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1. Einleitung

1.1 Die Botanik der Mistel

Die Gattung Mistel (Viscum) gehort zur Familie der Mistelgewéchse (Viscaceae) und diese
zur Ordnung der Sandelholzartigen (Santalales). Die Mistelgewidchse mit ihren 40 Gattungen
und ca. 1400 Arten sind vor allem in den Tropen verbreitet. In Mitteleuropa sind z. B. die
Gattungen Loranthus mit der Riemenblume (Loranthus europaeus) und Viscum mit der
Weillen Mistel (Viscum album L.) vertreten [1-3].

Viscum album L. ist eine immergriine, zweihdusige Pflanze mit kleinen, unscheinbaren Bliiten
und lénglich-ovalen Bléttern von monofazialem Bau. Aus den weiblichen Bliiten gehen
klebrige, weiBlliche Scheinbeeren hervor, wihrend die méinnlichen die Pollen enthalten, die
durch Wind, Fliegen und andere Insekten verbreitet werden und so zur Befruchtung fiihren.
Die Mistel ist ein Hemiparasit, der auf Baumen wiéchst und diesen Wasser und Mineralsalze
entzieht, selbst aber zur Photosynthese befdhigt ist. Die Verbreitung der im Spétherbst/Winter
herangereiften Beeren erfolgt durch Vogel (Monchsgrasmiicke, Misteldrossel,
Wacholderdrossel, Seidenschwanz). Der Keimling sitzt dem Wirt mit einer Haftscheibe, die
aus dem Hypokotyl entstanden ist, auf und findet durch daraus auswachsende Senker
Anschluf3 an das Leitgewebe des Baums. Misteln bilden kleine, stark verzweigte Biische von
runder Form mit Durchmessern bis zu iiber einem Meter. Thre Lebensdauer kann bis zu 30
Jahre betragen, in seltenen Féllen sogar 70 Jahre [1-3]. Viscum album L. ldsst sich, je nach

Wirtsbaum und Verbreitungsgebiet in verschiedene Subspezies (ssp.) gliedern [1-3]:

Viscum album L. ssp. album (Laubholzmistel)

Die Laubbaummistel wéchst vor allem auf Apfelbdumen, Pappeln und Weiden, aullerdem
sieht man sie auf Birken, Weilldorn, Linden, Ahorn-, Mandel- und Walnussbdaumen, seltener
auf Eichen. Thre runden Beeren haben eine weil3-gelbliche Farbe, die Blitter sind brdunlich-

griin und haben eine Lebensdauer von ungefahr 1.5 Jahren.

Viscum album L. ssp. abietis (Tannenmistel)
Diese Subspezies kommt ausschlielich auf Tannen vor, in Mitteleuropa vor allem auf
Weilitannen. Sie haben grofle weille Beeren und dunkelgriine, lappige Blitter, die erst nach

mehr als zwei Jahren abfallen.
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Viscum album L. ssp. austriacum (Kiefernmistel)

Die Kiefernmistel sieht man in Deutschland vor allem auf der Waldkiefer, ansonsten wéchst
sie auf allen Kiefernarten. Thre Beeren sind klein und haben eine gelbliche Farbe. Die
schmalen, braunlich-griinen Blétter haben eine etwas kiirzere Lebensdauer als die der

Tannenmistel.

AuBerdem gibt es die Koreanische Mistel (Viscum album L. var. coloratum), die auf einigen

asiatischen Laubbdumen wichst [1, 2, 4-6].

1.2 Die medizinische Bedeutung der Mistel seit der Antike

Bezeichnungen wie Donner- oder Hexenbesen, Drudenful}, ,,omnia sanatem* (Alles-
Heilende), ,,Maretakken* (Mahr = Nachtgespenst; Takken = Zacken, Spitze, Zweig), ,,herbe
du serpent™ (Schlangenkraut) oder Bocksfutter, die die Mistel im Lauf der Zeit seit der Antike
erhielt, machen deutlich, welche kultische und mystische, aber auch medizinische Bedeutung
diese Pflanze schon seit jeher fiir die Menschen hatte. Sie taucht in keltisch-gallischen und
germanischen Mythen und Sagen, wie der Edda, auf. Das Aufhingen von Mistelzweigen
zwischen Weihnachten und Neujahr ist ein aus England stammender Brauch und soll Gliick
bringen (,,no mistletoe, no luck®). Bereits Hippokrates (460-377 v. Chr.) empfahl
Mistelextrakte gegen die ,,Milzsucht*. Im Mittelalter wurde die Mistel in fast allen
Krauterbiichern erwéhnt. Verschiedene Mistelprdparate wurden gegen Epilepsie (,,die fallende
Sucht) und sogenannte Frauenleiden eingesetzt, auBlerdem gegen Ohrenschmerzen,
Knochenbriiche und Tumore [7]. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde die blutdrucksenkende
Wirkung von Mistelpridparaten beschrieben [8]. 1920 legte dann Rudolph Steiner den
Grundstein flir den Einsatz von Mistelprdparaten in der Krebstherapie [9]. Von nun an
konzentrierten sich weltweit viele Wissenschaftler auf die Aufklarung der Inhaltsstoffe der
Mistel, insbesondere der Weillen Mistel (Viscum album L.), und deren tumorhemmenden,
cytotoxischen und immunmodulatorischen Wirkungen. In der Zwischenzeit werden
Misteltherapien vor allem in der onkologischen Nachsorge durchgefiihrt. Sie erfolgen

adjuvant und/oder palliativ, meistens in Kombination mit Strahlen- und Chemotherapien.

1.3 Inhaltsstoffe der Mistel
Bis heute wurden zahlreiche Inhaltsstoffe der Mistel isoliert, identifiziert und z. T. strukturell

und pharmakologisch charakterisiert:
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Mistelbeeren enthalten als Hauptbestandteil ein Glykogalaktopentosan, aulerdem Oleanol-,
Cerotin-, Linol- und Linolenséure [10]. Die Blitter und Stengel enthalten Monosaccharide
und Zuckeralkohole (Glukose, Mannosit, Inosit), Sterine und Triterpene (B-Sistosterin und
B-Amyrin, Oleanolsdure), verschiedene Pflanzensduren (u. a. Anis-, Kaffee-, Shikimi-, Pro-
tocatechusdure) [10] und freie Aminosiduren, vor allem Arginin (40%), Asparaginsidure
(11%) und Prolin (10%), jedoch u. a. kein Tryptophan, Asparagin, Glutamin, Histidin [10,
11]. Zu den fiir die Mistel charakteristischen und medizinisch bedeutsamen Inhaltsstoffen
zahlen biogene Amine, Flavonoide, Membranlipide, Alkaloide, Phenylpropane, Lignine und
Lignane, auflerdem Polysaccharide und Proteine, insbesondere Viscotoxine und Lektine
(Tabelle 1). Unter den biogenen Aminen findet man u. a. Cholin, Acetylcholin, B-
Phenylamin, y-Aminobuttersdure, Histamin und Tyramin. Sie werden in Zusammenhang mit
einer moglichen blutdrucksenkenden Wirkung von Mistelextrakten gebracht [10]. Zu den in
der Mistel enthaltenen Flavonoiden zihlen vor allem die Glukoside des Quercetins und seiner
Methylether, die im Tierversuch eine tumorhemmende Wirkung zeigten und die Kollagenase
IV inhibierten [1, 10, 12]. Die einzigen gut -charakterisierten Alkaloide sind
Nicotinsduremethylester und Viscumamid, isoliert aus Viscum album Linn. var. coloratum
Ohwi, einer japanischen Mistel [1, 13]. Viscumamid ist ein aus 3 Molekiilen Leucin und 2
Molekiilen Isoleucin bestehendes cyclisches Peptid, {iber dessen pharmakologische Wirkung
aber bisher nichts bekannt ist. Phenylpropanverbindungen und Lignane, darunter
Syringeninglykoside und Eleutherosid E, haben Bedeutung bei der Charakterisierung und
Chargenkontrolle von Mistelpriparaten iiber HPLC-Fingerprintanalyse [1, 14]. Uber ein
spezielles Verfahren zur Herstellung von Mistelextrakten wurden chlorophyllhaltige Vesikel
isoliert, die vor allem Membranlipide aus Chloroplasten enthielten und in vitro die
Proliferation von CD4+-T-Lymphocyten mistelbehandelter Tumorpatienten stimulierten.
Dabei handelte es sich um eine antigenabhédngige oligoklonale Stimulation [15]. Den
Hauptteil der in der Mistel enthaltenen Polysaccharide findet man in den Beeren, darunter
Arabinogalaktane, deren Grundgeriist sich aus B(1—6)-D-Galaktose-Ketten zusammensetzt,
die iiber ein Rhamnogalakturonan miteinander verkniipft sind (mittleres Molekulargewicht:
ca. 110 kDa). AuBerdem kommen geringe Mengen veresterte o(l—4)-D-Galakturonane
(Molekulargewicht: ca. 42 kDa) vor. Die Blétter und Stengel der Mistel enthalten weitaus
weniger Polysaccharide, darunter mehr D-Galakturonane und dafiir wenig Arabinogalaktane
[1, 16]. Verschiedene in vitro-Tests demonstrierten eine Stimulierung der Aktivitit von
humanen CD4+-T-Zellen, NK-Zellen und Phagocyten durch Polysaccharide der Mistel [10,
16-19].
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Tabelle 1. Ubersicht iiber medizinisch wirksame Komponenten der Mistel.

Pharmakologisch relevante Wirkung Literatur

Mistelinhaltsstoffe

Biogene Amine Blutdrucksenkung? [10]
(u. a. Cholin, Acetylcholin, B-
Phenylamin, y-Aminobuttersdure,
Histamin, Tyramin)
Flavonoide Tumorhemmung (im Tierversuch) 1,10, 12]
(v. a. Glukoside des Quercetins | Inhibierung der Kollagenase IV
bzw. dessen Methylether)
Alkaloide [1,13]
(v. a. Nicotinsduremethylester,
Viscumamid)
Phenylpropanverbindungen, |Charakterisierung von Mistelextrakten [1, 14]
. iiber HPLC-Fingerprintanalyse
Lignane
Chlorophyllhaltige Vesikel in vitro-Stimulation von CD4+-T-Zellen [15]
(Membranlipide)
Polysaccharide in vitro-Stimulation von Phagocyten, [1, 10,

. +-T- - -
(Arabinogalaktane, veresterte CD4+-T- und NK-Zellen 16-19]
a(1—4)-D-Galakturonane)

Viscotoxine nekrotisch [1, 20-35]
(Viscotoxine Al, A2, A3, B, in vitro-Stimulation phagocytierender
1-PS) humaner Granulocyten
Unterstiitzende Wirkung auf NK-Zellen
DNA-Stabilisierung
Lektine der Typ II RIPs apoptotisch [1, 36-46,
(Mistellektine I, I II) | in vitro- und in vivo-Stimulierung weiter| 1> |
Teile des Immunsystems
Chitinbindende Mistellektine | cytotoxisch? 47, 95-97]

(VisalbCBA, cbMLs)

Die Viscotoxine sind basische Proteine, gehdren zur Familie der Thionine und haben ein

Molekulargewicht von ca. 5 kDa. Thre isoelektrischen Punkte liegen bei pH 11. Sie bestehen
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aus ca. 46 Aminosduren und haben drei intramolekulare Disulfidbriicken, die fiir die
auBerordentlich hohe strukturelle Stabilitét dieser Peptide verantwortlich sind [1]. Bisher sind
die sich in nur wenigen Aminosduren unterscheidenden Aminosduresequenzen der vier
Viscotoxine Al, A2, A3 und B aus Viscum album L. ssp. album und Viscotoxin 1-PS aus
Viscum album L. ssp. austriacum bekannt [20-25]. Von Viscotoxin A3 existiert bereits eine
NMR-Struktur [26]. Viscotoxine permeabilisieren Zellmembranen, was zum nekrotischen
Zelltod fiihrt [27-29]. Der LDso-Wert liegt bei i.v.-Gabe im Tierversuch mit Mausen bei ca.
0.1 mg/kg Korpergewicht [1]. In einer Konzentration > 25 pg/ml erhhen Viscotoxine in vitro
die Phagocytose-Aktivitdit humaner Granulocyten [30-31], und in nichttoxischen
Konzentrationen unterstiitzen sie die cytotoxische Wirkung von NK-Zellen auf eine noch
undefinierte Art und Weise [32]. Im Blut von mit Mistelextrakten behandelten
Tumorpatienten lieBen sich Antikdrper vom IgG-Typ gegen die Viscotoxine Al, A2, A3 und
B nachweisen [33-34]. Antikdrper vom IgE-Typ wurden nur gegeniiber Viscotoxin B
gefunden [34]. Viscotoxine binden iiber ionische Wechselwirkungen an DNA und
stabilisieren diese dadurch [35].

Lektine sind Proteine, die Kohlenhydratstrukturen erkennen und an diese spezifisch und
reversibel binden. Sie gehoren aber weder zu den Immunglobulinen, noch zu den Enzymen
und kommen bei fast allen Lebewesen vor, sowohl bei Viren und Bakterien, als auch bei
Pflanzen, Tieren und Menschen [1]. Das erste Lektin wurde von Stillmark aus dem Samen
von Ricinus communis isoliert und Hdmagglutinin genannt [36], eine Bezeichnung, die eine
wichtige FEigenschaft von divalenten Lektinen hervorhebt, nédmlich die Féhigkeit,
Erythrocyten zu aggregieren. In Viscum album L. wurden erstmals im Jahre 1956 Substanzen
mit hdmagglutinierenden Eigenschaften beschrieben und Phythdmagglutinine genannt [37],
und Vester et al. isolierten Proteinfraktionen aus der Mistel mit hohen kanzerostatischen
Eigenschaften [38]. Mittels Affinitdtschromatographie an fixierten Plasmaproteinen konnten
Franz et al. ein Mistellektin mit agglutinierenden und cytotoxischen Eigenschaften isolieren
[39]. Wenige Jahre spiter gelang es schlieBlich, drei Lektine mit unterschiedlichen
Molekulargewichten und Zuckerspezifititen aus der europdischen Mistel zu isolieren [40], die
alle zur selben Proteinfamilie gehdren [41] und als Mistellektine I, IT und IIT (MLI, MLII,
MLIII) bezeichnet werden. Sie himagglutinieren humane Erythrocyten, sind hochtoxisch und
gehoren zu den Typ II Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (Typ II RIPs), bestehend aus
einer A(,,active®)- und einer B(,,binding*)-Kette. Erstere besitzt enzymatische Aktivitit, d. h.
sie fiihrt als N-Glykosidase in der 28 S rRNA eukaryontischer Ribosomen eine Apurinstelle

ein, inaktiviert dadurch die gro3e Ribosomenuntereinheit und hemmt die Proteinsynthese [42-
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45]. Die fiir Lektine typische Eigenschaft der Zuckerbindung erfolgt iiber die B-Kette. Sie
bindet spezifisch an Zelloberflachenrezeptoren und ermdglicht dadurch die Aufnahme der A-
Kette in die Zelle [42]. Aufgrund ihrer verschiedenen Zuckerspezifititen lassen sich MLI,
MLII und MLIII mittels Affinitdtchromatographie aus Mistelextrakten isolieren [40, 46]. Vor
wenigen Jahren wurde ein weiteres Mistellektin isoliert, welches sich von den Typ II RIPs

stark unterscheidet, jedoch zu den chitinbindenden Pflanzenproteinen homolog ist [47].

1.3.1 Mistellektin I (MLI)

Mistellektin I, ein Glykoprotein und das bisher am besten untersuchte Mistellektin, besteht
aus einer 254 Aminosédure langen A-Kette (MLIA) mit einem Molekulargewicht von 29650
Da und einer, in Abhéngigkeit von der Glykosilierung, bis zu 32915 Da schweren B-Kette
(MLIB) aus 264 Aminoséduren. Die Primérsequenzen der A- und B-Kette wurden sowohl {iber
N-terminale Sequenzierung nach Edman, als auch mit molekularbiologischen Methoden
bestimmt [48-50]. Die Ergebnisse zeigten eine hohe Homologie zu Ricin aus Ricinus
communis, ebenfalls ein Typ II Ribosomen-inaktivierendes Protein [42, 51]. Auf der
Grundlage der Rontgenstruktur von Ricin [52-53] wurde zundchst ein dreidimensionales
Modell von MLI erstellt [54] und dann, kurze Zeit spiter, ebenfalls die Rontgenstrukturdaten
des Mistellektins ermittelt (Abb. 1) [55]. Die globuldre A-Kette besteht aus drei Doménen
(AL AIl, AIIT) mit a-Helices und B-Faltblattstrukturen, wihrend die, aus zwei Doménen (BI,
BII) mit jeweils drei homologen Subdominen (al/2, B1/2, y1/2) und zwei Linkerregionen
(A1/2) aufgebaute B-Kette nur B-Sekundérstrukturelemente hat. Die Dimerbildung der beiden
Untereinheiten von MLI erfolgt iiber eine Disulfidbriickenverkniipfung, die zwischen Cys247
der A-Kette und Cys5 der B-Kette liegt. Letztere besitzt auBerdem drei intramolekulare
Disulfidbriicken (Cys64—Cys81, Cys152—Cys165, Cys192—Cys209), die beziiglich Ricin
stark konserviert sind. Die A-Kette hat an Asn112 eine Glykosilierungsstelle, wiahrend die B-
Kette derer insgesamt drei hat (Asn6l, Asn96, Asnl36) [56]. Sowohl die Struktur der
Oligosaccharide, als auch deren Zuordnung an die jeweiligen N-Glykosilierungsstellen
wurden bereits bestimmt [56-57]. Der Kohlenhydratanteil liegt, in Abhéngigkeit vom
Wirtsbaum, Geschlecht der Mistel und Erntezeit zwischen 4 und 11.8 % [42, 46, 58]. Die B-
Kette von MLI besitzt zwei, unterschiedlich stark affine Zuckerbindestellen, spezifisch fiir D-
Galaktose und Galaktosid-enthaltende Di- und Oligosaccharide, wobei die unmodifizierten
Hydroxylgruppen am C-2, C-3 und C-4 des D-Galaktopyranosylringes essentiell fiir die
Wechselwirkung zwischen Lektin und Zucker sind [40, 58-60]. Schon in einer Konzentration

von 0.25 pg/ml hdmagglutiniert Mistellektin I humane Erythrocyten der Blutgruppe B [1].
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Dabei tritt das divalente Lektin mit den Zuckerstrukturen der Zelloberflichen in
Wechselwirkung, was zur Vernetzung der roten Blutkdrperchen fiihrt. MLI zeigt gegeniiber
der Blutgruppe B eine nur schwach ausgeprigt Priaferenz.

Von MLI wurden bis zu 25 Isolektine beschriecben, wobei bei einigen die
Disulfidverbriickung der beiden Untereinheiten fehlt [61]. Der isoelektrische Punkt von MLI
wurde je nach Autor mit pH 6.5-8.0 [1], pH 6.1 [58], pH 6.7-7.2 [46] oder pH 6.9-7.3 [62]

angegeben.

Abb. 1. ,,Cartoon“-Darstellung der A- und B-Ketten von MLI [55]. Die drei Doménen der
A-Kette (I, I, und III) sind gelb, blau und violett dargestellt. Die homologen Subdoménen der
zwei Domiénen (I und II) der B-Kette (al,2, B1,2 und y1,2) sind gelb, blau und griin. Die
Linkerregionen Al1,2 sind orange, die Disulfidbriicke zwischen der A- und B-Kette ist als
blaue unterbrochene Linie dargestellt. Die roten unterbrochenen Kreise entsprechen der
Nukleotidbindestelle der A-Kette (NUC) bzw. der niedrig- und hochaffinen
Galaktosebindestellen der B-Kette (G1 und G2). Die Glykosilierungsstellen (GLYC) sind als
blaue unterbrochene Kreise dargestellt. Spirale: a-Helix, Pfeil: B-Faltblatt.
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Die RNA-Glykosidase-Aktivitdit der A-Kette und die damit verbundene Inhibierung der
Proteinsynthese stellt die molekulare Basis fiir die cytotoxische Aktivitéit des Lektins dar [63].
Der LDsp-Wert liegt unter i.v.-Gabe bei der Maus zwischen 2.4 und 28.7 pg/kg
Korpergewicht [1, 64]. MLI ist in hoher Konzentration besonders toxisch fiir stark
proliferierende Zellen, wie Embryonal- und Tumorzellen [65]. Bei in vitro-Versuchen lag der
LDso-Wert fiir MLI bei verschiedene Tumorzelllinien im Bereich von 1-100 ng/ml [66], bei
Maus-3T3-Zellen sogar bei nur 0.5 ng/ml und bei humanen Molt-4-Zellen zwischen 0.02 und
0.07 ng MLI/ml [64, 67-68]. Die Cytotoxizitdit von MLI beruht auf der Induktion von
Apoptose [27, 66, 68-73]. Bei Molt-4-Zellen beobachtete man eine nekrotisierende Wirkung
von, in hoher Dosis vorliegendem MLI, wdhrend bei Konzentrationen < 50 pg/ml der
programmierte Zelltod induziert wurde [69]. Dieser erfolgt erst 24-72 Stunden nach Beginn
der Inkubation mit MLI. Dabei bilden humane Lymphocyten vermehrt mitochondriales
Apo2.7 und reaktive Sauerstoffintermediate [27]. Sowohl MLI, als auch MLIII inhibieren die
IFN-y-Produktion in apoptotischen T-Zellen, wihrend die IL-4-Expression unter
gleichzeitigem Anstieg des Apoptosemarkers Apo2.7 induziert wird. Der Anteil des
antiapoptotischen Bcl-2-Proteins sinkt [74].

Die immunmodulatorische Wirkung von in der Krebstherapie angewandten Mistelextrakten
geht vor allem auf die Mistellektine MLI, MLII und MLIII zuriick [75-77]. Bei Kaninchen
filhrte die intravendse Gabe von 0.8 ng/kg ML I zu einem signifikanten Anstieg der NK-
Cytotoxizitdt, der Zunahme der groflen granulidren Lymphocyten und der Phagocytoseaktivitdt
der Granulocyten, sowie zu einem schnellen Temperaturanstieg von 0.8 °C. Dabei war die B-
Kette aktiver als das Holoprotein, wihrend die A-Kette wirkungslos blieb [78]. Einen
dhnlichen Effekt zeigten sowohl subkutane als auch intravendse Gaben eines entsprechende
Mengen Mistellektin enthaltenden Extrakts bei Krebspatienten. In vitro-Versuche mit
humanen mononuklearen Zellen aus peripherem Blut demonstrierten unter der Wirkung von
MLI und MLIB einen Anstieg der cytosolischen Aktivitit, die mit einer erhdhten Freisetzung
von TNF-a, IL-1 und IL-6 einherging [75]. Fiir diese Cytokinproduktion werden die
Monocyten verantwortlich gemacht [79]. In einer peripheren Blutlymphocytenkultur erhéht
MLI in Anwesenheit von CD4+- und CD14+-Zellen die Proliferation und cytotoxische
Aktivitidt von CD8+-T-Zellen. AuBBerdem kann das Lektin synergistisch mit IL-2 die durch T-
und CD56+-Zellen vermittelte Cytotoxizitdt stimulieren [80]. Die Produktion von
Superoxidradikalanionen durch humane neutrophile Granulocyten in vitro nach Behandlung
mit MLI fiihrt im ,,respiratory burst™ zum Tod von Fremd- und Tumorzellen, die anschlieBend

phagocytiert werden [81].
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Aufgrund der niedrigen Mistellektinkonzentrationen in den in der Krebstherapie eingesetzten
Mistelextrakten und der Bildung von anti-Mistellektinantikérpern [33, 67, 82] nach
subkutanen und intravendsen Applikationen der Priparate kann man davon ausgehen, dass die
apoptotische Wirkung der Typ II RIPs keine bedeutende Rolle spielt. Um diesen Effekt zu
erreichen, miissten die Lektine bzw. Extrakte intratumoral injiziert werden [68, 83]. Vielmehr
liegt der Schwerpunkt der Misteltherapie bei Krebspatienten in der zelluldren und humoralen
Immunantwort. Subkutane Injektionen sowohl von auf MLI standardisiertem Mistelextrakt,
als auch von reinem MLI in nichttoxischen Dosen fiihren zu einem signifikanten Anstieg von
T-Helfer- und NK-Zellen im Blut. AuBBerdem kommt es zu einer verstarkten Expression von
IL-2- und HLA-DQ-Rezeptoren auf lymphatischen Zellen [84-85], die Akutphasenproteine
steigen an [85] und der B-Endorphinspiegel nimmt zu [77]. Es gibt aber auch ,,non-
responder, die nicht auf diese Weise auf MLI oder MLI enthaltende Mistelextrakte
ansprechen [77]. Bei anderen Krebspatienten beobachtete man zu Beginn der Misteltherapie
die Proliferation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes unter gleichzeitigem
Anstieg der Cytokine TNF-a und IL-6, was auf die Aktivitit der Monocyten und
Macrophagen zuriickzufiihren ist [86]. Dieser Effekt nahm im Verlauf der Behandlung wieder
ab. Immunmodulatorisch wirksame Dosen von MLI verminderten bei Miusen die Entstehung
von Tumoren in Lunge und Leber nach Inokulierung von Sarcom- bzw. Fibrosarcomzellen

[87].

1.3.2 Mistellektin II (MLII) und Mistellektin IIT1 (MLIII)

Bei den Mistellektinen II und III handelt es sich wie bei MLI um Typ II RIPs, die sich in
thren Molekulargewichten und Zuckerspezifitdten unterscheiden. Wahrend MLI Galaktose-
und MLIII N-Acetylgalaktosamin-spezifisch sind, zeigt MLII gegeniiber beiden Zuckern eine
Spezifitit [40]. Letzteres hat ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa, dabei kommen 27 kDa
auf die A- und 32 kDa auf die B-Kette [40, 46]. Der isoelektrische Punkt von MLII liegt
zwischen pH 6.2 und 6.6 [46].

MLIII wurde, wie MLI, vollstindig sequenziert und besteht ebenfalls aus einer 254
Aminosédure langen A-Kette (MLIIIA) mit einem Molekulargewicht von 28427 Da und einer
glykosilierten 30929 Da schweren B-Kette (MLIIIB) aus 262 Aminoséduren [88-89]. MLIITA
zeigt 90% Sequenzidentitdt gegeniiber MLIA, wéahrend MLIIIB beziiglich der Sequenz von
MLIB 83% zeigt. Die B-Kette hat zwei N-Glykosilierungsstellen (Asn95 und Asnl35), die
mit einem Hexamannosyloktasaccharid bzw. mit Xylotrimannosylhexasacchariden verkniipft

sind. MLIITA ist nicht glykosiliert und ist mit MLIIIB iiber eine Disulfidbriicke zwischen



10 Einleitung

Cys247 der A- und Cys4 der B-Kette miteinander verkniipft. Letztere besitzt vier weitere
intramolekulare Disulfidbriickenverkniipfungen. Der isoelektrische Punkt von MLIII liegt im
Bereich zwischen pH 5.4 und 5.9 [46]. Der Glykosilierungsgrad beider Lektine liegt bei 6-7%
[46]. Auch von MLII und MLIII werden weitere Isolektine beschrieben [61, 62], und beide
haben hdamagglutinierende Eigenschaften, die jedoch weitaus schwicher ausgeprigt sind als
bei MLI [46]. Mono- und polyklonale Antikdrper gegen MLI, II und III zeigten eine hohe
Kreuzreaktivitit zwischen den Mistellektinen [62, 64, 90-91]. Die Fahigkeit der
Apoptoseinduktion bei verschiedenen Zelllinien trifft auch auf MLII und MLIII zu [66, 68,
71]. Sowohl bei humanen Lymphocytenkulturen, als auch bei Molt-4-Zellen zeigte
Mistellektin III die am stdrksten apoptotische Wirkung, gefolgt von Mistellektin II und
Mistellektin I [67, 92]. Verglichen mit MLI verursachen die beiden anderen Lektine eine
geringfiigigere Zunahme der NK-Cytotoxizitdt nach deren intravendsen Injektion bei
Kaninchen, wobei der Anstieg der groBen granuldren Lymphocyten vergleichbaren Ausmales
ist. Dabei erhoht sich die Temperatur nach MLII- und MLIII-Injektionen um 0.6 °C bzw. 0.43
°C [77]. Bei der, durch ML III, verursachten Apoptose sind vor allem CD8+-Zellen betroffen.

Gleichzeitig treten vermehrt Telomer-Assoziationen auf [93].

1.3.3 Die chitinbindenden Mistellektine

Im Jahr 1996 wurde ein weiteres Mistellektin, VisalbCBA (Viscum album chitinbindendes
Agglutinin), beschrieben, das nicht zu den Typ II RIPs, sondern zur Familie der
chitinbindenden Pflanzenproteine gehdrt [47]. Diese besitzen ein oder mehrere
Heveindominen und zeigen z. T. antimikrobielle Eigenschaften [94]. Die Isolierung von
VisalbCBA aus der Mistel erfolgte mittels Kombination klassischer Proteinreinigungs-
methoden und Affinitdtschromatographie an N-Acetylglukosaminoligomeren, hergestellt aus
Chitin von Krabbenschalen [47]. Mittels SDS-PAGE, massenspektrometrischer Analyse und
Gelfiltration wurde gezeigt, dass es sich bei diesem Protein um ein Dimer aus zwei
identischen Untereinheiten von jeweils 10.8 kDa handelt, das nicht glykosiliert ist. Die N-
terminale Sequenzierung der ersten 26 Aminosduren und der Vergleich mit Primérstrukturen
anderer chitinbindender Proteine zeigen eine hohe Homologie untereinander. VisalbCBA ist
ein Protein hoher Stabilitdt, das humane und Kaninchenerythrocyten himagglutiniert und eine
schwache cytotoxische Wirkung gegen MOLT4-Zellen hat [47].

Im Folgenden wurden drei weitere chitinbindende Mistellektine (cbMLs) mittels
Affinitdtschromatographie an Chitin und anschlieBender RP HPLC des cbML-Eluats isoliert

und charakterisiert [95-97]. Hierbei handelt es sich ebenfalls um Dimere aus zweli, iiber eine
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Disulfidbriicke verbundene identischen Untereinheiten. Die Molekulargewichte der drei
chitinbindenden Mistellektine zeigen nur geringfiigige Unterschiede und liegen fiir die
nativen Proteine um die 10 kDa. Die Ergebnisse der vollstdndigen N-terminale Sequenzierung
des am hdufigsten vertretenen cbML-Proteins stimmen mit der Sequenz der ersten 26
Aminosduren von VisalbCBA {iberein und bestitigten die hohe Homologie zu den
chitinbindenden Pflanzenproteinen [95-97]. Eine Untereinheit des sequenzierten cbML-
Proteins besteht aus 49 Aminosiduren und besitzt eine cystein- und glycinreiche Hevein-
dhnliche Doméne. Es ist anzunehmen, dass es sich bei den beschriebenen chitinbindenden

Mistellektinen, VisalbCBA und den cbMLs, um dieselben Proteine bzw. Isoformen handelt.

1.4 Medizinisch angewandte Mistelextrakte

Die kommerziell verwendeten Mistelpraparate unterscheiden sich in ihrer Herstellung und
hinsichtlich unterschiedlich therapeutischer Konzepte. Sie werden vor allem in der
Krebstherapie zur Unterstiitzung des geschwichten Immunsystems eingesetzt, um das
Allgemeinbefinden der Patienten zu stirken. Im Folgenden werden die wichtigsten, in der

Krebstherapie eingesetzten Mistelpraparate beschrieben.

