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Oxidativer Stress ist an der Entwicklung von Krebs beteiligt. Wasserstoff (Ho) ist ein sehr wir-
kungsvolles Antioxidans und weist entziindungs- und potenziell krebshemmende Eigenschaf-
ten auf. Diese Studie zielte darauf ab, die Rolle von Wasserstoff in Kombination mit 5-Fluorura-
cil (5-FU) bei der Krebstherapie sowohl in vitro als auch in vivo unter Verwendung der
Colon-26-Zellline (maus-spezifische Dickdarmkrebszellen) zu untersuchen. Die Uberlebensrate
wurde mittels der Kaplan-Meier-Schatzung (Methode zur Analyse von Uberlebenszeiten, bei
denen nicht alle Individuen der gesamten Testdauer ausgesetzt sind) bestimmt, und die Zel-
viabilitit (Zell-Uberlebens-fahigkeit) wurde mittels eines Zellviabilitits-lmaging-Kits (zur grafi
schen Darstellung) sowie des MTT-Assays (Test zur Bestimmung der Zellviabilitdt) untersucht.
Die Aktivierung des Zell-Apoptose-Signalwegs (phosphorylierte Adenosin-monophosphat-akti-
vierte Proteinkinase (p-AMPK), Apoptose-induzierender Faktor (AIF) und Caspase 3) wurde
mittels der Western-Blot-Analyse (Verfahren zur Ubertragung (engl. Blotting) von Proteinen auf
eine Tragermembran zwecks anschlieBender quantitativer Analyse) charakterisiert. (Apoptose:
kontrollierter, durch Genexpression gesteuerter ,Selbstmord” der Zelle, der im Gegensatz zur
Nekrose nicht die Freisetzung von Zellplasma einschliet und somit keine Entztindungsreaktion
auslést.) Die Verabreichung von Wasserstoff-Wasser erhdhte die Uberlebensrate von Méusen
mit induzierten Colon-26-Krebszelllinien. Wasserstoff-Wasser verstarkte auch die Zell-Apopto-
se bei Krebszellen, was in einer deutlichen Erhdhung der Expression von p-AMPK, AlF und
Caspase 3 in Colon-26-Zellen resultierte. Ebenso erhéhte Wasserstoff-Wasser den inhibitori-
schen (hemmenden) Effekt von 5-FU auf Colon-26-Zellen in Bezug auf die Zell-Uberlebensrate
und Antikrebs-Funktionen. Hoch wasserstoffreiches Wasser wies zudem eine stérkere antioxi-
dative und Krebs hemmende Wirkung auf als Wasser mit einem nattrlichen Wasserstoffgehalt.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass hoch wasserstoffreiches Wasser Darmkrebs
unterbinden kann, vor allem in Kombination mit 5-Fluoruracil.

Themenbereiche: Zellbiologie, Diabetes und Endokrinologie, Erndhrung, Onkologie, Atemwegsmedizin
Stichworte: Antioxidans, Wasserstoff, Krebs, Apoptose, 5-Fluoruracil

Einfihrung

Wasserstoff (Ho) ist ein Antioxidationsmittel, das im Stande ist, reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS) zu binden und zu neutralisieren (Ohta, 2012). Insbesondere reduziert Wasser-
stoff das Hydroxyl-Radikal (OH, das am starksten toxisch wirkende ROS) und Per-
oxynitrit (ONOO-). Langzeit-Exposition (dauerhafte Belastung) durch ROS als oxidati-
vem Stress kann zur Entwicklung von Stoffwechselstérungen und verschiedenen For-
men von Krebs fuhren (Casares et al., 2012; Meng & Zhao, 2012). Deshalb wurde dar-
auf hingewiesen, dass Wasserstoff ein geeigneter Kandidat fir bzw. beitragender Fak-
tor zu therapeutischen Strategien bei verschiedenen Krankheiten sein konnte, ein-
schlieBlich Herz-Kreislauf-Erkrankungen, HirngefaBerkrankungen, Stoffwechselstérun-
gen (Aoki et al., 2012; Ghanizadeh & Berk, 2013, lio et al., 2013; Nagatani et al., 2013;
Nakao et al., 2010), Atemwegsstorungen und bestimmten Arten von Krebs (Kawai et
al., 2012; Ning et al., 2013). Es hat sich herausgestellt, dass Wasserstoff als viel ver-
sprechendes Mittel zur Behandlung von Krebs, zur Vorbeugung oder in einer kombi-
nierten Therapie mit Krebsmedikamenten / Antitumorsubstanzen eingesetzt werden
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kann. Die Einnahme von Wasserstoff-Wasser konnte die Nebenwirkungen von Krebs-
medikamenten durch Verringerung von oxidativem Stress abschwachen und Metamor-
phosen aufgrund von verminderter Apoptose (die zu einem verléangerten Uberleben von
Tumorzellen fuhrt) verringern (Nakashima-Kamimura et al., 2009). Wasserstoff verringert
auch die negativen Auswirkungen radioaktiver Strahlung durch Schutz des Immunsys-
tems (Yang et al., 2012). Wasserstoff kdnnte auch im Stande sein, die hdmatologischen
(Krankheiten des Blutes bzw. blutbildender Organe betreffenden) Strahlenschadigun-
gen mittels Unterbindung der durch Strahlung induzierten Aktivierung von Caspase 3
zu lindern, zuséatzlich zur Rettung weiBer Blutkdrperchen und Blutplattchen, die sonst
durch Strahlung dezimiert werden (Yang et al., 2012). Es ist auch bekannt, dass Was-
serstoff nicht die Wirkung von Krebsmedikamenten und Strahlentherapien mindert, und
zwar weder in vitro noch in vivo (Kang et al., 2011, Nakashima-Kamimura et al., 2009).
Obwohl schon von verschiedenen Seiten auf die Krebs hemmenden Eigenschaften von
Wasserstoff hingewiesen wurde, missen die genauen Wirkmechanismen dahinter noch
genauer untersucht werden.

