Teil V

Materialien und Methoden
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11 Material

11.1 Chemikalien

Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Boehringer Mannheim (Mannheim), Biochrom (Berlin), Serotech (Berlin),
Gibco (Detroit, USA) und Sigma-Aldrich (Miinchen) in hoéchster Qualitédtsstufe bezogen.
Chemikalien und Reagenzien weiterer Hersteller sind bei den entsprechenden Methoden
ausgewiesen.

Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen Falcon (Heidelberg), Nunc (Wiesbaden),
BD Biosciences Discovery Labware (Bedford, USA), Corning (New York, USA), PAA
(Colbe) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Diese waren entweder sterile Einmal-Artikel
oder sie wurden durch Wasserdampf-Sterilisation vor Gebrauch sterilisiert.

11.1.1 Phospholipide

Basierend auf Arbeiten von M.Mickeleit wurde das Inositol-C2-PAF (Ino-C2-PAF) von
S.Laabs synthetisiert (s. Abb. 11.1). An das Glycerol-Grundgeriist sind iiber Etherbin-
dungen eine Alkylgruppe (C18H37) und Phosphocholin gebunden. An der sn-2 Position
ist iber einen Abstandhalter (C2-Gruppe) der Zuckeralkohol Inositol iiber eine Etherbin-
dung gebunden. Als Vereichssubstanz dient Hexadecylphosphocholin (HePC), das unter
dem Namen Miltefosine® schon in klinischen Studien zur Behandlung von Hautmetasta-
sen bei Brustkrebs-Erkrankungen eingesetzt wird. Ausserdem wird es zur Behandlung der
viszeralen Leishmaniose erprobt (s. Abb. 11.2).
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Abbildung 11.2: Strukturformel von HePC

134



11.1.2 Geridte

Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie

Amaxa Nucleofector
Bruker Biflex MALDI-ToF MS
Brutschrank (Zellkultur)
Cleanbench

Coulter (Partikel-Counter)
Digitales Imaging System
ELISA-Reader

FACScan

Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Gel-, Blotsysteme
Heizblock

Kiihlzentrifuge
Magnetriihrer

Mikroskop

Pipetten

Power Supply
Thermomixer
Tischzentrifuge
Ultraschallbad
Ultrazentrifuge

Vortex

Waage

Wasserbad

amaxa GmbH, Deutschland
Bruker, Deutschland

6000 Heraeus, Kendro

Faster 1, Bio-Flow-Technik
Z-Serie, Coulter Elektronics
LAS-1000, Fujifim, X-Ray
Spectra, SLT-Labinstruments
BD, Immunocytometry Systems
Adventurer, Ohaus

Zeiss, Axiovert 200, Gottingen, Deutschland

Mini-Protean 2, BioRad

Thermomixer 5336, Eppendorf
Centrikon H-401, Kontron Instruments
IKAMAG, Roth

TMS, Nikon

Eppendorf Research, Eppendorf
Power Pac 1000, BioRad

5436, Eppendorf

Biofuge Pico, Heraeus

Sonicator'TM, Heat systems Ultrasonic
Centrikon T-2070, Kontron Instruments
Vortex-Genie 2, Bender & Hobein
CP622, Sartorius

GFL

Institut fiir Pharmazie und pharmazeutische Technologie

Bordelkappe, Gummistopfen

Iphas, Wiirselen

Fraktionssammler RF 3/SMTS 5000 Roth, Karlsruhe

Franz-Zelle, g9mm, Durchfluss

Crown Scientific, Somerville, USA

Gefriermikrotom Frigocut@ 2800 N Leica, Bensheim

Glasbehélter fiir Nanoemulsionen PACKSYS, Starnberg
Heisshomogenisator Micron Lab 40 APV Gaulin, Liibeck
Laserdiffraktometer Coulter LS 230  Coulter, Miami, USA

Liquid Scintillation Counter

Photonenkorrelationsspektroské)g

Pipetten Eppendorf Reference
Tensiometer K10T
Ultra-Turrax IKA T25
Zetasizer 4

Perkin Elmer, Boston, USA

Eppendorf, Hamburg
Kriiss, Hamburg
Janke & Kunkel, Staufen

Malvern Instruments, Malvern, UK

135



Reagenzien/Verbrauchsmaterialien

Casein

Miglyol 812
Poloxamer 188
Putrescin

Putrescine (60 Ci/mmol)

11.1.3 Antikorper

Sigma-Aldrich, Deutschland
Caelo, Minden

BASF, Ludwigshafen
Sigma-Aldrich, Deutschland

MP Biomedical, Irvine CA USA

Antikorper fiir die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

| Antikérper, -art

‘ Konzentration ‘ Herkunft

anti-human-Integrin-betal
PE gekoppelt, mAb

LuL/10° Zellen

Acris, Deutschland

anti-human-Integrin-betal

FITC gekoppelt, mAb 40pg/mlL Immunotech, Frankreich
anti-human-Integrin-alpha3, mAb | 1ug/mL Cymbus Biotechnology, USA
anti-human-Integrin-alpha6, mAb | 5ug/mL Acris, Deutschland
anti-Vinkulin, mAb 2pg/mlL Santa Cruz Biotechnology, USA
anti-c-myc, mAb 2,4mg/ml Sigma, USA

Choleratoxin B-subunit 1:100 Sigma, Deutschland

Hoechst Farbstoff 1:2000

Phalloidin-TRITC oder CPITC 1:500 Sigma, Deutschland
goat-anti-mouse-IgG-Cy?2 14049/ ml dianova, Deutschland
goat-anti-mouse-IgG-FITC 1:32 Sigma, USA
anti-rabbit-IgG-TRITC 1:32 Sigma, USA
anti-rabbit-1gG-FTTC 1:32 Sigma, USA
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Antikérper und Farbstoffe fiir FACS-Anwendungen

| Antikérper, -art | Konzentration | Herkunft |
Annexin V-FITC
anti-human-Integrin-alpha3, mAb | 1ug/mL Chemicon, Kanada
anti-human-Integrin-alphab, pAb | 1,25ug/mL Chemicon, Kanada
anti-human-Integrin-alpha6, pAb | 1,25ug/mL BD, Belgien

anti-human-Integrin-betal
PE gekoppelt, mAb

1L /10° Zellen

Acris, Deutschland

anti-human-Integrin-betal
FITC gekoppelt, mAb

40pg/mlL

Immunotech, Frankreich

anti-human-Integrin beta4, mAb

Lpg/mL

Chemicon, Kanada

anti-human-CD3-PerCP, mAb 10pL/5%10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD4-PerCP, mAb 10pL/5%10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD14-PC5, mAb 4L /5x10° Zellen | Beckman Coulter
Frankreich

anti-human-CD16-FITC, mAb 10pL/5x10° Zellen | Immunotech, Frankreich
anti-human-CD25-FITC, mAb 10pL/5%10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD69-FITC, mAb 10pL/5%10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD86-PE, mAb 64.L/5x10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD95-FITC, mAb 2041 /5x10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-CD163-PE, mAb 201 L/5x10° Zellen | BD, Belgien
anti-human-HLA-DR-PE, mAb 611L/5x10° Zellen | BD, Belgien
goat-anti-mouse-IgG-PE 3L /5x10° Zellen | BD, Belgien
goat-anti-mouse-IgG-PerCP 3L /5x10° Zellen | BD, Belgien
goat-anti-mouse-IgG-FITC 3L /5x10° Zellen | BD, Belgien

Propidiumiodid

0,2p1g/mL

Antikoérper fiir den Nachweis auf Blotmembranen

| Antikérper, -art

‘ Verdiinnung ‘ Herkunft ‘

anti-pMAPK, mAb 1:5000 Promega, USA
anti-human-beta-Actin, mAb 1:5000 Sigma, USA
anti-human-Involucrin, mAb 1:100 Sigma, USA
anti-human-Transglutaminase, pAb | 1:250 abcam, England
anti-human-racl, mAb 1:1000 BD, Belgien
anti-c-myc, mADb 1:1000 Sigma, USA
rat-anti-mouse-lgG-POD 1:5000 dianova, Deutschland
goat-anti-rabbit-IgG-POD 1:5000 dianova, Deutschland
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Plasmid-DNA fur Transfektionen