1.4.1 Abnobaviscum®-Priparate

Der Wirkstoff dieser Prédparate ist ein aus Misteln gewonnener, Phosphat-gepufferter,
sterilfiltrierter PreBsaft. Die Pflanzen werden dazu zweimal im Jahr, im Sommer und im
Winter, geerntet und die erhaltenen Extrakte 1:1 gemischt. Die Beeren werden dabei
mitverarbeitet. Die hochste erhidltliche Konzentration in einer zur subkutanen Injektion
bestimmten Ampulle (= 1 ml) enthédlt 15 mg PreBsaft aus 20 mg frischem Mistelkraut
(Verdiinnungsstufe 2). Das Priparat gibt es in 8 Verdiinnungsstufen (2 bis 6, 10, 20 und 30)
von 8 verschiedenen Wirtsbdumen. Ein besonderes Verfahren zur Herstellung des Presssafts
ermOglicht die Erhaltung der Membranbestandteile der Mistel im wissrigen Milieu. In
membrangebundener Form sind empfindliche Substanzen stabiler, d. h. ihre natiirliche
Konformation bleibt weitgehend erhalten, und damit wird ihre maximale biologische
Wirksamkeit erreicht [98]. Wie bereits erwidhnt, stimulieren die Vesikel in vitro die
Proliferation von CD4+-T-Lymphocyten mistelbehandelter Tumorpatienten [15]. Die
Konzentrationen an toxischen Inhaltsstoffe in diesen Extrakten sind, verglichen mit anderen,
am hochsten. Der Viscotoxingehalt in Abnobaviscum®-Préiparaten der Verdiinnungsstufe 2
liegt, in Abhingigkeit vom Wirtsbaum, bei ca. 10-100 pg/ml, die Lektinkonzentration bei 0.3-
11 pg/ml. Der Gesamtgehalt der Mistellektine I, II und III wurde {iber ELISA bestimmt [99].
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1.4.2 Iscador®-Priiparate

Von Iscador® gibt es einmal einen fermentierten wissrigen Auszug aus 0.05-250 mg
Mistelkraut/ml (Pflanze:Auszug = 1:5), in dem der Gehalt an ML I, II und III nur noch ca.
10% des Gehalts unfermentierter Extrakte entspricht und, in Abhéngigkeit vom Wirtsbaum
(und der Konzentration), zwischen 8 (pini) und 565 ng/ml (quercus) liegt [99, 100]. Dabei
findet man mehr MLII und MLIII als MLI [90]. Ein nichtfermentierter Mistelextrakt, bei dem
es sich um einen frisch verdiinnten PreBsaft handelt [100], ist unter dem Namen Iscador® FrF
im Handel erhiltlich. Bei Iscador® Q FrF liegt der Gehalt der zur Familie der Typ II
Ribosomen-inaktivierenden Proteine gehorenden Lektine bei ca. 2.1 pg/ml [99], wobei hier
der MLI- gegeniiber dem MLII/MLIII-Gehalt héher liegt [90]. Iscador®-Priparate werden aus
Winter- und Sommermisteln von vier verschiedenen Wirtsbiumen hergestellt. Der

Viscotoxingehalt liegt, je nach Priparation, bei ungefiahr 7-10 mg/ml [99].

1.4.3 Helixor®-, Iscucin-Viscum®- und Vysorel®-Priiparate

Helixor®-Priparate sind kaltwissrige Frischpflanzenextrakte, die aus zu verschiedenen
Jahreszeiten geernteten Misteln hergestellt werden und zur subkutanen Injektion bestimmt
sind. Diese Préparate gibt es in verschiedenen Verdiinnungen mit 0.01-100 mg
Rohmaterial/Ampulle (= 2 ml) von vier unterschiedlichen Wirtsbdumen. Der Gehalt an
Viscotoxinen betrdgt weniger als 5 pg/ml, der Gesamtgehalt an ML I, II und III (iiber ELISA
bestimmt) liegt bei 215-950 ng/ml [99]. Iscucin-Viscum®, in 9 verschiedenen
Konzentrationen von 8 Wirtsbdumen erhiltlich, und Vysorel® werden dhnlich hergestellt.

Vysorel® gibt es in nur einer Konzentration von drei Wirtsbaumsorten.

1.4.4 Eurixor®- und Plenosol®-Prﬁparate

Beides sind wissrige Mistelextrakte, die jeweils in nur einer Konzentration erhéltlich sind und
zur Behandlung von Gelenkerkrankungen (durch intrakutane Applikation) und von
Malignomen (intravendse Applikation) eingesetzt werden. Eine Ampulle (= 1 ml) enthélt 1

mg wissrigen Auszug aus Mistelkraut (Pflanze : Auszug =1 : 1.3).

Viscum album L.-Extrakte stimulieren in niedrigen Wirkstoffdosen unspezifisch das
Immunsystem [19, 75, 78] und haben DNA-stabilisierende Eigenschaften [101]. In héheren
Konzentrationen wirken sie auf kultivierte Tumorzellen und humane Lymphocyten
cytostatisch und cytotoxisch [66, 68, 92]. Die Mistellektine vom Typ II RIP werden vor allem

fiir die Apoptoseinduktion der Extrakte verantwortlich gemacht. Bei Helixor®A konnte keine
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derartige Wirkung auf kultivierte humane Lymphocyten festgestellt werden, was auf die
geringe Lektinkonzentration zuriickgefithrt wird [92]. Bei anderen in vifro-Versuchen mit
verschiedenen Tumorzelllinien gibt es, in Abhédngigkeit des Wirtsbaums des eingesetzten
Mistelextrakts, deutliche Unterschiede hinsichtlich des AusmaBles der Apoptoseinduktion
[66]. Obwohl MLI-III als die am apoptotisch wirksamsten Mistelkomponenten gelten, findet
man keinen direkten Zusammenhang zwischen der Lektinkonzentration in verschiedenen
Mistelpraparaten und deren cytotoxischen Wirkungen auf kultivierte Lymphocyten. Vielmehr
hingt diese mit der Herstellungsart, der Erntezeit und des Wirtsbaums der Extrakte
zusammen, was auf den Einflul anderer biologisch wirksamer Inhaltsstoffe und deren
Kombinationen auf die Cytotoxizitit schlieBen ldsst [99]. Vergleicht man fermentierte und
nichtfermentierte Mistelprdparate hinsichtlich ihrer cytotoxischen Wirkung auf kultivierte
Tumorzellen, so ist fermentierter Extrakt effektiver gegeniiber HTC(,,Hepatoma Tissue
Culture®)-Zellen als nichtfermentierter Extrakt. Bei MOLT-4-Zellen verhilt es sich genau
umgekehrt [100]. Ein Iscador®-Priparat verhinderte bei Méusen eine 20-Methylcholanthren-
induzierte Karzinogenese und damit den Tod der Tiere [102]. Eine Mistelkomponente von 5
kDa, isoliert aus Iscador® M, reduzierte die mittels DLA-Zellen induzierte Tumorbildung bei
Mausen, zeigte aber keine cytotoxische Aktivitit gegeniiber normalen Lymphocyten [103].

In der Krebstherapie werden Mistelprdparate aufgrund der iiblichen Applikationsarten
weniger wegen ihrer cytotoxischen Wirkung [33, 82], als vielmehr aufgrund ihrer
immunmodulatorischen Eigenschaften eingesetzt [75, 85]. Von einer Stimulierung des
Immunsystems nach Verabreichung eines nichtfermentierten Iscador®-Priparats bei
Krebspatienten wurde in Abschnitt 1.3.1 berichtet. Dabei beobachtete man eine Erh6hung der
Temperatur und einen Anstieg der NK-Cytotoxizitdt unter gleichzeitiger Zunahme der grof3en
granuldren Lymphocyten und der Phagocytoseaktivitit der Granulocyten [78]. Ein
fermentiertes Priparat von Iscador®, das kein MLI und nur wenig MLII/III enthilt, zeigt,
unabhingig von der Anwesenheit von anti-Mistellektinantikérpern, eine mitogene Wirkung
auf periphere Blutmonocyten, insbesondere auf CD4+-T-Zellen und CD14+-Monocyten [104-
105]. In Kultur dieser von Tumorpatienten stammenden Monocyten kommt es zu einem
Konzentrationsanstieg von TNF-a und IL-6 im Medium [106]. AuBerdem ist die Reaktion der
Monocyten, die von allergisch reagierenden Patienten stammen, gegeniiber Monocyten von
nicht-allergischen Personen verstirkt. Weder isoliertes MLI, II oder III noch isolierte
Viscotoxine hatten die gleiche mitogene Wirkung wie der fermentierte Iscador®-Extrakt,
weshalb dieses Priparat ein starkes, weit verbreitetes Antigen vom ,,non-recall“-Typ enthalten

muB [105].
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Bei in vitro-Versuchen mit Helixor®Priparaten fand man eine Reduktion spontaner und
Cyclophosphamid-induzierter durch Schwesterchromatidenaustausche ausgeldste Schidigung
der DNA [101, 107-108]. Diese, bei peripheren mononuklearen Zellen des Bluts gefundenen
antimutagenen Eigenschaften, sind auf die Wirkung des gesamten Extrakts zuriickzufiihren,
einzelne isolierte Komponenten, wie Lektine und Viscotoxine sind ineffektiv [108-109]. In
Gegenwart von 1.1 mM Glucose wird die Insulinausschiittung klonaler Pankreaszellen vom
Typ B durch Mistelextrakte stimuliert. Die gleiche Wirkung erzielt man auch nach Erhitzen
der Extrakte auf 95°C. Diese verlieren bei so hoher Temperatur ihre hdmagglutinierenden
Eigenschaften, d. h. es ist unwahrscheinlich, dass ML I, II und III mit ihrer geringen
Temperaturstabilitit die aktiven Komponenten sind. Weder {iber den Mechanismus noch {iber
die, die Insulinsekretion stimulierenden Inhaltsstoffe der Extrakte ist Ndheres bekannt [110].
Die beschriebenen Wirkungen sowohl der verschiedenen Mistelkomponenten als auch der
Gesamtextrakte und synergistische Effekte, wie z.B. von Lektinen und Vesikeln [98, 111]
bzw. von Lektinen und Polysacchariden [17] bei der Proliferation und préferentiellen
Expansion von CDA4+-T-Zellen in vitro, sprechen fiir den Einsatz von Gesamtprédparaten

anstelle einzelner Komponenten.

1.5 Ziel dieser Arbeit

Unter den zahlreichen Inhaltsstoffen der Mistel wurde das Mistellektin I bisher am
intensivsten untersucht, wihrend von anderen Komponenten nur wenig bekannt ist. Da aber
das Wirkungsspektrum der Mistelextrakte nicht allein auf die Mistellektine vom Typ II RIP
zuriickgefiihrt werden kann, ist eine strukturelle und funktionelle Kenntnis moglichst aller
potentiell wirksamen Substanzen in den Extrakten von groBer Wichtigkeit. Bisher wenig
untersuchte Mistelkomponenten sind u. a. die chitinbindenden Mistellektine (cbMLs). Im
Rahmen dieser Arbeit sollen die drei cbML-Proteine in ausreichender Menge getrennt
voneinander isoliert und einzeln sequenziert werden. Unter Verwendung von
Rontgenstruktur- und/oder Hochfeld-NMR-Strukturdaten von, zu den drei Lektinen
homologen Proteinen sollen Modelle der cbML-Proteine erstellt werden, da sie einen
vorldufigen Raumstrukturvorschlag ermdglichen und wertvolle Informationen, insbesondere
fiir Struktur-Aktivitdtsbeziehungen, geben.

Uber die physiologisch-pharmazeutische Wirkung dieser chitinbindenden Mistellektine sind
derzeit nur vorldufige Daten bekannt [95-97]. Zum einen soll nun untersucht werden, ob diese
Proteine im Blut von mit Mistelpriparaten therapierten Tumorpatienten eine Induktion von

Antikorpern, analog den Mistellektinen I, II und III und den Viscotoxinen [33-34],
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hervorrufen. Des Weiteren wurden die antimikrobiellen Eigenschaften von Proteinen mit
Heveindominen bereits erwdhnt [94]. Von einigen chitinbindenden Lektinen wurde eine
antifungale Wirkung gegeniiber verschiedene Pilzarten gezeigt [112-117]. Aufgrund der
hohen Homologie zu diesen Proteinen wird eine dhnliche Funktion fiir die chitinbindenden
Mistellektine erwartet, und es sollen analoge Experimente mit diesen durchgefiihrt werden.

Mittels Mikroisolierungen an gereinigtem Chitin und anschlieBender MALDI MS- bzw. RP
HPLC-Analysen wurde gezeigt, dass pharmazeutische Mistelextrakte cbML-Proteine
enthalten [96]. Dieses Verfahren soll weiterentwickelt und verbessert werden, um cbML-
Gehalte in kommerziellen Mistelextrakten quantitativ zu bestimmen. AnschlieBend erfolgt die

Validierung der Methode.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite
Aminosédureanalysator LC-3000
Analysenwaage UM3
Digital-pH-Meter 646
Einkanal-Schreiber LKB 2210
Elektrophoresesystem

ELISA-Reader (SLT RainBow)

Feinwaage LA 120S
Fraktionssammler FOXY II
Gleichstromspannungsquelle E835
GrofBrundschiittelmaschine RS-306
Heizblock SHT 200D
HPLC-System BT 8000
Kiihlzentrifuge

Lyophilisator

Massenspektrometer Kratos MALDI 11

Peristaltikpumpe Gilson Minipuls 3
Photometer Model 3550
Protein-Sequenator 473 A

Schreiber mit Integratorfunktion C-R5A

Ultraschallbad Sonorex RK100
UV-Durchflu3detektor Uvicord SII
UV/VIS-Spektrometer Lambda 15
Vortex

Waring Industry Blendor

2.1.2 Materialien
LC-Medien
CM-Sephadex C-50

Chitin-,,Beads”

Eppendorf Biotronik, Hamburg (Deutschland)
Mettler Toledo, Gielen (Deutschland)
Bachofer, Reutlingen (Deutschland)
Pharmacia, Uppsala (Schweden)

Owl, Portsmouth/NH (USA)

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
(Deutschland)

Sartorius, Goettingen (Deutschland)

Isco, Lincoln/Nb (USA)

Consort, Turnhout (Belgien)

Infors Control AG, Bottmingen, Basel (Schweiz)
Stuart Scientific, Redhill (GroBbritannien)
Biotronik, Maintal (Deutschland)

Hettich, Tuttlingen (Deutschland)
Leibold-Heraeus, Stuttgart (Deutschland)
Shimadzu, Torrance/CA (USA)

Abimed, Langenfeld (Deutschland)

Bio Rad, Miinchen (Deutschland)

Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland)
Biotronik, Maintal (Deutschland)

Bandelin, Berlin (Deutschland)

LKB Bromma, Bromma (Schweden)

Perkin Elmer, Norwalk/CT (USA)

Bender und Hobein, Ziirich (Schweiz)
Dynamics CA, New Hartford/CN (USA)

Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala
(Schweden)

New England Biolabs, Beverly/MA (USA)
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Chitin aus Sigma, Deisenhofen (Deutschland)
Krabbenschalen, Nr. C7170

Chromatographiesdulen

Aquapore RP 300 C8 Applied Biosystems, Weiterstadt (Deutschland)
(7pum, 2.1 x 30 mm)

GromsSil 100 C18 Grom, Herrenberg-Kayh (Germany)

(5 um, 250 x 4.6 mm)

Leersédule (LC) Universititswerkstatt Tiibingen (Deutschland)
(16 x 270 mm)

Parcosil ProRP 300 C4 Serva, Heidelberg (Deutschland)

(5 wm, 160 x 15 mm)

Vydac 300 C4 Vydac, Hesperia/CA (USA)

(5 wm, 250 x 2 mm)

Filtration, Dialyse
Membran-Dialyseschlauch, Spectra/Por®  Spectrum, Gardena (USA)

Ultrafree MC Spincups Millipore, Eschborn (Deutschland)
(0.22 und 0.45 pm)
Zellutrans Dialyseschlauch Roth, Karlsruhe (Deutschland)

(Ausschlussgrenze: 1 kDa)

Chemikalien fiir die Proteinsequenzierung
Alle genannten Chemikalien: ,sequencing grade* von Perkin Elmer AB, Weiterstadt
(Deutschland):

Acetonitril

20% Acetonitril

BioBrene™ Plus

Ethylacetat

N-Methylpiperidin in aq. bidest./Methanol
Natriumacetatpuffer, 3 M, pH 3.8
Natriumacetatpufter, 3 M, pH 4.6
Phenylisothiocyanat (5%) in n-Heptan
Phenylthiohydantoin-Aminoséurestandard
TFA (konz.)

TFA (25%) in aq. bidest.

Tetrahydrofuran (5%) in aq. bidest.
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Proteine, Enzyme, Extrakte
Endoproteinase LysC, ,,seq. grade*

Rinderserumalbumin

Substanz P

Papain

Ubiquitin

monovalente Peroxidase-konjug.

antihumane IgG- und IgE-AK

Abnobaviscum® Betulae-2
(Charge: 603 ABY)

Abnobaviscum® Betulae-2
(Charge: 903 B-L)

Abnobaviscum® Pini-2
(Charge: 912 ABU)

Abnobaviscum® Fraxini-2
(Charge: 005 KLT)

Abnobaviscum® Mali-4

Chemikalien, fertige Losungen, Medien

Ortho-Phenylendiamin
Probenverdiinnungspuffer (ASA)
Triton X 100

VS 2-Puffer

Hergestellte Losungen, Medien

AHC-DHB-Mischmatrix:

Coomassiefarbelosung:

Entfarbeldsung:

PBS:

Bradford-Reagenz:

Boehringer, Mannheim (Deutschland)

Sigma, Deisenhofen (Deutschland) bzw.
St. Louis (USA)

Sigma, Deisenhofen (Deutschland)
Sigma, Deisenhofen (Deutschland)
Sigma, Deisenhofen (Deutschland)
DIANOVA, Hamburg (Deutschland)

Abnoba Heilmittel GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

Abnoba Heilmittel GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

Abnoba Heilmitte] GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

Abnoba Heilmittel GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

Abnoba Heilmittel GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

Sigma, St. Louis (USA)
Biotronik, Maintal (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Abnoba Heilmittel GmbH, Pforzheim
(Deutschland)

5.7 mg a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure,
1.1 mg 2.5-Dihydroxy-benzoeséure,
1 ml 0.1% TFA/70% Acetonitril in aq. bidest..

1.25 g Coomassie Brilliantblau G 250, 50 ml
Eisessig, 225 ml aq. bidest., 225 ml Methanol.

50 ml Methanol, 75 ml Eisessig ad 1000 ml aq.
bidest..

8.0 g NaCl, 0.2 g KH,PO42H,0, pH 7.2 ad 1000
ml aq. bidest..

100 mg Coomassie Brilliantblau G 250, 50 ml
Ethanol, 100 ml 85% Phosphorséure.
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Modifiziertes Moser B Medium:

Pflanzen, Zellen, Organismen

Misteln
(Wirtsbaum: Mischapfel)

Humanes 60%iges
Erythrocytenkonzentrat

Saccharomyces cerevisiae
(Meyen ex E. C. Hansen)
interne Stammnummer: F842

Debaryomyces hanessii
(Zop) Lodder & Kreger-van Rij
interne Stammnummer: S563

Microstroma juglandis
(Berenger) Sacc.
interne Stammnummer: F3381

Candida sake
(Saito & Ota) van Uden & Buckley
interne Stammnummer: F3147

Tremella foliacea
Pers.:Fr.
interne Stammnummer: FO25113

Sonstiges

Mikrotiterplatten

0.35 g KH,POy4, 0.15 g K;HPO4, 1.0 g NH4NO:s,
0.3 gNaNOs, 0.5 g MgSO4 x 7 H,0, 0.1 g Ca(Cl,)
x 2 H,O, 50 pg Thiamin, 1 ug Biotin, 100 mg
Inosit, 1 mg ZnSO4 x 7 H,0, 10 mg FellI(Cl;) x
6H,0, 5 mg MnS04 x H,0, 10 g Glucose-
Monohydrat, 10 g Maltose-Monohydrat, 10 g
Saccharose ad 1000 ml aq. bidest..

Botanischer Garten der Universitit Tiibingen
(Deutschland)

Blutbank des Universititsklinikums Tiibingen
(Deutschland)

Botanisches Institut, Abteilung fiir spezielle
Botanik und Mykologie, Tiibingen (Deutschland)

Botanisches Institut, Abteilung fiir spezielle
Botanik und Mykologie, Tiibingen (Deutschland)

Botanisches Institut, Abteilung fiir spezielle
Botanik und Mykologie, Tiibingen (Deutschland)

Botanisches Institut, Abteilung fiir spezielle
Botanik und Mykologie, Tiibingen (Deutschland)

Botanisches Institut, Abteilung fiir spezielle
Botanik und Mykologie, Tiibingen (Deutschland)

Maxisorp, Nunc (Dadnemark)

Alle nicht aufgefiihrten, aber bei dieser Arbeit verwendeten Chemikalien in p.A.-Qualitét sind

von Merck AG, Darmstadt (Deutschland).

Die Mistellektine MLI und MLIII wurden von Dr. Roland Wacker (Abteilung fiir

Physikalische Biochemie, Physiologisch-chemisches Institut der Universitdt Tiibingen,

Tiibingen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Die Isolierung der Lektine erfolgte aus

Misteln des Wirtsbaums Mischapfel mittels Ionenaustausch- und Affinititschromatographie

[46, 88-89].
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung des Mistelextrakts

Frische oder gefrorene Blitter und diinne Stengel der Mistel werden in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren und im Mixer pulverisiert. Das fein gemahlene Pflanzenmaterial wird in aq.
bidest. aufgenommen (100 g Mistel/200 ml H,O) und bei 4°C 20 bis 24 Stunden gertihrt.
Anschliefend wird die Suspension durch ein feines Baumwolltuch filtriert und bei 6000 x g
und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wird mit konz. Essigsdure auf pH 4.6
eingestellt, einige Minuten stehen gelassen und erneut zentrifugiert (6000 x g, 4°C, 20 min).

Der nun klare Extrakt wird sofort weiterverarbeitet.

2.2.2 Kationenaustauschchromatographie zur Vorfraktionierung von Mistelproteinen

Zu 1 1 geklarten essigsauren Mistelextrakt werden 5 g CM-Sephadex C-50 (gequollen in 50
mM NaAc, pH 4.6) gegeben und die Suspension 1 h bei 4°C geriihrt. Anschliefend wird der
Kationenaustauscher iiber einer Pore 3-Glasfritte abgesaugt und solange mit 50 mM
Natriumacetatpuffer, pH 4.6, gewaschen, bis die Waschlosung farblos ist. Fiir die Elution der
gebundenen Proteine wird das Kationenaustauschmaterial in 50 ml 0.1 M Tris/HCI, 1 M
NaCl, pH 8.0 aufgeschlammt, einige Minuten stehen gelassen und wieder abgesaugt. Dieser
Vorgang wird solange wiederholt, bis das proteinhaltige Eluat einen pH von 8.0 hat. Die

Proteinfraktionen werden gesammelt, dann direkt weiterverarbeitet oder eingefroren.

2.2.3 Isolierung der chitinbindenden Mistellektine (cbMLs) durch
Affinititschromatographie

Mit einer Fliegeschwindigkeit von 0.6 ml/min wird eine Leersdule (Dimension: 16 x 270
mm) mit 10-15 ml einer Chitin-,,Beads“-Suspension gepackt. AnschlieBend wird das
Affinitidtsmaterial bei derselben Flussrate mit 100 ml aq. bidest. gespiilt und mit 150 m1 0.1 M
Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 8.0 édquilibriert. Die vereinten Proteinfraktionen aus Abschnitt 2.2.2
werden mit einer Flussrate von 0.4 ml/min auf die Séule gepumpt. Dann wird mit 0.1 M
Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 8.0 bei einer Flussrate von 0.6 ml/min solange gewaschen bis die
Absorption der Waschlosung bei 280 nm absinkt und iiber 45-50 min konstant bleibt. Die
Elution der cbMLs erfolgt mit 20 mM waéssriger Essigsdure bei einer FlieBgeschwindigkeit
von 0.6 ml/min. Das Eluat wird mehrfach gegen aq. bidest. dialysiert und anschlieBend

lyophilisiert.
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2.2.4 Nachreinigung der chitinbindenden Mistellektine iiber RP HPLC

2.2.4.1 Nachreinigung der affinititsgereinigten cbMLs unter gleichzeitiger Auftrennung

in die Isoformen

Das cbML-Lyophilisat aus Abschnitt 2.2.3 wird in 0.1% TFA in H,O geldst (Konzentration: 2
mg/ml) und durch ein 0.45 um Filter-Reaktionsgefal} filtriert. 500ul des Filtrats werden auf
eine Parcosil ProRP 300 C4-Saule (5 pm, 160 x 15 mm) injiziert. Die Trennung erfolgt unter
den folgenden Bedingungen: Eluent A = 0.1% TFA in H,O, Eluent B = 80% Acetonitril in A;
Gradient: 20% B fiir 5 min, dann von 20 auf 35% B in 30 min; Flussrate: 2 ml/min;
Detektionswellenldnge: 214 nm. Die manuell gesammelten Proteinfraktionen werden
lyophilisiert.  Identifizierung und Reinheitskontrolle erfolgt mittels N-terminaler

Sequenzanalyse und MALDI MS.

2.2.4.2 Nachreinigung der cbMLs bei niedriger TFA-Konzentration

Das cbML-Lyophilisat aus Abschnitt 2.2.3 wird in 0.025% TFA in H,O gelost
(Konzentration: 2 mg/ml) und durch ein 0.45 pm Filter-Reaktionsgefal filtriert. Die Trennung
erfolgt liber eine Parcosil ProRP 300 C4-Séule (5 um, 160 x 15 mm) unter den folgenden
Bedingungen: Eluent A = 0.025% TFA in H,O, Eluent B = 80% Acetonitril in A; Gradient:
15% B fiir 2 min, von 15 auf 30% B in 38 min, von 30 auf 100% B in 10 min, 100% B fiir 5
min; Flussrate: 2 ml/min; Detektionswellenlédnge: 214 nm. Da bei dieser TFA- Konzentration
keine Trennung in die einzelnen cbML-Isoformen moglich ist, werden diese gemeinsam
gesammelt und lyophilisiert. N-terminale Sequenzanalyse und MALDI MS werden wieder

zur Identifizierung und Reinheitskontrolle eingesetzt.

2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmungen fiir die einzelnen Reinigungsstufen von der Herstellung des
Mistelextrakts bis zur Affinitdtschromatographie zur Isolierung der chitinbindenden
Mistellektine (vgl. Abschnitt 2.2.1 bis 2.2.3) erfolgen nach Bradford [118]. Jeweils 100 pl
Probe wird mit 2 ml Bradford-Reagenz versetzt und die Absorption bei einer Wellenldnge
von 595 nm gemessen. Eine Eichgerade wird mit BSA als Standard in einer Konzentration
von 1-50 pg/100 ul erstellt. Die Probenwerte sollten innerhalb des linearen Bereichs der

Geraden liegen, ansonsten muss vorher entsprechend verdiinnt werden.
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2.2.6 Himagglutinierungstest

Zur Herstellung einer 2%igen Erythrocytensuspension werden 50 pl humanes ca. 60%iges
Spendererythrocytenkonzentrat der Blutgruppen A, B bzw. AB zunichst kurz abzentrifugiert.
Die Zellen werden in 2 ml kaltem PBS resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Dieser
Vorgang wird noch zweimal wiederholt. SchlieBlich suspendiert man die Erythrocyten in 1.5
ml kaltem PBS. Fiir den Test pipettiert man in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte zu je 50 pl
2%iger Erythrocytensuspension je 50 pl einer seriellen zweifachen Verdiinnungsreihe der
Probe und mischt gut durch. Die Probe wird, falls nétig, zuvor neutralisiert. Nach einer
Stunde wird die hochste Verdiinnungsstufe, bei der die Losung gerade noch himagglutiniert,
abgelesen. Diese entspricht dann den himagglutinierenden Einheiten (HU) der Probe. Soll die
Sensitivitdt des Tests erhoht werden, wird die Erythrocytensuspension mit Papain in einer

Konzentration von 0.5 mg/ml versetzt, bei 37°C fiir 30 min inkubiert und erneut gewaschen.

2.2.7 Aminosiureanalyse

Die entsalzte und lyophilisierte Proteinprobe (40-400 pg) wird in ein vorgegliihtes
Hydrolyserdhrchen iiberfiihrt und mit 6 M HCI versetzt. Die Hydrolyse erfolgt unter Vakuum
bei 110°C fiir 24 h. AnschlieBend wird die Probe getrocknet. Der Riickstand wird in
Probenverdiinnungspuffer nach Herstellerangaben (Biotronik, Maintal) aufgenommen und,
nach Filtration durch ein 0.22 um-Filter-Reaktionsgefd3, zur Aminosdureanalyse eingesetzt.
Die Aminosdure Tryptophan ist unter den verwendeten sauren Hydrolysebedingungen nicht
stabil und kann deshalb nicht nachgewiesen werden. Die Aminosdureanalyse wird mit einem
LC 3000 Aminosdureanalysator durchgefiihrt. Die Aminosduren werden dabei durch
Ionenaustauschchromatographie  an  einem  Sulfonat-basierten = Kationenaustauscher
aufgetrennt. Die Elution erfolgt nach Herstelleranweisungen durch erhéhte Salzkonzentration
in den Elutionspuffern. In einer Nachsdulenderivatisierung werden die Aminosduren mit
Ninhydrin umgesetzt, wobei primdre Aminosduren einen blauen Farbstoff mit einem
Absorptionsmaximum bei 570 nm, sekundidre Aminosduren einen Farbstoff mit einem

Absorptionsmaximum bei 440 nm bilden (Nachweisgrenze < 1 nmol/AS).
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2.2.8 Reduktion und Alkylierung von Cysteinresten

Fiir die Reduktion und S-Pyridylethylierung der cbML-Isoformen werden jeweils 2.5-3 mg
Proteinlyophilisat aus Abschnitt 2.2.4.1 in 950-980 pul 025 M Tris/HCl, 6 M
Guanidiniumchlorid, 1 mM EDTA, pH 8.5 geldst. Nach Zugabe von -Mercaptoethanol (ca.
100-fach molarer UberschuB bezogen auf die Cysteinreste) werden die Ansitze mit Stickstoff
begast und fest verschlossen 16 h bei Raumtemperatur im Dunkeln geschiittelt. Dann wird
unter Stickstoffbegasung Vinylpyridin in 100-fach molarem UberschuB, bezogen auf die
erwarteten Cysteinreste, zugegeben und die Proben weitere 4 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur geschiittelt. Zur Entsalzung der S-pyridylethylierten Proteine werden diese
auf eine Aquapore RP 300 C8-Saule (7um, 2.1 x 30 mm) injiziert und unter folgenden
Bedingungen eluiert: Eluent A = 0.1% TFA in H;O, Eluent B = 80% Acetonitril in A;
Gradient: 0% B fiir 5 min, dann von 0 auf 100% B in 10 min, 100% B fiir 15 min; Flussrate:
0.2 ml/min; Detektionswellenlédnge: 214 nm. Die Fraktionen mit den modifizierten Proteinen

werden gesammelt und lyophilisiert.

