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Viscumin

1. Allgemeines

Das Protein Viscumin (auch Mistellektin 1 oder ML-1) kommt in allen Pflanzenteilen der
halbschmarotzenden und immergriinen weissbeerigen Mistel (Viscum album) vor (Abb. 1)
[1]-{4]. Die zur Familie der Lorantaceae (Mistelgewadchse) gehtérende Pflanze kann einen
Durchmesser von bis zu 1 m erreichen und kommt auf Laub- und Nadelbaumen in Mittel-
und Sudeuropa, sowie in Teilen Afrikas, Asiens und Japans vor [2], [3], [5]. Viscumin gehort
zu den Typ 2 Ribosomen-inaktivierenden Proteinen (RIP-II), welche in Zellen die Proteinsyn-
these verhindern und somit zum Zelltod flhren [6]. Zwei zusétzliche Lektine sowie Viscotoxi-
ne (Polypeptide) sind weitere cytotoxische Bestandteile der weissbeerigen Mistel.

Abb. 1: Weissbeerige Mistel (Viscus album): Weisse Scheinbeeren mit Bliten (l.), kugeliger Mistelbiischel (m.),
Bewuchs auf Wirtspflanze (r.) (Bilderverzeichnis: [1], [2]).

2. Chemische Struktur und Eigenschaften

Das Mistellektin 1 (Viscumin) ist der grosste Lektinbestandteil der weissbeerigen Mistel. Fir
RIP-Il Toxine typisch, besteht das Protein aus zwei glykolisierten Polypeptidketten, einer
A- und B-Kette, die mit einer Disulfidbriicke verbunden sind (Abb. 2) [7]-[9]. Die gréssere
B-Kette ist ein Lektin und bindet spezifisch an galaktosehaltige Zellstrukturen, womit sie der
A-Kette zur Aufnahme in die eukaryotische Zelle verhilft. Die kleinere Untereinheit gelangt so
in das Cytosol, wo sie mithilfe ihrer Glykosidase-Funktion Adenin katalytisch von der 28S
ribosomalen RNA abspaltet. Die Proteinsynthese wird irreversibel gestoppt, was unweiger-
lich zum Zelltod fuhrt [7]-[9]. Der Lektingehalt der Pflanze weist Werte von 0.05 — 0.2 % auf,
wobei Laubholzmisteln generell einen grésseren Lektingehalt haben als Nadelholz-
misteln [1].

Die in Viscum album enthaltenen Lektine kénnen in drei Hauptgruppen, bestehend aus zahl-
reichen Isoformen, eingeteilt werden [1], [4]:
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e Viscumin, ML-I (63 kDa):
» Die A-Kette weist 254 Aminosauren auf und hat ein molekulares Gewicht von
29 kDa
» Die B-Kette bestitzt ein molekulares Gewicht von 34 kDa und enthalt 264
Aminoséduren mit 7 Cysteinresten und drei am N angeknipften
Kohlenhydratresten;
» Das Protein bindet vorzugsweise an D-Galaktosereste
e ML-Il (60 kDa):
> Die A-Kette hat ein molekulares Gewicht von 32 kDa, die B-Kette 27 kDa
» Protein bindet an D-Galaktose- oder N-Acetyl-D-galaktosaminreste
e ML-l (50 kDa):
» Die A-Kette weist 254 Aminosauren auf und hat ein molekulares Gewicht von
30 kDa
» Die B-Kette bestitzt ein molekulares Gewicht von 25 kDa und enthalt 262
Aminosaurereste mit 10 Cysteinresten und 2 Kohlenhydratketten
» Das Protein bindet an N-Acetyl-D-galaktosaminreste

Zu den toxischen Inhaltstoffen von Viscum album gehdéren auch chitinbindende Mistellektine
(cbML 1, 11, 1) und Viscotoxine, wobei chitinbindende Mistellektine kaum toxisch sind aber
die Aktivitat der anderen Mistellektine beeinflussen [1]. Viscotoxine sind cytotoxische
Polypeptide aus 46 Aminosauren mit einem molekularen Gewicht von ca. 5 kDa (Abb. 2) [1],
[3], [10].

Abb. 2: Proteinstruktur von Viscum album Lektin 1 (Viscumin) (I.) und Viscotoxin A2 (r.)
(Bilderverzeichnis: [3], [4])

3. Anwendung

Das Mistelextrakt findet Anwendung in der Krebsbehandlung, wobei den Mistellektinen bei
subtoxischen Konzentrationen in vitro sowie in vivo immunoaktivierende Effekte zugeschrie-
ben werden [4], [5], [11]. Obwohl mehrere Studien signifikant hdhere Lebenserwartungen bei
Krebspatienten belegt haben [12]—[14], ist die Wirksamkeit von Mistelextrakten noch immer
umestritten [15].

