3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien

- Zdlzucht

Dulbecco’'s Minimum Essential Medium: DMEM with Glutamax-1, high Glucose; Gibco
BRL, Life Technologies

Fotales Kadberserum: FCS, Lot No: A01125-427; PAA Laboratories GmbH
Penicillin/Streptomycin; Gibco BRL, Life Technologies

Trypsin/EDTA-LOsung: Trypsin-EDTA; Gibco BRL, Life Technologies

PBS: phosphat buffered saline; Gibco BRL, Life Technologies

Trypanblau-L6sung: Trypan Blue 0,5%; PAA Laboratories GmbH

EDTA: 0,05% EDTA in PBS; Gibco BRL, Life Technologies

Einfriermedium (mit 10 % DM SO); Gibco BRL, Life Technologies

- Textilextraktion

Natriumchlorid; Merck
Natriumdihydrogenphosphathydrat x \Wasser
L-Histidinmonohydrochlorid x Wasser

Natriumhydroxidlsung (0,1 M) zur pH-Einstellung

- Trennung eines Textilextraktes
Chloroform; Merck

Methanol; Merck

Hexan; Roth

Kiesdlgel 60

- Atmungsmessung
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Meflimedium: DMEM/Hepes; Gibco BRL, Life Technologies
2-Methoxyethanol; Merck

Oligomycin (Endkonzentration: 3,0 pMol; Stammlésung: 1,8 mMol); Sigma
Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP)

(Endkonzentration: 4,0 uMol; Stammldsung: 2,4 mMol); Sigma

Antimycin A(Endkonzentration: 7,7 pMol; Stammlésung: 4,62 mMal); Serva

- Daphnientest

Kalziumchlorid, CaCl, x 2 H,O
Kaiumchlorid, KCI
Kaiumdichromat, K,Cr,O,
Magnesiumsulfat, MgSO,4 x 7 H,O
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO;

- Leuchtbakterientest
2% wal¥ige Natriumchloridldsung (Verdinnungswasser)

1 M Natriumhydroxid
1M Salzsaure

3.2. Biologisches M aterial

- Keratinozytenzellinie

HaCaT (Dr. Rosenbach, Virchow-Klinikum Berlin, Dermatologie)

- Kleinkrebse
DaphniaMagna STRAUS (LFU GmbH Schonwalde)

- Leuchtbakterien
Photobakterium phosphoreum NRRL B - 11177 (LFU GmbH Schonwalde)
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3.3. Gerate

- Textilextraktion
Probenschiittler CERTOMAT R; B. Braun

Osmometer Automatic; Knauer
Calimatic pH-Meter 761; Knick

- GC/MS
IST 40 Finnigan GC-MS-System

- Zdlzucht

Brutschrank: Heraeus Instruments
Sterilbox: antair BSK

Zentrifuge: Sorvall TC; Du Pont
Mikroskop: Olympus CK 2, Objektiv 20x

- Atmungstest
Oxygen meter Model 781; Strathkelvin Instruments

- Daphnientest

pH-Mef3gerét

Sauerstoffmef3gerat

Siebsatz mit Siebgewebe aus Chemiefasern DIN 419S, Maschenweite 0,65 - 0,20 mm

- Leuchtbakterientest

Thermostat mit Thermoblock

Lumimometer, Mef3zelle auf 15 + 0,2°C thermostatiert, geeignete Glaskiivetten
pH-Mef3gerét

Reagenzglasschuittler
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3.4. Probenvorbereitung und —extraktion

3.4.1. Herstellen der Textilextrakte

- Schweil3 sauer, DIN 54020

5,00 g Natriumchlorid, 1,95 g Natriumdihydrogenphosphathydrat und 0,50 g L-Histidin-
monohydrochloridhydrat werden in 800 ml destilliertem Wasser gel0st, der pH-Wert der
Losung mit einer 0,1 M Natriumhydroxidlésung auf pH 5,5 eingestellt und anschlief3end
auf 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefllt.

