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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AAF-Glo Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluciferin
AGE Aged garlic Extract

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

ATPasen Adenosintriphospatasen

AU Absorbance Units

BrdU Bromdesoxyuridin

CA Karzinom

CDK1 Cyclin-abhangige Kinase 1

CDK2 Cyclin-abhangige Kinase 2

DAS Diallylsulfid

DADS Diallylsdisulfid

DATS Diallyltrisulfid

DM Diabetes mellitus

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

EC Endometriumkarzinom

EH Endometriumhyperplasie

ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay
FKS Fetales Kalberserum

F12 Ham's F12 Medium

HCL Hydrogenchlorid

HPLC High pressure liquid chromatography
HRP Horseradish Peroxidase

IARC International Agency for Research on Cancer
IGF-1 Insuline like Growth Factor 1

MSI Mikrosatelliteninstabilitat

oC Orale Kontrazeptiva

RR Relatives Risiko

RT Raumtemperatur

PBS Phosphate buffered saline

PCOS Polyzystisches Ovarialsyndrom

PR Progesteronrezeptor

PTFE Polyetralfluorethylen
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SHBG Sex Hormon Binding Globulin
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PE1 Phytoextrakt 1: Bio Knoblauch Morado
PE2 Phytoextrakt 2: Violetter Knoblauch
a-ER alpha Ostrogenrezeptor

B-ER beta Ostrogenrezeptor
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. EINLEITUNG

1.1 DAS ENDOMETRIUMKARZINOM
1.1.1 ALLGEMEINES

Das Endometriumkarzinom ist in Industrienationen der haufigste Genitaltumor der Frau. Welt-
weit wurden im Jahr 2020 417.367 neue Falle registriert, die Tendenz ist steigend. Bis zum
Jahr 2040 wird ein weltweiter Anstieg der Inzidenz um 30,4 % erwartet [83, 85]. Die Entstehung
des EC kann in den meisten Fallen auf eine erhéhte kumulative Ostrogenexposition, bei gleich-
zeitig verminderter Opposition durch Progesteron zurlickgefuhrt werden. Eine Hormonersatz-
therapie in der Menopause, friihe Menarche und eine spate Menopause sind bekannte Risi-
kofaktoren des EC [138]. Des Weiteren ist das EC stark mit metabolischen Faktoren verge-
sellschaftet. Das Metabolische Syndrom, Bewegungsmangel, bestimmte Ernahrungsgewohn-
heiten aber vor allem Ubergewicht erhéhen das Erkrankungsrisiko [22]. Die International
Agency for Research on Cancer (IARC) listet das EC weltweit an 2. Stelle der durch Uberge-
wicht verursachten Karzinomerkrankungen hinter dem postmenopausalen Mammakarzinom
[84]. Trotz steigender Inzidenzen fallt die Mortalitdt des EC dank guter Prognose vergleichs-
weise gering aus. Irregulare vaginale Blutungen treten bereits in frihen Erkrankungsstadien
auf und ermdglichen in der Regel eine friihe Diagnosestellung mit guten kurativen Therapie-
aussichten [33, 167]. Die Prognose des EC ist sowohl vom Diagnosezeitpunkt, als auch ent-
scheidend vom jeweiligen Subtyp abhangig. Entsprechend ihrer Pathogenese, histopathologi-
schen Charakteristika, sowie klinischem Verlauf lassen sich ECs in zwei Hauptkategorien ein-
teilen. Prognostisch glnstig sind die hormonabhangigen, weniger aggressiven Typ-I-Tumoren.
Sie machen etwa 80 % der Karzinome aus. Es handelt sich zum Grof3teil um endometrioide
Adenokarzinome, die auf dem Boden einer Endometriumhyperplasie entstehen. Der Altersgip-
fel liegt bei 55-65 Jahren. Bei den Typ-lI-Tumoren handelt es sich in der Regel um hormonun-
abhangige, schlecht differenzierte serdse oder klarzellige Karzinome. Sie entstehen eher in
atrophem Endometrium und zeichnen sich durch eine deutlich schlechtere Prognose aus [14,
45]. In der Therapie der Erkrankung steht fir beide Typen die chirurgische Tumorresektion im
Vordergrund [120, 167].
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1.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Das EC steht weltweit an 7. Stelle der Krebsneuerkrankungen bei Frauen und ist damit hinter
dem Brust- und dem Zervixkarzinom der dritthaufigste maligne gynékologische Tumor [83].
Es zeigen sich starke regionale Unterschiede in der Inzidenz des EC (Abbildung 1), angefuhrt
von Nordamerika und Europa mit altersstandardisierten jahrlichen Inzidenzen von bis zu
26,2 pro 100.000 Personen (Polen, 2020) [83, 110]. In Deutschland werden laut dem Deut-
schen Krebsregister des RKI jahrlich ca. 10.470 Neuerkrankungen registriert. Das EC steht
damit an finfter Stelle der haufigsten Krebserkrankungen der Frau. Das mittlere Erkrankungs-
alter liegt bei 68 Jahren, die Erkrankungshaufigkeit steigt bis zum 80. Lebensjahr an [49]. Welt-
weit verstarben im Jahre 2020 laut der IARC 97.370 Frauen am EC. Damit war das EC fur
2,2 % der Krebstodesfalle bei Frauen in diesem Jahr verantwortlich [83]. In Deutschland lag
im Jahr 2017 die altersstandardisierte Sterberate bei 3,1 pro 100.000 Personen, bei einer Er-
krankungsrate von 15,4. Die 5-Jahres- und die 10-Jahres-Uberlebensrate betrugen jeweils
78 % und 74 % [196].

Incidence

Mortality

Northern America 211 31
Central and Eastern Europe 20.2 37
Northern Europe
Polynesia

Australia and Mew Zealand
Southern Europe
Micronesia
Western Europe
Caribbean 35
Melanesia
Western Asia
World

Eastern Asia

South America
Southern Africa
Central America
South-Eastern Asia
MNorthern Africa
Western Africa
Eastern Africa
South-Central Asia
Middle Africa

43

30 20 10 0 10 20 30
ASR (World) per 100 000

Abbildung 1: Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitdt des EC weltweit nach Regionen, Abbildung von Inter-

national Agency for Research on Cancer, 2020, Cancer Today [83].
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1.1.2 ATIOLOGIE

1.1.1.1 RISIKOFAKTOREN

Alter

Das Risiko an einem EC zu erkranken steigt bis zum Alter von 80 Jahren an (Abbildung 2).
Besonders fir die selteneren Typ-lI-Karzinome stellt ein héheres Lebensalter einen wesentli-
chen Risikofaktor dar [195].

[og] 100
90
S0
70

0-4 5-9 10-14 15719 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85+
Altersgruppe

l Frauen

Abbildung 2: Altersspezifische Neuerkrankungen, ICD-10 C54—-C55, Deutschland 2017 — 2018 je 100.000, Abbil-
dung aus Krebs in Deutschland, Gebarmutterkdrper Zentrum fiir Krebsregistrierdaten des RKI [195].

Reproduktive Faktoren

Eine spate Menopause und Nulliparitat sind reproduktive Faktoren, die das Risiko fiir ein EC
erhdhen. Nullipara wiesen in einer Analyse der Nurses™ Health Study Kohorte ein um 24 %
erhohtes Risiko auf an einem EC zu erkranken. Ein Eintritt in die Menopause nach dem 55. Le-
bensjahr erhdhte das Relative Risiko auf 1,53 [47, 94].

Hormonersatztherapie (HRT)

Die Risiken einer Hormonbehandlung in der Menopause hinsichtlich des EC sind seit stark
erhdhter Inzidenzwerte in den 1970er Jahren, die der Verbreitung der HRT folgten, bekannt
[104]. Insbesondere Ostrogenmonopraparate gehen mit einer signifikanten Erhéhung des Ri-
sikos fur Typ-l-Karzinome einher [128, 181]. In einer Metaanalyse von Grady et al., betrug das
Relative Risiko gegenuber Frauen ohne HRT 2,3 und stieg bei einer Langzeitanwendung
(> 10 Jahre) auf 9,5 an. Auch 5 Jahre nach Anwendung war die Erkrankungswahrscheinlich-
keit noch erhoht [68]. Bei einer HRT unter Addition von Gestagenen, die der Gbermafigen

Endometriumstimulation entgegenwirken sollen, ist die Risikoerhohung von Therapiedauer,
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eingesetzten Hormonen, Anzahl an Gestagenanwendungstagen, aber auch vom Koérperge-
wicht bzw. BMI der Frauen abhangig [36, 147, 181]. In der Million Women Study war die Inzi-
denz des EC unter allen HRT Anwenderinnen bei taglicher Gestageneinnahme am geringsten
[181]. Ubergewichtige Frauen (BMI > 25 kg/m?) weisen nach HRT Anwendung sogar ein ge-

ringeres EC-Risiko gegenuber ubergewichtigen Nichtanwenderinnen auf [36, 181].

Tamofixen

Tamoxifen wird als SERM im Rahmen der adjuvanten endokrinen Therapie des rezeptorposi-
tiven Mammakarzinoms eingesetzt und kann das Risiko fir ein EC verdoppeln [25]. Eine lange
Therapiedauer (>3 Jahre) ist mit steigendem Risiko und schlechterer Prognose aufgrund des
vermehrten Auftretens schlecht differenzierter Karzinome assoziiert [41, 89]. Im Gegensatz zu
Tamoxifen senkt Raloxifen, ein SERM ohne hormonelle Wirkung am Endometrium das Risiko

an einem EC zu erkranken [41].

Metabolische Faktoren

Insbesondere flir die Entstehung der hormonabhangigen ECs spielen metabolische Faktoren
eine groRe Rolle. Ubergewicht gilt als einer der fihrenden Risikofaktoren sowohl fiir die Endo-
metriumhyperplasie als auch fir das EC [189]. Der Anteil der ECs, mit einem attributablen
Risiko zu Ubergewicht in Europa liegt etwa zwischen 30-50 % und erreicht weltweit bis zu
60 % (Samoa, 2012) [84]. Abdominelle Fettleibigkeit, Gewichtszunahme im Erwachsenenalter,
das Metabolische Syndrom, Hypertension und Bewegungsmangel sind ebenfalls als individu-
elle Faktoren mit einem erhéhten Risiko assoziiert [4, 22, 36, 51, 60, 108, 144]. Die Evidenz
eines kausalen Zusammenhangs zwischen Ubergewicht und dem EC wurde mehrfach als
Uberzeugend bewertet [4, 108]. Fettgewebe, als endokrines Organ, fuhrt im Kérper zu diversen
metabolischen und hormonellen Veranderungen, deren Rolle in der Krebsentstehung teilweise
gut belegt ist. Dazu gehdren erhdhte Spiegel bioverfligbaren Ostrogens durch Alterationen im
Sexhormonmetabolismus, ebenso wie erhdhte Level proinflammatorischer Cytokine und die
Hyperinsulindmie [4, 28, 90, 108, 150].

Diabetes mellitus und Hyperinsulindmie

Der Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus, einer gestorten Glukosetoleranz, chroni-
scher Hyperinsulindmie und dem EC ist vielfach untersucht und belegt worden. Das Relative
Risiko fur Diabetikerinnen an einem EC zu erkranken, wird in Meta-Analysen mit 1,7 - 2,3
angegeben und ist sowohl fur den DM Typ |, als flir den DM Typ Il erhoht [59]. Zudem gibt es

Hinweise auf eine erhdhte krebsspezifische Mortalitat bei Diabetikerinnen. Die Datenlage dazu
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ist bislang jedoch uneinheitlich [17, 59, 112, 198]. Hyperinsulindmie steht héchstwahrschein-
lich in kausalem Zusammenhang mit dem EC. Dafur werden unter anderem direkt mitogene
Effekte des Insulins, die vermehrte Expression von IGF-1 und die Suppression der SHBG-
Synthese in der Leber angefiihrt, die insgesamt zu einem héheren Anteil bioverfiigbarer Ost-
rogene fuhren [4, 28, 76].

Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCQOS)

Das PCOS betrifft etwa 5-8 % aller Frauen und geht mit endokrinen, sowie metabolischen
Stérungen einher [9]. Das Lebenszeitrisiko an einem EC zu erkranken ist bei betroffenen
Frauen etwa um ein Dreifaches erhoht [18, 71]. Chronische Oligo- und Anovulation erhéhen
das Risiko einer Endometriumhyperplasie, die zu einem EC fortschreiten kann [7]. Uberge-
wicht, eine gestorte Glukosetoleranz, Hypertension und Nulliparitat sind bekannte Risikofak-
toren des EC, die haufig mit dem PCOS einhergehen. Es ist bislang unklar inwieweit das
PCOS selbst unabhangig dieser begleitenden Faktoren das EC-Risiko erhéht [18, 31].

2.1.1.1 PROTEKTIVE FAKTOREN

Reproduktive Faktoren

Reproduktive Faktoren, die mit einer geringeren kumulativen Ostrogenexposition und gleich-
zeitig erhdhter Gestagenexposition assoziiert sind, kbnnen da Risiko fir ein EC senken. Dazu
gehdren eine spate Menarche, frihe Menopause und Paritat [47, 144]. Insbesondere ein ho-
hes Alter (>40) bei der letzten Geburt geht mit einer erheblichen Risikoreduktion einher [94].

Orale Kontrazeptiva (OC) und Intrauterinpessare (1UD)

Die Einnahme oraler Kontrazeptiva ist in der Literatur einheitlich mit einer signifikanten Sen-
kung des EC Risikos assoziiert. In einer Meta-Analyse der Collaborative Group on Epidemio-
logical Studies on Endometrial Cancer, die Daten von 27 000 Frauen auswerteten, betrug das
Relative Risiko nach Pilleneinnahme 0,69 [34]. Die Risikoreduktion steigt mit den Jahren der
OC Anwendung und ist auch bis Uber 30 Jahre danach noch signifikant. Sowohl Typ-I- als
auch Typ-ll-Karzinome treten nach OC Anwendung seltener auf [34, 157].

Die Anwendung hormoneller, sowie nicht-hormoneller IUDs kann ebenfalls das Risiko fur ein
EC senken. Ein héherer Wirkungsgrad ist dabei fur Hormonelle 1UDs, lange Anwendungs-

dauer, sowie hohes Alter bei erster und letzter Anwendung beschrieben [20, 54, 165].
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Diatetische Faktoren

Eine Vielzahl diatetischer Komponenten wird mit einem reduzierten EC-Risiko in Verbindung
gebracht. Dazu zahlen ein geringer Fettanteil der Nahrung, ein hoher Anteil an Vitamin C,
Vitamin E und Betakarotin, Verzicht auf rotes Fleisch und zuckerhaltige Getranke, hoher Kon-
sum von Obst und Gemuse, aber auch Kaffee- und Teegenuss [4, 11, 13, 26, 82, 114, 173,
180]. Ein hoher Ballaststoffgehalt der Nahrung kann laut Berechnungen der Meta-Analyse von
Bandera et al., das Relative Risiko fir ein EC um 0,82 pro 5 g Ballaststoffe auf 1000 kcal
senken [12]. Eine sojareiche Erndhrung, insbesondere ein hoher Gehalt an Isoflavonen, Daid-
zeinen und Genesteinen ist ebenfalls mit einer geringeren Erkrankungswahrscheinlichkeit as-
soziiert [125, 133].

Korperliche Aktivitat

Kaorperliche Aktivitat zeigt dosisabhangig zwischen 0—-12 h pro Woche einen mindernden Effekt
auf das EC Risiko. Der Effekt ist dabei auch unabhangig vom Einfluss regelmafiger korperli-
cher Aktivitat auf das Korpergewicht messbar und ist starker bei Uibergewichtigen gegenuiber

normalgewichtigen Frauen ausgepragt [4, 65, 96, 184].

Zigarettenrauchen

Trotz diverser nachgewiesener krebserregender Effekte, stellt das Rauchen flr beide Typen
des EC einen protektiven Faktor dar [144, 157]. In einer Metanalyse von Zhou et al., die 10
prospektive und 24 Fall-Kontrollstudien auswerteten, zeigte sich sowohl fir aktive, als auch flr
ehemalige Raucherinnen ein signifikant geringeres Risiko an einem EC zu erkranken. Dieser

Effekt betraf jedoch nur postmenopausale Frauen, fir sie betrug das Relative Risiko 0,71 [199].

3.1.1.1 HEREDITARE ENDOMETRIUMSKARZINOME

Bis zu 5 % der EC sind auf hereditdre Tumorsyndrome zurtickzufiihren. Ursachlich sind Keim-
bahnmutationen in Tumorsuppressor-, sowie DNA-Reparaturgenen, wie sie beim Lynch- und
beim Cowden-Syndrom zu finden sind. Das autosomal dominant vererbte Lynch-Syndrom ist
eins der haufigsten erblichen Tumorsyndrome und ist fir etwa 2-4 % der EC-Falle, bei Be-
troffenen unter 50 Jahren sogar fur etwa 9-10 % der Falle verantwortlich. Unter den mit dem
Lynch-Syndrom assoziierten EC zeigt sich ein erhéhter Anteil an Typ-II-Karzinomen, sowie EC
des unteren Uterinsegments. Das mittlere Diagnosealter liegt bei 48 Jahren [29, 115, 186].
Frauen mit dem hereditaren Cowden-Syndrom, dessen Ursache eine Keimbahnmutation des

PTEN-Gens ist, haben ein Lebenszeitrisiko von bis zu 28 % an einem EC zu erkranken [118,
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172)]. Unabhangig einer nachgewiesener Keimbahnmutation geht die positive Familienanam-
nese eines EC oder eines Kolorektalen Karzinoms vor dem 50. Lebensjahr bei mindestens
einem bzw. einer erstgradigen Verwandten mit einem erhdhten Risiko flir ein EC einher. Eine
Familienanamnese bezlglich anderer gynakologischer Malignome (Mamma-, Ovar-, Zervix-

CA ) hingegen ist nicht mit einem erhdhten Risiko assoziiert [187].

1.1.3 ENDOMETRIUMHYPERPLASIE

Die Endometriumhyperplasie (EH) ist durch eine Vermehrung endometrialen Driisengewebes
sowie Stromas gekennzeichnet. Sie lasst sich histopathologisch nach der WHO in die Einfache
Hyperplasie ohne Atypien und die Atypische Hyperplasie einteilen. Die EH ohne Atypien birgt
ein geringes Risiko fur die Entwicklung eines ECs (<5 %) [105]. Es handelt sich um eine po-
lyklonale Proliferation von endometrialem Stroma und Drisengewebe. Die Atypische EH hin-
gegen ist eine Prakanzerose mit hohem Risiko der Progression in ein EC. Bei etwa der Halfte
der Frauen liegt bei Diagnose bereits ein konkordantes Karzinom vor [105, 179].

Der Entstehung einer EH liegt in den meisten Fallen ein Ostrogeniiberschuss zugrunde. In der
reproduktiven Lebensphase erhdhen im Wesentlichen anovulatorische Zyklen, wie sie beim
PCOS vorkommen das Risiko fiir eine EH. In der Postmenopause hingegen sind Ubergewicht
und eine Hormonersatztherapie die Hauptrisikofaktoren [7]. Das mittlere Diagnosealter der
Patientinnen liegt bei 52 Jahren [164].

1.1.4 HISTOPATHOLOGIE UND PATHOGENESE

Das binare Tumormodell unterscheidet nach histologischen und klinischen Kriterien zwei Tu-
mortypen. Gut differenzierte, endometrioide Adenokarzinome machen etwa 80 % der EC aus
und treten Uberwiegend in der Perimenopause auf [120, 167]. Sie entstehen in der Regel aus
dem Vorlauferstadium der Atypischen EH unter langer Exposition von absolut oder relativ zum
Progesteron erhéhten Ostrogenspiegeln [14, 167]. Friihe Mutationen, die zu geringeren Antei-
len auch bei der Atypischen EH zu finden sind, betreffen die Gene PTEN, K-RAS und (3-
Catenin, sowie das Mismatch-Reparatursystem. Mutationen im p53 Tumorsuppressorgen tre-
ten bei Typ-I-Tumoren insgesamt selten auf. Sie sind jedoch ein wichtiger prognostischer Mar-
ker und mit einem schlechten klinischen Outcome assoziiert [14, 45, 119, 120]. Unter den
selteneren Typ-lI-Tumoren wird eine sehr heterogene Gruppe schlecht differenzierter, meist

seroser oder klarzelliger Karzinome zusammengefasst. Sie werden per definitionem als high
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grade (G3) Tumore eingestuft. Die Erkrankung tritt Gberwiegend im Senium auf und ist nicht
primar mit hormoneller Stimulation assoziiert [14, 120, 167]. Bekannte Genmutationen der
Typ-ll-Tumoren umfassen das p53 Tumorsuppressorgen, sie kann in etwa 80 % der Typ-II-
Karzinome nachgewiesen werden, das HER2/neu-Gen, sowie die Signalwege von Cyclin E
und PIK3CA [14, 53, 100, 160].

Trotz vieler bekannter genetischer und epigenetischer Veranderungen in ECs, bleiben die
exakten zelluldren Vorgéange, sowie die Rolle von Ostrogen in der Karzinogenese weiterhin
unklar. Die molekulare Tumortypisierung des EC hat dennoch in den letzten Jahren aufgrund
ihrer prognostischen Relevanz und therapeutischen Implikationen vor allem beim endometrio-

iden EC Eingang in den diagnostischen Algorithmus gefunden [14, 35].

1.1.5 DIAGNOSTIK

Blutungsstérungen sind das flihrende Symptom des EC und treten in der Regel bereits im
Frihstadium auf. Postmenopausale Blutungen treten bei etwa 90 % der Patientinnen entspre-
chenden Alters auf und ermdglichen in 75 % der Falle eine Diagnose im FIGO Stadium | [33,
110]. Die Primardiagnostik des EC erfolgt durch vaginale Sonographie, klinische Untersu-
chung, sowie differenzialdiagnostische Abstrichzytologie. Wichtige Kriterien zur Beurteilung
des vaginalen Ultraschalls und der Einleitung invasiver Diagnostik sind die Endometriumdicke
und -morphologie. Bei pramenopausalen Frauen gilt eine Endometriumdicke von > 20 mm als
abklarungsbedurftig. Bei postmenopausalen Frauen sind Cut-off Werte von 3 mm, bezie-
hungsweise 5 mm unter HRT oder Tamoxifen etabliert [110, 177]. Zusatzliche Faktoren, die
eine invasive Diagnostik zur weiteren Abklarung erfordern sind anamnestische Risikofaktoren
wie das LYNCH-Syndrom, Diabetes mellitus und ein BMI von > 30 vor allem bei pramenopau-
salen Frauen [110, 189]. Der Goldstandard zur Diagnosesicherung eines ECs ist die Hystero-
skopie mit fraktionierter Abrasio [74]. Bei gesichertem EC erfolgt die praoperative Ausbrei-
tungsdiagnostik per vaginalem Ultraschall. Sie kann durch Schnittbildgebung zur lokalen Be-
urteilung, aber auch bei Verdacht auf Fernmetastasierung erganzt werden [153]. Die Refe-
renzmethode der Ausbreitungsdiagnostik ist das intraoperative Staging mit histopathologi-
scher Sicherung des Befundes [110, 148]. Sie sollte ein Lymphknoten-Staging mit Entfernung
makroskopisch, sowie palpatorischer auffalliger Lymphknoten bzw. eine Sentinel-Node-Biop-
sie umfassen [35]. Bei allen primaren EC ist dartber hinaus eine immunhistochemische Be-
stimmung von p53, sowie der MMR Proteine vorzunehmen. Eine POLE Mutationsanalyse ist

zusatzlich bei high grade Tumoren empfohlen [35, 45].
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Untersuchungen zur Friherkennung des ECs sind nicht etabliert, da bisher kein Vorteil fur das

Gesamtiberleben gezeigt werden konnte [110].