AAH04247: Racl-Protein (Homo sapiens) Fiir die Generierung der dominant-negativen
Mutante des Racl (T17N Rac) wurde das Threonin an Position 17 durch Asparagin ausge-
tauscht, fiir die Generierung der konstitutiv-aktiven Mutante des Racl (Q61L Rac) wurde
Glutamin von Position 61 durch ein Leucin ersetzt. Die modifizierten Aminoséduren sind
unterstrichen in der nachfolgenden Ubersicht dargestellt.
1 mqaikcvvvg dgavgktcll isyttnafpg eyiptvidny sanvmvdgkp vnlglwdtag
61 qedydrlrpl sypqtdvili cfslvspasf envrakwype vrhhcpntpi ilvgtkldlr
121 ddkdtieklk ekklipityp qglamakeig avkylecsal tqrglktvfd eairavlcpp
181  pvkkrkrkcl 11

pCMV-Myc-Vektoren:

pCMV-Myc / N17Rac, pCMV-Myc / L61Rac, pCMV-Myc / wt-Rac, pCMV-Myc /
Leervektor

Der Expressionsvektor pCMV-Myc J3 ist eine Modifikation des Vektors pCMV-Myc
(Clontech) (Liu und Burridge, 2000). Der pCMV-Myc mammalia Expressionsvektor expri-
miert ein Protein, das N-terminal ein ¢-Myc-Tag Epitop enthélt, was sehr immunreaktiv
ist. Zuséatzlich besitzt der Vektor eine Multiple-Cloning-Site (MCS), das Polyadenylierungs-
signal des Simian-Virus 40 und eine Ampicillin-Resistenz fiir die Genexpression in E. coli
(Abb. 11.3).
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Kontroll-Vektor: Der Kontroll-Vektor pmaxGEP ist im Amaxa Nucleofektionskit enthal-
ten und kodiert fiir das griin fluoreszierende Protein aus der Quallensubspezies Aequorea
victoria.

Xba | (625)
SV40 SD/SA
===
pCMV-Myc  'cmm=MCS

: 38kb gy L
poly A

| pUC ori '

msh = Forward sequencing
primer

Amp

Xbal
(1134)

Abbildung 11.3: Schematischer Aufbau des pCMV-Mycl Vektors

11.1.4 Zelllinien und Zellkulturmaterialien
HaCaT-Zellen

N.E. Fusenig, Heidelberg

Die verwendete Zelllinie HaCaT wurde spontan aus einer adulten, humanen, histolo-
gisch unauffilligen Primérkeratinozyten-Kultur gewonnen (Boukamp et al., 1988). Von
der Arbeitsgruppe von N. E. Fusenig wurde die Zelllinie etabliert. Der Name HaCa'l ist
eine Kurzschreibweise fiir ,,human adult keratinocytes kept under low calcium and ele-
vated temperature”. Die Zellen weisen einen epithelialen Phéanotyp auf und sind durch
Zell-Zell-Kontaktinhibition in ihrer Proliferation auf den zur Verfiigung stehenden Raum
angewiesen. Ab der 10. Passage ist die Proliferation von den Kulturbedingungen, wie der
Temperatur oder der Calciumkonzentration, unabhéngig. Trotz des transformierten Phéano-
typs sind HaCa'T-Zellen nicht tumorigen. HaCaT-Zellen sind durch eine geordnete Wachs-
tumsstruktur und ihre Fahigkeit zur Differenzierung gekennzeichnet.

SCC-25-Zellen

ATCC, Rockville, USA

Diese Zellen sind squamose Karzinomzellen epithelialen Ursprungs. Im Gegensatz zu der
HaCaT-Zelllinie konnen SCC-25-Zellen nach Erreichen der Konfluenz rosettenartig tiber-
einander wachsen. Der Name SCC ist eine Kurzschreibweise fiir ,squamous cell carcinoma®.
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Primarkeratinozyten

AG B. Kleuser, Institut fiir Pharnazie, Berlin
Die Primérkeratinozyten (Passagen 2-4) wurden von der AG B. Kleuser zur Verfiigung
gestellt.

Blutzellen

Die Blutzellen wurden aus Vollblutspenden gesunder Probanden gewonnen. Die Aufreini-
gung der PBMCs ist im Abschnitt ,zellbiologische Methoden “ detailliert dargelegt.

11.1.5 Enzyme/Proteine, Marker und Kits

Enzyme/Proteine

| Enzym /Protein | Herkunft ‘
humaner epithelialer Wachstumsfaktor | Sigma, Deutschland
RNase, DNAse frei Quiagen, Hilden
Trypsin PAA, Deutschland

Marker

| Marker | Herkunft |

| Prestained Molecular Weight Marker | Sigma, Miinchen |

Kits

‘ Kit ‘ Herkunft ‘
AnnexinV-FITC/PI Bender Med, San Bruno, USA
BCA-Protein-Assay Gibco-BRL, Detroit, USA

Cell line Nucleofactor'TM Kit V Amaxa Biosystems, Kéln
Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche, Mannheim
CellTiter 96, AQueos One Solution
Proliferation Assay Promega, USA
Cytotoxicity detection Kit, LDH Roche, Mannheim
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Sonstiges

| Reagenz | Herkunft
Accutase PAA, Deutschland
Collagen 1V Sigma, Miinchen
Fibronektin Sigma, Miinchen
Ficoll-Paque Plus Amersham Biosciences, USA
Immersol Zeiss, Deutschland

Interferonvy, rekombinant, human

ImmunoTools, USA

Laminin-1 Roche, Mannheim
Lipofectamine Invitrogen, Heidelberg
Nitrocellulose-Membran Schleicher&Schiill, Deutschland
Nystatin PAA, Deutschland
ortho-Vanadat Merck, Deutschland

Penicillin PAA, Deutschland
Phytoh&dmagglutinin Sigma, Miinchen

PMSF Sigma, Miinchen

Poly-Hydroxyethylmethacrylat

Sigma, Miinchen

Poly-L-Lysine

Sigma, Miinchen

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma, Miinchen

Streptomycin

PAA, Deutschland

Viralex10x

PAA, Deutschland
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12 Methoden

12.0.6 Zellbiologische Methoden
Zellkultur von HaCaT-Zellen, SCC-25-Zellen und Primarfibroblasten

Alle Saugerzelllinien werden bei 37°C und 5% COg-Begasung kultiviert.

Besonders das Verhalten von HaCaT-Zellen ist abhéngig von der Zellzahl, der Passage
und der Dauer der Zellkultur. Deswegen wurden, wenn bei den Experimenten nicht ge-
sondert erwahnt, immer die folgenden Bedingungen fiir HaCa'T- und auch SCC-25-Zellen
eingehalten. Nach dem Auftauen wurden die Zellen eine Woche in Wachstumsmedium kul-
tiviert, zwei Tage vor Beginn eines Experiments wurden die Zellen in der jeweiligen Zellzahl
ausgebracht und mit Keratinozyten-Wachstumsmedium inkubiert. Es wurden nur Zellen
der Passage 20-35 verwendet.

HaCa'T-Zellen wachsen adharent als einzellige Schicht in RPMI-Medium. Bei 80-90%iger
Konfluenz werden die Zellen mit PBS/EDTA gewaschen, mit Viralex/Trypsin (PAA,
Célbe, Deutschland) in PBS/EDTA 5-10min bei 37°C inkubiert. Die so abgelosten Zellen
werden fiir 3min bei 900rpm zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wird in Medium resus-
pendiert, verdiinnt und auf Zellkulturflaschen/-schalen ausgebracht und im Brutschrank
kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgt alle 2-3 Tage. Zwei Tage vor dem jeweilgen Ex-
periment werden die Keratinozyten nach dem Waschen mit PBS auf supplementiertes
Defined-Keratinocyte-Medium (Invitrogen) gesetzt. In diesem Medium ist die Wachstums-
rate von Keratinozyten gegeniiber voll supplementiertem RPMI-Medium verlangsamt, un-
spezifische Serumeffekte werden aber vermindert und die Empfindlichkeit der Zellen gegen
die Phospholipidanaloga wird erhoht.

SCC-25-Zellen wachsen adhérent, allerdings weisen sie keine Kontaktinhibition auf, so
dass bei Erreichen der Konfluenz die Zellen rosettenartig wachsen. Auch SCC-25-Zellen
werden bei Erreichen von 80-90%iger Konfluenz mit PBS/EDTA gewaschen. Das Ablosen,
Kultivieren und Verdiinnen erfolgt analog zu HaCaT-Zellen. Auch SCC-25-Zellen werden
2 Tage vor Beginn eines Experiments nach dem Waschen mit PBS auf supplementiertes
Defined-Keratinocyte-Medium gesetzt.

