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Resiimee

Das humane Serumalbumin (HSA) ist ein Gemisch von Mercaptalbumin (HMA, reduzierte Form) und Nonmercaptalbumin
(HNA, oxidierte Form). HMA, das einen einzigen Sulfhidrilriickstand aufweist, ist fiir die gré3te Sulfhidril-Reagenzfraktion der
extrazelluldren Fliissigkeit verantwortlich und es scheint, da3 es in groBem Malle am extrazelluldren Antioxidationssystem teilnimmt.
Wir stellten fiir eine klare Abspaltung von HSA in HMA und HNA ein entsprechendes HPLC-System auf. Mithilfe dieser Methode
erhielten wir den Durchschnittswert von [HMA/(HMA+HNA)], z.B. f(HMA) von 73,2% (n = 20) im Falle gesunder junger Mé&nner. Im
vorliegenden Studium untersuchten wir den EinfluB der Propolis auf den Redoxzustand des HSAs bei Patienten mit strengem
Oxidationsstress, wie es der Fall der Krebsbehandlung ist. Bei einem Patienten (68 Jahre) mit Leberzirrhose und Speiseréhrekrebs
betrug der f(HMA)-Wert vor der Radiotherapie und der Einnahme von Propolis 66,6%. Im Laufe der zwei Wochen Radiotherapie nahm
er taglich 10 Propolistabletten ein (5625 mg Extrakt brasilianischer Propolis/Tag), welche er danach noch vier Wochen einnahm. Die
f(HMA)-Werte betrugen vor, sofort und 4 Wochen nach der Radiotherapie 63,5, 67,7 bzw. 74,1%. Das beweist, dal3 der
Oxidationszustand durch Radiotherapie und einem Zusatz von Propolis verbessert werden kann. Aullerdem zeigt ein gradiertes
Ansteigen des f(HMA)-Wertes, dal3 die antioxidierenden Eigenschaften der Propolis die gesamte antioxidative Fahigkeit der
krebskranken Patienten steigern kénnen.
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Einleitung

Das humane Serumalbumin (HSA) ist ein Protein, das im Kreislauf mengenmafig am haufigsten
vorkommt und eine Reihe von Funktionen erflllt. Es ist gut bekannt, dal3 es eine bedeutende Rolle in der
osmotischen Regelung der Flussigkeitszirkulation im Gefalsystem innehat und dal} es fahig ist, eine grolte
Varietat von endogenen und exogenen Stoffen im Korper zu beférdern (PETERS, 1996). Eine weitere
funktionale Rolle dieses Molekils ist wahrscheinlich die Beibehaltung des Redoxpotentials in den
extrazellularen Flissigkeiten, da es ein Gemisch von Mercaptalbumin (reduzierte Form; bei den Menschen
HMA) und Nonmercaptalbumin (oxidierte Form; bei den Menschen HNA) ist, z.B. Redoxpaar im Plasma
(SOGAMI et al., 1984; SOGAMI et al., 1985a; SOGAMI et al., 1985b). HMA hat eine freie Sulfhidrilgruppe in
der Position 34 (Cys-34) und ist fir die grofte freie Sulfhidrilfraktion in den extrazellularen Flissigkeiten
verantwortlich. HNA besteht aus wenigstens drei Arten von Verbindungen. Die Hauptverbindung von HNA ist
ein Gemisch aus Disulfid und Zystein oder Glutation [HNA(Cys) oder HNA(Glut)]. Eine andere Verbindung ist
ein bedeutenderes Oxidationsprodukt als das Disulfid-Gemisch, wobei das Sulfen- (-SOH), Sulfin- (-SO,H)
oder Sulfonstadium (-SO3;H) — [HNA(Oxi)] unbedeutendere Bestandteile der extrazelluldren Flissigkeiten
sind (ERA et al., 1989).

Wir stellten ein passendes HPLC-System zur klaren Abspaltung von HSA in HMA und HNA auf,
wobei wir ein Shodex-Asahipak GS520H oder eine Kolonne ES-502N verwendeten. Wir untersuchten die
dynamischen Veranderungen des Redoxzustandes von HSA im Falle verschiedener physiopathologischer
Zustande eingehend (SUZUKI et al., 1992; HAYAKAWA et al., 1997; HAYASHI et al., 2000; KAWAI et al.,
2001; SOEJIMA et al., 2002; TOMIDA et al., 2003). Aufgrund der erhaltenen Daten stellten wir fest, dal® die
Fraktion von HMA [f(HMA)] im Falle verschiedener Krankheiten signifikant kleiner war, verglichen wir sie mit
derjenigen einiger gesunder Suibjekte, bei denen der f(HMA)-Wert sich fast Gberhaupt nicht veranderte.

Zweck des vorliegenden Studiums war die Untersuchung des Einflusses, den die Propolis auf den
Redoxzustand von HSA auslbt, u.zwar bei Patienten mit strengem Oxidationsstress, wie bei
Krebsbehandlung, da es bekannt ist, dal} die Propolis, eines der Bienenprodukte, eine wohltuende Rolle als
antioxidierendes Mittel ausiibt (BANSKOTA et al., 2001).