2.2.9 Enzymatische Spaltung der alkylierten cbML-Isoformen

Je 200 pg der S-pyridylethylierten cbML-Isoformen werden in je 500 pl 25 mM Tris/HCI, 1
mM EDTA, 5% Acetonitril, pH 8.5, gelost. Dann wird Endoproteinase LysC in einem
Enzym:Substrat-Verhiltnis von 1:40 zugegeben, und die Spaltansédtze werden bei 37°C 16 h
geschiittelt. Nach Abstoppen der Reaktion mit TFA erfolgt die Trennung der Fragmente
mittels RP HPLC. Dazu werden die Proben auf eine Grom-Sil 100 C18-Saule (5um, 250 x 4.6
mm) injiziert und die Spaltpeptide unter den folgenden Bedingungen getrennt: Eluent A =
0.1% TFA in H,O, Eluent B = 80% Acetonitril in A; Gradient: 0% B fiir 5 min, dann von 0
auf 50% B in 50 min und von 50 auf 100% B in 10 min; Flussrate: 0.75 ml/min;

Detektionswellenldnge: 214 nm. Die Fraktionen werden manuell gesammelt und lyophilisiert.

2.2.10 Massenspektrometrie

Massenspektren werden mit einem MALDI-Flugzeitmassenspektrometer der Firma Shimadzu
aufgenommen [119]. Die in der Matrix eingebetteten Probenmolekiile werden {iber einen

fokussierten gepulsten Stickstofflaser der Wellenlinge 337 nm (Energiedichte: 10°-10®
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W/cm?) mit einer Pulsdauer von 3-4 ns ionisiert. Die Molekiilionen werden mittels einer
Saugspannung von 20 keV beschleunigt, wobei ein Detektor am Ende des Flugrohrs deren
Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) bestimmt. Kalibriert wird extern mit Substanz P (m/z =
1348.7) und Rinderubiquitin (m/z = 8565.9). Als Matrix wird ein Gemisch aus a-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure und 2.5-Dihydroxybenzoesdure in 50% Acetonitril und 0.1% TFA
verwendet [120]. Von dieser werden 1 pl auf einen Probentrdger aufgetragen und an der Luft
getrocknet. Dann werden 1 pl moglichst salzarme Probenlésung in 0.1% TFA auf den
Matrixfilm aufgetragen und ebenfalls getrocknet. AnschlieBend wird die Probe im

Massenspektrometer vermessen.

2.2.11 Aminosiuresequenzanalyse

Die N-terminale schrittweise Proteinsequenzierung nach Edman [121] wird mit einem
automatisierten ,,Liquid pulse“-Sequenator der Firma Applied Biosystems (Modell 473A)
durchgefiihrt. Auf ein mit BioBrene ™ Plus vorbehandeltes Glasfaserfilter wird die Probe, 10-
30 pmol gelost in ca. 30 ul 0.1% TFA, aufgetragen. Unter Einwirkung von N-Methylpiperidin
reagiert Phenylisothiocyanat mit dem zu sequenzierenden Peptid zu einem
Phenylthiocarbamoylderivat. Konzentrierte TFA setzt anschlieBend die um eine Aminoséiure
verkiirzte Peptidkette und ein Anilinothiazolinonaminosdurederivat frei, welches nach
Uberfiihrung in eine Konvertierungskammer schlieBlich durch 25% TFA und bei 62°C in das
Phenylthiohydantoinderivat umgewandelt wird. Die Identifizierung dieser PTH-Aminoséduren
erfolgt iiber ein integriertes HPLC-System. Die Detektion erfolgt bei 269 nm. Die
Auswertung erfolgt graphisch unter manueller Kontrolle mit Hilfe der Retentionszeiten eines

PTH-Aminosiurestandards als Referenz.

2.2.12 Datenbanksuche nach homologen Proteinen und Sequenzalignment

Die Suche nach Proteinen, die zur Sequenz der cbMLs homolog sind, erfolgt mittels des
Programms PSI-BLAST [122] bei NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Mit Hilfe der Software ClustalX [123] und Genedoc [124] wird ein multiples

Sequenzalignment erstellt.
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2.2.13 Modellierung der Struktur einer unverkiirzten coML-Kette

Eine komparative Modellierung der unverkiirzten cbML-Kette erfolgt mittels des SWISS-
MODEL-Programms [125-127] und den Koordinaten bekannter Raumstrukturen homologer
Proteine. Mit Hilfe der Programme FRODO [128] und WHATIF [129] wird das Modell
optimiert, vor allem im Bereich des C-Terminus und an Deletions- und Insertions-Stellen. Die
Optimierung der polaren und hydrophoben Wechselwirkungen dient als Richtlinie bei der
Ausrichtung der substituierten Seitenketten. Um schlieBlich die Riickgratkonformationen
innerhalb der bevorzugten und zusitzlich erlaubten Bereiche des Ramachandran-Diagramms

zu uiberpriifen, wird das Modell mit Hilfe des Programms PROCHECK [130] analysiert.

2.2.14 Isolierung und Quantifizierung der cbMLs aus Mistelextrakten und die
Validierung dieser Methode

2.2.14.1 Reinigung von Roh-Chitin

Die Reinigung von Roh-Chitin erfolgt, in Anlehnung an Skujins [131], in modifizierter Form
[95-96]. Dazu werden 50 g Roh-Chitin in 200 ml 37% HCI suspendiert und wéihrend einem
Zeitraum von 4 Stunden bei 4°C ab und zu geriihrt. AnschlieBend wird die Suspension durch
eine mit Glaswolle gefiillte Séule gefiltert und das Filtrat in 50% eiskaltem Ethanol ausgefillt.
Nach Zentrifugation bei 1000 x g fiir 10 min wird das Prizipitat mit aq. bidest. neutral

gewaschen, in 50 ml 20%igem Ethanol aufgenommen und gekiihlt gelagert.

2.2.14.2 Mikroisolierung der chitinbindenden Mistellektine im ,,Batch“-Verfahren

150 pl Chitinsuspension (Abschnitt 2.2.14.1) werden in einem 2 ml-Eppendorfcup fiir 1 min
bei 8000 x g abzentrifugiert. Dann wird das Chitin in 2 ml wissriger 0.5 M NaCl-Losung
resuspendiert und wieder 1 min bei 8000 x g abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wird noch
zweimal wiederholt. Zwei oder vier ml Mistelextrakt werden zum Chitin gegeben und dieses
gut resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wird wieder
bei 8000 x g fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Chitinpellet wird
zuerst dreimal mit 1.5 M Ammoniumacetatlosung, pH 5.5, dann zweimal mit H,O

gewaschen.
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Die Desorption der gebundenen cbMLs erfolgt durch Zugabe von 50 pl 0.1% TFA zum
Chitin, welches gut resuspendiert, 10 min unter Schiitteln inkubiert und schlieBlich fiir 3 min
bei 8000 x g abzentrifugiert wird. Der Uberstand wird in ein weiteres Eppendorfcup iiberfiihrt
und der Vorgang noch zweimal wiederholt, wobei die 50 pl-Fraktionen vereint werden. Das
cbML-Eluat wird durch ein 0.22 um-Filter-ReaktionsgefaB filtriert und auf eine VYDAC 300
C4-Séule (5 um, 250 x 2 mm) vollstindig injiziert. Die Trennung erfolgt unter den folgenden
Bedingungen: Eluent A = 0.1% TFA in H,O, Eluent B = 80% Acetonitril in A; Gradient: 20%
B fiir 2 min, dann von 20 auf 80% B in 20 min und schlieBlich von 80 auf 100% B in 15 min;
Flussrate: 0.25 ml/min; Detektionswellenlinge: 214 nm. Die manuell gesammelten
Proteinfraktionen werden lyophilisiert. Identifizierung und Reinheitskontrolle erfolgt mittels
N-terminaler Sequenzanalyse der ersten acht Aminosduren und MALDI MS.

Die Flachen unter den Peaks werden mit Hilfe eines Integrators berechnet. Die
Quantifizierung erfolgt mittels einer Kalibriergeraden, erstellt mit einer cbML-

Standardlésung in einer Konzentration von 0.05 mg/ml in 0.1% TFA.

2.2.14.3 Erstellung einer Kalibriergeraden zur Quantifizierung der chMLs in
Mistelextrakten

Zundchst wird eine cbML-Standardosung der Konzentration 0.05 mg/ml in 0.1% TFA in aq.
bidest. hergestellt. Von dieser werden 30, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200 und 250 pl auf die
VYDAC 300 C4-Séule injiziert und, wie bereits in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben, getrennt
und analysiert. Es werden jeweils Doppelbestimmungen durchgefithrt und eine

Kalibriergerade erstellt.

2.2.14.4 Systemeignungstest

Verschleppung und Siiulen,,memory“

Nach jeder Injektion verschiedener Mengen eines cbML-Standards (0.05 mg/ml in 0.1% TFA
in Wasser) wird 250 pl 0.1% TFA in H,O injiziert, um zu priifen, ob Verschleppungen
stattfinden oder die Sdule Proben,,memorys* zeigt. Aulerdem wird nach jedem HPLC-Lauf,
bei dem eine Analysenprobe injiziert wurde, ebenfalls 250 pl wissrige TFA auf die Séule

aufgetragen und das Chromatogramm auf Verschleppungen und Siulen,,memorys* iiberpriift.

Reinheit des Extraktionsmediums (VS 2-Puffer)
Um das Extraktionsmedium auf seine Reinheit hin zu untersuchen, werden drei

Aufarbeitungen mit VS 2-Puffer (statt Mistelextrakt) nach Abschnitt 2.2.14.2 durchgefiihrt.
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Systempriizision

Verschiedene Mengen (zwischen 1.5 und 15 pg Protein, jeweils Sechsfachbestimmungen)
einer cbML-Standardlosung der Konzentration 0.05 mg/ml in 0.1% FA in H,O werden an
verschiedenen Tagen auf die RP-Siule injiziert und die Fliche der Peaks berechnet. Die

relativen Standardabweichungen sollen dabei unter 6% liegen.

2.2.14.5 Validierung
Fiir die Durchfiihrung der Validierung wurden folgende Mistelextrakte der Abnoba Heilmittel
GmbH verwendet:
e Abnobaviscum® Betulae-2 (Charge: 603 ABY)
e Abnobaviscum® Betulae-2 (Charge: 903 B-L)
e Abnobaviscum® Pini-2 (Charge: 912 ABU)
e Abnobaviscum® Fraxini-2 (Charge: 005 KLT)
Die Spezifikationen wurden von Dr. Rainer Scheer und Sebastian Jéger (Carl-Gustav-Carus-

Institut, Niefern-Oschelbronn, Deutschland) vorgegeben.

Bestimmung der Spezifitit

Vor der 30miniitigen Inkubation (vgl. Abschnit 2.2.14.2) werden zu je 2 ml Betulae-Extrakt
(Charge: 603 ABY) 200 pl eines MLI-Standards der Konzentration 0.5 mg/ml bzw. 200 pl
eines Viscotoxinstandards zupipettiert (99.4 pg/ml) und die Mikroisolierung, wie beschrieben,
fortgesetzt (Dreifachbestimmungen). Als Vergleichswert dienen die Ergebnisse einer
Neunfachbestimmung mit je 2 ml desselben Extrakts ohne Zugabe von MLI oder
Viscotoxinen. Zusitzlich wird die unter 2.2.14.2 beschriebene Analysenmethode mit 500 pl
MLI-Standard (Doppelbestimmung) bzw. 500 pl Viscotoxinstandard (Doppelbestimmung)
ohne Extraktzugabe durchgefiihrt.

Spezifikation: Die Isolierung und Quantifizierung der cbMLs aus Mistelextrakten darf durch

die Anwesenheit von MLI und Viscotoxinen nicht beeinflusst werden.

Bestimmung der Robustheit

Die Robustheit der Methode wird in diesem Fall iiber die Stabilitidt des cboML-Eluats vor der
HPLC-Injektion bestimmt. Dazu wird das Proteineluat 1, 10 und 14 Tage bei 4°C gelagert
und erst dann auf die RP-Séule injiziert. Es werden Neun-(1 Tag) und Dreifachbestimmungen
(10 und 14 Tage) von Betulae-Extrakt (Charge: 603 ABY) durchgefiihrt. Die Analysen

erfolgen aus jeweils 2 ml Mistelextrakt.
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Spezifikation: Die Robustheit der Methode ist gewihrleistet, wenn das cbML-Eluat
mindestens 3 Tage bei 4°C gelagert werden kann. Der Test auf Robustheit erfolgt nach dem t-
Test [132].

Methodenpriizision

Zur Bestimmung der Methodenprizision werden je neun Analysen mit Betulae-und Fraxini-
Extrakt (Chargen: 603 ABY bzw. 005 KLT) und sechs Analysen mit Pini-Extrakt (Charge:
912 ABU) durchgefiihrt. Von den Sorten Betulae und Pini werden jeweils 2 ml fiir die
Analysen eingesetzt, von der Sorte Fraxini 4 ml.

Spezifikation: Die relativen Standardabbweichungen der ausrei3er- und trendfreien Werte der

Mehrfachbestimmungen sollen nicht grof3er als 6% betragen.

Laborprizision

Zwei verschiedene Personen fiihren jeweils neun Isolierungen und Quantifizierungen mit
Betulae-Extrakt (Charge: 603 ABY) durch. Die eine Analysenserie erfolgt unter identischen
Bedingungen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls (ca. 5 Tage), wihrend die andere Testserie
im Verlauf von zwei Monaten durchgefiihrt wird. Aulerdem werden sowohl Puffer als auch
das Saulenmaterial wihrend dieser Zeit erneuert.

Spezifikation: Die relativen Standardabbweichungen der ausreifler- und trendfreien Werte
sollen nicht grofler als 6% betragen und die Analysenergebnisse miissen Robustheit (nach

dem t-Test) und Varianzhomogenitét (nach dem F-Test) aufweisen.

Linearitiit

Fiir die Bestimmung der Linearitdt werden verschiedene Verdiinnungsstufen, entsprechend
20-150% theoretischem cbML-Gehalt, von Betulae-, Pini- und Fraxini-Extrakt analysiert und
die Ergebnisse mit dem theoretischen Gehalt an cbMLs verglichen. Der Referenzwert (100%)
entspricht dem cbML-Gehalt in unverdiinntem Extrakt. Betulae-Extrakt der Charge 603 ABY
wird 1:5 (20%), 2:5 (40%), 1:2 (50%), 3:5 (60%) und 4:5 (80%) mit VS 2-Puffer verdiinnt,
und von jeder Verdiinnungsstufe werden analog Abschnitt 2.2.14.2 2 ml fiir die Isolierung
und Quantifizierung eingesetzt. Fiir einen Wert bei 150% cbML-Gehalt wird dem Extrakt vor
der Analyse die entsprechende Menge eines cbML-Standards zugefiigt. Pini- und Fraxini-
Extrakt (Charge: 912 ABU und 005 KLT) werden bei einer Verdiinnung von 1:2 (50%) mit
VS 2-Puffer und bei 150% cbML-Gehalt untersucht, wahrend Betulae-Extrakt der Charge 903
B-L bei 50 und 130% theoretischem cbML-Gehalt analysiert werden.



Material und Methoden 29

Spezifikation: Liegt eine lineare Beziehung vor, so werden Regressionsgeraden nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate erstellt. Die Verteilung der Analysenwerte um diese
Geraden soll zufillig sein, wobei der Korrelationskoeffizient der Kurve mindestens 0.95

betragt.

Richtigkeit (Wiederfindung)

Die Richtigkeit der Methode wird gefolgert aus den Ergebnissen zur Spezifitit, Prazision und
Wiederfindung. Die Bestimmung der Wiederfindung erfolgt aus den Werten, mit denen die
Linearitdt ermittelt wurde.

Spezifikation: Die Wiederfindungsrate muss mindestens 90% betragen.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze der cbMLs wird liber die Werte, die den linearen
Bereich der Analysenmethode bestimmen, ermittelt.

Spezifikation: Die Nachweisgrenze darf maximal 0.2 pg/ml und die Bestimmungsgrenze

maximal 0.5 pg/ml betragen.

Arbeitsbereich
Der Arbeitsbereich entspricht hier der niedrigsten und hochsten Menge an cbMLs, die mit
dem Chitin inkubiert werden kann und wird aus den Ergebnissen der Linearitit abgeleitet.

Spezifikation: Der Arbeitsbereich soll zwischen 1 und 8 pg cbML liegen.

2.2.14.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Interpretation der einzelnen Ergebnisse erfolgt durch das Computerprogramm
VALIDAT 2000 (Version 2.020.0929) [132], das den DIN- und ICH-Richtlinien fiir
Validierungen analytischer Methoden entspricht [133-134]. Es werden Mittelwerte und
relativen Standardabweichungen berechnet. Letztere sollen 6% nicht iiberschreiten. Es werden
Trendtests nach Neumann und Ausreiflertests nach Dixon durchgefiihrt. Tests auf Robustheit
werden nach Horwitz bzw. dem t-Test und die Varianzhomogenitdt nach dem Bartlett- bzw.
F-Test bestimmt. Fiir die Bestimmung der Linearitit werden Regressionsgeraden nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate erstellt, Achsenabschnitt a und SteigungsmalBl b
bestimmt und die Korrelationskoeffizienten und Reststandardabweichungen berechnet [132,

135-136].
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Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient [132, 135-136]

Standardabweichung (Varianz) s einer Messreihe: s = (1/(n-1) Z(Xi—X)z)l/ 2,
=T

Variationskoeftizient (relative Standardabweichung): V = s/X, alle x > 0.

Ausreiflertest nach Dixon [132, 135-136]
- Ordnung der Werte nach Grofle: x; < x; < ... < X, wenn der fragliche Wert (Ausreifler) nach
unten abweicht bzw. x; > x; > ... > x,, wenn der fragliche Wert (Ausreifler) nach oben
abweicht.
- Bestimmung der Priifgrofie Q; flrn<7: Q = | (X1—X2)/(X1—Xpn) | ,

fir § <n<10: Q= | (xi—x2)/(X1—xu1) | -
- Wenn Q > Q(P, n) => Ausreiler vorhanden (x;); Q(P, n) = Tabellenwert (Schranke) des

Dixon-Tests.

Trendtest nach Neumann [132, 135]

- Zeitlich aufeinanderfolgende Werte xi, X, ..., Xi, ..., X, => mittlere quadratische sukzessive
Differenzstreuung: A” = ¥ (xi-Xi+1)*/(n-1)

- Bestimmung der PriifgroBe W; W = A%/s* = ¥ (xi-xi+1 ) /Y. (x-X)

- Wenn W < W (P, n) = Trend vorhanden; Wy,(P, n) = Tabellenwert (Schranke) des

Trendtests nach Neumann.

Horwitztest auf Robustheit [132]
Wenn relative Standardabweichung V < durch Horwitz definierte maximale relative

Standardabweichung => Verfahren ist robust.

t-Test auf Robustheit [132]
- Anzahl der Testreihen k = 2 (bei gleichem oder ungleichem Stichprobenumfang je Reihe).
- Bestimmung der PriifgroBe t; wenn t < t2,.0 => Verfahren ist robust; t,2n,» = Tabellenwert

(Schranke) des t-Tests.

Bartletttest auf Varianzhomogenitdt [132, 135-136]
- Anzahl der Testreihen k > 2 (bei gleichem oder ungleichem Stichprobenumfang je Reihe).
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- Bestimmung der PriifgroBe % wenn x> > x*(P, k-1) => keine Homogenitit; y*(P, k-1) =
Tabellenwert (Schranke) des Bartletttests.

F-Test auf Varianzhomogenitiit [132, 135-136]

- Anzahl der Testreihen k = 2 (bei gleichem oder ungleichem Stichprobenumfang je Reihe).

- Bestimmung der PriifgroBe F: F = max(slz/szz; 322/312) mit FG; =n;-1 = vy und FG; = ny-1 =
Vo s12 = groflere Stichprobenvarianz.

- Wenn F > F, r6vi rav2 = keine Homogenitét; Fo rvirev2 = Tabellenwert (Schranke) des F-

Tests mit a = vorgewdhlte Irrtumswahrscheinlichkeit.

Regressionsanalyse nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate [132, 135-136]

- Gleichung einer Geraden wird gesetzt als y = a + bx => lineare Regression

ZielgroBe  EinflussgroBe
(abhédngig Variable) (unabhéngige Variable)

- Die Parameter a und b und der Korrelationskoeffizient r werden aus den Stichproben nach
der Methode der kleinsten Fehlerquadrate anhand der sog. Normalgleichungen geschitzt.

SchlieBlich wird die Reststandardabweichung szy.X berechnet.

Bestimmung der Wiederfindungsrate [132]

- Berechnung der Wiederfindungsrate {iber das Steigungsmal} b.

- Berechnung der Standardabweichungen von Achsenabschnitt a und Steigungsmall b (s,, sp).
- Bestimmung der Priifgroflen t, und t; t, = | a | /sy bzw. t, = | 1-b | /sp; wenn ty < tosoyn-1) =>
kein konstanter systematischer Fehler bzw. wenn t, < tosym.3y => kein proportionaler

systematischer Fehler; toso,m-1) bzw. tose;m-3) = Tabellenwert (Schranke) der t-Verteilung.

Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze [132].

Die Bestimmung der Nachweis (Xx)- und Bestimmungsgrenze (Xg) erfolgt nach dem

Kalibrierkurvenverfahren (DIN 32645).

2.2.15 Antikorpertests gegen cbML3, MLI und MLIII

2.2.15.1 Antikorperdetektion
Die Detektion von Antikoérpern gegen MLI, MLIII und die chitinbindenden Mistellektine
erfolgt mittels eines ELISA [82]. Unter den cbML-Isoformen wird nur das cbML3 getestet.
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Die Proteine werden in 0.1 M Hydrogencarbonatpuffer, pH 9.6, in einer Konzentration von 1
ug/ml gelost. Mit diesen Losungen werden Mikrotiterplatten tiber Nacht bei 4°C beschichtet
(100 pl/,,well*). Dann werden die Platten dreimal mit PBS (60 mM), pH 7.4, welches 1%
BSA enthélt, gewaschen und anschlieBend 60 min bei Raumtemperatur in diesem Puffer
inkubiert (150 ul/,,well*). Dadurch werden freie Bindungsstellen auf den Platten blockiert.
Fir die Bestimmung der IgG-Antikdrper werden nach der Entfernung des Puffers
Patientenseren in einer Verdiinnung von 1:400 (mit PBS) zugegeben (100 pl/,,well®, jeweils
Doppelbestimmungen). Fiir die Bestimmung der IgE-Antikdrper werden die Seren zuvor 1:5
(mit PBS) verdiinnt. Die Inkubationszeit betrdgt bei Raumtemperatur jeweils 90 min. Dann
werden die Platten dreimal mit PBS, pH 7.4, welches 0.5% BSA und 0.2% Triton X 100
enthdlt, gewaschen (150 pl/,,well”). AnschlieBend erfolgt eine 60miniitige Inkubation mit
monovalenten Peroxidase-konjugierten antihumanen IgG- und IgE-Antikérpern der Ziege
(gelost in aq. bidest. nach Herstellerangaben, dann 1:2000 verdiinnt mit PBS) bei
Raumtemperatur (100 pl/,,well*). Dann werden die Platten wieder dreimal mit PBS, 0.5%
BSA, 0.2% Triton X 100, pH 7.4, gewaschen (150 pl/,,well*). SchlieBlich wird das Substrat
ortho-Phenylendiamin (0.5 mg/ml in 0.2 M Citratpuffer, pH 5.0) zugegeben (150 pl/,,well*).
Die Messung erfolgt bei einer Wellenldnge von 495 nm im ELISA-Reader. Die Ergebnisse
werden als optische Dichte (OD) x 1000 angegeben.

2.2.15.2 Patienten

Die Tests erfolgten mit Seren von 26 Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen
(Lungenkrebs n = 8, Darmkrebs n = 3, Prostatakarzinom n = 2, Nierenzellkarzinom n = 2,
Basaliom n = 2, andere n = 9). Alle Patienten bekamen mindestens 18 Wochen lang
subkutane Injektionen von 3 x 1 Ampulle pro Woche Abnobaviscum® Mali-4 (0.2 mg
Presssaft\Ampulle) verabreicht. Abnobaviscum® Mali-4 enthilt ungefihr 0.02-0.04 pg/ml
cbMLs, 0.08 pg/ml MLI und MLIII und 1 pg/ml Viskotoxine (miindliche Mitteilung von Dr.
Rainer Scheer Carl-Gustav-Carus-Institut, Niefern-Oschelbronn, Deutschland). Keiner der
Probanden wurde zuvor mit Mistelpréparaten therapiert und war wihrend der letzten 8
Monate bestrahlt oder chemotherapeutisch behandelt worden. Die klinischen Daten dieser
Patienten zeigt Tabelle 2.

Die Seren wurden vor Beginn der Misteltherapie den Patienten entnommen und untersucht.
Die Tests auf anti-cbML3-Antikorper erfolgten bei 22 der 26 Fillen, auBBerdem nach 3, 6, 9,
12 und 18 Wochen, und bei 20 der 22 Patienten wurden die Seren auch nach 24 Wochen
Mistelextrakttherapie analysiert. Im Fall von MLI und MLIII wurden 22 der 26 Seren nach 3,
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6, 9 und 12 und bei 20 dieser 22 Fille nach 18 und 24 Wochen auf anti-MLI-und -MLIII-

Antikorper hin untersucht. Von den 20 Patientenseren wurden 7 zusétzlich nach der 31.

Therapiewoche gegen MLI und MLIII getestet.

Tabelle

2. Klinische Daten der 26 mit Abnobaviscum

® Mali-4 behandelten

Tumorpatienten, deren Seren fiir die Antikorpertests untersucht wurden. TO0-T4:
aufsteigende

Tumorgrofle
Lymphknotenmetastasierung;

Differenzierungsgrad (1 =

bzw.  Eindringtiefe;
MO-M3:

aufsteigender
stark differenziert, 3

NO-N3:

aufsteigende
Fernmetastasierungsgrad; G1-3:

regionale

undifferenziert); p: nach erfolgter

Exstirpation.
Patient | Alter | Geschlecht Art des Tumors Stadium Versuchszeit-
(Nr.) (a) raum (Wochen)
1 71 m zahlreiche Metastasen, zahlreiche 24
Primértumor unbekannt Metastasen
2 47 f Lungenkrebs pT1cNOMO 24
3 59 f Lungenkrebs pT1cNOMO, G1-2 24
4 59 m Basaliom lokal 24
5 67 m Leberzellkarzinom Metastasen 18
6 73 f Darmkrebs pT3NOMO, >31
G2-3
7 39 f Zervixkarzinom pT1bG2NOMO >31
8 57 f Lungenkrebs pT1cG1/2N1bcMO 24
9 61 m Stimmbandleukoplakie lokal 24
60 f Darmkrebs Karzinom in situ 24
57 m Nierenzellkarzinom zahlreiche >31
Metastasen
12 64 f Harnblasenkarzinom Grad I, keine >31
Metastasen
13 58 f Lungenkrebs Sarkom, keine 24
Metastasen
14 68 f Gallenblasenkarzinom pT4N2M1 18
15 81 f Darmkrebs pT4pN3G3NIM1 24
16 67 f Lungenkrebs pT1cG2NOMO 24
17 44 f Basaliom lokal > 31
18 74 m Prostatakarzinom pT3G2NxMx 18
19 72 m Nierenzellkarzinom pT2G2pNO(0/3)p 18
Mx
20 60 f Lungenkrebs T2N1(2/15)MO0 24
21 69 m zahlreiche Myelome 24
22 73 m Magenkrebs pT2G3pNOMO >31
23 32 m Synovaliom keine Metastasen 18
24 48 f Lungenkrebs pT2N1(11/19)MO 24
G3
25 56 m Prostatakarzinom pT2cG1bNOMO >31
26 76 f Lungenkrebs pT1cNOMO 18
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Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Richtlinien, die in Helsinki postuliert wurden,
durchgefiihrt, und alle Patienten bestitigten schriftlich, dass sie mit den Untersuchungen und
Tests einverstanden sind.

Die Bestimmung der optimalen Antigen-, Serum- und anti-Serumkonzentrationen erfolgt {iber
serielle Verdiinnungsreihen. Bei allen darauffolgenden Tests dienen drei Seren mit hohem,
mittlerem und niedrigem Antikorpertiter und auBlerdem eine Negativkontrolle als
Standardseren.

Als Kontrolle dienten die Seren von 38 gesunden Blutspendern. Die Mittelwerte plus der
zweifachen Standardabweichung der mit diesen Seren gemessenen OD wurden als obere
Grenze des normalen Bereichs definiert. Normale Werte fiir anti-cbML3-Antikorper
entsprechen einer (OD) x 1000 < 500, fiir anti-MLI-Antikérper einer (OD) x 1000 < 400 und
fiir anti-MLIII-Antikorper (OD) x 1000 < 300.

Die statistische Auswertung erfolgt mittels der nicht parametrischen Tests von Wilcoxon und
Mann-Whitney [135-136]. Es werden PriifgroBen U berechnet. Die Nullhypothese wird
verworfen, wenn U < U(m,n; o), wobei U(m,n; o) der Tabellenwert (Schranke) des Tests nach
Wilcoxon und Mann-Whitney ist. P-Werte von weniger als 0.05 werden als signifikant
gewertet. Der P-Wert ist die wahre aus den Daten gewonnene (empirische)

Irrtumswahrscheinlichkeit.

2.2.16 Test auf antifungale Wirkungen der chitinbindenden Mistellektine

Die Tests auf eine antifungale Wirkung [113, 116] der cbMLs werden mit fiinf verschiedenen
Pilzarten - Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hanessii und Candida sake aus der
Gruppe der Ascomyceten, Microstroma juglandis und Tremella foliacea aus der Gruppe der
Basidiomyceten — unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt: Die Staimme werden 24 h in 100
ml-Schikanekolben in Moser B-Fliissigmedium bei 22°C auf einer rotierenden
Schiittelmaschine (70 U/min) vorkultiviert.

Fiir die Versuche werden die Kulturen mit dem genannten Medium so verdiinnt, dass sie bei
595 nm eine OD von 0.004 haben. Je 20 pl verschiedener Konzentrationen der cbMLs,
HPLC-gereinigt nach Abschnitt 2.2.4.2 und geldst in H,O, werden zu jeweils 180 pul
Pilzkultur pipettiert und die Ansétze in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit Deckel bei 22°C
auf der Schiittelmaschine mit 70 U/min inkubiert. Es werden pro Konzentration und Pilzsorte
Zwanzigfachbestimmungen durchgefiihrt. Nach 48, 72 bzw. 96 h wird die OD bei 595 nm
gemessen. Der Nullabgleich erfolgt gegen 180 ul Medium mit 20 ul Wasser (Referenz).
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Pro Stamm werden 24 Wachstumskontrollen durchgefiihrt, bei denen zu den Kulturen jeweils
20 pl H,O anstelle der Proteinldsung zupipettiert werden. Fiir die Sterilkontrollen werden 20
ul Proteinlosung (Endkonzentration 5 pg/100ul) zu 180 pl Moser B-Fliissigmedium pipettiert.