Primérfibroblasten wachsen ebenfalls adhérent. Sie werden wie HaCaT-Zellen kultiviert.
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| Nahrmedien und Puffer

Wachstumsmedium fiir HaCaT-Zellen

450mL

RPMI-Medium

mit HyO (bidest.) auf 1L

50mlL fotales Kélberserum

50MU | Penicillin

50mg Streptomycin

220mg | L-Glutamin
Keratinozyten-Wachstumsmedium 500mL | Defined Keratinocyte SFM

1Vial supplement factor

50MU | Penicillin

50mg Streptomycin
Wachstumsmedium fiir SCC-25-Zellen 350mlL | Ham’s F12:DMEM 1:1

150ml | fotales Kélberserum

50MU | Penicillin

50mg Streptomycin

200pg | Hydrocortison
Wachstumsmedium fiir Primérfibroblasten | 400ml. | RPMI-Medium

100ml | fotales Kélberserum

50MU | Penicillin

50mg Streptomycin

220mg | L-Glutamin
PBS-Puffer 150mM | NaCl

3mM KCl

8mM NagHPO4

1mM KHQPO4

mit HyO (bidest.) auf 1L; pH 7,2;
300mosm mit NaCl einstellen

PBS-EDTA-Losung 0,5bg EDTA

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen werden Zellpellets in einem kleinen Volumen 10% DMSO (Dime-
thylsulfoxid) / 90% inaktiviertem fetalem Kélberserum resuspendiert. Die Zellsuspension
wird in ein Einfrier-Rohrchen iiberfiihrt, langsam heruntergefroren und anschlieBend bei
-80°C gelagert. DMSO verhindert die Bildung von Wasserkristallen, die die Zellmembra-
nen verletzen konnten. Fiir laingere Lagerdauer werden die Zellen in fliissigem Stickstoff

aufbewahrt.

Beim Auftauen von Zellpellets muss schnell gearbeitet werden. Das gefrorene Zellpellet
wird mit vorgewdrmtem Medium bis zum vollstandigen Auftauen umspiilt. Durch Zentrifu-
gation (3min, 900rpm) wird das DMSO entfernt, die Zellen werden in Medium resuspendiert

und in Kultur genommen.
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Gewinnung von PBMCs (peripher blood monocytic cells)

Fiir diese Versuche wurde von gesunden Probanden Vollblut entnommen. Das Blut wird
zur Vermeidung der Koagulation in mit Heparin beschichteten Rohrchen gesammelt. Zur
Entfernung der Erythrozyten werden je 10m/L Vollblut mit 3m/L Plasmasteril (6%HES:;
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) unter Vermeidung von Blasenbildung
gemischt und 30-45min ruhig stehen gelassen. Der Uberstand wird 10min bei 2000rpm
zentrifugiert, die Leukozyten, die das Pellet ausmachen, werden in vorgewarmtem RPMI-
Medium resus@%endiert. Zu gleichen Teilen iiberschichtet man mit dieser Zellsuspension
,Ficoll-Paque™ . Daran schliefit sich eine Zentrifugation bei 13°C, 3000rpm (ohne Bremse)
fiir 30min an. Die opaleszierende Zwischenschicht, in der sich die Leukozyten befinden, wird
in 50m/l RPMI-Medium aufgenommen. Zur vollstindigen Entfernung des , Ficoll-Paque*
wird nochmals fiir 10min bei 2000rpm zentrifugiert. Danach werden die Leukozyten in voll
supplementiertem RPMI-Medium in Kultur genommen.

Zytotoxizitatsassays

Es werden zwei verschiedene Zytotoxizititsassays angewendet. Als insensitivere Methode
wird die Farbung der Zellen mit Trypanblau eingesetzt. 2,5x10° HaCaT-Zellen wurden auf
eine 10cm @ Kulturschale ausgesit, nach 48h werden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit den jeweiligen Testsubstanzen behandelt. Mit Trypsin/Viralex in PBS/EDTA werden
die Zellen abgelost und ein Aliqout (20ul Zellsuspension+80u L Trypanblau) wird mit
Trypanblau gefarbt.

Trypanblau farbt nur tote Zellen, da diese keine intakte Plasmamembran mehr aufwei-
sen. Mit Hilfe der Neubauerziahlkammer wird nach 3min die Zellsuspension ausgezahlt und
der Anteil der toten Zellen bestimmt. Der Anteil toter Zellen ergibt sich aus: (Mittelwert
der blau-gefiarbten Zellen x Verdiinnungsfaktor x 10%) / (Mittelwert aller gezihlten Zel-
len x Verdiinnungsfaktor x 10%) x 100%. Als Kontrolle dienen Zellen, die nur mit dem
Keratinozyten-Medium inkubiert werden.

Als sensitivere Methode wird der Lactat-Dehydrogenase-Assay durchgefiihrt. Dieser Test
beruht auf der Detektion des cytosolischen Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) im Zell-
kulturiiberstand, das nur aus beschédigten Zellen freigesetzt werden kann. Lactat-De-
hydrogenase vermittelt die Oxidation von Lactat zu Pyruvat, gleichzeitig wird NADT
zu NADH-+H™ reduziert. Eine zweite enzymatische Reaktion iibertrigt das Proton von
NADH+HT auf ein Tetrazolsalz, das dadurch seine Farbe von blassgelb nach rot wechselt.
Je toxischer eine Substanz wirkt, desto mehr Lactat-Dehydrogenase wird freigesetzt, desto
intensiver ist der Farbumschlag. 10° Zellen werden in 1m L Wachstumsmedium fiir HaCaT's
resuspendiert, 1001, der Zellsuspension werden in ein Well einer 96Well-Platte pipettiert.
Nach 24h wird den Zellen 10041, Wachstumsmedium fiir Keratinozyten zugesetzt und die
Zellen werden mit 100ul der jeweiligen Testsubstanz und -konzentration inkubiert. Als
Negativ-Kontrolle dienten hier Zellen, die nur mit supplementiertem RPMI-Medium in-
kubiert werden. Zellen, die mit 2%iger Triton X-100 Losung lysiert werden, dienen als
Positiv-Kontrolle. AnschlieBend werden 1004/l Zellkulturiiberstand in eine neue 96Well-
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Platte iibertragen. Fiir die Auswertung von 100 Proben stellt man eine Mischung von
250u L Katalysator-Losung + 11,25m/l Farbelosung her. Mit je 100/, dieser Mischung
werden die Zellkulturiiberstinde abgedunkelt fiir 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Auswertung erfolgt am ELISA-Reader bei 490nm. Die Toxizitét ergibt sich als Quoti-
ent aus: ( (gemessener Wert - Negativ-Kontrolle) / (Postiv-Kontrolle - Negativ-Kontrolle)
) x 100%. Zur Auswertung werden aus vier Einzelmessungen der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung berechnet.

‘ Losungen |
Trypanblau-Losung | 0,1% Trypanblau in HyO (bidest.)
filtrieren

Losung fiir LDH-Test | Katalysator-Lyophilisat | aufnehmen in 1m/l.
H,O (bidest.)
Farbelosung gebrauchsfertig

Proliferationsassays

Es werden Proliferationsassays durchgefiihrt, die auf dem Einbau von 5-Brom-2’-desoxy-
uridin (BrdU) (Roche, Mannheim, Deutschland) in die DNA beruhen. Je hoher die Proli-
ferationsrate der Zellen, desto mehr BrdU wird in die DNA eingebaut. Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen ist die Reaktion des farbigen Substrats Tetramethylbenzidin
direkt proportional zu der Menge des Peroxidase gekoppelten anti-BrdU Antikorpers. Nach
10min Inkubation bei Raumtemperatur wird die 96Well-Platte im ELISA-Reader photo-
metrisch bei 405nm ausgewertet. Pro Test wurden 10*Zellen/96Well ausgesit und fiir den
jeweiligen Zeitraum mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Als Kontrolle dienen
Zellen, die nur mit Medium inkubiert werden.

