie, so lassen sich die Ergebnisse in 2
Gruppen unterteilen. Dabei stehen der Einfluss von Mistelextrakt auf die Tumorzellen selbst, das
Immunsystem sowie Synergieeffekte mit anderen Therapieregimen auf der einen und der Einfluss

auf die Lebensqualitat der Patienten auf der anderen Seite.

Wie bereits angesprochen, beschaftigt sich ein Teil der klinischen Forschung mit dem Einfluss auf die
Lebensqualitat der Patienten, therapieassoziierter Nebenwirkungen, Gesamtiiberleben und
Vertraglichkeit des Mistelextraktes selbst. Dabei soll Misteltherapie zu einer signifikanten Reduktion
therapiebedingter Nebenwirkungen und Verlangerung des Gesamtiiberlebens fiihren (Bock, Friedel
et al. 2004, Piao, Wang et al. 2004). Eisenbraun et al. berichteten zusétzlich tGber eine gute
Vertraglichkeit der Misteltherapie (Eisenbraun, Scheer et al. 2011). Ahnliches beschrieben auch
Pelzer et al. 2018 (Pelzer, Troger et al. 2018).

Freuding et al. veroffentlichen 2019 2 Reviews, in denen sie systematisch Studien zu den Themen
Uberleben und Sicherheit (Teil 1) sowie Lebensqualitit und Toxizitdt (Teil 2) auswerteten.
Eingeschlossen wurden insgesamt 28 randomisierte, kontrollierte Studien. Im ersten Teil kamen sie
zu dem Schluss, dass eine Misteltherapie keinen Vorteil in Bezug auf das Gesamtiiberleben brachte.
Sie bemangelten in den untersuchten Studien meist eine unzureichende Qualitat in der Methodik
und Interessenkonflikte in Bezug auf pharmazeutische Unternehmen. Auch wurden von 28
eingeschlossenen Studien insgesamt 12 Paper von nur 2 Arbeitsgruppen veroffentlicht. Eine

unabhangige Betrachtung der Daten sei somit nicht moglich. (Freuding, Keinki et al. 2019)

Im zweiten Teil ermittelten 17 der eingeschlossenen Studien eine Verbesserung der Lebensqualitat.
Studien von hoherer methodischer Qualitat hatten allerdings keine oder nur eine geringe Steigerung
ergeben. GroRter Kritikpunkt war, dass eine Verblindung aufgrund der Lokalreaktion nicht méglich
gewesen ware und Placeboeffekte nicht sicher ausgeschlossen werden kénnten. Zudem sei die
Beurteilung der eigenen Lebensqualitat sehr subjektiv und anfallig fiir den Placeboeffekt. (Freuding,

Keinki et al. 2019)

Es wurde haufig kritisiert, dass die Methodik der Studien in ihrer wissenschaftlichen Qualitat nicht
ausreichend sei (vgl. Freuding 2019) (Freuding, Keinki et al. 2019, Freuding, Keinki et al. 2019). In der
S3-Leitlinie zum Mammakarzinom konnte fiir die Misteltherapie aufgrund mangelnder Evidenz fiir

eine Verbesserung der Lebensqualitat und fehlende Verlangerung des Gesamtiiberlebens keine
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Empfehlung ausgesprochen werden (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe et al. 2017).
Doch sollte das Fehlen einer Empfehlung nicht mit dem konsequenten Ablehnen der Misteltherapie
gleichgesetzt werden. In Studien gab es bisher keine Hinweise, dass eine Misteltherapie das
Gesamtiberleben verkirzt oder die Lebensqualitat verschlechtert. Ware es sinnvoll die minimale
Anforderung an die Forschung soweit abzumildern, dass es nicht mehr um den Nachweis einer
Verbesserung, sondern um den Ausschluss eines nachteiligen Effektes geht? Mit dem
wissenschaftlichen Nachweis, dass eine komplementar begleitende Misteltherapie keinen Schaden
fiir den Patienten verursacht, konnte, nach entsprechender Aufklarung, dem Patienten die
Entscheidung zur Therapie selbst Giberlassen werden. Es lage in seinem Ermessen inwiefern er, trotz
Aufwand (z. B. mehrfache wochentliche Subkutaninjektionen) und Begleiterscheinungen (z. B.
Lokalreaktion), einen moglichen Benefit durch die Misteltherapie fir sich sieht. Selbst wenn ein
Erfolg der Therapie nur auf einem Placeboeffekt beruht, sollte das wesentliche Argument doch der
Profit fiir den Patienten und nicht die fehlende Evidenz sein. Zu diskutieren bleibt, ob fiir eine
Therapie ohne Empfehlung einer Leitlinie die Kosten von den gesetzlichen Krankenkassen

Ubernommen werden sollten.