Wachstums- und Sterilkontrollen werden wie oben beschrieben inkubiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Isolierung der chitinbindenden Mistellektine
Die Reinigung der chitinbindenden Mistellektine erfolgte nach einem Aufarbeitungsschema,

wie in Abbildung 2 dargestellt.

Mistelextraktion

100 g pulverisierte Mistel/200 ml H,O; riihren (4°C, 20-24 h); durch Baumwolltuch pressen.

!
Zentrifugation (6000 x g, 4°C, 20 min).

l
Uberstand mit Eisessig auf pH 4.6.

!
Zentrifugation (6000 x g, 4°C, 20 min).

!

Kationenaustauschchromatographie im ,.Batch*“-Verfahren

5 g CM-Sephadex C-50/1 1 klarer essigsaurer Mistelextrakt; rithren (4°C, 1 h).

l
Waschen (50 mM Natriumacetatpuffer, pH 4.6).

l
Elution der Proteine (0.1 M Tris/HCI, 1 M NacCl, pH 8.0).

l

Affinitatschromatographie an einer Chitin-,.Beads*“-Siule

Auftragen des Proteineluats (Flussrate: 0.4 ml/min).

1
Waschen (0.1 M Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 8.0, Flussrate: 0.6 ml/min).

l
Elution der cbMLs (20 mM Essigsdure in H,O, Flussrate: 0.6 ml/min).

Dialysieren und lyophilisieren des cbML-Eluats.
!

RP HPLC zur Nachreinigung der coMLs und deren Trennung in ihre Isoformen

Injektion des cbML-Lyophilisats (gelost in 0.1% TFA in H,O, Konzentration: 2 mg/ml) auf eine
Parcosil ProRP 300 C4-Saule (5 pm, 160 x 15 mm; Serva, Heidelberg).

!
Trennung und Reinigung der cbML-Isoformen (Eluent A: 0,1% TFA in H,O, Eluent B: 80%

Acetonitril in A; Gradient: 20% B fiir 5 min, dann von 20 auf 35% B in 30 min; Flussrate: 2 ml/min;

Detektion: 214 nm).

Abb. 2. Aufarbeitungsschema zur Isolierung der chitinbindenden Lektine aus Misteln.
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Ausgangsmaterial fiir die Isolierung der Lektine waren Misteln des Wirtsbaums Mischapfel,
die zu verschiedenen Jahreszeiten geerntet wurden. Wie unter Abschnitt 2.2.1 beschrieben,
erfolgte die Extraktion aus dem pulverisierten Pflanzenmaterial, welches in aq. bidest.
aufgenommen, bis zu 24 h bei 4°C geriihrt, durch ein Baumwolltuch gepresst und schlielich
zentrifugiert wurde. Um die Proteine in dem getriibten dunkelbraunen Extrakt von anderen
Komponenten zu trennen, wurde eine Kationenaustauschchromatographie im ,,Batch®-
Verfahren durchgefiihrt. Dazu wurde der Extrakt mit konz. Essigséure auf einen pH von 4.6
eingestellt und zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit dem lonenaustauscher versetzt
und die gebundenen Proteine nach einer einstlindigen Inkubation und mehrmaligem Waschen
durch Erhéhung des pH-Werts und der Ionenkonzentration wieder eluiert. Die vereinten
Proteinfraktionen wurden auf eine nach Abschnitt 2.2.3 vorbereitete Chitin-,,Beads“-Saule
aufgetragen und diese anschlieend gespiilt, um andere Komponenten, die nicht spezifisch an
das Affinitdtsmaterial gebunden haben, zu entfernen. Die Elution der cbMLs erfolgte durch
Reduktion des pH-Wertes auf ungefihr 3.3 (Abb. 3). Anschliefend wurde das Eluat dialysiert
und lyophilisiert. Fiir jeden Reinigungsschritt wurden der Proteingehalt und der
Hamagglutinierungstiter bestimmt. Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse einer cbML-Isolierung aus
500 g Mistel des Wirtsbaums Mischapfel.

Durch das Ansduern des Rohextrakts auf pH 4.6 fielen vor allem stérende Begleitkomponen-
ten aus, aber auch ein betrdchtlicher Anteil an Proteinen, der in dem Beispiel von Tabelle 3
bei ungefdhr 50% lag. Gleichzeitig blieb der Himagglutinierungstiter nahezu konstant, d. h.
der Hauptteil der fiir die himagglutinierende Aktivitit verantwortlichen Lektine prézipitierte
nicht und blieb im Uberstand des zentrifugierten angesduerten Mistelextrakts. Der
Ionenaustauscherschritt hatte einen weiteren Proteinverlust von iiber 50% zur Folge. Den
HU, -Wert des Rohextrakts findet man aber im Kationenaustauschereluat vollstindig wieder,
d. h. bis zu diesem Reinigungsschritt kam es zu keinem erkennbaren Verlust der
hiamagglutinierenden Lektinmenge. Diese lie3 sich auch vollstindig im Durchlauf, nach dem
Auftragen der Proteinfraktion auf die Chitin-,,Beads*“-Siule, wiederfinden, wihrend das AC-
Eluat keine himagglutinierende Aktivitit zeigte. Erst nach vorangegangener Sensibilisierung
des Bluts durch Papain erhielt man fiir die cbML-Fraktion 8 HU, entsprechend 17600 HU
(786 HU/mg Protein) fiir die gesamte Eluatmenge.

Trotz der relativ niedrigen Wiederfindungsrate von knapp iiber 20% der urspriinglichen
Proteinmenge im IEC-Eluat, ist die Ionenaustauschchromatographie ein notwendiger Schritt:
man erhilt klare hellgelbe Proteinfraktionen, bei Raumtemperatur stabil bis zu 4 Tagen, d. h.

optimal fiir die anschlieBende, teilweise bis zu 72 h dauernde Affinititschromatographie.
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Abb. 3. Isolierung der chitinbindenden Mistellektine (cbMLs) durch Affinitéts-
chromatographie @~ (AC) von  Mistelproteinen. Im  Anschlufl an  eine
Kationenaustauschchromatographie von geklartem Pflanzenextrakt, hergestellt aus 0.5 kg
Misteln (Wirtsbaum: Mischapfel), wurden ca. 400 ml Proteineluat auf eine AC-Saule
aufgetragen (vgl. Abb.2). Sdulenmaterial: Chitin-,,Beads*; Saulendimension: 16 x 270 mm,
Bettvolumen: 70 ml; Spiilpuffer: 0.1 M Tris/HCI, 1 M NacCl, pH 8.0, Elutionspuffer: 20 mM
HAc in H,O; Flussrate: 0.6 ml/min (Spiilen und Eluieren) bzw. 0.4 ml/min (Auftragen);
Detektion: A = UV bei 280 nm.

Tabelle 3. Proteingehalte und Himagglutinierungstiter der einzelnen Reinigungsstufen
zur Isolierung der chitinbindenden Mistellektine (vgl. Abschnitt 2.2.1-2.2.3, Abb. 2). Die
Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford [118]. Eine Eichgerade wurde mit BSA als
Standard erstellt. Fiir die Hamagglutinierungstests wurde humanes Spenderblut der
Blutgruppe B (Rhesusfaktor negativ) verwendet. Zu je 50 ul 2%iger Erythrocytensuspension
wurden je 50 pl einer seriellen zweifachen Verdiinnungsreihe der jeweiligen Probe pipettiert
und gut durchgemischt. Nach einer Stunde wurde die hochste Verdiinnungsstufe, bei der die
Losung gerade noch himagglutiniert, abgelesen.

AC: Affinitdtschromatographie, IEC: Ionenaustauschchromatographie, HU: Hamaggluti-
nierende Einheiten.

Reinigungsstufe | Volumen | Proteingehalt | Proteingehalt,.s. | HU/S0 | HUgs | HU/mg
(ml) (mg/ml) (mg) ul Protein
Rohextrakt 800 2.03 1625.6 8 128000 79
Extrakt, pH 4.6 780 1.04 813.5 8 124800 153
Durchlauf [EC 780 0.37 290.5 0 0 0
IEC-Eluat 400 0.89 354.4 16 128000 361
Durchlauf AC 400 0.80 318.6 16 128000 402
AC-FEluat 110 0.20 22.4 0 0 0
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Durch die Entfernung stérender Begleitkomponenten verkiirzen sich auflerdem die Spiilzeiten
der Chitin-,,Beads*“-Sdule nach dem Auftragen des IEC-Eluats, was zu einer erh6hten cbML-
Ausbeute fithrt. Weiterhin lédsst sich das Affinitidtsmaterial mehrfach verwenden (bis zu 15
cbML-Isolierungen aus jeweils 500 g Misteln), wihrend es nach einer, direkt aus dem
Rohextrakt durchgefiihrten Isolierung der cbMLs, ohne vorheriger Ionenaustausch-
chromatographie, aufgrund nicht wieder zu entfernender Verunreinigungen direkt entsorgt
werden muf3.

Die weitere Reinigung der noch leicht hellbraunen affinititsgereinigten und lyophilisierten
chitinbindenden Mistellektine erfolgte {iber RP HPLC auf einer C4-Saule. Dabei werden oft
auftretende Verunreinigungen durch die Mistellektine vom Typ II RIP und durch die
Viscotoxine endgiiltig aus der cbML-Fraktion entfernt, da sie unter den eingesetzten
Bedingungen mit hoheren Retentionszeiten eluieren (Daten nicht gezeigt). Bei einer TFA-
Konzentration von 0.1% und unter dem in Abschnitt 2.2.4.1 beschriebenen linearen
Acetonitrilgradienten erhielt man drei getrennte Proteinfraktionen (Abb. 4). Die

Hauptfraktion, PIII, wurde nach einer Retentionszeit von ungeféahr 22 min eluiert, wihrend
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Abb. 4. HPLC-Chromatogramm der cbML-Isoformen, isoliert iiber Affinitits-
chromatographie an Chitin-,,Beads*. Es wurden 1 mg in 500 ul 0.1% TFA gelostes
Proteinlyophilisat aufgetragen. Sdule: Parcosil ProRP 300 C4 (5 um, 160 x 15 mm; Serva,
Heidelberg). Elutionspuffer A: 0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A;
Gradient: 20% B fiir 5 min, dann von 20 auf 35% B in 30 min. FluBrate: 2.0 ml/min.
Detektion: UV bei A =214 nm.
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die Fraktionen PI und PII nach 14 bzw. 18 min erschienen. Die Identifizierung und
Reinheitskontrolle erfolgte mittels MALDI MS (Abb. 5) und N-terminale Sequenzanalyse
(Daten nicht gezeigt). Das MALDI MS-Spektrum des grofiten HPLC-Peaks, PIII, zeigte m/z-
Werte von 10809.0, 5404.8, 3603.5 und 2702.9 Da, entsprechend einfach-, zweifach-,
dreifach- und vierfachgeladenen Molekiilionen (Abb. 5C). PI und PII, die beiden kleineren
HPLC-Proteinfraktionen ergaben ein &hnliches MALDI MS-Profil mit etwas niedrigeren
Molekiilmassen von 10582.8 bzw. 10695.9 Da (Abb. 5A und 5B). Die MALDI MS-Spektren
der drei Fraktionen wiesen keine Verunreinigungen auf. N-terminale Sequenzanalysen der
ersten 40 Aminoséuren zeigten fiir jede der drei Proteinfraktionen identisches Ergebnisse (vgl.
Abschnitt 3.2), und es werden auch hier keine Verunreinigungen durch andere Proteine
gefunden.

Erfolgt die HPLC-Nachreinigung der affinititsgereinigten cbMLs bei niedrigerer TFA-
Konzentration, so werden die cbML-Isoformen nicht mehr ausreichend voneinander getrennt
und man erhilt ein Chromatogramm wie in Abb. 6 gezeigt. Die Trennung wurde bei einer
TFA-Konzentration von 0.025% und einem etwas anderen Acetonitrilgradienten unter sonst
gleichen Bedingungen wie bei der HPLC-Nachreinigung in Abb. 4 durchgefiihrt. Auch in
diesem Fall wurden Identitdt und Reinheit mittels MALDI MS und N-terminaler
Sequenzierung der ersten 40 Aminosduren gepriift und bestdtigt. Da aber die drei HPLC-
Fraktionen PI-PIII nicht ausreichend getrennt voneinander gesammelt werden konnten, erhielt
man MALDI MS-Spektren, die auch Peaks der jeweils anderen cbML-Isoformen mit den
entsprechenden m/z-Werten enthielten (Daten nicht gezeigt).

Der pH der vereinten cbML-Isoformfraktionen nach einer HPLC-Aufreinigung mit 0.025%
TFA betragt ungefahr 3.2. Dies entspricht einem um 0.8 Einheiten hoheren pH als bei einer
Trennung mit 0.1% TFA. Peumans at al. gehen davon aus, dass VisalbCBA (wobei es sich bei
VisalbCBA und den cbMLs mit hoher Wahrscheinlichkeit um dieselben Proteine bzw.
Isoformen handelt) im pH-Bereich zwischen 1 und 12 stabil sei [47]. Der Grund hierfiir liegt
v. a. in der hohen Anzahl an Disulfidbriicken und der damit verbundenen kompakten
globulédren Struktur der chitinbindenden Mistellektine (vgl. Abschnitt 3.2). Der Vergleich mit
homologen Proteinen, wie z. B. den 4Ac-AMPs, von denen bereits bekannt ist, dass sie
ebenfalls im Bereich zwischen pH 2 und 11 stabil sind [113], unterstiitzen diese Aussage. Da
aber bisher keine Untersuchungen durchgefiihrt worden sind, die die strukturelle und die
funktionelle Stabilitdt der cbMLs im genannten pH-Bereich eindeutig bestétigen, kann nicht
uneingeschrinkt davon ausgegangen werden, dass das Lektin sowohl bei stark saurem, als

auch bei pH 12 stabil ist. Aus diesem Grund wurde bei Experimenten, bei denen auf eine
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Trennung der cbML- Isoformen verzichtet werden konnte, die HPLC-Nachreinigung mit
0.025% TFA durchgefiihrt.
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Abb. 5. MALDI MS-Spektren der HPLC-gereinigten cbML-Isoformen (vgl. Abb. 4). (A)
PI (cbML1); (B) PII (¢cbML2); (C) PII (cbML3). Matrix: a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure/2.5-
Dihydroxybenzoesdure(AHC/DHB)-Mischmatrix in 50% Acetonitril und 0.1% TFA. Anzahl
der Pulse: 50. Laserstirke: 74. Wellenlinge des Nj-Lasers: 337 nm. M/z-Werte:
einfachgeladene Molekiilionen [MH]" — 10582.8 (A), 10695.9 (B), 10809.0 (C);
zweifachgeladene Molekiilionen [MH,]*" — 5291.7 (A), 53484 (B), 5404.8 (C);
dreifachgeladene Molekiilionen [MH:]"" — 35282 (A), 3566.0 (B), 3603.5 (C);
vierfachgeladene Molekiilionen [MH4]*" — 2646.3 (A), 2674.8 (B), 2702.9 (C).
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Abb. 6. HPLC-Chromatogramm der cbML-Isoformen, isoliert iiber Affinitits-
chromatographie an Chitin-,,Beads®“. Es wurden 1 mg in 500 ul 0.025% TFA geldstes
Proteinlyophilisat aufgetragen. Sdule: Parcosil ProRP 300 C4 (5 um, 160 x 15 mm; Serva,
Heidelberg). Elutionspuffer A: 0.025% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A;
Gradient: 15% B fiir 2 min, dann von 15 auf 30% B in 38 min und von 30 auf 100% B in 10
min, 100% B fiir 5 min. Flufrate: 2.0 ml/min. Detektion: UV bei A =214 nm.

Um die Reinheit der Proteinlyophilisate nach der HPLC-Nachreinigung zu iiberpriifen und
deren Proteingehalte zu bestimmen, wurden Aminosdureanalysen durchgefiihrt. Tabelle 4
zeigt die Ergebnisse der Aminosdureanalyse von c¢bML3. Der Vergleich der
Aminosdurezusammensetzung stimmt mit der, {iber N-terminaler Sequenzanalyse ermittelten
sehr gut iiberein (vgl. Abschnitt 3.2) [95-97], was die hohe Reinheit des Lyophilisats
bestdtigt. Der Proteingehalt liegt bei knapp 80%. Die restlichen 20% sind vor allem auf den
Feuchtigkeitsgehalt und Verluste bei den einzelnen Uberfiihrungsschritten, z. B. zwischen
Abwiegen und Hydrolysevorgang, zuriickzufithren. Die Aminosdureanalysen der cboML1- und
cbML2-Lyophilisate ergaben Proteingehalte von 81.5% bzw. 79.0%. Auch in diesen Fillen
konnte eine hohe Reinheit der Lyophilisate festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Héamagglutinierungstests von in PBS gelostem nach Abschnitt 2.2.4.2 HPLC-gereinigtem
cbML-Lyophilisat (Konzentration: 0.1-1 mg/ml) mit unbehandeltem Blut verschiedener
Blutgruppen waren negativ. Nach Sensibilisierung von Erythrocyten der Blutgruppe B
(Rhesusfaktor negativ) mittels Papain erhielt man bei einer cbML-Konzentration von 0.8
mg/ml 64 HU, entsprechend 1600 HU/mg cbMLs. Peumans et al. [47] geben an, dass das

chitinbindende Mistellektin in einer Konzentration von 5 pg/ml unbehandeltes humanes Blut
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hamagglutiniert. Dies konnte auch nach wiederholten Tests mit verschiedenen Blutgruppen

nicht bestétigt werden.

Tabelle 4. Ergebnisse der Aminosiureanalyse (ASA) von cbML3. Es wurden 299.7 g
lyophilisierte Proteinprobe mit 6 M HCI versetzt und unter Vakuum bei 110°C fiir 24 h
hydrolysiert. Die Aminosdureanalyse der getrockneten und in Probenverdiinnungspuffer
(Biotronik, Maintal) gelosten Probe erfolgte in einem LC 3000 Aminosdureanalysator
(Eppendorf Biotronik, Hamburg). Die Berechnungen erfolgten auf der Grundlage der
vollstindigen N-terminalen Sequenzierung (Abb. 8, Abschnitt 3.2). Asparagin und Glutamin
werden unter den Hydrolysebedingungen als Asparagin- und Glutaminsdure bestimmt.

AS: Aminoséure, C: Konzentration, Asx: Asparagin und Asparaginsdure, Glx: Glutamin und
Glutaminséure.

AS C(AS)  Anzahl (AS) Anzahl (AS) Theor. mol. Exp.mol. Gewichts-
(nmol/ml) theoretisch’ experimentell  Anteil AS  Anteil AS  anteil AS

(%) (%) (ng)

Asx  880.12 12 12.10 12.2 12.3 30.39
Thr  415.27 6 5.71 6.1 5.8 12.60
Ser  368.82 6 5.07 6.1 5.2 9.64
Glx 71839 10 9.87 10.2 10.1 27.82
Gly  883.61 12 12.14 12.2 12.4 15.14
Ala  312.69 4 4.30 4.1 4.4 6.67
Cys  1298.00 18 17.84 18.4 18.2 40.15
Val 5.29 0 0.07 0 0.1 0.16
Met 6.42 0 0.09 0 0.1 0.25
Ile 141.46 2 1.94 2.0 2.0 4.80
Leu  264.62 4 3.64 4.1 3.7 8.99
Tyr 14451 2 1.99 2.0 2.0 7.08
Phe 4.92 0 0.07 0 0.1 0.22
His 161.82 2 222 2.0 2.3 6.66
Lys 32329 4 4.44 4.1 4.5 12.43
Arg  616.24 8 8.47 8.2 8.6 28.88
Pro  293.92 4 4.04 4.1 4.1 8.56
Trp 4 4.00 4.1 4.1 16.26
Summe 98 98.0 100.0 100.0 236.7

Probenvolumen (ul) 300.0
Probenmenge (ng) 299.7
Proteingehalt (%) 79.0

" vgl. Sequenzbestimmung in Abschnitt 3.2; * entspricht dem theor. Wert, da Trp unter den sauren Hydrolyse-
bedingungen instabil ist.
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3.2 Primirstruktur der coML-Isoformen und ,,Molecular Modeling*

Zuerst erfolgte die Bestimmung der Primirstruktur der Hauptisoform der chitinbindenden
Mistellektine (cbML3) durch N-terminale schrittweise Proteinsequenzierung nach Edman
ohne vorheriger Spaltung des Proteins in kleinere Peptide, wodurch die Primérsequenz der
ersten 40 Aminosduren ermittelt werden konnte: IDHR CGREATPPGKLCNDGR
CCSQWGWCGTTQAY CSGKC Q. Die folgenden Edmanabbauschritte lieferten
keine eindeutigen Ergebnisse mehr.

Fiir eine vollstindige Sequenzierung der Hauptisoform wurde diese dann gemifl Abschnitt
2.2.8 reduziert und die freien Cysteinreste anschlieBend mittels Vinylpyridin alkyliert. Nach
der Entsalzung des Ansatzes mittels RP HPLC erfolgte der Verdau des Proteins mit
Endoproteinase LysC. Dieses Enzym ist eine Serin-Protease und spaltet bei einem pH-
Optimum von 7.0-9.0 spezifisch Peptidbindungen C-terminal an Lysinresten. Man erhielt drei
Spaltfragmente, die iiber HPLC auf einer C18-Siule getrennt wurden (Abb. 7 C). LCI-
cbML3, das erste aus 14 Aminosdureresten bestehende Spaltpeptid entspricht der cbML3-
Sequenz von Position 1 bis 14. Das zweite LysC-Fragment (LC2-cbML3, 24
Aminoséurereste) ist mit dem mittleren Teil von cbML3 an Position 15 bis 38 identisch. Die
vollstindigen Aminosiuresequenzen erhielt man durch Uberlappung des dritten Fragments
(LC3-cbML3; 11 Aminosdurereste) an den Positionen 39 und 40 mit den Sequenzdaten des
intakten Molekiils (Abb. 8). Die mittels MALDI MS bestimmten Massen der LysC-
Fragmente LC1-3 von cbML3 entsprechen den auf der Basis der Sequenzdaten berechneten
Werten (Tabelle 5).

Fiir die vollstindige Sequenzierung der beiden anderen Isoformen cbML1 und cbML2 wurde
auf gleiche Weise verfahren, wie bei der Bestimmung der Primérstruktur von cbML3. Das
HPLC-Chromatogramm der S-pyridylethylierten, mit Endoproteinase LysC verdauten
Proteine zeigen die Abbildungen 7 A und 7 B. Im Fall von cbML1 wurden ebenfalls drei
Spaltfragmente (LC1, LC2 und LC3") gefunden, wihrend aus dem Verdau von cbML2 vier
Spaltpeptide (LC1, LC2, LC3 und LC3") resultierten. Die Ergebnisse der MALDI MS-
Analysen der LysC-Fragmente von cbML1 und ¢cbML2 wurden mit denen der Hauptisoform
verglichen (Tabelle 5). Die molekularen Massen der LysC-Fragmente LC1 und LC2 stimmen
bei allen drei cbML-Isoformen iiberein, d. h. cbML1-3 sind bis zur Position 38 identisch, wie
auch die Ergebnisse der N-terminalen Sequenzanalysen bestétigten (Abb. 8). LC3"-cbML1
hat ein Molekulargewicht von 1487.9 Da, d. h. 113.5 Da weniger als das Fragment LC3 der
Hauptisoform ¢cbML3 (Molekulargewicht: 1601.4 Da). Die Ergebnisse der Sequenzierung

zeigten, dass beide Fragmente bis zur Position 48 identisch sind. Die Sequenz von LC3” endet
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Abb. 7. HPLC-Tennung der Endoproteinase LysC-Spaltfragmente der Lektinisoformen
cbML1 (A), cbML2 (B) und ¢cbML3 (C). Zu je 200 pg der S-pyridylethylierten cbML-
Isoformen (vgl. Abschnitt 2.2.8), geldst in je 500 pl 25 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 5%
Acetonitril, pH 8.5, wurde Endoproteinase Lys C (Enzym:Substrat-Verhiltnis von 1:40)
zugegeben. Die Spaltansédtze wurden bei 37°C 16 h geschiittelt. Die Reaktion wurde mit TFA
abgestoppt und die Fragmente mittels RP HPLC getrennt. Siule: Grom-Sil 100 C18 (5 pm,
250 x 4.6 mm; Grom, Herrenberg-Kayh). Elutionspuffer A: 0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer
B: 80% CH3CN in A; Gradient: 0% B fiir 5 min, dann von 0 auf 50% B in 50 min, schlielich
von 50 auf 100% B in 10 min. FluBrate: 0.75 ml/min. Detektion: UV bei A = 214 nm.

dann an dieser Stelle, wihrend bei LC3 noch ein Leucinrest folgt, der genau der

Massendifferenz beider Fragmente entspricht. Fiigt man jeweils die drei Peptidfragmente in
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der richtigen Reihenfolge wieder zusammen, so erhdlt man fiir cbML1 eine 48
Aminoséurereste lange Kette und fiir cbML3 eine um ein Leucinrest lingere Kette bei

ansonsten identischer Sequenz.

5 10 15 20 25 30 35 40 45
CbML1-3 IDHRCGREATPPGKLCNDGRCCSQWGWCGTTQAYCSGKCQ...
LC1 IDHRCGREATPPGK

LC2 LCNDGRCCSQWGWCGTTQAYCSGK
LC3 CQSQCDCNRDL
LC3 CQSQCDCNRD

CbML3 IDHRCGREATPPGKLCNDGRCCSQWGWCGTTQAYCSGKCQSQCDCNRDL

Abb. 8. Ergebnisse der N-terminalen Aminosiuresequenzierung von cbML1, cbML2
und cbML3 und deren Spaltfragmente LC1-3 und LC3’ nach Verdau mit
Endoproteinase LysC. Die vollstindige Primérstruktur ist am Beispiel der Hauptisoform des
chitinbindenden Mistellektins cbML3 dargestellt. Diese erhielt man durch Uberlappung der
Sequenzen der Fragmente und den Ergebnissen der N-terminalen Sequenzierung der nativen
Proteine.

Tabelle 5. Vergleich der theoretisch und experimentell bestimmten molekularen Massen
der LysC (LC)-Fragmente der S-pyridylethylierten Derivate von cbML1, cbML2 und
cbML3. Fir die Reduktion und S-Pyridylethylierung wurden jeweils 2.5-3 mg
Proteinlyophilisat, gelost in 0.25 M Tris/HCI, 6 M Guanidiniumchlorid, 1 mM EDTA, pH 8.5,
mit B-Mercaptoethanol versetzt und unter Sauerstoffausschluss 16 h bei RT im Dunkeln
geschiittelt. Nach Zugabe von Vinylpyridin wurden die Proben weitere 4 h im Dunkeln bei
RT geschiittelt. Fiir den Verdau mit Endoproteinase LysC wurden die entsalzten Cys-
modifizierten cbML-Isoformen in je 500 pl 25 mM Tris/HCL, 1 mM EDTA, 5% Acetonitril,
pH 8.5, gelost, mit Endoproteinase Lys C (Enzym:Substrat-Verhéltnis von 1:40) versetzt und
bei 37°C 16 h geschiittelt. Die Reaktion wurde mit TFA beendet und die Fragmente mittels
RP HPLC iiber eine Grom-Sil 100 C18-Saule (5 pm, 250 x 4.6 mm; Grom, Herrenberg-Kayh)
getrennt. Die Berechnungen der theoretischen Massen erfolgten auf der Grundlage der N-
terminalen Sequenzierung der einzelnen Fragmente (Abb. 8). Aufgrund der Cys-
Modifikationen ergeben sich zusitzliche Massen von 105.1 Da/S-Pyridylethylierung. Die
experimentellen Werte resultierten aus MALDI MS-Messungen und entsprechen den m/z-
Werten der einfachgeladenen Molekiilionen der LysC-Fragmente LC1-3 und LC3".

Molekulargewicht (Cys-modifiziert) (Da)
LC1 (AS 1-14) LC2 (AS 15-38) LC37/3 (AS 39-48/49)
Isoform  theor. [M] exp. [MH]  theor.[M] exp.[MH] theor.[M] exp. [MH]"
cbML1  1641.9 1643.1 3153.7 3154.8 1486.7 1487.9
cbML2  1641.9 1642.8 3153.7 3155.0 1486.7 1487.8
1599.8 1601.3
cbML3  1641.9 1643.0 3153.7 3154.9 1599.8 1601.4
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Nach der Spaltung der modifizierten zweiten Isoform (cbML2) erhielt man sowohl das LC3-
als auch das LC3’-Fragment (Abb. 7 B und 8), d. h. cbML2 enthilt sowohl die verkiirzte, als
auch die vollstindige Kette.

Im Fall von cbML1 und ¢cbML3 ergaben MALDI MS-Analysen der S-pyridylethylierten,
nicht gespaltenen cbML-Isoformen Spektren mit eindeutigen Peaks bei 6247.4 Da bzw.
6360.6 Da, wihrend bei cbML2 zwei Massenpeaks bei 6247.5 Da und 6360.5 Da auftraten
(Tabelle 6, Abb. 9). Substrahiert man jeweils 945.9 Da, entsprechend der zusétzlichen Masse
aufgrund der Modifizierungen der reduzierten Isoformen, so erhédlt man die Hailfte der
molekularen Massen der intakten, nicht reduzierten Proteine. Das heilt, dass die cbML-
Isoformen aus jeweils zwei Polypeptideketten von ungefdhr 5 kDa bestehen, wobei fiir die

Bildung der dimeren Strukturen offensichtlich Disulfidbriicken verantwortlich sind.

Tabelle 6. Vergleich der theoretisch und experimentell bestimmten molekularen Massen
der nativen cbML-Isomere und der S-pyridylethylierten Derivate von cbML1, chML2
und cbML3. Fir die Reduktion und S-Pyridylethylierung wurden jeweils 2.5-3 mg
Proteinlyophilisat, geldst in 0.25 M Tris/HCL, 6 M Guanidiniumchlorid, 1 mM EDTA, pH 8.5,
mit B-Mercaptoethanol versetzt und unter Sauerstoffausschluss 16 h bei RT im Dunkeln
geschiittelt. Nach Zugabe von Vinylpyridin wurden die Proben weitere 4 h im Dunkeln bei
RT geschiittelt und anschlieBend mittels RP HPLC iiber eine Aquapore RP 300 CS8-Siule
(7um, 2.1 x 30 mm; Applied Biosystems, Weiterstadt) wieder entsalzt. Die Berechnungen der
theoretischen Massen erfolgten auf der Grundlage der vollstindigen N-terminalen
Sequenzierung der cbML-Isoformen (Abb. 8). Aufgrund der Cys-Modifikationen ergeben
sich zusdtzliche Massen von 105.1 Da/S-Pyridylethylierung. Die experimentellen Werte
resultierten aus MALDI MS-Messungen und entsprechen den m/z-Werten der
einfachgeladenen Molekiilionen der Lektindimere bzw. Cys-modifizierten Monomere.

Molekulargewicht [MH]™ (Da)
Dimer Monomer
1-48/49 1-48/49 (Cys-modifiziert)
Isoform theor. [M] exp. [MH]" theor. [M] exp. [MH]"
cbML1 10597.8 10582.8 6246.2 6247.4
cbML2 10711.0 10695.9 6246.2 6247.5
6359.3 6360.5
cbML3 10824.2 10809.0 6359.3 6360.6

Es wurden also drei Isoformen der chitinbindenden Mistellektine isoliert und deren
Primérstruktur mittels Sequenz-und MALDI MS-Daten ermittelt: die erste Isoform, cboML1,
besteht aus zwei verkiirzten Polypeptidketten von jeweils 48 Aminosdureresten. CbML?2 ist

ein Heterodimer, zusammengesetzt aus einer verkiirzten (1-48) und einer um einen Leucinrest



48 Ergebnisse

1007 3123.9 A
] 6247.4

50+

i
i

P LN ; .