Aufgrund der langsameren Proliferation von Leukozyten wird zur Bestimmung der Pro-
liferation dieser Zellen der “AQueos One Solution Cell Proliferation Assay“ (Promega,
Madison, USA) angewandt. Bei diesem wird ein wasserlosliches, membrangéngiges For-
mazansalz zu den Zellen gegeben. Durch Dehydrogenase-Aktivitiat lebender Zellen wird
das Absorptionsmaximum des Formazans verschoben. Diese Farbvertiefung ist direkt pro-
portional zur Anzahl lebender Zellen. Fiir diesen Test werden 10°Zellen/96Well ausgeséit
und mit den Phospholipidanaloga inkubiert. Zellen, die nur mit Medium inkubiert wer-
den, dienen als Negativ-Kontrolle. Nach 4h Inkubation bei 37°C wird die 96Well-Platte im
ELISA-Reader photometrisch bei 492nm ausgewertet. Aus vier Einzelmessungen werden
der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.
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Lésungen

Cell proliferation ELISA
Bestandteile des Kits

BrdU labeling reagent
FixDenat

1000x%, in PBS, steril
Fixierungs-

Denaturierungslosung
Lyophilisat des mono-
klonalen Antikorpers,
Peroxidase gekoppelt

Antikorper-Verdiinnungslosung | gebrauchsfertig

Anti-BrdU-POD

Waschlosung 10x PBS
Féarbelosung Tetramethylbenzidin,
gebrauchsfertig
AQueos One Solution 1,9mg/mL MTS-Salz in Dulbeccos PBS,
gebrauchsfertig

Adhasionsassays

Ob die Zell-Matrix-Adhésion auf spezifischen Komponenten der extrazelluliren Matrix
beeinflusst wird, wird in diesem Assay untersucht. Das Ausmafl der unspezifischen inte-
grinunabhéngigen Adhésion wird durch Adhésion auf Poly-L-Lysin bestimmt. 7540/ Well
werden zur Beschichtung (96Well-Platte) bei 4°C iiber Nacht eingesetzt. Nach dem Wa-
schen mit PBS werden unspezifische Bindungsstellen mit Blockierungslosung fiir 4h bei 4°C
blockiert. Vor dem Ausséden der Zellsuspension wird die 96 Well-Platte mit PBS gewaschen.
Die Zellen werden in einer Dichte von 5x10* Zellen/96Well ausgesit, 15min bei 4°C und
anschliefend fiir 2h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen werden die Zellen fiir 20min bei
Raumtemperatur fixiert und anschliefend fiir 30min bei Raumtemperatur mit Kristallvio-
lett gefarbt. Uberschiissige Kristallviolett-Farbung wird vollstéindig ausgewaschen und die
adhérenten Zellen mit Permeabilisierungslosung fiir 5-6h permeabilisiert. Die Intensitat des
freigesetzten Kristallvioletts wird photometrisch am ELISA-Reader bei 570nm bestimmt
und ist der Anzahl adhérenter Zellen direkt proportional. Zur Auswertung werden jeweils
aus vier Einzelmessungen der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

| Losungen |

Poly-L-Lysin 20pg/mL in HyO
Collagen 1V, Fibronektin, Laminin-1 | 20ug/mL in PBS
Blockierungslosung 1% BSA in PBS
Fixierungslésung 1% Glutardialdehyd | in HyO
Kristallviolettlosung 0,1% Kristallviolett | in HyO

filtriert
Permeabilisierungslosung 0,5% Triton X-100 | in H,O
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Bestimmung der Motilitdt von Zellen mittels Transwell-Assays und
Waundheilungs-Assays

Fiir die Wundheilung und die Invasivitit ist die Motilitdt von Zellen von essenzieller Be-
deutung.

Mit Hilfe von modifizierten Boyden-Kammer-Assyas wird der Einfluss auf die hapto-
taktische Migration entlang eines Matrixgradienten untersucht. Die Porengrosse der Filter
betragt 8,5um. Die Unterseite des Transwell-Filters (Corning, Miinchen, Deutschland) wird
mit 50uL Collagen IV oder Laminin-1 fiir 30min bei Raumtemperatur beschichtet. Unspe-
zifische Bindungsstellen werden durch 30miniitige Inkubation mit einer Blockierungslosung
blockiert. Danach wird die Filterauflenseite vorsichtig mit PBS gespiilt. In die Aufienkam-
mer des Filtereinsatzes werden 5004/ Wachstumsmedium fiir Keratinozyten vorgelegt,
der beschichtete Filter wird eingesetzt und die Zellsuspension (5,5x10* Zellen) wird in die
Filterinnenkammer pipettiert. Um hydrostatische Beeinflussungen zu vermeiden, wird das
Volumen der Filter-Innen-Kammer dem Stand des Volumens der Aulenkammer angepasst.
Die Versuchsreihen werden bei 37°C fiir 6h inkubiert. Fiir die Auswertung wird die Filter-
innenseite griindlich gereinigt, die Zellen werden fiir je 10min bei Raumtemperatur fixiert
und permeabilisiert. Nach dem Waschen in PBS werden die Zellen mit Kristallviolett fiir
2bmin bei Raumtemperatur gefarbt. Anschliefiend wird mikroskopisch die Zellzahl der mi-
grierten Zellen auf der FilterauBlenseite ausgezahlt. Zur Kontrolle wird bei einem Filter die
Innen- und AuBenseite gereinigt. Der Mittelwert der bestimmten Zellzahl in diesem Ansatz
wird von den anderen Ergebnissen substrahiert. Zur Auswertung werden die Zellen von vier
unterschiedlichen Bereichen des Filters am Mikroskop ausgezihlt und der Mittelwert und
die Standardabweichung berechnet.

Mit einem Wundheilungs-Assay untersucht man die Fahigkeit von Zellen, eine kiinstliche
Wunde, die man durch das Zufiigen eines schmalen Ritzes in den Zell-Monolayer mit ei-
ner Pipettenspitze erzeugt hat, zu verschliefen. 2x10° transient transfizierte HaCaT-Zellen
werden auf eine Collagen IV beschichtete 8Well-Kammer in RPMI-Medium ausgesét und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach griindlichem Waschen mit PBS fiigt man dem Mo-
nolayer eine Wunde zu. Danach wird nochmals griindlich mit PBS gewaschen und dann
die Inkubation der Zellen in Keratinozyten-Wachstumsmedium (mit oder ohne Phospho-
lipidanaloga) fiir die indizierten Zeitrdume fortgesetzt. Nach Beendigung der Inkubation
werden die Zellen so weiter behandelt, wie es bei der indirekten Immunfluoreszenz beschrie-
ben ist. Die Breite der Wunde wird mit Hilfe der AxioVision Software (Zeiss, Gottingen,
Deutschland) bestimmt und in gm angegeben.
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| Losungen |

Collagen 1V, Laminin-1 | 20ug/mL in PBS

Blockierungslosung 1% BSA in PBS
Fixierungslosung 3,7% Paraformaldehyd

0,025% Saponin in Hy,O

Kristallviolettlésung 0,1% Kristallviolett in H,O

filtriert

Permeabilisierungslosung
fiir Transwell-Assays 0,5% Triton X-100 in HyO
Permeabilisierungslosung
fiir Wundheilungs-Assays | 1% Glutardialdehyd in H,O

Differenzierungsassay

In gesunder menschlicher Haut besteht ein genau reguliertes Gleichgewicht zwischen Pro-
liferation und Differenzierung der Keratinozyten. Das ermoglicht der Haut eine effektive
und effiziente Antwort sowohl auf duflere Reize, wie Verwundung oder UV-Strahlen, als
auch auf innere Reize, wie Korpertemperatur oder Schwitzen.

Erkrankungen wie Psoriasis (Schuppenflechte) oder atopische Dermatitis sind unter an-
derem durch eine gestorte Proliferations/Differenzierungs-Balance gekennzeichnet.