- Textilextraktion

100 g der grob zerkleinerten Textilprobe werden mit 1000 ml Schweil3 sauer versetzt und
24 Stunden bei einer Temperatur von 37 C und 150 U/min* im Probenschiittler Certomat
R geschittelt. Nach Beendigung der Extraktion wird die L6sung von den

Textilrlickstdnden mit Hilfe eines Papierfilters getrennt.

- pH-Wert und Osmolaritét der Extrakte

Durch Zugabe von 0,1 M Natriumhydroxidlésung werden die Extrakte auf pH 7,4
eingestellt. Anschlief?end wird durch Zugabe der entsprechenden Menge kristallinem
Natriumchlorids die Osmolaritét des Extrakts auf 300 mOsmol/Liter gebracht.

3.4.2. Herstellen der Teppich- und Buchextrakte
- Teppiche

Nach sorgféltiger Trennung der Fasern von der Teppichunterlage (Schaumstoff 0.8)
erfolgt die Extraktion der Proben wie unter 3.4.1. beschrieben.
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Zur Vorbereitung der Proben fur die GC/MS-Anayse wird eine Heil3extraktion der
Teppichfasern und eine anschlieffende Extraktreinigung mittels Gelchromatographie
(Florisil-Fertigsaule) durchgefihrt.

- Bucher
Der Querschnitt eines Buches, das heif3t sowohl Umschlag a's auch Seiten mit Druck und

Bildern, wird zerkleinert und wie unter 3.4.1. beschrieben extrahiert.

3.4.3. Herstellen der Substanzlésungen und K osmetikinhaltsstoffproben

Die Reinsubstanzen bzw. Kosmetikinhaltsstoffproben werden, sofern nicht wasserl6slich
in 2-Methoxyethanol gelost und direkt im Keratinozytenatmungstest eingesetzt. Dabei
werden StammlGsungen von 1 M hergestellt und je nach Wirkung im

Keratinozytenatmungstest weiter verdinnt.

3.5. Analytik der Extrakte

Die Identifikation der Probeninhaltsstoffe erfolgt mittels Gaschromatografie-
Massenspektrometrie. Dazu werden 500 ml des Textilextraktes mit 50 ml Chloroform
extrahiert und unter vermindertem Druck fast vollstdndig eingeengt. Der so erhaltene
Rickstand wird in 1 ml Chloroform aufgenommen und mit Hilfe der GC/M S-Apparatur
IST 40 Finnigan GC-MS-System (Massenbereich: 1 - 650 amu) untersucht.

Das Probengemisch wird an einer schwach polaren Trennsdule (DB5MS, Lange: 30 m,
Durchmesser: 0,25 mm, Filmdicke: 25 pum, Temperaturregime: 60°C — 300°C mit
6°C/min, Vorsaulendruck: 15 psi) mit Helium als Tragergas chromatografiert.

Die Auswertung der erhaltenen Massenspektren erfolgt mit Hilfe der Spektrenbibliothek
NIST.
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3.6. Trennung des Textilextraktes

- Blight-Dyer-Extraktion

1 ml Textilextrakt, 1,25 ml Chloroform, 2,5 ml Methanol werden pipettiert, ca. 1 min
kraftig geschittelt (Vortex), ca. 5 min. stehengelassen und nach Zugabe von 1,25 ml
Chloroform und 1,25 ml PBS noch einma 1 min kréftig geschuttelt. Nach einer kurzen
Zentrifugation (ca.  5min. bel 500*g) werden die Phasen getrennt im
Keratinozytenatmungstest getestet. Die organische Unterphase wird einer weiteren

Trennung durch Saulenchromatografie unterworfen.

- Sdulenchromatogr afie

Eine Saule (Durchmesser: 2cm; Lange: 10 cm; Volumen: 31,4 cm3) wird mit Kieselgel 60
geflllt. Die Probe, d. h. die eingeengte organische Unterphase nach der Blight-Dyer-
Extraktion, wird aufgetragen und nacheinander mit einem Laufmittelgemisch von je 150
ml Hexan : Chloroform 19:1; Hexan : Chloroform 2:1, Chloroform : Hexan 2:1,
Chloroform : Hexan 19:1, Methanol getrennt. Man erhélt 5 Fraktionen zu je 150 ml.