1.1.6 THERAPIE

Die Therapie des EC kann in aller Regel kurativ erfolgen. Es stehen zur Behandlung die ope-
rative Therapie, die Strahlentherapie und die adjuvante Chemotherapie zu Verfugung. Die
operative Therapie sollte stets angestrebt werden, da auch in fortgeschrittenen Stadien ein
Uberlebensvorteil durch Zytoreduktion erreicht werden kann [16]. In friihen Stadien ist die Hys-
terektomie mit beidseitiger Adnexektomie die Therapie der Wahl. Die Infiltrationstiefe des My-
ometriums, der Befall des Zervixstromas, der Parametrien bzw. die Ausbreitung auf Nachbar-
organe, der histologische Typ, das Grading sowie der Menopausenstatus entscheiden Uber
die notwendige Radikalitat der OP [80, 171]. Im Falle internistischer Inoperabilitat stellt auch
die primare Bestrahlung des Tumors eine kurative Behandlungsoption dar. In einer Ubersichts-
arbeit von van der Stehen-Banasik et al. konnte unter alleiniger Strahlentherapie eine krank-
heitsspezifische 5-Jahres-Uberlebensrate von 78,5 % gezeigt werden [182].

Die Auswahl der adjuvanten Therapie ist abhangig vom Tumorstadium, sowie Tumorgrading
und molekularem Subtyp. Die postoperative Bestrahlung des Tumorbetts zur Rezidivprophy-
laxe ist ab dem FIGO Stadium 1B empfohlen und kann als Brachytherapie oder perkutan
durchgeflhrt werden [45]. Bei organiberschreitendem Wachstum, dem Vorliegen von Lymph-
knoten- oder Fernmetastasen, bei Typ-lI-Karzinomen, sowie p53 mutierten Typ-I-Karzinomen
sollte eine adjuvante Chemotherapie erfolgen. Sie kann alternativ zur Bestrahlung oder zu-
satzlich eingesetzt werden und kann das progressionsfreie, sowie das Gesamtlberleben sig-

nifikant verbessern [45, 88].
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1.2 ALLIUM SATIVUM

Knoblauch (Allium sativum) gehort der Pflanzengattung Lauch an und ist eine der altesten
Kulturpflanzen der Welt. Die 5 bis 7 cm groRe Zwiebel stellt das Uberdauerungsorgan der
Pflanze dar. Sie setzt sich aus 5 bis 20 von einer diinnen Hulle umgebenen Zehen zusammen,
die sich durch ihren scharf-aromatischen Geschmack und ihren besonderen Nahrstoffreichtum
auszeichnen [170]. Man geht davon aus, dass Knoblauch seit jeher Teil der menschlichen
Ernéhrung ist. In Uberlieferungen und medizinischen Manuskripten beinahe aller antiker Hoch-
kulturen findet er als Gewlrz und Heilpflanze Erwadhnung. Die Empfehlungen zum therapeuti-
schen Einsatz reichen dabei von Atemwegserkrankungen und Verdauungsbeschwerden Uber
Infektionen und Entziindungen bis hin zu Herzproblemen und Tumoren [170]. Bis heute blei-
ben die praventiven und therapeutischen Eigenschaften von Knoblauch auf chronische Er-
krankungen wie Herzkreislauf- und Krebserkrankungen, aber auch Diabetes, Osteoporose und
metabolische Stérungen Gegenstand intensiver Forschung. Sie werden unter anderem auf die
antioxidativen, antiatherogenen, lipidsenkenden und antiinflammatorischen Effekte von Knob-

lauch und seinen bioaktiven Verbindungen zurtickgefihrt [6, 86].

1.2.1 BIOAKTIVE INHALTSSTOFFE

Allium sativum enthalt eine Vielzahl bioaktiver Inhaltsstoffe zu denen neben Vitaminen und
Spurenelementen auch Saponine und Polyphenole aus der Gruppe der sekundaren Pflanzen-
stoffe, sowie Polysaccharide und Organoschwefelverbindungen zahlen [159]. Die genaue Zu-
sammensetzung variiert u.a. in Abhangigkeit der Sorte und des Anbaugebiets [136]. Auch die
Art der Zubereitung von Knoblauch kann die Bildung bioaktiver Komponenten und deren
Bioverfligbarkeit beeinflussen. Das betrifft insbesondere die schwefelhaltigen Verbindungen,
die dem Knoblauch sein Aroma verleihen [159]. Ganze, frische Knoblauchzehen enthalten je-
weils etwa 10 mg der schwefelhaltigen Aminosaure Alliin und des Alliin-spaltenden Enzyms
Alliinase [170]. Wird die zellulare Matrix von Knoblauch aufgebrochen, reagieren Enzym und
Substrat unter der Bildung von Allicin miteinander. Allicin konnten diverse pharmakologische
Eigenschaften nachgewiesen werden, die im Wesentlichen auf seiner antioxidativen Aktivitat
und der Interaktion mit schwefelhaltigen Aminosauren wie Cystein beruhen [48]. Allicin ist je-
doch instabil und wandelt sich schnell in Abhangigkeit von Temperatur, pH-Wert und Losungs-
mittel in volatile, lipid- und wasserlosliche schwefelhaltige Verbindungen um. Zu diesen Ver-
bindungen zahlen unter anderem die Allylsulfide Diallylsulfid (DAS), Diallyldisulfid (DADS), Di-
allyltrisulfid (DATS), sowie Ajoene, S-Allyl-Cystein und S-Allyl-Mercaptocystein (SAMC) [3,
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159]. Sie lassen sich nach der Aufnahme von Knoblauch sowohl im Blut, als auch in der Aus-
atemluft und der Perspiration nachweisen und sorgen fir den typischen Knoblauchatem [3].
Insgesamt werden den Organoschwefelverbindungen ein Grofdteil der pharmakologischen Ei-
genschaften von Knoblauch zugeschrieben. Sie wirken zudem synergistisch mit anderen bio-
aktiven Komponenten wie den Polysacchariden, Saponinen und Polyphenolen [3]. Knoblauch
gehort zu den Gemusesorten mit den héchsten Polyphenolkonzentrationen. Der Gehalt einer
einzigen Knoblauchzehe (3 g) betragt etwa 2,61 mg [130]. Uber 20 verschiedene Verbindun-
gen konnten in Analysen unterschiedlicher Knoblauchsorten nachgewiesen werden, darunter
Phenolsauren und Flavanoide, aber auch diverse den Phytodstrogenen zugeordnete Verbin-
dungen [19, 126, 130, 159].

1.2.2 GESUNDHEITSFORDERNDE WIRKUNG VON KNOBLAUCH

Die Erforschung der Gesundheitseffekte von Knoblauch hat eine lange Tradition. 1858 gelang
Louis Pasteur erstmals der direkte Nachweis einer antibakteriellen Wirkung von Knob-
lauchsaft, die seitdem vielfach belegt worden ist [170]. Sie wird hauptsachlich auf die schwe-
felhaltigen Verbindungen Allicin, DATS und DADS zuriickgefiihrt. Durch Interaktionen mit Thi-
olenzymen kdnnen diese Verbindungen beispielsweise die bakterielle Zellstruktur schadigen
oder in metabolische Prozesse von Mikroben eingreifen. So erweist sich Knoblauch auch ge-
gen einige humanpathogene Pilze, Viren und Protozoen als wirksam [48].

In Abbildung 3 ist eine Ubersicht der Wirkeffekte von Knoblauch, sowie in Diskussion stehen-
der Wirkmechanismen. Heute stehen insbesondere die antihypertensiven, antiatherogenen
und lipidsenkenden Eigenschaften von Allium sativum im Fokus der Forschung [48, 159]. Me-
taanalysen klinischer Studien zeigen in Assoziation mit der Supplementation von Knoblauch-
praparaten eine signifikante Senkung systolischer und diastolischer Blutdruckwerte, des Ge-
samt- und des LDL-Cholesterins, der Nichternglukose, sowie des HbA1c von Patientinnen mit
Kardiovaskularen Vorerkrankungen und Diabetes mellitus [103, 158]. Daflir werden unter an-
derem die Interaktion von Knoblauchverbindungen mit Schlisselenzymen der Cholesterol-
und Lipidsynthese, die Hemmung des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) und vermehrte
NO- und H,S-vermittelte Vasodilatation verantwortlich gemacht [86, 107]. Der antidiabetische
Effekt von Knoblauch konnte in Tierversuchen auf Stimulation der Insulinsekretion im Pan-
kreas, sowie Steigerung der peripheren Insulinsensitivitat zurtickgefihrt werden [48, 197].
Durch Suppression der LDL-Oxidation kénnte Knoblauch auRerdem wesentlich zur Senkung

des kardio-, sowie neurovaskularen Risikos beitragen [107].
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Daruber hinaus konnte Knoblauch und seinen bioaktiven Verbindungen immunmodulatori-
sche, antiinflammatorische, und neuroprotektive Effekten nachgewiesen werden [48]. In einer
Metaanalyse randomisierter klinischer Studien stellten Mofrad et al. eine signifikante Senkung
der Biomarker chronischer Entziindung CRP, TNF-a und IL-6 durch die Supplementation von
Knoblauchpraparaten heraus [40]. Die Aminosaure Allicin kénnte durch die Hemmung der
Acetylcholinesterase, sowie der Butyrylcholinesterase und konsekutiv erhéhte Spiegel des
Neurotransmitters Acetylcholin zur Verbesserung der Symptome des kognitiven Abbaus der

Alzheimer Erkrankung beitragen [101].

Anti-Alzheimer’s
disease activity nhibit cholinesterase ]

Antihypertensive enzymes (BuChE and AChE)
activity

Anticancer
activity

Inhibit angiotensin
converting enzyme (ACE)

Anti-proliferative activity
= Induce apoptosis

Hepatoprotective )
activity ) Anti-inflammatory

Allium Sativum activity
* Improve antioxidant status (Garlic)
* Regulate oxidative stress

Inhibit the release of
inflammatory cytokines

Antidiabetic Antimicrobial
activity activity

[* Activate insulin secretion

= Chemical interaction with enzymes containing thiol
* Increase cell sensitivity to insulin

* Irreversible ultrastructural changes in the fungal cells

Abbildung 3: Eine Auswahl Pharmakologischer Effekte von Knoblauch (Allium Sativum) und diskutierter Wirkme-

chanismen, Abbildung ibernommen von El-Saber Batiha et al., 2020 [48].
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Antikanzerogene Wirkung

Der Einsatz von Knoblauchpraparaten zur Pravention und Therapie von Tumorerkrankungen
wurde in den letzten Jahren vielfach untersucht. Knoblauchreiche Diaten konnten mit einem
reduzierten Risiko fur diverse Tumorerkrankungen assoziiert werden. In epidemiologischen
Studien zeigte insbesondere hoher Konsum von Knoblauch einen protektiven Einfluss auf die
Entwicklung eines Magen- und Kolorektalkarzinoms [56, 57, 194]. In Interventionsstudien war
die Langzeitsupplementierung von Knoblauchpraparaten auRerdem mit einem verringerten
Auftreten Kolorektaler Adenome und prakanzerdsen gastralen Lasionen verbunden [6]. Stu-
dien an Zellkulturen und Tiermodellen deuten auf einen inhibitorischen Effekt verschiedener
Komponenten aus Allium sativum hin, die sowohl die Initiations- als auch die Promotionsphase
der Karzinogenese betreffen. Lipid- und wasserlésliche Komponenten aus dem Knoblauch
bieten Zellen Schutz vor Karzinogenen indem sie Enzyme stimulieren, die die Aktivierung von
Karzinogenen unterdriicken, ihre Exkretion férdern und die Bildung von DNA-Addukten redu-
zieren [162]. Knoblauchextrakten und vor allem den Allylsulfiden konnte des Weiteren eine
proliferationshemmende Wirkung auf diverse humane Karzinomzelllinien, sowie transplan-
table Tumoren nachgewiesen werden [111, 162]. Dabei zeigte sich, dass Knoblauch nicht nur
das unkontrollierte Zellwachstum inhibiert und die Apoptose der Zellen induziert, sondern auch
die Migration der Tumorzellen und die Tumorangiogenese hemmen kann. Als Nahrungszusatz
beispielsweise in Form einer personalisierten Diat konnte Knoblauch aulerdem zur Reduktion

von Nebenwirkungen antitumoraler Therapien beitragen [159].
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1.3 POLYPHENOLE
1.3.1 EINTEILUNG UND WIRKUNG

Polyphenole sind aromatische Verbindungen aus der Gruppe der Sekundaren Pflanzenstoffe.
Sie dienen Pflanzen als Lock- und Botenstoffe, als Wachstumsregulatoren oder bieten ihnen
Schutz vor Pathogenen und UV-Strahlung [27, 42]. Ihre vielfaltigen Funktionen im Pflanzen-
reich spiegeln sich in ihrer strukturellen Diversitat wider. Polyphenole lassen sich in Flavano-
ide, Phenolsduren, Stilbene und Lignane einteilen, die jeweils weitere Subklassen und im Fall
der Flavanoide > 6500 bekannte Verbindungen umfassen [42]. In pflanzlicher Nahrung sind
Polyphenole in groRer Vielfalt enthalten und treten insbesondere mit organoleptischen Quali-
taten in Erscheinung [39, 168]. Sie sind beispielsweise fur die rote, orange oder blaue Farbung
verschiedener Obst- und Gemusesorten verantwortlich oder bilden einen Teil saurer und bit-

terer Geschmackskomponenten [39].

Polyphenole sind mit einem breiten Spektrum gesundheitsfordernder Eigenschaften assozi-
iert. In Zell- und Tierversuchen konnten ihnen unter anderem antioxidative, antikanzerogene,
antiinflammatorische und neuroprotektive Eigenschaften nachgewiesen werden [39, 42]. Der
Konsum polyphenolreicher Lebensmittel wurde in epidemiologischen Studien mit einer Risiko-
reduktion fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Lungen- , Brust- und Darmkrebs assoziiert [42, 44,
78]. Auch endokrine Wirkeffekte werden den Polyphenolen zugeschrieben. Die Flavanoide
Quercetin, Kaempferol und Luteolin, sowie Lignane und Isoflavone kénnen durch kompetitive
Bindung am Ostrogenrezeptor sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte hervor-
rufen [39, 42]. Ein hohe Zufuhr dieser als Phytodstrogene bezeichneten Polyphenole Uber die
Nahrung ist in epidemiologischen Studien vorrangig mit einer geringeren Inzidenz hormonab-
hangiger Karzinome wie dem Mamma- und dem Prostatakarzinom, aber auch dem EC asso-
Ziiert [42, 133, 192].

In Tabelle 1 sind die Untergruppen der Polyphenole mit mdglichen Gesundheitseffekten aus
in vitro und in vivo Studien zusammengefasst. Zusatzlich sind einige wichtige Nahrungsquellen

der jeweiligen Gruppen und die durchschnittliche tagliche Zufuhr aufgefhrt.

Um zum Verstandnis der Rolle von Polyphenolen in der antikanzerogenen Wirkung von Allium
sativum beizutragen, wurden die Phytoextrakte in dieser Arbeit mit der HPLC auf enthaltene
Polyphenolverbindungen untersucht und verglichen. Aus diesem Grund wird in diesem Kapitel

speziell auf die Verbindungen Kaffeesaure, Luteolin und Luteolin-7-glucoside eingegangen.
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Tabelle 1: Gruppen der Polyphenole aufgelistet mit Nahrungsquellen, durchschnittlicher Zufuhr pro Tag und Ge-
sundheitseffekten aus Zell- und Tierversuchen, Tabelle modifiziert nach DGE 2012, Sekundare Pflanzenstoffe und
ihre Wirkung auf die Gesundheit [42]

Polyphenole Nahrungsquel- Zufuhr Mogliche Gesundheitseffekte
len in mg/d | aus Zell- und Tierversuchen

Flavanoide Apfel, Birnen, 50 - 200 e antioxidativ

- Flavanole Trauben, Kir- e antithrombotisch

- Flavonole schen, Pflaumen, e blutdrucksenkend

- Flavanone Beeren, Zwie- e antiinflammatorisch

- Isoflavone beln, Grunkohl, e immunmodulierend

- Anthocyanine Auberginen, Soja, e antibiotisch

Wein, schwarzer e neurologische Wirkun-

und griiner Tee gen (positiver Einfluss

auf kognitive Fahigkei-

Phenolsauren Kaffee, Tee, Voll- | 200 - 300 e antioxidativ

- Hydroxybenzoesauren | kornprodukte, e antiinflammatorisch
- Hydroxyzimtsauren Weillwein, Niisse e neuroprotektiv
Phytoostrogene Getreide, Leinsa- | <5 e antioxidativ

- Isoflavone men, Hulsen- e immunmodulierend
- Lignane frichte insbeson-

- Coumestane dere Sojabohnen
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1.3.2 RESORPTION UND BIOVERFUGBARKEIT DER POLYPHENOLE

Die pharmakologische Wirkung einzelner Polyphenole ist in vitro und in vivo teilweise gut be-
legt. Die Aktivitat der Polyphenole im menschlichen Organismus ist jedoch stark von ihrer
Bioverfugbarkeit und der Bildung aktiver Metabolite abhangig [42]. Naturlich vorkommende
Polyphenole liegen in Pflanzen hauptsachlich als Glykoside, mitunter auch als Polymere oder
Aglykone vor. Erhitzung und Partikelzerkleinerung, die Begrenzung auf physiologische Men-
gen, ein hoher Fettanteil der Nahrung, sowie ein hoher Gehalt weiterer Polyphenolverbindun-
gen kdnnen die Bioverfligbarkeit von Polyphenolen erhdhen. Proteine und Antioxidantien wie
Vitamin C und E verringern die Aufnahme hingegen [42]. Die Resorption der Polyphenole fin-
det hauptsachlich im Dinndarm statt. Hydrolasen und Glukosidasen spalten die Zuckerreste
der Glykoside ab und setzten lipophile Aglykone frei [58, 156]. Sie gelangen durch passive
Diffusion in die Enterozyten. Vor der Passage in die Blutbahn bilden Sulfotransferasen, Glu-
koronyltransferasen und Catechol-O-Methyltransferasen weitere Metabolite, die zu einem Teil
Uber die Pfortader in die Leber und zum anderen Teil zurlick ins Diinndarmlumen gelangen.
In der Leber katalysieren Phase-ll-Enzyme die Bildung hydrophiler Metabolite, die zu ihren
Zielgeweben transportiert werden oder wiederum in den enterohepatischen Kreislauf eintreten
[58]. Ein Teil der Polyphenole und ihrer Metabolite wird im Dickdarm resorbiert. Dort stehen
Polyphenole in komplexer wechselseitiger Beziehung mit dem Darmmikrobiom. Einerseits
hangt die Bioverfugbarkeit, die Quantitat und sogar die Aktivitat gebildeter Metabolite von der
Funktion und Zusammensetzung des individuellen Mikrobioms ab, andererseits kdnnen Poly-

phenole selbst das Bakterienspektrum des Darms beeinflussen [27, 50, 58, 178].
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1.3.3 LUTEOLIN UND LUTEOLIN-7-GLUCOSIDE

Luteolin und Lutelon-7-Glukoside gehéren zu den Flavanoiden, genauer zur Subklasse der
Flavone. Flavone kommen in Pflanzen in der Regel als O-Glykoside vor, so auch Luteolin, das
wie in Abbildung 4 dargestellt mit Glukose konjugiert oder seltener auch als Aglykon vorliegen
kann. Die Abspaltung des Zuckerrests von Luteolinglykosiden erfolgt in der intestinalen Mu-
kosa. Luteolin wird anschliel3end glukoronidiert und liegt im Plasma hauptsachlich als Luteolin-
7-O-Glucoronide vor [190]. Obwohl Luteolin in vielen GemUsesorten und Gewtrzen zu finden
ist, betragt die tagliche Aufnahme im Durchschnitt unter einem Milligramm [130, 156].

Epidemiologische Studien konnte eine Assoziation zwischen einem hohen Konsum von Flavo-
nen und einem verringerten Erkrankungsrisiko fiir einige haufige Tumorerkrankungen, darun-
ter auch gynakologischer Karzinome herstellen [78, 156]. In einer prospektive Analyse unter
66.940 Frauen fanden Gates et al. eine Risikoreduktion um 34 % an einem Ovarialkarzinom
zu erkranken in der Gruppe mit der héchsten Aufnahme von Luteolin [63]. In Zell- und Tierver-
suchen konnten Luteolin antikarzinogene und antiinflammatorische Effekte nachgewiesen
werden. Unter anderem entfaltet Luteolin eine schiitzende Funktion vor der Einwirkung karzi-
nogener Stimuli, wie UV-Strahlung und Reaktiver Sauerstoffspezies auf gesunde Zellen. In
vitro konnten des Weiteren auch direkte proapoptotische und antiproliferative Mechanismen
auf Tumorzellen identifiziert werden [156]. Luteolin-7-glucoside ist ebenfalls mit antiinflamma-

torischen, antioxidativen und antikanzerogenen Effekten in vitro assoziiert [66, 168].

Luteolin Luteolin-7-Glucoside

Abbildung 4: Strukturformeln der Flavanoide Luteolin (3',4‘,5,7-Tetrahydroxyflavon) und Luteolin-7-Glucoside mit
farblich markierten (rot) funktionellen Gruppen. Luteolin besteht aus 2 Phenolringen, mit jeweils 2 Hydroxygruppen,
es besitzt eine Carbonylgruppe an C4, sowie eine Doppelbindung zwischen den C-Atomen 2 und 3; Luteolin-7-
Glucoside ist an C7 mit einem Glukosemolekul verbunden; Abbildungen der Datenbank Phenol-Explorer [130].
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1.3.4 KAFFEESAURE

Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) gehdrt zu den Phenolsauren, die sich strukturell durch
den namensgebenden Phenolring, sowie eine endstandige Carboxylgruppe auszeichnen. Wie
in Abbildung 5 dargestellt besitzt Kaffeesaure dartber hinaus zwei am Phenolring gebundene
Hydroxygruppen. In pflanzlicher Nahrung ist sie weit verbreitet und Iasst sich in vielen Obst-
und Gemdusesorten, aber auch in Gewirzen und Getradnken wie Kaffee, Tee, Wein und Bier
nachweisen [130, 140]. Phenolsduren sind in den letzten Jahren aufgrund ihrer starken anti-
oxidativen Aktivitat, ihnrer hohen Konzentration in vielen Nahrungsmitteln und ihrer guten intes-
tinalen Resorption zunehmend in das Interesse der Forschung gertickt [140]. Zell- und Tier-
versuche zeigen neben dem Potential der Kaffeesaure als Antioxidans eine ganze Reihe phar-
makologischer Eigenschaften, darunter antiinflammatorische, anxiolytische und neuroprotek-
tive Effekte [98, 140].

