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Die tumorzellspezifische zytotoxische und mit Vis-
cum album L. synergistische Wirkung einer wassrig-
fermentierten Taraxacum-officinale-L.-Zubereitung
m Zusammenfassung

Einleitung: Kurative und palliative Anwendungen von Mistel-
extrakten gehoren in der komplementaren onkologischen
Medizin zu den haufigsten Behandlungsverfahren. Auch fiir
Lowenzahnextrakte konnten bereits antineoplastische Effekte
auf Tumorzelllinien der Erwachsenenonkologie beschrieben
werden. Firr Kinderkrebszelllinien liegen hingegen bislang keine
Daten vor. Des Weiteren sind therapeutische Kombinations-
effekte von Mistel- und Léwenzahnzubereitungen noch unzu-
reichend untersucht.

Methoden: Zytotoxische Effekte einer Taraxacum-officinale-
Zubereitung (WALA) und der Mistelpraparate Iscucin® Tiliae
und Iscucin® Pini (WALA) wurden anhand von Zellviabilitats-
Assays an 18 padiatrischen und 14 adulten Tumorzelllinien
untersucht. Zudem wurden die Auswirkungen auf die Zellpro-
liferation, Zellzyklusverteilung, Apoptoseinduktion, mitochon-
driale Integritat sowie auf die Tumorzellmigration von aus-
erwahlten Neuroblastom- und Ovarialkarzinomzelllinien
ermittelt. AuBerdem wurden Kombinationseffekte einer
Behandlung aus Mistel- und Léwenzahnextrakt analysiert.
Ergebnisse: Die Viabilitat aller getesteten Tumorzellen wurde
sowohl durch die Lowenzahnzubereitung als auch durch die
beiden Mistelpraparate dosisabhangig verringert. Fiir Neuro-
blastom- und Ovarialkarzinomzellen konnte eine Apoptosein-
duktion, eine Abnahme der mitochondrialen Integritat sowie
eine Abschwachung der Tumorzellmigration beobachtet wer-
den. Kombinationen aus Mistel- und Léwenzahnzubereitungen
zeigten liberwiegend synergistische Effekte.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse liefern erste praklinische
Daten fiir tumorzellspezifische zytotoxische und antimetasta-
tische Effekte einer wassrig-fermentierten Lowenzahnzuberei-
tung fiir ein breites Spektrum von padiatrischen und adulten
Tumorzelllinien. Misteltherapien kdnnen durch die Gabe von
Lowenzahnextrakt unterstiitzt werden.

m Schliisselworter

Lowenzahn, Mistel, Padiatrie, Neuroblastom, Ovarialkarzinom,
Zellviabilitat, Zellproliferation, Zellmigration, Synergistische
Wirkung, Apoptose

The tumor cell-specific cytotoxic and in combina-
tion with Viscum album L. extract synergistic effects
of an aqueous-fermented Taraxacum officinale L.
preparation

m Abstract

Introduction: Applications of mistletoe are among the most
common treatment methods in complementary oncological
medicine. Antineoplastic effects on adult tumor cell lines have
also been reported for dandelion preparations. However, no data
are yet available for pediatric cancer, or combinational effects of
mistletoe and dandelion therapies.

Methods: Cell viability upon treatment with Taraxacum officinale
preparation (WALA) and mistletoe preparations Iscucin® Tiliae
and Iscucin® Pini (WALA) were investigated on 18 pediatric and
14 adult tumor cell lines. Effects on proliferation, cell cycle distri-
bution, apoptosis induction, mitochondrial integrity and migra-
tion of selected neuroblastoma and ovarian cancer cell lines and
combinational effects of mistletoe and dandelion extract were
analyzed.

Results: Cell viability of all tumor cell lines was dose-dependently
reduced by the dandelion preparation as well as by the two
mistletoe preparations. For neuroblastoma and ovarian carcino-
ma cells, apoptosis induction, mitochondrial integrity decrease
and attenuation of migration was observed. Combinations

of mistletoe and dandelion showed predominantly synergistic
effects.

Conclusion: The results provide first preclinical data for tumor
cell-specific cytotoxic and anti-metastatic effects of dandelion
preparations for a broad panel of pediatric and adult tumor cell
lines. Combination of preparations from mistletoe and dandelion
therapies showed supportive effects of the latter on mistletoe
applications.

m Keywords

Dandelion, Mistletoe, Pediatric care, Neuroblastoma,

Ovarian cancer, Cell viability, Cell proliferation, Cell migration,
Synergistic effect, Apoptosis
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1. Einleitung

ei Kindern und Jugendlichen macht Krebs zwar

insgesamt nur 1 % aller humanen Erkrankungen

aus, ist jedoch die haufigste todliche Erkrankung
und die zweithdufigste Todesursache bei europaischen
Kindern nach dem ersten Lebensjahr. In Europa wird
jahrlich bei1s.ooo Kindern und Jugendlichen eine Krebs-
erkrankung diagnostiziert. Die haufigsten Krebsarten
dieser Altersgruppe sind Leukdamien (34 %), Tumore des
zentralen Nervensystems (20 %) und Lymphome (13 %)
(1, S. 333-336). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt bei
Hochrisikopatienten des Neuroblastoms lediglich 30—
40 % (2,5.1014-1019). Bei Patienten im Erwachsenenalter
gehort das Ovarialkarzinom zu den aggressivsten gyna-
kologischen Tumoren. Trotz einer sich immer weiterent-
wickelnden, umfangreichen multimodalen Therapie-
strategie stagniert das 5-Jahres-Uberleben (46 %) in
den letzten Jahren (3). Immer mehr Patienten greifen
auf komplementarmedizinische Behandlungen zurick,
auch um die Nebenwirkungen der konventionellen Be-
handlung zu reduzieren.Hierbei zahlen Mistelpraparate
zuden am haufigsten verwendeten pflanzlichen Arznei-
mitteln (4,S.671f), (5,5.2233-2240). Die Effekte von Kom-
binationstherapien mit Zubereitungen aus Lowenzahn
(6) sind unzureichend untersucht, obgleich diese an
Tumorzelllinien der Erwachsenenonkologie bereits viel-
versprechende zytotoxische Effekte zeigen konnten (7,
S. 1149-1157), (8, S. 1085-1090), (9, S. 1039-1047), (10,
S. 387-396), (11, S. 73080-73100), (12, S. 1010-1017), (13).
Vergleichende Kenntnisse mit Kinderkrebszelllinien
liegen bis dato nicht vor.