In diesen Versuchen soll untersucht werden, ob die verwendeten Phospholipide dieses
Gleichgewicht beeinflussen. Dafiir werden 2,5x10° HaCaT-Zellen in Wachstumsmedium
fiir HaCa'Ts auf einer 10cm ) Kulturschale ausgesit. Am Tag nach dem Aussden und
nach zwei Tagen Inkubation im Brutschrank werden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit Wchatumsmedium fiir Keratinozyten inkubiert. Als Positiv-Kontrolle dienen in Sus-
pension gehaltene HaCaT-Zellen. Dazu werden 10cm ¢ Kulturschalen mit 4ml einer
Poly-Hydroxyethylmethylacrylat-Losung (Poly-HEMA) beschichtet. Auf dieser unphysio-
logischen Matrix konnen HaCaT-Zellen nicht mehr adhérieren, als Folge wird die Prolife-
rationsrate herunter- und die Differenzierungsrate hochreguliert. Das Losungsmittel dieser
Substanz wird in der Zellkulturbank abgedampft, die Beschichtung wird noch einmal wie-
derholt und die Platten werden iiber Nacht in der Zellkulturbank getrocknet. Vor dem
Auftragen der HaCaT-Zellsuspension werden die so behandelten Schalen mit PBS gewa-
schen.

Die Zellen werden mit den Phospholipiden fiir unterschiedliche Zeitraume bei 37°C in-
kubiert, anschliefflend mit PBS gewaschen. Mit Hilfe eines Zellschabers werden die Zellen
in 2x200u/, PBS vom Boden der Kulturschalen abgelost, in Eppendorf-Gefasse iiberfiihrt
und 3min bei 900rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und die Pellets werden
bis zur Aufarbeitung mittels SDS-PAGE-Gelektrophorese und Western-Blot-Analyse bei
-20°C eingefroren.

Lésungen
| |
| Poly-HEMA-Lésung | 12mg/mL | in 95% Ethanol |
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Transglutaminase-Aktivitdtsbestimmung

Transglutaminasen sind wichtige Enzyme der Differenzierung von Keratinozyten, weil sie
die Bildung der Isopeptid-Querverbindungen zwischen glutamin- und lysinhaltigen Prote-
inen katalysieren.

Primérkeratinozyten werden zu 2x10° Zellen/6Well ausgesit und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wird mit den indizierten Phospholipidanaloga in
einem Gesamtvolumen von 3mlL fiir 96h im Brutschrank inkubiert. Als Positiv-Kontrolle
dienen Zellen, die mit 10 Sphingosin-1-phosphat inkubiert wurden (Manggau et al.,
2001). Nach Beendigung der Inkubation wird mit PBS gewaschen und die Zellen werden mit
2x200pL Tris-HCI-Puffer abgeschabt. Der Zellaufschluss erfolgt durch 7 Einfrier- und Auf-
tauzyklen in fliissigem Ny und 37°C warmen Wasser. AnschlieBend wird bei 4°C fiir 20min
bei 12.000rpm zentrifugiert und 100pL des Uberstandes werden fiir die Bestimmung der
Transglutaminase-Aktivitit verwendet. Der Uberstand wird mit 600uL Inkubationspuffer
fiir 1h bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 600uL 10%iger, eiskalter Trichloressigsidure
wird die Reaktion beendet. Das gesamte Volumen wird auf einen Glaswoll-Filter (What-
man, Cambridge, GB) iibertragen und anschliefend 3x mit 5%iger eiskalter Waschlosung
und 1x mit 95% EtOH gewaschen. Der Filter wird in 2m /L Szintillationsflissigkeit griindlich
gevortext. Der Liquid-Scintillation-Counter (Perkin-Elmer, Rodgau) ermittelt die radioak-
tive Strahlung, die als spezifische Aktivitét in cpm/mg Protein angegeben wird (modifiziert
nach Egberts et al., 2004).

‘ Losungen ‘
Tris-HCI-Puffer 20mAM Tris
2mM EDTA in H,O, pH 8
Inkubations-Puffer | 50mM Tris

10mM CaCl,

5mM DTT

54019 Dimethylcasein
1mM Putrescin
2,5uCi/600uL [*H]-Putrescin | in HyO
Waschlosung 5% Trichloressigsiure
10mAM Putrescin in H,O

Transiente Transfektion von HaCaT-Zellen mit Plasmid-DNA

Fiir die Nucleofection mit dem System von amaxa biosystems (amaxa GmbH, Kéln)
werden HaCaT-Zellen bis zum Erreichen einer >90% Konfluenz in supplementiertem
RPMI-Medium kultiviert. Die Zellen werden mit PBS/EDTA gewaschen und mit Tryp-
sin/Viralex bis zum Ablésen der Zellen bei 37°C inkubiert. 3x10° HaCaT-Zellen werden in
einem Eppendorf-Gefaf zentrifugiert (3min, 900rpm), mit 5ug der entsprechenden Plasmid-
DNA, 1001, NucleofectorTM-Lésung gemischt und in eine Amaxa-Kiivette libertragen.
Die Transfektion erfolgt mit dem Programm U-20. Nach der Transfektion werden 5001
RPMI-Medium in die Kiivette gegeben und die Zellsuspension wird auf eine 6Well-Platte
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tibertragen, die zuvor mit bmlL RPMI-Medium im Brutschrank fiir 30min vorinkubiert wur-
de. Die Zellen werden im Brutschrank inkubiert, nach Adhésion und Spreiten der Zellen
wird mit PBS gewaschen und das RPMI-Medium erneuert und die Inkubation tiber Nacht
fortgesetzt. Danach wird mit PBS gewaschen und die Inkubation fiir den indizierten Zeit-
raum in Keratinozyten-Wachstumsmedium unter Zellkulturbedingungen fortgesetzt. Die
Effizienz der Transfektion wird mittels Tricin-SDS-Gelelektrophorese und anschliefender
Western-Blot oder indirekter Immunfluoreszenz-Analyse tiberpriift.

Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Mittels indirekter Immunfluoreszenz-Analyse kénnen Proteine durch gegen sie gerichtete
Antikorper detektiert werden. Die Primarantikorper werden anschliefend in einem weite-
ren Schritt durch Fluoreszenzfarbstoft-gekoppelte anti-Primérantikorper detektiert. Dazu
werden 8-Kammer-Objekttriger mit 20041, einer Matrixproteinlosung tiber Nacht bei 4°C
beschichtet. Nach dem Waschen mit PBS werden unspezifische Bindungsstellen der Matrix
mit Blockierungslosung fiir 4h bei 4°C blockiert, mit PBS gewaschen und die Zellsus-
pension in einer Dichte von 5,5x10* Zellen/Well ausgesit. Das Endvolumen soll in jeder
Kammer 200u/, betragen. Der Objekttrager wird 15min im Kiihlschrank und anschlie-
fend 90min bei 37°C inkubiert. Bei Bedarf kann die Inkubationsphase im Brutschrank
verlangert werden, bis die Zellen wieder gespreitet sind (nach Transfektionen kann die-
se Zeitspanne bis zu 4h betragen). Jetzt wird vorsichtig mit PBS gewaschen, die Zellen
werden fiir 15min bei Raumtemperatur fixiert oder fixiert und gleichzeitig permeabilisiert.
Unspezifische Bindungsstellen werden mit einer Blockierungslosung fiir 30min bei Raum-
temperatur blockiert. Nach nochmaligem Waschen mit PBS wird der Priméarantikérper in
der entsprechenden Verdiinnung zugegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem
Waschen mit PBS wird der entsprechend verdiinnte Sekundérantikérper dazugegeben und
abgedunkelt fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem abschlieBenden Waschschritt
mit PBS wird der Objekttrager abgedunkelt getrocknet und im Anschluss mit einem ge-
ringen Volumen Elvanol mit einem Deckglas unter Ausschluss von Luftblasen eingedeckelt.
Die Ergebnisse wurden am Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Gottingen, Deutsch-
land) als .zvi- oder .tif-Dateien gespeichert.
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| Losungen

Collagen 1V, Laminin-1 | 20ug/mL in PBS
Blockierungslosung 1% BSA in HyO, filtriert
Fixierungslésung 3,7% Paraformaldehyd | in PBS
Permeabiliserungslosung | 3,7% Paraformaldehyd
0,025% Saponin in PBS
Elvanol-Losung 3g Polyviol in 40mL PBS iiber 16h losen
15m L Glycerin zugeben und weitere 16h losen

15min bei 12000rpm zentrifugieren
den Uberstand dekantieren und
ImL Phenylendiamin pro ml. Gesamtvolumen zusetzen
lichtgeschiitzt 10sen lassen, pH 8
2501 Mercaptoethanol | zugeben, lichtgeschiitzt 10sen lassen
aliquotieren und bei —20°C lagern

Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-activated cell-scanning)

Sorgfaltig vereinzelte Zellen passieren eine Messkammer, die von einem Laserstrahl ange-
strahlt wird. Aus der Beugung des Laserstrahls an der Zelle lassen sich Riickschliisse auf
Grofe und Granularitiat der Zellen ziehen. Ist an die Zelle zusétzlich ein spezifischer, fluo-
reszenzgekoppelter Antikorper gebunden, lassen sich Aussagen iiber Zellart und -zustand
treffen.