Die IARC listet Kaffeesaure als Gruppe-2B-Karzinogen (moglicherweise krebserregend bei
Menschen). In Tierversuchen mit Ratten war die Zuflitterung einer geringen Dosis Kaffeesaure
mit einer erhdhten Inzidenz von Papillomen im Magen und Magenkarzinomen verbunden [72].
Jungere Untersuchungen zeigen hingegen inhibitorische Effekte von Kaffeesaure auf das Tu-
morzellwachstum, die Invasivitat und die Migration diverser Tumorzelllinien [93, 185]. Bisher

liegen keine Hinweise auf einen schadigenden Einfluss bei Menschen vor.

OH

HO

OH

Kaffeesaure

Abbildung 5: Strukturformel der Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) mit farblich markierten (rot) funktionellen
Gruppen (2 am Phenolring gebundene Hydroxygruppen und einer Carboxylgruppe), Abbildung der Datenbank Phe-
nol-Explorer [130].
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Das EC ist in Industrienationen der haufigste Genitaltumor der Frau und ist weltweit jahrlich
fur etwa 2,2 % der Krebstodesfalle verantwortlich [83]. Es zeigen sich starke regionale Unter-
schiede in der Inzidenz, die vor allem in Nordamerika und Teilen Europas erhoéht ist. Die
Griinde fur die Unterschiede in der Inzidenz des EC bei Frauen weltweit, abseits der unter-
schiedlichen Pravalenzen von Ubergewicht und HRT-Anwendung, bleiben weiterhin unklar. Es
ist wahrscheinlich, dass genetische Pradispositionen, sowie Lifestyle Faktoren und Ernah-
rungsgewohnheiten eine wichtige Rolle spielen [154]. Neben regelmalliger Bewegung und der
Modifikation des Hauptrisikofaktors Ubergewicht konnten auch verschiedene Ernahrungsge-
wohnheiten mit einem verringerten Risiko assoziiert werden. Dazu gehdren eine Ballaststoff-
reiche Ernahrung, der regelmaflige Konsum von Obst und Gemiuse, sowie von Gemuse der
Lauchfamilie im Speziellen [62, 133, 163, 174].

Allium sativum wird seit der Antike als Gewlirz- und Heilpflanze genutzt und bleibt bis heute
aufgrund seines breiten Spektrums gesundheitsfordernder Eigenschaften im Interesse der
Forschung. Mehr als 1000 Publikationen allein im letzten Jahrzehnt widmen sich den diversen
Gesundheitseffekten von Knoblauch, der zu den potentesten Lebensmitteln in der Krankheits-
pravention zahlt. Der Konsum von Knoblauch und Knoblauchpraparaten ist mit einer Risikore-
duktion fur diverse Tumorentitaten assoziiert und auch in Zell- und Tierversuchen konnte sein
antiproliferativer und proapoptotischer Effekt vielfach nachgewiesen werden. Bisherige Unter-
suchungen stutzen sich dabei vor allem auf die Wirkung der schwefelhaltigen Verbindungen
im Knoblauch. Jungere Forschung konzentriert sich jedoch zunehmend auf die Fraktion der
Polyphenole. Knoblauch ist eine der Gemisesorten mit dem héchsten Gehalt an Polypheno-
len, die aullerdem stabiler im Koch- und Lagerungsprozess sind als die volatilen Organo-
schwefelverbindungen [106]. Es wird vermutet, dass Polyphenole einen wichtigen Anteil an
der tumorpraventiven Wirkung von Obst und Gemuse haben. Ihnen konnte eine Interaktion mit
verschiedenen Enzymen und Signalwegen nachgewiesen werden, die in der Initiations- und
Proliferationsphase der Karzinogenese eine entscheidende Rolle spielen. Dazu gehdren unter
anderem Interaktionen mit dem Ostrogenrezeptor, die das Wachstum hormonabhangiger Tu-

moren beeinflussen kénnen [27].
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In dieser In-vitro-Pilotstudie soll der Einfluss zweier Phytoextrakte verschiedener Knoblauch-
sorten auf das Wachstum humaner Endometriumkarzinomzellen untersucht werden. Der Fo-
kus liegt dabei insbesondere auf den enthaltenen Polyphenolverbindungen, die durch Analyse
der Extrakte mit der HPLC definiert werden. Die Zellviabilitdt und Zellproliferation der Endo-
metriumkarzinomzelllinien Ishikawa und RL95-2 soll sowohl unter den Bedingungen der Ex-
trakte in abgestufter Verdinnung, als auch isoliert unter den synthetisch hergestellten Poly-
phenolen untersucht werden. Dazu werden der CellTiter-Glo® Viabilitatsttest, der CytoTox-
Glo™ und der Neutralrottest Zytotoxizitatsttest zur Bestimmung der Zellviabilitat, sowie der
BrdU-Zellproliferationstest zur Quantifizierung des Zellwachstums unter den gegebenen Inku-
bationsbedingungen herangezogen. Als erganzende Untersuchung des Energiestoffwechsels
soll eine Messung der zellularen Glukose- und Laktatspiegel erfolgen. Als Kontrollsubstanzen

in allen Versuchen werden Estradiol, sowie die SERMs Tamoxifen und Endoxifen eingesetzt.
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. MATERIAL UND METHODEN

31 EXTRAKTHERSTELLUNG

Die Herstellung der Phytoextrakte erfolgte aus zwei Sorten handelsublichem Knoblauch.
Verwendet wurde ein weier Knoblauch der Sorte Morado aus zertifiziertem Okolandbau in
Spanien und ein violetter Knoblauch aus konventionellem Anbau ebenfalls aus Spanien. Es
wurde fiir jede Knoblauchsorte mit dem Mikrowellenverfahren jeweils ein Extrakt mit Wasser
und eines mit 70%igem Ethanol als L6sungsmittel hergestellt. Beide Verfahren wurden analog
zueinander durchgefiihrt. Das Wasserextrakt erwies sich jedoch aufgrund seiner geleeartigen
Konsistenz als ungeeignet fur die Analyse mit der HPLC und konnte aus diesem Grund nicht

weiter fur die Wirkstofftestungen verwendet werden.
3.1.1 MIKROWELLENASSISTIERTES EXTRAKTIONSVERFAHREN

Es wurden jeweils funf getrocknete Knoblauchzehen der beiden Knoblauchsorten geschalt,
geschnitten und durch eine Knoblauchpresse gepresst. Zur VergrélRerung der Kontakitflache
von Ldsungsmittel und Pflanzenmatrix erfolgte die weitere manuelle Zerkleinerung mit einem
Steinmdrser. Aus der erhaltenen Knoblauchmasse konnten jeweils zweimal 2 g in einem Mik-
rowellengefal® abgewogen und mit jeweils 20 ml 70%igem Ethanol vermengt werden.

Bei der Mikrowellenassistierten Extraktion wird die Lésung durch elektromagnetische Wellen
niedriger Energie in einem geschlossenen Gefal schonend erhitzt. So gelingt der Ubertritt von
Inhaltsstoffen aus der Pflanzenmatrix in die Losung ohne dabei Molekularstrukturen zu veran-
dern oder zu schadigen [64]. Zum Einsatz kam die Discover CEM Mikrowelle, in der die Lésung
fir 20 min bei 60 °C unter konstanter Durchmischung durch eine integrierten Magnetrihrung
erwarmt wurde. Der flissige Uberstand von insgesamt 37 ml, der eine deutliche gelbe Farbe
angenommen hatte, wurde anschliel3end zentrifugiert, zunachst fir 15 min bei 4030 U/min mit
der Biofuge Ultrazentrifuge, anschlieRend fur 5 min bei 13.000 U/min mit der Universal 320R
Zentrifuge, wobei jeweils der fliissige Uberstand abpipettiert und in den nachsten Arbeitsschritt
uberfihrt wurde. Um auch kleine Reste fester Knoblauchbestandteile zu entfernen, folgte die
Filterung der Lésung durch den Minisart Plus Filter mit einer Porengrofe von 0,45 ym. Die
Verdichtung der Extrakte gelang mittels des Eppendorf Vacufuge Concentrator 5301. Die Ver-
dunstung der Flissigkeit wird bei diesem Modell Uber eine Kombination aus Zentrifugalkraft
und der Anlage eines Vakuums bei 45 °C realisiert. Die Einengung des Extrakts erfolgte von
31 ml auf ein Zielvolumen von 2 ml Extrakt pro Knoblauchsorte. Das erhaltene Extrakt der

Sorte weiler Bio Knoblauch Morado (PE1) war von satt gelber Farbe, wahrend das Extrakt 2
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des violetten Knoblauchs (PE2) eine gelb / griinliche Farbung aufwies. Beide Konzentrate ver-
stromten einen intensiven Knoblauchgeruch. Die Lagerung der Extrakte erfolgte im Gefrier-
schrank bei - 80 °C.

3.1.2 HERSTELLUNG DER EXTRAKTVERDUNNUNGEN

Die Verduinnungen der Phytoextrakte wurden vor einer Versuchsreihe in Mengen von jeweils
50 ul durch Hinzugabe der Knoblauchextrakte in ein Reaktionsgefaly mit der entsprechenden
Menge 70%igen Ethanols hergestellt. StoRweises Vortexen sollte die Mischung der Lésungen
unterstitzen. Nachdem die urspriingliche Verdinnungsreihe (100 %, 50 %, 20 %, 10 %, 5 %,
3 %) in den ersten Versuchen grof3e Wirksamkeitsunterschiede zwischen der 50%igen Ver-
dinnung und der 20%igen Verdinnung erkennen lie3, wurden die Verdinnungen 45 %, 40 %,
35 % und 25 % hinzugenommen. Die Aufbewahrung der Verdinnungsreihe erfolgte zusam-
men mit den Extrakten und Referenzen im Tiefkihlschrank bei -80 °C. Vor der Verwendung
wurden die Extraktverdinnungen im Warmwasserbad aufgetaut und stoRweise gevortext. Im
Folgenden werden die Extrakte des weiflen Bio Knoblauchs als Phytoextrakt 1 (PE1) und des
violetten Knoblauchs als Phytoextrakt 2 (PE2) bezeichnet. Die Konzentration der Extraktver-
dinnungen wird mit einem Stern als Zahl hinter der Abkirzung des jeweiligen Extrakts ange-
geben. Die unverdiinnten Extrakte werden demnach als PE1*100 und PE2*100 abgekirzt, die

50%ige Verdinnung dementsprechend als PE1*50 und PE2*50 usw.
3.2  HERSTELLUNG DER REFERENZEN UND KONTROLLEN

Die Herstellung der Referenzen und Kontrollen erfolgte durch Lésung der Rohstoffe in Pulver-
form. Als Losungsmittel wurden 70%iger und 99%iger Ethanol sowie eine 1:1 Mischung aus
99%igem Ethanol und DMSO verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen, sowie die Wahl des
Lésungsmittels folgten laborinternen Standards und sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Sie beruhten
sowohl auf Herstellerangaben als auch auf Erfahrungen mit dem Wirkungsgrad definierter
Stoffkonzentrationen aus verwandten Arbeiten. Die Reinstoffe wurden in Pulverform abgewo-
gen und im Lésungsmittel durch Vortexen aufgeldst. Zur Herstellung der Folsaureldsung, wa-
ren unterstutzend ein dreimaliges Ultraschallbad von jeweils 15 min und mehrmaliges Vorte-

xen notwendig.
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Tabelle 2: Referenz- und Kontrolllésungen aufgeflihrt mit Konzentration und jeweiligem Losungsmittel

Wirkstoff Konzentration in ug / mi Loésungsmittel

Folsédure 1 Ethanol 99 %
Kaffeesdure 0,9 Ethanol 99 %

Luteolin 1,43 Ethanol 99 %
Luteolin-7-glycosid 2,24 1:1 Ethanol 99 % /DMSO
Quercetin 1, 51 1:1 Ethanol 99 % /DMSO
Kampferol 1,43 1:1 Ethanol 99 % /DMSO
Rutin 3,05 1:1 Ethanol 99 % /DMSO
Estradiol 0,0027 Ethanol 99 %

Tamoxifen 5,6 Ethanol 99 %

Endoxifen 6,2 Ethanol 99 %

33 ZELLLINIEN

Die verwendeten Zellreihen entstammten der Human Tumor Cell Banc ATCC und wurden im
Labor der Sudstadtklinik bis zur Verwendung bei -196 °C kryokonserviert. Es handelt sich in
beiden Fallen um humane dstrogenrezeptorpositive Endometriumkarzinomzellen mit epithel-
artigem Wachstum. Die Versuche wurden jeweils mit unterschiedlichen Passagen der Zellen
durchgefuhrt. Dabei wurden keine Zellen jenseits der 30. Passage verwendet, da bei spateren
Passagen ein Verlust des positiven Rezeptorstatus und bei den Ishikawa-Zellen aul3erdem

eine zunehmende Entdifferenzierung beobachtet wurde [102, 132].
3.3.1 RL95-2

Bei den RL95-2 Zellen handelt es sich um 6strogenrezeptorpositive, maRig differenzierte
Tumorzellen eines adenosquamdsen Endometriumkarzinoms Grad 2. Sie besitzen eine
epithelartige oder runde Zellmorphologie mit grof3en, unregelmafRig geformten Nuklei.

Ostrogenrezeptoren sind sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vorhanden [8, 37].
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3.3.2 ISHIKAWA

Zellen der Linie Ishikawa sind gut differenzierte Tumorzellen eines endometrialen Adenokar-
zinoms. Insbesondere zur Untersuchung von Typ-I-Endometriumkarzinomen sind Ishikawa
Zellen gut etabliert. Sie besitzen sowohl Ostrogen- als auch Progesteronrezeptoren und zei-
gen ein gutes Ansprechen auf Steroidhormone [132, 191]. Die Zellen bilden haufig mosaikar-

tige Strukturen mit der Tendenz sich aufzuschichten [131].
34 ZELLKULTIVIERUNG

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in CellStar Filter Top Kulturflaschen in den GroRRen
25 ml, 50 ml und 75 ml, in denen die Zellen einschichtig adharent wuchsen. Die Filterdeckel
der Flaschen ermdéglichen einen sterilen Gasaustausch iber eine hydrophobe PTFE-Membran
und reduzieren somit das Kontaminationsrisiko. Um Kontaminationen bei der Arbeit mit den
Zellen zu vermeiden, erfolgten alle Arbeitsschritte, die mit einer Offnung der Kulturflaschen,
Reaktionsgefalte oder Wellplatten einhergingen, stets unter sterilen Kautelen der HeraSafe
Laborabzugshaube.

Als Nahrmedium fir die Ishikawa Zelllinie wurde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
und fir die RL95-2 Zellen DMEM:F12, eine 1:1 Mischung aus DMEM und Ham’s F-12 ver-
wendet. Beide Nahrmedien enthielten zusatzlich 10 % Fetales Kalberserum, sowie praventiv
antibakterielle und antimykotische Zusatze (2,5 ml Amphotericin B; 1 ml Penicillin-Streptomy-
cin). Das verwendete DMEM zeichnet sich durch seinen hohen Gehalt an Glukose (4,5 g/l),
Vitaminen und essentiellen (L-Glutamin 2 mM), sowie nicht-essentiellen Aminosauren aus
[152]. Das DMEM:F12 enthalt zusatzlich Insulin (0,005 mg/ml) und den pH-Indikator Phenolrot.
Die Lagerung der Zellen erfolgte im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen bei 37

°C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO,-Gehalt.

3.4.1 ANSETZEN DER ZELLKULTUREN

Die Zelllinien waren bis zur Verwendung bei -196 °C flissigem Stickstoff in Kulturmedium mit
10 % FKS und DMSO (10 % Zelllinie Ishikawa; 5 % Zelllinie RL95-2) kryokonserviert. Zum
schonenden Auftauen der Zellen wurden sie zunéachst in ein Eisbad tUberfihrt. DMSO, das den
Zellen durch Hemmung der Krystallbildung als Gefrierschutzmittel dient, besitzt konzentriert
bei Raumtemperatur eine zelltoxische Wirkung. Durch rasche Hinzugabe von Nahrmedium
nach dem Auftauen konnte eine DMSO-Konzentration von <10 % erreicht werden, die als un-

bedenklich fiir die Zellintegritat anzusehen ist [38]. Die erhaltene Zellsuspension wurde bei
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1200 U/min fiir 6 min zentrifugiert und das Zellpellet nach Abkippen des fliissigen Uberstands
in 6 ml frischem Nahrmedium resuspendiert. Die Vereinzelung der Zellen wurde durch stol3-
weises Vortexen unterstitzt. AnschlieRend konnte die Zellsuspension in eine 25 ml Zellkultur-

flasche Uberfuhrt werden.
3.4.2 MEDIUMWECHSEL

Der Austausch des Nahrmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Das verbrauchte, meist
sichtbar entfarbte Medium wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen. Die anschlieRende
Spulung der Zellen mit 5 ml PBS Pufferlésung diente der Entfernung abgestorbener Zellen und
Stoffwechselprodukten. Nach dem Abziehen der Pufferlésung konnte die Zellkulturflasche mit

neuem Nahrmedium geflillt werden.
3.4.3 PASSAGIEREN DER ZELLEN

Der Zeitpunkt der Subkultivierung der Tumorzellen wurde ohne festes Intervall durch mikro-
skopische Kontrolle des Wachstumsverhaltens der Zellen festgelegt. Als ideal erwies sich das
Passagieren der Zellen vor Erreichen der Konfluenz, bei einer Bedeckung von ca. 80 % der
Wachstumsflache. Der erste Arbeitsschritt bestand im Dekantieren des verbrauchten Nahrme-
diums, sowie der Entfernung abgestorbener Zellen und Zellschrott durch Spllung des Zellen-
rasens mit PBS-Pufferldésung. Zum Herauslésen der Zellen aus dem Monolayer kam eine
EDTA-Trypsinlésung im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdinnt zum Einsatz. Nach dem gleichma-
Rigen Aufbringen der Losung, den Zellrasen bedeckend, erfolgte die Inkubation im Brut-
schrank im Temperaturoptimum des Trypsins bei 37 °C. Die optimale Trypsinierungszeit wurde
dabei durch lichtmikroskopische Kontrolle empirisch ermittelt und betrug 5 min bis 6 min fir
die Ishikawa-Zelllinie, 4 min bis 5 min fir die Zellen der Linie RL95-2. Nach dieser Zeit erschien
ein Grofiteil der Zellen in abgerundeter Form frei in Suspension gebracht. Bei einem Teil der
Zellen konnte vorsichtiges Klopfen der Kulturflasche gegen die flache Hand das Ablésen zu-
satzlich unterstitzen. Eine drohende Schadigung der Zellen durch zu lange Einwirkzeiten des
Trypsins machte ein zligiges Abstoppen der Trypsinierung durch Hinzugabe von Nahrmedium
im nachsten Schritt erforderlich. Zur Isolierung der Zellen kam nach Uberfiihrung der Zellsus-
pension in ein keimarmes 45 ml Eppendorf Tube die Ultrazentrifuge bei 12000 U/min fir 6 min
zum Einsatz. Nach Austausch des Nahrmediums gelangten die Zellen des erhaltenen Zellpel-
lets unterstutzt durch stoRweises Vortexen erneut in Suspension. Je nach Bedarf konnte jene
erhaltene Zellsuspension erneut in eine Kulturflasche Uberflhrt und nach lichtmikroskopischer

Begutachtung im Brutschrank inkubiert oder fur Versuche verwendet werden.
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3.5 ZELLZAHLUNG

Zu Beginn eines jeden Versuches erfolgte die Zellzdhlung mit der Burker-Zahlkammer. Sie
bildete die Grundlage der Herstellung von Zellsuspensionen mit definierten Zellzahlen fir ein-
heitliche Versuchsansatze. Wie beim Passagieren wurden die Zellen nach der Trypsinierung
zentrifugiert und in einem Reaktionsgefald in 5 ml Nahrmedium resuspendiert. Zur Verdinnung
folgte die Mischung von 20 pul der Zellsuspension mit 360 ul frischem Nahrmedium. Die an-
schlieRende Hinzugabe von 20 ul einer 0,5%igen Trypanblaulésung diente der Unterschei-
dung von toten und vitalen Zellen bei der Zahlung. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff negativer
Ladung dessen Anion an intrazellulare Proteine bindet. Aufgrund seiner Molekulgrofie
(M =960,8 g/mol) kann er die intakte Zellmembran vitaler Zellen nicht Uberwinden. Er farbt
selektiv tote Zellen, bei denen der Verlust der Barrierefunktion der Zellmembran sein Eindrin-
gen ermdglicht [152]. Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung erscheint das Zytoplasma toter
Zellen nach Anfarbung blau und hebt sich deutlich vom hellen Zytoplasma lebender Zellen ab
[91]. Da Trypanblau nach langer Einwirkzeit zytotoxisch wirkt, erfolgte die Auszahlung zur Ver-
meidung einer Ergebnisverfalschung innerhalb von 5 min [152]. Die Auszahlung folgte einem
festen Schema, das in 2 Kammern jeweils 25 Kleinstquadranten berlcksichtigte. Jeweils 10 pl
der gefarbten Zellsuspension wurden auf den Objekttrager der Blrker-Zahlkammer aufgetra-
gen, die sich passiv durch Kapillarkrafte in die Vertiefungen verteilten [152]. Die Zellzahl (N)
ergab sich aus der Summe vitaler Zellen beider Kammern. Unter Bertcksichtigung des Ver-
dunnungsfaktors der Zellsupension und des Kammerfaktors der Burker-Zahlkammer (10%)

konnte die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension mithilfe folgender Formel berechnet werden:

Zellzahl /ml = N x 10 x 10*

37



MATERIAL UND METHODEN

3.6 IMMUNHISTOCHEMIE

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis spezifischer Proteine in Zellen oder Gewebsab-
schnitten. In dieser Arbeit soll sie den von der Zellbank ausgewiesenen Immunrezeptorstatus
der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 Gberprifen. Die Detektion der Zielstrukturen gelingt bei der
immunhistochemischen Farbung mithilfe einer indirekten Antikérpermarkierung, die, gekoppelt
an ein Enzymsystem, bei der Umsetzung farbloser Substrate einen sichtbaren Farbumschlag
erzeugt (Abb. 7). Als Reporterenzym wird in der Regel Meerrettichperoxidase (HRP) verwen-
det. Gebunden an den Antigen-Antikdrper-Komplex erzeugt sie durch Reduktion ihres Sub-

strats eine lokale Farbreaktion [95].

<>——— Substrat
’— Produkt
Sekundarer, Peroxidase-

gekoppelter Antikdrper
/ X—; Prim&rer Antikdrper
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- 4 N
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Immunhistochemischen Antigenmarkierung. Indirekte Farbmarkierung
des Antigens durch den sekundaren peroxidasegekoppelten Antikérper, der bei Umsetzung des farblosen Substrats
eine farbliche Reaktion hervorruft. Abbildung modifiziert nach MORPHISTO — Immunhistochemie [124].

Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte unter Anwendung des ImMmPRESS™ Uni-
versal Reagent Kit der Firma Vector Laboratories und des HRP-Substrate LinRed IHC der
Firma LINARIS. Die Primarantikérper wurden als monoklonale Ostrogenrezeptor alpha- und
beta-, sowie Progesteronrezeptorantikbrper erworben und nach laborinternen Standards hin-

sichtlich der Ressourceneffizienz verdinnt. Der Sekundarantikérper des InmPRESS™ Rea-
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genz ist mit Mikropolymeren der Meerrettichperoxidase konjugiert. Sie setzt das Substrat Dia-
minobenzidin in sein braunliches, nicht 16sliches Oxidationsprodukt um, das am Ort der Ent-
stehung prazipitiert. Unter dem Lichtmikroskop erscheinen rezeptorpositive Zellen rétlich, wah-
rend rezeptornegative Bereiche keine farbliche Reaktion aufweisen [95, 183]. Eine zusatzliche
Negativkontrolle ohne Inkubation mit einem Primarantikdrper sollte bei erfolgreicher Durchfih-
rung keine farbliche Reaktion aufweisen.