3.7. Z€dllzucht

Die Kultivierung von Zellen erfolgt zur Vermeidung von Pilz- und Bakterieninfektionen
ausschliefdich unter sterilen Bedingungen. Mikroskopische Kontrollen der Zellen
beziiglich der Wachstumsgeschwindigkeit und eventueller Infektionen sind vor jedem
Arbeitsschritt durchzufiihren. [*]

- Zéllkultivierung

Die HaCaT-Zellen werden in DMEM mit 5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,5%
Glutamin bei 37°C und 5% CO, in Gewebekulturschalen (145 cm? Falcon) bzw.
Kulturflaschen (75 cm?, Falcon) gehalten. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgt ale 2
bis 3 Tage. Zum Keratinozytenatmungstest finden nur solche Zellen Verwendung, deren

Alter zwischen 20 und 80 Passagen liegt.
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- Zdlernte

Nach 10 bis 14 Tagen werden die HaCaT-Zellen geerntet. Dazu wird das verbrauchte
Medium abgesaugt, 5 bis 10 Minuten mit Trypsin inkubiert, bis die Zellen sich aus dem
Zellverband bzw. von der Unterlage ablosen. Mit FCS-hatigem DMEM wird die
Trypsinreaktion unterbrochen. Die Zellsuspension wird 10 Minuten bei 400 g zentrifugiert
(Falcontubes 50 ml), der Uberstand abgesaugt und das Zelpellet in 1ml DMEM
aufgenommen. Anschlief3end wird die Zellzahl mittels Neubauer-Z&hlkammer und
Trypanblaufarbung zur Erkennung von abgestorbenen Zellen bestimmt. Die Ausbeute an
HaCaT-Zellen betrégt ca. 12 Millionen Zellen auf 100 cm? Kulturflache. Die so
gewonnene Suspension wird im Eisbad gekihlt und gelegentlich geschittelt. Sie kann so

far mehrere Stunden fir die Atmungsmessung verwendet werden.

- Passagieren der Zellen

Die Zdlvermehrung erfolgt nach 7 Tagen. Nach dieser Zeitspanne sind die Zellen
konfluent, dal3 heil3t ltckenlos auf der Unterlage gewachsen. Das Medium wird aus den
Kulturgefal3en entfernt und die Zellen mit 0,05% EDTA-haltiger PBS-L sung gewaschen.
Nach der Trypsinbehandlung werden sie im Verhdltnis 1:10 im Kulturmedium ausgesét.
Der erste Mediumwechsel erfolgt nach 10 bis 24 Stunden.

- Cryokonservierung der Zellen

Die Cryokonservierung der Zellen ist notwendig, damit fir die Atmungsmessung auf
Zellen der 20. bis 80. Passage zurlickgegriffen werden kann und bei einer Unterbrechung
der Zellvermehrung gentigend Ausgangszellen zur Verfligung stehen.

Die frisch geernteten Zellen werden zentrifugiert (10 Minuten, 400 g) und das Pellet in
DM SO-haltigen Einfriermedium aufgenommen (2* 10° Zellen/ml) und in Cryotubes (2 ml,
Falcon) Uberfiihrt. Nach 1 bis 2 Stunden im Kiihischrank (3 bis 5C), 12 Stunden im
Tiefkiihischrank (-78'C) werden die Cryotubes in flissigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen werden die Tubes ziigig auf 37°C erwarmt und die Zellen in DMEM ausgesét.
Nach einigen Stunden erfolgt ein Mediumwechsel, um die abgestorbenen Zellen und das

DM SO zu entfernen.
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3.8. Atmungstest

