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induction of DNA damage in vitro
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Zusammenfassung / Fazit

In in-vitro-Zellversuchen an Nierenzelllinien wurden die antioxidativen und DNA-protektiven Ei-
genschaften von Benfotiamin geprift. Oxidativer Stress in den Zellen, ausgel6st durch verschiedene
Substanzen, wird durch gleichzeitigen Zusatz von Benfotiamin verringert oder ganz verhindert.

Von Angiotensin Il verursachte DNA-Schadigungen werden von Benfotiamin komplett verhindert,
wahrend Thiamin keine Wirkung zeigt. Der Zusatz von Benfotiamin bewirkt in den Zellen die ver-
starkte Expression von Transketolase und die Erhéhung der Transketolase-Aktivitat. AuRerdem
zeigt Benfotiamin eine direkte antioxidative Wirkung. Diese konnte bei der Verbesserung von dia-
betischen Spatschéaden, einschliellich der peripheren Neuropathie, von Bedeutung sein.

Einleitung / Problemstellung

Diabetische Patienten sind erhéhtem oxidativen
Stress ausgesetzt. Dieser spielt in der Pathogenese
mikro- und makrovaskuldrer Erkrankungen eine
Schlisselrolle.

Gegenstand / Ziel der Arbeit
Nachweis der antioxidativen und DNA-protektiven
Eigenschaften von Benfotiamin im Zellversuch

Studiendesign / Methodik

¢ Studiendesign:
In vitro-Zellversuche an drei verschiedenen Nie-
renzelllinien. In den Zellen wird oxidativer Stress
ausgeldst. Jeder Versuch wird mindestens drei Mal
durchgefihrt.

¢ Nierenzelllinien:
- HEK:
Humane embryonale Nierenzelllinie in Gluco-
selésung (4.5 g/l)
- REK:
Epitheliale Ratten-Nierenzelllinie in Glucose-
l16sung (4.5 g/l)
-LLC:
Epitheliale Schweine-Nierenzelllinie in Gluco-
selosung (1.0 g/l)
+ Oxidativer Stress wird ausgeldst durch
Zusatz von:
- NQO (4-Nitroginoline-1-oxid),
10.4 pM
- IS (Indoxylsulfat), 250-1000 pM
- Angiotensin 11 (200 nM)
¢ Prufsubstanz:
Benfotiamin (300 uM)
Thiamin (300 uM) in Angiotensin 11-Versuchen
¢ Prifparameter:
- Oxidativer Stress: Flusszytometrie

- DNA-Schéadigung: Comet assay und Micronu-
cleus-Test

- Transketolase Expression: semiquantitative
RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymer-
Kettenreaktion)

- Transketolaseaktivitat: NADH-Oxidation

- Antioxidative Kapazitat: FRAP-Test (Eisen-
reduzierende Féhigkeit)

Studienergebnisse

¢ Oxidativer Stress:
NQO, IS und Angiotensin Il l1ésen in allen Versu-
chen oxidativen Stress aus. Dieser wird durch
Benfotiamin reduziert (NQO, 1IS) oder komplett
verhindert (Angiotensin Il). Thiamin zeigt keine
Wirkung auf oxidativen Stress ausgeldst durch
Angiotensin 11 (NQO und IS nicht untersucht).

¢ Antioxidative Kapazitat:
Im zellfreien FRAP-Test wird Eisen von Benfo-
tiamin reduziert, jedoch nicht von Thiamin.

¢ DNA-Schédigung:
DNA-Schéadigung, verursacht von Angiotensin |1,
wird von Benfotiamin ganz verhindert. Thiamin
zeigt keine Wirkung.
Die in HEK-Zellen durch Angiotensin Il gestei-
gerte Apoptose wird durch Benfotiamin reduziert.

¢ Transketolase Expression:
Unter Zusatz von Benfotiamin oder unter Zusatz
von Benfotiamin plus Angiotensin Il zeigen die
Zellen eine vermehrte Gen-Expression von
Transketolase.

¢ Transketolase-Aktivitat:
Der Zusatz von Benfotiamin fihrt in allen drei
Zelllinien zur Steigerung der Transketolase-
aktivitat. Thiamin zeigt diese Wirkung bei REK-
und LLC-Zellen, nicht bei HEK-Zellen.
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