Zelleigene Peroxidasen, sowie unspezifische Antikdrperbindung kénnen die Ergebnisse der
Immunhistochemie verfalschen. Aus diesem Grund erfolgte vor Hinzugabe der Antikorper eine
Inkubation der fixierten Zellen mit Wasserstoffperoxidldsung zur Hemmung endogener Peroxi-

dasen, sowie Pferdeserum zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindungen [183].
Procedere:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 300 pl/Well einer Zellsuspension von
200.000 Zellen/ml auf 4 Wells einer 24-Well Platte; 24-stiindige Inkubation im Brut-
schrank bei 37 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO, -Gehalt

2. Entfernen des Kulturmediums und 3 x Spulen der Zellen mit 300 ul PBS pro Well

3. Fixieren der Zellen mit 300 yl/Well Formafix 4 % fir 30 min; danach Entfernung der
Fixative, 3 x Waschen mit 300 ul PBS

4. Inkubation der Zellen mit 300 ul 0,3 % H20:in Leitungswasser flr 30 min; Entfernung
der Losung, 2 x Waschen mit PBS, Inkubation mit PBS fir 5 min unter leichtem

Schwenken, Entfernung des PBS

5. Hinzugabe von 4 Tropfen Pferdeserum pro Well; Inkubation fir 20 min bei RT; Entfer-

nen des Pferdeserums bis auf das Well der Negativkontrolle

6. Hinzugabe von 100 pl der Antikérperverdiinnungen pro Well (a-ER-Antikdrper 1:100 in
PBS, monoklonaler Antikérper der Firma Biorbyt, GB; B-ER-Antikérper 1:40 in PBS,
monoklonaler Antikorper der Firma GeneTex Inc., USA; PR-Antikorper 1:200 in PBS,
monoklonaler Antikérper der Firma Bioorbyt, GB); 24-stindige Inkubation im Kuhl-
schrank bei 8 °C
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7. Entfernen der Antikorperldsung; 3x Waschen der Zellen mit 300 pl PBS zum Entfernen

ungebundener Antikoérper

8. Hinzugabe der Sekundarantikérper, 4 Tropfen pro Well des ImmPRESS™ Universal
Reagent Anti-Mouse/Rabbit IgG MP-7500; Inkubation flr 30 min bei RT; Entfernen des
Reagens und 3 x Waschen der Zellen mit 300 pl PBS

9. Hinzugabe von 200 ul/Well des Substrats LinRed IHC; Inkubation flr 15 min abgedun-
kelt bei RT

10. Abstoppen der Reaktion mit Leitungswasser, Entfernen der Flissigkeit und 1 x Wa-
schen der Zellen mit 300 ul PBS

11. Bedecken des Wellbodens mit PBS zum Schutz der Zellen vor Austrocknung

12. Begutachtung der Zellen unter dem Lichtmikroskop

3.7 HOCHLEISTUNGSFLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE (HPLC)

Die HPLC ist ein Trennverfahren, das zur quantitativen und qualitativen Analyse von flliissigen
Proben breite Anwendung findet. In Lésung befindliche Stoffe kbnnen anhand physikalischer
Eigenschaften zwischen einer festen und einer mobilen Phase aufgetrennt werden. In dieser
Arbeit soll die HPLC dem qualitativen Nachweis von Polyphenolen in den hergestellten Knob-
lauchextrakten dienen. Die Trennung nach Polaritdt und Ladungseigenschaften kann selbst
Stoffe strukturdhnlicher Gruppen voneinander isolieren. So hat sich die HPLC bereits als gute

Nachweismethode von Polyphenolen in pflanzlichen Extrakten bewahrt [117, 155].

Der Aufbau einer HPLC-Anlage mit den wichtigsten Komponenten ist in Abbildung 8 schema-
tisch dargestellt. Die HPLC wird von einer Hochdruckpumpe betrieben, die zunachst die Lauf-
mittel aus ihren separaten Behaltern Uber einen Entgaser in die Mischkammer leitet. Hier ent-
steht das gewlinschte Laufmittelgemisch, auch Eluent oder mobile Phase. Uber den Injektor
wird dem Eluenten die Probe hinzugegeben. Sie flie3t mit dem Laufmittelstrom zur HPLC
Saule, welche die stationare Phase darstellt. Die Trennsaule ist mit dicht gepackten, porésen

Partikeln geflllt, deren Endgruppen mit den Probesubstanzen interagieren. Substanzen, die
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starkere Wechselwirkungen mit der stationaren Phase eingehen, werden aufgehalten und pas-
sieren die Saule somit langsamer als Substanzen mit hoher Affinitat zur mobilen Phase [64].
Ein nachgeschalteter Detektor misst den Laufmittelstrom und Ubertragt die Daten an die aus-
wertende Software. Sie erstellt ein Chromatogramm indem Substanzen mit verschiedenen Re-
tentionszeiten als Signal-Peaks erscheinen und Uber Referenzmessungen identifiziert werden

konnen.

Die verwendete HPLC Anlage war mit einer Reversed Phase (RP) 18C Kohlenstoffsaule
(250 mm x 4 mm) mit Saulenthermostat ausgestattet, das die Temperatur innerhalb der Saule
konstant auf 20 °C halt. Die stationare Phase bilden bei diesem Saulentyp unpolare Kieselgel-
Partikel mit langen Kohlenstoffketten (C18) an der Oberflache. Die Laufmittel der mobilen
Phase weisen dagegen einen polaren Charakter auf. Verwendet wurden DMSO mit 10 %
Aquabidestilata und Aquabidestilata mit 10 % Methanol. Der Anteil der einzelnen Laufmittel
wurde im Verlauf der Analyse im Sinne der Gradiententrennung verandert. Durch Anderung
der Elutionsmittelkraft soll so eine prazisere Auftrennung und folglich eine verbesserte Peak-
Auflésung gelingen [64]. Die Retentionszeit der Testsubstanzen wurde durch einen UV-Detek-
tor gemessen, der die Absorption des Laufmittelstroms bei einer Wellenlange von 254 nm
bestimmte. Die Auswertung erfolgte durch die ChlarityChrome Software. Sie erstellt ein Chro-
matogramm, in dem sie die Retentionszeit in Minuten auf der X-Achse gegen die Absorptions-

intensitat in Absorbance Units (AU) auf der Y-Achse auftragt.

Es wurden jeweils zwei Durchlaufe mit 20 pl Probenaufgabe der beiden Knoblauchextrakte
sowie der ausgewahlten Referenzsubstanzen Folsaure, Quercetin, Kadmpferol, Rutin, Kaffee-
saure, Luteolin und Luteolin-7-glykosid durchgefihrt. Die Identifikation von Inhaltsstoffen er-
moglichte das Ubereinanderlegen der Chromatogramme der Extrakte und der Referenzsub-
stanzen und den Vergleich der jeweiligen Retentionszeiten. Die Sichtung und Verifizierung der
Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jeschke von der Ludwig-Maximi-

lian-Universitat Munchen.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus einer HPLC Anlage links mit ihren wichtigsten Komponenten

bestehend aus Pumpe , Mischkammer, Injektor, Sdule und Detektor; Abbildung modifiziert nach Arnold, Die HPLC-
Anlage [52]; Rechts vereinfachte schematische Darstellung der Funktionsweise einer RP-HPLC-Saule, wahrend
die polaren Substanzen die Saule mit dem Laufmittelstrom schneller durchlaufen, werden unpolare Substanzen
durch Wechselwirkungen mit der stationaren Phase aufgehalten und passieren somit spater den Detektor, was sich
in langeren Retentionszeiten im Chromatogramm widerspiegelt; Abbildung modifiziert nach M. Gey, Instrumentelle
Analytik [64].
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3.8 IN-VITRO-ZELLTESTS

Die In-vitro-Zellversuche dienten der Bestimmung der Zellviabilitdt, der Zellproliferation und
des Energiestoffwechsels der Tumorzellen nach Inkubation mit den Phytoextrakten in abge-
stufter Konzentration, sowie mit den Referenzen und Kontrollen. Sie wurden jeweils an drei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Auf Grundlage der Zellzahlung mit der Burker-
Zahlkammer erfolgte am ersten Tag die Herstellung einer Zellsuspension definierter Konzent-
ration zum Aussaen der Zellen mit der, fir den jeweiligen Versuch vorgesehenen Zellzahl pro
Well. Fir die Zelltests kamen zellbindende CELLSTAR® Mikrotiterplatten mit 96 Well zur An-
wendung. Eine gleichmafige Verteilung der Zellen am Wellboden unterstiitze der Einsatz des
Plattenrittlers fur 2 min. Im Anschluss wurden die Zellen fir 24 h im Brutschrank bei 37 °C
wasserdampfgesattigter Atmosphare inkubiert und am darauffolgenden Tag lichtmikrosko-
pisch kontrolliert. Die Zellen sollten nach dieser Zeit adharent wachsen und konfluierend den
Boden der Wells bedecken. Es folgte die Zugabe der Extrakte, Extraktverdiinnungen, Refe-
renzen und Kontrollen mit einer Konzentration von 1 % pro Well und anschlieRend die erneute
24-stiindige Inkubation im Brutschrank. Fir jede Inkubationsbedingung waren beim CellTiter-
Glo® Zellviabilitatstest, beim CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest und bei der Glukose- und
Laktatbestimmung jeweils drei Wells vorgesehen. Der BrdU-Proliferationstest und der Neut-
ralrot Zytotoxizitatstest erfolgten als 4-fach-Bestimmung. Zuséatzlich zu den Bedingungen wa-
ren bei jedem Test jeweils drei bzw. vier Wells fUr reines Kulturmedium, sowie Zellen mit rei-
nem Kulturmedium ohne die Zugabe einer Bedingung vorgesehen, zu deren Wachstumsver-
halten die anderen Wells in Relation gesetzt wurden. Am dritten Tag konnten nach erneuter
lichtmikroskopischer Begutachtung der Zellmorphologie die Zelltests wie im Folgenden be-

schrieben durchgefihrt werden.

3.8.1 VIABILITATSTEST CELLTITER-GLO®

Die Zellviabilitaitsmessung des CellTiter-Glo® von Promega macht sich die Luciferin-Luci-
ferase-Reaktion zunutze, die in Anwesenheit von ATP ein Lumineszenzsignal erzeugt. Das
zellulare ATP, als wichtigster Energietrager der Zellen, dient dabei als Marker intakter, meta-
bolisch aktiver Zellen. Da Zellen bei Verlust ihrer Membranintegritat nicht mehr in der Lage
sind ATP zu produzieren und das restliche ATP innerhalb kiurzester Zeit von endogenen AT-

Pasen im Zytoplasma abgebaut wird, steht es nicht mehr fir die Reaktion zu Verfugung. Das
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entstehende Lumineszenzsignal korreliert folglich mit der Anzahl viabler Zellen einer Popula-
tion [92, 176].

Das CellTiter-Glo® Reagenz induziert die Lyse der Zellen, die bei adharentem Wachstum
durch zusatzliches Ritteln der Platten unterstitzt werden sollte [141]. Es unterbindet gleich-
zeitig den Abbau des in den Extrazellularraum Ubertretenden ATPs durch endogene ATPasen.
So kann die Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin, katalysiert durch die rekombinante Luci-
ferase unter Verbrauch des extrazellularen ATP und Sauerstoff ablaufen (Abb. 8). Das Lumi-
neszenzsignal des entstandenen Oxyluciferin kann durch ein Luminometer bestimmt werden
und steigt in seiner Intensitat linear zur Zellzahl pro Well (bei 0 bis 50.000 Zellen/Well ) [141].
Die CellTiter-Glo® Messung weist eine hohe Sensibilitat auf und kann weniger als 10 viable
Zellen pro Well detektieren [176].

Ultra-Glo™ Recombinant

HO US NT COCH | e Luciferase -0 s o~
NHS + 0, + ATP e \(:[NHS]/ SAMP+PP4CO, T
Mg?* )
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 8: CellTiter-Glo® Luciferase Reaktion. Entstehung des Lumineszenzsignals durch die ATP-abhangige
Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin; Abbildung modifiziert nach Promega CellTiter-Glo® Technical Bulletin [141].

Procedere:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 50 ul / Well einer Zellsuspension von
600.000 Zellen / mlin 96-Well Platten; 24-stlindige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C

in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO; -Gehalt

2. Hinzugabe von 0,5 pl der Extrakte, Extraktverdinnungen und Referenzen (1:100 Ver-

dinnung); 24-stindige Inkubation im Brutschrank (s.o.)
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3. Vorbereitung des CellTiter-Glo® - Reagenz durch Auftauen im Wasserbad (Lagerung
der Reagenzien bei -20 °C), Mischen des CellTiter-Glo® -Puffers mit dem Substrat und

Mixen auf der Rolle nach Herstellerprotokoll

4. Hinzugabe von 50 pl CellTiter-Glo® - Reagenz pro Well, 2-3 Mischen mit dem Orbital
Shaker; Inkubation fir 30 min bei RT

5. Uberfiihren des flissigen Uberstandes in Messwellplatten des GloMax Luminometer

und Lumineszenzmessung; Messzeit 1 sek.

3.8.2 BRDU PROLIFERATIONSTEST

Die Zellproliferationsrate ist neben der Zellviabilitat ein wichtiger Indikator fiir das Verstandnis
von Mechanismen, die am Uberleben bzw. dem Sterben von Zellen unter bestimmten Umge-
bungsbedingen beteiligt sind [1]. Das BrdU-Proliferationsassay ist ein etabliertes Testverfah-
ren, mit dem sich DNA-Synthese wahrend der Zellreplikation detektieren lasst. Zellen, die mit
einem BrdU versetztem Medium inkubiert werden, bauen das Thymidinanalogon wahrend der
S-Phase des Zellzyklus in ihre DNA ein. Durch Antikérpermarkierung kann das eingebaute

BrdU quantifiziert und so die Proliferationsrate der Zellen bestimmt werden.

o}
H;C Br
| MNH [ NH
HO A o HO /ko
o o]
OH OH
Thymidine 5°-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)

Abbildung 9: Strukturunterschiede von Thymidin und BrdU. Farblich markiert ist die Substitution der 5-Methyl-
gruppe des Thymidin durch Brom beim 5°-Bromo-2’-Desoxyuridin, Abbildung von Bio-Rad -BrdU [21].
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Wie in Abbildung 9 dargestellt handelt es sich bei 5’ -Bromo-2"-Desoxyuridin um ein haloge-
niertes Thymidinanalogon. Die sterischen und elektrostatischen Eigenschaften des Brom &h-
neln denen der 5-Methylgruppe, weshalb enzymatisch nicht zwischen beiden Analoga unter-
schieden werden kann [113]. Einmal eingebaut, verbleibt das BrdU in der DNA und kann durch
Antikérper spezifisch gebunden werden. Voraussetzung dafir ist zunachst die Freilegung des

in der Doppelstranghelix maskierten BrdU durch Fixierung und Denaturierung der DNA [113].

Die Quantifizierung des eingebauten BrdU beruhte im durchgefuhrten Versuch auf dem
ELISA-Verfahren und erfolgte unter Verwendung des BrdU Assay Kit von Sigma Aldrich. Bei
diesem Verfahren binden nach der primaren Antikbrpermarkierung enzymgekoppelte Sekun-
darantikorper indirekt an das eingebaute BrdU (Abb. 10). Bei dem gebunden Enzym handelt
es sich um Meerretichperoxidase (HRP), die nach Hinzugabe ihres Substrats, Tetramethyl-
benzidin (TMB), dieses in sein losliches, blaues Reaktionsprodukt umsetzt und so einen
blauen Farbumschlag produziert [134]. Das Hinzufiigen von Schwefelsaure stoppt die Reak-
tion und es kommt erneut zu einem Farbumschlag nach gelb mit einem Absorptionsmaximum
bei 450 nm [134]. Die kolorimetrische Messung mittels des Elisa Reader bestimmt anschlie-

Rend die Absorptionsintensitat, die sich proportional zum inkorporierten BrdU verhalt.

Einbaudes BrdU in Fixierung und Primare und sekundire Farbumschlag und
die DNA Denaturierung Antikdrpermarkierung photometrische Messung
( T™MB )

S _,//

c || £
15 HA: X

Abbildung 10: Prinzip des ELISA BrdU-Proliferationsassay. Dargestellt ist die zeitliche Abfolge der Inkorporation
des BRDU, der anschlielenden Fixierung der Zellen und Denaturierung der DNA, sowie die indirekten Antikbper-
markierung des eingebauten BRDU. Der Farbumschlag entsteht bei der enzymatischen Umsetzung des Substrats
(TMB) der antikérpergekoppelten Merrettichperoxidase (HRP) in sein farbiges Produkt; Abbildung modifiziert nach
Assay Principle for the CytoSelect™ BrdU Cell Proliferation ELISA Kit, Lubio Science The Reagent Platform [116].
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Procedere:

1.

Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 ul /Well einer Zellsuspension
von 300.000 Zellen /ml in 96-Well Platten; 24-stiindige Inkubation im Brutschrank bei
37 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO, -Gehalt

Hinzugabe von 1 pl der Extrakte, Extraktverdiinnungen und Referenzen (1:100 Ver-

dinnung); 24-stindige Inkubation im Brutschrank (s.o.)

Hinzugabe von 10 yl pro Well des BrdU Markierungsreagenz (1:100 Verdlinnung der
BrdU-Markierungslésung mit dem jeweiligen Kulturmedium), Aussparung der Back-
ground Kontrolle, Platten fir 30 sek auf den Ruttler, anschlieRende Inkubation fur 3 h

im Brutschrank (s.o.)

Entfernen des Markierungsreagenz durch Kippen und vorsichtiges Klopfen

Fixierung der Zellen und Denaturierung durch Hinzugabe von 200 pl pro Well der

FixDenat-Losung; Inkubation fur 30 min bei RT

Entfernung der Fixierldsung durch Drehen und Abklopfen der Wellplatte

Auftragen der Anti-BrdU-Peroxidase-Arbeitslésung durch Hinzugabe von 100 pl pro
Well der Anti-BrdU-Peroxidase-Arbeitsldsung (1:100 Verdinnung der Anti-BrdU-Per-
oxidase Stammldsung und der Antikdrperverdinnungslosung); Inkubation fir 1 h bei
RT

Entfernen der Arbeitsldsung durch Drehen des Wells und Abklopfen der Flussigkeit;
Waschen mit 3 x 200 pl der Waschlésung (1:10 Verdinnung der Waschlésung mit
destilliertem Wasser) und anschlieend griindliche Entfernung der Lésung durch Klop-

fen

Hinzufiigen von 100 pl pro Well der Substratlésung; Inkubation bei RT bis eine blaue

Farbentwicklung sichtbar ist (ca. 9 — 11 min)
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10. Abstoppen der Reaktion mit 25 yl Schwefelsaure (1 Mol/l) pro Well

11. Messung mit dem Elisa Reader bei 450 nm, Reference 620 nm, Mixtime 10 s

3.8.3 CYTOTOX-GLO™ ZYTOTOXIZITATSTEST

Der CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest von Promega bestimmt den Anteil lebender und toter
Zellen an einer Zellpopulation durch eine sequenzierte Lumineszenzmessung [142]. Er quan-
tifiziert die Aktivitat einer intrazellularen Protease, der Dead-cell Protease, die mit einem Ami-
noluciferin-konjugierten Substrat reagiert [87]. Dabei entsteht, wie in Abbildung 11 veran-
schaulicht Uber die Luciferin-Luciferase-Reaktion ein Lumineszenzsignal. Der CytoTox-Glo™
zeigt eine gute Korrelation mit anderen Zellviabilitatstests und kann zum besseren Verstandnis
dosisabhangiger Toxizitat beitragen [32, 142].

Zur Unterscheidung lebender von toten Zellen wird das Charakteristikum der Membranintegri-
tat herangezogen. Kommt es zum Verlust der Membranintegritat, gelangen intrazellulare Pro-
teine und Enzyme in den Extrazellularraum. Der CytoTox-Glo™ Test misst die extrazellulare
Aktivitat einer intrazellularen Aminopeptidase, der Dead-cell Protease. Sie spaltet die kurze
Aminosauresequenz vom AAF-Glo Substrat (Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluciferin), so-
dass Aminoluciferin frei wird [176]. Uber die Luciferin-Luciferase-Reaktion mit einer rekombi-
nanten thermostabilen Luciferase entsteht ein Lumineszenzsignal. Im ersten Schritt der zwei-
zeitigen Lumineszenzmessung des CytoTox-Glo™ kann so die Aktivitat der Dead cell Pro-
tease bestimmt werden. Sie zeigt eine lineare Korrelation mit der Anzahl toter Zellen in einer
Population [32]. Im zweiten Schritt werden die Zellen mit einem Lysereagenz behandelt. Die
erneute Messung bildet die Totale Luminszenz der gesamten Zellpopulation ab. Durch Sub-
traktion der Lumineszenzwerte der ersten Messung von denen der gesamten Zellpopulation

I&sst sich schlie3lich der Anteil vitaler Zellen ermitteln [142].
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Verlust der Membranintegritat

; /:) AAF-N \jS> </Nj/ COOH
- i | 7
; NN S
¥ \‘ Aktivitdt der Dead l
’ Ubertritt der Protease in cell Protease

den Extrazellularraum
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AAF- + = N S +ATP + 0O,

Luciferase l
Mg?o

Abbildung 11: Prinzip der Protease-Reaktion des CytoTox-Glo™ Assays. Die Dead-cell Protease spaltet nach
Ubertritt in den Extrazellularraum eine Aminosauresequenz (AAF) vom Substrat, sodass Aminoluciferin frei wird.
Uber die anschlieRende Luciferin-Luciferase-Reaktion entsteht ein Lumineszenzsignal proportional zur Anzahl toter

Zellen in der Kultur; Abbildung modifiziert nach Promega CytoTox-Glo™ Technical Bulletin [32].

Procedere:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 ul/Well einer Zellsuspension von
300.000 Zellen / mlin 96-Well Platten; 24-stiindige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C

in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO. -Gehalt

2. Hinzugabe von 1 pl der Extrakte, Extraktverdinnungen und Referenzen (1:100

Verdinnung); 24-stindige Inkubation im Brutschrank (s.o.)

3. Hinzufigen von 50 pl des CytoTox-Glo™ Reagenz 1; 2-3 min Orbital Shaker;
Inkubation 15 min bei RT

4. Ubperfiihren des fliissigen Uberstandes der Wells in die entsprechenden Wells der

Messwellplatten; Lumineszenzmessung mit dem GloMax

5. Rickfihrung der Flissigkeit in die urspringlich vorgesehenen Wells durch Pipettieren
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6. Hinzugabe von 50 ul des Lyse-Reagenz (CytoTox-Glo™ Reagenz 2); 2-3 min Orbital
Shaker; Inkubation bei RT fir 15 min

7. Erneutes Uberfiihren der Fliissigkeit in die entsprechenden Wells der Messwellplatten;

Lumineszenzmessung mit dem GloMax Luminometer

3.8.4 NEUTRALROT ZYTOTOXIZITATSTEST

Der Neutralrot Zytotoxizitatstest dient ebenfalls der Bestimmung der Zellviabilitat der unter de-
finierten Bedingungen inkubierten Zellen. Er beruht auf einer Absorptionsmessung, die die
Menge gespeicherten Neutralrot Farbstoffs quantifiziert. Da nur intakte Zellen in der Lage sind
den Farbstoff aktiv zu speichern, korreliert die gespeicherte Menge linear mit der Anzahl vitaler
Zellen pro Well [149].