1.1 Léwenzahn (Taraxacum officinale L.)

Der Lowenzahn (Abb. 1A) ist eine Pflanze aus der Fa-
milie der Korbbliitler (Asteraceae) und kommt in allen
Zonen mit gemaRigtem Klima vor. Die Pflanze besitzt
eine milchsaftreiche, spindelférmige Pfahlwurzel und
tragt schrotsageférmige Blatter, die in einer grundstén-
digen Rosette angeordnet sind. Die Stangel enthalten
ebenfalls Milchsaft, tragen keine Blatter und sind innen
hohl. Der leuchtend gelbe Blitenstand besteht aus
Zungenbliten. Die spindelférmige Frucht besitzt einen
schirmformigen Pappus, der eine Verteilung der Samen
mit dem Wind erméglicht und auf den der volkstimliche
Name Pusteblume zurlickzufiihren ist. In der Phyto-
therapie wird der Lowenzahn als mild wirkendes Chole-
kinetikum und Diuretikum sowie als appetitanregendes
Bittermittel eingesetzt. Ferner kommt er als Adjuvans
bei Hepatopathien und Cholezystopathien zum Einsatz
(14). In der klassischen Homoopathie erwahnte Hahne-
mann die Pflanze vor allem in seiner vorhomdopathi-
schen Zeit. Klinische Anwendungsgebiete sind: Diabe-
tes, Gallenanfall, Gallensteine, Ikterus, Malaria, Nacht-
schweil3, Schwache, Typhus, Hepatitis, Cholezystitis, Cho-
langitis und Pfortaderstauung (15, S. 313—-323). Léwen-
zahn wird auch in der traditionellen chinesischen Medi-
zin (TCM) eingesetzt. Auf Chinesisch heif3t er Pu Gong
Yin,ist bitter, kiihlend und hat eine ausgepragte Wirkung
auf Leber und Magen. In der Anthroposophischen Medi-

zin wird der Lowenzahn vor allem in Bittermitteln ver-
wendet, z. B. in Amara-Tropfen (Weleda) oder Gentiana
Magen Globuli velati (WALA), zur Entgiftung in Aquili-
num comp. (WALA) oder bei Leberfunktionsstérungen
Taraxacum Stanno cultum (Weleda). Die Anwendung in
der Onkologie als Taraxacum e planta tota D3 (WALA) er-
gibt sich aus der Beobachtung eines liberbordenden
Warmedthers der Pflanze und der daraus resultierenden
Wirkung auf Geschwulstbildungen, welche sich durch
die Behandlung zuriickbilden (16,S.566-571). Es wurden
mehrere Falle mit erfolgreicher Stabilisierung der Er-
krankung von Patientinnen mit Ovarialkarzinom und
Pankreaskarzinom mit Taraxacum e planta tota D3 be-
richtet (17,S. 710-712).

Der Lowenzahn enthalt Substanzen, die bislang in
anderen Pflanzen noch nicht beschrieben wurden. So
enthalt er das Germacranolid Taraxinsaure-p-D-gluco-
pyranosid und das 11,13-Dihydroderivat 11,13 Dihydrota-
raxinsaure-fB-D-glucopyranosid sowie die Eudesmano-
lide Tetrahydroridentin B und Taraxacolid-B-D-gluco-
pyranosid.AuRerdem wurde das y-Butyrolactonglucosid
Taraxacosid gefunden. Des Weiteren enthdlt Lowen-
zahn die weniger spezifischen Triterpene Taraxasterol,
W-Taraxasterol und Sterole sowie phenolische Verbin-
dungen, wobei zusatzlich ein hoher Kaliumgehalt des
Krautes von etwa 5 % auffallt (18, S. 792f.).

1.2 Mistel (Viscum album L.)

In der Volksmedizin wurde die Mistel (Abb. 1B) insbe-
sondere bei Herzleiden verwendet, z. B.bei Hypertrophie,
zur Normalisierung des Blutdrucks und bei Arterioskle-
rose, aber auch bei Schwindel, Hysterie, Epilepsie und
Amenorrhd (19, S.1-26). Die Anregung, die Mistel in der
Krebstherapie zu verwenden, geht auf Rudolf Steiner
(1861-1925) im Jahre 1920 zurlick (20, S. 248f.). Die euro-
paische Mistel ist eine halbparasitarin Kugelform wach-
sende Pflanze. lhre Aste verzweigen sich gabelig und die
Blatter erscheinen paarig. Die unscheinbaren, griinlich-
gelben Bliiten der Mistel sind in den Monaten Februar
und Marz zu sehen. Nach der Bestaubung durch Insek-
tenund anschlieBender Befruchtung entstehenim Spat-
herbst bzw. Frithwinter weile Beerenfriichte, die gerne
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Abb. 1

(A) Léwenzahn
(Taraxacum offi-
cinale L.) und

(B) Mistel (Viscum
album L.). (QWALA
Heilmittel GmbH)
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von Vogeln (Misteldrossel, Monchsgrasmiicke) gefres-
sen und die Samen so verbreitet werden.

