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Zusammenfassung

Wassrige Mistelextrakte wie die Iscu-
cin®-Priparate der WALA werden im
Rahmen einer komplementirmedizini-
schen Krebsbehandlung haufig ein-
gesetzt. Es stehen Iscucine” von acht
verschiedenen Wirtsbaumen zur Verfi-
gung. In vitro durchgefiihrte Zytotoxi-
zititstests zeigten, dass die Iscucin®-
Priparate  konzentrationsabhingige,
wachstumshemmende Effekte auf ver-
schiedene Tumorzelllinien austibten.
Bei der Blasenkrebszelllinie VM-CUBI
war die Hemmung durch Iscucin®
Crataegi am starksten ausgepragt. In
weiteren Versuchen wurden funf Bla-
senkrebszelllinien mit verschiedenen
Iscucin®-Priparaten unter Bedingun-
gen behandelt, die der therapeutischen
Instillationstherapie beim oberflachli-
chen Blasenkrebs dhneln. Die Blasen-
karzinomzelllinien VM-CUB1, TCC-SUP,
T-24, J82 und UM-UC-3 wurden mit
Iscucin® Abietis, Crataegi, Populi, Quer-
cus und Tiliae inkubiert, und mit dem
MTT-Zytotoxizitats-Test wurde der Ein-
fluss der Behandlung auf das Zellwachs-
tum gemessen. Eine nur zweistiindi-
ge Inkubation der Blasenkrebszellen
fuhrte mit einer Mistelextraktkonzentra-
tion von 8 mg/ml aus Iscucin® Crataegi
beziehungsweise Iscucin® Tiliae bei al-
len Zelllinien zu einem starken und min-
destens sechs Tage anhaltenden zytoto-
xischen Effekt.

Riickblick

Die Entwicklung des Préaparates Iscu-
cin® ist der Initiative des Arztes Dr. Karl
Koller (1896-1975) zu verdanken (3),
der mit Rudolf Steiner (1861-1925)
eine Unterredung zur Misteltherapie
bei Krebs hatte. Steiner betonte in die-
sem Gesprach, dass «man im Einzelnen
die Unterschiede beachten» musse,
«ob man die Mistel von einem Eich-

*  Zweitpublikation mit freundlicher Genehmi-
gung der Autoren und des Verlags. Originalpubli-
kation in Der Merkurstab 2007 (3): 251-255.

baum ... oder einem anderen Baum,
etwa einem Apfelbaum» verwende (8).
Spater arbeitete Koller an der Entwick-
lung einer eigenen Viscum-album-Zu-
bereitung, und 1962 verdffentlichte er
sechs Fallstudien zur Karzinombehand-
lung mit Iscucin®. Bei allen Patienten
kam das Praparat kurmadssig und in sub-
stanzieller Dosierung zum Einsatz. Seit
1965 ist Iscucin® im Handel erhaltlich,
die Herstellung tibernahm nach Kol-
lers Tod die Firma WALA. 1980 verof-
fentlichte Heinz-Hartmut Vogel (1914—
1995) die «Richtlinien fur die Mali-
gnom-Therapie mit Iscucin®Viscum-
Praparaten». Die Iscucine” werden
auch bei nicht onkologischen Indika-
tionen wie PCP (7) und Hepatitis C (4)
eingesetzt. Erhaltlich sind heute Iscu-
cin®-Priparate von acht unterschiedli-
chen Wirtshaumen: Iscucin® Abietis
(Tanne), Iscucin® Pini (Kiefer), Iscu-

cin® Populi (Pappel), Iscucin® Mali
(Apfelbaum), Iscucin® Salicis (Weide),
Iscucin® Crataegi (Weissdorn), Iscucin®
Quercus (Eiche) und Iscucin® Tiliae
(Linde).