Neutralrot (3-Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine Hydrochlorid) ist ein gut wasserlos-
licher, leicht kationischer Farbstoff, der bei physiologischem pH keine Ladung tragt. Er gelangt
durch nichtionische Diffusion Uber die Zellmembran und akkumuliert in den Lysosomen [23,
129]. Diese weisen im Vergleich zum Zytoplasma (pH-Wert 7,2) einen deutlich niedrigen pH-
Werts von < 5 auf. Unter diesen Bedingungen erhalten die Neutralrotmolekile eine positive
Ladung. Die Kationen sind von tief roter Farbe, sie kbnnen die lysosomale Membran nicht
Uberwinden und binden an anionische Gruppen der Lysosomenmatrix [129, 149].

Die Voraussetzung fir die Anreicherung von Neutralrot ist die Fahigkeit der Zelle ihren zyto-
plasmatischen pH-Wert und den lysosomalen Protonengradienten unter Verbrauch von ATP
aufrechtzuerhalten [149, 188]. Geschadigte Zellen, die dazu nicht in der Lage sind, unterschei-
den sich in ihrer Konzentration des Farbstoffs nicht vom umgebenden Medium [55]. Um die
Menge des gespeicherten Neutralrot durch die Absorptionsmessung quantifizieren zu kénnen,
muss der Farbstoff wieder in die Lésung freigegeben werden. Dazu diente der Einsatz einer
Solubilisierungslésung aus mit Saure angereichertem Ethanol.

Laborinternen Standards folgend, die aufgrund einer verstarkten Neigung zu Kristallbildung in
Vorversuchen vom Herstellerprotokoll abwichen, wurden die Zellen mit 3 % Neutralrotreagenz
im Medium mit einem pH-Wert von 7,2 fir 45 min inkubiert. Sie wurden anschlieffiend mit dem
PBS Puffer gewaschen, unter dem die Zellen eine bessere Anhaftung zeigten als mit der vor-
gesehenen Assay Fixative. Die Absorptionsmessung erfolgte nach Protokoll bei einer Wellen-

lange von 570 nm und einer Referenzlange von 655 nm.
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Procedere:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 ul / Well einer Zellsuspension
von 400.000 Zellen / ml in 96-Well Platten; 24-stlindige Inkubation im Brutschrank bei
37 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5 % CO, -Gehalt

2. Hinzugabe von 1ul der Extrakte, Extraktverdinnungen und Referenzen (1:100

Verdunnung); 24-stindige Inkubation im Brutschrank (s.o.)

3. Mediumwechsel auf 100ul/ Well DMEM hell ohne Zusatze, pH 7,2 (pH-Einstellung
erfolgte durch Titration mittels 0,1 M HCL) + 3 % 0,33%igem Neutralrotreagenz;

Inkubation fur 45 min im Brutschrank
4. Entfernung des Kulturmediums und Spulen der Wells mit 200 ul PBS pro Well

5. Aufflillen der Wells mit 100 ul Neutralrot Solubilisierungslésung und 15-mindtige

Inkubation bei RT auf dem Plattenrittle

6. Messung am ELISA Reader bei einer Wellenlange 570 nm und einer Referenzlange

von 655 nm
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3.8.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Alle aufgefuhrten In-vitro-Assays wurden jeweils als 3-fach (CellTiter-Glo® Zellviabilitatstest,
CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest) oder als 4-fach-Bestimmung (BrdU-Proliferationstest, Neut-
ralrot Zytotoxizitatstest) durchgefiihrt. Es waren also fir jede Bedingung 3 bzw. 4 Wells vorge-
sehen. Die Auswertung erfolgte durch die Bildung des Mittelwerts der experimentellen Werte
(EW) der jeweiligen Bedingungen. Von diesem Wert wurde stets der Mittelwert der experimen-
tellen Werte des reinen Kulturmediums abgezogen. Sie dienten der Ermittlung der basalen
Lumineszenz (CellTiter-Glo®, CytoTox-Glo™), bzw. der Hintergrundabsorbanz (BrdU-Prolife-
rationstest, Neutralrot Zytotoxizitatstest). Der Mittelwert der experimentellen Werte von Me-
dium und unbehandelten Zellen wurde auf 100 % festgelegt. Die Extrakte, Extraktverdinnun-
gen, Referenzen und Kontrollen wurden stets in Relation zu den Werten ihrer jeweiligen L6-
sungsmittel gesetzt. Wie in Tabelle 2 aufgefihrt, waren die Extrakte in 70%igem Ethanol gelost
und wurden ebenfalls in 70%igem Ethanol verdiinnt. Estradiol, Tamoxifen, Endoxifen, Fol-
saure, Kaffeesaure und Luteolin waren in 99%igem Ethanol und Luteolin-7-glucoside in DMSO

mit 99 %igem Ethanol geldst.

Beispielrechnung der Ergebnisse des CellTiter-Glo® - Viabilitatstests:

(EW — BL)

Zellviabilitat [0/0] = m X

100

EW: Mittelwert der experimentellen Lumineszenz unter Bedingung X
BL: Mittelwert der Basalen Lumineszenz (Kulturmedium)

NK: Mittelwert der Lumineszenz von Zellen + Medium + Losungsmittelkontrolle

Die statistische Auswertung der Tests erfolgte mit dem Programm Microsoft Office Excel 2019.
Alle In-vitro-Zellversuche wurden vierfach ausgefuhrt, um moglichst valide Ergebnisse zu er-
zielen. Es wurden jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichung der Versuchswerte be-
rechnet und in Graphen abgetragen. Die Signifikanz der experimentell ermittelten Werte wurde
mit dem Student’s T-Test berechnet (Signifikanzniveau p < 0,05) und mit einem Stern in den

Graphen gekennzeichnet.
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3.9 ENERGIESTOFFWECHSELMESSUNG

Als erganzende Untersuchung der Zellviabilitdt der Endometriumkarzinomzellen wurde nach
24-stundiger Inkubation mit den Phytoextrakten eine einmalige 4-fach-Bestimmung des Glu-
kose- und Laktatgehalts im Nahrmedium durchgefuhrt. Da Tumorzellen unabhangig von der
Sauerstoffverfligbarkeit ihnren Energiebedarf hauptsachlich durch die sogenannte aerobe Gly-
kolyse decken, bei der Glukose unter Gewinnung von ATP in Pyrovat und anschlieend in
Laktat umgewandelt wird, kann die Messung der beiden Stoffwechselparameter Aufschluss

Uber den Zellmetabolismus geben [5].

Die Aussaat, sowie das Beimpfen der Zellen mit den Extrakten und Kontrollbedingungen er-
folgte analog zu den In-vitro-Zellversuchen. Es wurden jeweils 100 pul einer Zellsuspension mit
3de00.000 Zellen pro Milliliter auf 96-Well-Platten ausgesat und nach 24-stiindiger Inkubation
im Brutschrank jeweils 1 pl der Extrakte, Extraktverdiinnungen und Referenzen hinzugegeben.
Es folgte eine erneute 24-stiindige Inkubation der Zellen unter den Testbedingungen. Am drit-
ten Tag wurde das jeweilige Kulturmedium der 4 identischen Ansatze in 1,5 ml Eppendorfrohr-
chen zusammengefihrt. Die anschlieRende Messung des Glukose- und Laktatkonzentration
erfolgte in Glukose- und Laktat-Analysegeraten des ansassigen Labors aus einer Verdliinnung

von jeweils 20 pl des Uberstands in 1 ml Systemlésung.
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V. ERGEBNISSE

4.1 HOCHLEISTUNGSFLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE

Mit dem Einsatz der HPLC gelang die Auftrennung der Ethanolextrakte der beiden Knob-
lauchsorten nach Polaritdt und Ladungseigenschaften. Im Chromatogramm, das die UV-Ab-
sorption [AU] gegen die Zeit [min] auftragt, spiegeln sich einzelne Inhaltsstoffe als Signal-
Peaks wider. Die Identifikation der Signal-Peaks erfolgte Uber Referenzanalysen mit ausge-
wahlten, synthetisch hergestellten Verbindungen. Durch das Ubereinanderlegen der Graphen
der analysierten Extrakte und der Reinstoffe und den Vergleich der Retentionszeiten konnte
der qualitative Nachweis einzelner Verbindungen erbracht werden. Die Referenzanalysen wur-
den mit Quercetin, Rutin, Kaempferol, Folsaure, Kaffeesaure, Luteolin und Luteolin-7-gluco-

side durchgefuhrt.

Die Graphen der Phytoextrakte aus violettem und wei3em Bio Knoblauch wiesen in Bezug auf
die Verteilung der Signal-Peaks keine relevanten Unterschiede auf. Sie werden deshalb im
Folgenden zur besseren Anschaulichkeit Ubereinandergelegt dargestellt (PE1 = schwarz,
PE2 = blau). Beide Chromatogramme zeigten eine Haufung von Signalpeaks im polaren Lauf-
bereich. Ein breiter Peak in beiden Extrakten bei 2,1 — 2,9 min konnte nicht identifiziert werden.
Der Signalpeak bei 7,9 min (Abb. 12) wurde als Folsdure gewertet, der nachste Peak bei
8,9 min (Abb. 13) konnte als Kaffeesaure identifiziert werden. Uber die durchgefiihrten Refe-
renzanalysen gelang die ldentifikation des Signal-Peaks bei 22,1 min nicht. Der darauffol-
gende Peak zeigte eine gute Ubereinstimmung mit der Retentionszeit von Luteolin-7-glucoside
bei 26,2 min (Abb. 14). Ein sehr kleiner Signalpeak beider Extrakte bei 29,7 min stimmt mit der

Retentionszeit von Luteolin Uberein (Abb. 15). Der Nachweis ist somit als fraglich zu werten.
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Abbildung 12: Chromatogramm der Knoblauchextrakte PE1 (schwarz), PE2 (blau) mit Referenz Folsaure (rot)
Zeit [min], Absorbanz [AU].
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Abbildung 13: Chromatogramme der Knoblauchextrakte PE1 (schwarz), PE2 (blau) mit Referenz Kaffeesaure (rot)

Zeit [min], Absorbanz [AU].
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Abbildung 14: Chromatogramme der Knoblauchextrakte PE1 (schwarz), PE2 (blau) mit Referenz Luteolin-7-glu-
kosid (rot) Zeit [min], Absorbanz [AU].
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Abbildung 15: Chromatogramme der Knoblauchextrakte PE1 (schwarz), PE2 (blau) mit Referenz Luteolin (rot) Zeit
[min], Absorbanz [AU].
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4.2 IMMUNHISTOCHEMIE

Die Immunhistochemische Untersuchung diente in dieser Arbeit der Uberpriifung des von der
Zellbank angegebenen Rezeptorstatus der verwendeten Endometriumkarzinomzelllinien Ishi-
kawa und RL95-2. Rezeptorpositive Zellen weisen bei dieser Methode als Ergebnis der Mar-
kierung durch enzymgekoppelte Antikdrper eine rotbraune Reaktion des Zytoplasmas auf. Die
Beurteilung erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Die Angaben der Zellbank beziglich des posi-
tiven Ostrogenezeptorstatus konnte bei beiden Zellreihen bestatigt werden.

Ishikawa

Es zeigte sich eine deutlich erkennbare rétliche Reaktion des Zytoplasmas der rezeptoranti-
kérpermarkierten Zellen der Linie Ishikawa (Abb. 16). Die Expression der Ostrogenrezep-
torsubtypen ER-a und ER-B, sowie des Progesteronrezeptors konnte somit nachgewiesen

werden.

Abbildung 16: Immunhistochemische Untersuchung der Zelllinie Ishikawa. A) Ostrogenrezeptor alpha positiv; B)
Ostrogenrezeptor beta positiv; C) Progesteronrezeptor positiv; D) Negativkontrolle: keine farbliche Reaktion.
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RL95-2

Die Zellen der Linie RL95-2 wiesen eine farbliche Reaktion der antikbrpermarkierten Zellen
auf, die sich unter dem Lichtmikroskop, wie in Abbildung 17 dargestellt, als rétliche Farbung
des Zytoplasmas erkennen lieR. Es konnten Ostrogenrezeptoren der Subtypen ER-a und
ER-B, sowie Progesteronrezeptoren nachgewiesen werden. Eine farbliche Reaktion blieb bei

der Negativkontrolle erwartungsgeman aus.

PR NK

Abbildung 17: Immunhistochemische Untersuchung der Zelllinie RL95-2. A) Ostrogenrezeptor alpha positiv; B)
Ostrogenrezeptor beta positiv; C) Progesteronrezeptor positiv; D) Negativkontrolle: keine farbliche Reaktion.
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4.3 VIABILITATSTEST CELLTITER-GLO®

Der CellTiter-Glo® Viabilitatstest wurde als Lumineszenzmessung nach 24-stiindiger Inkuba-
tion der Zellen mit den unverdinnten Phytoextrakten, sowie den Extraktverdinnungen (50 %,
45 %, 40 %, 35 %, 25 %, 20 %, 10 %, 5 %, 3 %), Referenzen und Kontrollen durchgefiihrt.
Das Lumineszenzsignal des CellTiter-Glo® entsteht in Abhangigkeit der Menge zellularen
ATPs und steht damit in linearer Korrelation zur Anzahl lebender, metabolisch aktiver Zellen.
Ihr Anteil ist auf der Ordinate als Zellviabilitat in Prozent abgetragen. Auf der Abszisse sind die

Untersuchungsmedien aufgefuhrt.

Die Viabilitat der Tumorzellen der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 war nach 24-stindiger Inku-
bation mit den Phytoextrakten aus weillem Bio Knoblauch und violettem Knoblauch in den
Konzentrationen 100 %, 50 %, 45 %, 40 % und 35 %, sowie 25 % bei den RL95-2 Zellen
signifikant reduziert. Es stellte sich ein dosisabhangiger zytotoxischer Effekt der Phytoextrakte
bis zu einer Extraktkonzentration von 35 % auf die Ishikawa-Zellen und 25% auf die RL95-2

Endometriumkarzinomzellen dar (Abb. 18 und 19).

Die Zellpopulation der Linie Ishikawa war nach Inkubation mit den Knoblauchextrakten der
Konzentrationen 100 %, 50 % und 45 % um mehr als 85 % reduziert (PE1*100: 9,83 %
SD * 3,13, p < 0,001; PE2*100: 8,18 % SD % 2,79, p < 0,01; PE1*50: 12,69 % SD * 4,93,
p <0,001; PE2*50: 10,98 % SD + 1,66, p < 0,001; PE1*45: 10,66 % SD * 1,90, p < 0,01;
PE2*45: 11,83 % SD = 3,34, p < 0,01). Eine signifikant geminderte Zellzahl konnte auch unter
den Konzentrationen 40 % und 35 % des PE1 (PE1*40: 21,05 % SD 17,65, p < 0,005;
PE1*35: 57,15 % SD % 12,74, p < 0,01) und 40 % des PE2 (PE2*40: 21,12 % SD + 7,43,
p < 0,01) gemessen werden. Die Verdinnungen 25 % bis 3 % des PE1 und 35 % bis 3 % des
PE2 entfalteten keine zytotoxische Wirkung auf die untersuchten Zellen (Abb. 18 und 19).

Die Inkubation der RL95-2 Zellen mit den unverdinnten und bis auf 35 % verdunnten Knob-
lauchextrakten flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellpopulation auf < 2 % (PE1*100:
0,02 % SD + 0,26, p < 0,001; PE2*100: 0,04 % SD % 0,25, p < 0,001; PE1*50: 0,71 %
SD £ 0,85, p < 0,005; PE2*50: 0,09 % SD % 0,14, p < 0,005; PE1*45: 1,11 % SD % 1,42,
p <0,001; PE2*45: 0,79 % SD = 0,15, p < 0,001; PE1*40: 0,39 % SD + 0,18, p < 0,01; PE2*40:
0,28 % SD + 0,15, p < 0,001; PE1*35: 0,96 % SD % 0,72, p < 0,01 und PE2*35: 1,90 %
SD + 1,56, p < 0,01). Die 25%igen Verdinnungen der Knoblauchextrakte hatten ebenfalls
noch einen signifikant zytotoxischen Effekt auf die RL95-2 Zellen. Sie minderten die Zellzahl
auf 37,64 % (PE1*25: SD £ 13,50, p < 0,01) und 56,26 % (PE2*25: SD + 17,64, p < 0,01)
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gegenuber der Negativkontrolle. Wie auch bei der Ishikawa Zelllinie hatten die hdheren Ex-
traktverdinnungen 20 % bis 3 % keinen hemmenden Einfluss auf die RL95-2 Zellen (Abb. 18
und 19).

Unter den untersuchten Polyphenolen zeigte einzig Kaffeesaure eine signifikant hemmende
Wirkung auf die Zellen der Linie RL95-2 (77,62 % SD + 3,47 p < 0,05), nicht jedoch auf die
Zelllinie Ishikawa (Abb. 20). Ahnlich regressive Werte waren auch bei der Ishikawa Linie mess-
bar (73,26 % SD % 10,46), jedoch wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht (Abb. 20). Beide
Zelllinien reagierten mit einer nicht signifikanten Reduktion der Zellpopulation auf die Inkuba-
tion mit Luteolin (Ishikawa: 73,84 % SD % 9,11; RL95-2: 79,90 % SD % 5,68), die Ishikawa
Zellen auch auf Luteolin-7-glykosid (78,97 % SD + 17,27).

Die Inkubation der Tumorzellen mit Tamoxifen und Endoxifen fliihrte zum Absterben der ge-
samten Zellpopulation beider Zellreihen (Abb. 20), mit einer signifikanten Reduktion der Zell-
zahl auf unter 1 % (p < 0,01). Estradiol und Folsaure zeigten keinen signifikanten Einfluss auf
die untersuchten Zellen (Abb. 20). Die Inkubation mit Estradiol bewirkte jedoch einen leichten
Anstieg der Zellzahl der RL95-2 Zellen auf 115,16 % (SD % 6,89). Die reinen Ethanolkontrollen
(Ethanol 70 %, Ethanol 99 %) besallen keine zytotoxische Wirkung auf die untersuchten Zell-
reihen (Abb. 21). Die Kontrolle Ethanol 99 % mit DMSO hingegen zeigte eine leichte regressive
Wirkung (Abb. 21), die starker bei den RL95-2 Zellen ausgepragt war (RL95-2: 78,60 %
SD +44).
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Phytoextrakt 1: Weier Bio Knoblauch
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Abbildung 18: Viabilitatstest CellTiter-Glo® der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem PE1
(n = 4); Extraktkonzentration [%]; Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %); Standardabwei-

chung und Signifikanz sind aufgefihrt (p < 0,05).
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Abbildung 19: Viabilitatstest CellTiter-Glo® der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit PE2
(n = 4); Extraktkonzentration [%]; Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %); Standardabwei-
chung und Signifikanz sind aufgefihrt (p < 0,05).
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Referenzen und Kontrollen
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Abbildung 20: Viabilitatstest CellTiter-Glo® der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit aufge-
fihrten Testsubstanzen (n = 4); Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle, Standardabweichung und Signifi-

kanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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Abbildung 21: Viabilitatstest CellTiter-Glo® der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h - Lésungsmittelkontrollen
(n = 4); Zellviabilitat [%] in Relation zu unbehandeltem Medium und Zellen; Ethanolkonzentration [%] Standardab-

weichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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44 BRDU — PROLIFERATIONSTEST

Mithilfe des BrdU-Zellproliferationstests gelang die vergleichende Bestimmung der Zelltei-
lungsrate unter den gegebenen Inkubationsbedingungen der Extrakte, Extraktverdinnungen,
Referenzen und Kontrollen. Das angewandte Messverfahren bedient sich dafur einer photo-
metrischen Messung, die die Menge eines wahrend der Zellteilung in die DNA inkorporierten
Thymidinanalogons quantifiziert. Die Proliferationsrate wurde in Relation zur Negativkontrolle
bestimmt und ist auf der Ordinate in Prozent aufgeflihrt. Auf der Abszisse sind die untersuch-
ten Medien abgetragen, die jeweiligen Extraktkonzentrationen sind dabei in Prozent angege-

ben.

Die zugefiihrten Knoblauchextrakte und ihre Verdinnungen bewirkten eine dosisabhangige
Hemmung der Zellproliferation der Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2. Eine
signifikant antiproliferative Wirkung auf die Zellen der Linie Ishikawa war bis zu einer 45%igen
Verdinnung des PE1 und einer 40%igen Verdunnung des PE2 zu verzeichnen. Bei den
RL95-2 Zellen war der hemmende Effekt auf die Zellreplikation bis zu einer Extraktkonzentra-
tion von 35 % des PE1 und 25 % des PEZ2 signifikant messbar (Abb. 22 und 23). Die Ishikawa
Zellen reagierten aufierdem sensibel auf die zugeflihrten Polyphenole Kaffeesaure, Luteolin
und Luteolin-7-glucoside. Alle drei Stoffe bewirkten eine signifikante Proliferationshemmung,
die bei den RL95-2 Zellen nur nach Inkubation mit Luteolin zu beobachten war (Abb. 24).

Die Ishikawa Zellen reagierten gleichermalien sensibel auf die unverdinnten und die auf 50 %
verdunnten Knoblauchextrakte. Die Proliferationsraten sanken auf 15,81 % (PE1*100:
SD + 11,30, p<0,001) und 14,18 % (PE1*50: SD * 11,41, p < 0,001) nach Inkubation mit dem
Extrakt des weiflen Knoblauchs und auf 7,74 % (PE2*100: SD * 3,10, p < 0,001) und 6,59 %
(PE2*50: SD % 2,25, p < 0,005) nach Inkubation mit dem Extrakt des violetten Knoblauchs.
Eine Reduktion des Zellwachstums um etwa die Halfte bewirkten auch noch die 45%ige und
die 40%ige Verdiunnung des PE1 (PE1*45: 51,77 % SD % 9,93, p < 0,01; PE1*40: 54,61 %
SD + 13,67, p > 0,05). Auf dieselben Extraktverdinnungen des PE2 reagierten die Ishikawa
Zellen deutlich sensibler, mit signifikant gesenkten Proliferationsraten auf 11,10 % (PE2*45:
SD + 5,98, p <0,01) und 38,44 % (PE2*40: SD + 7,32, p < 0,01). Die Extraktverdiinnungen
35 % bis 3 % hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Ishikawa
Zellen (Abb. 22 und 23).
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Es zeigte sich ein signifikant antiproliferativer Effekt der Phytoextrakte auf die Zelllinie RL95-2
bis zu einer Extraktkonzentration von 35 % des PE1 und 25 % des PE2. Die Wachstumsraten
waren unter diesen Konzentrationen jeweils auf 74,88 % (PE1*35: SD + 4,90, p < 0,05) und
77,59 % (PE2*25: SD + 3,68, p < 0,05) im Vergleich zu Negativkontrolle reduziert. Am starks-
ten ausgepragt war der regressive Effekt der Extrakte in 100%iger und 50%iger Konzentration.
Das unverdinnte Extrakt des weil3en Bio Knoblauchs senkte die Proliferationsrate der Zellen
auf 12,10 % (PE1*100: SD + 2,3, p < 0,001), das auf 50 % verdinnte Extrakt noch auf 45,25 %
(PE1*50: SD + 14,53, p < 0,05). Die entsprechenden Wachstumsraten der mit unverdinnten
und dem auf 50 % verdlnnten Extrakt des violetten Knoblauchs inkubierten Zellen betrugen
5,82 % (PE2*100: SD £ 1,37, p < 0,001) und 34,74 % (PE2*50: SD % 10,68, p < 0,01). Die
hoheren Verdinnungen der Extrakte (20 %, 10 %, 5 %, 3 %) bewirkten keine messbare Prolife-

rationshemmung der Tumorzellen (Abb. 22 und 23).