Mistellektine und Viscotoxine gehoren zu den Haupt-
bestandteilen der Mistel und ihre Gehalte sind abhangig
vom Wirtsbaum, dem Erntezeitpunkt, dem jeweiligen
Pflanzenteil und der Bodenbeschaffenheit (21, S. 44-55).
Weitere typische Inhaltsstoffe sind Zuckeralkohole, Nu-
kleoside sowie verschiedene phenolische Verbindungen,
v. a. Syringin und Syringenin-4’-O-apiosylglucosid, Kaf-
feesdurederivate und Lignane (22, S. 67-76), (23, S. 77—
85), (24, S. 87-96). Etwa ein Drittel der in der Mistel ent-
haltenen Kohlenhydrate und Aminosduren stammen
vom Wirtsbaum (25, S.123-128).

2. Material und Methoden
2.1 Praparate

2.1.1 Wassrig-fermentierte Taraxacum-officinale-
Zubereitung (WALA)

Taraxacum e planta tota ferm (im Weiteren Taraxa-
cum genannt) wird nach HAB Vs 34c hergestellt (26).
Hierzu werden zur Blltezeit ober- und unterirdische
Teile von Taraxacum officinale L. (Abb. 1A) geerntet, mit
Molke, Lactose-Monohydrat und gereinigtem Wasser
angesetzt und nach 3,5 Tagen abgepresst. Die resultie-
rende flissige Phase wird mit einem definierten Anteil
des veraschten Pressriickstands versetzt. Nach 7 Tagen
wird der Ansatz bis zur Klarfiltration bei 15 °C fiir mind.
6 Monate gelagert.

Die Migrations- und Zellzyklusuntersuchungen so-
wie die Untersuchung auf vitale Mitochondrien wurden
mit 10 mg/ml und 100 mg/ml Taraxacum durchgefiihrt.
In der Echtzeit-Proliferations-Analyse mit dem xCELLi-
gence System und bei den Kombinationsversuchen wur-
den fiinf Konzentrationen (0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/
ml,100 mg/ml, 200 mg/ml) eingesetzt.

2.1.2 Wassrige Viscum-album-Zubereitungen (WALA)

Iscucin® Tiliae und Iscucin® Pini werden nach HAB
Vs 38 hergestellt (26). Zur Herstellung der Iscucin®-Pra-
parate wird die ganze Mistelpflanze (Abb.1B) zusammen
mit einem kleinen Anteil (15 %) der lektinreichen ,Sen-
ker“, bei der Wintermistel auch mit den reifen Beeren,
gesammelt, gereinigt, lyophilisiert, zerkleinert und ge-
trennt nach Sommer- und Winterernte in einem wassri-
gen Kaltauszug verarbeitet und extrahiert. Danach er-
folgt eine Vermischung von Sommer- und Wintersaft
(im Mischverhaltnis 1:1) nach einem speziellen, von Karl
Koller (1896-1975) entwickelten Verfahren. Dabei befin-
det sich der Wintersaft in einer rotierenden Schale,
sodass ein saugender Wirbeltrichter entsteht, in den der
Sommersaft hineingetropft wird. Eine Potenzierung
der Zubereitung wird schlieBlich im Verhaltnis 1: 20 vor-
genommen, sodass die Potenzstarken H (5,0 mg/ml),
G (2,5 mg/ml), F (0,13 mg/ml), E (6,25 pg/ml), D (0,31 ug/
ml) und C (15,6 ng/ml) entstehen.

Firlscucin®Tiliae (im Folgenden Tiliae genannt) wird
die lektinreiche Lindenmistel verarbeitet und fiir Iscu-
cin® Pini (im Folgenden Pini genannt) wird die lektin-

arme Kiefernmistel, die zudem kaum bzw. keine Visco-
toxine enthalt, verwendet.

2.2 Testsysteme

Effekte aufdas Zellwachstumsverhalten wurden mit-
tels einem Zellviabilitat-Assay [3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)] (27,5.55-63)
und einem Echtzeit-Proliferations-Assay (xCELLigence,
Roche Applied Science) untersucht. Um Einfliisse auf das
Metastasierungsverhalten zu erfassen, wurde die Mi-
gration mittels Scratch-Assay (28, S.329-333) analysiert.
Auswirkungen auf den Zellzyklus wurden durchfluss-
zytometrisch nach Propidiumiodid-Farbung ermittelt
(29,5.271-279). Eine mogliche Schadigung der Mitochon-
drien wurde durch die Farbung mit dem Fluoreszenz-
farbstoff MitoTracker® Deep Red am Durchflusszytome-
ter (FACS-Analyse) gemessen. Des Weiteren wurde eine
Kombinationsbehandlung mit verschiedenen Verdiin-
nungen aus Taraxacum e planta tota ferm 34c und zwei
Mistelpraparaten (Iscucin® Tiliae, Iscucin® Pini) mithilfe
des MTT-Assays durchgefiihrt.

2.3 Zelllinien

Das padiatrische Zelllinien-Panel deckte acht unter-
schiedliche Tumorentitaten (akute myeloische Leukamie
(AML), Rhabdomyosarkom, Burkitt-Lymphom, Neuro-
blastom, Medulloblastom, Osteosarkom, Ewing-Sarkom
und Rhabdoidtumor) ab und umfasste insgesamt 18 Zell-
linien. Das adulte Zelllinien-Panel bestand aus 14 Zell-
linien aus neun verschiedenen Tumorentitaten (Mamma-,
Harnblasen-, Lungen-, Pankreas-, Leber-, Kolonkarzinom
sowie gynakologische Tumore) (Tab. 1). Jeweils zwei Zell-
linien wurden fir die weiteren Untersuchungen (xCEL-
Ligence, Scratch-Assay, Boyden-Chamber-Assay, Zell-
zyklusanalyse, FACS-Analyse, Kombinationsanalysen)
ausgewahlt: SH-SYsY und Kelly als Vertreter fur das
padiatrische Neuroblastom und NIH:OVCAR-3 und
SKOV-3 als Vertreter fiir das Ovarialkarzinom.Um tumor-
spezifische zytotoxische Effekte zu untersuchen,wurden
humane Fibroblasten (NHDF-C) verwendet.