1003 3124.1 B
3180.9 6247.5
_—
6360.5
X
S
= _
= 1
-
.a 50«
=
[P}
b
=
—
A f! I:
0_ JL.IU e dio. la . JII'Li A
1007
: 6360.6 C
{1 3180.4
501
i
l
01 il it . _.;“w, — .
4000 6000 8000 10000 12000
Masse/Ladung

Abb. 9. MALDI MS-Spektren der reduzierten und S-pyridylethylierten chitinbindenden
Mistellektine c¢bML1 (A), ¢cbML2 (B) und c¢bML3 (C). Matrix: o-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure/2.5-Dihydroxybenzoesdure(AHC/DHB)-Mischmatrix in 50% Acetonitril
und 0.1% TFA. Anzahl der Pulse: 50. Laserstirke: 74. Wellenldnge des N»-Lasers: 337 nm.
M/z-Werte: einfachgeladene Molekiilionen [MH]" — 6247.4 (A), 6247.5 bzw. 6360.5 (B),

6360.6 (C); zweifachgeladene Molekiilionen [MH,]*" — 3123.9 (A), 3124.1 bzw. 3180.9 (B),
3180.4 (C).
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langeren Kette (1-49). CbML3, die Hauptisoform, besteht aus zwei unverkiirzten
Polypeptidketten. Die Sequenzen der cbML-Isoformen enthalten eine relativ hohe Anzahl an
Cystein (9)- und Glycin (6)-Resten (Abb. 8).

Auf der Suche nach zu den cbMLs homologen Proteinen stieB man auf Hevein mit einer
Sequenzidentitdt von 55% [137] und auf viele Lektine mit chitinbindenden Doménen, wie z.
B. von Sambucus nigra, Hevein-dhnliches Fruchtprotein der Holunderbeere (52%
27-70)  [138], (48%

Sequenzidentitit; Isolektin 1, Aminosdurereste 87-129) [139] oder das Brennessellektin aus

Sequenzidentitit; ~Aminosdurereste das  Weizenkeimlektin

Urtica dioica (39% Sequenzidentitit; Aminosdurereste 22-65) [140] (Tabelle 7). Bei diesen

Proteinen sind sowohl die Cysteinreste, als auch die Disulfidbriicken hochkonserviert [94].

Tabelle 7. Sequenzalignment von cbML3 und homologen Proteinen: HEV, Hevein
(Zugangsnr. in der Swiss-Datenbank: P02877) [137]; WGA, Weizenkeimlektin (Isolektin 1,
Reste 87 bis 129; Zugangsnr. in der Swiss-Datenbank: P10968) [139]; NL, Nessellektin
(Reste 22 bis 65; Zugangsnr. in der Swiss-Datenbank: P11218) [140] and SN-HLPf,
Sambucus nigra Hevein-dhnliches Fruchtprotein (Reste 27 bis 70; Zugangsnr. in der Swiss-
Datenbank: Q9SYSS5) [138]. Die Nummerierung der Aminosduren und die markierten

Sekundarstrukturelemente  beziehen sich auf das cbML3-Modell (Abb. 8). Die
hochkonservierten Aminosdurereste sind grau untermalt. a: a-Helix, B: B-Faltblatt.
10 20 30

cbML IDHR REA TPPGKLENDGR TTQAYE- - SGK DCNRDL
HEV --EQ RQAG--GKLEPNNL STDEYESPDHN QS N
WGA --1K SQAG--GKLEPNNL LGSEFE--GGGEQ SGA STD
NL SAQR SQGG--GGTEPALW DSEPYE--GRT EN K WSG
SN- GPWQ RDAG--GALEHDNL STYQYE--EDG RDT
HLPf

l ! L ! !

22 28 355 16 21 43 39

Auf deren Grundlage wurde eine entsprechende Disulfidbriickenverkniipfung bei den
chitinbindenden Mistellektinen angenommen (Abb. 10): in jeder Kette der cbML-Dimere
bilden acht Cysteinreste vier Disulfidbriicken (Reste 5(57)—22(227), 16(16")—28(28"),
21(217)—35(35"), 39(39')—43(43")). Die Cysteine an den Positionen 45 und 45" verbinden
die beiden Polypeptidketten iiber eine weitere Disulfidbriicke. Der Unterschied von 15 + 0.2

Da zwischen den theoretisch, auf der Grundlage der Sequenzen, bestimmten

Molekulargewichten und den mittels MALDI MS experimentell bestimmten Massen von

cbML1, cbML2 wund cbML3 bestitigt das Vorhandensein von insgesamt neun

Disulfidbriicken pro cbML-Molekiil, einer intermolekularen und acht intramolekularen.
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Abb. 10. Hevein und c¢bML3 mit den identifizierten bzw. postulierten
Disulfidbriickenverkniipfungen.

Zwischen den drei cbML-Isomeren und Hevein besteht eine hohe Sequenzhomologie. Auf der
Grundlage der bereits durch Rontgen- und NMR-Spektroskopie ermittelten Raumstrukturen
von Hevein [141-142] wurde ein dreidimensionales Modell der cbML3-Monomere erstellt
(Abb. 11). Mit Ausnahme zweier Prolininsertionen an den Positionen 11 und 12 in cbML3
(Tabelle 7), durch die an dieser Stelle eine andere Faltung der Schleifenkonformation
verursacht wird, haben alle anderen Sequenzunterschiede kaum eine Auswirkung auf die
Proteinfaltung. Das Strukturmodell zeigt vier kurze B-Faltblitter und eine a-Helix. Die vier
konservierten intramolekularen Disulfidbriicken stabilisieren die dreidimensionale Struktur
von cbML3 (Tabelle 7, Abb. 10). Mit hoher Wahrscheinlichkeit liegt bei diesem Lektin
zwischen Aspl8 und Arg20 eine Salzbriicke vor, wihrend beim Hevein keine gefunden
wurde. Die Berechnung der Losungsmittelzugdnglichkeit ergab beim cbML3 eine niedrige
Exposition der Disulfidbriicken bildenden Cysteinreste. Der dem Hevein fehlende Cys45-Rest
von cbML3 ist an der Oberfliche exponiert und bildet mit dem Cys45’-Rest des zweiten
Monomers eine Disulfidbriicke (Abb. 10). Wie bereits bei Hevein [143] und WGA [144-145]
gezeigt wurde, bilden die Aminoséurereste Ser23, Trp25, Trp27 (im Fall von WGA: Phe) und
Tyr34 (im Fall von WGA: Phe) (Tabelle 7) das Bindungszentrum, welches spezifisch ist fiir
N-Acetylneuraminsdure und GIlcNAc. Im Fall des chitinbindenden Mistellektins zeigt das
dreidimensionale Modell, dass die erwdhnten Aminosédurereste eine dhnliche Funktion haben
und fiir die spezifische Bindung von GIcNAc und GlcNAc-enthaltenen Kohlenhydraten
verantwortlich sind (Abb. 11).
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C-Terminus

N-Termi

Abb. 11. Strukturmodelle unverkiirzter cbML3-Monomere. Die komparative
Modellierung der Kette erfolgte mit Hilfe des SWISS-MODEL-Programms [125-127] und
den Koordinaten der {iber Rontgen- und NMR-Spektroskopie ermittelten Raumstrukturen von
Hevein [141-142]. Mit Hilfe der Programme FRODO [128] und WHATIF [129] wurde das
Modell optimiert. Zur Uberpriifung der Riickgratkonformationen wurde das Modell mit Hilfe
des Programms PROCHECK [130] analysiert. (A) Cq-,,Trace*“ des cboML3-Monomer. Die
roten Kugeln entsprechen den weniger konservativen Aminosdureaustauschen in Bezug auf
Hevein. Die konservativen Aminosédureaustausche sind durch graue Kugeln markiert. Die
gestrichelten Linien entsprechen den Disulfidbriicken. (B) ,,Cartoon“-Darstellung des
cbML3-Monomers. Die Aminosdurereste Ser23, Trp25, Trp27 und Tyr34 sind in violetter
Farbe dargestellt und bilden die Zucker-Bindungsstelle bei chitinbindenden Proteinen.
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3.3 Isolierung und Quantifizierung der chitinbindenden Mistellektine aus
Mistelextrakten und die Validierung dieser Methode

Um den cbML-Gehalt in Mistelextrakten zu bestimmen, wurde eine Methode entwickelt, bei
der die Proteine aus wenigen Millilitern Extrakt isoliert und anschlieBend mittels RP HPLC

analysiert und quantifiziert wurden (Abb. 12).

Aquilibrierung von gereinigtem Chitin

Zentrifugation von je 150 pl Chitinsuspension; Waschen der Chitinpellets mit je 2 ml 0.5 M NaCl-
Losung (dreimal); Zentrifugationsbedingungen: 8000 x g, RT, 1 min.

l
Bindung von cbMLs an Chitin

Inkubation von je 2 bzw. 4 ml Mistelextrakt mit dquilibriertem Chitin (RT, 30 min).

!
Zentrifugation (8000 x g, RT, 1 min).

!

Entfernung unspezifisch gebundener Mistelkomponenten

1) Waschen der Chitinpellets mit 1.5 M Ammoniumacetatlosung, pH 5.5 (dreimal);
Zentrifugationsbedingungen: 8000 x g, RT, 1 min.
2) Waschen mit H,O (zweimal); Zentrifugationsbedingungen: 8000 x g, RT, 1 min.

!
Elution der gebundenen cbMLs (dreimal)

Zugabe von je 50 pl 0.1% TFA zu den Chitinpellets; Inkubation unter Schiitteln (10 min);
Zentrifugation (8000 x g, RT, 3 min).
!
RP HPL.C-Analysen der cbML-Eluate
Injektion des cbML-Eluats auf eine VYDAC 300 C4-Séule (5 um, 250 x 2 mm; Vydac, Hesperia/CA).
!

Trennung der cbMLs und Peakfldchenintegration mittels eines Integrators (Eluent A: 0.,1% TFA in
H,0, Eluent B: 80% Acetonitril in A; Gradient: 20% B fiir 2 min, dann 20 auf 80% B in 20 min,
schlieflich von 80 auf 100% B in 15 min; Flussrate: 0.25 ml/min; Detektion: 214 nm).

Abb. 12. Aufarbeitungsschema zur Mikroisolierung und Quantifizierung der chitin-
bindenden Mistellektine aus Mistelextrakten.

2 bzw. 4 ml Mistelextrakt wurden mit gereinigtem &dquilibriertem Chitin inkubiert und dieses
anschlieBend dreimal mit Ammoniumacetatlosung und zweimal mit aq. bidest. gewaschen.

SchlieBlich wurden die gebundenen cbMLs mit 0.1% TFA in H,O eluiert. Das Eluat wurde
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filtriert und vollstindig auf eine RP C4-Sdule injiziert. Die Trennung erfolgte unter dem in
Abschnitt 2.2.14.2 beschriebenen Acetonitrilgradienten.

Die Identitét der isolierten Proteinfraktionen wurde mittels MALDI MS und Sequenzierung
der ersten acht N-terminalen Aminoséuren tiberpriift (Daten nicht gezeigt). Die Elution der
chitinbindenden Mistellektine erfolgte zwischen 17 (= 65% B) und 22 Minuten (= 80% B),

wie auch die Flachenintegration zur Gehaltsbestimmung (Abb. 13-15). Danach wurden zum
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Abb. 13. HPLC-Chromatogramm and Integrationsprofil der chML-Isoformen, isoliert
iiber Mikroaffinititschromatographie aus 2 ml Abnobaviscum® Betulae-2 (Charge: 603
ABY). Saule: Vydac 300 C4 (5 um, 250 x 2.0 mm; Vydac, Hesperia/CA). Elutionspuffer A:
0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A; Gradient: 20% B fiir 2 min, dann von
20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15 min. FluBrate: 0.25 ml/min. Detektion:
UV bei A =214 nm. Berechnete Peakflichen der cbML-Isoformen: 17.836 min: 105755 AU x
min; 18.711 min: 1168145 AU x min; 19.577 min: 6862702 AU x min; Summe: 8136602 AU
X min.
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Teil Chitinfragmente, in seltenen Fallen auch Viscotoxine oder MLI, die unspezifisch an das
Affinitdtsmaterial gebunden haben eluiert. Da diese Verunreinigungen aber weder storten
noch fiir die Quantifizierungen relevant waren (s. u.), wurde in den Abbildungen 13-15 auf

die Darstellung des Chromatogrammabschnitts nach der dreifligsten Minute verzichtet.
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Abb. 14. HPLC-Chromatogramm und Integrationsprofil der cbML-Isoformen, isoliert
iiber Mikroaffinititschromatographie aus 2 ml Abnobaviscum® Pini-2 (Charge: 912
ABU). Séule: Vydac 300 C4 (5 um, 250 x 2.0 mm; Vydac, Hesperia/CA). Elutionspuffer A:
0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH;CN in A; Gradient: 20% B fiir 2 min, dann von
20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15 min. FluBirate: 0.25 ml/min. Detektion:
UV bei A =214 nm. Berechnete Peakfldchen der coML-Isoformen: 17.939 min: 236572 AU x
min; 18.683 min: 2051030 AU x min; 19.463 min: 8546651 AU x min; Summe: 10834253
AU X min.

Fiir die Quantifizierung wurde eine Kalibriergerade mit einer cbML-Standardlosung (0.05

mg/ml in 0.1% TFA in H,O) erstellt (Abb. 16). Der Standard enthielt die Isoformen cbML1-3
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und wurde bei 4°C gelagert. Unter diesen Bedingungen konnte er mindestens drei Monate

lang verwendet werden.

Absorption bei 214 nm (wilkkiirl. AU)

0 10 20 30
Zeit (min)

Abb. 15. HPLC-Chromatogramm und Integrationsprofil der cbML-Isoformen, isoliert
iiber Mikroaffinititschromatographie aus 4 ml Abnobaviscum® Fraxini-2 (Charge: 005
KLT). Sdule: Vydac 300 C4 (5 um, 250 x 2.0 mm; Vydac, Hesperia/CA). Elutionspuffer A:
0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A; Gradient: 20% B fiir 2 min, dann von
20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15 min. FluBrate: 0.025 ml/min.
Detektion: UV bei A = 214 nm. Berechnete Peakflichen der cbML-Isoformen: 17.041 min:
38399 AU x min; 18.092 min: 20903 AU x min; 18.836 min: 853794 AU x min; 19.602 min:
1838745 AU x min; 20.183 min: 1577286 AU x min; 20.674 min: 2062346 AU x min;
Summe: 6391473 AU x min.
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Peakfliche (10E6 x AU x min)

0 1 2 3 4 5§ ¢ 7 8§ 910111213
Injizierte Menge cbMLs (ng)

Abb. 16. Kalibriergerade zur Quantifizierung der chitinbindenden Mistellektine in
Mistelextrakten. Es wurden 30, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200 und 250 pl einer cbML-
Stammlosung der Konzentration 0.05 mg/ml auf eine RP-C4-Séule aufgetragen und mittels
HPLC getrennt (Doppelbestimmungen). Sdule: Vydac 300 C4 (5 um, 250 x 2.0 mm; Vydac,
Hesperia/CA). Elutionspuffer A: 0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A;
Gradient: 20% B fiir 2 min, dann von 20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15
min. FluBrate: 0.025 ml/min. Detektion: UV bei A = 214 nm. Die iiber einen Integrator
berechneten Peakflichen wurden gegen die injizierten Proteinmengen aufgetragen. Daten der
linearen Kalibrierfunktion y = a + bx: Achsenabschnitt a = 183945.091; Steigung b =
1291516.984; Konf(0)=[5994.912; 361895.270]

Die Abbildungen 13-15 zeigen Beispiele von HPLC Trennungen der cbML-Isoformen, die
zuvor aus je 2 ml Abnobaviscum® Betulae-2 (Charge: 603 ABY) bzw. Abnobaviscum® Pini-2
(Charge: 912 ABU) und 4 ml Abnobaviscum® Fraxini-2 (Charge: 005 KLT) isoliert worden
waren. Im Fall von Abb. 13 betrdgt die Summe der Flachenintegrationen zwischen 17 und 22
Minuten 8136602 AU x min. Dies entspricht einem Gehalt an cbMLs von 3.079 pg in 1 ml
Betulae-Extrakt. Im Fall von Abb. 14 erhilt man als Flachensumme 10834253 AU x min und
im Fall von Abb. 15 6391473 AU x min. Dies entspricht einem Gehalt an cbMLs von 4.123
ug in 1 ml Pini-Extrakt und von 1.202 pg in 1ml Fraxini-Extrakt.

Es sollte nun gezeigt werden, dass die beschriecbene Methode zur Isolierung und
Quantifizierung der chitinbindenden Mistellektine aus Extrakten valide ist. Die Validierung
erfolgte gemif den Anforderungen fiir Arzneimittelzulassungen. Auf der Grundlage der ICH-
Richtlinien fiir Validierungen analytischer Methoden wurden die Spezifitit, die Robustheit,
die Methoden- und Laborprizision, die Linearitdt und die Richtigkeit der Mehode untersucht
und der Arbeitsbereich und die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt [133-134]. Die
Ergebnisse wurden mit Hilfe des Computerprogramms VALIDAT 2000 (Version 2.020.0929)
ausgewertet und interpretiert [132].
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Die Durchfiihrung der Validierung erfolgte mit Mistelextrakten der Abnoba Heilmittel GmbH
in den Sorten Betulae, Pini und Fraxini (jeweils Verdiinnungsstufe 2). Betulae-Extrakt
(Charge: 603 ABY and 903 B-L) enthielt 3.1 pg/ml cbMLs (Neunfach- bzw.
Einzelbestimmungen), Pini-Extrakt der Charge 912 ABU enthielt 4.0 pg/ml
(Sechsfachbestimmung) und die Sorte Fraxini (Chage: 005 KLT) 1.1 pg/ml cbMLs
(Neunfachbestimmung; Tabelle 8). Die Analysen wurden von einer Person durchgefiihrt und
deren Ergebnisse bei den entsprechenden Validierungspunkten miteinbezogen (z. B. als
Referenzwert).

Eine Auswertung der Ergebnisse der Validierungsanalysen darf jedoch nur erfolgen, wenn
zuvor ein Systemeignungstest bestanden wurde. Zum einen mulite gewéhrleistet sein, dass
weder Verschleppung noch Saulen,,memorys“ auftreten. Dazu wurde nach jeder Injektion
verschiedener Mengen eines cbML-Standards auf die RP C4-Sdule ein HPLC-Lauf mit 250 pl
wassriger TFA durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde auch nach jeder Analyse wihrend der
gesamten Validierung verfahren. In keinem der Félle wurden Verschleppungen oder
Proben,,memorys* beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob das Extraktionsmedium, ein isotonischer Ascorbat-
Phosphat-Puffer der Verdiinnungsstufe 2 (VS 2-Puffer), welcher zur Herstellung der hier
untersuchten Mistelextrakte der Abnoba Heilmittel GmbH verwendet wurde, frei von
Verunreinigungen durch die chitinbindenden Mistellektine ist. Dazu wurden drei Analysen
mit VS 2-Puffer nach Abschnitt 2.2.14.2 durchgefiihrt. Da die Chromatogramme keine
Proteinpeaks mit den entsprechenden Retentionszeiten zeigten (Daten nicht gezeigt), konnte
davon ausgegangen werden, dass keine cbML-Proteine im VS 2-Puffer vorhanden waren.

Um zu zeigen, dass die Systempréizision gewdahrleistet ist, wurden unterschiedliche Mengen
einer cbML-Standardlosung an verschiedenen Tagen auf die RP C4-Séule injiziert und die
Flachen der Peaks berechnet. Es wurden jeweils Sechsfachbestimmungen durchgefiihrt,
wobei die Variationskoeffizienten unter 5% lagen (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Validierung wurde zunichst die Spezifitiit der Methode untersucht, d. h. ob die
cbMLs auch in Gegenwart von MLI und Viscotoxinen eindeutig quantifiziert werden kdnnen.
Dazu wurden vor der 30miniitigen Inkubation zu Betulae-Extrakt der Charge 603 ABY MLI-
bzw. Viscotoxinlosung zupipettiert und die Mikroisolierung, wie beschrieben, fortgesetzt.
Zusitzlich wurden Analysen mit 500 pul MLI-Standard bzw. 500 pl Viscotoxinstandard ohne
Extraktzugabe durchgefiihrt (Doppelbestimmung). Dabei sollte iiberpriift werden, ob eine
dieser Komponenten ebenfalls mit der Methode isoliert und zeitgleich mit den

chitinbindenden Mistellektinen eluiert wird. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 9. MLI hatte keinen
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Tabelle 8. Neun-, Sechs- bzw. Einzelbestimmungen von Abnobaviscum® Betulae-2
(Charge: 603 ABY und 903 B-L), Abnobaviscum® Pini-2 (Charge: 912 ABU) und
Abnobaviscum® Fraxini-2 (Charge: 005 KLT). Je 2 ml Betulae bzw. Pini- und 4 ml
Fraxini-Extrakt wurden mit dquilibriertem Chitin inkubiert, und nach einigen Waschschritten
(dreimal mit Ammoniumacetatlosung, zweimal mit H,O) wurden die gebundenen cbMLs mit
0.1% TFA in H,O wieder eluiert. Die Quantifizierung der Proteine erfolgte mittels RP HPLC
iiber eine Vydac 300 C4-Sdule (250 x 2.0 mm, 5 um; Vydac, Hesperia/CA). Elutionspuffer A:
0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH;CN in A; Gradient: 20% B fiir 2 min, dann von
20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15 min. FluBirate: 0.025 ml/min.
Detektion: UV bei A = 214 nm. Die Quantifizierung erfolgte liber Peakfldchenintegration und
anschlieBender Umrechnung auf den cbML-Gehalt mit Hilfe einer Kalibriergeraden (vgl.
Abb. 16).

Abnobaviscum® Betulae Betulae Pini Fraxini
Extrakt (603 ABY) (903 B-L) (912 ABU) (005 KLT)
(Sorte und Charge)
1.Wert 3.182 3.130 4.040 1.114
2.Wert 3.079 3.947 1.053
3. Wert 3.183 3.897 1.044
CbML- | 4 Wert 3.010 4.123 1.121
Gehalt | 5. Wert 3.103 4.028 1.133
(ng/ml) | 6.Wert 3.097 4.107 1.194
7.Wert 3.134 1.005
8.Wert 2.989 1.008
9.Wert 3.085 1.032
Anzahl der Werte 9 1 6 9
Mittelwert X 3.096 3.130 4.023 1.078
(ug/ml cbMLs)
Relative Standard- 2.157 0 2.199 6.025
abweichung V (%)
Ausreiflertest nach Dixon [132, 135-136]
Q-Wert fiir den 0.110 - 0.220 0.021
kleinsten x-Wert
Q-Wert fiir den 0.004 - 0.072 0.328
grofBten x-Wert
Tabellenwert Q (P, 0.512 - 0.560 0.512
n) (5%-einseitig)
Ausreiller nein - nein nein
Trendtest nach Neumann [132, 135]
Testgrofle W 2.566 - 1.984 1.479
Tabellenwert 1.024 - 0.890 1.024
Wi(P, n)
(5%-einseitig)
Trend nein - nein nein

Einfluss auf das HPLC-Chromatogramm bzw. die Ausbeuten an cbMLs. MLI wurde weder
mit der unter Abschnitt 2.2.14.2 beschriebenen Methode isoliert, noch beeinflusste MLI die

Quantifizierungsergebnisse der chitinbindenden Mistellektine. Auch die Viscotoxine wurden




Ergebnisse 59

mit der Analysenmethode nicht erfasst, denn nach den Elutionsschritten mit 0.1% TFA in
Wasser konnten sie massenspektrometrisch nicht detektiert werden. Jedoch wurden cbMLs
als Verunreinigungen im Viscotoxinstandard nachgewiesen: die chitinbindenden
Mistellektine wurden massenspektrometrisch im Eluat nach durchgefiihrter Mikroisolierung
aus 500 pl Viscotoxinstandard (ohne Extraktzugabe) detektiert (Daten nicht gezeigt).
AuBlerdem erhielt man bei der anschlieBenden chromatographischen Analyse ein typisches
cbML-Chromatogramm (Abb. 17). Die zwischen 17 und 22 Minuten gesammelten Fraktionen
zeigten im Massenspektrometer ausschlieBlich charakteristische cbML-Massenpeaks (Daten
nicht gezeigt). Nach Zugabe von 200 ul Viscotoxinstandard zu 2 ml Abnobaviscum® Betulae-
2 (Charge: 603 ABY) und anschlieBender Analyse erhohte

durchschnittliche cbML-Gehalt von 3.1 auf 3.3 pg/ml, was wiederum die cbML-

sich auBlerdem der

Verunreinigung im Viscotoxinstandard bestdtigte (vgl. Tabelle 9).

Tabelle 9. Quantifizierung der cbMLs in Betulae-Extrakt (Charge: 603 ABY; cbML-
Gehalt: 3.096 pg/ml) nach Zugabe von MLI bzw. Viscotoxinen (jeweils
Dreifachbestimmungen). Die Konzentrationen der Standardlésungen waren im Fall von MLI
0.5 mg/ml und im Fall der Viscotoxine 99.4 pg/ml. Von den Proteinlésungen wurden je 200
ul zu jeweils 2 ml Extrakt pipettiert (Dreifachbestimmungen, A). Als Vergleichswert diente
die Neunfachbestimmung von Abnobaviscum® Betulae-2 der Charge 603 ABY (3.096 pg/ml
cbMLs; Tabelle 8). AuBerdem wurden Analysen mit 500 ul MLI- bzw. 500 pl
Viscotoxinstandardlosung durchgefiihrt (Doppelbestimmungen, B). Die Isolierung der cbMLs
mittels Mikroaffinitdtschromatographie und deren Quantifizierung iber RP HPLC erfolgte,
wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16).

A

Probe Betulae (Charge: | Betulae Charge: | Betulae Charge:
603 ABY) 603 ABY) + MLI| 603 ABY) + VT
Anzahl der Mefwerte 9 3 3
Mittelwert X der Ergebnisse 3.096 3.147 3.304
(ng/ml cbMLs)
Relative Standardabweichung 2.157 1.571 2.401
V (%)
Mittelwert der Mittelwerte 3.182
(ug/ml)
Relative Standardabweichung 3.406
des gesamten Mittelwerts (%)
B
Probe 500 pl MLI- 500 pl Viscotoxin-
Standardlésung Standardldsung
Anzahl der Mef3werte 2 2
Mittelwert X der Ergebnisse - 0.642
(ng/ml cbMLs)
Relative Standardabweichung V (%) - 7.930
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Abb. 17. HPLC-Chromatogramm und Integrationsprofil des Eluats, das aus 500 pl
Viscotoxinstandard iiber Mikroaffinititschromatographie an gereinigtem Chitin
erhalten wurde. Sdule: VYDAC 300 C4 (5 um, 250 x 2.0 mm; Grom, Herrenberg Kayh).
Elutionspuffer A: 0.1% TFA in H,O; Elutionspuffer B: 80% CH3;CN in A; Gradient: 20% B
fiir 2 min, dann von 20 auf 80% B in 20 min und von 80 auf 100% B in 15 min. Flussrate:
0.025 ml/min. Detektion: UV bei A = 214 nm.

Es zeigte sich also, dass die Zugabe von MLI bzw. Viscotoxinen zum Extrakt die cbML-
Bestimmung nicht stort, d. h. die chitinbindenden Mistellektine kdnnen spezifisch in der
Gegenwart von MLI und Viscotoxinen nachgewiesen werden.

Zur Uberpriifung der Robustheit der Methode wurden die cbML-Eluate hinsichtlich ihrer
Stabilitdt vor der Injektion auf die RP C4-Siule untersucht. Sie wurden 10 bzw. 14 Tage bei
4°C gelagert, dann filtriert und mittels HPLC analysiert. Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen mit Betulae-Extrakt der Charge 603 ABY durchgefiihrt. Als
Referenzwert diente der Mittelwert der neun Analysen desselben Extrakts (Tabelle 8), bei
denen die Eluate maximal einen Tag bei 4°C gelagert wurden. Tabelle 10 zeigt, dass die
cbML-Eluate bis zum 10. Tag nach der Reinigung ohne erkennbaren Verlust gekiihlt gelagert
werden konnen, bevor sie in die HPLC injiziert werden. Jedoch nahm nach vierzehntédgiger

Lagerung der detektierbare cbML-Gehalt im Eluat um ca. 10% ab: wurden ein Tag bzw. 10
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Tabelle 10. Stabilititsbestimmung der cbML-Eluate. Die chitinbindenden Mistellektine
wurden aus jeweils 2 ml Betulae-Extrakt (Charge: 603 ABY; cbML-Gehalt: 3.096 pg/ml)
mittels Mikroaffinitdtschromatographie isoliert (vgl Abschnitt 2.2.14.2) und das Eluat max. 1
Tag (Neunfachbestimmung) bzw. 10 und 14 Tage (jeweils Dreifachbestimmungen) bei 4°C
gelagert. Nach diesen Lagerungszeiten wurden die HPLC-Analysen und Quantifizierungen,

wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16), durchgefiihrt.

Lagerungszeit (Tage)

1 10 14

Anzahl der
Messungen

9 3 3

Mittelwert X der
Ergebnisse
(ug/ml cbMLs)

3.096 3.070 2,777

Relative Standard-
abweichung V (%)

2.157 0.306 1.735

Trend'

nein - -

52
Ausreiller

nein - -

Robustheit’

ja ja ja

Mittelwert aller
Mittelwerte
(ng/ml cbMLs)

3.027

Relative Standard-
abweichung des ges.
Mittelwerts (%)

11.347

AusreiBer”

nein

Test auf Varianzhomogenitit nach Bartlett [132, 135-136]

Wert x* fiir
Varianzhomog. nach
Bartlett

4.945

Tabellenwert (P, k-
1) fiir Bartlett

5.990

Varianzhomogenitit

ja

t-Test auf Robustheit [132]

1, 10 und 14 Tage 1 und 10 Tage

Wert t fur t-Test auf
Robustheit

34.956 0.640

Tabellenwert t-Test

(ta,2n—2)
(5%-zweiseitig)

3.890 2.228

Robustheit

nein ja

" Trendtest nach Neumann [132, 135] ? AusreiBertest nach Dixon [132, 135-136]
3 Horwitztest auf Robustheit [132]

Tage nach der Isolierung durchschnittlich 3.1 pg cbMLs in 1 ml Extrakt (Mittelwert)
detektiert, so konnten zwei Wochen spéter nur noch 2.8 pg/ml (Mittelwert) bestimmt werden.