Die Inkubation mit Tamoxifen und Endoxifen bewirkte wie in Abbildung 24 dargestellt eine
signifikante, beinahe vollstandige Wachstumshemmung beider Zelllinien (Tamoxifen: Ishi-
kawa: 2,88 % SD + 3,24, p <0,001; RL95-2: 1,18 % SD + 0,82, p < 0,001; Endoxifen: Ishikawa:
4,03 % SD 2,58, p < 0,001 und RL95-2: 6,63 % SD % 2,66, p < 0,001). Estradiol und Folsaure
zeigten keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der Zellen (Abb. 24). Kaffeesaure und Lute-
olin-7-glucoside hatte ebenfalls keinen signifikant messbaren proliferationsmindernden Effekt
auf die Zelllinie RL95-2 (Abb. 24). Luteolin hingegen hemmte das Zellwachstum der Ishikawa
und RL95-2 Zellen signifikant auf 46,74 % (Ishikawa SD + 8,52, p < 0,001) und 31,53 %
(RL95-2: SD * 6,51, p < 0,001) (Abb. 24). Auch Kaffeesaure und Luteolin-7-glucoside redu-
zierten die Proliferation der Ishikawa Zellen signifikant um etwa die Halfte (Kaffeesaure:
45,30 % SD + 14,52, p <0,001; Luteolin-7-glucoside: 57,89 % SD £ 7,66, p < 0,001) (Abb. 24).
Die Ethanolkontrollen hatten keinen messbaren Einfluss auf die Zellreplikation der Tumorzel-
len (Abb. 25).
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Abbildung 22: BrdU-Proliferationstest: der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem PE1
(n = 4); Extraktkonzentration [%], Zellproliferation [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %), Standardab-

weichung und Signifikanz sind mit aufgefihrt (p < 0,05).
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Abbildung 23: BrdU-Proliferationstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem PE2 (n=4);
Extraktkonzentration [%], Zellproliferation [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %) Standardabweichung

und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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Abbildung 24: BrdU-Proliferationstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — Referenzen und
Kontrollen (n=4); Zellproliferation [%] in Relation zur Negativkontrolle, Standardabweichung und Signifikanz sind
mit aufgefihrt (p < 0,05).
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Abbildung 25: BrdU-Proliferationstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — Ldsungsmittel-
kontrollen (n = 4); Zellproliferation [%] in Relation zu unbehandeltem Medium und Zellen; Ethanolkonzentration [%]

Standardabweichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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4.5 ZYTOTOXIZITATSTEST CYTOTOX-GLO™

Der CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest bestimmt den Anteil lebender und toter Zellen an einer
Zellpopulation, indem er die Aktivitat der Dead-cell Protease, einer intrazellularen Aminopep-
tidase mithilfe einer sequenzierten Lumineszenzmessung quantifiziert. Auf der Ordinate ist die
Zellviabilitat in Relation zur Negativkontrolle in Prozent aufgetragen. Die Abszisse gibt die un-
tersuchten Medien wieder, die Konzentration der Phytoextrakte ist dabei in Prozent angege-

ben.

Die Extrakte des weilten Bio Knoblauchs und des violetten Knoblauchs zeigten einen dosis-
abhangigen zytotoxischen Effekt auf die Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2.
Sie fuhrten bis zu einer Extraktkonzentration von 40 % bei den Ishikawa Zellen und 35 % bei
den RL95-2 Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Zellpopulation (Abb. 26 und 27). Die
Zellen reagierten ebenfalls sensibel auf die Inkubation mit Luteolin und Luteolin-7-glucoside.
Beide Flavone hatten einen signifikant zytotoxischen Effekt auf die Ishikawa Zellen, Luteolin
auch auf die Zellen der Linie RL95-2 (Abb. 28).

Wie in den vorangegangenen Zelltests flihrte die Inkubation der Ishikawa Zellen mit den un-
verdinnten, sowie den auf 50 % verdiinnten Extrakten zum Absterben beinahe der gesamten
Zellpopulation (PE1*100: 1,15 % SD £ 1,15, p < 0,001; PE2*100: 0,77 % SD £ 0,61, p < 0,001;
PE1*50: 3,22 % SD + 4,99, p < 0,005; PE2*50: 6,69 % SD % 8,29, p < 0,01). Der zytotoxische
Effekt der Phytoextrakte auf die Ishikawa Zellen war bis zu einer Verdinnung der Extrakte auf
40 % signifikant messbar. Die 40%ige Verdinnung des PE1 reduzierte die Zellzahl noch auf
44,86 % (SD £ 12,10, p < 0,01), dieselbe Verdinnung des PE2 auf 60,23 % (SD £ 16,93,
p > 0,05). Die hoher verdinnten Knoblauchextrakte 25 % bis 3 % wirkten nicht zytotoxisch auf
die Ishikawa Zellreihe (Abb. 26 und 27).

Beide Knoblauchextrakte, insbesondere das des violetten Knoblauchs, zeigten einen starker
ausgepragten zytotoxischen Effekt auf die RL95-2 Zellen im Vergleich zur Zelllinie Ishikawa.
Die Extrakte fuhrten bis zu einer Konzentration von 45 % des PE1 und 35 % des PE2 zu einem
Rickgang der RL95-2 Zellpopulation auf weniger als 10 % gegenuber der Negativkontrolle
(PE1*100: 0,19 % SD % 0,35, p < 0,05; PE1*50: 0,56 % SD % 0,59, p < 0,05; PE1*45: 7,85 %
SD £+ 12,19, p < 0,05 und PE2*100: 0,26 % SD + 0,33, p < 0,05; PE2*50: 0,65 % SD * 0,65,
p < 0,05; PE2*45: 2,08 % SD + 1,40, p < 0,05; PE2*40: 1,23 % SD + 1,86, p < 0,05; PE2*35:
7,15 % SD + 10,14, p < 0,01). Die 40%ige Verdinnung des PE1 reduzierte die Zellpopulation
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noch signifikant um etwa 80 % (PE1*40: 21,10 % SD * 6,84, p < 0,05). Der konzentrationsab-
hangige zytotoxische Effekt liel3 sich bis zu einer Verdinnung der Extrakte auf 20 % darstellen
(PE1*35: 61,42 % SD % 14,62; PE1*25: 64,43 % SD + 5,51; PE2*25: 55,41 % SD + 5,31,
PE1*20: 71,46% SD = 3,73; PE2*20: 73,40 % SD + 5,83). Unter den héheren Verdinnungen
des PE1 10 %, 5 % und 3 %, sowie ebenfalls der 3%igen Verdlinnung des PE2 war ein nicht
signifikanter stimulierender Effekt auf die RL95-2 Zellpopulation zu beobachten (PE1*10:
119,15 % SD + 19,58; PE1*5: 124,37 % SD * 15,62; PE1*3: 126,04 % SD + 12,18; PE2*3:
116,87 % SD + 12,03) (Abb. 26 und 27).

Die Inkubation der Zellen mit Luteolin fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Tumorzell-
population um 95 % (Ishikawa: 4,61 % SD £ 2,10, p < 0,001; RL95-2: 4,96 % SD % 5,00,
p < 0,05) (Abb. 28). Luteolin-7-glukosid entfaltete ebenfalls eine zytotoxische Wirkung, die je-
doch bei den RL95-2 Zellen das Signifikanzniveau knapp verfehlte (Ishikawa: 39,75 % SD +
11,94 p < 0,01; RL95-2: 42,61 % SD % 7,42) (Abb. 28). Folsdure und Kaffeesaure zeigten
keinen Einfluss auf die untersuchten Zellenreihen (Abb 28). Die Inkubation mit Tamoxifen und
Endoxifen fuhrte zum Absterben der gesamten Population beider Zelllinien (Abb. 28). Unter
Estradiol war ein nicht signifikanter Anstieg der RL95-2 Zellzahl auf 112,66 % (SD % 9,22) zu
verzeichnen (Abb. 28). Wahrend die Ethanolkontrollen Ethanol 70 % und Ethanol 99 % wie in
den Vorversuchen keinen Einfluss auf die Zellen nahmen, reduzierte die Kontrolle Ethanol
99 % / DMSO die Zellzahl beider Zelllinien auf 73 % und erreichte damit bei den Ishikawa
Zellen das Signifikanzniveau (Ishikawa: 73,05 % SD + 6,10, p < 0,05; RL95-2: 73,84 %
SD + 9,81) (Abb. 29).
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Abbildung 26: Zytotoxizitatstest CytoTox-Glo™ der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem
PE1. (n=4) Extraktkonzentration [%], Zellviabilitét [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %) Standardab-

weichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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Abbildung 27: Zytotoxizitatstest CytoTox-Glo™ der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem
PE2 (n=4), Extraktkonzentration [%], Zellviabilitét [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %) Standardab-

weichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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Abbildung 28: Zytotoxizitatstest CytoTox-Glo™ er Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — Referen-
zen und Kontrollen (n = 4) Extraktkonzentration [%] Standardabweichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt
(p < 0,05).
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Abbildung 29: Zytotoxizitatstest CytoTox-Glo™ der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — L6-
sungsmittelkontrollen (n = 4). Zellproliferation [%] in Relation zu unbehandeltem Medium und Zellen; Ethanolkon-
zentration [%] Standardabweichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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4.6 NEUTRALROT ZYTOTOXIZITATSTEST

Der Neutralrot Zytotoxizitatstest ermittelt den Anteil lebender Zellen einer Kultur indem er die
Aufnahme und Speicherung des Neutralrotfarbstoffs quantifiziert. Die Zellviabilitat ist in Rela-
tion zur jeweiligen Negativkontrolle in Prozent auf der Ordinate abgetragen. Auf der Abszisse
finden sich die Untersuchungsmedien, die Extraktkonzentrationen dabei ebenfalls in Prozent

wider.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des CytoTox-Glo™ und des CellTiter-Glo® Tests
zeigte sich nach 24-stundiger Inkubation ein dosisabhangiger zytotoxischer Effekt beider Phy-
toextrakte auf die Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2. Ein starker ausgepragter
Effekt war bei den RL95-2 Zellen zu beobachten, deren Population bis zu einer Extraktkon-
zentration von 35 % fast vollstandig abstarb. Wie in den Vorversuchen hatte die Inkubation der
Zellen mit den Extraktverdinnungen 10 %, 5 % und 3 % keinen negativen Einfluss auf die
Zellviabilitat der untersuchten Zellreihen (Abb. 30 und 31). Tamoxifen, Endoxifen, sowie Lute-
olin erwiesen sich ebenfalls als signifikant zytotoxisch auf beide untersuchten Zellreihen
(Abb. 32).

Die Reduktion der Ishikawa Zellpopulation durch die Phytoextrakte war bis zu einer 40%igen
Verdinnung des PE1 (PE1*40: 61,36 % SD £ 12,98, p < 0,05) und 35%igen Verdinnung des
PE2 (PE2*35: 68,14 % SD + 12,10, p < 0,05) signifikant messbar. Den starksten Effekt hatten
die unverdunnten Extrakte, die zum Absterben von > 95 % der Zellen fuhrten (PE1*100:
-0,12% SD + 11,25 %, p < 0,01; PE2*100: 4,92 % SD + 7,87 p < 0,001). Die 50%ige und
45%ige Verdinnung bewirkten noch eine Reduktion der Zellzahlen um mehr als die Halfte
(PE1*50: 41,20 % SD * 12,49, p < 0,005; PE2*50: 32,60 % SD + 13,47, p < 0,005; PE1*45:
1,95 % SD + 9,10, p < 0,05; PE2*45: 40,46 % SD * 8,24, p < 0,001) (Abb. 30 und 31).

Beide Phytoextrakte flhrten bis zur 35%igen Verdlinnung zum Absterben von > 94 % der
RL95-2 Zellpopulation (PE1*100: 2,27 % SD + 3,35, p < 0,05; PE2*100: 5,32 % SD + 11,79,
p < 0,05; PE1*50: 3,12 % SD * 9,63, p < 0,05; PE2*50: -2,09 % SD % 3,75, p 0,05; PE1*45:
1,95 % SD £ 9,10, p < 0,05; PE2*45: -0,65 % SD + 6,78, p < 0,05; PE1*40: -2,67 % SD £ 5,42,
p < 0,05; PE2*40: -4,16 SD + 5,31, p < 0,05; PE1*35: 5,59 % SD % 9,86, p < 0,05; PE2*35:
4,69 % SD £ 5,54, p < 0,05). Eine nicht signifikante Viabilitdtsreduktion war auch noch unter
den Extraktverdinnungen 25 % (PE1*25: 30,49 % SD + 9,94; PE2*25: 40,69 % SD + 19,09)
und 20 % zu beobachten (PE1*20: 60,26 % SD + 14,61; PE2*20: 60,29 % SD + 10,12) (Abb.
30 und 31).
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Luteolin reduzierte die Zellzahl der Ishikawa Zellen signifikant auf 39,56 % (SD + 12,64,
p < 0,05) und der RL95-2 Zellen auf 10,32 % (SD + 9,78, p < 0,05) (Abb. 32). Auch Luteolin-
7-glucoside zeigte einen nicht signifikanten zytotoxischen Effekt auf beide Zelllinien, deren
Populationen es auf 54,18 % (Ishikawa: SD + 12,64) und 79,74 % (RL95-2: SD * 8,45) redu-
zierte (Abb. 32). Die Inkubation mit Kaffeesdure, Folsaure und Estradiol hatte keinen Einfluss
auf die Viabilitat der Ishikawa und RL95-2 Zellen (Abb. 32). Die Ethanolkontrollen erwiesen
sich ebenfalls nicht als zytotoxisch (Abb. 33).
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Abbildung 30: Neutralrot Zytotoxizitatstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem PE1
(n = 4) Extraktkonzentration [%]; Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %); Standardabwei-

chung und Signifikanz sind aufgefihrt (Signifikanzniveau p < 0,05).
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Zellviabilitat [%]

Phytoxtrakt 2: Violetter Knoblauch
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Abbildung 31: Neutralrot Zytotoxizitatstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation mit dem PE2,

(n=4)

. Extraktkonzentration [%]; Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %); Standardabwei-

chung und Signifikanz sind aufgefihrt (Signifikanzniveau p < 0,05).
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Abbildung 32: Neutralrot Zytotoxizitatstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — Referenzen,
(n=4). Extraktkonzentration [%]; Zellviabilitat [%] in Relation zur Negativkontrolle (Ethanol 70 %); Standardabwei-

chung und Signifikanz sind aufgefihrt (p < 0,05).
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Lésungsmittelkontrollen
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Abbildung 33: Neutralrot Zytotoxizitatstest der Zelllinien Ishikawa und RL95-2 nach 24 h Inkubation — Lésungsmit-
telkontrollen (n = 4), Zellviabilitat [%] in Relation zu unbehandelten Medium und Zellen; Ethanolkonzentration [%]

Standardabweichung und Signifikanz sind mit aufgefiihrt (p < 0,05).
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4.7 ENERGIESTOFFWECHSELMESSUNG

Einen Uberblick Gber den Metabolismus der Tumorzellen unter den Inkubationsbedingungen
der Phytoextrakte in verschiedenen Konzentrationen gab die Messung der Energiestoffwech-
selparameter Glukose und Laktat. Da Tumorzellen zur Energiegewinnung Glukose im Rahmen
der aeroben Glykolyse zu Laktat verstoffwechseln, kann die Quantifizierung des Glukosever-
brauchs Aufschluss tber die Menge lebender, stoffwechselaktiver Zellen in einer Population
geben. Die Messung wurde aus Kostengriinden fir jede Zelllinie einmalig mit einer reduzierten
Anzahl von Inkubationsbedingungen durchgefuhrt. Die Ordinate bildet die Konzentration von

Glukose und Laktat in mmol/l ab. Auf der Abszisse sind die untersuchten Medien abgetragen.

Ishikawa

Der Glukosegehalt des reinen Nahrmediums der Zelllinie Ishikawa lag bei 28,4 mmol/l. Im
Medium der unbehandelten Zellen war er nach 24 h auf 24,8 mmol/l, bei einem Laktatgehalt
von 9,3 mmol/l reduziert. Einen geringeren Glukoseverbrauch, wiesen lediglich die mit Endo-
xifen inkubierten Zellen auf. Der Glukosegehalt im Medium betrug hier 25,6 mmol/l, bei einem
Laktatgehalt von 5,5 mmol/l. Reduzierte Laktatspiegel waren auch in den Nahrmedien der mit
den unverdinnten Extrakten, sowie Tamoxifen inkubierten Zellen messbar. Nach 24-stlindiger
Inkubation der Ishikawa Zellen mit dem PE1 betrug der Glukosegehalt 23,4 mmol/l bei einer
Laktatkonzentration von 6,1 mmol/l, nach Inkubation mit dem PE2 waren es jeweils
23,8 mmol/l und 6,8 mmol/l (Abb. 34 und 35). Das Nahrmedium der Kontrolle Tamoxifen ent-
hielt 5,2 mmol/l Laktat (Abb. 36).

Medium 100
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Abbildung 34: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie Ishikawa (20. Passage) nach 24 h Inkubation mit dem
PE1 (n = 1); Extraktkonzentration [%], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/I]
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Phytoextrakt 2: Violetter Knoblauch
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Abbildung 35: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie Ishikawa (20. Passage) nach 24 h Inkubation mit dem

PE2 (n = 1); Extraktkonzentration [%], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/I]
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Abbildung 36: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie Ishikawa (20. Passage) nach 24 h Inkubation mit Refe-
renzen (n =1); Konzentration [ug/ml], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/I]
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RL95-2

Der Glukosegehalt des reinen Nahrmediums der Zelllinie RL95-2 betrug 22,0 mmol/l und war
im Nahrmedium der unbehandelten Zellen auf 12,5 mml/l um beinahe die Halfte reduziert. Der
Laktatwert des Mediums unbehandelter Zellen lag nach 24 h bei 14,0 mmol/l. Einen gegeniber
dem Wert unbehandelter Zellen deutlich verringerten Glukoseumsatz wiesen die mit den ho-
heren Konzentrationen der Phytoextrakte inkubierten Zellen auf. Die 100%ige, 50%ige und
45%ige Verdunnung des PE1 zeigten einen sichtbar geringeren Glukoseverbrauch von etwa
5 mml/l in 24 h (PE1*100: 17,4 mmol/L; PE1*50: 17,3 mmol/L; PE1*45: 17,2 mmol/L). Der
Laktatgehalt der genannten Bedingungen betrug mit jeweils mit 6,6 mmol/l weniger als die
Halfte des Laktatgehalts des Nahrmediums unbehandelter Zellen. Unter den Bedingungen der
Extraktkonzentrationen 35 % bis 3 % waren steigende Laktatspiegel von 10,9 mmol/l auf
14,4 mmol/l, bei Glukosespiegel zwischen 12,7 mmol/l und 13,7 mmol/l zu verzeichnen
(Abb. 37 und 38).

Die mit dem Extrakt des Violetten Knoblauchs inkubierten Zellen wiesen gegenuber den un-
behandelten Zellen bis zu einer Extraktkonzentration von 35 % einen deutlich verringerten
Glukoseumsatz auf (Abb. 38). Der Glukosewert sank mit zunehmender Verdlinnung der Ex-
trakte von 18,3 mmol/l (PE2*100) auf 17,4 mmol/l (PE2*35).
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Abbildung 37: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie RL95-2 (19. Passage) nach 24 h Inkubation mit dem PE1,
(n=1). Extraktkonzentration [%], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/l].
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Phytoextrakt 2: Violetter Knoblauch
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Abbildung 38: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie RL95-2 (19.Passage) nach 24 h Inkubation mit dem PE2,
(n=1). Extraktkonzentration [%], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/I].
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Abbildung 39: Glukose- und Laktatmessung der Zelllinie RL95-2 (19. Passage) nach 24 h Inkubation — Referen-
zen, (n=1). Konzentration [ug/ml], Glukose- und Laktatkonzentration [mmol/I].
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V. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Messung des Einflusses zweier Phytoextrakte aus Allium sativum
(Knoblauch) auf die Viabilitat und das Wachstum humaner Endometriumkarzinomzellen. Da-
bei sollte die Wirkung der Knoblauchextrakte mit der isolierten Wirkung enthaltener Poly-
phenole verglichen werden. Fur die In-vitro-Versuche wurden die dstrogenrezeptorpositiven
Zellen der Linien Ishikawa und RL95-2 verwendet. Der von der Zellbank angegebene Rezep-
torstatus beider Zelllinien lie3 sich durch immunhistochemische Farbung bestatigen. Bei den
Ishikawa und RL95-2 Zellen konnten dabei Ostrogenrezeptoren der Subtypen ER-a und ER-
B, sowie Progesteronrezeptoren nachgewiesen werden.

Die Herstellung der Phytoextrakte erfolgte mit dem Mikrowellenverfahren. Durch die HPLC-
Analyse der Knoblauchextrakte konnten die Polyphenole Luteolin-7-Glukosid, Kaffeesaure
und fraglich auch Luteolin, sowie Folsaure identifiziert werden. Der isolierte Effekt der definier-
ten Polyphenole, sowie der Effekt der Knoblauchextrakte in unterschiedlichen Konzentrationen
auf humane 6strogenrezeptorpositive Endometriumkarzinomzellen wurden ermittelt. Die Via-
bilitatsmessung erfolgte in dieser Arbeit mithilfe des CellTiter-Glo® Viabilitatstest, des Cyto-
Tox-Glo™ und des Neutralrot Zytotoxizitatstests. Der CellTiter-Glo® bestimmt die Anzahl le-
bender Zellen mithilfe einer Lumineszenzmessung anhand des zelluldren ATP-Gehalts. Der
CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest bedient sich einer zweizeitigen Lumineszenzmessung, die
den Gehalt einer intrazellularen Protease, der Dead-cell Protease im Extrazellularraum als
Folge von Zelluntergang detektiert. Die Zellviabilitdt wird hier durch Abzug des Anteils toter
Zellen an der Gesamtpopulation der Zellen errechnet. Der Neutralrottest ermittelt den zytoto-
xischen Effekt von Testsubstanzen indem er die Menge intakter Zellen anhand ihrer Fahigkeit
zur aktiven Speicherung des Farbstoffs Neutralrot Uber eine Absorptionsmessung quantifiziert.
Die Bestimmung der Zellteilungsrate der Tumorzellen unter dem Einfluss der Extrakte und
Referenzen gelang mithilfe des BrdU-Zellproliferationstest. Durch Quantifizierung des Einbaus
des Thymidinanalogons BrdU in die DNA mithilfe einer Absorptionsmessung kann bei diesem
Test auf die Zellreplikation geschlossen werden. Zusatzlichen Aufschluss Uber einen veran-
derten Zellmetabolismus der Tumorzellen unter den Extrakten sollte die Messung der Ener-

giestoffwechselparamter Glukose und Laktat im Medium geben.
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5.1 ANALYSE DER PHYTOEXTRAKTE MIT DER HPLC

Die chromatographische Auftrennung der ethanolbasierten Phytoextrakte aus weilRem Bio
Knoblauch und violettem Knoblauch ergab zwei Chromatogramme mit fast identischen Peak-
Profilen. Es konnte kein qualitativer Unterschied in Bezug auf enthaltene Polyphenolverbin-
dungen zwischen den Extrakten der beiden Knoblauchsorten festgestellt werden. In beiden
Extrakten konnten Folsaure, Kaffeesaure, sowie Luteolin-7-glucoside und fraglich auch Lute-
olin nachgewiesen werden. Die Polyphenole Rutin, Quercetin und Kampferol konnten dahin-

gegen nicht identifiziert werden.