Material und Methoden

Wir studierten zwei Patienten mit Magen- und Darmkrebs. Ein Patient (Frau, 56 Jahre) litt an
Magenkrebs und hatte eine kurative Magenektomie hinter sich. Der andere Patient (Mann, 68 Jahre) litt
sowohl an Leberzirrhose als auch an Speiserdhrekrebs, doch ohne jedwelcher Verbindung zwischen den
beiden Krankheiten. Fir den Speiserdhrekrebs hatte er Radiotherapie gemacht. Als Kontrolle diente bei
diesem Studium ein gesunder Mann (45 Jahre) ohne Vorgeschichten von Nieren- oder Lebererkrankungen
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(es handelt sich um einen der Verfasser — H.l.). Als Propoliszusatz diente ein alkoholischer Extrakt von
brasilianischer Propolis (jede Propolistablette enthielt 52,5 mg Propolisextrakt, Yamada Apiculture Center
Inc., Okayama, Japan). Jedes Subjekt wurde (ber das Studium unterrichtet und alle Prozeduren fanden in
Ubereinstimmung mit der Helsinki-Erklarung statt. Die Blutproben wurden in Vakuum-Blutprobierréhrchen
(EDTA-2K, Terumo Co., Tokyo, Japan) gesammelt und 20 min bei 3000 upm in einer Kubota 2100
Trennschleuder (Kubota Manufacturing Co., Tokyo, Japan) geschleudert. Das erhaltene Plasma wurde unter
Druck mit einem Cosmonice- Fllter (0,45 um, Nacalai Tesque Inc., Kyoto, Japan) gefiltert und die Spezimene
bis zur HPLC-Analyse bei —80 °c gelagert.

Das HPLC-System bestand aus einem Autoprobenehmer, Modell AS-8010, einer Pumpe mit
Doppelplunger, Modell CCPM, und einem Fluoreszenzdetektor, Modell FS-8000 (Lange der Reizwelle 280
nm; Lange der Ausgabewelle 340 nm), in Kombination mit einem Uberkontrollesystem, Modell SC-8020, alle
von Tosoh Co., Japan. Verwendet wurde eine Shodex-Asahipak ES-502N-Kolonne (10 x 0,76 cm I.D.,
DEAE-Form fur HPLC mit lonenaustausch, Showa Denko., Japan; Temperatur der Kolonne: 35 + 0,5 0C)
Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradlent fur die Stelgerung der Athanolkonzentration von 0 auf 5% in
einem Puffer von 0,05 M Natriumazetat — 0,40 M Natriumsulfat (pH 4,85) (Azetat-Sulfat-Puffer) bei einer
FluBRgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die Serumproben wurden mit einem Autoprobenehmer mit einem
festgesetzten Volumen von 2 pl injiziert.

Zur Bestimmung des Wertes einer jeden Albuminfraktion, z.B. f(HMA) = [HMA/(HMA + HNA)] und
f(HNA) = [HNA/(HMA + HNA)] wurden die erhaltenen HPLC-Profile einer Zahlenkurve angepalft. Jede
Peakform wurde mit einer Gauss-Funktion annahernd bestimmt.

Ergebnisse und Diskussionen

Es ist bekannt, dal HSA ein Gemisch von HMA und HNA ist. Aufterdem gibt es mehrere Arten von
HNA, wie z.B. HNA(Cys), HNA(GIut) und HNA(Oxi). Eine klare Trennung der drei HSA-Fraktionen — HMA,
[HNA(Cys) und HNA(GIut)] (in diesem Studium HNA-1 genannt) und HNA(Oxi) (HNA-2 genannt) — wurde mit
unserem HPLC-System unternommen. Unsere vorgehenden Studien bewiesen, dafl3 der Redoxzustand von
HSA als ein Biomarker des Oxidationsstres im Korper dienen kann (ERA et al., 1995; HAYASHI et al., 2000;
IMAI et al., 2002; TOMIDA et al., 2003).