5-Fluoruracil (5-FU) ist das chemotherapeutische Mittel der ersten Wahl bei der Be-
handlung von Darmkrebs aufgrund seines Einflusses auf den Kolorektal-Trakt (Bereich
des Dick- und Enddarms) und seiner Fahigkeit, das Wachstum von Krebszellen durch
Einbindung seiner Metaboliten (Zwischenprodukte von Stoffwechselvorgdngen) in die
DNA und RNA (Longley, Harkin & Johnston, 2003) zu unterbinden. Es liegen Berichte
vor, wonach dieser Wirkstoff eine hohe Wirksamkeit bei der Behandlung von soliden
Tumoren und der Pravention von Lebermetastasen von Colon-26-Adenokarzinomzellen
bei Mausen aufweist. Die Kombination von 5-FU mit bestimmten Modalitaten (Ausfih-
rungsarten) der Krebsbehandlung, einschlieBlich Strahlentherapie und anderer Krebs-
mittel, verstarkt seine Krebs hemmenden Wirkungen (/shikawa et al., 1989; Tominaga
et al, 1993). Es gibt Hinweise darauf, dass eine verstéarkte Wasserstoffbindung von
Fluoruracil seine Wirksamkeit erhdht (Kugimiya, Mukawa & Takeuchi, 2007). Bei unse-
rem Versuchsansatz, die Rolle hoch wasserstoffreichen Wassers (,High-content Hydro-
gen Water®, HHW) in der Krebsbehandlung zu verstehen und nachzuvollziehen, unter-
suchten wir die Uberlebensrate, das AusmaB an Zell-Apoptose und einige andere Anti-
krebs-Parameter in einem Tiermodell zur Tumorkachexie (Stoffwechselstérung als Fol-
ge einer Krebserkrankung, hier durch Colon-26-induzierten Krebs bei Mausen) (7Tanaka
et al., 1990), die mit hoch wasserstoffreichem Wasser (HHW) bzw. normal wasserstoff-
reichem Wasser (,Natural Hydrogen Water®, NHW) und 5-FU behandelt wurden.

Materialien und Methoden

Zelllinie

Die Mause-Kolonkarzinom-Zelllinie (Colon-26) wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, Virginia, USA) Uber Summit Pharmaceuticals Intl. Corp.
(Tokio, Japan) erworben. Die Zellen wurden in einem von der ATCC formulierten Zellkul-
turmedium ,BPMI-1640“, das mit fetalem Kalberserum (ein Hauptbestandteil vieler
Nahrmedien, die zur Aufzucht und Kultivierung von Zellen in der Zellkultur bendtigt
werden) erganzt wurde, zu einer Endkonzentration von 10% kultiviert. Die Zellen wur-
den bei einer konstanten Temperatur von 37°C und in feuchter Atmosphéare von 5%
CO2 bis zu einem etwa 60%igen Zusammenfluss kultiviert. Daraufhin wurde das Medi-
um gegen ein serumfreies Zellmedium ausgetauscht, das wahlweise 5-FU, HHW, NHW,
5-FU und HHW bzw. 5-FU und NHW enthielt (Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd, Tokio, Ja-
pan). Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellen flr weitere Studien
gewonnen.

Tiere

Sechs Wochen alte weibliche BALB/c-M&ause (ein aus der Hausmaus gezlichteter Albi-
no-Stamm, der zu den am héaufigsten in Tierversuchen verwendeten Labormausen ge-
hort) mit einem Gewicht von 19 bis 24 g wurden in einem pathogen-freien (frei von

Runtuwene et al. (2015), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.859 2/15



PeerJ

Krankheitserregern) Umfeld und einem 12 Stunden Tag- /12 Stunden Nacht-Rhythmus
bei kontrollierter Raumtemperatur im Animal Center der Kagoshima University (Kago-
shima, Japan) gehalten. Die Tiere erhielten Futter und Leitungswasser ad libitum (nach
Belieben). Zur Entwicklung von Krebszellen wurden 5x10° lebensféhige Colon-26-Zel-
len in 100 pl RPMI-1640-Medium durch intraperitoneale Injektion (Injektion in die
Bauchhohle) injiziert (Perboni et al., 2008). Samtliche in dieser Studie verwendeten Ver-
fahren wurden vom Ethics Committee for Animal Care and Use der Kagoshima Univer-
sity (IRB-Zulassungsnummer MD13062) genehmigt und unter Befolgung der japani-
schen nationalen einheitlichen Richtlinien fur Tierversuche der Kagoshima University
durchgefihrt.