Die Ergebnisse erfiillen die Spezifikation, da die cbML-Eluate mindestens drei Tag gekiihlt

gelagert werden konnen, ohne dass Verluste auftreten.
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Die Methodenprizision wird anhand der Wiederholbarkeit unabhingiger Analysen
bestimmt. Es wurden Sechs- bzw. Neunfachbestimmungen von Abnobaviscum® Betulae-2
(Charge: 603 ABY), Abnobaviscum® Pini-2 (Charge: 912 ABU) und Abnobaviscum®
Fraxini-2 (Charge: 005 KLT) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden bereits in Tabelle 8
aufgefiihrt. Die Analysen wurden von einer Person unter identischen Versuchsbedingungen
durchgefiihrt. Die relativen Standardabweichungen lagen bei 2.2% im Fall der Sorten Betulae
und Pini und bei 6.0% im Fall von Fraxini. Tests nach Neumann und Dixon [132, 135-136]
zeigten weder einen Trend noch Ausreifler. Damit sind die Spezifikationen erfiillt, und die
Prézision der Methode ist gewéahrleistet.

Um die Laborprazision zu prifen, flihrten zwei unabhingige Analytiker jeweils

Neunfachbestimmungen von je 2 ml Betulae-Extrakt der Charge 603 ABY durch. Die

Ergebnisse der ersten Person entsprechen den Werten der Tabelle 8. Die zweite

Versuchsreihe wurde im Verlauf von zwei Monaten durchgefiihrt, wobei sowohl das RP-

Sdulenmaterial als auch die Waschpuffer erneuert wurden (Tabelle 11). Die Mittelwerte der

Neunfachbestimmungen waren 3.096 bzw. 3.145 pg/ml. Es lieBen sich weder Trends noch

Ausreifler feststellen. Robustheit war gewéhrleistet und die Konfidenzintervalle iiberlappten

(Abb. 18). Der Mittelwert der gesamten 18 ausreiflerfreien Messungen war 3.120 pg/ml mit

einem Variationskoeffizient von 3.4%, Robustheit und Varianzhomogenitit waren

gewidhrleistet. Es wurde damit gezeigt, dass die Analysenmethode nicht von der

durchfiihrenden Person abhingt, vorausgesetzt der jeweilige Analytiker arbeitet prazise und

zuverldssig. Auch Erneuerungen des RP-Sdulenmaterials und der Waschpuffer hatten keinen

Einfluss auf die Analysenergebnisse. Die Tatsache, dass manche Isolierungen und

Quantifizierungen im Abstand von bis zu zwei Monaten durchgefiihrt worden waren hatte

ebenfalls keinen nennenswerte Effekt auf die Ergebnisse.

Fir die Bestimmung der Linearitit der Methode waren Analysen bei mindestens flinf
verschiedenen Konzentrationen notwendig. Dazu wurde Abnobaviscum® Betulae-2 (Charge:
603 ABY) 1:5, 2:5, 3:5 und 4:5 mit VS-2 Puffer verdiinnt, so dal} der theorethische cbML-
Gehalt bei 0.6 (= 20%), 1.2 (= 40%), 1.5 (= 50%), 1.9 (= 60%) und 2.5 (= 80%) pg/ml lag. 3.1
png/ml (= 100%) entsprach dem durchschnittlichen cbML-Gehalt in unverdiinntem Betulae-
Extrakt der Charge 603 ABY (Tabelle 8). Fiir einen theoretischen cbML-Gehalt von 150% (=
4.7%) wurde die entsprechende Menge eines cbML-Standards dem Betulae-Extrakt vor den
Analysen zugefiigt. Von jeder Verdiinnung wurden 2 ml eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten,
mit Ausnahme der Messung bei 150% cbML-Gehalt, eine hohe Ubereinstimmung zwischen

den theoretischen und den Analysenwerten (Tabelle 12). Fiir den 150%-Wert ergab sich eine
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Tabelle 11. Bestimmung der Laborprizision. Zwei Analytiker fiihrten jeweils neun
Isolierungen und Quantifizierungen der cbMLs in Betulae-Extrakt (Charge: 603 ABY; cbML-
Gehalt: 3.096 pg/ml), wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-
16), durch. Die erste Person beendete die Versuchsreihe innerhalb weniger Tage unter
identischen Bedingungen. Die Analysen der zweiten Person wurden in einem Zeitraum von
zwei Monaten durchgefithrt. Wéhrendessen wurden Séulenmaterial und Waschpuffer
erneuert.

Analytiker 1 2
Anzahl der Messungen 9 9
Mittelwert X der 3.096 3.145
Ergebnisse (ug/ml cbMLs)
Relative Standard- 2.157 2.210
abweichung V (%)

Trend' nein nein
Ausreifier” nein nein
Robustheit” ja ja

Mittelwert beider 3.120

Mittelwerte (ug/ml cbMLs)

Relative Standard-

abweichung des gesamten 3.373
Mittelwerts (%)
AusreiBer” nein
t-Test auf Robustheit [132]
Wert t fiir t-Test auf 1.544
Robustheit
Tabellenwert t-Test (ty2n-2) 2.120
(5%-zweiseitig)
Robustheit ja
F-Test auf Varianzhomogenitit [132, 135-136]
Wert F fiir Varianzhomog. 1.083
nach F-Test
Tabellenwert fiir F-Test 3.440
(Forvira2)
Varianzhomogenitét ja
" Trendtest nach Neumann [132, 135] ? AusreiBertest nach Dixon [132, 135-136]

3 Test auf Robustheit nach Horwitz [132]

Abweichung von iiber 10%. Die Berechnung der Regressionsgerade erfolgte aus den Werten
der ersten sechs Verdiinnungsstufen, da diese eine lineare Beziehung zeigten (Abb. 19). Der
Korrelationskoeffizient fiir diese Kurve lag bei 0.998 (Tabelle 12).

Eine Einzelanalyse des Betulae-Extrakts der Charge 903 B-L ergab ebenfalls einen cbML-
Gehalt von 3.1 pg/ml. Es wurden zusétzlich zwei Einzelbestimmungen bei 130% (= 4.0
png/ml) und bei 50% (= 1.6 pg/ml) cbML-Gehalt durchgefiihrt, deren Ergebnisse ein lineares
Verhiltnis in diesem Bereich zeigten (Tabelle 13). Man erhielt eine Regressionsgerade mit

einem Korrelationskoeffizienten von 1.00 (Abb. 20).



64 Ergebnisse

3.15:: +  Mittelwert

cbML-Gehalt (ng/ml)
w
S

1 1. An"a"lytiker 2. Analytiker

Abb. 18. Verteilung der Analysenwerte von Neunfachbestimmungen zweier Analytiker
zur Bestimmung der Laborprizision. Die Messungen wurden mit Betulae-Extrakt der
Charge 603 ABY (cbML-Gehalt: 3.096 pg/ml) durchgefiihrt und erfolgten im Verlauf von
zwei Monaten. Die Isolierung der cbMLs mittels Mikroaffinitidtschromatographie und deren
Quantifizierung tiber RP HPLC erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch
Tabelle 8, Abb. 12-16). Die erste Person beendete die Versuchsreihe innerhalb weniger Tage
unter identischen Bedingungen. Die Analysen der zweiten Person wurden in einem Zeitraum
von zwei Monaten durchgefiihrt. Wiahrendessen wurden Sdulenmaterial und Waschpuffer
erneuert. Die vertikalen Balken geben den Bereich an, in dem sich die neun Analysenwerte
jedes Analytikers verteilen. Die horizontale, unterbrochene Linie entspricht dem Mittelwert
aller 18 Messungen, die horizontale Linie in der Mitte jedes vertikalen Balkens zeigt den
Mittelwert der Ergebnisse jeder Analysenreihe.

Tabelle 12. Ergebnisse der Analysen verschiedener Verdiinnungsstufen von Betulae-
Extrakt (Charge 603 ABY; cbML-Gehalt: 3.096 pg/ml) zur Bestimmung der Linearitit.
Der Extrakt wurde 1:5, 2:5, 1:2, 3:5 und 4:5 mit VS 2-Puffer verdiinnt (= 0.6, 1.2, 1.5, 1.9 und
2.5 pg/ml cbMLs). Fir den Wert bei 150% cbML-Gehalt (= 4.7 pg/ml) wurde die
entsprechende Menge einer cbML-Standardldsung zum Extrakt zugegeben. Es wurden Ein-,
Drei- bzw. Neunfachbestimmungen (vgl. Tabelle 8) durchgefiihrt. Die Isolierung der cbMLs
und deren Quantifizierung iiber RP HPLC erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben
(vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16). Die Auswertung der Analysenergebnisse erfolgt iiber eine
Regressionsgerade nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate: y = a + bx; a =
Achsenabschnitt, b = Steigung.

Theoretischer coML-Gehalt
in Betulae-Extrakt (Charge: | 0.6 1.2 1.5 1.9 2.5 3.1 4.7
603 ABY) (ng/ml)
Anzahl der Messungen 1 1 3 1 1 9 3
Mittelwert X der 0.492 | 1.181 | 1.501 | 1.824 | 2.482 | 3.096 | 4.106
Ergebnisse (ug/ml cbMLs)

Statistische Kenndaten {iber den linearen Bereich von 0.6 pg/ml bis 3.1 pg/ml

Steigung b 1.019
Achsenabschnitt a -0.062
Korrelationskoeffizient r 0.998

Reststandardabw. szy.x 0.057
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Abb. 19. Regressionsgerade iiber den linearen Bereich der Analysenergebnisse
verschiedener Verdiinnungsstufen des Betulae-Extrakts der Charge 603 ABY mit einem
cbML-Gehalt von 3.096 pg/ml (vgl. Tabelle 12). Der Extrakt wurde 1:5, 2:5, 1:2, 3:5 und
4:5 mit VS 2-Puffer verdiinnt, so dass der theoretische cbML-Gehalt bei 0.6, 1.2, 1.5, 1.9 und
2.5 pg/ml lag. Die Isolierung der cbMLs mittels Mikroaffinitdtschromatographie und deren
Quantifizierung tiber RP HPLC erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch
Tabelle 8, Abb. 12-16). Die gemessenen Werte sind iiber den jeweiligen theoretischen cbML-
Gehalt aufgetragen. Daten der Regressionsgeraden y = a + bx: Achsenabschnitt a = -0.062;
Steigung b = 1.019; Konf(0)=[-0.137; 0.013].

Tabelle 13. Bestimmung der Linearitit iiber verschiedene Verdiinnungsstufen des
Betulae-Extrakts der Charge 903 B-L (cbML-Gehalt: 3.13 pg/ml). Dieser wurde einmal
1:2 mit VS 2-Puffer vediinnt (= 1.6 png/ml cbMLs). Fiir einen Wert bei 130% (= 4.0 pg/ml
cbMLs) wurde die entsprechende Menge einer cbML-Standardlosung dem Extrakt vor der
Analyse zugefiigt. Der dritte Wert (100%) entsprach dem cbML-Gehalt in unverdiinntem
Extrakt (Tabelle 8). Es wurden Einzelbestimmungen durchgefiihrt. Die Isolierung der cbMLs
mittels Mikroaffinitdtschromatographie und deren Quantifizierung iber RP HPLC erfolgte,
wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16). Die Auswertung der
Analysenergebnisse erfolgte iiber eine Regressionsgerade nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate: y = a + bx; a = Achsenabschnitt, b = Steigung.

Theoretischer coML-Gehalt

in Betulae-Extrakt (Charge: 1.6 3.1 4.0
903 B-L) (ug/ml)
Experimenteller coML-
Gehalt in Betulae-Extrakt 1.579 3.130 4.044

(Charge: 903 B-L) (ng/ml)

Statistische Kenndaten

Steigung b 1.028
Achsenabschnitt a -0.063
Korrelationskoeffizient r 1.000
Reststandardabw. szy.X 0.009
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Abb. 20. Regressionsgerade der Analysenergebnissen von drei verschiedenen
Verdiinnungsstufen des Betulae-Extrakts der Charge 903 B-L mit einem cbML-Gehalt
von 3.13 pg/ml (Einzelbestimmungen). Dieser wurde einmal 1:2 mit VS 2-Puffer vediinnt,
so dass der theoretische cbML-Gehalt 1.6 ng/ml entsprach. Fiir einen Wert bei 130% (= 4.0
png/ml cbMLs) wurde die entsprechende Menge einer cbML-Standardldosung dem Extrakt vor
der Analyse zugefiigt. Der dritte Wert (100%) entsprach dem cbML-Gehalt in unverdiinntem
Extrakt. Die Isolierung der cbMLs mittels Mikroaffinititschromatographie und deren
Quantifizierung iiber RP HPLC erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch
Tabelle 8, Abb. 12-16). Die gemessenen Werte sind iiber den jeweiligen theoretischen cbML-
Gehalt aufgetragen. Daten der Regressionsgeraden y = a + bx: Achsenabschnitt a = -0.063;
Steigung b = 1.028; Konf(0) = [-0.159; 0.033]

Die Ergebnisse demonstrieren Linearitit im Bereich von 0.6 bis 4.0 pg/ml cbML-Gehalt. Um
dies zu bestitigen, wurden noch zwei weitere Mistelextraktsorten untersucht: Abnobaviscum®™
Pini-2 der Charge 912 ABU und Abnobaviscum® Fraxini-2 der Charge 005 KLT. Von jedem
Extrakt wurden Analysen bei 50, 100 und 150% cbM-Gehalt durchgefiihrt, deren Ergebnisse
in Tabelle 14 und 15 zusammengefasst sind. Pini zeigte Linearitit im Bereich 2.0 pg/ml bis
4.1 pg/ml und Fraxini von 0.6 pg/ml bis 1.7 pg/ml cbML-Gehalt, wodurch die Ergebnisse,
die fiir den Betulae-Extrakt ermittelt wurden bestitigt werden. Daher ist fir die cbML-
Bestimmung Linearitit im Bereich zwischen 0.6 und 4.1 pg/ml gegeben.

Die Wiederfindungsrate der Analysenmethode entspricht dem Grad der Ubereinstimmung
zwischen definierten Referenzwerten und den gefundenen Messwerten. Die Wiederfindung
wurde fiir die Sorte Betulae (Charge: 603 ABY) im Bereich von 0.6 bis 3.1 pg/ml cbMLs, fiir
die Sorte Pini (Charge: 912 ABU) im Bereich von 2.0 bis 4.1 ug/ml cbMLs und fiir die Sorte
Fraxini-2 (Charge: 005 KLT) im Bereich von 0.6 bis 1.7 pg/ml cbMLs bestimmt. Diese
Konzentrationsintervalle lagen im bereits ermittelten linearen Bereich der Methode. Das
100%-Niveau (Referenzwert) entsprach dem durchschnittlichen cbML-Gehalt in 1 ml
Abnobaviscum®-Extrakt der jeweiligen Sorte (Tabelle 8). Aus Tabelle 16 sind die Wiederfin-
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Tabelle 14. Analysenergebnisse von drei verschiedenen Verdiinnungsstufen von Pini-
Extrakt der Charge 912 ABU (cbML-Gehalt: 4.086 ng/ml). Der Extrakt wurde einmal 1:2
mit VS 2-Puffer vediinnt, so dass der theoretische cbML-Gehalt 2.0 pg/ml entsprach. Fiir
einen Wert bei 150% (= 6.2 pg/ml cbMLs) wurde die entsprechende Menge einer cbML-
Standardlosung dem Extrakt vor der Analyse zugefligt. Der dritte Wert (100%) entsprach dem
cbML-Gehalt in  unverdiinntem  Extrakt (Tabelle 8). Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen  durchgefiihrt.  Die  Isolierung  der  cbMLs  mittels
Mikroaffinitdtschromatographie und deren Quantifizierung iiber RP HPLC erfolgte, wie in
Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16). Die Auswertung der
Analysenergebnisse erfolgte iiber eine Regressionsgeraden nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate: y = a + bx; a = Achsenabschnitt, b = Steigung.

Theoretischer coML-Gehalt
in Pini-Extrakt (Charge: 2.0 4.1 6.2
912 ABU) (ng/ml)
Anzahl der Messungen 3 3 3
Mittelwert X der 1.945 4.086 4.433
Ergebnisse (ug/ml cbMLs)

Statistische Kenndaten iiber den linearen Bereich von 0.6 pg/ml bis 3.1 pug/ml

Steigung b 1.020
Achsenabschnitt a -0.094
Korrelationskoeffizient r 0.999
Reststandardabw. szy.x 0.044

Tabelle 15 . Analysenergebnisse von drei verschiedenen Verdiinnungsstufen von Fraxini-
Extrakt der Charge 005 KLT (cbML-Gehalt: 1.15 pg/ml). Der Extrakt wurde einmal 1:2
mit VS 2-Puffer verdiinnt (= 0.6 pg/ml cbMLs). Fiir einen Wert bei 150% (= 1.7 pg/ml
cbMLs) wurde die entsprechende Menge einer cbML-Standardlosung dem Extrakt vor der
Analyse zugefiigt. Der dritte Wert (100%) entsprach dem cbML-Gehalt in unverdiinntem
Extrakt (Tabelle 8). Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Isolierung
der cbMLs mittels Mikroaffinitdtschromatographie und deren Quantifizierung tiber RP HPLC
erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.14.2 beschrieben (vgl. auch Tabelle 8, Abb. 12-16). Die
Auswertung der Analysenergebnisse erfolgte liber eine Regressionsgeraden nach der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate: y = a + bx; a = Achsenabschnitt, b = Steigung.

Theoretischer coML-Gehalt

in Fraxini-Extrakt (Charge: 0.6 1.1 1.7
005 KLT) (ng/ml)
Anzahl der Messungen 3 3 3
Mittelwert X der 0.518 1.150 1.541

Ergebnisse (ug/ml cbMLs)

Statistische Kenndaten

Steigung b 0.921
Achsenabschnitt a 0.025
Korrelationskoeffizient r 0.981
Reststandardabw. szy.X 0.093
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dungsraten fiir den linearen Bereich der einzelnen Sorten ersichtlich, deren Berechnungen aus
den Ergebnissen zur Bestimmung der Linearitdt erfolgte (Tabelle 12, 14-15). Im linearen
Bereich der Methode, d. h. zwischen 0.6 und 4.1 pg/ml cbML-Gehalt, lagen die
Wiederfindungsraten bei 98% im Fall von Betulae und Pini und bei 94% im Fall von Fraxini.
Damit ist die Spezifikation erfiillt und zusammen mit den Ergebnissen zur Spezifitit und

Prézision bestitigt dies gleichzeitig die Richtigkeit der Analysenmethode.

Tabelle 16. Bestimmung der Wiederfindungsraten iiber den linearen Bereich der
Analysenmethode. Die Berechnungen erfolgten im Fall von Betulae (Charge: 603 ABY;
cbML-Gehalt: 3.096 pg/ml) mit den Werten von 0.6 bis 3.1 pg/ml cbML-Gehalt (Tabelle 12),
und im Fall der Sorten Pini (Charge: 912 ABU; cbML-Gehalt: 4.086 pg/ml) und Fraxini
(Charge: 005 KLT; cbML-Gehalt: 1.15 pg/ml) mit den Werten von 2.0 bis 4.1 pg/ml (Tabelle
14) bzw. von 0.6 bis1.7 pg/ml cbML-Gehalt (Tabelle 15).

Abnobaviscum®- Betulae Pini Fraxini
Extrakt (603 ABY) (912 ABU) (005 KLT)
(Sorte und Charge)
Anzahl der Werte' 16 6 9
Steigung b 1.019 1.020 0.921
Achsenabschnitt a -0.062 -0.094 0.025
Korrelationskoeffizient r 0.998 0.999 0.981
Wiederfindungsrate (%) 98.416 98.449 93.785

Vertrauensbereich der
Wiederfindungsrate

98.416 +£2.537

98.449 +2.013

93.785 £ 6.637

Konstanter

nein

nein

nein

systematischer Fehler
der Methode

Proportionaler nein nein nein
systematischer Fehler
der Methode

" Die Werte entsprechen denen aus der Bestimmung der Linearitit (Tabelle 12, 14-15)

Auf der Grundlage der Ergebnisse zur Bestimmung der Linearitit {iber verschiedene
Verdiinnungsstufen des Betulae-Extrakts der Charge 603 ABY (Tabelle 12) lassen sich auch
die Nachweis-und Bestimmungsgrenze der chitinbindenden Mistellektine und der
Arbeitsbereich angeben. Damit betrdgt die niedrigste zu detektierende Menge der cbMLs in
den Extrakten 0.13 pg/ml. Die niedrigste Konzentration, die quantitativ mit geniigender
Préazision und Richtigkeit bestimmt werden kann liegt bei 0.46 pg/ml cbMLs (Tabelle 17).
Die Analysenmethode ist im Bereich zwischen 0.6 und 4.1 pg/ml cbMLs linear. Bei den
Inkubationsschritten werden im Fall von Betulae jeweils 2 ml Extrakt mit dquilibriertem

gereinigten Chitin inkubiert, d. h., dass der Arbeitsbereich zwischen 1.2 und 8.2 ug liegt.




Ergebnisse 69

Dies entspricht der Menge an chitinbindenden Mistellektinen, die auf das Chitin aufgetragen

werden kann.

Tabelle 17. Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze aus den Ergebnissen zur
Bestimmung der Linearitit mit Betulae der Charge 603 ABY mit einem cbML-Gehalt
von 3.096 pg/ml (Tabelle 12).

Theoretischer coML-Gehalt
in Betulae (Charge: 603 0.6 1.2 1.5 1.9 2.5 3.1
ABY)

(pg/ml)

Anzahl der Werte! 1 1 3 1 1 9

Steigung b

1.019

Achsenabschnitt a

-0.062

Korrelationskoeffizient'

0.998

Nachweisgrenze X 0.13
(ug/ml)

Bestimmungsgrenze Xg 0.46
(pg/ml)

" Die Werte entsprechen denen aus der Bestimmung der Linearitit (Tabelle 12)

3.4 Bildung von anti-cbML-Antikorper bei Tumorpatienten wihrend einer
Mistelextrakttherapie

Die Bildung von Antikorpern gegen MLI und Viscotoxinen bei Tumorpatienten, die mit
Mistelextrakten therapiert worden sind, wurde bereits beschrieben (vgl. Abb. 21) [33-34, 82].
Es sollte nun gezeigt werden, ob Antikdrper auch gegen die chitinbindenden Mistellektine im
Verlauf einer Mistelextrakttherapie gebildet werden, wobei die Tests nur mit cbML3
durchgefiihrt wurden. Bei cbML1 und cbML2 erwartet man aufgrund ihrer fast identischen
Primérstrukturen gegeniiber cbML3 anndhernd gleiche Ergebnisse. Parallel wurden
Antikorpertests gegen MLI und MLIII durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Homologie
zwischen diesen beiden Typ 2 RIPs, waren dhnliche Testergebnisse zu erwarten im
Unterschied zu den cbMLs, welche vollig andere strukturelle Eigenschaften besitzen.

Fiir die Tests bekamen 26 Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen mindestens 18
Wochen lang das Mistelpriparat Abnobaviscum® Mali-4 injiziert, wobei die meisten
Patienten lokale Reaktionen und Grippe-dhnliche Symptome entwickelten. Schwere
Nebenreaktionen wurden bei keinem der untersuchten Personen festgestellt.

Die Seren der Patienten wurden vor Beginn der Misteltherapie untersucht, dann, im Fall von
cbML3, vom Zeitpunkt ab der ersten Injektion nach 3, 6, 9, 12, 18 (bei jeweils 22 der 26
Patienten) und nach 24 Wochen (bei 20 der 22 Patienten). Im Fall von MLI und MLIII

erfolgten die Analysen ebenfalls nach 3, 6, 9 und 12 (bei jeweils 22 der 26 Patienten) und
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nach 18 und 24 Wochen (bei jeweils 20 der 22 Patienten). AuBerdem wurden die Seren von 7
der 20 Patienten nach der 31. Therapiewoche erneut auf anti-MLI-und -MLIII-Antikérper hin

untersucht. Die Seren von 38 gesunden Blutspendern dienten als Kontrollen.

Beschichtung von Mikrotiterplatten mit Proteinlosungen

Platten iiber Nacht bei 4°C mit jeweiligen Lektinen, gelost in Hydrogencarbonatpuffer, pH 9.6, in

einer Konzentration von 1 pg/ml, beschichten.

Waschen mit PBS, l%lBSA, pH 7.4 (dreimal).
!
Inkubation mit PBS, 1% BSA, pH 7.4 (RT, 60 min).
! l

Inkubation mit primiiren Antikérpern Inkubation mit primiren Antikérpern
vom IgG-Typ vom IgE-Typ
1) Entfernung des Puffers. 1) Entfernung des Puffers.
2) Zugabe der Patientenseren 2) Zugabe der Patientenseren
(Verdiinnung: 1:400; Doppelbestimmungen). (Verdiinnung: 1:5; Doppelbestimmungen).

l

Inkubation (RT, 90 min).
l
Waschen mit PBS, 0.5% BSA, 0.2% Triton X 100, pH 7.4 (dreimal).
!

Inkubation mit sekundiren Antikorpern

Zugabe von monovalenten Peroxidase-konjugierten antihumanen IgG- und IgE-Antikorpern der Ziege
(RT, 60 min).

!
Waschen mit PBS, 0.5% BSA, 0.2% Triton X 100, pH 7.4 (dreimal).

!
Detektion der Antikorper

Zugabe von ortho-Phenylendiamin (0.5 mg/ml in Citratpuffer, pH 5.0).

!
Messung im ELISA-Reader bei 495 nm.

Abb. 21. Schema zur Detektion von Antikorpern gegen MLI, MLIII und die
chitinbindenden Mistellektine in Patientenseren mittels eines ELISA.
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Fiir die Bestimmung sowohl der IgG- als auch der IgE-Antikérper wurden die Seren zunédchst
mit cbML3, MLI bzw. MLIII inkubiert. Als sekundédre Antikorper wurden Peroxidase-
konjugierte antihumane IgG- bzw. IgE-Antikdrper der Ziege zugegeben. Die Detektion
erfolgte bei 495 nm im ELISA-Reader mit ortho-Phenylendiamin als Substrat (Abb. 21).

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl 2 der 38 gesunden Blutspender (5%, Daten nicht
gezeigt), als auch 8 der 26 getesteten Patienten (31%) bereits vor jeglichem Kontakt mit
Mistelpraparaten IgG-Antikorper gegen cbML3 hatten. Im Verlauf der Behandlung mit
Mistelextrakten stieg der Anteil an Patienten, deren Seren mit cbML3 reagierten auf 65% an
(Tabelle 18). Von den 18 zu Beginn anti-cbML3-negativ-Patienten entwickelten 54%
Antikorper nach Ablauf der 24wochigen Therapie. Abbildung 22 A zeigt einen signifikanten
Anstieg des Antikorpertiters. Bei den 8 Patienten, deren Seren bereits vor Beginn der
Mistelextraktinjektionen anti-cbML3-Antikorper des IgG-Typs aufwiesen, dnderte sich der
Antikdrpertiter im Verlauf der Therapie unwesentlich (Abb. 22 B): nach 3 Wochen reagierten
die Seren zweier Patienten (33%) zwar negativ, aber nach 24 Wochen hatten immer noch
insgesamt 86% der Patienten, deren Seren schon vor Beginn der Misteltherapie positiv

reagierten, IgG-Antikorper gegen cbML3 im Blut.

Tabelle 18. Verlauf der anti-cbML3-Antikorperentwicklung vom IgG-Typ bei 26
Tumorpatienten wihrend einer Misteltherapie. Im Verlauf der mehrwochigen Behandlung
wurde den Probanden regelmiBig das Priparat Abnobaviscum® Mali-4 injiziert. Die Seren
der Patienten wurden vor Beginn der Misteltherapie untersucht, dann vom Zeitpunkt ab der
ersten Injektion nach 3, 6, 9, 12, 18 (bei jeweils 22 der 26 Patienten) und nach 24 Wochen
(bei 20 der 22 Patienten). Fiir die Bestimmung der IgG-Antikorper wurden die Seren mit
cbML3 (1pug/ml) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit Peroxidase-konjugierten
antihumanen IgG-Antikorper der Ziege. Die Messung der Ansitze erfolgte bei 495 nm im
ELISA-Reader mit ortho-Phenylendiamin als Substrat (vgl. Abb. 21).

Anzahl der Patienten mit positivem anti-cbML3-AK-Titer/Anzahl
Behandlungswoche der getesteten Patienten (in Prozent)
gesamt anti-cbML3-negativ | anti-cbML3-positiv
vor Therapiebeginn | vor Therapiebeginn
0 8/26 (31) 0/18 (0) 8/8 (100)
3 7/22 (32) 3/16 (19) 4/6 (67)
6 9/22 (41) 5/17 (29) 5/6 (83)
9 12/22 (55) 7/16 (44) 4/5 (80)
12 13/22 (59) 7/16 (44) 6/6 (100)
18 10/22 (45) 5/15 (33) 5/7(71)
24 13/20 (65) 7/13 (54) 6/7 (86)
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Abb. 22. Entwicklung des anti-cbML3-Antikorpertiters in den Serem von 26
Tumorpatienten im Verlauf einer Mistelextraktbehandlung. Wihrend der mehrwdochigen
Behandlung wurde den Probanden regelmiBig das Priparat Abnobaviscum® Mali-4 injiziert.
Die Seren der Patienten wurden vor Beginn der Misteltherapie untersucht, dann vom
Zeitpunkt ab der ersten Injektion nach 3, 6, 9, 12, 18 (bei jeweils 22 der 26 Patienten) und
nach 24 Wochen (bei 20 der 22 Patienten). Fiir die Bestimmung der IgG-Antikérper wurden
die Seren mit cbML3 (1pg/ml) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit Peroxidase-
konjugierten antihumanen IgG-Antikorper der Ziege. Die Messung der Ansitze erfolgte bei
495 nm im ELISA-Reader mit ortho-Phenylendiamin als Substrat (vgl. Abb. 21). (A) anti-
cbML3 negativ vor Beginn der Therapie (n = 18). (B) anti-cbML3 positiv vor Beginn der
Therapie (n = 8). Mittelwert (Sédule), Standardabweichung (Balken) und der Median (*) sind
angegeben; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; n. s.: nicht signifikant.

Die Tests mit MLI und MLIII zeigten eine andere Entwicklung der IgG-Antikrperbildung:

vor Beginn der Therapie hatten von den 38 gesunden Blutspendern keiner (Daten nicht
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gezeigt) und nur vier bzw. einer der 26 Patienten anti-MLI- bzw. —-MLIII-Antikérper im Blut.
Nach Ablauf der 31. Woche zeigten aber 100 bzw. 86% der Seren ein positives Testergebnis
(Tabelle 19). Der Antikorpertiter stieg im Verlauf der Zeit signifikant an (Abb. 23).

Tabelle 19. Verlauf der anti-MLI- und anti-MLIII-Antikorperentwicklung vom IgG-Typ
in 26 Tumorpatienten wihrend einer Misteltherapie. Wéhrend der mehrwdchigen
Behandlung wurde den Probanden regelmiBig das Priparat Abnobaviscum® Mali-4 injiziert.
Die Seren der Patienten wurden vor Beginn der Misteltherapie untersucht, dann vom
Zeitpunkt ab der ersten Injektion nach 3, 6, 9 und 12 (bei jeweils 22 der 26 Patienten) und
nach 18 und 24 Wochen (bei 20 der 22 Patienten). Auerdem wurden die Seren von 7 der 20
Patienten nach der 31. Therapiewoche erneut auf anti-MLI-und -MLIII-Antikérper hin
untersucht. Fiir die Bestimmung der [gG-Antikérper wurden die Seren mit MLI bzw. MLIII
(jeweils Ipg/ml) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit Peroxidase-konjugierten
antithumanen IgG-Antikorper der Ziege. Die Messung der Ansétze erfolgte bei 495 nm im
ELISA-Reader mit ortho-Phenylendiamin als Substrat (vgl. Abb. 21).