2.4 Statistische Analyse

Eine Uberpriifung der erhaltenen Resultate auf sig-
nifikante Unterschiede erfolgte mithilfe der Software
GraphPad Prism Version 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) mittels Student’s t-test. Signifikante Un-
terschiede sind in den grafischen Darstellungen folgen-
dermaRen gekennzeichnet:***p < 0,001;**p = 0,001-0,3;
*p =0,01-0,05.

Um kombinatorische Effekte auf die Zellviabilitat
zwischen Mistelextrakten und der Lowenzahnzuberei-
tung zu charakterisieren und zu beurteilen, wurden Zell-
viabilitatsdaten mithilfe der Software CompuSyn (Com-
puSyn Inc.,Paramus,NJ,USA) nach Chou et al. (30,S. 621
681), (31, 5. 440-446) ausgewertet. Die Software berech-
net dabei einen sog. Kombinationsindex (Cl), der Aus-
kunft darlber gibt, ob die gegebene Wirkstoffkombina-
tion additive (CI =1), synergistische (Cl < 1) oder antago-
nistische (Cl » 1) Effekte auf die Zellviabilitat hat.
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Tab.1: Mittlere inhibitorische Konzentrationen (IC5o) der wassrig-fermentierten Lowenzahnzubereitung Taraxacum e planta
tota ferm 34c fiir das getestete Tumorzelllinienpanel und die humane Fibroblastenzelllinie (NHDF-C; grau hinterlegt).
Die fiir die weiteren Analysen verwendeten Zelllinien sind kursiv geschrieben. Die Werte wurden mittels MTT-Zellviabilitats-

Assay 72 h nach Behandlung bestimmt.
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Padiatrische Zelllinien Adulte Zelllinien
Tumorentitat Zelllinie 1C50 Tumorentitat Zelllinie 1Cso
[mg/ml] [mg/ml]
Burkitt-Lymphom RAMOS 12 Ovarialkarzinom NIH:OVCAR-3 12
AML MV-11 17 Zervixkarzinom Hela 40
Burkitt-Lymphom NAMALWA 20 Mammakarzinom SK-BR-3 73
Burkitt-Lymphom RAJI 52 Mammakarzinom MDA-MB-231 99
Ewing-Sarkom TC-71 56 Mammakarzinom MCF-7 101
Neuroblastom Kelly 75 Pankreaskarzinom PANC-1 105
Neuroblastom SH-SY5Y 75 Endometriumkarzinom AN3-CA 109
Neuroblastom NB59 83 Ovarialkarzinom SKOV-3 113
Neuroblastom NLF 85 Endometriumkarzinom Ishikawa 114
Rhabdomyosarkom A-204 92 Hepatozellulares Karzinom | HUH-7 128
Ewing-Sarkom CADO-ES1 92 Humane Fibroblasten NDHF-C 128
Neuroblastom LAN-1 92 Kolonkarzinom SW620 136
Ewing-Sarkom RD-ES 98 Harnblasenkarzinom EJ28 146
Renaler Rhabdoidtumor | G-401 98 Harnblasenkarzinom RT112 157
Medullablastom Daoy 99 Lungenkarzinom A549 160
Medullablastom ONS-76 100
Neuroblastom SK-N-AS 101
Osteosarkom Saos-2 120
Humane Fibroblasten NHDF-C 128

3. Ergebnis
3.1 Padiatrische Tumorzelllinien

3.1.1 Taraxacum

Die Zellviabilitat aller getesteten padiatrischen Tu-
morzelllinien wurde durch Taraxacum dosisabhangig
reduziert. Im Vergleich dazu zeigten sich normale hu-
mane primare Fibroblasten weniger sensitiv: Die inhibi-
torische Konzentration von Taraxacum, bei welcher die
Zellviabilitdt um 5o % gehemmt wurde (IC50), betrug
bei den Tumorzellen durchschnittlich 76 mg/ml, bei den
normalen Fibroblasten hingegen 128 mg/ml, wobei die
Sensitivitat der Tumorzelllinien gegentber Taraxacum
sehrunterschiedlich ausfiel (Tab.1). Die antiproliferative,
dosisabhdngige Wirkung von Taraxacum konnte auch
in der xCELLigence Echtzeitbeobachtung der Neuro-
blastomzelllinien SH-SY5Y und Kelly bestatigt werden
(Abb. 2). Hierbei kam es nach Zugabe einer Dosis von
100 mg/ml Taraxacum zu einem sofortigen Abster-
ben bzw. einer Ablosung von der Wachstumsflache
deradhdrent wachsenden Tumorzellen. Allerdings schie-
nen niedrigere Extraktkonzentrationen (< 10 mg/ml)
schwach stimulierende Effekte aufzuweisen.Da das ver-
wendete System jedoch keine direkten Aussagen uber
die Vitalitat der Tumorzellen zuldsst, konnte der Anstieg
der Zellindex-Kurven auch auf eine starkere Adhasion
oder Spreitung am Boden der Mikrotiterplatten zuriick-
zufuhren sein. Da neben der Proliferation auch die
Migration der Tumorzellen eine aggressive Tumorpro-