- Durchfihrung

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs erfolgt mikrooxigrafisch mittels Clark-Elektrode.
Von den Standardwirkstoffe (Oligomycin, CCCP und Antimycin A) und von den zu
untersuchenden Substanzproben werden vor der Messung Stammldsungen in
2-Methoxyethanol hergestellt. Fir die Messung wird in eine auf 37°C temperierte
Mefkammer (Volumen: 600 pl) Mel3medium (DMEM/HEPES) gegeben. Mit dem
Elektrodenaufsatz wird die Melkammer luftdicht und blasenfrel  verschlossen.
Nacheinander werden wahrend der Messung die Zellsuspension (eine Millionen Zellen),
die Probenlésung, 1 pl Oligomycin (3,0 uMol Endkonz.), 1 ul CCCP (4,0 uMol Endkonz.)
und 1 pl Antimycin A (7,7 pMol Endkonz.) mittels Mikroliterspritzen und
Kapillarschlauch (Teflon) unter stdndigem Rihren zugegeben. Der Sauerstoffverbrauch
wird aufgezeichnet und die Anstiege der daraus resultierenden Kurven ermittelt. Alle vier
bis sechs Messungen werden Kontrollmessungen ohne Textilextrakte bzw. Substanz-
[6sungen vorgenommen, um das intakte Atmungsprofil der Zellen zu Uberprifen. Sinkt
die Atmung der HaCaT-Zellen nach CCCP-Zugabe auf weniger as 120 % gegentiber der
Basalatmung, so sind weitere Messungen nicht mehr bzw. nur noch bedingt fir die
Auswertung verwendbar. Die Konzentrationen der Textilextrakte werden in ppm
angegeben. Dies sind quasi-ppm; weil angenommen wird, dal3 die Gesamtmenge der
Textilprobe bzw. der Inhaltsstoffe in dem Extraktionsmittel gelost ist.

- Auswertung
Der an die Clark-Elektrode angeschlossene Schreiber zeichnet die Verénderung der Sauer-
stoffkonzentration in Abhangigkeit von der Zeit auf. Aus diesen Anstiegen kann man die

unterschiedlichen Atmungsparameter berechnen.

—|  Wertcesmsuesoffvabrach W ert [ saerstoffverbrauch nach
Wertpasang | = nech Zugge der Zellsuspension] - Antimydin A-Zuggbd
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Wert[cemsuesoifvertrah Wert[saesofvetrachrech | [% 100 0

Hemmung der nach Zugabe des Extraktes] Antimyadn A-Zugabe]
Basdatmung | 2
durch -
Extrakt/Substanz Wertpasiamng
Wert [Gesmtsauerstoffverbrauch _ Wert[saersoffverbrauch nach * 100 %
nech CCCP-Zugabe] Antimydin A-Zugebd]
Entkoppler- —
stimulierung
Wertgasamng
Hemmung der Wertpesiammg | Slf_ntk?_p pler-
entkoppelten imulierung
Atmung durch | —
Extrakt/Substanz W ert|cesmtsuersoffverbrauch | Wertisaesoitverbrach nech * 100 %
nach Zugebe des Extraktes und CCCP Antimyan A-Zugabe]

Die Dosis-Wirkungsbeziehungen werden aus den Hemmungen der Basal- bzw.
entkoppelten Atmung in Abhangigkeit von den eingesetzten Konzentrationen der
Extrakte bzw. Substanzen ermittelt. Die Berechnungen werden mit dem Programm
SIMFIT durchgefiihrt. Dabei wird aus einer festgelegten Kurve diese soweit angepaldt, bis
eine optimale Anpassungskurve an die Datenpunkte gefunden wird. [*°] Aus diesen
Kurvenberechnungen ist dann der 1Cs-Wert mit den Standardabweichungen zu

entnehmen.
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3.9. Leuchtbakterientest

- Herstellung der Bakteriensuspension

Fur die Rekonstitution der Leuchtbakterien wird 1 ml Wasser in einer Glasklvette auf 3 +
3°C gekuhlt und das gesamte Volumen auf einmal auf die konservierten Bakterien
gegossen. Die Bakterien missen dabei schlagartig mit dem Wasser in Bertihrung
kommen, damit sie bei der Rehydratation nicht geschadigt werden. Die so erhaltene
Leuchtbakteriensuspension kann nach einer Wartezeit von mindestens 5 Minuten
weiterverwendet werden. Sie sollte ca. 10® Zellen je Milliliter enthalten und bei 3 + 3°C

aufbewahrt werden.