Anzahl der Patienten mit positivem anti-MLI/MLIII-AK-
Behandlungswoche Titer/Anzahl der getesteten Patienten (in Prozent)

anti-MLI anti-MLIII
0 4/26 (15) 1/26 (4)
3 11/22 (50) 5/22 (23)
6 20/22 (91) 13/22 (59)
9 21/22 (96) 16/22 (74)
12 21/22 (95) 17/22 (77)
18 17/20 (86) 15/20 (76)
24 18/20 (90) 14/20 (70)
31 7/7 (100) 6/7 (86)

Im Fall der IgG-Antikorperbildung gegen cbML3 erhielt man drei

Entwicklungsmuster:

die anti-cbML-negativ waren und

verschiedene

im Verlauf der

Misteltherapie Antikorper gegen cbML3 entwickelten, Patienten mit einem positiven anti-
cbML-Antikorpertiter vor und nach der Therapie und Patienten, deren Seren sowohl vor als
auch nach der Mistelextraktbehandlung negativ reagierten. Die Abbildungen 24 A-C zeigen
zu jedem dieser drei Fille ein Patientenbeispiel. Man erkennt deutlich, dass es keinen
Zusammenhang zwischen der anti-cbML3- und der anti-MLI- bzw. -MLIII-
Antikorperentwicklung vom IgG-Typ gibt.

MLI induziert die Bildung von IgE-Antikorper. In diesem Fall reagierten 7 der 26 Patienten
positiv. Im Unterschied dazu wurden bei 4 Patienten anti-MLIII- und bei nur einem anti-

cbML-Antikorper des IgE-Typs detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 23. Entwicklung des anti-MLI- (A) und anti-MLIII-Antikérpertiters (B) in den
Seren von 26 Tumorpatienten im Verlauf einer Mistelextraktbehandlung. Wéhrend der
mehrwdchigen Behandlung wurde den Probanden regelméfig das Priparat Abnobaviscum®
Mali-4 injiziert. Die Seren der Patienten wurden vor Beginn der Misteltherapie untersucht,
dann vom Zeitpunkt ab der ersten Injektion nach 3, 6, 9 und 12 (bei jeweils 22 der 26
Patienten) und nach 18 und 24 Wochen (bei 20 der 22 Patienten). Aulerdem wurden die
Seren von 7 der 20 Patienten nach der 31. Therapiewoche erneut auf anti-MLI-und -MLIII-
Antikorper hin untersucht. Fiir die Bestimmung der IgG-Antikorper wurden die Seren mit
MLI bzw. MLII (jeweils 1pg/ml) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit Peroxidase-
konjugierten antihumanen IgG-Antikorper der Ziege. Die Messung der Ansitze erfolgte bei
495 nm im ELISA-Reader mit ortho-Phenylendiamin als Substrat (vgl. Abb. 21). Mittelwert
(Sdule), Standardabweichung (Balken) und der Median (¢) sind angegeben; * P < (.05; ** P <
0.01; *** P <0.001.
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Abb. 24. Verlauf der IgG-Antikorperentwicklung gegen das chitinbindende Mistellektin
cbML3 bei drei verschiedenen Tumorpatienten wiahrend einer Mistelextrakttherapie.
Parallel sind die anti-MLI- und anti-MLIII-Antikorpertiter eingezeichnet. Die Bestimmung
der IgG-Antikorper erfolgte nach dem Schema in Abbildung 21. (A) Der Patient hatte sowohl
vor Beginn, als auch wihrend der Therapie Antikorper gegen cbML3. Gegen MLI bzw.
MLIII waren vor Behandlungsbeginn keine Antikorper nachweisbar. Die Antikorpertiter
stiegen erst wihrend der Therapie signifikant an. (B) Der Patient hatte weder gegen cbML3,
noch gegen MLI und MLIII Antikdrper vor Therapiebeginn. In allen drei Féllen stiegen die
Antikorpertiter wihrend der Mistelextraktbehandlung an. (C) Vor Beginn der
Mistelextraktbehandlung hatte der Patient weder gegen cbML3, noch gegen MLI und MLIII
Antikorper. Nur in den letzten beiden Féllen stieg der Antikorpertiter wihrend der Therapie
signifikant an.
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3.5 Antifungale Eigenschaften der chitinbindenden Mistellektine

Die Bestimmung der antifungalen Aktivitét erfolgte mit cbML-Lyophilisat, das bei niedriger
TFA-Konzentration HPLC-gereinigt worden war (vgl. Abschnitt 2.2.4.2), d. h. es lag ein
Isoformengemisch vor. In Konzentrationen von 0.5-300 pg/ml wurde in aq. bidest. gelostes
cbML-Lyophilisat mit fiinf verschiedenen Pilzarten inkubiert, die entweder zu den
Ascomyceten (Schlauchpilze) oder zu de Basidiomyceten (Stinderpilze) gehdren und als
Hauptkomponente Chitin in ihren Zellwédnden enthalten [3]. Zu Versuchsbeginn lagen die
Pilze in einer so niedrigen Konzentration vor, dass ihre optischen Dichten (OD) bei 595 nm
einen Wert von nur 0.004 hatten. Die Inkubationszeiten hingen von der
Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Pilzarten in Abwesenheit der cbML-Isoformen ab
(Wachstumskontrollen). Bei Saccharomyces cerevisiae und Candida sake erfolgte aufgrund
der hohen Zelldichte die Auswertung bereits nach 48 Stunden, bei Tremella foliacea und
Debaryomyces hanessii nach 72 und bei Microstroma juglandis, einer sehr langsam
wachsenden Pilzart, erst nach 96 Stunden. Bei Tremella foliacea und Candida sake
inhibierten die chitinbindenden Mistellektine auch bei Proteinkonzentrationen von bis zu 200
bzw. 300 pg/ml das Zellwachstum nicht. Im Gegenteil, bei Tremella foliacea wie auch bei
Candida sake findet man bei cbML-Konzentrationen zwischen 10 und 75 pg/ml bzw. bei 200
ng/ml sogar ein verstirktes Pilzwachstum, das bei hoheren Lektinkonzentrationen aber wieder
zuriickgeht (Tabelle 20). Ob das Wachstum dieser Pilzarten tatsidchlich unter bestimmten
cbML-Konzentrationen angeregt wird oder ob es sich dabei einfach um ein Artefakt handelt,
bleibt zu untersuchen. Die anderen drei Pilzarten wurden bereits bei cbML-Konzentrationen
von 2.5 (Saccharomyces cerevisiae) und 10 pg/ml (Debaryomyces hanessii, Microstroma
juglandis) bis zu einem Drittel in ihrem Wachstum reduziert (Tabelle 20). Bei 50 bzw. 150 pg
cbML/ml zeigten die Zelldichten von Saccharomyces cerevisiae und Microstroma juglandis
kaum mehr einen Anstieg, d. h. in diesen Konzentrationen verursachten die chitinbindenden
Mistellektine eine fast 100%ige Hemmung des Pilzwachstums. Die maximale
Wachstumsinhibition von Debaryomyces hanessii ist bei 100 ng cbML/ml erreicht und liegt
bei 75%. Die graphische Darstellung der antifungalen Aktivitdt der chitinbindenden
Mistellektine in Abhéngigkeit von der Lektinkonzentration zeigen die Abbildungen 25 A-C.
Aus den Diagrammen 146t sich der ICsp-Wert fiir die jeweilige Pilzart bestimmen. Dieser liegt
fiir Saccharomyces cerevisiae (Sc) bei ungefdhr 3.5 pg/ml, fiir Microstroma juglandis (Mj)
bei ungefdhr 14 pg/ml und fiir Debaryomyces hanessii (Dh) bei ungefahr 20 pg/ml.
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Tabelle 20. Bestimmung der durch cbMLs verursachten Wachstumshemmung bei fiinf
verschiedenen  Pilzarten. Diese wurden mit jeweils acht verschiedenen
Proteinkonzentrationen inkubiert. Die Tests wurden mit den Pilzarten Saccharomyces
cerevisiae, Microstroma juglandis, Debaryomyces hanessii, Tremella foliacea und Candida
sake durchgefiihrt. Nach Inkubationszeiten von 48 (Sc, Cs), 72 (Dh, Tf) bzw. 96 h (M))
wurden die OD der Testansédtze bei 595 nm gemessen und mit den Wachstumskontrollen
(Proteinkonzentration = 0 pg/ml) verglichen.

Wachstumsinhibition in % = (As¢s(Wk)-Ases(Test))/Asos(Wk) x 100.

cbML- Absorption Relative Wachstumsinhibition
Pilzart Konzentration bei 595 nm Standardabweichung (%)
(ng/ml) (Mittelwert) (%)
0 (Wk) 0.492 8.5 0
0.5 0.483 14.3 1.8
1 0.447 15.3 9.1
Saccharomyces 255 8?2? };"2 g?g
cerevisiae (Sc) 7.5 0.122 17.4 75.2
10 0.104 21.3 78.9
25 0.050 26.8 89.8
50 0.013 324 97.4
0 (WK) 0.204 12.2 0
5 0.177 12.2 13.2
10 0.130 11.1 36.3
Microstroma o012 165 41
Juglandis (Mj) 75 0.013 46.7 93.6
100 0.010 46.0 95.1
125 0.010 57.4 95.1
150 0.020 19.0 90.2
0 (Wk) 0.602 7.2 0
5 0.496 7.2 17.6
10 0.470 9.6 219
Debaryomyces 25 0.215 8.8 64.3
hanessii (Dh) 50 0.182 9.5 69.8
75 0.160 9.7 73.4
100 0.149 7.1 75.2
125 0.148 9.1 75.4
150 0.154 6.9 74.4
0 (Wk) 0.255 7.8 0
10 0.351 7.4 -37.6
25 0.319 4.5 -25.1
Tremella 50 0.287 6.6 -12.5
; 75 0.286 3.7 -12.2
Joliacea (1) 100 0.263 7.7 -3.1
125 0.241 9.3 5.5
150 0.260 8.9 -2.0
200 0.262 6.2 -2.7
0 (Wk) 0.700 6.8 0
Candida 100 0.763 5.6 -9
sake (Cs) 200 0.807 8.2 -15.3

300 0.746 5.2 -6.6
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Abb. 25. Graphische Darstellung der, durch die chitinbindenden Mistellektine (cbMLs)
verursachten Wachstumshemmung gegeniiber Saccharomyces cerevisiae (A),
Microstroma juglandis (B) und Debaryomyces hanessii (C) in Abhingigkeit von der
cbML-Konzentration. Je 20 pl verschiedener Konzentrationen der in H,O geldsten cbMLs
werden zu je 180 pl Pilzkultur pipettiert und die Ansdtze bei 22°C unter Schiitteln inkubiert
(jeweils Zwanzigfachbestimmungen). Nach 48 (Sc), 72 (Dh) bzw. 96 h (Mj) wird die OD bei
595 nm gemessen. Wachstumsinhibition in % = (Asos(Wk)-Asos(Test))/Asos(Wk) x 100.
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4. Diskussion

Zahlreiche Studien befassten und befassen sich mit den medizinisch wirksamen Inhaltsstoffen
in  Mistelextrakten, und insbesondere den Mistellektinen der Typ II Ribosomen-
inaktivierenden Proteine, aber auch den Viscotoxinen und Polysacchariden wurde grof3es
Interesse geschenkt. Vor wenigen Jahren wurde eine weitere Mistelkomponente isoliert, ein
chitinbindendes Mistellektin (VisalbCBA), bestehend aus zwei identischen Untereinheiten,
deren Molekulargewichte zu 10.8 kDa angegeben wurden und je eine Hevein-Domédne
besitzen [47]. In Anlehnung an die von Peumans et al. entwickelte Methode zur Reinigung
dieses Proteins aus Mistelextrakten mittels Affinitdtschromatographie an Chitin wurde das
chitinbindende Mistellektin fiir weitere Untersuchungen, sowohl im Hinblick auf die Struktur,
als auch auf biologische Aktivititen in groBerem Umfang isoliert [95-97]. Nach einem
weiteren Reinigungsschritt mittels RP HPLC zeigte es sich, dass das Eluat der Affinititssdule
in Wirklichkeit ein Gemisch von mindestens drei chitinbindenden Lektinen (cbMLs) enthilt.
MALDI MS-Messungen der Proteine und die Ermittlung der vollstindigen Primérsequenzen
demonstrierten, dass es sich bei diesen Proteinen um Dimere aus zwei Untereinheiten handelt,
deren Sequenzen mit den ersten 26 N-terminalen Aminosduren von VisalbCBA
ibereinstimmen. Die ermittelten Molekulargewichte der cbML-Untereinheiten liegen bei nur
5 kDa, d. h. der Hélfte des Molekulargewichts, das fiir VisalbCBA angegeben wurde. [47, 95-
97]. Eine mogliche Erkldrung konnte sein, dass letzteres in Form eines Komplexes aus zwei
Molekiilen vorlag, u. U. assoziiert mit in Mistelextrakten vorkommenden N-
Acetylglukosamin-enthaltenden =~ Kohlenhydraten oder  Chitinbausteinen, die als
Verunreinigungen nach der Affinitdtschromatographie im sauren Eluat vorlagen. Derartige
Interaktionen werden durch das Acetonitril bei der RP HPLC-Trennung verhindert. Mit
groller Wahrscheinlichkeit handelte es sich bei VisalbCBA um eines der cbML-Isoformen

oder aber um ein Gemisch von diesen.

4.1. Isolierung und Strukturaufklirung der coML-Isoformen

In dieser Arbeit wurden gréfBere Mengen der drei chitinbindenden Mistellektine cbML1-3 in
reiner Form isoliert. Dazu wurden die bereits beschriebenen Reinigungsmethoden [47, 95-97]
in modifizierter und vereinfachter Form angewandt. Auf eine Abtrennung der Mistellektine I,
II und III vor dem Affinitdtsschritt tiber eine Chitinsdule konnte verzichtet werden, da
mogliche Verunreinigungen durch die Typ II RIPs im cbML-Eluat spitestens nach den RP

HPLC-Analysen entfernt wurden. Identifizierung und Reinheitskontrollen erfolgten iiber
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MALDI MS, ASA und N-terminale Sequenzanalysen. Auf SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phoresen wurde verzichtet, da aus fritheren Analysen, bei denen sowohl Glycin- als auch
Tricine-SDS-PAGE angewandt wurde, keine befriedigenden Ergebnisse erzielt wurden. Die
cbML-Isoformen zeigten im Gel eine ausgedehnte Bande zwischen 12 und 18 kDa, die im
Bereich von 13 kDa am intensivsten war. Wahrscheinlich verhinderte die hohe Anzahl an
Disulfidbriicken (vgl. Abschnitt 3.2) eine vollstandige Entfaltung der Proteine durch SDS, so
dass die cbML-Isoformen nicht in linearen sondern in unterschiedlich globuldren Formen
durch das Gel wanderten. Deshalb erhielt man keine scharfen Banden, die zudem durch den
erhohten Siebeffekt im hoheren Molekulargewichtsbereich lagen (theoretisch zwischen 10.5
und 11 kDa). Eine SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen ergab ebenfalls keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Man erhielt zwar schérfere Banden, die aber im Bereich von
ungefdhr 7.5 kDa anstelle der erwarteten 5 kDa lagen. Dies liegt vermutlich an einer
unvollstindige Reduktion der zahlreichen Disulfidbriicken, was wiederum die Entfaltung der
cbML-Untereinheiten verhindert [96]. Auf ein &hnliches Problem konnte auch das zu hoch
ermittelte Molekulargewicht von VisalbCBA zuriickgefiihrt werden [47]. Ahnliche
Uberschiitzungen der auf SDS-PAGE-Analysen basierenden Molekulargewichte findet man
bei den zu den cbMLs homologen Reislektinen, was auf die zahlreichen Cystein- und
Glycinreste zuriickgefiihrt wird [146-147].

Die Ausbeuten bei den Aufreinigungen lagen zwischen 2 und 5 mg HPLC-gereinigtes
Gesamtlektin/500 g Mistel, wobei 1-2 % cbML1, 14-20 % cbML2 und 80-84 % cbML3
isoliert wurden. MALDI MS-Daten der drei HPLC-gereinigten Proteine zeigten symmetrische
Peaks bei 10582.8 Da fiir cobML1, 10695.9 Da fiir coML2 und 10809.0 Da fiir cobML3. Die
Ergebnisse der Primérsequenzbestimmungen mittels N-terminaler Sequenzierung nach
Edman in Kombination mit MALDI MS-Analysen bestdtigten, dass es sich bei allen drei
Lektinen um Dimere handelt, deren cystein- und glycinreiche ca. 5 kDa schwere
Untereinheiten iiber Disulfidbriicken verkniipft sind. CbML1 und cbML3 sind Homodimere,
aufgebaut aus je zwei zuckerfreien Polypeptidketten von 48- bzw. 49-Aminoséureresten,
wihrend ¢cbML2 ein Heterodimer ist, bestehend aus einer verkiirzten (48 AS) und einer
vollstdndigen (49 AS) Kette. Die Sequenzen aller cbML-Untereinheiten sind bis zur 48.
Aminosdure identisch. Die um eine Aminoséure ldngeren Polypeptidketten haben an Position
49 einen Leucinrest. Dies erkldrt auch das Verhalten der drei Isolektine wahrend der RP
HPLC-Reinigung: cbML3 hat, aufgrund seiner zwei zusitzlichen hydrophoben Aminoséuren,
die hochste Retentionszeit, wahrend cbML1 zuerst eluiert, da ihm die zwei Leucinreste

fehlen. Die vollstindige Primarstruktur der drei cbML-Isoformen cbML1, cbML2 und cbML3
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mit ihren postulierten Disulfidbriickenverkniipfungen zeigt Abbildung 26. Unter den
zahlreichen zu den chitinbindenden Mistellektinen homologen Proteinen gibt es kleinere mit
nur einer Hevein-Doméne, wie z. B. Hevein aus Hevea brasiliensis und die chitinbindenden
antimikrobiellen Peptide (Ac-AMP bzw. Pn-AMP) aus Amaranthus caudatus und Pharbitis
nil L., von denen ebenfalls jeweils eine um eine Aminosdure verkiirzte Form existiert [113,
116, 148]. Entweder stammen die verschiedenen Isoformen von verschiedenen Genen ab,
oder aber es gibt nur eines, und die zusitzliche C-terminale Aminosdure ist das Resultat
posttranslationaler Prozesse. Vielleicht verkiirzen aber auch Carboxypeptidasen wéhrend der
Reinigung der Proteine diese um eine Aminoséure.

Die chitinbindenden Mistellektine zeigen hohe Sequenzhomologien zu Hevein und anderen
Proteinen mit Hevein-dhnlichen Doménen (Tabelle 7). Zu den invarianten Aminosdureresten
zahlen die Cysteinreste an den Positionen 5, 16, 21, 22, 28, 35, 39 und 43 und die Glycinreste
an den Positionen 6, 13, 19, 26, 29 und 37. Der Serinrest an Position 23 und die aromatischen
Aminoséiuren an den Positionen 25, 27 und 34 sind ebenfalls hochkonserviert.

Unter den zu den cbMLs homologen Proteinen zdhlen die mit nur einer Hevein-dhnlichen
Doméne, wie das Hevein selbst [137] und die bereits erwdhnten antimikrobiellen Peptide
[113, 116], des Weiteren Kartoffelproteine (Winl und Win2), die als Reaktion auf eine
Beschiddigung der Pflanze gebildet werden [149] und viele basische Chitinasen [94]. Das
Brennesselagglutinin enthédlt zwei Hevein-dhnliche Doménen pro Untereinheit [140], und
einige Getreideagglutinine haben pro Monomer vier oder sieben hintereinander aufgereihte
Hevein-dhnliche Doménen [94, 150-152]. In allen Proteinen bilden die acht Cysteinreste
intramolekulare Disulfidbriicken, deren Lage, vor allem die ersten sechs Cysteinreste
betreffend, keine Variationsmdglichkeit offen ldsst. Beim cbML3 liegen die Verbriickungen
damit zwischen Cys5—Cys22, Cys16—Cys28 und Cys21—Cys35 (Abbildung 10). Bei der
Lage der Intramolekularbriicken bildenden C-terminalen Cysteinreste gibt es Variationen: im
Fall von cbML3 liegt die Verbriickung zwischen Cys39—Cys43 (Abbildung 10). Die
antimikrobiellen Peptide von Amaranthus caudatus Ac-AMP1 und Ac-AMP2, z. B. besitzen
keine vierte C-terminale intramolekulare Disulfidbriickenverkniipfung [113], wéihrend aus der
Rinde von Euonymus europaeus L. ein kleines chitinbindendes Polypeptid mit einer Hevein-
dhnlichen Domaéne isoliert wurde, das insgesamt fiinf intramolekulare Disulfidbriicken hat
[117]. CbML1, c¢bML2 und cbML3 haben noch je einen neunten Cysteinrest an den
Positionen 45 bzw. 45°. Diese sind verantwortlich fiir die Dimerbildung durch Ausbildung
intermolekularer Disuldidbriicken, d. h. die cbML-Proteine sind die ersten sequenzierten

chitinbindenden Lektine, deren Hevein-dhnliche Doménen kovalent miteinander verbunden






| |
1 5 16 21 2 28 35 39 43 45 48
I DHRCGTRTEATTPZPGT KTLTC CNDGT RTC C SQWGWC GTTOQAYT C SGZKTZ CQSQT C DT C NTRD
§ 5 16" 21 22 28 35 39 43’ 45’ 48’
I DHRCGURTEATTPZPGT KLTC CNDGTRTC C C SQWGWC GTTQAYC SG C Q SQC D C NRD
B
| |
1 5 16 21 2 28 35 39 13 45 48
I DHRCGREATPZPGI KLU CNDGRT CC SQWGWC GTTQAYC SG C Q SQ C D C NR D
| |
K 5’ 16" 217 22 28’ 357 39’ 43’ 45’ 49’
I DHRCGTRTEATTPZPGI KLU CNDTGTRTZ C C SQWSGWC GTTOQAY C SG C Q SQ C D C NRUDL
C
| |
1 5 16 21 2 28 35 39 43 45 49
I DHRCGRTEATTPZPGI KLU CNDGT RT C C SQWGWC GTTOQAYC SG C Q SQ C D C NRTDL
| |
K 5’ 16° 217 22 28’ 357 39’ 43’ 45’ 49’
I DHRCGURTEATTPZPGI KL C NDGR C SQW GW C GTTQAY C S G C Q SQ C D C NRUDL

Abb. 26. Primérstruktur von cboML1 (A), cbML2 (B) und chML3 (C). Die postulierten Disulfidbriicken sind eingezeichnet.







Diskussion 83

sind. Aufgrund der zahlreichen Disulfidbriicken haben chitinbindende Lektine mit Hevein-
dhnlichen Doménen eine hohe Thermostabilitit [47, 117, 153].

Chitin ist ein B(1—4)-verkniipftes N-Acetylglukosaminpolymer, das, in Abhédngigkeit von
seiner Kettenldnge, unterschiedlich viele chitinbindende Proteinmolekiile hochaffin binden
kann [154]. Beim Vergleich dreier Lektine mit Hevein-dhnlichen Doménen hinsichtlich ihrer
Affinitit zu Chitin konnte gezeigt werden, dass diese bei Peptiden mit verkiirzten C-
terminalen Doménen, wie z. B. bei den antimikrobiellen Peptiden aus Amaranthus caudatus,
schwécher ist, als bei Lektinen mit einer vollstindigen Bindedoméne mit vier Disulfidbriicken
[155]. Ein entsprechendes Resultat findet man, wenn einer der aromatischen Aminosdurereste
durch einen Alaninrest ersetzt wird. Bei Hevein und WGA bilden die Aminosédurereste Ser23,
Trp25, Trp27 (im Fall von WGA: Phe) und Tyr34 (im Fall von WGA: Phe) (Tabelle 7) das
Bindungszentrum, das spezifisch ist fiir N-Acetylneuraminséure, N-Acetylglukosamin und N-
Acetylglukosamin-enthaltene Kohlenhydrate [143-145]. Studien mit Kristallen eines
Brennesselisolektins (UDA-VI), das zwei Hevein-dhnliche Doméanen besitzt, im Komplex mit
Tri-N-Acetylchitotriose (NAG3) bestitigen, dass die Triade aus den drei aromatischen
Aminoséureresten wesentlich fiir die Zuckerbindung ist: die Tryptophanreste sind fiir die
Positionsbestimmung und Orientierung der Pyranoseringe zustidndig, wahrend der Tyrosinrest
den Sauerstoff der Hydroxylgruppe am C3 erkennt und zur Fixierung der Acetylgruppe des
Zuckers beitrdgt, zusammen mit dem Serinrest, der eine Wasserstoffbriicke zum
Acetylsauerstoffatom ausbildet (Abb. 27) [156]. Die Wechselwirkungen zwischen der
Acetylgruppe und den Aminosdureresten Serin und Tyrosin sind wesentlich fiir die
Zuckerspezifitit von UDA-VI und, mit groer Wahrscheinlichkeit, der meisten anderen
chitinibindenden Proteine mit Hevein-dhnlichen Doménen, so auch der cboML-Proteine. Fiir
die Aufklirung der Raumstruktur der chitinbindenden Mistellektine und deren
Wechselwirkungen mit Zuckern sind jedoch Daten aus Rontgenstruktur- und NMR-

Untersuchungen notwendig.
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Abb. 27. Struktur der Protein-Zucker-Wechselwirkung zwischen UDA-VI und NAG3
(Bindung eines Zuckermolekiils durch zwei Brennesselisolektine). Die Aminosédurereste
sind blau (UDA-VI-2) bzw. gelb (UDA-VI-1), das Grundgeriist des Zuckers ist weil, die
Sauerstoffatome sind rot, die Stickstoffatome der N-Acetylgruppen blau und die Zuckerreste,
ausgehend vom nichtreduzierenden Ende, mit A, B und C gekennzeichnet. Die griinen
unterbrochenen Linien stellen die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Lektinen und
NAG3 dar [156].

4.2. Quantifizierung der chitinbindenden Mistellektine in Mistelpriparaten und die
Validierung dieser Methode

In einigen im Handel erhiltlichen Mistelpraparaten wurden die chitinbindenden Mistellektine
bereits nachgewiesen [96]. Dazu wurden diese zunichst mittels Affinitdtschromatographie an
gereinigtem Chitin im ,,Batch*-Verfahren isoliert und anschlieBend tiber MALDI MS und
Glycin-SDS-Gelelektrophorese analysiert. Zur Quantifizierung wurde die Umkehrphasen-
hochleistungsfliissigchromatographie (RP HPLC) eingesetzt. Um den cbML-Gehalt in nur 1-2
ml Extrakt genau zu bestimmen, wurde diese Analysenmethode, d. h. Isolierung der cbMLs
tiber Mikroaffinititschromatographie und anschlieBender Quantifizierung mittels RP HPLC
weiterentwickelt und verbessert. Fiir die Analysen wurden Mistelextrakte der Abnoba
Heilmittel GmbH von den Sorten Betulae (Wirtsbaum: Birke), Pini (Wirtsbaum: Fichte) und

Fraxini (Wirtsbaum: Esche), jeweils Verdlinnungsstufe 2, verwendet, da hier der cbML-
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Gehalt, verglichen mit Iscador®-, Helixor"- und Eurixor®-Priparaten, am héchsten ist [96].
Abnobaviscum® Pini der Charge 912 ABU enthielt am meisten chitinbindende Mistellektine
(ca. 4 pg/ml), gefolgt von der Sorte Betulae mit ungefiahr 3 pg/ml (Charge 603 ABY und 903
B-L), wihrend die cbML-Konzentration in Abnobaviscum® Fraxini der Charge 005 KLT
relativ niedrig war (ca. 1 pg/ml). Weitere cbML-Gehaltsbestimmungen anderer Chargen
sowohl derselben als auch anderer Sorten von Abnobaviscum®-Priparaten lieferten
vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Pini-Extrakte enthalten am meisten
chitinbindende Mistellektine, dicht gefolgt von Abnobaviscum® Betulae und Mali
(Wirtsbaum: Apfel). In der Sorte Fraxini ist die cbML-Konzentration verhéltnisméBig gering,
d. h. verglichen mit Laubbaummisteln, ist der cbML-Gehalt in Nadelbaummisteln am
hochsten, wihrend es sich bei den Mistellektinen vom Typ II RIP genau umgekehrt verhilt:
hier ist der Gehalt an MLI-III in der Sorte Fraxini am hochsten und in der Sorte Pini am
niedrigsten (miindliche Mitteilung von Dr. Rainer Scheer, Carl-Gustav-Carus-Institut,
Niefern-Oschelbronn, Deutschland).

Bei der Isolierung der cbMLs wird vor der Inkubation der Extrakte mit dem Chitin dieses mit
0.5 M Natriumchloridldsung dquilibriert. Danach wird das Affinitdtsmaterial mit einem 1.5 M
Ammoniumacetatpuffer, pH 5.5, gewaschen, um unspezifisch gebundene Mistelkomponenten
zu entfernen. Wird NaCl anstelle des Ammoniumacetats im Waschpuffer eingesetzt, so wird
weniger als 10% der chitinbindenden Mistellektine im Eluat wiedergefunden (Daten nicht
gezeigt). Verwendet man den Ammoniumacetat-Puffer sowohl zur Aquilibrierung als auch
zum Waschen des Chitins vor der Elution, so hat dies keinen Einflu3 auf die cbML-
Ausbeuten, jedoch erhdlt man ein mit Viscotoxinen verunreinigtes cbML-Eluat (Daten nicht
gezeigt). Offensichtlich verhindert der leicht saure Ammoniumacetatpuffer iiber eine
Verstirkung der  Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und den N-
Acetylglukosamineinheiten des Chitins das Auswaschen der bereits gebundenen cbML-
Proteine, gleichzeitig aber verstérkt er die unspezifische Bindung von Viscotoxinen. Bei einer
Erniedrigung der Ammoniumacetatkonzentration im Waschpuffer von 1.5 M auf 0.5 M findet
man ca. 11% weniger cbMLs im FEluat, wihrend eine Reduktion auf 1.0 M oder eine
Erh6éhung auf 2.0 M Ammoniumacetat im Waschpuffer keine signifikanten Einfliisse auf die
Ergebnisse hatten (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung einer 0.5 M Natriumchloridlosung
zur Aquilibrierung und eines 1.5 M Ammoniumacetatpuffers (pH 5.5) zur Spiilung nach der
Inkubation haben sich hinsichtlich der hohen Wiederfindungsraten der cbMLs bei gleichzeitig
moglichst niedriger Verunreinigungen durch Viscotoxine bewéhrt. Dabei bleibt die Frage

nach der genauen Funktion der Pufferionen und des pHs bei den Wechselwirkungen zwischen
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Chitin und den spezifisch und unspezifisch gebundenen Proteinen offen. Deren Kldrung wire
eine gute Voraussetzung fiir weitere Optimierungsschritte beziiglich Wahl der Ionenart, der
Konzentrationen bzw. der Hohe des pH-Wertes.