Vor drei Jahren wurden experimen-
telle Daten veroffentlicht, die zeigten,
dass Iscucin®-Priparate hemmend auf
das Zellwachstum wirken (10). Die Ef-
fekte wurden mit Iscucin®Priparaten
unterschiedlicher Wirtsbaume an einer
Blasenkrebs-, einer Leukamie-, drei
Brustkrebs- und vier Hirntumorzellli-
nien dokumentiert. Im MTT-Test
(siehe Kasten) zeigte sich ein differen-
ziertes Bild in Abhangigkeit von Wirts-
baum und Zelllinie.

Kiirzlich konnten die Zytotoxizitats-
Daten zur Iscucinbehandlung bei Hirn-
tumorzellen bestitigt werden, wobei
erganzend zum MTT-Test die Durch-
flusszytometrie eine Differenzierung

MTT-Zellwachstums-Test

Der MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes zum purpur-
farbenen Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen. Die Formazankristalle
bilden sich proportional zur Aktivitat der Dehydrogenasen und lassen sich spater
fotometrisch quantitativ bestimmen. Da die Enzymaktivitét proportional zur Anzahl
gesunder Zellen zunimmt, kénnen mit dieser Methode Substanzen erfasst werden,
die entweder zu einer reduzierten Zellvermehrung oder einer erhdhten Zellabster-
berate fihren. Die Zunahme der Anzahl gesunder Zellen wird in diesem Artikel als
Zellwachstum bezeichnet. Die gemessene Absorption der mit Mistelextrakt behan-
delten Zellen wurde mit jener von unbehandelten Zellen (Kontrolle, 100%) vergli-
chen. Fir den MTTTest wurden 100 pl Zellsuspension mit einer Dichte von 5 x 10°
Zellen/ml in 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat und bei 37 °C fiir 24 Stunden inku-
biert. Parallel dazu wurden Blanks nur mit Medium mitgefihrt. Danach erfolgte —
ausser bei den Kontrollzellen (Zellen ohne Zugabe von Mistelextrakten) — die Zu-
gabe von 100 pl Mistelextrakt, sodass dieser in den Endkonzentrationen von 16, 8,
4 und 2 mg/ml in den Wells vorlag. Um dieselben Bedingungen bei allen Proben
zu gewdhrleisten, wurde den Blank- und den Kontrollproben entsprechend 100 .l
frisches Medium zugegeben. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 37 °C mit dem Mis-
telextrakt inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen und jeweils nach 24, 48,
72 und 144 Stunden untersucht. Hierfir wurde in jedes Well 15 pl MTT-Lésung mit
einer Konzentration von 5 mg MTT/ml PBS pipettiert. Innerhalb von 4 Stunden bil-
defen sich bei 37 °C durch die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen
violette Formazankristalle. Sorgféltig wurde das Medium entfernt und 200 I Dime-
thylsulfoxid (DMSO) zugegeben. Wahrend 10 Minuten wurden auf dem Mikroplat-
tenschittler die Formazankristalle gelést. Vor der Messung wurde jeder Probe 25 .l
Sorensens-Glycin-Puffer, bestehend aus 0,1 M Natriumchlorid und 0,1 M Glycin mit
einem pH-Wert von 10,5, hinzupipettiert. Die Messung der Absorption erfolgte in-
nerhalb 1 Stunde nach der DMSO-Zugabe bei 570 nm gegen eine Referenz von
630 nm. Die gemessene Absorption der Proben wurde mit jener der unbehandelten
Kontrollzellen prozentual verglichen, um die relative Dehydrogenaseaktivitét, also
das relative Zellwachstum, zu bestimmen.
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Mittels ELISA (5) bestimmte Lektingehalte der verwendeten Iscucin®-

Tabelle:

Préparate

Iscucin® Charge Wirtsbaum
(Starke H, 5 %)

Abietis 206 6145 Tanne
Populi 211 6022 Pappel
Quercus 405 1083 Eiche
Crataegi 405 6053 Weissdorn
Tilice 303 6061 Linde

zwischen nekrotischen und apoptoti-
schen Zellen ermoglichte. Das Verfah-
ren wurde auf mit Iscucin® Quercus
behandelten Medulloblastomzellen an-
gewendet und zeigte dosisabhangig so-
wohl eine steigende Anzahl apoptoti-
scher als auch nekrotischer Zellen (11).
Im Kontext der aktuellen Mistelfor-
schung ermutigen diese Ergebnisse
dazu, weitere Untersuchungen mit Is-
cucin®-Priparaten durchzufithren.