Hoch wasserstoffreiches Wasser (HHW)

Hoch wasserstoffreiches Wasser (HHW) wurde in unserem Labor durch Ldsung von Hz
in reinem Wasser und unter hohem Druck (0,4 MPa) fir einen Zeitraum von 24 Stunden
hergestellt, um eine allgemeine Wasserstoffgas-Sattigung von 0,8 mM zu erreichen.
Zum Vergleich wurde in dieser Studie natlrliches Hz-Wasser (NHW) vom Mount Fuiji
(Yamanashi, Japan) mit einer Konzentration von 0,125 mM Wasserstoff (VanaH Co.,

Ltd., Yamanashi, Japan) ebenfalls verwendet.

Messung der Wasserstoffkonzentration

Wasserstoff-Wésser und Zelllinien

Wir nahmen eine Messung der Wasserstoffkonzentrationen vor, um eine angemessene
Wasserstoffkonzentration zu gewahrleisten, die im Stande ist, einen antioxidativen Ef-
fekt zu erzeugen. Beide Arten von Wasserstoff-Wasser (HHW und NHW) wurden in
einem geschlossenen GlasgefaB (500 ml) aufbewahrt. Zellinienschalen, die von der
ATCC formuliertes RPMI-1640-Medium enthielten, wurden mit fetalem Kélberserum zu
einer Endkonzentration von 10% erganzt. Die Wasserstoffkonzentrationen wurden dann
mit einer Wasserstoff-Messelektrode (DK-8200 Aarhus N; Unisense, Danemark) wie
zuvor beschrieben mit einigen Modifikationen gemessen (Amitani et al., 2013).

Tierversuchsreihen

Die Tiere wurden in fUnf verschiedene Gruppen (5-FU, HHW, NHW, 5-FU und HHW
und 5-FU und NHW) unterteilt. Jeder Gruppe wurden dann 0,6 ml Wasserstoff-Wasser
(HHW und NHW) in den Magen der Maus unter Verwendung einer Schlundsonde
zwangszugefuhrt. Zu jedem vorgegebenen Zeitpunkt (0, 2, 4, 6, 8 Stunden) wurde 150
ul vendses Blut abgezapft und die Wasserstoffkonzentration mit der Messelektrode
gemessen.

Messung der Zellviabilitat

Zur qualitativen Bestimmung der Zellviabilitat wurde das Live/Dead Cell Imaging Kit (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) verwendet. Die ,Live Green Solution“(1 ml von
1 uM) wurde in der ,Dead Red Solution* (1 mM lyophilisierter, d.h. gefriergetrockneter
Bestand) geldst. Colon-26-Zellen und HepG2-Zellen wurden eine Stunde lang mit
zweimal der gleichen Menge Testldsung behandelt. Nach einer 15-mindtigen Inkubation
bei Raumtemperatur wurden von den Zellen mikroskopische Aufnahmen angefertigt.
Die Zellviabilitat wurde ebenso mittels der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Analyse untersucht. Finf Behandlungen (5-FU, HHW,
NHW, 5-FU und HHW sowie 5-FU und NHW) wurden flr einen Zeitraum von 24 Stun-
den an 104 Colon-26-Zellen in 96-Well-Platten (Platten mit 96 Vertiefungen zur Analyse
von Zellkulturen) vorgenommen. Das Medium wurde dann ausgetauscht gegen 200 pl
pro Well freies Medium in jedem Well (endgtiltige Dosis fur die 5-FU-Gruppe: 50 uM).
Nach einer vierstindigen Inkubation bei 37°C bildeten die Uberlebensfahigen Zellen
dunkelblaue Formazan-Kristalle, und 0,01 M HCI/10% SDS wurde hinzugeflgt. Der
Svnerav HT Multi-Mode Microplate Reader (Bio-Rad. Hercules. California. USA. ein
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System zur multiplen Analyse von Untersuchungsproben) wurde dann bei Wellenlangen
von 570 und 600 nm zur Quantifizierung der Absorptionsrate eines jeden Wells wie
zuvor beschrieben eingesetzt (Yu et al., 2012). Die Daten wurden nach dreimaliger
Wiederholung der Experimente erfasst, um die Wiederholbarkeit der Ergebnisse sicher-
zustellen.