Der bei der Quantifizierung mittels RP HPLC verwendete Acetonitrilgradient wurde so
gewdhlt, dass die Isoformen in moglichst kurzen Abstinden eluierten, d. h. auf eine
Basislinientrennung wurde verzichtet und die cbML-Proteine zusammen erfafit. Gleichzeitig
eluierten eventuelle Verunreinigungen (Viscotoxine, Mistellektine vom Typ II RIP) mit
deutlich anderen Retentionszeiten als die chitinbindenden Mistellektine (Daten nicht gezeigt).
Methoden, die zur Quantifizierung von Komponenten in Arzneimitteln eingesetzt werden,
miissen im Allgemeinen validiert werden. Darunter versteht man, den formalen und
systematischen Beweis zu erbringen, dass die Analysenmethode die beabsichtigte Evaluation
von Qualitdtsmerkmalen des zu analysierenden Produkts mit angemessener und definierter
Verlésslichkeit ermoglicht. Nachdem die Methode zur Isolierung und Quantifizierung
kleinster Mengen der cbMLs in Mistelextrakten zunédchst einem Systemeignungstest
unterworfen worden war, erfolgte deren Validierung, basierend auf den aktuellen DIN- und
ICH-Richtlinien fiir die ,,Validierung analytischer Methoden [133-134]. Dazu gehort die
Bestimmung der Spezifitdit und der Robustheit der Analysenmethode, auflerdem deren
Uberpriifung hinsichtlich ihrer Prizision und Richtigkeit. Des Weiteren wurde der lineare
Bereich, die Nachweis- und Bestimmungsgrenze und der Arbeitsbereich bestimmt. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Computerprogramm VALIDAT
2000 (Version 2.020.0929) [132].

Die Spezifitit einer Methode ist gewahrleistet, wenn die zu analysierende Substanz auch in
Gegenwart anderer Komponenten, z. B. von Proteinen, Kohlenhydraten, Matrixmolekiilen
usw., einwandfrei bestimmt werden kann. In diesem Fall wurde das Mistellektin I und die
Viscotoxine hinsichtlich ihrer Eigenschaften als potentielle Storfaktoren bei der
Quantifizierung der cbMLs in Mistelextrakten untersucht. MLI koénnte aufgrund seiner
Kohlenhydrataffinitit wihrend des ersten Chromatographieschritts einen Einfluf} auf die
quantitative Bindung der cbMLs haben. Die Viscotoxine findet man z. T. nach dem
Affinitdtschromatographieschritt als Verunreinigungen im cbML-Eluat wieder [96], d. h. auch
bei diesen Proteinen treten unspezifische Wechselwirkungen zum Chitin auf. Trotzdem
blieben die Ergebnisse der Analysenmethode nach Zugabe hoher Konzentrationen an MLI
und Viscotoxinen zu den Extrakten unbeeinflusst, d. h. die Spezifitdit der Methode ist

gegeben.
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Im Allgemeinen wurden 6-12 Mikroisolierungen gleichzeitig angesetzt, d. h. am Ende des
Affinititschromatographieschritts lagen bis zu 12 Eluate vor, die nacheinander mittels RP
HPLC analysiert wurden. Bis zu ihren Injektionen, die z. T. erst 2-3 Tage spéter erfolgten,
wurden die Proben gekiihlt gelagert. Dies setzt aber voraus, dass die cbML-Eluate wihrend
diesem Zeitraum stabil bleiben, d. h. dass die Methode robust ist. Die Untersuchungs-
ergebnisse zeigten, dass erst nach zwei Wochen kiihler Lagerung 10% weniger cbMLs
detektiert werden, als bei RP HPLC-Analysen 0, einen oder 10 Tage nach der Mikroreinigung
an Chitin. Der Grund fiir den Lektinverlust nach 14 Tagen liegt wahrscheinlich an der
Bildung von unldslichen Proteinaggregaten, die ausfallen und bei der Zentrifugation des
Eluats durch ein 0.22 um Filter-Reaktionsgefall zuriickbleiben. Zusitzlich kommt es zu
Wechselwirkungen zwischen den cbML-Aggregaten und der Kunststoffwand der
Reaktionsgefille.

Die Prizision einer Analysenmethode wird unterteilt in die Methoden- und Laborprizision.
Erstere demonstriert die hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse von mindestens sechs
Analysen, die unter identischen Bedingungen mit denselben Extrakten durchgefiihrt werden.
In diesem Fall wurden Mehrfachbestimmungen dreier verschiedener Extraktsorten jeweils
einer Charge durchgefiihrt. Dabei erhielt man nur im Fall von Betulae- und Pini-Extrakt
Variationskoeffizienten, die weit unter der definierten Hochstgrenze von 6% blieben. Bei der
Sorte Fraxini resultierte ein Variationskoeffizient, der auf die erste Stelle nach dem Komma
gerundet bei 6.0% lag. Da in diesem Extrakt der cbML-Gehalt sehr niedrig war, fielen
Abweichungen der Analysenwerte stirker ins Gewicht, was zu einem hoheren
Variationskoeffizienten fiihrte. Bei der Bestimmung der Laborpréizision wurde gezeigt, dass
die Ergebnisse der Analysen unabhdngig vom Analytiker, dem Tag der
Versuchsdurchfiihrung und der Erneuerung sowohl des RP-Sdulenmaterials als auch der
Waschpuffer sind.

Die Linearitit der Analysenmethode (0.6 bis 4.1 pg/ml cbML-Gehalt) und der Arbeitsbereich
(1.2 bis 8.2 pg cbMLs) reichen aus, um den cbML-Gehalt in verschiedenen Mistelextrakten
zu bestimmen. Statistische Berechnungen auf der Grundlage der Linearititsergebnisse
ergaben eine Bestimmungsgrenze von 0.46 pg/ml und eine Nachweisgrenze von 0.13 pg/ml.
Fiir eine Erweiterung sowohl des linearen, als auch des Arbeitsbereichs, miisste die Kapazitit
des Affinititsmaterials erhoht werden. Setzt man mengenméfig mehr Chitin ein, so konnte
zum einen mehr Lektin gebunden werden, auBerdem erhéhen sich bei niedrigeren cbML-
Konzentrationen die Wechselwirkungen zwischen Protein und Chitin, da pro Zeiteinheit mehr

ZusammenstoBBe erfolgen. Dies konnte man auch dadurch erreichen, dass man die
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Mikroisolierung im Sdulen- anstelle im ,,Batch*“-Verfahren durchfiihrt. Die bereits erwdhnten
Pufferoptimierungen und lidngere Inkubationszeiten konnten zusitzlich die Affinitdt der
cbMLs zum Chitin erh6hen.

Bei dem beschriebenen Analysenverfahren handelt es sich um eine spezifische und prizise
Methode mit einer definierten Linearitdt und einer Wiederfindungsrate von iiber 90%, die den
Anforderungen geniigen. Damit ist die Richtigkeit der Methode zur Isolierung und
Quantifizierung der chitinbindenden Mistellektine in Extrakten gewéhrleistet.

Diese Ergebnisse sind valide fiir die in Abschnitt 2.2.14.1 bis Abschnitt 2.2.14.3 beschriebene
Analysenmethode, die Mistelextrakte der Abnoba Heilmittel GmbH und das Labor, in
welchem die Tests durchgefithrt wurden, d. h. bei Anderungen einer dieser Parameter muss
erneut eine Validierung durchgefiihrt werden.

Der cbML-Gehalt, der mittels der beschriebenen Analysenmethode in Mistelpréparaten
bestimmt werden kann, liegt in einem relativ engen Bereich, welcher durch die bereits
beschriebenen Optimierungsmethoden nach oben und unten erweiterbar ist. Weitaus
empfindlicher wiren ELISA-Tests, bei denen die chitinbindenden Mistellektine ohne

vorherigen Isolierungen direkt im Extrakt quantifiziert werden kdnnten.

4.3. Wirkung der chitinbindenden Mistellektine auf das spezifische Immunsystem

Zahlreiche Studien befassten sich mit den immunmodulatorischen Eigenschaften
verschiedener Komponenten in Mistelextrakten, insbesondere der Mistellektine vom Typ II
RIP und der Viscotoxine (Abschnitt 1.3 und Abschnitt 1.4). In dieser Arbeit wurde die
Wirkung von cbML3 auf das spezifische Immunsystem von Tumorpatienten, die mit
Mistelextrakten behandelt wurden, untersucht und mit MLI und MLIII verglichen. Von
fritheren Studien ist bekannt, dass letztere die Bildung von anti-MLI- und -MLIII-Antikérper
vom IgG- und IgE-Typ hervorrufen [82, 157]. Es konnte nun gezeigt werden, dass cbML3 die
anti-cbML3-Antikorperbildung induziert, insbesondere vom IgG-, in einem Fall auch vom
IgE-Typ. Aufgrund der vernachldssigbaren strukturellen Unterschiede zwischen den drei
chitinbindenden Mistellektinen kann von vergleichbaren antigenen Eigenschaften
ausgegangen werden, wiahrend zwischen den cbMLs und den Mistellektinen vom Typ II RIP
aufgrund der vollstdndig verschiedenen Strukturen keine Kreuzreaktivitit zu erwarten ist.
Dies wird bekriftigt durch die Tatsache, dass der Verlauf der Antikorperbildung gegen
cbML3 nicht mit jener gegen MLI oder MLIII korrelierte, was gleichzeitig ein Indiz dafiir ist,
dass die HPLC-gereinigte cbML3-Fraktion frei war von Kontaminationen durch MLI- und
MLIII-Epitope. Wahrend anti-MLI- und —MLIII-Antikorper fast ausschlieBlich in Seren von
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mit Mistelextrakten behandelten Patienten detektiert wurden, fand man bei ungefdhr einem
Drittel der Patienten bereits vor Beginn der Therapie anti-cbML3-Antikérper, obwohl sie
noch nie mit Mistelpriparaten behandelt worden waren. Diese Personen miissten also eine Art
,»hatiirliche Immunitit* gegen chitinbindende Mistellektine haben. Der Grund konnte auch die
hohe Sequenzhomologie dieser Lektine gegeniiber Proteinen mit Hevein-dhnlicher Doméne
sein, denn diese kommen z. T. ubiquitir vor, wie das Latexprotein Hevein oder Proteine aus
Bananen- [158], Holunder- [138], Avocado- [159], Kastanien- [159], Kartoffel- [149], Reis-
[146-147] und Brennnesselgewéchsen [140]. Vorldufige Untersuchungen zeigten schlieBlich,
dass anti-cbML3-Antikdrper enthaltende Seren mit rekombinantem Hevein reagierten
(miindliche Mitteilung von Dr. Monika Raulf-Heimsoth, Berufsgenossenschaftliches
Forschungsinstitut fiir Arbeitsmedizin, Bochum, Deutschland), was die Annahme bekriftigt,
dass die chitinbindenden Mistellektine ein ,kreuzreaktives Epitop* besitzen. Des Weiteren
induzierte cbML3 verstérkt die Proliferation von Lymphocyten bei Personen, die nie zuvor
mit Mistelextrakten in Beriihrung gekommen waren (Daten nicht gezeigt). Die ,,natiirliche
Immunitét“ war jedoch weniger bei den gesunden (nur 5%), als vielmehr bei den kranken
Probanden (31%) vorhanden. Um dieses Phdnomen zu erkldren bedarf es weiterer Studien.
Von den 18 Patienten, die vor Beginn der Misteltherapie anti-cbML3-negativ waren,
entwickelten 54% Antikorper gegen das chitinbindende Mistellektin. Diese zeigten jedoch
keine Kreuzreaktivitit mit Hevein (Daten nicht gezeigt), d. h. dass die chitinbindenden
Mistellektine mit hoher Wahrscheinlichkeit mindestens zwei verschiedene Epitope haben.
Dabei wird das eine von natiirlichen oder kreuzreagierenden Antikorpern erkannt, das andere
Epitop induziert eine spezifische Immunreaktion, die nur im Zusammenhang mit einer
Misteltherapie erfolgt. Mistelextrakte enthalten also Komponenten, deren hochkonservierte
Epitope entweder durch das natiirliche Immunsystem oder durch T- und B-Gedéchtniszellen
erkannt werden. In wie weit dies eine klinische und therapeutische Relevanz hat bleibt offen.
Im Unterschied zu den homologen Proteinen Hevein [160-161] und den Klasse I Chitinasen
aus der Esskastanie und der Avocadofrucht [159], erfolgte durch cbML3 eine
vernachldssigbar gering ausgepridgte Induktion von IgE-Antikérpern, obwohl fiir die
allergenen Eigenschaften der zuerst genannten Proteine die Hevein-Domédne verantwortlich
gemacht wird. Als potentielle Antigene, die nur in seltenen Fillen zu einer Induktion von IgE-
Antikorpern fiihren, konnten die cbMLs verantwortlich sein fiir die in einzelnen Féllen

auftretenden allergischen Nebenreaktionen bei der Anwendung von Mistelpréparaten [162].
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4.4. Biologische Aktivititen der chitinbindenden Mistellektine

Viele Pflanzen enthalten kleine cystein- und glycinreiche Proteine mit antimikrobiellen
Eigenschaften, die sie vor phytophatogenen Organismen schiitzen. Thionine [163],
Pflanzen,,defensins [164-165] und Lektine [94, 112, 115, 166-167] gehoren zu diesen
antimikrobiellen Proteinen. Von vielen chitinbindenden Lektinen mit Hevein-dhnlichen
Doménen sind antifungale Eigenschaften bekannt. Aufgrund der hohen Homologie zu diesen
Lektinen, wurden die cbMLs hinsichtlich einer solchen Wirkung untersucht. Bei drei von
insgesamt fiinf getesteten Pilzarten erfolgte eine Inhibition des Wachstums durch die
chitinbindenden Mistellektine. Dabei resultierten ICso-Werte zwischen 3.5 und 20 pg/ml, d. h.
sie lagen im Bereich der Ergebnisse, die man fiir die antifungalen Aktivititen der
chitinbindenden Proteine aus Amaranthus caudatus (Ac-AMPs), Pharbitis nil L. (Pn-AMPs)
und Euonymus europaeus L. (Ee-CBP) erhielt [113, 116-117]. Saccharomyces cerevisiae
wurde von den cbMLs sogar um mehr als das doppelte starker inhibiert als von den Pn-AMPs.
Gegeniiber Hevein haben die cbMLs eine bis zu 300fach hohere antifungale Aktivitit [112].
Auch UDA [168] und SN-HLPf [138] zeigen eine schwichere Inhibition gegeniiber Pilzen.
Exakte Vergleiche zwischen den verschiedenen chitinbindenden Proteine hinsichtlich ihrer
antifungalen Wirkung sind jedoch nicht immer moglich, da die Analysen mit z. T.
unterschiedlichen Pilzarten gemacht wurden, auch wenn die meisten getesteten Organismen
chitinhaltige Zellwidnde haben. Auflerdem konnen Unterschiede sowohl bei den
Versuchsdurchfithrungen, als auch bei den Isolierungsverfahren fiir diese Effekte
verantwortlich sein. Obwohl Candida sake und Tremella foliacea Chitin enthalten, fand man
unter den getesteten cbML-Konzentrationen keine Wachstumsinhibition. Um jedoch
endgiiltige Aussagen hinsichtlich einer antifungalen Wirkung gegeniiber diesen Pilze machen
zu konnen, miisste man weitere Tests durchfiihren, bei denen die Lektinkonzentrationen noch
hoher liegen. Die spezifischen Aktivitdten sowohl der A4c-AMPs, der Pn-AMPs als auch von
Ee-CBP werden durch Kationen inhibiert [113, 116-117]. Eine CaCl,-Konzentration von nur
1 mM im Medium bewirkte schon eine 5-6fach geringere antifungale Aktivitit, wihrend der
antagonistische Effekt bei Kaliumionen schwécher ausgeprigt ist. In diesem Fall erhohte KCl
erst bei einer Konzentration von 50 mM die ICsp-Werte auf das Dreifache [113]. Im
modifizierten Moser B-Medium liegt die CaCl,-Konzentration bei ca. 0.6 mM und der Gehalt
an Kaliumionen betrdgt ungefahr 4.2 mM, d. h. die Verringerung der Ionenkonzentration
konnte die Aktivitdt der coML-Proteine erhohen, vorausgesetzt die Aktivitdt der Mistellektine
wird ebenfalls durch Kationen inhibiert, was noch zu untersuchen bleibt. Die antifungalen

Aktivitdten der Ac-AMPs, der Pn-AMPs und des Ee-CBP werden nach einer zehnminiitigen
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Hitzebehandlung bei 100°C zerstort [113, 116-117], wéihrend bei Hevein die maximale
Temperatur bei nur 90°C liegen darf, ohne dass es zu einem Aktivititsverlust kommt [112].
Wie bereits erwdhnt, ist die hohe Hitzebestindigkeit auf die vielen konservierten
Disulfidbriicken der relativ kleinen Proteine zuriickzufiihren. Diese sind iiberhaupt
Vorraussetzung fiir die antifungale Wirkung der Proteine: Pn-AMPs und Ac-AMPs verlieren
thre Aktivitdit nach Behandlung mit reduzierenden Reagenzien [113, 116]. Geringe
Unterschiede findet man hingegen in der pH-Bestindigkeit der chitinbindenden Lektine.
Wihrend die Proteine aus Pharbitis nil L. ihre antifungale Wirkung verlieren, nachdem sie
einem pH von 2 ausgesetzt worden waren [116], hatte der geringe pH-Wert keine Auswirkung
auf die Aktivitdt der 4c-AMPs [113]. Ee-CBP ist zwischen pH 2 und pH 11 stabil [117], und
fiir das chitinbindende Lektin der Mistel wird eine pH-Stabilitét von 1-12 angegeben [47]. Fiir
die Bestimmung der Wiederfindungsrate der cbML-Proteine nach deren Mikroreinigung aus
Abnobaviscum®-Extrakten wurde diesen zuvor eine genau definierte Menge cbML-Standard
zugesetzt (vgl. Abschnitt 2.2.14.5). Obwohl dieser bei hoher TFA-Konzentration HPLC-
gereinigt, d. h. einem pH von 2.4 ausgesetzt wurde, erhilt man Wiederfindungsraten, die
zwischen 90 und 100% liegen (vgl. Abschnitt 3.3). Daraus ldsst sich folgern, dass der niedrige
pH-Wert die Bindungsaffinitit der chitinbindenden Mistellektine zu Chitin wenn {iberhaupt,
dann nur geringfiigig beeinflusste. Da aber keine genaueren Daten {iber die pH-Stabilitét
vorliegen, weder von VisalbCBA noch von den cbMLs, wurde fiir die Bestimmung der
antifungalen Aktivitit cbML-Lyophilisat, das bei niedriger TFA-Konzentration HPLC-
gereinigt worden war (Abschnitt 2.2.4.2), eingesetzt, d. h. es lag ein Isoformengemisch vor,
das aus ca. 1-2 % cbMLI1, 14-20 % cbML2 und 80-84 % cbML3 bestand. Die
chitinbindenden Mistellektine werden bei dieser Reinigungsmethode einem pH von ca. 3.2
ausgesetzt. Aufgrund der vernachlissigbaren Sequenzunterschiede von cbML1, cbML2 und
cbML3 sollte kein Unterschied der cbML-Isoformen hinsichtlich ihrer Bioaktivititen zu
erwarten sein. Andererseits zeigten die beiden Peptide aus Pharbitis nil L. deutliche
Unterschiede in ihren 1Cso-Werten, obwohl Pn-AMP1, verglichen mit Pn-AMP2, nur einen
zusitzlichen Serinrest am C-Terminus hat bei ansonsten identischer Sequenzfolge [116]. Bei
den Peptiden aus Amaranthus caudatus findet man wiederum dhnlich ausgeprigte antifungale
Wirkungen. Ac-AMP1 und Ac-AMP2 unterscheiden sich nur um einen zusédtzlichen
Argininrest am C-Terminus [113]. Ob nun der zusétzliche Leucinrest, der die drei cbML-
Isoformen voneinander unterscheidet, einen EinfluB auf die Stirke der antifungalen

Aktivitdten der einzelnen Proteine hat, bleibt ebenfalls zu untersuchen.
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Antifungale Pflanzenproteine haben unterschiedliche Wirkungsweisen. Die meisten
chitinbindenden Proteine mit fehlender Enzymaktivitdt, wie z. B. das Hevein, treten mit den
Zellwianden der Pilzhyphen in Wechselwirkung, indem sie z. B. an neu entstandene
Chitinketten binden bzw. diese vernetzen und so die Organismen am Wachstum hindern
[112]. Thionine - kleine stark basische Proteine mit zahlreichen Cysteinresten - wiederum
fiihren zur Permeabilisierung von Zellmembranen, was zum Austritt von Zellplasma und
schlieBlich dem Tod der Organismen fiihrt [169]. Eine derartige Wirkung zeigen auch die Pn-
AMPs, obwohl sie eigentlich der Gruppe der antifungalen Lektine mit Hevein-dhnlicher
Doméne ohne enzymatischer Aktivitit zuzuordnen sind [116]. Wahrscheinlich haben die
chitinbindenden Mistellektine eine dem Hevein vergleichbare Wirkung, die auf einer
Behinderung des Zellwachstums durch physikalische Wechselwirkungen mit den Pilzhyphen
beruht, obwohl eine Zerstorung der Membranen, wie sie durch die Proteine aus Pharbitis nil
L. verursacht wird, nicht ausgeschlossen ist.

In vitro demonstrierten die cboML-Proteine ihre Eigenschaften als potente Inhibitoren auf das
Wachstum von Pilzen. In vivo besteht ihre mogliche Funktion in der Abwehr von
phytophatogenen fungalen Organismen.

Eine schwache Hamagglutinierung der bei niedriger TFA-Konzentration HPLC-gereinigten
cbML-Proteine findet man erst nach Sensibilisierung des Bluts mit Papain, obwohl eine
relative starke Aktivitdit beschriecben wurde [47]. Wahrscheinlich ist diese auf
Verunreinigungen durch die stark hidmagglutinierenden Mistellektine I, I und III in der
VisalbCBA-Faktion zuriickzufiihren. Unter den zu den cbMLs homologen Proteinen findet
man beim Hevein und dem Hevein-dhnlichen Fruchtprotein der Holunderbeere (SN-HLPf) im
Unterschied zu den Lektinen UDA und WGA, ebenfalls keine himagglutinierende Aktivitét
[112, 138]. Letztere enthalten mindestens zwei, Hevein und SN-HLPf nur jeweils eine
Zuckerbindestellen pro Molekiil. Bei der Himagglutinierung von Erythrocyten kommt es zu
deren Vernetzung, indem die Lektine an die kohlenhydrathaltigen Oberflichenantigene
binden. Dazu sind mindestens zwei Kohlenhydratbindestellen erforderlich. Diese
Vorraussetzung erflillen auch die chitinbindenden Mistellektine mit jeweils einer
Zuckerbindestelle pro Monomer. Trotzdem hdmagglutinieren sie erst in relativ hohen
Konzentrationen humanes Blut, das zuvor sensibilisiert werden mufl. Der Grund hierfiir liegt
wahrscheinlich in der geringen Spezifitit der cbMLs gegeniiber den endstindigen, leicht
zuginglichen Zuckern der Kohlenhydratstrukturen an den Erythrocytenoberfldchen [96].
Mistelextrakte stimulieren in Gegenwart von Glukose die Insulinausschiittung klonaler

Pankreaszellen vom Typ B [110]. Die Eigenschaft geht auch nach dem Erhitzen dieser
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Extrakte auf 95°C nicht verloren. Die Mistellektine I, II und III verlieren bei solchen
Temperaturen zum groBen Teil ihre biologischen Aktivititen, wihrend diese bei
chitinbindenden Lektinen mit Hevein-dhnlichen Doménen erhalten bleiben. Hier liegt ein
Ansatzpunkt fiir Untersuchungen hinsichtlich weiterer biologischer Aktivititen von cbML1,
cbML2 und cbML3 in Form einer Stimulation von insulinproduzierenden Zellen bei

diabetischen Patienten.
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5. Zusammenfassung

Mistelpraparate werden vor allem in der adjuvanten Onkologie eingesetzt, d. h. zusétzlich zu
Chemo- und Strahlentherapien. Aufgrund ihrer immunstimulierenden und schmerzlindernden
Wirkung verbessern die Extrakte das Allgemeinbefinden und damit die Lebensqualitdt der
Patienten. Zahlreiche Mistelkomponenten wurden bereits isoliert und charakterisiert.
Insbesondere den Mistellektinen aus der Familie der Typ II Ribosomen-inaktivierenden
Proteine (MLI, MLII und MLIII) gilt, aufgrund ihrer immunmodulatorischen und
cytotoxischen Eigenschaften, seit Jahrzehnten grof3es Interesse.

Vor wenigen Jahren wurde ein weiteres Lektin aus der Weillen Mistel (Viscum album L.)
isoliert, das zu den chitinbindenden Proteinen mit Hevein-dhnlichen Dominen homolog ist.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass es mindestens drei Isoformen der chitinbindenden
Mistellektine gibt: cbML1, cbML2 und cbML3. Deren Isolierung erfolgt mittels
Affinitdtschromatographie an Chitin und anschlieBender Umkehrphasenhochleistungs-
fliissigchromatographie (RP HPLC), wobei die drei Isoformen am Ende in hochreiner Form
getrennt voneinander vorliegen. Die Bestimmung der Primérstruktur der cbML-Proteine
erfolgte mittels N-terminaler schrittweiser Sequenzierung nach Edman in Kombination mit
MALDI MS-Analysen. Die Lektine bestehen aus jeweils zwei Polypeptidketten von 48 bzw.
49 Aminosédureresten, die iiber eine intermolekulare Disulfidbriicke miteinander verkniipft
sind. Die Sequenzen der Monomere sind bis zur 48. Aminosédure identisch und enthalten
jeweils neun Cystein- und sechs Glycinreste und auflerdem vier intramolekulare
Disulfidbriicken. Der zusétzliche Aminosdurerest an Position 49 der ldngeren
Polypeptidketten ist ein Leucinrest. CbML1 besteht aus zwei verkiirzten Ketten, wihrend
cbML3 aus zwei Monomeren von je 49 Aminosduren aufgebaut ist. CbML2 enthélt eine
verkiirzte und eine vollstindige Polypeptidkette. Die chitinbindenden Proteine zeigen eine
55%ige Sequenzhomologie zu dem Latexprotein Hevein aus Hevea brasiliensis, das aus einer
Proteinkette mit 43 Aminosédureresten aufgebaut ist. Auf der Grundlage von NMR- und
Rontgenstrukturdaten von Hevein wurde ein dreidimensionales Modell eines cbML3-
Monomers erstellt, wobei die Austausche von 26 Aminosédureresten wenig Auswirkung auf
die Faltung der Kette hat. Die hochaffine Zuckerbindungsstelle ist stark konserviert.
Unterschiede findet man in der Schleifenregion und in dem Bereich, der fiir die Dimerbildung
der cboML-Proteine verantwortlich ist.

Einige pharmazeutische Mistelprdparate enthalten, in Abhédngigkeit von der Art ihrer

Herstellung, chitinbindende Mistellektine im Nano- bis Mikrogrammbereich. Es wurde nun
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eine Methode etabliert, mit der kleine Mengen cbMLs aus Mistellextrakten durch
Mikroaffinitdtschromatographie im ,,Batch““-Verfahren isoliert und anschlieBend mittels RP
HPLC quantifiziert werden konnen. Gemi3 den ICH-Richtlinien wurde eine Validierung
dieses Verfahrens durchgefiihrt, und es wurde gezeigt, dass Spezifitit, Robustheit und
Prézision gewéhrleistet sind. Die Linearitit dieser Analysenmethode liegt im Bereich von 0.6
bis 4.1 ng/ml cbML—-Gehalt in den Extrakten, dabei betrdgt die Wiederfindungsrate zwischen
94 und 100%. Aufgrund der Ergebnisse zur Spezifitit, Prizision und Wiederfindung ist die
Richtigkeit der Methode ebenfalls gewihrleistet. Was den Arbeitsbereich der
Analysenmethode betrifft, so kdnnen minimal 1.2 pg und maximal 8.2 pg cbMLs mit dem
Affinitdtsmaterial ~ (gereinigtes  Chitin) inkubiert werden. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen liegen bei 0.13 bzw. 0.46 pg/ml cbMLs. Die Durchfiihrung der
Validierung erfolgte mit drei verschiedenen Sorten von Mistelprdparaten (Betulae, Pini und
Fraxini, jeweils Verdiinnungsstufe 2) der Abnoba Heilmitte]l GmbH.

Mistelextrakte haben in vitro und in vivo immunmodulatorische Eigenschaften, die vor allem
auf die Mistellektine I, II und III, aber auch auf die Viscotoxine und Polysaccharide
zuriickgefiihrt werden. Untersuchungen hinsichtlich einer Wirkung der chitinbindenden
Mistellektine auf die Aktivitit von B-Zellen zeigten, dass diese anti-cbML-Antikorper
produzieren. Seren von Tumorpatienten, die iiber mehrere Wochen mit Mistelextrakten
behandelt wurden, wurden vor und wihrend der Therapie hinsichtlich ihrer Antikérper (AK)
gegen cbML3, MLI und MLIII mittels ELISA untersucht. Von den getesteten Patienten hatten
31% bereits vor Beginn der Mistelbehandlung anti-cbML3-Antikérper vom IgG-Typ,
wihrend nur 15 bzw. 4% anti-MLI- und -MLIII-Antikorper aufwiesen. Von den anti-cbML3-
negativ-Patienten entwickelten 54% Antikorper gegen das chitinbindende Mistellektin im
Verlauf der Therapie, wobei der Antikorpertiter signifikant anstieg. Am Ende der 31.
Behandlungswoche wurden bei 100 bzw. 86% der Tumorerkrankten anti-MLI- und —MLIII-
Antikorper detektiert. Die chitinbindenden Mistellektine induzieren damit anti-cbML-
Antikorper vom IgG-Typ, jedoch mit geringerer Antigenitit als die Typ II Ribosomen-
inaktivierenden Proteine der Mistel.

Die Tatsache, dass bereits ein Drittel der Tumorpatienten anti-cbML3-Antikérper vor
jeglichem Kontakt mit Mistelextrakten hatte, weist auf die Existenz einer ,natlirlichen
Immunitét“ hin. Die Antikdrper konnten auch durch kreuzreagierende Substanzen, die
ubiquitdr vorkommen, z. B. Hevein, induziert worden sein.

Die Induktion von IgE-Antikorpern erfolgte im Fall von cbML3 bei nur einem, im Fall von

MLI und MLIII bei 7 bzw. 4 von 26 Patienten.
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Viele chitinbindende Proteine mit Hevein-dhnlichen Dominen haben antifungale
Eigenschaften. Um eine vergleichbare Aktivitit der cbML-Proteine zu iiberpriifen, wurden
diese in verschiedenen Konzentrationen mit fiinf chitinhaltigen Pilzarten inkubiert. Bei
Tremella foliacea und Candida sake erfolgte keine Wachstumsinhibition unter den getesteten
cbML-Konzentrationen von maximal 150 bzw. 300 pug/ml, wihrend bei den anderen drei
Pilzarten eine deutliche antifungale Wirkung der chitinbindenden Mistellektine zu erkennen
war. Die ICsp-Werte von 3.5 pg/ml bei Saccharomyces cerevisiae (Sc), 14 pg/ml bei
Microstroma juglandis (Mj) und 20 pg/ml bei Debaryomyces hanessii (Dh) liegen im Bereich
jener, die fiir die antifungalen Proteine aus Amaranthus caudatus (Ac-AMPs), Pharbitis nil L.

(Pn-AMPs) und Euonymus europaeus L. (Ee-CBP) erhalten wurden.
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