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TESTBERICHT

Protektive Eigenschaften des EE-Moduls bei neurodegenerativen Prozessen

1 Wissenschaftlicher Hintergrund

Neurodegeneration bezeichnet den fortschreitenden Verlust von Struktur und Funktion von
Nervenzellen im Gehirn und im Nervensystem. Diese Erkrankungen sind oft komplex und
konnen verschiedene Ursachen haben, darunter genetische Faktoren, Umweltfaktoren und
altersbedingte Veranderungen. Zu den bekanntesten neurodegenerativen Erkrankungen
zahlen Alzheimer, Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Multiple Sklerose
(MS) [1-3]. Meist spielt dabei oxidativer Stress, der gekennzeichnet ist durch einen Uber-
schuss an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die damit einhergehenden intrazellula-
ren Veranderungen der Mikroumgebung, eine wesentliche Rolle [3,4].
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2 Zellkultur

SH-SY5Y-Zellen sind auch vor ihrer neuronalen Differenzierung in vitro ein wertvolles Zell-
modell fur funktionelle Studien in der Neurobiologie und der Erforschung neurodegenerati-
ver Erkrankungen [5,6]. Die ursprungliche Zelllinie wurde 1970 aus der Biopsie eines me-
tastasierenden Knochentumors eines vierjahrigen Krebspatienten gewonnen. Nach ihrer
Differenzierung dienen sie auch zur Aufklarung neuronaler Mechanismen auf molekularer
Ebene [7].

Die SH-SY5Y-Zellen wurden routinemafig als Massenkulturen in einem Kulturmedium aus
DMEM und Ham’s F12 (1:1) kultiviert, welches mit 15 % eines Wachstumsgemisches und
Antibiotika supplementiert war. Die Routinekultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei
37 °C und einer feuchten Atmosphare aus 5 % CO, und 95 % Luft. Die Zellen wurden re-
gelmallig zweimal pro Woche umgesetzt, d.h. vom Kulturschalenboden durch Trypsinbe-
handlung abgeldst und in geringerer Zelldichte in neue KulturgefalRe ausgesat. Die Zellen
fur die Versuche wurden aus 80 bis 90 % konfluenten Massenkulturen genommen.
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3 Testprodukte und Versuchsaufbau

Beide Testprodukte (inaktives und aktives EE-Modul) wurden uns von der Pro Energetic
Wittmann GmbH & Co. KG, A-8580 Kéflach, Osterreich, fir die Dauer der Untersuchungen
zur Verfugung gestellt.

Beide Testprodukte befanden sich fir die Tests mit den Zellkulturen in zwei getrennten
temperierten Mini-Inkubatoren, welche 10 Meter und mehrere Hauswande voneinander ge-
trennt waren. So konnten unerwiinschte gegenseitige Wechselwirkungen ausgeschlossen
werden.

4 Durchgefiihrte Tests und Ergebnisse

Es wird mit Absicht auf die ausfuhrliche wissenschaftliche Beschreibung der Testverfahren
verzichtet, da die allgemeine Verstandlichkeit des Kurzberichts darunter leiden wirde. Im
Bedarfsfall kdnnen diese Daten nachgeliefert werden.

4.1 Kompensation von oxidativem Stress durch Radikale aus der Umwelt
Es wurde nach 24-stundiger Einwirkzeit verschiedener Konzentrationen Wasserstoff-
peroxid (0,5 bis 2 mM) im Kulturmedium die Uberlebensfahigkeit der SH-SY5Y-Zellen
mit und ohne den Schutz durch das aktive EE-Modul gemessen.

Ergebnis: In Abhangigkeit von der Wasserstoffperoxid-Konzentration nahm die Zell-
viabilitat erwartungsgemafy ab. Bei 2 mM Wasserstoffperoxid als ROS-Quelle betrug
die Uberlebensfahigkeit der mit dem inaktiven Modul behandelten Zellen nur noch
90,5 £ 3,2 %, wahrend sie fur die mit dem aktiven Modul behandelten Zellen 98,1 +
2,1 % betrug = signifikante Verbesserung der Uberlebensfihigkeit der neurona-
len Zellen bei oxidativem Stress aus der Umwelt durch das EE-Modul.

4.2 Zellregeneration
Es wurde die Besiedlung eines definierten zellfreien Raumes nach kleinen Lasionen
von Nervenfasern als Mal fur das zellregenerative Potenzial der neuronalen Zellen
mit und ohne aktives EE-Modul nach 12-stliindiger Einwirkzeit gemessen.

Ergebnis: Der nach Ablauf der Versuchsdauer noch verbliebene zellfreie Raum im
Vergleich zur Gesamtflache im mikroskopischen Gesichtsfeld betrug fur die mit dem
inaktiven Modul behandelten Zellen 22,0 + 1 %, wahrend er fur die mit dem aktiven
Modul behandelten Zellen nur noch 8,1 £ 2,1 % betrug (siehe Abbildung nachste Sei-
te). Berucksichtigt man in der Kalkulation jedoch die initiale zellfreie Flache im mikro-
skopischen Gesichtsfeld, so haben die mit dem inaktiven Modul behandelten Zellen
diese in den 12 Stunden Versuchsdauer um annahernd 50 % reduziert und die mit
dem aktiven Modul behandelten Zellen sogar um Uber 80 % = signifikante Verbes-
serung der Zellregeneration durch das EE-Modul.

Dartsch Scientific GmbH Geschéftsfuhrer: Amtsgericht Augsburg HRB 40937
Oberer Anger 1 Prof. Dr. rer. nat. Peter C. Dartsch Steuer-Nr. 125/124/10020
D-86911 Dielen am Ammersee Diplom-Biochemiker USt-IdNr. DE 222586342



o
.dartSChSCIENTIFIC

INSTITUT FUR ZELLBIOLOGISCHE TESTSYSTEME

Reprasentative Mikrofotos des nach 12 Stunden Versuchsdauer verbliebenen zellfreien Raumes
bei neuronalen Zellen, die mit dem inaktiven EE-Modul (A) bzw. aktiven EE-Modul (B) behandelt
worden waren. Der Unterschied ist deutlich erkennbar und zeigt sich auch in den quantifizierten Er-
gebnissen (siehe Text).

5 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die hier dargestellten zellbiologischen Untersuchungen mit neuronalen Zellkulturen haben
gezeigt, dass das aktive EE-Modul forderliche Wirkeffekte auf zellularer Ebene besitzt, wo-
durch neurodegenerative Prozesse, welche u.a. durch den oxidativen Stress aufgrund von
Umwelteinflissen (Luftverschmutzung, UV-Strahlung, chemische und industrielle Schad-
stoffe, Xenobiotika, elektromagnetische und geopathische Storfelder etc.) ausgeldst wer-
den, auch im komplexen Gesamtorganismus gelindert werden kdnnen.

Verantwortlich flr die wissenschaftliche Richtigkeit der durchgefluhrten Untersuchungen
und den Inhalt des Testberichtes.

Prof. Dr. Peter C. Dartsch
Diplom-Biochemiker

Anmerkung: Bei den hier durchgefiihrten Voruntersuchungen handelt es sich um jeweils einen Versuch mit
mehreren Replikaten. Daher kénnen die Ergebnisse nur einen ersten Hinweis auf Wirkeffekte geben. Fir
eine wissenschaftlich fundierte Aussage mit statistischer Bewertung miissen mehrere unabhangige Ver-
suchswiederholungen zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durchgefiinrt werden.
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