Die Abbildungen 1A und 1B veranschaulichen die Reprasentations-HPLC-Profile von HSA im Falle
eines gesunden Subjekts (Mann, 45 Jahre) und eines Patienten mit Leberzirrhose und Speiserdhrekrebs
(Mann, 68 Jahre). Es gab eine klare Abspaltung der Fraktionen HMA, HNA-1 und HNA-2. Die Werte der
Fraktionen HMA, HNA-1 und HNA-2 waren 74,0, 24,3 und 1,7% (Abb.1A) bzw. 63,5, 34,8 und 1,7%
(Abb.1B). Der f(HMA)-Wert (74%) des gesunden Subjekts unterschied sich vom f(HMA)-Durchschnittswert
anderer gesunder Subjekte (73,2 £ 2,3%) (IMAI et al., 2002) nicht. Der f(HMAO-Wert (63,5%) des Patienten
mit SpeiserOhrekrebs war signifikant niedriger als der der normalen Subjekten, ein Hinweis dafiir, da® bei
diesem Patienten mit Speiseréhrekrebs der Abwehrmechanismus des Oxidationsstres wahrscheinlich stark
vermindert war. Da es keine in-vivo-Untersuchungen Uber die antioxidierende Wirkung der Propolis gibt,
untersuchten wir zuerst den Einflul der Einnahme von Propolis auf den Redox-Zustand von HSA im Falle
eines gesunden Subjekts (Mann, 45 Jahre). Dieser nahm 4 Wochen lang taglich 12 Tabletten ein.
Uberraschenderweise stieg innerhalb von 4 Wochen sein f(HMA)-Wert allméhlich von 74,0 (Abb.1A) auf
79,2% und der f(HNA-1)-Wert sank allmahlich von 24,3 (Abb.1A) auf 19,9%. Dieses suggeriert, dal das
antioxidierende Niveau infolge des Propoliszusatzes steigen konnte. Deswegen untersuchten wir den Einflu®
der Propoliseinnahme auf den HSA-Redoxzustand von zwei Patienten, die an Magen- und Darmkrebs litten
und eine krebsheilende Behandlung durchmachten.

Erster Fall: Frau, 56 Jahre alt, Magenkrebs mit kurativer Magenektomie. Sie klagte uber
Apettitlosigkeit, wahrscheinlich Folge der Magenektomie. Taglich nahm sie eine Woche lang 5
Propolistabletten ein, danach 12 Wochen 6 Tabletten/Tag und weitere 8 Wochen 10 Tabletten/Tag. In dieser
Periode der Propoliseinnahme verbesserte sich ihr Apettit und der f(HMA)-Wert bewegte sich zwischen 73
und 79%, ein Beweis dafir, dal3 die Propolis eine potentiell wirksame Substanz in der Bekampfung des
Oxidationsstres ist.

Zweiter Fall: Mann, 68 Jahre alt, Leberzirrhose und Speiserdhrekrebs, Radiotherapie. Vor der
Radiotherapie und dem Einnehmen von Propolis hatte er einen f(HMA)-Wert von 66,6%. Wahrend der 2
Wochen dauernden Radiotherapie nahm er taglich 10 Propolistabletten ein und setzte dieses 4 Wochen lang
fort. Die f(HMA)-Werte vor, sofort nach und 4 Wochen nach der Radiotherapie betrugen 63,5 geln HPLC-
Profil ist in Abb.1B wiedergegeben), 67,7 bzw. 74,1%. Es ist bekannt, dal® die Radiotherapie mit °Co , auch
wenn sie fur die Menschen eine Therapiedosis darstellt, eine Reihe von Sauerstoffradikalen erzeugt, tUber
die die allgemeine Meinung herrscht, daf} sie fiir zahlreiche Oxidationsstress-Zustande verantwortlich sind
(DAVIES, 1987). Unsere Feststellungen im Zusammenhang mit dem f(HMA)-Wert des zweiten Falls
suggerieren, dafl der durch Radiotherapie verursachte Oxidationszustand durch die Einnahme von Propolis
verbessert werden konnte. Noch mehr, die allmahliche Steigerung des f(HMA)-Wertes weist darauf hin, da®
die antioxidierenden Eigenschaften der Propolis die gesamte antioxidierende Fahigkeit der Krebskranken
steigern konnten.
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Abb.1 — Représentative HPLC-Profile fiir (A) das Serum eines gesunden Subjekts (Mann, 45 Jahre) und (B) eines
Patienten mit Leberzirrhose und Speiseréhrekrebs (Mann, 68 Jahre), erhalten mit einem HPLC-System mit
Fluoreszenz-Detektion (Ldnge der Reizwelle 280 nm; Lénge der Ausgabewelle 340 nm). Fiir die detaillierten Elutionsbedingungen siehe
Text. Die Profile wurden an Zahlenkurven angepal3t (punktierte Linie). Die fiir jede Fraktion erhaltenen Werte sind rechts oben in der
Abbildung angefiihrt.
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Wir sind der Meinung, dal} diese Feststellung von der Tatsache unterstitzt wird, da® die Propolis
eine wohltuende Rolle als ein antioxidierendes Zusatzmittel erfiillt. Unserer Kenntnis nach war dieses das
erste in-vivo-Studium, das das oxidierte und reduzierte Albumin bei Krebskranken mit strengem
Oxidationsstress analysierte und dabei die antioxidierende Wirkung der Propolis beobachtete. Zur
Bestatigung der Gillltigkeit dieser Feststellungen wie auch fiir die Bestimmung der klinischen Bedeutung der
in diesem Vortrag dargestellten Tatsachen sind kunftige Studien notwendig, die zahlreiche Falle erfassen
mussen.
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