Einsatz von Mistelextrakten

zur Instillationstherapie

beim Blasenkarzinom

Ublicherweise wird nach transure-
thraler Resektion eines oberflachli-
chen Blasenkrebses zur Rezidivprophy-
laxe eine Instillationstherapie mit
einem Zytostatikum beziehungsweise
Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
durchgefiihrt. Da bei der Instillation
die Krebszellen einer lokalen Therapie
zuganglich sind, erscheint es interes-
sant, sich hier die Wirkungen von Mis-
telextrakten zunutze zu machen. Schae-
fermeyer beschrieb 1996 mehrere Ein-
zelfdlle von Mistelinstillationen bei Pa-
tienten mit Blasenkarzinom. Die The-
rapie wurde als gut vertraglich beurteilt
und ergab Hinweise auf eine Reduk-
tion der Rezidivrate (6). Urech et al.
konnten die zytotoxische Wirkung von
Iscador Qu spezial auf Blasenkarzinom-
zellen 2006 in vitro unter klinisch reali-
sierbaren Bedingungen bestatigen (9).
Nach Vorversuchen in vivo wurden
2005 im Rahmen einer klinischen Stu-
die gewonnene Daten zur Instillati-
onstherapie mit lektinstandardisiertem
phytotherapeutischem  Mistelextrakt
beim oberflachlichen Blasenkrebs ver-
offentlicht. Hierbei bestitigte sich die
gute Vertraglichkeit der Therapie. Dar-
tiber hinaus konnte im Vergleich mit
einer mit BCG behandelten histori-
schen Kontrollgruppe eine vergleich-
bare Wirkung hinsichtlich der Rezidiv-
rate nachgewiesen werden (1).

Lektingehalt in ng/ml Injektionslésung

800
5300
9800
10 600
11700

Lang anhaltende Effekte auf

das In-vitro-Wachstum von

Blasenkrebszelllinien nach

zweistundiger Behandlung

. o ® .
mit Iscucin -Praparaten

Die 2004 von Zuzak et al. im «Mer-
kurstab» verdffentlichten Ergebnisse
zur Zytotoxizitat der Iscucine” zeigten
im MTT-Test zwar bei der Blasenkarzi-
nom-Zelllinie VM-CUB-1 differenzierte
zytotoxische Effekte in Abhangigkeit
vom Wirtsbaum, die Versuchsbedin-
gungen waren jedoch beziiglich Inku-
bationszeit und verwendeter Konzen-
trationen nicht mit den Bedingungen
einer Instillationstherapie vergleichbar.
Das Ziel unserer Arbeit war es nun,
beim In-vitro-Versuch den In-vivo-Be-
dingungen bei der Blaseninstillation
moglichst nahezukommen. In unseren
Experimenten wurden deshalb die Bla-
senkrebszellen nur tiber 2 Stunden mit
dem Mistelextrakt behandelt, aber in
deutlich héheren Konzentrationen als
bei den bisherigen Versuchen. Im
Sinne einer Dosisfindung wurde der
Mistelextrakt in Konzentrationen von
2, 4, 8 und 16 mg/ml eingesetzt — Do-
sierungen, die auch klinisch im Rah-
men einer Instillationstherapie erreich-
bar sind. Um sicher zu sein, dass die
erwahnten Ergebnisse nicht auf Beson-
derheiten der von Zuzak et al. ver-
wendeten VM-CUBI1-Zelllinie beruhen,
wurden weitere vier Blasenkrebszellli-
nien mituntersucht: TCC-SUP, T-24, 82
und UM-UC-3. Nach der zweistiindigen
Behandlung blieben die Zellen bis zu
6 Tagen weiter im Inkubator und wur-
den beobachtet. In diesen 6 Tagen
wurde abgeklart, ob eine nachhaltige
Wirkung auf die Tumorzellen stattfin-
det, da diese im Hinblick auf die klini-
sche Relevanz wichtig ist. Die Blasenin-
stillation wird zur Rezidivprophylaxe
ublicherweise nur ein- bis zweimal
wochentlich  durchgefiihrt, weshalb
eine prolongierte Wirkung notwendig
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Abbildung 1:
Nachhaltigkeit der Wirkung von Iscucin®Prépara-