Polyphenole sind eine grofl3e und heterogene Gruppe aromatischer Verbindungen, die in Pflan-
zen unter anderem als Farb- und Aromastoffe enthalten sind. Sie sind an Schutzmechanismen
der Pflanzen gegentiber Umweltstressoren beteiligt und dienen ihnen der Anpassung an ihre
Umgebung [27, 42]. Der pflanzliche Polyphenolgehalt und seine Zusammensetzung unterlie-
gen dementsprechend sowohl genetischen Faktoren, als auch Umwelt- und Anbaubedingun-
gen [19, 175]. Eine 2014 veroffentlichte Metaanalyse von Baranski et al. ergab signifikant ho-
here Konzentrationen und ein breiteres Spektrum an Polyphenolen in Nutzpflanzen aus 6ko-
logischer Landwirtschaft gegenliber Pflanzen aus konventionellem Anbau [15]. Eine Aus-
nahme bildeten Kaffeesaure, Luteolin und verschiedene Quercetinkonjugate, die keine solche
Korrelation zeigten [15]. Auch in dieser Arbeit waren Kaffeesaure, Luteolin und Luteolin-7-gly-
kosid gleichermalien in beiden Extrakten nachweisbar, wahrend die Analyse beziglich Quer-
cetin und dem Quercetinglykosid Rutin in beiden Extrakten negativ ausfiel. Ein breiteres Poly-
phenolspektrum konnte im Extrakt des weilRen Knoblauchs aus zertifiziertem Okolandbau nicht
gefunden werden. Zu ahnlichen Ergebnisse kamen Maccelli et al., die in ihrer Analyse eben-
falls keine signifikanten Unterschiede im Polyphenolgehalt von wilden gegenuber kommerziell

erworbenen Alliumspezies feststellten [117].

Kaffeesaure gehort zu den Phenolsauren, die ubiquitar in pflanzlicher Nahrung in vergleichs-
weise hohen Konzentrationen vorhanden sind [140]. Der Nachweis von Kaffeesaure in Knob-
lauch und Knoblauchextrakten wird in der Literatur in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
dieser Arbeit recht einheitlich beschrieben [19, 67, 97, 126]. Beato et al. fanden Uberdies eine
positive Korrelation der Konzentration von Kaffeesaure in Knoblauch mit der Durchschnitts-
temperatur der Anbauregion [19]. Weitere Phenolsauren, die ebenfalls haufig in hohen Kon-
zentrationen in Knoblauch nachgewiesen werden konnten sind Ferulasaure, 3-Resorcylsaure,

Protocatechusaure, Vanillinsdure und 4-Hydroxybenzoesaure [19, 67, 117, 126].
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Luteolin liegt in den meisten Pflanzen in vergleichsweise geringen Konzentrationen und wie
die meisten Flavanoide hauptsachlich als Glykosid vor [156]. In den mit Allium sativum ver-
wandten Lauchgewachsen Allium porrum (Lauch) und Allium cepa (Zwiebel) wurde das Fla-
vanoid bereits nachgewiesen [121, 130]. In dieser Arbeit konnte Luteolin-7-glykosid Gber Re-
ferenzanalysen in beiden Knoblauchextrakten identifiziert werden. Der Nachweis von Luteolin
war dahingegen fraglich. In den Chromatogrammen beider Extrakte zeigten sich minimale
Peaks bei 29,7 min, die mit der Retentionszeit von Luteolin Gbereinstimmten. Es ist mdglich,
dass Luteolin in den untersuchten Proben weif3en und violetten Knoblauchs als Aglykon nur in
sehr geringen Mengen vorlag, was den Nachweis erschwerte. Auch eine enzymatische oder
nicht enzymatische Lyse der glykosidischen Bindung von Luteolin-7-glykosid wahrend des Ex-
traktionsprozesses oder der Aufbewahrung der Extrakte ist denkbar. Dies konnte zu geringen
Mengen des Aglykons an der Nachweisgrenze geflihrt haben. Da die Zuckerreste von Luteo-
linglykosiden wie bei anderen Flavanoiden im menschlichen Gastrointestinaltrakt vor der Auf-
nahme abgespalten werden, ist neben der Wirkung von Luteolin-7-glucoside besonders auch
die Wirkung des Aglykons Luteolin auf die humanen Endometriumkarzinomzellen von Inte-
resse [156]. Fur die In-vitro-Zellversuche wurden aus diesem Grund beide Polyphenole ver-

wendet.

Divergierende Angaben lassen sich in der Literatur zum Gehalt der Flavanoide Quercetin, Ru-
tin und Kaempferol in Knoblauch finden. Wahrend zwei Publikationen Quercetin und das Quer-
cetinglykosid Rutin zu den Polyphenolen mit den hdchsten Konzentrationen in verschiedenen
polnischen und koreanischen Knoblauchkultivaren zahlen und auch Kaempferol in allen unter-
suchten Proben nachwiesen, konnten die Flavanoide in zwei anderen Publikationen in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit in keiner der analysierten Knoblauchsorten
der Mittelmeerregion gefunden werden [19, 67, 117, 126]. Bei Zwiebeln sind signifikante
Schwankungen der Flavanoidkonzentration zwischen Vegetationsperioden bekannt [151]. Pa-
til et al. stellten aulRerdem eine Korrelation zwischen der Quercetinkonzentration in Zwiebeln
und der jeweiligen Anbauregion her [135]. Es ist denkbar, dass auch bei den verwendeten
Knoblauchsorten ahnliche klimatische Bedingungen im Anbauland Spanien obgleich geneti-
scher Heterogenitat und unterschiedlichen Anbaubedingungen in 6kologischer und konventi-
oneller Landwirtschaft ein ahnliches Polyphenolspektrum bedingt haben.

Des Weiteren muss ein moglicher Einfluss der Extraktherstellung, sowie der Analysemethode
auf das Polyphenolspektrum der Knoblauchextrakte bedacht werden. In dieser Arbeit erfolgte
die Herstellung der Phytoextrakte aus rohen, getrockneten Knoblauchzehen mit dem Mikro-

wellenverfahren. Die Extraktionszeit lag jeweils bei 20 min, bei einer Temperatur von 60 °C.
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Sowohl die Extraktionstemperatur, als auch die Wahl des Losungsmittels kdnnen die Effizienz
der Extraktion von Polyphenolen wesentlich beeinflussen [27, 166]. Hohere Temperaturen
kénnen die Léslichkeit von Polyphenolen und die Stofftransferrate bei der Extraktion erhdhen.
Dabei kann es jedoch sowohl zur Hydrolyse und Oxidation einzelner Polyphenole, als auch
zum Verlust volatiler Verbindungen kommen [39, 137]. Maccelli et al. beschrieben bereits ab
einer Temperatur von Uber 60°C einen Verlust an bioaktiven Komponenten in ihren hergestell-
ten Knoblauchextrakten [117]. Es ist méglich, dass bedingt durch die Extraktionsmethode das
tatsachliche Polyphenolspektrum der untersuchten Knoblauchsorten unterschatzt wurde. Dar-
Uber hinaus wurden die Referenzanalysen mit einer begrenzten Anzahl an Proben durchge-
fuhrt. Dabei konnten nicht alle Peaks der Chromatogramme identifiziert werden. Es handelt
sich also lediglich um eine Naherung an den Polyphenolgehalt der Extrakte.

Als Losungsmittel wurden in dieser Arbeit 70%iger Ethanol und Wasser gewahlt. Die wasser-
basierten Knoblauchextrakte konnten aufgrund ihrer geleeartigen Konsistenz nicht fur die Zell-
tests und die HPLC-Analyse verwendet werden. Es ist zu vermuten, dass reines Wasser auf-
grund seines polaren Charakters ein unzureichendes Losungsmittel insbesondere fir die lipo-
philen Komponenten im Knoblauch darstellt. Maccelli et al. untersuchten unterschiedliche L6-
sungsmittelverhaltnisse bei der Herstellung von Knoblauchextrakten. Die optimale Poly-
phenolausbeute erreichten sie mit einem 12:88 Ethanol-Wasser-Gemisch, das auch héheren

Ethanolkonzentrationen (70 %, 99 %) Uberlegen war [117].
5.2  EINFLUSS DER PHYTOEXTRAKTE AUF DIE ZELLVIABILITAT

In der Literatur sind proapoptotische und antiproliferative Effekte von Knoblauchextrakten in
vitro auf diverse humane Tumorzelllinien vielfach beschrieben worden [10, 73, 111, 137, 161,
169]. In einer Untersuchung an HelLa Zervixkarzinomzellen, sowie zwei Blasenkarzinomzell-
reihen (6537; J82) entfaltete das Extrakt aus rohem Knoblauch sogar die hdchste zytotoxische
Aktivitat unter 21 getesteten Phytoextrakten [111]. DarlGber hinaus stellten auch epidemiologi-
sche Studien eine Assoziation zwischen einem hohen Konsum von Knoblauch und einer ver-

ringerten Inzidenz von Karzinomen, darunter auch dem EC her [61, 62, 114].

In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikante Reduktion der Zellviabilitdt und des Zellwachstums
von Ishikawa und RL95-2 Endometriumkarzinomzellen infolge der Inkubation mit zwei etha-
nolbasierten Phytoextrakten aus weilem und violettem Knoblauch. Wie in vorangegangenen
Untersuchungen an Kolon-, Mamma- und Prostatakarzinomzellen stellte sich dieser Effekt

auch bei den Endometriumkarzinomzellen in einer Dosis-Wirkungs-Beziehung dar [10, 169].
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In allen Zellviabilitats- und Zytotoxizitatstests war nach Inkubation der Ishikawa Zellen mit den
unverdinnten Extrakten, sowie den auf 50 %, 45 % und 40 % verdunnten Extrakten eine sig-
nifikante Reduktion der Zellzahl gegenuber der Negativkontrolle messbar. Bis zu einer Extrakt-
konzentration von 45 % kam es zu einer Reduktion der Ishikawa Zellpopulation um mindestens
die Halfte. Bei den RL95-2 Zellen konnte eine signifikante Einschrankung der Zellviabilitat bis
zu einer Extraktverdiinnung auf 35 % gemessen werden, unter der sich die Zellpopulation bis
auf eine Ausnahme (CytoTox-Glo™: PE1) mehr als halbierte. Die Extraktverdinnungen 10 %,

5 % und 3 % zeigten keinen zytotoxischen Einfluss auf die untersuchten Zellen.

Interessanterweise reagierten die RL95-2 Zellen in allen Zellviabilitats- und Zytotoxizitatstest
sensibler auf die zugeflihrten Extrakte als die Zellen der Linie Ishikawa. Bis zu einer Extrakt-
konzentration von 35 % kam es bei den RL95-2 Zellen, bis auf eine Ausnahme im CytoTox-
Glo™ in der Inkubation mit dem PE1, zu einer Reduktion der Zellpopulation um > 90 %. Bei
den Ishikawa Zellen, war ein solcher Effekt nur nach der Inkubation mit den unverdinnten
Extrakten messbar. Die exakten Mechanismen der antikanzerogenen Wirkung von Knoblau-
chextrakten sind bislang noch nicht vollstandig verstanden. Es konnten jedoch bereits einige
Signalwege identifiziert werden Uber die Knoblauch und seine bioaktiven Verbindungen den
programmierten Zelltod und den Zellzyklusarrest in Tumorzellen induzieren kdnnten [122, 169,
193]. Petrovic et al. gelang es quantitative Veranderungen von tber 1000 Proteinen in mit
ethanolbasiertem Knoblauchextrakt behandelten Tumorzellen nachzuweisen. Die veranderten
Proteinspiegel betrafen unter anderem den PI3K/Akt-, den MAPK- und den Wnt-Signalweg,
die eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel, der Proliferation und der Regulation des Zellzyklus
spielen [137]. Su et al. wiesen an humanen colo 205 Kolonkarzinomzellen eine Apoptosein-
duktion Uber den mitochondrialen Signalweg nach. Die Inkubation der Tumorzellen mit einem
Extrakt aus rohem Knoblauch fiihrte in ihrer Arbeit zur Erhéhung der intrazellularen Spiegel
der proapototischen Proteine Bax, Cytochrome C und Caspase 3 [169]. Den Allylsulfiden
DADS und DATS konnte dartber hinaus eine wachstumshemmende Wirkung unter anderem
durch Downregulation der Protoonkogene B-Catenin und p53, sowie des Ostrogenrezeptors-
subtyps ER-a nachgewiesen werden [24, 70, 75]. Beide Tumorzelllinien besitzen ihr jeweils
eigenes Spektrum genetischer Mutationen, die unter anderem die Gene POLE, PTEN, TP53
und PIK3R1, sowie das Mismatch-Reparatursystem betreffen [43]. Es ist mdglich, dass Muta-
tionen der RL95-2 Zellen den Knoblauchextrakten zusatzliche Angriffspunkte bieten, durch die
der Zelltod effektiver eingeleitet wird. Des Weiteren zeichnen sich die RL95-2 Zellen mit 22 h
bis 34 h durch eine kirzere Replikationszeit aus als die Zellen der Linie Ishikawa [37]. Deren

Verdopplungszeit liegt bei niedrigen Passagen, wie der in dieser Arbeit verwendeten 13. - 24.
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Passage, bei etwa 36 h [131]. Die Inkubation der Tumorzellen mit den Phytoextrakten und
Kontrollen erfolgte in allen in Vitro Tests fur 24 h. Moglicherweise waren bei den Ishikawa

Zellen ahnliche zytotoxische Effekte unter verlangerten Inkubationszeiten zu beobachten.

Die drei durchgefuhrten Zellviabilitats- und Zytotoxizitatstest zeigten weitestgehend Uberein-
stimmende Ergebnisse. Leichte Abweichungen der Zelltests untereinander kdnnten am ehes-
ten auf schwankende Zellzahlen in den einzelnen Wells zurickzuflhren sein. Dafir kommen
zwei mogliche methodenbezogene Fehlerquellen infrage. In dieser Arbeit wurde die Zellzah-
lung mit der Burker-Zahlkammer durchgefuhrt. Fur die Messgenauigkeit und Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse ist bei dieser Methode eine ausreichende Vereinzelung der Zellen essen-
ziell. Sowonhl die Ishikawa als auch die RL95-2 Zellen besitzen jedoch die Tendenz sich auf-
zuschichten, Zellcluster und im Falle der RL95-2 Zellen drisenahnliche Strukturen zu bilden
[37, 131]. Um dem Zusammenlagern der Zellen vorzubeugen erfolgte die Passage der Zellen
stets vor dem Erreichen der Konfluenz bei etwa 80 % Bedeckung des Nahrbodens der Zell-
kulturflaschen. Eine vollstandige Vereinzelung der Zellen bei der Passage war dennoch nicht
immer moglich. Dieser Umstand konnte zu Ungenauigkeiten in der Bestimmung der Zellzahl
bei der Zellzahlung mit der Burker-Zahlkammer geflihrt haben. Des Weiteren erfolgte das Aus-
saen der Zellen fir die Versuche durch Herstellung einer Zellsuspension definierter Konzent-
ration, die zur Befullung aller Wells vorgesehen war. Trotz regelmaRigem Einsatz des Vortex
ist ein leichtes Absetzen der Zellen im Reaktionsgefal’ als mdgliche Fehlerquelle, die zu einer

schwankenden Zellzahl pro Well gefihrt haben kdnnte, nicht auszuschliel3en.
5.2.1 EINFLUSS DER PHYTOEXTRAKTE AUF DIE ZELLPROLIFERATION

Die Ergebnisse des BrdU Zellproliferationstest stitzten im Wesentlichen die Erkenntnisse der
Viabilitats- und Zytotoxizitatstests. Es zeigte sich eine signifikante antiproliferative Wirkung der
Knoblauchextrakte auf die Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2. Wie bei den
Zellviabilitatstests war auch beim BrdU Proliferationstest eine Dosis-Wirkungs-Beziehung er-
kennbar. Die Inkubation der Zellen mit den unverdinnten Extrakten bewirkte eine Reduktion
der Proliferationsrate der Ishikawa Zellen um 85 %, der RL95-2 Zellen um mehr als 90 %. Eine
signifikante Wachstumsreduktion war infolge der Inkubation der Ishikawa Zellen mit dem PE1
aus weillem Knoblauch bis zu einer Extraktkonzentration von 40 %, bei den RL95-2 Zellen bis
zu einer Verdunnung von 35 % zu verzeichnen. Das Extrakt des violetten Knoblauchs wirkte
jeweils bis zu einer Konzentration von 35 % bei den Ishikawa Zellen und 25 % bei den Zellen

der Linie RL95-2 signifikant wachstumshemmend.
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Auch Hirsch et al. konnten bereits die dosisabhangige proliferationshemmende Wirkung eines
Knoblauchextrakts auf Ishikawa Endometriumkarzinomzellen, sowie MCF-7 Mammakarzi-
nomzelen und HAT-29 Kolonkarzinomzellen nachweisen. Die Wirkung des wasserbasierten
Extrakts aus geléstem Knoblauchpulver war in ihrer Analyse vergleichbar mit der isolierten
Wirkung von Allicin, einer der wichtigsten schwefelhaltigen Verbindungen von verarbeitetem
Knoblauch [73]. Diallylsulfid (DADS), eine Organoschwefelverbindung, die bei der Zersetzung
von Allicin entsteht und sich durch ihre gelbliche Farbe, sowie einen starken Knoblauchgeruch
auszeichnet, entfaltet ihre antikanzerogene Wirkung ebenfalls unter anderem durch eine Hem-
mung der Tumorzellproliferation. Es konnte gezeigt werden, dass DADS die Expression wich-
tiger Gene, die fir zentrale Proteine der Zellzyklusregulation wie CDK1, CDK2 und Cyclin E
kodieren, beeinflusst und so den Zellzyklusarrest von Tumorzellen herbeifihren kann [193].
Diretto et al. fanden in ihrer Analyse violetter und weiRer Knoblauchkultivare einen insgesamt
hoheren Gehalt an Organoschwefelverbindungen in violettem Knoblauch, sowie hdhere Kon-
zentrationen von Allicin und Diallyldisulfid [46]. Unterschiedliche Konzentrationen von Organo-
schwefelverbindungen in den hergestellten Phytoextrakten dieser Arbeit, mit héheren Kon-
zentrationen im Extrakt des Violetten Knoblauchs kdnnten eine mogliche Erklarung fur die
starkere proliferationshemmende Wirkung des Extrakts auf die Endometriumkarzinomzellen

sein.
5.3 STOFFWECHSELUNTERSUCHUNG

Die Untersuchung der Stoffwechselparameter Glukose und Laktat im Nahrmedium der Tumor-
zellen unter den definierten Inkubationsbedingungen diente als ergdnzende Untersuchung der
Zellviabilitat. Sie wurde fur jede Zelllinie einmalig als Vierfachbestimmung mit einer reduzierten
Anzahl von Inkubationsbedingungen durchgefihrt. Bei den Ishikawa Zellen lieR? sich kaum eine
veranderte Stoffwechsellage der mit den Extrakten und Extraktverdinnungen inkubierten Zel-
len darstellen. Mdglicherweise ware auch hier ein verlangerter Inkubationszeitraum notwendig
gewesen. Die Energiestoffwechseluntersuchung der RL95-2 Zellen stlitze dagegen die Ergeb-
nisse der vorangegangenen Zelltests. Wie auch beim BrdU-Proliferationstest reagierten die
Zellen sensibler auf die Inkubation mit dem Extrakt des violetten Knoblauchs. Ein geringerer
Glukoseverbrauch als Marker reduzierter Zellviabilitdt war hier bis zur 35%igen Verdinnung
des PE2 messbar. Beim Extrakt des wei3en Knoblauchs konnte dieser Effekt nur bis zur 45%i-
gen Verdunnung dargestellt werden. Insgesamt sollten die Ergebnisse, da es sich um eine

einmalige Messung jedoch mit Vorsicht interpretiert werden.
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54 WIRKUNG DER POLYPHENOLE LUTEOLIN, LUTEOLIN-7-GLUCOSIDE UND KAFFEESAURE

Das isolierte Flavanoid Luteolin entfaltete unter den untersuchten Polyphenolen die starkste
zytotoxische Wirkung auf die Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2. Im CytoTox-
Glo™ und Neutralrot Zytotoxizitatstest, sowie im BrdU Proliferationstest zeigte sich eine signi-
fikante Reduktion der Zellzahl sowie der Wachstumsrate der Zellen. Im CellTiter-Glo® Viabili-
tatstest zeichnete sich hingegen lediglich eine leichte, nicht signifikante regressive Wirkung
ab.

Luteolin konnten sowohl in Zell- als auch in Tierversuchen zytotoxische und antiproliferative
Effekte auf ein breites Spektrum humaner Karzinomzellen wie Lungen-, Prostata-, Mamma-,
Kolon- und sogar Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden [123, 156, 168]. Luteolin
entfaltet seine Wirkung dabei bereits ab vergleichsweise geringen Konzentrationen. Mori et al.
zahlen Luteolin sogar zu den effektivsten antikanzerogenen Flavanoiden mit einer signifikant
zytotoxischen Wirkung ab einer Konzentration von 4 ug/ml auf humane Hel A Zervixkarzinom-
zellen [123]. In Zellstudien liegt die minimal inhibitorische Konzentration von Luteolin zwischen
0,86 ug/ml und 14,3 pg/ml [81]. Pettit et al. zeigten, dass verschiedene Zelllinien unterschied-
lich sensibel auf die Inkubation mit Luteolin reagieren. In ihrer Untersuchung lag die minimal
inhibitorische Konzentration von Luteolin auf das Tumorzellwachstum verschiedener Tumor-
zellinien bei 2,7 pg/ml bei OVCAR-3 Ovarialkarzinomzellen, bei P388 Leukdmiezellen dage-
gen bei Gber 10 pg/ml [139]. In dieser Arbeit konnte ein zytotoxischer Effekt von Luteolin im
CytoTox-Glo® und im Neutralrot Zytotoxizitatsttest, sowie eine signifikant antiproliferative Wir-
kung im BrdU Proliferationstest gemessen werden. Im CellTiter-Glo® Test war jedoch keine
signifikante Reduktion der Zellzahl zu verzeichnen. Da dieser Versuch im Unterschied zu den
anderen Zelltests nur mit einer Probenmenge von 0,5 ul der Inkubationsbedingungen durch-
gefuhrt wurde, kdnnte es zu einer geringeren Auspragung der zytotoxischen Wirkung gekom-
men sein. Bei den Proben der Knoblauchextrakte war ein solcher Effekt jedoch nicht zu be-
obachten. Es ist auch mdglich, dass die minimale Hemmkonzentration der Ishikawa und

RL95-2 Zellen etwas Uber der verwendeten Konzentration von 1,43 ug/ml liegt.