gression kennzeichnet, wurden Versuche durchgefiihrt,
um Auswirkungen einer Behandlung mit Taraxacum auf
diesen Parameter zu untersuchen. Hier konnte ebenfalls
eine dosisabhangige Wirkung erzielt werden, bei der es
in beiden untersuchten Neuroblastomzelllinien durch
Behandlung mit 10 mg/mlTaraxacum nach 48 h zu einer
signifikanten Verzogerung der Wundheilungsrate im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen kam, was
auf eine Hemmung der Migration von Tumorzellen hin-
deutet (Abb. 3). So verblieben bei SH-SY5Y-Zellen 69 %
der zuvor freigekratzten Flachen in den Kontrollen un-
verschlossen, wahrend bei Zellen, die mit Taraxacum in
einer Konzentration von 10 mg/ml behandelt wurden,
eine Flache vom 76 % frei blieb. Nach einer Zeit von 48 h
zeigten Kelly-Zellen eine Wundflache von 64 % in den
Kontrollen und 67 % in den mit Taraxacum behandelten
Proben. In der Zellzyklusanalyse zeigte sich eine Erho-
hung der Apoptoserate nach Applikation einer Dosis von
100 mg/ml (Abb. 4). Auch kam es durch die Behandlung
zu einer mitochondrialen Schadigung, die bei beiden
Neuroblastomzelllinien beobachtet werden konnte
(Abb.5).

3.1.2 Iscucine®

Beide Iscucin®-Praparate zeigten eine zytotoxische
Wirkung auf das gesamte padiatrische Tumorzellpanel,
wobei das Lindenmistelpraparat (Tiliae) insgesamt wirk-
samer war. Der Mittelwert der IC50-Konzentrationen im
MTT-Assay lber alle Tumorzelllinien hinweg lag flr Pini
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stimulierende Effekte aufzuweisen.
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Abb. 2: Bei den padiatrischen Zelllinien kam es nach Zugabe einer Dosis von 200 mg/ml Taraxacum zu einer sofortigen Wachs-
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bei 0,38 mg/ml und fiir Tiliae bei 0,045 mg/ml. Die sensi-
tivsten Tumorarten fiir Pini waren Leukamien, Neuroblas-
tome sowie das Ewing-Sarkom. Medulloblastomzellen
und Osteosarkomzellen zeigten auf Tiliae eine gute
Ansprechrate. In der Echtzeitanalyse wurde eine dosisab-
hangige Wirkung beider Mistelpraparate auf die ausge-
wahlten Neuroblastomzelllinien Kelly und SH-SYsY nach-
gewiesen (Abb. 6, Abb. 7). Die Migration beider Zelllinien
waurde signifikant durch 6,25 pg/ml Pini (= Iscucin® Pini
Starke E) nach 48 h gehemmt (Abb. 3). Hier konnten bei
SH-SYs5Y-Zellen 69 % freie Wundflache in den Kontrollen
und 74 % in den behandelten Proben gemessen werden.
In Kelly-Zellen betrugen die offenen Flachen 62 % in den
Kontrollen und 69 % in mit Pini behandelten Zellen. Auch
bei Tiliae konnte eine dosisabhangige Migrationshem-
mung der Tumorzellen festgestellt werden (Abb. 3). Ins-
gesamt waren diese Effekte starker als bei Pini. So kam
es 48 h nach Behandlung zu einer hochsignifikanten Ver-
zbgerung des Wundverschlusses in beiden Neuroblas-
tomzelllinien. Die GroBe der Wunde betrug bei SH-SY5Y-
Zellen 66 % der urspriinglich freigekratzten Fliche in den
Kontrollen und 81% in den behandelten Proben. Bei Kelly-
Zellen waren in den unbehandelten Kontrollen 58 % der
Flachen frei,wahrend die Proben, die mit Tiliae behandelt
wurden, eine Wundgrole von 88 % aufwiesen.

3.1.3 Kombinationsuntersuchung
Die Kombination aus Taraxacum und den beiden Mis-
telpraparaten fiihrte bei beiden Neuroblastomzelllinien

insgesamt zu einer synergistischen Reduktion der Zell-
viabilitat (Tab. 2). Der errechnete Median-Wert der Kom-
binationsindices (Cl) aus allen Mischungsverhaltnissen
aus Taraxacum und Pini betrugen fiir Kelly 0,0395 und
bei SH-SY5Y 0,54. Fuir Taraxacum und Tiliae lagen sie fiir
Kelly bei 0,4 und fiir SH-SYsY bei o,5. Die Mittelwerte der
Cls der beiden Iscucine® (Tiliae: 0,45; Pini: 0,46) wiesen
also auch insgesamt auf eine synergistische Wirkung
(Cl < 1) von Taraxacum und den Iscucin®-Praparaten hin.
Die beobachteten synergistischen Wirkungen traten
vor allem bei einem hohen Anteil an Lowenzahnextrakt
(100 mg/ml und 200 mg/ml) auf.

3.2 Adulte Tumorzelllinien

3.2.1 Taraxacum

Taraxacum verringerte die Zellviabilitat der geteste-
ten adulten Tumorzelllinien dosisabhangig. Die IC50-
Werte lagen zwischen 12 mg/ml und 160 mg/ml. Es
zeigte sich, dass einige Zelllinien (Kolon-, Harnblasen-
und Lungenkarzinom) unempfindlicher gegeniiber der
Behandlung waren als die humanen Fibroblasten
(NHDF-C:1C50:128 mg/ml). Alle gynakologischen Tumor-
zelllinien zeigten im Durchschnitt eine IC5o von 83 mg/
ml, sodass diese sensitiver auf Taraxacum reagierten als
die Kontrollzelllinie (NHDF-C). Die zwei getesteten Ova-
rialkarzinomzelllinien sprachen unterschiedlich auf die
Behandlung mit Taraxacum an (Tab. 1). Die Ovarialkarzi-
nomzelllinie NIH:OVCAR-3 war am sensitivsten. In der
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Ovarialkarzinom