ten auf das Zellwachstum einer Palette von Blasen-

krebszelllinien. Die Effekte der Préparate Iscucin®
Abietis, Populi, Crataegi, Quercus und Tiliae wur-
den auf das Wachstum der Blasenkarzinomzellli-
nien VM-CUB1, TCC-SUP, T-24, J82 und UM-UC-3
untersucht (n = 3, 16-fach-Bestimmungen pro Ex-
periment). Die Zellen wurden wéhrend 2 Stunden
mit einer Mistelextraktkonzentration von 8 mg/ml
behandelt. Nach der Entfernung der Ubersténde
wurde das Kulturmedium durch frisches Medium
ersetzt. Die MTT-Tests wurden nach 24, 48, 72
und 144 Stunden durchgefihrt. Beim Vergleich
bitte die teilweise verschiedenen y-Achsen
beriicksichtigen.
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Abbildung 2:

Nachhaltigkeit der Wirkung von verschiedenen
Konzentrationen von Iscucin® Crataegi auf das
Zellwachstum unterschiedlicher Blasenkrebszellli-
nien. Die Effekte von 2, 4, 8 und 16 mg/ml Iscu-
cin® Crataegi wurden auf das Wachstum der Bla-
senkarzinomzelllinien VM-CUB1 (2.1),TCC-SUP
(2.2),T24 (2.3), J82 (2.4) and UMUC-3 (2.5)
untersucht (n = 3, 16-fach Bestimmungen pro Ex-
periment). Die Zellen wurden wéhrend 2 Stunden
mit den unterschiedlichen Konzentrationen von
Iscucin® Crataegi behandelt. Nach der Entfernung
der Uberstande wurde das Kulturmedium durch fri-
sches Medium ersetzt. Die MTT-Tests wurden nach

24, 48, 72 und 144 Stunden durchgefihrt.
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ist. Die Ergebnisse wurden mithilfe des
MTT-Zellwachstums-Tests gewonnen.

Aus praktischen Grunden haben wir
die Anzahl der Praparate reduziert.
Ausgewahlt wurden die 3 Extrakte, die
im Vorversuch von Zuzak et al. (2004)
am starksten das Zellwachstum der VM-
CUB1 gehemmt hatten (Crataegi,
Quercus und Tiliae) sowie 1 Praparat
mit sehr schwacher Wirkung (Abietis)
und 1 mit mittlerer Wirkung (Populi).
Der Lektingehalt der verwendeten
Chargen wurde mittels ELISA be-
stimmt (7abelle 1).