- Testdurchfihrung

500 pl der auf 15 + 0,2°C temperierten 2% NaCl-L6sung wird in die Mef3kivette gegeben,
10 pl Bakteriensuspension zugesetzt, geschuttelt und nach einer Angleichungszeit von
mindestens 15 min die Leuchtintensitét |, der einzelnen Testsuspensionen mit Hilfe des
Luminometers bestimmt. Unmittelbar nach der Bestimmung der Leuchtintensitét I,
werden 500 pl der ebenfalls auf 15 + 0,2°C gektihlten Proben hinzugefiigt und erneut gut
gemischt. Die Leuchtintensitdten werden nach 30 min (ls) erneut bestimmt, es ist darauf
zu achten, dal3 die Kontaktzeit aler Testansdtze gleich lang ist!

3.10. Daphnientest (DIN 38412 - L 11)

- Probenvorbereitung

Es werden je 25 ml wél¥iger 0,08 M, 0,02 M, 0,03 M Natriumhydrogencarbonatl 5sung
und 0,003 M Kaliumchlorididsung in einen Mef¥kolben pipettiert und mit dest. Wasser
auf 1000 ml aufgeflllt. Anschliefend wird die Ldsung bis zum Erreichen der
Sauerstoffsattigung bel tiftet.

Aus der zu untersuchenden Probe werden mit dem so erhaltenen Verdinnungswasser die
Testl6sungen unterschiedlicher Verdiinnungsstufen hergestelit.

- Daphnienzucht
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Die Zucht der Daphnien (Wasserflohe) erfolgt in 2000 ml Becherglésern in entchlortem,
sauerstoffgesattigtem Trinkwasser bei diffusem Licht und 20 £2 °C. Dabel sollten nicht
mehr als 100 Alttiere je Liter gehaten werden. Die Futterung erfolgt téglich durch Zugabe
einzelliger Grunalgen. Das Zuchtwasser wird ein- bis zweimal wochentlich erneuert und
die Jung- und Alttiere wie im folgenden beschrieben durch einen Siebsatz (Maschenweite
0,65 - 0,20 mm) voneinander getrennt.

Fur den Daphnien-Kurzzeittest werden 6 bis 24 Stunden alte Daphnien verwendet. Dazu
werden die ausgewahlten Alttiere in ein Gefald mit Zuchtwasser Gberfihrt und nach 18
Stunden abgesiebt (grobes Sieb), wobei nur die inzwischen geborenen Tiere das grobe
Sieb passieren und dann auf dem feinen Sieb zurtickgehalten werden. Die so erhaltenen
Jungtiere werden mit wenig Wasser in ein Becherglas tberfihrt und nach etwa 6 Stunden

zum Test verwendet.

- Testdurchfihrung

20 ml Testlosung werden zur besseren Sauerstoffversorgung in Petrischalen pipettiert und
je 10 Daphnien dazugegeben (Doppelbestimmung). In jede Testserie wird ein
Kontrollansatz ohne Testgut einbezogen. Zum Ausschlu? von Stérungen bzw.
ungeeigneter Testtiere wird zu jeder Testserie der ECg-Wert von Kaliumdichromat
bestimmt. Die Kontroll- und Testansdtze bleiben 24 Stunden ohne Futterzugabe bel 20 +
2 °C im Dunkeln stehen.

Nach Ablauf von 24 Stunden wird die Zahl der schwimmunfahigen Daphnien ermittelt.
Die Tedtflussigkeit wird dazu in leichte Bewegung versetzt. Zeigen Daphnien daraufhin
keine Schwimmbewegungen, gelten sie als schwimmunféhig.

Die DosisWirkungs-Kurven werden ahnlich wie beim Keratinozytenatmungstest
bestimmt.
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