In vivo- und in vitro-Experimente

In vivo: Nach Feststellung der Tumorinduktion (Tumorerzeugung) bei allen Gruppen mit
Ausnahme der krebsfreien Gruppe von Mausen, die Wasserstoff-Wasser tranken, wur-
den die Mause alle acht Stunden mit MQ-Wasser (Milli-Q Integral, ein System zur Auf-
bereitung von Rein- bzw. Reinstwasser), HHW bzw. NHW durch orale Verabreichung
(250 pl) behandelt, und 5-FU wurde in einer 5%igen Glukoseldsung (100 mg/kg) wo-
chentlich mittels intraperitonealer Injektion verabreicht (Perboni et al., 2008). 10 Tage
nach der Tumorinduktion wurden die Mause letalisiert (getdtet), und die Tumore wurden
herausgeschnitten und skaliert. Mithilfe einer Schieblehre wurde die TumorgroBe be-
stimmt und nach der folgenden Gleichung berechnet: Lange x Breite2 x 0,5, wie be-
reits zuvor beschrieben (Lee et al, 2072). In vitro A-L6ésung mit 50 pyl MQ, HHW (0,8
mM) bzw. NHW (0,125 mM) wurde jeder Objekttrager-Kammer (IWAKI, Japan) hinzuge-
fugt, und die Ergebnisse wurden mit den Objekttrager-Kammern verglichen, denen nur
5-FU mit einer endgultigen Dosis von 50 uM hinzugefugt wurde.

Western-Blot-Analyse

Die Expression von p-AMPK, AIF und Caspase 3 wurde mittels Western-Blot-Analyse
untersucht. Eisgekuhlter RIPA- (Radio-Immuno-Precipitation Assay-) Puffer (ein Puffer
zur Protein-Isolierung), erganzt durch Phosphatase- und Protease-Inhibitoren (50 mM
Natriumvanadat, 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 2 mg/ml Aprotinin und 0,5 mg/ml
Leupeptin) wurden fUr die Proteinextraktion und Eliminierung von Homogenaten und
Zell-Lysaten verwendet. Die Proteinkonzentrationen wurden dann mit der BCA-Protein-
bestimmung (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) gemessen.
Die Gesamtheit an Proteinproben (30 ug) wurde mittels SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese, 10% Acrylamid-Gel) unter Verwendung des Bio-Rad Trans-Blot-Sys-
tems gefiltert und anschlieBend auf Membranen Ubertragen. Die Membranen wurden
mit 5% fettfreier Milch in Tris-gepufferter Kochsalzlésung mit 0,1% Tween 20 (TBS-T,
ein in der Biochemie zur Losung von Proteinen verwendeter Puffer) verblockt, fur die
Dauer von einer Stunde inkubiert, in TBS-T gewaschen und mit Primarantikérpern, die
16 Stunden lang in einer geeigneten Konzentrationen in TBS verdinnt wurden, hybridi-
siert. AnschlieBend wurden spezifische Antikdrper fir AMPK und p-AMPK (Cell Signa-
ling, Danvers, Massachusetts, USA), AIF (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,
USA) und Caspase 3 (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) verwendet. Zu-
satzlich wurden die Membranen mit sekundaren Antikdrpern inkubiert, um das (-Aktin
(Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) (1 : 5.000-Verdinnung), das als interne
Kontrolle diente, zu binden. Die Inkubation mit sekundaren Antikdrpern und der Nach-
weis des Antigen-Antikdrper-Komplexes wurde unter Verwendung eines ECL-Kits (En-
hanced Chemiluminescence Kit, Amersham Biosciences, Amersham, UK, ) vorge-
nommen. Nach Vergleich mit dem Marker fir Spezifizitdt wurden die Immun-Blots von
p-AMPK (62 kDa), AMPK (62 kDa), B-Aktin (43 kDa), AIF (57 kDa) und Caspase 3 (17
kDa) mit einem Laser-Densitometer quantifiziert.

Analyse der Neutralisierung freier Radikale

Die Fahigkeit von Wasserstoff, freie Radikale zu neutralisieren, wurde mittels einer 2,2-
Diphenyl-1-Pikryl-Hydrazyl-Hydrat (DPPH)-Analyse zur fotometrischen Untersuchung
der Radikalfanger-Eigenschaft bestimmt und mit der Aktivitat von Vitamin C verglichen.
20 pl von jeder Probenlésung [0,01-1 mM Vitamin C (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutsch-
land), 0,01-0,8 mM Hz (HHW) und 0,0001-0,1 mM Hz (NHW)] sowie 200 ml DPPH-L&-
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sung [2 mM 2,2-Diphenyl-1-Pikryl-Hydrazyl (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland), auf-
bereitet in Methanol] wurden jeder Mikroplatte hinzugefugt. Die Proben wurden dann 10
Minuten lang im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, und die Absorptionsrate (Ab)
wurde unter Verwendung eines Mikroplatten-Readers bei einer Wellenlange von 540
nm gemessen. Die Radikalfanger-Eigenschaft wurde unter Verwendung der folgenden
Gleichung berechnet: % antioxidative Aktivitat = [12 (Ab der Probe / Ab der
Blindprobe)] x 100, wie bereits zuvor beschrieben (Amitani et al., 2013).