Abb. 3: Untersuchung auf antimetastatische Effekte von Taraxacum, Iscucin® Pini und Iscucin® Tiliae. Auswertung, grafische
Darstellung und Analyse signifikanter Veranderungen der Migration unter der Behandlung mit Taraxacum (n = 8).In allen ge-
testeten Zelllinien konnten 48 h nach Behandlung mit Taraxacum einer Konzentration von 10 mg/ml Migrationsverzégerun-
gen durch verlangsamten Verschluss der freigekratzten Fldchen im Scratch-Wundheilungs-Assay beobachtet werden. Bei den
Zelllinien SKOV-3, Kelly und SH-SY5Y waren diese signifikant. Auch durch Behandlung mit Iscucin® Pini kam es in beiden Neuro-
blastomzelllinien zu einer signifikanten Migrationsinhibition, welche bei Applikation von Iscucin® Tiliae hochsignifikant war.
Beim Scratch-Assay wird zum Zeitpunkt der Behandlung ein Kratzer in einen konfluent wachsenden Zellrasen gesetzt und

der Wundverschluss durch Migration von den Randern aus in die freien Flachen hinein beobachtet, alle 24 h dokumentiert

und mit dem Softwareprogramm ImageJ quantifiziert. Hierbei entspricht die jeweilige freie Fliche zum Zeitpunkt o h 100 %.
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xCELLigence Echtzeitbeobachtung flihrten 200 mg/ml
Taraxacum zu einer sofortigen Wachstumshemmung
(Abb. 2). Weiterfiihrende Untersuchungen zur migrati-
onshemmenden Wirkung zeigten eine Verzogerung des
Wundverschlusses im Scratch-Assay (Abb. 3). In unbe-
handelten SKOV-3 Zellen waren nach einer Beobach-
tungszeit von 48 h alle kiinstlichen Wunden verschlos-
sen. In den mit Taraxacum (10 mg/ml) behandelten Pro-
ben verblieben 11 % der Fldchen unverschlossen. Nach
dieser Zeit konnten in NIH:OVCAR-3 freie Wundflachen
von 27 % in Relation zu den urspriinglich freigekratzten
Bereichen in den Kontrollen und 41% in den behandelten
Proben gemessen werden (Abb. 3). Bei beiden Zelllinien
wurde eine dosisabhangige Erhohung der Apoptoserate
und eine Verringerung der mitochondrialen Integritat
festgestellt, jedoch waren die Apoptoseinduktion und
die Abnahme der mitochondrialen Integritat bei der Zell-
linie NIH:OVCAR-3 wesentlich eindeutiger, v.a. beim Ein-
satz von héheren Dosen von Taraxacum. Eine Dosis von
10 mg/ml Taraxacum erhohte den Anteil apoptotischer
Zellen (subG1-Phase) nach 24 h bei SKOV-3 um 2 % und
bei NIH:OVCAR-3 um 9 % (Abb. 4). Wahrenddessen hatte

eine Konzentration von 1o mg/ml Taraxacum keinen Ein-
fluss auf die mitochondriale Viabilitat bei beiden adul-
ten Zelllinien. Erst 100 mg/ml Taraxacum konnte die
Anzahl vitaler Mitochondrien in NIH:OVCAR-3-Zellen
deutlich und in SKOV-3-Zellen gering reduzieren (Abb.5).

3.2.2 Iscucine®

Der Mittelwert der IC5o-Konzentrationen aus dem
MTT-Assay uber das ganze adulte Zelllinienpanel hin-
weg betrug fiir Pini 0,301 mg/ml und fiir Tiliae 0,032 mg/
ml. Gynakologische Tumore sprachen sehr gut auf Tiliae
an. Die Zelllinie NIH:OVCAR-3 (IC50: 0,11 mg/ml) war im
Vergleich zu SKOV-3 (IC50: 0,85 mg/ml) empfanglicher
flir eine Behandlung mit Tiliae. Die Echtzeitanalyse er-
gab eine dosisabhangige Regression der Wachstums-
kurven unter Behandlung mit Tiliae. Die Resultate mit
Pini bei der Zelllinie SKOV-3 sind jedoch unklar (Abb. 6,
Abb. 7) und kénnten auf das aggressive Wachstum der
SKOV-3 zuriickzufiihren sein. Auch im Scratch-Wundhei-
lungstest konnte durch keine der beiden applizierten
Konzentrationen von Pini eine Migrationshemmung in-
duziert werden (Abb. 3). Bei der Zelllinie NIH:OVCAR-3
konnte nach 48 h eine Migrationshemmung durch Pini
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Signifikanz im Vergleich zu unbehandelten Zellen erreicht werd
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Abb. 4: Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse der Ovarialkarzinomzelllinien NIH:OVCAR-3 und SKOV-3 und der Neuro-
blastomzelllinien SH-SY5Y und Kelly unter Behandlung mit Taraxacum (10 mg/ml und 100 mg/ml) nach 24 h. Es kam bei beiden
Neuroblastomzelllinien zu einer signifikanten Verringerung der S-Phase unter Exposition mit 100 mg/ml Taraxacum. Eine In-
duktion von Apoptose, die durch eine Erhéhung des Anteils an Zellen in der subG1-Phase des DNA-Histogramms gekennzeich-
net ist, konnte in allen vier Zelllinien detektiert werden. Fiir die Zelllinien SKOV-3 und SH-SYsY konnte hierbei eine statistische
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Abb. 5: Durch selektive Vitalfluorochromierung mithilfe des Farbstoffs MitoTracker® Deep Red konnte der relative Anteil an
vitalen Mitochondrien 24 h nach Behandlung mit 10 mg/ml und 100 mg/ml Taraxacum im Vergleich zu unbehandelten