Fiir die Messungen wird das FACS-Geréat von BD Bioscience Immunocytometry Sys-
tems eingesetzt, das iiber einen Argon-Laser und drei Emissionskanile verfiigt. Wenn die
Emissionen der einzelnen Fluorophore sich nicht tiberlagern, kénnen in einer Probe drei
verschiedene farbstoffgekoppelte Proteine simultan gemessen werden.

FACS-vermittelter Nachweis von oberflichenstindigen Integrinen: HaCa'T-
oder SCC-25-Zellen, die mit den Phospholipiden inkubiert wurden, werden mit einer Zell-
zahl von 5x10° Zellen in ein FACS-Rohrchen iiberfithrt und 3x mit 3m/L PBS gewaschen.
Das Zellpellet wird in 500pL FACS-Puffer (BD, Heildelberg, Deutschland) resuspendiert,
unspezifische Bindungsstellen werden mit Blockierungslosung fiir 30min auf Eis blockiert.
Die Blockierungslosung wird mit 3m/L PBS ausgewaschen. Das Zellpellet wird in 500p/1
FACS-Puffer resuspendiert und mit dem entsprechend verdiinnten Primarantikérper fiir
45min auf Eis inkubiert. Nach dem zweimaligen Waschen mit 3m /L PBS wird jetzt der Se-
kundarantikorper in entsprechender Verdiinnung zugesetzt und fiir weitere 45min abgedun-
kelt, auf Eis inkubiert. Als Negativ-Kontrolle dienen Zellen, die nur mit dem Sekundéran-
tikorper inkubiert wurden. Alle Zentrifugationsschritte erfolgen fiir 3min bei 900rpm.

Untersuchung des Einflusses auf den Zellzyklus: HaCaT- und SCC-25-Zell-DNA
wird mit Propidiumiodid gefarbt. Hierfiir wird das Zellkultur-Medium wird in ein FACS-
Rohrchen iiberfithrt und 10min bei 3500rpm zentrifugiert, wihrend die Zellen mit Trypsin-
Lésung abgelost und fiir 6min mit 1200rpm zentrifugiert werden. Die Pellets werden vereint,
in 1mZL 70% Ethanol resuspendiert und tiber Nacht bei —20°C fixiert und permeabilisiert.
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Der Ethanol wird mit 3m/L PBS ausgewaschen (6min, 1200rpm) und das Pellet in 50041
PI-Mix bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

Bestimmung apoptotischer Leukozyten mittels FACS-Analyse: die Zellen wer-
den mit Annexin V-FITC/Propidiumiodid gefarbt. Dazu werden die Zellen 3min bei
1200rpm abzentrifugiert, mit 4m/l. eiskaltem Bindungspuffer gewaschen und erneut ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Pellet in 195uL eiskaltem Bindungs-
puffer resuspendiert, dazu werden 5ul, Annexin V-FITC gegeben und fiir 20min auf Eis
abgedunkelt inkubiert. Kurz vor der Messung am FACS-Gerét wird das Propidiumiodid
zur Zellsuspension gegeben bis eine Endkonzentration von 0,2pg/ml erreicht wird.

Untersuchungen der Leukozyten: hierfiir werden die Zellen zu 10%Zellen/24Well in
supplementiertem RPMI-Medium 24h oder 48h bei 37°C inkubiert. Je 1004/, werden in
ein FACS-Rohrchen tiberfiithrt und mit eiskaltem PBS gewaschen. Unspezifische Bindungs-
stellen werden mit eiskalter Blockierungslosung blockiert und die jeweiligen, fluoreszenz-
markierten Primarantikérper dazugegeben und 45min auf Eis inkubiert. Danach wird mit
3ml eiskaltem PBS gewaschen und die Proben bis zur Analyse auf Eis und abgedun-
kelt gelagert. Um tote Zellen aus den Messungen ausschliefen zu kénnen, werden 100p/1
der jeweiligen (wie oben beschrieben vorbehandelten) Probe direkt vor der Messung mit
5L Propidiumiodid gefiarbt und analysiert. Hierbei erfolgt die Zentrifugation fiir 3min bei
1200rpm.

| Losungen und Puffer |

Blockierungslésung | 1% BSA in HyO, filtriert
PI-Mix 10pg Propidiumiodid in PBS, abgedunkelt
10pg DNase freie RNase
2mM EDTA
Bindungspuffer 10mAM Hepes in HyO (bidest.), pH 7,4
150mM NaCl
S5mM KCl
ImM MgCly
ImM CaCl,

12.0.7 Proteinbiochemische Methoden
Solubilisation

Um intrazelluldre Proteine zu untersuchen oder zu quantifizieren, miissen die Zellen auf-
geschlossen, solubilisiert, werden. Dafiir werden die Zellen mit Trypsin-Losung von den
Kulturschalen abgelost und fiir 3min bei 900rpm pelletiert. Das Pellet wird in Triton X-
100 Solubilisierungspuffer, der zusétzlich 1:500 Proteinase-Inhibitor-Cocktail, 1mAM PMSF
und 1:100 ortho-Vanadat enthalten kann, aufgenommen. Mit einer Kaniile werden die Zel-
len griindlich vereinzelt und fiir 2h auf Eis solubilisiert. Danach wird bei 4°C 5min bei
13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand enthélt das Solubilisat, wihrend sich im Pellet
Zellkerne und Zytoskelettbestandteile befinden.

152



| Puffer |

Triton X-100 Solubilisierungspuffer | 1% Triton X-100 | in HyO (bidest.), pH 7,5
150mM NaCl
ImM MgCly
1mM CaCly
50mAM Hepes

Proteinbestimmung

Der Proteingehalt wird mit der BCA-Methode ermittelt. Es wurden die BCA-Test-Kits
der Firma Pierce (Rockford, USA) verwendet. Die Methode basiert auf der Reduktion
von Cu?'-Tonen zu Cu't-Tonen durch Proteine im alkalischen Milieu und anschliefender
Chelatisierung der Cu'-Tonen durch Bicinchonin-4-carbonsdure (BCA). Der so gebildete
Chelat-Komplex weist eine violette Farbung auf. Diese wird photometrisch am ELISA-
Reader bei 570nm bestimmt. Die Quantifizierung erfolgt mittels einer Standardreihe mit
bekannter, aufsteigender BSA-Konzentration. Von den zu quantifizierenden Proteinen wer-
den 2uL/Well pipettiert und ebenfalls zu 20uL mit Triton X-100 Solubilisationspuffer
ergénzt. Fiir eine grilndliche Durchmischung der Proben wird die 96Well-Platte sanft ge-
vortext. Anschlieend werden 2001 einer 1:50 Mischung aus den Test-Kit Substanzen A
und B dazu gegeben und die 96Well-Platte wird 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Auswertung erfolgt am ELISA-Reader bei 570nm.

| Bestandteile des BCA-Kits |

A | BCA-Losung gebrauchsfertig
B | 4% CuSOy4-Losung | gebrauchsfertig

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur eindimensionalen elektrophoretischen Proteinauftrennung wurde von der Firma Bio-
Rad (Miinchen, Deutschland) das Mini-Protean-System Il verwendet. Die Losungen fir
Trenn- und Sammelgel werden nacheinander gemischt und auch nacheinander zwischen die
vorbereiteten Gelplatten gegossen (diskontinuierliches System) (Tabelle 12.1). Die Arbei-
ten wurden unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Dafiir
werden die Solubilisate mit reduzierendem, 5x konzentriertem Probenpuffer im Verhéltnis
5:1 gemischt und 5min bei 95°C aufgekocht. Beim Einlaufen in das Sammelgel wird mit
einer konstanten Spannung von 120V gearbeitet. Diese wird beim Erreichen des Trenngels
auf 170V-200V erhoht.

Ein beispielhaftes Pipettierschema fiir zwei 7,5%ige SDS-Trenn- mit je 4%igen SDS-
Sammelgelen ist in Tab. 12.2 gegeben.

Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Um Proteine zwischen 1-100k Da besser aufzutrennen, verwendet man Tricin-SDS-PAGE.
Das Glycerol im Trenngelpuffer erlaubt das gleichzeitige Befiillen von Trenn- und Sammel-
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Tabelle 12.1: Losungen fiir SDS-Sammel- und SDS-Trenngele

‘ Lésungen
A 30% Acrylamid
0,8% N,N Methylenbisacrylamid
B 0.2% SDS
1,5M Tris-HCI, pH 8,8
C 0,2% SDS
0,bM Tris-HCI, pH 6.8

10x Laufpuffer

0,25M Tris, pH 8,8

1,92M | Glycin

1% SDS

5x Probenpuffer 12,5% SDS
0,3M Tris-HCI, pH 6,8
50% Glycerol

0,015% | Bromphenolblau

Probenpuffer (red.)

+50mM | Dithiothreitol

Tabelle 12.2: 7,5%iges SDS-Trenn- und 4%iges SDS-Sammelgel
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‘ Trenngel ‘
2.25mlL | Losung A
2,5mL | Losung B
4.5ml | Aqua bidest.
45uL APS (10%)
3l TEMED

| Sammelgel |
0,4mL | Losung A
0,75ml, | Losung C
1,85ml | Aqua bidest.
12pL APS (10%)
3l TEMED




Tabelle 12.3: Tricin-SDS-Gele
| Lésungen |

Anoden-Puffer 0,2M | Tris-HCI1, pH 8,9

Kathoden-Puffer | 0,1M | Tricin

0,1% | SDS
0,1M | Tris-HCI, pH 8,3
Gel-Puffer 0,3% | SDS

3M | Tris-HCI, pH 8,45

Tabelle 12.4: 7,5%igesTricin-SDS-Sammel- und 4%iges Tricin-SDS-Trenngel

‘ Trenngel ‘

1,omL | Losung A
1,5mL | Gel-Puffer
0,45mL | Glycerol
1,05m 1 | Aqua bidest.
25uL APS (10%)
25ul | TEMED

| Sammelgel |
0,2m/l | Losung A
0,37mL | Gel-Puffer
0,93mL | Aqua bidest.
12,5uL | APS (10%)
1,3ul, | TEMED

gel (Tabelle 12.3). Im Bereich des Sammelgels wird mit konstanter Spannung von 80V, im
Trenngel mit Spannung zwischen 100V-120V gearbeitet.

Ein beispielhaftes Pipettierschema fiir ein 7,5%iges Tricin-SDS-Trenngel mit 4%igem
Tricin-SDS-Sammelgel ist in Tab. 12.4 gegeben.

Western-Blot-Analyse

Mit den Blotapparaturen der Firma Bio-Rad wird nach dem Tank-Blot-Verfahren gearbei-
tet. Im Sandwich-Blot wird das Gel direkt nach der elektrophoretischen Proteinauftrennung
blasenfrei auf eine Nitrocellulose-Membran gelegt, die zur Anode zeigt, und der Transfer
wird in Blotpuffer bei 4°C fiir mindestens 1h bei konstanter Stromstédrke von 0,25mA
durchgefithrt. Der Transfer wird durch Farbung der Proteinbanden mit Ponceau S iiber-
priift. Dazu wird die Nitrocellulose-Membran ca. Imin in der Ponceau-Losung gefirbt und
anschliefend mit 0,1-1%iger Essigsaure-Losung bis zum Sichtbarwerden der Proteinban-
den entfirbt. Vor dem Weiterbearbeiten des Blots muss dieser in PBS oder PBS/Tween
vollsténdig entfiarbt werden. Wegen der erhohten Empfindlichkeit von phosphoX-Blotmem-
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Tabelle 12.5: Losungen fiir den Western-Blot

| Transfer-Puffer |
150mM | Glycin

20mM | Tris-HCI, pH 8,3
10% Methanol

‘ Ponceau-Farbelosung ‘

2% Ponceau-Rot
30% Trichloressigsiure
30% Sulfosalicylsiure

| Ponceau-Entfarbelosung |
| 0,1-1% | Essigsdure |
‘ PBS-Waschpuffer ‘

140mM | NaCl, pH 7,8
S 1mM | NaghPO,
LBmM NaHgPO4

| PBS-Tween-Waschpuffer |
| +0,1% | Tween 20 |
‘ TBS-Waschpuffer ‘

140mM | NaCl
10mAM | Tris-HCI, pH 7.6

| TBS-Tween-Waschpuffer |
| $0,1% | Tween 20 |

branen werden diese nicht mit Ponceau-Losung gefarbt und man nimmt fiir alle Wasch-
schritte TBS bzw. TBS/Tween (Tabelle 12.5).

Immunchemischer Nachweis von Proteinen auf Blotmembranen

Fiir den Nachweis spezifischer Proteine auf den Blotmembranen werden diese im allge-
meinen fiir 1h bei Raumtemperatur in 10% Magermilch/PBS/Tween blockiert. Eine Aus-
nahme stellen bspw. empfindliche phosphoX-Blotmembranen dar, diese werden fiir 1h bei
Raumtemperatur in 2% BSA/TBS/Tween blockiert. Auch alle weiteren Wasch- und Inku-
bationsschritte erfolgen in TBS oder TBS/Tween.

Im Anschluss wird die Membran 3x 10min in PBS oder PBS/Tween gewaschen und
die Inkubation mit dem Primérantikérper erfolgt bei 4°C iiber Nacht. Vor der 2stiindi-
gen (Raumtemperatur) Inkubation mit dem Sekundarantikorper wird die Membran noch
mal 3x 5min mit PBS oder PBS/Tween gewaschen. Durch die Entwicklung des Blots
mit Luminol werden die gesuchten Proteinbanden sichtbar gemacht. Die Blotmembran
wird vorsichtig mit einem Whatman-Papier abgetrocknet und dann mit einer Mischung
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Tabelle 12.6: Proteine auf Blotmembranen

| Peroxidase-Reaktion |

Losung A | 6.8mM | p-Cumarsiure in DMSO
Losung B | 1,26mM | Luminol

0,1M Tris-HCI, pH 8,5
Losung C | 3% H50,

aus 10pL Losung A, ImL Loésung B und 3ul Losung C kurzzeitig inkubiert. Mit dem
digitalen Imaging-System (Fujifilm) werden die Signale erfasst (Tabelle 12.6). Fiir schwa-
che Signale wird ein Rontgenfilm fiir einen geeigneten Zeitraum exponiert. Die Signale
werden anschliefend durch Entwicklung (Kodak GBX Entwicklerkonzentrat, 1:5 mit HyO
verdiinnen) - und Fixierung (Kodak GBX Fixierkonzentrat, 1:5 mit HyO verdiinnen) (Ko-
dak, Rochester, USA) sichtbar gemacht.

12.0.8 Pharmakologische Methoden
Penetrationsstudien an humaner Haut

Die bei —20°C gelagerten Hautschnitte werden auf der Oberfliche mit PBS gereinigt, die
dermale Seite wird von groben Resten subdermalen Fettgewebes befreit. Mit einem Stanz-
ring von ¢ 2cm wird eine ,,punch“-Biopsie ausgestanzt. Diese wird so auf der Franz-Zelle
positioniert, dass die dermale Seite in Kontakt mit dem Akzeptor-Medium, PBS, steht.
Durch das Ansatzstiick und die Fixierklemme wird die Biopsie iiber den Versuchszeitraum
in dieser Position gehalten. Auf die epidermale Seite werden 100/, der zu testenden Emul-
sion gegeben, wobei der Hautschnitt nicht abgedeckt wird. Die Temperatur des Akzeptor-
Mediums wird durch Umspiilen mit 37°C warmen Wasser konstant gehalten.

Generierung von Gefrierschnitten von humaner Haut

Nach dem Penetrationsversuch wird die epidermale Hautseite vorsichtig mit PBS abgetupft
und mittig wird mit einem Stanzwerkzeug von ) 1lem erneut eine Biopsie ausgestanzt. Diese
wird mit Gewebekleber auf dem Schnittteller des Gefriermikrotoms bei —20°C eingefroren.
Damit die Haut moglichst plan einfriert, wird die Oberflaiche mit einem Objekttrager be-
schwert. Das Messer des Mikrotoms wird parallel zum Hautschnitt eingestellt und Schnitte
von 10pm Dicke werden abgeschnitten.