Statistische Analyse

Die Daten werden als durchschnittliche Standardabweichung (+SEM) in Bezug auf die
Anzahl der Proben (n) in jeder Gruppe wiedergegeben. Die statistische Analyse wurde
durch eine einfache und zweifache ANOVA-Varianzanalyse mit wiederholten Messun-
gen vorgenommen. Der Tukey-Test (ein Signifikanztest aus der mathematischen Statis-
tik) wurde zur Bestimmung signifikanter Abweichungen verwendet. Ergebnisse mit p <
0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft. Die Uberlebensraten wurden mit dem
Kaplan-Meier-Verfahren analysiert, und die statistische Analyse wurde unter Verwen-
dung des Log-Rank-Tests (Test zum Vergleich von Uberlebensraten in zwei oder mehr
unverbundenen Stichproben) vorgenommen, wobei p < 0,05 als statistisch signifikant
eingestuft wurde.

Ergebnisse

Wasserstoff-Wasser erhoht die Uberlebensrate von Mausen mit Colon-26-
Zellen

Die Uberlebensrate in den Gruppen, die nur mit Ho-Wasser (HHW und NHW) behandelt
wurde, war leicht erhdht im Vergleich zur Gruppe von Mausen mit Colon-26-Zellen, die
keine Behandlung mit Wasserstoff-Wasser erhalten hatte (Abb. 7A). Zudem war die
Uberlebensrate in der mit HHW behandelten Gruppe signifikant héher als in der mit
NHW behandelten Gruppe (Abb. 7A). Nach Behandlung mit 5-FU erhdhte sich die
Uberlebensrate in signifikanter Weise (Abb. 18). Die Kombination von HHW mit 5-FU
resultierte in einer betréchtlich erhdhten Uberlebensrate (p < 0,05), wohingegen die
Kombination von NHW mit 5-FU weniger effektiv war (Abb. 7B). Wahrend des gesam-
ten Versuchszeitraums wurde die Wasseraufnahme Gberprift und war Uber alle Grup-
pen hinweg in etwa dieselbe. Korpergewicht und Nahrungsaufnahme wurden ebenfalls
Uberwacht und waren in der Gruppe von Mausen mit Colon-26-Zellen signifikant gerin-
ger als in der Kontrollgruppe (Daten hier nicht wiedergegeben). Hinsichtlich der Wie-
dergewinnung des urspriinglichen Korpergewichts wurden jedoch keine signifikanten
Abweichungen zwischen der Gruppe, die mit Wasserstoff-Wasser behandelt wurde,
und der Kontroligruppe festgestellt (Daten hier nicht wiedergegeben). In der 5-FU-
Gruppe zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Verringerung der
TumorgréBe und des Tumorgewichts (Abb. 7C und 7D).

Wasserstoff-Verringerungsrate in vitro und in vivo

Die Wasserstoffkonzentrationen wurden Uber einen Zeitraum von acht Stunden gemes-
sen (Abb. 2A-2C). Frisch zubereitetes HHW zeigte eine maximale Hz-Konzentration von
etwa 0,8 mM, wohingegen NHW eine Hz-Konzentration von 0,1 mM beibehielt (Abb.
2A). In Zellkulturmedien erreichte die Ho-Konzentration von HHW ein Maximum von 0,3
mM, wohingegen NHW eine Maximalkonzentration von etwa 70 uM erreichte (Abb. 2B).
In den Korpern der Mause erreichte die Wasserstoffkonzentration in der Spitze 6 uM
bei der HHW-Gruppe und 4 pM bei der NHW-Gruppe (Abb. 2C).

Wasserstoff-Wasser verstarkt den apoptotischen Effekt von 5-FU auf
Krebszellen

Nach einer 24-stindigen Inkubation mit 5-FU, Wasserstoff-Wasser (HHW, NHW) bzw.
einer Kombination von 5-FU mit Wasserstoff-Wasser wurde die Zellviabilitat der Colon-
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Abb. 1: Kaplan-Meier. Die Uberlebensrate in der HHW-Gruppe war im Vergleich zur NHW-Gruppe leicht
erhdht. Die Zugabe von 5-FU am Tag 14 prolongierte (verléngerte zeitlich) die Uberlebensraten (P < 0,05)
von Mausen mit Colon-26-Zellen. Die Kombination von HHW und 5-FU brachte die langste Uberlebensrate
hervor, gefolgt von der Kombination von NHW und 5-FU und 5-FU-Therapie allein. Das Ergebnis des Log-
Rank-Tests: fiir Colon-26 und HHW, P < 0,05 (Fig. 1A); fur Colon-26 und 5-FU, P < 0,001; fur Colon-26
und 5-FU und HHW, P < 0,001; fur Colon-26 und 5-FU und NHW, P < 0,001, und fur Colon-26 und 5-FU
sowie Colon-26 und 5-FU und HHW, P < 0,05. TumorgréBe und -gewicht werden in Abb. 1C und 1D wie-
dergegeben. Bei der 5-FU-Gruppe fand sich im Vergleich zur Kontroligruppe eine signifikante Verringerung
sowohl beim Tumorgewicht als auch bei der TumorgréBe (n = 7, ‘p < 0,05). In dhnlicher Weise zeigte sich
eine weitere Verringerung bei Tumorgewicht und TumorgréBe bei den mit Hz behandelten Gruppen mit den
Kombinationen 5-FU und HHW sowie 5-FU und NHW (n = 7, #p < 0.05).