Die Inkubation der Tumorzellen mit Luteolin-7-glucoside hatte vorrangig auf die Ishikawa Zel-
len einen zytotoxischen, sowie antiproliferativen Einfluss, der im CytoTox-Glo™, sowie im
BrdU-Proliferationstest das Signifikanzniveau erreichte. Eine deutliche Reduktion der Zellvia-
bilitdt der RL95-2 Zellen auf unter 50 % konnte nur im CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest ge-
messen werden. In diesem Test zeigte jedoch auch Ethanol 99 %/ DMSO, das Lésungsmittel
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von Luteolin-7-glucoside eine geringe zytotoxische Wirkung auf beide Zelllinien. Die tatsachli-
che Wirkung des isolierten Polyphenols kénnte dementsprechend deutlich geringer ausfallen.
Es ist moglich, dass die bendtigte Hemmkonzentration von Luteolin-7-glykosid insbesondere
bei den RL95-2 Zellen hdher liegt als die in dieser Arbeit verwendeten 2,24 ug/ml. In einer
Untersuchung von Goodarzi et al. entfaltete Luteolin-7-glucosid unter allen untersuchten
Kreuzkimmelflavanoiden die potenteste zytotoxische Wirkung auf MCF-7 Mammakarzinom-
zellen mit einer halbmaximalen Hemmkonzentration von 3,98 pg/ml [66]. Hwang et al. fanden
eine dosisabhangige antiproliferativen Wirkung von Luteolin-7-glykosid auf HepG2 Leberkar-
zinomzellen, die mit einem Zellzyklusarrest der Tumorzellen in der Go/M-Phase korrelierte.
Eine signifikante Reduktion der Zellpopulation konnten die Autoren ab einer Konzentration von
22,4 ug/ml feststellen [79].

Wie effektiv die Aufnahme von Luteolin in seiner konjugierten Form in die Zellen funktioniert
bleibt zuklinftig noch zu eruieren. Es kénnte sein, dass sich die Ishikawa und RL95-2 Zellen in
diesem Punkt unterschieden. Ein effektiverer Aufnahmemechanismus und eine konsekutiv er-
hohte intrazellulare Konzentration von Luteolin-7-glucoside kdnnten eine mogliche Erklarung
fur die starkere Wirkung des Flavanoids auf die Ishikawa im Vergleich zu den RL95-2 Zellen
sein. Stefano et al. wiesen im Cytoplasma von HUVEC Endothelzellen nach Inkubation mit
Luteolin-7-glykosid sowohl die glykolysierte als auch die nicht konjugierte Form des Flavons
nach [168]. Méglicherweise spielt fur die Wirkeffektivitat von Luteolin-7-glykosids auch das
Konzentrationsverhaltnis seiner konjugierten und nicht konjugierten Form in der Zelle eine
Rolle.

Die Inkubation der Endometriumkarzinomzellen mit Kaffeesaure (0,9 ug/ml) zeigte zum groR-
ten Teil keinen signifikanten Effekt auf die Viabilitdt der Tumorzellen. Einzig im CellTiter-Glo®
Zellviabilitatstest lield sich eine leichte Reduktion der Tumorzellpopulation beider Zelllinien er-
kennen, die bei den RL95-2 Zellen das Signifikanzniveau erreichte. Der BrdU-Proliferationstest
ergab eine signifikante Reduktion des Zellwachstum der Ishikawa-Zellen auf unter 50 %. Im

gleichen Test konnte kein Einfluss auf das Wachstum der RL95-2 Zellen gemessen werden.

Mégliche antiproliferative und proapoptotische Effekte von Kaffeesaure auf humane Karzinom-
zellen wurden bereits vielfach untersucht. Es konnte ein hemmender Einfluss der Phenolsaure
auf eine Reihe von Zelllinien, darunter Maligne Melanomzellen, Fibrosarkomzellen, Leber-,
Prostata-, Zervix- und Endometriumkarzinomzellen gefunden werden [77, 93, 146, 185]. Kani-
mozhi et al. dokumentierten zwischen 5 — 50 ug/ml einen dosisabhangigen zytotoxischen Ef-

fekt von Kaffeesaure auf Zervixkarzinomzellen der Linien HeLA und ME-180. Eine signifikant
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reduzierte Zellviabilitat war in ihren Analysen ab einer Konzentration von 30 pg/ml zu verzeich-
nen [93]. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Prasad et al. in ihrer Untersuchung an HIT-1080
Fibrosarkomzellen [146]. Huang et al. untersuchten den Einfluss von 11 Polyphenolverbindun-
gen aus dem Ethanolextrakt der Hiobstrane in einer Konzentration von jeweils 200 pg/ml auf
die Endometriumkarzinomzelllinien RL95-2 und HEC-1A. Kaffeesaure entfaltete den groften
Einfluss auf das Wachstum der Zelllinien unter allen 11 getesteten Polyphenolverbindungen.
Auch hier reagierte die RL95-2 Zellen weniger sensibel auf die zugefihrte Kaffeesaure als die
Zellen der Linie HEC-1A [77]. Sowohl bei Ishikawa-, als auch bei den HEC-1A-Zellen handelt
sich um gut differenzierte Tumorzellen niedriger Tumorstadien. Die RL95-Zellen werden hin-
gegen als maRig differenziert beschrieben. Es ist mdglich, dass ein Angriffspunkt der Kaffee-
saure mit zunehmender Entdifferenzierung der Tumorzellen verloren geht. Auch eine Zu-
nahme der Resistenz der entdifferenzierten Tumorzellen gegenuber Kaffeesaure ist denkbar.
Interessant ware eine Testung des Effekts von Kaffeesaure auf die Endometriumkarzinomzel-
len in héheren Konzentrationen als der hier verwendeten, die mit 0,9 ug/ml deutlich unter den

Testkonzentrationen vergleichbarer Arbeiten lag.
5.5 EINFLUSS VON ESTRADIOL UND DER SERM TAMOXIFEN UND ENDOXIFEN

Estradiol, Tamoxifen und Endoxifen wurden in dieser Arbeit als Kontrollsubstanzen verwendet.
Estradiol sollte auf die 6strogenrezeptorpositiven Zelllinien eine leicht stimulierende Wirkung
entfalten und diente somit zusatzlich zu den unbehandelten Zellen als Positivkontrolle zur
Uberprifung der Ergebnisse der einzelnen Zelltests. Ostrogene, darunter besonders das po-
tente B-Estradiol spielen in der Karzinogenese und Proliferation des EC eine wichtige Rolle.
Viele Risikofaktoren fiir das EC wie Ubergewicht und die HRT sind mit erhdhten Estradiolspie-
geln verbunden [30]. Physiologische Estradiolspiegel pramenopausaler Frauen liegen zwi-
schen 40 - 200 pg/ml und steigen praovulatorisch auf 200-500 pg/ml an. In der Menopause
sinken die Werte auf < 20 pg/ml [69]. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Estradiol in einer
Konzentration von 107 mol/l auf die Zellen untersucht, was umgerechnet mit 270 pg/ml etwa
dem Ostrogenspiegel der spaten Follikelphase entspricht. Nach 24-stiindiger Inkubation lag
die Zellviabilitat, sowie die Zellproliferation der Ishikawa und RL95-2 Zellen Gberwiegend zwi-
schen 100 % und 110%. Es konnte kein signifikanter proliferativer Effekt gemessen werden.
Dies deckt sich den Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen. Qi et al., die Ishikawa
Zellen mit Estradiolkonzentrationen zwischen 10-'° und 10 mol/l inkubierten und die Zell-
proliferation jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h bestimmten, fanden erst nach 72-stiindiger In-
kubation mit Estradiol in den Konzentrationen 108 und 10-° mol/l eine signifikante Zellprolife-

ration. Estradiol in der Konzentration von 107" mol/l zeigte nach 72 h allenfalls eine leichten
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proliferativen Effekt [143]. Auch Che et al. untersuchten die Wirkung von Estradiol in der Kon-
zentration 10 mol/l auf die Zellviabilitat von RL95-2 und Ishikawa Zellen. Sie fanden erst nach

5 Tagen einen signifikant stimulierenden Einfluss auf die Zellen [30].

Tamoxifen und Endoxifen gehéren zu den Selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM),
die sich gewebeabhangig durch partiell agonistische und antagonistische Wirkeffekte am Ost-
rogenrezeptor auszeichnen. Tamoxifen stellt dabei die Progrug von Endoxifen dar und wird im
Wesentlichen zur hormonellen Therapie des rezeptorpositiven Mammakarzinoms eingesetzt
[25]. Insbesondere die Langzeittherapie mit Tamoxifen ist jedoch mit dem Vorkommen neo-
plastischer Ereignisse wie dem Endometriumkarzinom assoziiert [25]. Auch benigne hyper-
plastische Veranderungen am Endometrium kénnen unter Tamoxifentherapie beobachtet wer-
den [127]. In dieser Arbeit zeigten Tamoxifen (5,6 mg/ul) und Endoxifen (6,2 mg/ul) in den
gewahlten Konzentrationen eine signifikant zytotoxische Wirkung auf die Endometriumkarzi-

nomzellen der Linien Ishikawa und RL95-2.
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VL. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Studie wurden zwei ethanolbasierte Knoblauchextrakte aus Weiltem Bio Knoblauch
und Violettem Knoblauch mithilfe des Mikrowellenverfahrens hergestellt. Durch HPLC-Analyse
der Extrakte gelang deren chromatographische Auftrennung und Identifizierung einzelner ent-
haltener Polyphenole. Beide Extrakte enthielten Kaffeesaure, Luteolin-7-glukosid und Fol-
saure, die Uber Referenzanalysen identifiziert wurden. Der Nachweis von Luteolin war dahin-
gegen fraglich. Die vermuteten Polyphenole Quercetin, Rutin und Kaempferol konnten in den

hergestellten Extrakten nicht nachgewiesen werden.

Bei den verwendeten Zellreihen handelte es sich um die dstrogenrezeptorpositiven Endomet-
riumkarzinomzellen der Linien RL95-2 und Ishikawa. Durch die immunhistochemische Unter-
suchung konnte der von der Zellbank angegebene Rezeptorstatus bestatigt werden. Beide
Zelllinien wiesen Ostrogenrezeptoren der Subtypen ER-a und ER-B, sowie Progesteronrezep-

toren auf.

Die Wirkung der Knoblauchextrakte auf die Tumorzellen wurde jeweils in abgestufter Extrakt-
verdiinnung (100 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 25 %, 20 %, 10 %, 5 %, 3 %) untersucht.
Zusatzlich wurde der Effekt von Folsaure, Kaffeesaure, Luteolin und Luteolin-7-glukosid auf
die Endometriumkarzinomzellen getestet. Tamoxifen, Endoxifen und R-Estradiol dienten als
Kontrollen. Als Zellviabilitats- bzw. Zytotoxizitatstests wurden der CellTiter-Glo™, der CytoTox-
Glo®, sowie der Neutralrot-Test verwendet. Mithilfe des BrdU-Proliferationstests wurde das
Zellwachstum der Tumorzellen unter Inkubation mit den Extrakten Uberprift. Als erganzende
Untersuchung der Zellviabilitdt diente die einmalige Energiestoffwechselmessung des Nahr-

mediums der Tumorzellen.

In den Zellviabilitats, sowie Zytotoxizitatstests zeigte sich eine deutliche konzentrationsabhan-
gige Reduktion der Tumorzellpopulation beider Zellreihen, die in allen Tests unter den Extrakt-
verdinnungen 100 %, 50 %, 45 % und 40 % signifikant messbar war. Teilweise konnte auch
unter der 35%igen Verdinnung der Knoblauchextrakte noch eine signifikante Reduktion der
Zellzahl verzeichnet werden. Der BrdU-Proliferationstest ergab im Wesentlichen in Uberein-
stimmung mit den Viabilitatstest eine signifikante Reduktion der Zellproliferation unter den Ex-
traktverdinnungen 100 %, 50 % und 45 % beider Phytoextrakte. In der Tendenz reagierten
die RL95-2 Zellen etwas sensibler auf die zugeflhrten Knoblauchextrakte als die Zellen der

Linie Ishikawa. Dies zeichnete sich in den Zelltests durch Erreichen des Signifikanzniveaus
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unter hoheren Extraktverdinnungen bzw. starkere Reduktion der Zellzahl unter gleichen Ex-

traktkonzentrationen ab.

Die Stoffwechseluntersuchung stitzte die Ergebnisse der vorrangegangenen Zelltests vor al-
lem bei der Zelllinie RL95-2. Hier zeichnete sich unter beiden Knoblauchextrakten eine redu-
zierte Zellstoffwechsellage bis zu einer Extraktkonzentration von 45 % des PE1 und 35 % des
PE2 ab. Die einmalig durchgefuhrte Untersuchung lieferte bei den Ishikawa Zellen dahingegen

keine deutlichen Ergebnisse.

Unter den untersuchten Polyphenolen entfaltete vor allem Luteolin einen zytotoxischen, sowie
proliferationshemmenden Effekt auf die Endometriumkarzinomzellen beider Zellreihen. Einzig
im CellTiter-Glo® Test konnte keine signifikante zytotoxische Wirkung des isolierten Flavano-
ids abgebildet werden. Luteolin-7-glykosid zeigte ebenfalls eine gewisse regressive Wirkung
vorrangig auf die Zellen der Linie Ishikawa, deren Zellpopulation, sowie Zellreplikation im Cy-
toTox-Glo™, sowie BrdU-Proliferationstest durch Luteolin-7-glykosid signifikant um mehr als
50 % reduziert erschien. Im CytoTox-Glo™ Test wurde jedoch auch ein geringer zytotoxischer
Effekt des Losungsmittels von Luteolin-7-glykosid, das zu gleichen Teilen aus 99%igem und
DMSO bestand, auf die Tumorzellen gemessen. Die Wirkung des Flavons auf die untersuch-
ten Zelllinien kann dementsprechend nur eingeschrankt beurteilt werden.

Kaffeesaure zeigte im BrdU-Proliferationstest eine signifikant antiproliferative Wirkung auf die
Ishikawa Zellen und im CellTiter-Glo® einen leichten, aber dennoch signifikanten zytotoxi-
schen Effekt auf die Zellen der Linie RL95-2. In den Ubrigen Zelltests erwies sich Kaffeesaure
in der gewahlten Konzentration nicht als zytotoxisch auf die untersuchten Tumorzellen. Die
Inkubation der Zellen mit Folsaure zeigte keinen Einfluss auf die Zellpopulationen der Ishikawa
und RL95-2 Zellen.

Die Kontrollen Tamoxifen und Endoxifen hatten in allen durchgeflhrten Tests eine starke zy-
totoxische Wirkung. Unter Estradiol war kaum eine stimulierende Wirkung auf die Endometri-

umkarzinomzellen zu verzeichnen.
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Inwieweit sich die Ergebnisse dieser Arbeit in Konzepte zur Pravention und Therapie des EC,
aber auch anderer Karzinomerkrankungen integrieren lassen, bleibt zukunftig zu eruieren. An-
tiproliferative und proapoptotische Effekte von Knoblauchextrakten konnten bereits an diver-
sen humanen Karzinomzelllinien darunter Mamma-, Kolon-, Prostata- und Magenkarzinomzel-
len nachgewiesen werden [10, 111, 137, 161, 169]. In dieser In-Vitro-Pilotstudie war der hem-
mende Einfluss zweier Knoblauchextrakte auch auf die dstrogenrezeptorpositiven Endometri-
umkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2 darstellbar. Die Wirkung entfaltete sich konzentrati-
onsabhangig und fuhrte insbesondere in den hohen Konzentrationen der Extrakte zu einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitat und Zellproliferation der Tumorzellen. Es konnte be-
reits nachgewiesen werden, dass Knoblauch, sowie einzelne bioaktive Komponenten wie Alli-
cin zur Reduktion chemotherapieassoziierter Nebenwirkungen beitragen kdnnen [145, 159].
Lee et al. konnten daruber hinaus eine erhdhte zytotoxische Aktivitat bei Patientinnen unter
Chemotherapie feststellen, die Knoblauch als Bestandteil einer therapiebegleitenden perso-
nalisierten Diat erhielten [109]. Ein therapiebegleitender, sowie gezielt praventiver Einsatz von
Knoblauch und Knoblauchpraparaten ware auch beim Endometriumkarzinom denkbar. Durch
seine antihypertensive, antioxidative und antiinflammatorische Wirkung kénnte Knoblauch
auch zur Modulation wichtiger Risikofaktoren des ECs beitragen. Trotz zahlreicher auf dem
Markt verfigbarer Knoblauchpraparate ist jedoch noch weitaus mehr Forschung notwendig

um effektive Darreichungsformen und wirksame Anwendungskonzepte zu finden.

Bei pflanzlichen Extrakten handelt es sich um Vielstoffgemische, deren Gesundheitseffekte
meist weniger auf einzelne Inhaltsstoffe zurlckzuflhren sind, sondern das Ergebnis synergis-
tischer Wirkung diverser bioaktiver Komponenten darstellen. Das Wissen zu diesen komple-
xen Interaktionen ist bislang jedoch limitiert. Dabei kann das Vorhandensein bestimmter In-
haltsstoffe, sowie deren Kombination sowohl zur Potenzierung der Wirkung einzelner Substan-
zen beitragen, als auch deren Aufnahme und Bioverflgbarkeit steigern [27, 99]. Weiterfuh-
rende Untersuchungen konnten sich insbesondere der kombinierten Wirkung verschiedener
im Knoblauch enthaltener Polyphenole widmen, die mdglicherweise die Wirkeffektivitat der in
dieser Arbeit isoliert getesteten Substanzen deutlich Gbersteigen kénnte. Auch die synergisti-
sche Wirkung der Polyphenole mit den schwefelhaltigen Verbindungen wie Allicin und den
Diallylsulfiden kénnte wesentlich zur Erweiterung des Verstandnisses der antikanzerogenen

Wirkung von Knoblauch beitragen.
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Ungeklart blieb in dieser Arbeit die mégliche Rolle des Ostrogenrezeptors in der Wirkung der
Extrakte, sowie der Polyphenole. Eine vergleichende Testung dstrogenpositiver sowie dstro-
gennegativer Zellen kdnnte hier weiterfuhrende Ergebnisse liefern. Auch die Untersuchung
der Dosis-Wirkungs-Beziehung der Polyphenole Luteolin, Luteolin-7-glucoside und Kaffee-
saure auf das Wachstum und die Viabilitat von Endometriumkarzinomzellen sollte zur Evalua-
tion des praventiven und therapeutischen Potenzials der Substanzen, sowie zum Ausschluss

averser Effekte erfolgen.
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Das Endometriumkarzinom ist der haufigste Genitaltumor bei Frauen in Industrienatio-

nen. Die Inzidenz der Erkrankung ist weltweit steigend.

Es gibt Hinweise darauf, dass Lifestyle Faktoren wie Ernahrung eine Rolle in der welt-

weit ungleichen Verteilung der Inzidenz des Endometriumkarzinoms spielen.

In epidemiologischen Studien ist der regelmaflige Konsum von Knoblauch mit einer
Risikoreduktion flr bestimmte Tumorerkrankungen verbunden. Auch das Endometri-
umkarzinom trat in Assoziation mit erhdhtem Konsum von Lauchgemise, besonders

Zwiebeln und Knoblauch seltener auf.

Polyphenole sind mit einer Vielzahl gesundheitsférdernder Eigenschaften, darunter
auch einer tumorpraventiven Wirkung assoziiert. Es gibt gute Hinweise darauf, dass

Polyphenole zu der antikanzerogenen Wirkung von Obst und Gemdise beitragen.

In der HPLC-Analyse der ethanolbasierten Phytoextrakte aus weillem und violettem
Knoblauch gelingt der Nachweis von Folsaure, Kaffeesdure und Luteolin-7-glykosid.
Die Flavanoide Quercetin, Rutin und Kaempferol kénnen dahingegen nicht isoliert wer-

den. Der Nachweis von Luteolin in den Extrakten ist fraglich.

Der durch die Immunhistochemie Uberpriifte Hormonrezeptorstatus der Ishikawa und
RL95-2 Zellen entspricht den Angaben der Zellbank. Beide Zelllinien weisen sowohl
Ostrogenrezeptoren der Subtypen ER-a und ER-B, als auch Progesteronrezeptoren

auf.

Die In-vitro-Zelltests zeigen eine dosisabhangige zytotoxische und antiproliferative Wir-
kung der ethanolbasierten Extrakte aus getrocknetem Knoblauch auf die Endometri-
umkarzinomzellen Ishikawa und RL95-2. Besonders in hohen Konzentrationen der Ex-
trakte lasst sich eine signifikante Reduktion der Zellpopulation, sowie des Zellwachs-

tums feststellen.

Die Referenz Luteolin (1,43 pg/ml) wirkt sowohl zytotoxisch, als auch proliferations-

hemmend auf die untersuchten Endometriumkarzinomzellen.

94



THESEN

10.

11.

12.

13.

14.

Luteolin-7-glucoside (2,24 pg/ml) zeigt eine gewisse regressive Wirkung auf die Zellvi-
abilitdt und die Zellproliferation, die jedoch weiterer Evaluation wahlweise unter Ermitt-

lung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von Luteolin-7-glucoside bedarf.

Kaffeesaure (0,9 ug/ml) wirkt proliferationshemmend auf die Zellen der Linie Ishikawa.

Folsaure (1,0 ug/ml) hat keinen Einfluss auf die Zellviabilitat und das Wachstum der

Ishikawa und RL95-2 Tumorzellen.

Die Kontrollen Tamoxifen (5,6 pg/ml) und Endoxifen (6,2 ug/ml) wirken signifikant zy-
totoxisch und antiproliferativ auf die Endometriumkarzinomzellen Ishikawa und
RL95-2.

Die 24-stiindige Inkubation der Endometriumkarzinomzellen mit Estradiol (107 mol/l)

hat keine signifikante stimulierende Wirkung.

Zum Verstandnis und der Evaluation des praventiven und therapeutischen Potentials
von Allium sativum auf das Endometriumkarzinom, sowie seiner bioaktiven Inhalts-

stoffe sind weitere Studien notwendig.
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Viability Assy - Kit

-20°C
CytoTox-Glo™ ™ Cytotoxixity Assay - Promega, USA Gefrierschrank
Kit

-20°C
Cell Proliferation ELISA BrdU (calori- Roche GmbH, Schweiz Kihlschrank 4°C
metric)
In Vitro Toxicology Aassay Kit Netral Sigma Aldrich Cooperation, DE Kuhlschrank 4°C
Red Based
Nahrmedium Eigenschaften Zusatze Hersteller
DMEM Glukose 4,5¢g/L 10 % FKS c.c.Pro, DE

2,5 ml Amphotericin B
L — Glutamin

DMEM: F-12 1:1 DMEM und F12

L — Glutamin

Phenolrot

10 % FKS
2,5 ml Amphotericin

1 ml Penicillin — Streptomycin

Insulin 0,005 mg / ml

c.c.Pro, DE
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