Die einmalige Bestrahlung zweier Mammakarzinomzelllinien in dieser Arbeit hat gezeigt, dass bei
Strahlendosen von 6 Gy die Zellproliferation sowohl gehemmt als auch induziert werden kann.
Assays zum Wirkmechanismus des Mistelextraktes unter Bestrahlung zeigten keine signifikanten
Ergebnisse. Eindeutig nachgewiesen ist, dass Zelllinien generell sehr individuell auf einzelne
Praparate sowie Konzentrationen einer Misteltherapie ansprechen, auch im Rahmen einer
Bestrahlung (vgl. exemplarisch Kelter et al. 2007) (Kelter, Schierholz et al. 2007). Die Frage inwieweit
eine Misteltherapie mit Iscador®M Einfluss auf eine Strahlentherapie nimmt und auch, ob dem
Patienten ein Schaden entstehen kdnnte, lasst sich mit den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit
nicht abschliefend beurteilen. Es bedarf weiterer Forschung mit Versuchsmodellen, die den

klinischen Einsatz einer Bestrahlungstherapie besser abbilden.
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6 Zusammenfassung

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde untersucht, ob das Mistelpraparat Iscador®M einen
Einfluss auf eine Bestrahlung von Mammakarzinomzelllinien hat. Das Mammakarzinom ist die
haufigste Krebserkrankung der Frau und in den meisten Fallen erfolgt im Rahmen einer
multimodalen Therapie eine adjuvante Bestrahlung. Die Misteltherapie ist Teil der
anthroposophischen Medizin und wird seit ca. 1 Jahrhundert bereits in der Tumortherapie
eingesetzt. Zu den nachgesagten Wirkungen zdhlen neben zytotoxischen Eigenschaften,
Angiogenesehemmung und Immunstimulation auch eine Verbesserung der Lebensqualitat und
Reduktion therapieassoziierter Nebenwirkungen. Komplementarmedizinische Therapieverfahren
erfreuen sich immer grofRerer Beliebtheit, obwohl die Evidenz fiir einen Einsatz oft nicht ausreichend
wissenschaftlich belegt ist. Wahrend die Kombination aus Mistelpraparaten und verschiedenen
Chemo- und Hormontherapien bereits in einigen Studien untersucht wurde, mangelt es zur

Kombination mit Bestrahlung noch an wissenschaftlicher Forschung.

Die beiden etablierten humanen Mammakarzinomzelllinien MCF-7- und SK-BR-3 wurden fiir die
Versuche verwendet. Die Dosisbestimmung des Iscador®M erfolgte anhand einer LDso-Bestimmung
mittels Proliferations- und Colony Forming Assay. Weitere Versuche wurden dann mit einer
Konzentration von 10 pg/ml Iscador®M durchgefiihrt. Zur Klarung der Fragestellung wurden
Koloniebildung, Zellzyklus, DNA-Reparaturfahigkeit und Apoptoseverhalten unter Iscador®M und
verschiedenen Bestrahlungsdosen untersucht. Als Ergebnis zeigte sich, dass beide Zelllinien sehr
unterschiedlich auf eine Behandlung mit Iscador®M und Bestrahlung reagierten. Wahrend die MCF-
7-Zellen in ihrer Koloniebildungsfahigkeit bei 6 Gy signifikant reduziert waren, kam es bei den SK-BR-
3-Zellen (ebenfalls bei 6 Gy) zu einer Steigerung der Koloniebildung. Alle weiteren Versuche zum

Wirkmechanismus konnten keinen signifikanten Einfluss unter Iscador®M nachweisen.

Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit nur wenig eindeutige Aussagen zulassen, so konnten
Erkenntnisse fiir gezieltere und optimierte Versuchsdurchfiihrungen gewonnen werden. Die
erhobenen Daten sollen als Basis fiir weitere Forschung in diesem Bereich dienen. Die Notwendigkeit
fiir eine Fortsetzung der Forschung ergibt sich aus der hohen Pravalenz des Mammakarzinoms und
dem bislang nicht unerheblichen Anteil bereits eingesetzter Misteltherapie. So sollte zunachst die
Frage beantwortet werden, ob sich der Einsatz von Mistelprdparaten fiir die Patienten nachteilig
auswirken und der Effekt einer leitliniengerechten Therapie reduziert werden kénnte. Kann ein
Schaden ausgeschlossen werden, bleibt dann zu klaren, inwieweit der Nachweis fiir eine Evidenz
erforderlich oder ob auch der Profit von einem Placeboeffekt fiir eine Therapieempfehlung

ausreichend ist.
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