26-Zellen untersucht. Wie in Abb. 3 wiedergegeben, hatte die Kombination aus 5-FU
und HHW den starksten apoptotischen Effekt auf Colon-26-Zellen, gefolgt von der
Kombination aus 5-FU und NHW. Die Verabreichung von Hz-Wasser (HHW und NHW)
resultierte in einer Abnahme der Viabilitat der Colon-26-Zellen, doch der Wirkungsgrad
war niedriger als bei der Behandlung mit 5-FU.

Die Zellviabilitat von Colon-26-Zellen wurde dann mittels des MTT-Tests geprtift (Abb.
4A). Samtliche Behandlungen mit jedem Wirkstoff (5-FU, HHW, NHW) waren in dieser
Versuchsreihe im Vergleich zur Kontrollgruppe effektiv bei der Verringerung der Zellviabi-
litdt von Colon-26-Zellen. In Bezug auf jeden Wirkstoff fur sich allein war die Behand-
lung mit 5-FU die effektivste, gefolgt von HHW und NHW. In Kombination der Wirkstoffe
untereinander resultierte die Kombination von HHW mit 5-FU in einer stark ausgeprag-
ten Zell-Apoptose bei Colon-26-Zellen, und NHW in Kombination mit 5-FU brachte ein
ahnliches Ergebnis hervor. Auf HepG2-Zellen hatte Wasserstoff jedoch keine statistisch
signifikanten Auswirkungen (Abb. 4B).
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Abb. 2: Die Wasserstoffkonzentration bei den drei Behandlungsarten (HHW, NHW und Kontroll-
gruppe) iiber einen Zeitraum von 8 Stunden. (A) Direkte Uberpriifung der Hz-Konzentrationen in jedem
Behélter, (B) H2-Konzentrationen beim in vitro-Experiment, und (C) Hz2-Konzentrationen beim in vivo-Expe-
riment, gemessen im Blut nach direkter Katheterisierung (Legen bzw. EinfUhren eines Katheters in ein
Hohlorgan) von Wasserstoff-Wasser in den Magen des Tieres.

HHW (bt eine starker antioxidative Wirkung aus als NHW

Die Uberpriifung der antioxidativen Wirkung, gemessen an der Neutralisierung bzw.
dem Abfangen freier Radikale (DPPH), zeigte auf, dass sowohl HHW (0,01 und 0,8
mM) als auch NHW (0,01 and 0,1 mM) antioxidativ wirkten (Abb. 5). Zusatzlich zeigte
sich, dass HHW eine starker antioxidative Wirkung als NHW ausubte und der antioxi-
dativen Wirkung von Vitamin C (1 mM) nahekam. Bei jeder Maximaldosis Ubte Vitamin
C (1,0 mM) die starkste antioxidative Wirkung aus, gefolgt von HHW (0,8mM) und NHW
(0,1mM). Im Mol/Mol-Vergleich ist jedoch die Starke des antioxidativen Effekts von
HHW (0,TmM) und NHW (0,1 mM) dieselbe.

Bestimmung der Zell-Apoptose in Colon-26-Zellen mittels p-AMPK-, AIF- und
Caspase 3-Expression

Die Expression von p-AMPK, AIF und Caspase 3 in Colon-26-Zellen war nach der Be-
handlung mit beiden Arten von Wasserstoff-Wasser (HHW und NHW) erhdht. Die Ex-
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Abb. 3: Zellviabilitat von Colon-26-Zellen 4 Stunden nach der Behandlung mit 5-FU, HHW, NHW,
5-FU und HHW sowie 5-FU und NHW. Die Verabreichung von 5-FU fUhrte zu einer Verringerung der
Viabilitdt von Colon-26-Zellen; Ha-Wasser (HHW und NHW) verringerte die Viabilitdt ebenfalls, jedoch in
einem geringeren Ausmaf3. Die kombinierte Behandlung mit 5-FU und HHW hatte den stérksten Zell-Apo-
ptose-Effekt auf Colon-26-Zellen, gefolgt von einer Kombination aus 5-FU und NHW.

pressionen dieser Proteine in Colon-26-Zellen erhdhte sich bei der kombinierten Be-
handlung mit 5-FU noch weiter, wie in Abb. 6 wiedergegeben.