nien konnte nur eine leichte Abnahme der mitochondrialen

Integritat durch den Lowenzahnextrakt verzeichnet werden. In beiden Neuroblastomzelllinien konnte eine Konzentration
von 100 mg/ml Taraxacum jedoch den Anteil vitaler Mitochondrien signifikant reduzieren.
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einer Konzentration von 6,25 pg/ml (= Iscucin® Pini Star-
ke E) erzielt werden, die jedoch keine statistische Signi-
fikanz erreichte. Hier blieben nach dieser Zeit 33 % der
Flachen in den Kontrollen unverschlossen, wahrend in
den Pini behandelten Zellen eine offene Flache von 42 %
gemessen wurde. Durch eine Behandlung mit Tiliae der
Starke E (6,25 pg/ml) konnte in SKOV-3-Zellen nach 24 h
und 48 h Beobachtungszeit eine signifikante Migrati-
onshemmung verzeichnet werden (Abb. 3). Nach 48 h
waren in den Kontrollen 6 % der Flachen unverschlossen
und in den behandelten Proben 25 %. Bei NIH:OVCAR-3-
Zellen waren nach dieser Zeit 70 % offene Bereiche vor-
handen, wahrend die behandelten Zellen 76 % unver-
schlossene Wundbereiche zeigten.

3.2.3 Kombinationsuntersuchung

Bei der Kombinationsbehandlung mit den beiden
Mistelpraparaten stellte sich heraus, dass Kombinatio-
nen mit hohen Dosen von Taraxacum (200 mg/ml), die
einen starken Einfluss auf die Zellviabilitat hatten, zu
synergistischen proliferationsinhibierenden Effekten
flhrten (Tab. 3). Weiterhin wirkten insbesondere die Po-
tenzstarken F und G der Mistelpraparate synergistisch
in den Mischungsverhaltnissen mit Taraxacum.

4.Schlussfolgerung

Obwohl Lowenzahn schon seit vielen Jahren als Heil-
pflanze verwendet wird, wurde sie bis dato vergleichs-
weise wenig erforscht. Die bisherigen Forschungsresul-
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Abb. 6: Die Echtzeitzellanalyse zeigt bei Iscucin® Pini nur geringe Effekte auf die Ovarialkarzinomzelllinie NIH:OVCAR-3 und
are Ergebnisse auf SKOV-3. Die padiatrischen Neuroblastomzellen wurden dosisabhéngig in ihrer Proliferation durch
Iscucin® Pini gehemmt.
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Tab. 2: Eine Kombinationsbehandlung aus Lowenzahn (Taraxacum e planta tota ferm 34c) und den Mistelzubereitungen
(Iscucin® Tiliae, Iscucin® Pini) fiihrte insbesondere bei einem Anteil hoher Konzentrationen an Lowenzahnextrakt zu
synergistischen zellviabilitatsreduzierenden Effekten auf Neuroblastomzellen (grau hinterlegt).

Kombinationsindex (Cl)

Taraxacum [mg/ml] Iscucin® Pini/ Iscucin® Pini Iscucin® Pini Iscucin® Tiliae Iscucin® Tiliae
Iscucin® Tiliae

Kelly SH-SY5Y Kelly SH-SY5Y
10 Starke C 3805,73 8,00x108 1412,42 1,60x108
10 Starke D 1,80x1058 (AusreiBer) 1,80x108 154344,00 2,80x109
10 Starke E 80,39 3,71x105 0,27 0,89
10 Stérke F 0,12 47,57 0,33 0,26
10 Starke G 2,87 9,43%x105 10,72 9,70
100 Starke C 0,46 0,25 0,41 0,18
100 Starke D 0,53 0,25 0,32 0,18
100 Starke E 0,33 0,27 0,12 0,25
100 Starke F 0,18 0,34 0,40 0,50
100 Starke G 1,75 1,86 5,85 6,97
200 Starke C 0,21 0,46 0,19 033
200 Starke D 0,22 0,46 0,19 0,33
200 Starke E 0,23 0,46 0,20 0,34
200 Starke F 0,32 0,54 0,41 0,65
200 Starke G 3,15 2,45 8,82 11,44

Median: 0,395 0,54 0,4 0,5

tate und explorativen klinischen Erfahrungen weisen
auch aufeine Wirkung bei onkologischen Erkrankungen
bzw.Tumorzellen hin. Die bisher publizierten Daten, wel-
che liber antitumorale Wirkungen von Lowenzahnpra-
paraten berichten, beruhen auf der Anwendung von
wassrigen oder alkoholischen Ausziigen verschiedener
Pflanzenteile. Bislang gibt es noch keine Untersuchun-
gen zu fermentierten Zubereitungen in der Onkologie.
Durch die Fermentation kommt es nicht nur durch An-
sauerung zu einer Stabilisierung und Haltbarmachung
der Zubereitung. Das Inhaltsstoffspektrum fermentier-
ter Pflanzenextrakte unterscheidet sich von dem des na-
tiven Auszugs. Es treten sensorische Veranderungen auf
und Inhaltsstoffe werden durch Protein- und Starke-
hydrolyse abgebaut. Parallel werden aliphatische Sauren,
wie Milchsaure und Essigsaure, gebildet und sekundare
Inhaltsstoffe strukturell modifiziert (32, S. 9214-9220),
(33,S.21—29), (34, S. 663-681).

Als Ergebnis der vorliegenden Studien konnte gezeigt
werden, dass die fermentierte Lowenzahnzubereitung
Taraxacum e planta tota ferm zytotoxische Wirkungen
auf adulte Tumorzelllinien aufweist. Das Ansprechen auf
den Extrakt war allerdings von der Tumorentitdt abhan-
gig. Gynakologische Tumorzellen reagierten dabei insge-
samt sensitiver auf die Behandlung mit Taraxacum als
z.B.die Lungenkarzinomzelllinie As49 (IC50:160 mg/ml).