Es stellte sich heraus, dass die 2-stiin-
dige Behandlung, die mit hoheren,
aber klinisch durchaus erreichbaren
Konzentrationen durchgefiihrt wurde,
je nach Praparat und Zelllinie eine gute
Wirksamkeit zeigte. Die Abbildung 1
zeigt den Effekt einer Mistelextrakt-
konzentration von 8 mg/ml. In Abbil-
dung 1.1 sind die Daten betreffend Is-
cucin® Abietis dargestellt. Wihrend die
TCC-SUP-und T-24-Zelllinien kaum an-
sprachen, konnte eine wachstumshem-
mende Wirkung bei den anderen Zell-
linien festgestellt werden. Dieser Effekt
nahm wihrend der ersten 72 Stunden
zu, verminderte sich aber nachher wie-
der. Im Gegensatz dazu konnte Iscucin”
Populi (Abbildung 1.2) das Wachstum
von VM-CUBI, J82 und UM-UC-3 nach-
haltig hemmen, aber nicht dasjenige
von TCC-SUP und T-24. Ein sehr dahnli-
ches Muster war nach Behandlung mit
Iscucin® Quercus (Abbildung 1.3) zu be-
obachten. Diese zwei letzten Zelllinien
schienen sich nach einem ersten, bis 72
Stunden dauernden und ebenso ausge-
pragten Effekt wie bei den anderen
drei Zelllinien zu erholen. Im Fall von
Iscucin® Crataegi (Abbildung 1.4) und
auch von Iscucin® Tiliae (Abbildung 1.5)
konnte ein starker und bis 6 Tage an-
haltender Effekt bei allen Zelllinien
festgestellt werden. Vergleicht man
diese zwei sehr wirksamen Iscucin®-
Priparate miteinander, so fillt wie im
Vorversuch von Zuzak et al. (2004) der
ausgepragtere  Effekt von Iscucin®
Crataegi auf. Da Iscucin © Crataegi, wie
aus der Tabelle ersichtlich, nicht der lek-
tinreichste Extrakt ist, kann die zell-
wachstumshemmende Wirkung der Is-
cucin®Priparate nicht allein auf den
Lektingehalt zurtickgefiihrt werden. Is-
cucin” Crataegi und Tiliae verringerten
das Wachstum jeder Zelllinie sogar bei
einer niedrigeren Mistelextraktkonzen-
tration (4 mg/ml), wobei aber das
Ausmass der Hemmung vermindert
war. Mit einer hoheren Konzentration
(16 mg/ml) zeigten sich noch schnel-

ler hemmende Effekte auf das Zell-
wachstum als mit 8 mg/ml. Abbildung 2
stellt die Effekte verschiedener Kon-
zentrationen iiber die Zeit exempla-
risch fiir Iscucin® Crataegi dar.

Die hier dargestellten Ergebnisse
rechtfertigen entsprechende klinische
Studien zum Einsatz von Iscucin”
Crataegi als Instillation zur Rezidivpro-
phylaxe des Blasenkarzinoms.

Ausblick

Iscucin® Crataegi und Iscucin® Tiliae
stellen interessante Optionen fir die
Instillationsbehandlung von oberflach-
lichem Blasenkrebs dar. Besondere Be-
achtung verdient unseres Erachtens die
Tatsache, dass Iscucin® Crataegi die bes-
ten Effekte zeigt, obwohl es keineswegs
den hochsten Lektingehalt der unter-
suchten Mistelzubereitungen aufweist.

Durchgefiihrte In-vitro-Experimente
ergaben, dass in der Regel einige der
Praparate nur auf bestimmte Zelllinien
Effekte austiben (2). Die Tatsache, dass
beztglich der untersuchten Blasen-
krebszelllinien immer die gleichen Is-
cucin®Priparate die stirksten Effekte
zeigen, ist daher besonders bemerkens-
wert.

Waihrend zytotoxische Wirkungen in
vitro gegeniiber den Tumorzellen im
Korper des Patienten eher vergleichbar
sein durften, kann man die Wirkungen
auf das Immunsystem des Patienten
nicht in unserem In-vitro-Modell simu-
lieren. Dartiber hinaus sind selbstver-
standlich die Anregung der Selbstregu-
lation, des Warmeorganismus und die
Wirkung auf die Befindlichkeit des Pa-
tienten, wie sie von vielen anthroposo-
phischen Arzten wahrgenommen wer-
den, in solchen experimentellen
Versuchen nicht erfassbar.

Zusammenfassend ist festzustellen,
dass eine 2-stlindige Behandlung von
Blasenkarzinomzelllinien ab 8 mg/ml
Iscucin® Crataegi oder Iscucin® Tiliae
zu einem mindestens 6 Tage anhalten-
den hemmenden Effekt auf das Wachs-
tum verschiedener Blasenkarzinomzel-
len fuhrt. Die klinische Relevanz der
vorliegenden Ergebnisse bedarf der
Uberpriifung. Es ist moglich, die Be-
dingungen des In-vitro-Versuchs von 2
Stunden Inkubation mit einer Mistelex-
traktkonzentration von 8 mg/ml auf
die Blaseninstillation zu tibertragen. W
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