Diskussion

Gewohnlich erfordert die Verabreichung von Wasserstoff mittels Inhalation einen profes-
sionellen Techniker und spezielle Ausrlstung (Huang et al., 2010; Zhang et al., 2012).
Die Verabreichung von Wasserstoff als Gas geldst in Wasser ist jedoch einfacher und
erfordert keine anspruchsvollen Gerate (Zhang et al., 2012), und ihre Effektivitat und
Wirkung ist der Inhalation &hnlich (Shimouchi et al., 2013). Wasserstoff-Wasser ist zu-
dem aufgrund seiner einfachen Herstellung und der Tatsache, dass es dem menschli-
chen Korper ohne Sicherheitsrisiko zugeflhrt werden kann, der Inhalationsmethode
vorzuziehen. Deshalb ist Wasserstoff-Wasser in der Anwendung bequemer und un-
komplizierter als die Inhalation, vor allem in der praventiven Pflege. Diese Art der An-
wendung ist auch flr ambulante Patienten einfach auszuflihren. In dieser Studie Uber-
nahmen wir die allgemein verbreitete Methode, Wasserstoff-Wasser unter Verwendung
der Hochdruck-Vakuum-Methode wie zuvor beschrieben herzustellen (Karthikkumar et
al., 2012; Zeng et al., 2014, Zhang et al., 2012). Andere Methoden wie etwa die Ver-
wendung von metallischen Magnesiumstében und die Elektrolyse von basischem Was-
ser (Nakao et al., 2010; Qin et al., 2012; Zeng et al., 2014), sind ebenfalls im Stande,
eine angemessene Wasserstoff-Sattigung zu erzielen. Es kénnen also viele verschiede-
ne Methoden zur Anwendung kommen, je nach individuellen Vorlieben und Verflugbar-
keit. Die groBe Herausforderung bei der Herstellung von Wasserstoff-Wasser ist die
Bewahruna der Wasserstoff-lonen in der Losuna. da sich die Anzahl der Wasserstoff-
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Abb. 4: Zellviabilitdt von Colon-26- (A) und HepG2-Zellen (B) wurde mittels MTT-Test gemessen.
Die Zellviabilitat von Colon-26-Zellen zeigte eine signifikante Verringerung (p < 0,05) bei allen Behandlungs-
gruppen (5-FU, HHW, NHW) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die starkste signifikante Verringerung ergab
die Behandlung mit 5-FU, gefolgt von HHW und NHW. Die Therapiekombination von 5-FU und HHW oder
NHW verringerte die Zellviabilitat (p < 0,05) relativ zu HHW allein. 5-FU, nicht jedoch He, verringerte die
Zellviabilitat von HepG2-Zellen.

lonen aufgrund der hohen Flichtigkeit des Gases kontinuierlich verringert (Kajiyama et
al., 2008). Anders als bei verschiedenen anderen Methoden, die entwickelt wurden, um
dieses Problem zu I6sen (Kang et al., 2011, Nakao et al., 2010, Ohta, 2011), beschlos-
sen wir bei dieser Studie, Wasserstoff-Wasser auf einer taglichen Basis neu und frisch
herzustellen. In Ubereinstimmung mit einem bereits zuvor verdffentlichten Bericht (Va-
gata et al., 2009) resultierte die Verabreichung von Wasserstoff in einer Konzentration
von 0,8 mM (HHW) Uber den Magen in Wasserstoff-Blutkonzentrationen von etwa 6
UM, wohingegen die Verabreichung von 0,1 mM (NHW) Uberraschenderweise in Was-
serstoffkonzentrationen im Blut von bis zu 4 pM resultierte. Die Ahnlichkeit dieser Werte
kénnte das Ergebnis einer Supplementierung von Salzen wie etwa Natriumchlorid sein,
die, so wird angenommen, zu einer anhaltenden Sattigung des Wassers mit Wasser-
stoffgas beitragt (Amitani et al., 2013). Sowohl HHW als auch NHW ergaben also an-
gemessene Konzentrationen von Wasserstoff in vivo.
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Wie in den Uberlebenskurven wiedergegeben, kam es bei einer Behandlung mit Ho-
Wasser allein nicht zu einer Verlangerung der Uberlebensraten krebsbelasteter Méuse,
obgleich ein Trend hin zu einer verbesserten Uberlebensrate festgestellt werden konnte
(Abb. 7). 5-FU wurde in dieser Studie verwendet, weil es ein antimetabolitisches Medi-
kament ist, das zur klinischen Behandlung von (Dick)darmkrebs eingesetzt wird (\hai-
dat, Bouklihacene & Thorne, 2014). 5-FU Ubt durch Inhibition der Thymidylat-Synthase
(TS, ein fur das Krebswachstum wichtiges Enzym) und Integration ihrer Metaboliten in
RNA und DNA Krebs hemmende Wirkeigenschaften aus (Longley, Harkin & Johnston,
2003). 5-FU ist auch ein effektiver Wirkstoff fir die singuldre oder kombinierte Behand-
lung solider Tumore und fUr die Pravention von Leber-Metastasen von Colon-26-Ade-
nokarzinom-Zellen in Mausen (/shikawa et al., 1989, Tominaga et al., 1993). Die Hinzu-
fligung von 5-FU resultierte in einer signifikanten Erhéhung der Uberlebensrate, und die
Therapiekombination von 5-FU und Hz fUhrte zu einer noch starker signifikanten Ver-
besserung der Uberlebensraten.