Eine Literaturrecherche ergab, dass auch Sigstedt
et al. sowohl eine Proliferationshemmung als auch eine
Reduktion der invasiven Eigenschaften von MCF-7-Zellen
(Mammakarzinom) durch Taraxacum-Extrakt beobach-
teten (8, S. 1085-1090). Auch in der aktuellen Untersu-
chung wurden 50 % der MCF-7-Zellen durch 100 mg/ml
Taraxacuminihrer Proliferation gehemmt.Im Gegensatz

zu der IC50 von 40 mg/ml fermentierter Léwenzahnzu-
bereitung aus der ganzen Pflanze setzten 0,2 mg/ml
wassriger-alkoholischer Bliutenauszug die Zellviabilitat
von Hela-Zellen signifikant herab (13). Ein wassriger
Wurzelextrakt induzierte in humanen Pankreaskarzi-
nomzelllinien dosis- und zeitabhangig Apoptose (9,
S.1039-1047) und hemmte Kolorektalkarzinomzellen in
ihrer Proliferation um 95 %, ohne humane Fibroblasten
zu schadigen (11, S. 73080-73100). Zellen des Pankreas-
karzinoms und des Kolorektalkarzinoms wurden eben-
falls im MTT untersucht und jeweils ein ICso-Wert von
105 mg/ml und 136 mg/ml ermittelt. In einer weiteren
Studie wurde Apoptose in Huh7-Zellen induziert, zusatz-
lich wurde die Invasivitat der Zelllinie gehemmt (10,
S. 387-396). In der aktuellen Untersuchung erzielten
128 mg/mlTaraxacum eine halbmaximale Hemmung der
Zellen. Des Weiteren [6ste die Lowenzahnzubereitung
in hohen Dosen Apoptose durch mitochondriale Schadi-
gung aus, was zur Hemmung der Proliferation und der
Migration von Ovarialkarzinomzellen fiihrte.

Bisher existieren keine Daten zur Wirkung von
Lowenzahnzubereitungen auf padiatrische Tumorzel-
len. Die vorliegenden Untersuchungen zeigten,dass eine
wassrig-fermentierte Lowenzahnzubereitung in padia-
trischen Tumorzellen dosisabhangig proliferations- und
migrationshemmend wirkt und dass wie bei den adul-
ten Tumorzelllinien Apoptose durch mitochondriale
Schadigung, allerdings ebenfalls nur bei einer hohen
Dosierung, auslost wird. Somit kann von einer direkten
antitumoralen Wirkung ausgegangen werden. Ob je-
doch die erforderlichen Konzentrationen auch in vivo
erreicht werden konnen, muss an dieser Stelle unbeant-
wortet bleiben.
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Tab.3: Die simultane Behandlung der Zellen mit wassrig-fermentierter Zubereitung aus Léwenzahn (Taraxacum e planta tota
ferm 34c) und Praparaten der Mistel (Iscucin® Tiliae, Iscucin® Pini) fiihrte bei bestimmten Mischungsverhaltnissen zu synergis-
tischen anti-proliferativen Effekten (Cl <1, grau hinterlegt) auf Ovarialkarzinomzellen.

Kombinationsindex (CI)

Taraxacum [mg/ml] Iscucin® Pini/ Iscucin® Pini Iscucin® Pini Iscucin® Tiliae Iscucin® Tiliae
Iscucin® Tiliae

NIH:OVCAR-3 SKOV-3 NIH:OVCAR-3 SKOV-3
0,1 Starke C 0,2099 0,5743 1,2134 13,0984
0,1 Starke D 4,0046 12,6408 34,1740 18,0440
0,1 Starke E 21,4423 29,0348 0,9608 1,2479
0,1 Starke F 0,1843 0,7856 0,6743 0,5964
0,1 Starke G 0,0542 0,3359 2,0272 1,6459
1 Starke C 2,2351 5,2831 2,1797 4,1128
1 Starke D 2,1395 7,6702 10,0184 11,2926
1 Starke E 5,3935 21,0387 1,1396 1,2002
1 Starke F 0,2434 0,9403 0,5182 0,5111
1 Starke G 0,0437 0,2344 0,8392 0,7209
10 Starke C 3,3705 24,1363 6,5312 =
10 Starke D 3,6317 25,0250 8,4433 25,4133
10 Starke E 4,4454 25,8860 1,3321 1,5280
10 Starke F 0,3153 1,4101 0,6040 0,6801
10 Starke G 0,0659 0,4902 1,3981 1,3926
100 Starke C 6,3948 14,4195 -- 9,3587
100 Starke D 6,0367 13,8388 8,8052 8,1076
100 Starke E 5,8205 10,5542 1,5919 1,9578
100 Starke F 0,6690 1,9537 0,5560 1,0244
100 Starke G 0,1647 1,1534 1,1813 0,8421
200 Starke C 0,1670 0,3287 0,2324 0,2672
200 Starke D 0,1615 0,2956 0,2375 0,2145
200 Starke E 0,2832 0,3150 0,5417 0,1867
200 Starke F 0,3867 0,2959 1,0233 0,5499
200 Starke G 0,2610 1,1597 2,1315 2,1020

Median 0,387 1,682 1,197 1,320
Wie bereits in anderen Untersuchungen (35, S. 467—  Literatur Journal of Cancer 2018;9(19):

473), (36, S. 3485-3492), (37, S. 251-255), (38, S. 162-167),
(39,S.100-107) gezeigt werden konnte, hemmten beide
eingesetzten Iscucin®-Praparate die Proliferation und
die Migration der Tumorzellen. Dabei war Iscucin®Tiliae
wirksamer als Iscucin® Pini.

Aus dem Kombinationsversuchen wurde deutlich,
dass eine wassrig-fermentierte Lowenzahnzubereitung
die Wirkung der Misteltherapie verstarken kann: Es
konnte insgesamt eine synergistische Wirkung auf die
Verminderung der Zellviabilitat beobachtet werden.
Diese Resultate sind in klinischen Untersuchungen zu
untermauern.
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