Fiir die Auswertung mit MALDI-TOF-MS werden entweder 10x10pm Schnitte in einem
Eppendorf-Gefafi gesammelt oder ein Teil des Schnitts wird direkt auf das MALDI-Target
aufgetragen. Fiir Langsschnitte wird das gefrorene Hautstiick in der Mitte mit einem Skal-
pell geteilt und mit Gewebekleber auf der Schnittseite erneut auf dem Schnittteller des
Mikrotoms fixiert.

Um die Schnitte auf den Objekttrager zu iibertragen, wird dieser auf Handwirme
erwarmt und mit der Oberseite auf den Hautschnitt gelegt. Durch die Warme bleibt
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der Hautschnitt auf dem Objekttriger, zusétzlich sorgt der wiarmere Objekttrager dafiir,
dass sich der Schnitt nicht verformt. AnschlieBend wird der Schnitt vorsichtig mit Fixie-
rungslosung fiir 20min bei Raumtemperatur fixiert. Unspezifische Bindungsstellen werden
mit Blockierungslosung fiir 20min bei Raumtemperatur blockiert. Die Farbung mit dem
Priméarantikorper erfolgt bei 4°C tiber Nacht. Nach dem Waschen mit PBS wird mit dem
Sekundérantikorper fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abschluss wird der Schnitt
mit PBS gewaschen, getrocknet und mit Elvanol eingedeckelt. Die Ergebnisse wurden am
Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop als .zvi- oder .tif- Dateien gespeichert.

‘ Losungen ‘

Fixierungslosung 3,7% Paraformaldehyd | in PBS, filtriert
0,025% Saponin
Blockierungslosung | 1% BSA in HyO, filtriert

Phospholipid-Analytik mittels MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF Experimente wurden von M. Zimmermann-Kordmann und D. Grunow
durchgefiihrt.

Die ,matrix assisted laser desorption/ionisation - time of flight“-Massenspektrometrie
hat sich in den letzten Jahren zu einer weitverbreiteten Methode zur Analyse von Protei-
nen, Nukleinsduresequenzen, Strukturen, Reinheitsgraden, posttranslationalen Proteinmo-
difikationen oder Kohlenhydraten entwickelt.

Diese Methode wurde angewendet, um zu untersuchen, ob Inositol-C2-PAF in die Mem-
bran von HaCa'T-Zellen inkorporiert wird und ob die phospholipidhaltigen Nanoemulsio-
nen durch humane Vollhaut penetrieren. Als Matrix dient 0,5M 2,5-Dihydroxybenzoeséiure
(DHB). Diese Matrix ist in der Lage, die Phospholipid-Proben zu protonieren. In einem
Hochspannungsfeld koénnen diese Proben durch Laser-Bestrahlung aus der Matrix her-
ausgelost werden. Entsprechend ihrer elektrischen Ladung und ihrer Masse werden die
Substanzen unterschiedlich abgelenkt.

Fiir die Analytik der Phospholipide aus den Penetrationsstudien wurden zwei unter-
schiedliche Ansédtze gewahlt. Als Erstes wurden 10x10um starke Hautschnitte in einem
Eppendorf-Gefafl gesammelt, daraus wurden die Lipide mit Methanol extrahiert. 0.5l des
Extrakts wurden mit 0,5u/. der Matrix bedeckt und trocknen gelassen. Als Zweites wur-
den die 10pum starken Hautschnitte unterschiedlicher Tiefe direkt auf das MALDI-Target
aufgebracht und mit 0,5ul-2u1 der Matrix bedeckt und getrocknet.
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12.0.9 Pharmazeutisch-technologische Methoden

Herstellung von phospholipidhaltigen Nanoemulsionen

Emulsionen sind zwei- oder mehrphasige Systeme nicht miteinander mischbarer Fliissig-
keiten. Der Spezialfall der Nanoemulsionen ist durch die Partikelgrofle im Bereich von
50nm~-1000nm gekennzeichnet. HePC- und Inositol-C2-PAF-haltige Nanoemulsionen wur-
den mittels Hochdruckhomogenisation hergestellt. Um eine gute Verarbeitung zu gewéhr-
leisten, wird eine Ol-in-Wasser Voremulsion hergestellt. Dazu verwendet man einen Rotor-
Stator-Rithrer, den Ultra-Turrax IKA T25 (Janke&Kunkel, Staufen, Deutschland) mit
800rpm/min fiir 30sek. Die anschlieBende Hochdruckhomogenisation in einem Kolben-
Spalt-Homogenisator LAB 40 (APV Gaulin, Liibeck, Deutschland) wird standardisiert bei
einem Druck von 500bar und Raumtemperatur durchgefiihrt. Der Herstellungsvorgang wird
dreimal wiederholt, um eine enge PartikelgroBenverteilung und eine gleichméBige Durch-
mischung zu gewahrleisten (Tabelle 12.7).

Tabelle 12.7: Nanoemulsionen

Zusammensetzung

0,05¢

Inositol-C2-PAF/ HePC

1,0g

Miglyol 812

0,59

Poloxamer F188

ad 20g

Aqua bidest.
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13 Statistische Auswertung

Um die gemessenen Werte auszuwerten und zu beurteilen, bedient man sich statistischer
Testverfahren. Diese Testverfahren werden verwendet, um bestimmte Annahmen tiber die
Grundgesamtheit zu tiberpriifen.

Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem SHAPTRO-WILK-Test, der fiir Stich-
proben mit n Einzelwerten zwischen 2<n>50 geeignet ist. Eventuelle Ausreifler wurden
mit dem Ausreifiertest nach DIXON, siehe Abbildung 13.1, ermittelt. Der Zweistichproben-
t-Test (Student t-Test) wurde durchgefithrt, um zu ermitteln, ob zwei MeSwertreihen, die
verschiedene Mittelwerte haben, zwei Grundgesamtheiten mit verschiedenen Mittelwerten
zugrunde liegen. Sofern nicht gesondert angegeben, wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit
a von 5% zugrunde gelegt.

Die Standardabweichung s berechnet sich wie folgt:

SHAPIRO-WILK-Test:

Q= Z(xz - ) b= Zai(xnfz#l — ;)
i=1 ;

t = |77 — T n
S 82 4 52

Als verteilungsunabhéingiges Testverfahren wurde der Mann-Whitney-Test (U-Test)
durchgefiihrt.

Student-t-Test:

1

Ul — nm+%_Rl
1

U2 — nm+%_R2
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Die Schwellenwerte und Signifikanzgrenzen wurden Tabellen aus Biometrika (Vol. 51
und 52, 1965), “Annals of the Institute of Statistical Mathematics“ (Vol. 22, 1951) und
“Statistical Tables for Biological, Agricultural and Medical Research® (1963) entnommen.

PriifgrtiBen und Schwelldnwerte—

1)

ZUMm Ausreiﬁerkritérium!von Dixon
-Schjwnllcnwerl B
B 17 i P
a . " Prifgrate
: : 2957. 89%
3 0,941 ] 0,988
4 5765 | ,089
[ ©,642 | 100
6 L5660 | 608
7 w507 |, 637
: .
Mn) ~ o~ 1) : .
8 *n} " *(2) 554 | 683
9 oder ', 512 ,635
10 x(z, - x“) _ ;,477 + 597
P -1 %) f
' - !
B BTNl ) Rl o) JER S Sy A
P X, v x :
A3 e ) (2) 1,576 | 679
12 oder |;548 ,642
13 . : x(a)—x“) ’!,521 1 B15
*a-1 7 X0 ;
14 |isas | 641
15 | 525 ,616
16 X, v = x , 507 , 595
17 i ;L")—_;("—z—) A |raso | jsea
18 . (n) ~-*(3) L, 475 L, 561
19 oder J 1462 1547
20 X=Xy, , 450 , 535
21 ?(3)__:(_1;)___ -, 440 1524
22 (n=2] ~ "(1} 14430 | ;514
23 . 14210508
24 +413.5 [ 497
25 {0,406 - |.0; 489

|

1} Nach W.J. Dixon: Ratics Involving Extreme Values: Ann, Math. State 23, .
1851, S.63. Dort kdnnen weitere Schwellenwerte crilnommen werden,

Abbildung 13.1: Priifgréfie und Schwellenwerte von DIXON
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