Bei niedrigeren Dosierungen kénnen Antioxidantien eine Schutzwirkung auf die Zel-
len, einschlieBlich Krebszellen, austiben, und zwar hauptsachlich durch ihre Radikalfan-
ger-Eigenschaften. Hohere Dosierungen befahigen Antioxidantien jedoch zu einer
Krebszellen-Apoptose oder allgemein einer verbesserten Apoptose, vermutlich durch
einen Uberschuss an freien Radikalen (Nakashima-Kamimura et al., 2009; Oberley &
Oberley, 1997, Simone et al., 2007a; Simone et al., 2007b). Ahnliche Wirkeigenschaften
konnten beim Einsatz von Ascorbinsdure (Vitamin C) festgestellt werden. Die Behand-
lung mit beiden Arten von Hz-Wassern (HHW und NHW) erhdhte die Expression von p-
AMPK, AIF und Caspase 3 in Colon-26-Zellen. Daraus lasst sich schlieBen, dass Ho-
Wasser durch Vermittiung des AMPK-Signalwegs in Colon-26-Zellen zu einer Zell-Apo-
ptose fuhrte. Die Phosphorylierung von AMPK scheint beim apoptotischen Effekt von
Hz-Wasser in Colon-26-Zellen beteiligt zu sein, die in der Folge die Caspase-abhangi-
gen Apoptose-Signalwege Uber Caspase 3 und DNA-Abbau Uber AlF aktiviert, wie be-
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Abb. 6: Western-Blot-Analysen von p-AMPK, AIF und Caspase 3 fiir Zell-Apoptose in Colon-26-
Zellen nach Behandlung mit HHW oder NHW und in Kombination mit 5-FU. Die Expression von p-
AMPK; AIF und Caspase 3 zeigte nach Behandlung mit beiden Arten von Hz-Wasser (HHW und NHW) eine
signifikante Erhdhung. Die Konzentrationen aller untersuchten Proteine erhdhten sich durch Zugabe von 5-
FU. Nach der Behandlung mit HHW lieB sich ein hdherer Grad an Expression nachweisen als nach der
Behandlung mit NHW.

reits zuvor beschrieben (Jin & Reed, 2002). Obgleich bei der Apoptose viele Signalakti-
vitdten beteiligt sind (Strasser, O'Connor & Dixit, 2000), steht die durch Ho vermittelte
Zell-Apoptose in Colon-26-Krebszellen in einem direkten Verhaltnis zum AMPK-Signal-
weg.

Ho verstérkte den Krebs hemmenden Effekt von 5-FU in vivo, was bisher noch nicht
nachgewiesen wurde. Die Therapiekombination von Hz-Wasser mit 5-FU erwies sich als
effektiver gegen Colon-26-Krebszellen, und zwar sowohl in vivo als auch vitro. Der
Grund flr diesen erhdhten Wirkungsgrad kénnten die einzigartigen, sich nicht Uber-
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schneidenden Mechanismen der beiden beteiligten Wirkstoffe sein. Wasserstoff kann
auch als ROS-Radikalfanger agieren und diejenigen freien Radikale neutralisieren, die
nebenbei vom Tumor erzeugt werden, was Uber den Caspase-unabhéngigen Signal-
weg und Lipid-Peroxidation zum Zelltod fuhrt (Farmer & Mueller, 2013). 5-FU wirkt aus-
schlieBlich durch Beeintrachtigung bzw. Stérung des Prozesses der DNA- und RNA-
Produktion in Colon-26-Zellen (De Angelis et al., 2006, Longley, Harkin & Johnston,
2003). Aus diesem Grund kann die Behandlung mit Ho die Wirkung von 5-FU verstar-
ken, um die Uberlebensrate von Mausen mit Colon-26-Zellen zu erhdhen und die
Krebs hemmenden Eigenschaften von 5-FU in kultivierten Colon-26-Zellen zu verstar-
ken. Die Verabreichung von HHW resultierte auch in antioxidativen Effekten, einer signi-
fikant hdheren Zell-Apoptoserate und einer signifikant héheren Wirksamkeit von 5-FU
im Vergleich zur Behandlung mit NHW. Diese Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die
héhere Hz-Séattigung in HHW (etwa 0,8 mM) im Vergleich zu NHW (etwa 0,1mM) zu-
rickzufGhren.

Diese Studie ist in ihrer allgemeinen Gultigkeit insofern begrenzt, als dass wir uns
hier auf eine spezifische Art von Krebszelle konzentriert haben. Wir waren nicht im
Stande, einen signifikanten Effekt von Hz in HepG2-Krebszellen nachzuweisen. Eine
Untersuchung weiterer Darm- und anderer Arten von Krebszellen ist erforderlich, um
die genauen Mechanismen und Wirkungen von Hz bei verschiedenen Arten von Krebs
zu studieren.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass die hier zusammengetragenen Daten nahe-
legen, dass Wasserstoff-Wasser im Stande ist, eine Zell-Apoptose herbeizufiihren und
somit die Krebs hemmenden Eigenschaften von 5-FU in Colon-26-Zellen sowohl in vivo
als auch in Vitro zu verstérken, und dass diese Effekte von Wasserstoff-Wasser von der
jeweiligen Wasserstoffkonzentration abhangig sind.
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