Auch das durch E. coli produzierte rekombinante rViscumin, welches spezifisch an sialylierte
Gangliosiden der menschlichen Granulozyten bindet, wurde an Krebspatienten angewandt
[16]. rViscumin stimulierte zwar die Immunabwehr der Patienten, doch traten bereits ab einer
zweimal wochentlich verabreichten Dosis von 4800 — 6400 ng/kg Lebervergiftungen auf. In-
fusionen mit geringeren Konzentrationen fuhrten zu Mudigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Fieber
und allergischen Reaktionen [16].
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Die A-Kette von Viscumin wird zudem, gleich wie die A-Kette von Abrin und Ricin, zur
Herstellung von Immunotoxinen gebraucht [4]. Das Immunotoxin, bestehend aus der
enzymatisch aktiven Untereinheit von ML-1 (MLA) und dem monoklonalen anti-CD5
Antikorper, weist die gleiche Toxizitat auf wie das nattrliche ML-I und eine 80-fach gréssere
Aktivitat als das korrespondierende Konjugat mit der Ricin A-Kette (RTA) [17]. CD5 ist dabei
ein T-Zell inhibierendes Molekil, welches zur Regulation von Antitumor Immunreaktionen
beitragt [18]. Der Vergleich der strukturellen Eigenschaften von isoliertem MLA und RTA
lasst vermuten, dass die MLA-Antikorper Konjugate potentiell fir den therapeutischen
Gebrauch geeignet waren [17].

4. Toxizitat

Die Zusammensetzung der toxischen Bestandteile und somit die toxische Intensitat der Mis-
tel hangt von der Wirtspflanze ab [2], [3]. Die durch Mistellektine, Mistelpolysaccharide und
maoglicherweise auch durch Viscotoxine ausgelésten immunstimulierenden und hypotoni-
schen Wirkungen fiihren dazu, dass lediglich der Verzehr von grossen Mengen des Mistelex-
traktes ortlich reizende und nekrotisierende Effekte hervorrufen kénnen [1], [2]. Bei parenter-
aler Applikation des Mistelextraktes konnten Giftwirkungen wie Schuttelfrost, hohes Fieber,
Kopfschmerzen, Kreislaufprobleme und Atemnot beobachtet werden [5].

Das Mistellektin 1 (Viscumin) macht den Hauptbestandteil der Toxizitat des Mistelextrakt aus
[8], doch sind toxische Wirkungen des isolierten Proteins der Literatur nicht zu entnehmen.

Fur Viscumin und ML-II wurden folgende LDso-Werte in Mausen gefunden [5]:

e Viscumin: - LDsg Maus (intravents): 28.6 ug/kg
- LDsg Maus (intraperitoneal): 33 pg/kg

e ML-II: - LDsp Maus (intravends): 46.7 pg/kg

5. Analytik

5.1 Immunologischer Nachweis mittels Mikrochip

Rubina et al. (2005) identifizierten die Proteine mithilfe eines Sandwich-Immunoassays auf
Mikrochip-Basis [19]. Die Nachweisgrenze lag bei 0.08 — 5.0 ng/ml [19]. Das Patent ist 6f-
fentlich einsehbar, die erwahnten Antikdrper jedoch nicht kommerziell erhéltlich [20].

5.2 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ELISA wurde bereits mithilfe von mehreren verschiedenen Antikérpern zum Nachweis von
natirlichem und rekombinantem Viscumin eingesetzt [21], [22]. Die monoklonalen anti-
rViscumin Antikorper 2G8-F7 und 1C5-H8 sind 6ffentlich erhaltlich.

5.3 Massenspektrometrie:

Die Galaktoseaffinitat von RIP-II Toxinen ermdglicht dessen Aufreinigung mithilfe einer Kapil-

lar-Gelelektrophorese [23]. Fredriksson et al. (2015) zeigten auf, dass der anschliessende
gualitative und quantitative Nachweis der verschiedenen Lektine via LC-MS Massenspekt-
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rometrie erreicht werden kann und fihrten dies an Ricin durch [23]. Da die Aminosaurese-
guenzen von Viscumin bekannt sind [24], bietet dies eine ebenfalls geeignete Nachweisme-
thode fur Viscumin.

Im Labor Spiez ist keines der Verfahren etabliert.
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