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3. Methoden

3.1. Routinearbeiten in der Zellkultur

Kultivierung

Die Kultivierung der Caco-2- und LS180- Zellen edert grundsatzlich aseptische
Arbeitsbedingungen. Das Passagieren und der Medichsel fanden daher unter einer
Reinraumwerkbank (LB-48-C, Heraeus, Hanau, Deusscl)l statt. In der restlichen Zeit
wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37 °Cp %G und einer Luftfeuchtigkeit von
90 % aufbewahrt bzw. kultiviert. Durch Autoklaviarevurden alle hitze-empfindlichen
Verbrauchsmaterialien sterilisiert (2 bar, 121 %15 min). GlasgefaRe und Glaspipetten
wurden bei 220 °C fir mindestens 2 h heil3luftgteeilt (Umlufttrockenschrank, Heraeus,
Hanau, Deutschland). Fur die Herstellung der Medidpuffer und wassrigen
Substanzlosungen wurde MilliQ-Wasser verwendet, dbsim LAL-Test einen
Endotoxingehalt von < 0,06 EU/mI enthielt. Alle Wwigyen wurden vor Verwendung an
Zellen sterilfiltriert (0,2 um Porengréi3e).

Passagieren

Alle 3-4 Tage wurden die Caco-2-Zellen bei einemfficenz von etwa 80-90 % passagiert.
Dazu wurde das alte Medium abgesaugt und die Zelksimal mit PBS (ohne &5 Mg®")
gespult. Anschliel3end wurden die Zellen fir ca.i® mit einer Trypsin (0,05 %)/EDTA
(0,02 %)-Losung (L2153, Biochrom AG, Berlin, Deutnd) ausgesetzt, um die Zellen vom
Boden zu l6sen und zu vereinzeln. Danach wurde snéledium in die Zellkulturflasche
zupipettiert, wobei das FKS das Trypsin inaktideZum Ablosen der LS180-Zellen wurden
hingegen Zellschaber (P 99002, Biochrom AG, Beieutschland) verwendet. Durch Auf-
und Abpipettieren mit einer Pasteurpipette wurdee HS180-Zellen vereinzelt. Zur
Bestimmung der Zellzahl (Anzahl der Zellen pro mledium) wurden die Zellen mit
Tryphanblau (0,5 %; L6323, Biochrom AG, Berlin, @&zhland) angefarbt und unter dem
Mikroskop mit Hilfe einer Zahlkammer gezahlt. Dend@ent aus toten, blau gefarbten Zellen
und lebenden, ungefarbten Zellen ergab die Zeliviab Zellen mit einer Viabilitat < 90 %
wurden fiir weitere Einsaaten nicht verwendet. Féinebitere Kultivierung wurden 1-2 x 10
Zellen in neue Zellkulturflaschen eingesat.

Kryokonservierung

Das Medium DMEM bzw. MEM wurde mit 20 % FKS und ZDDMSO supplementiert und
ergab das Einfriermedium. 1-10 x®1@ellen wurden mit 1 ml Einfriermedium versetzt uind
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ein Kryoréhrchen dberfiihrt. Das Kryoréhrchen wuederst fur 2 h bei -20 °C gelagert und
anschlieRend Uber Nacht bei einer Temperatur vor°Gsaufbewahrt. Am nachsten Tag
wurde das Kryorohrchen in einem Tank mit flissi§ickstoff Gberfiihrt. Die Aufbewahrung

im Stickstofftank bei -196 °C ermdglicht eine larfgstige Lagerung.

3.2. Invitro-Toxizitatsprifung

Zur Ermittlung geeigneter Konzentrationen der Tds¢tanzen fur Zellexperimente wurde die
Zellviabilitat in Abh&ngigkeit von der Konzentratiader Testsubstanzen mittels MTT-Test
untersucht. Derin vitro-Test beruht auf der Reduktion des gelben, wassmth@n
Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2jfphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT,;
M5655, Sigma-Aldrich) zum blau-violett gefarbtemrif@zan (Abb.12).
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Abbildung 12: Reduktive Spaltung des gelben Farbstoffes MTTlands Formazan

Die reduktive Spaltung des Tetrazoliumringes etfalg in lebenden Zellen in Abhangigkeit
von Enzymen des Endoplasmatischen Retikulums oderSdccinat-Dehydrogenase. Eine
Schéadigung der Zellen resultiert in einer vermitgler Formazanbildung gegeniber der
unbehandelten Kontrolle. Durch Lyse der Zellen vdes blaue Formazan freigesetzt und bei
einer Wellenlange von 550 nm photometrisch quaeifi. Die gebildete Formazanmenge
wird als optische Dichte (OD-Wert) erfasst.

Fur den MTT-Test wurden semikonfluente Caco-2- ddet80-Zellen trypsiniert, gezahit
und in 96-Well-Platten ausgesat. Die Zahl der as@enden Zellen wurde experimentell
ermittelt. Als optimal erwies sich eine Zellzahlrva600 Zellen/Well, da am 4. Tag nach
Einsaat die Konfluenz anndhernd 50 % betrug undMissung der optischen Dichte im
Anschluss des MTT-Tests einen Wert < 1 ergab. E&ieté Reihe der Mikrotiterplatte enthielt
keine Zellen, sondern nur Medium und diente beiAleswertung als Leerwert (Blank). 24 h

nach Einsaat erfolgte die Behandlung der mittlelevadharierten Zellen mit 6 verschiedenen
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Konzentrationen der Testsubstanzen als 4-fach+Besing. Die Verdiinnungsreihen wurden
in Medium hergestellt, die Losungsmittelkonzentmtbetrug< 0,1 %. Die Zellen fiur die
unbehandelte Kontrolle erhielten nur Medium. Na8hdinkubationszeit (Tag 3) wurde der
Uberstand und damit die Testsubstanz entfernt imd&ellen mit 100 pl frischem Medium
versetzt, um eine mdgliche Reduktion des MTT duiizh Testsubstanz zu vermeiden. Das
Medium enthélt Phenolrot als pH Indikator, das @donit der Messung nicht interferiert
(Hansen, 1989). Nachfolgend wurde 25 pl MTT-LOs@®gng/ml PBS) in jede Vertiefung
hinzupipettiert und die Platte im Brutschrank b&i°& fur 3 h inkubiert. Anschlie3end
erfolgte eine mikroskopische Beurteilung der Forammldung. Auf diesem Wege kdnnen

Aussagen Uber zytotoxische und zytostatische Edfgktroffen werden.

Abbildung 13: Formazanbildung bei Caco-2-Zellen. Alle Zellen lelmd sind teilungsfahig.
3 d nach Einsaat wurden Caco-2-Zellen fiir 3 h latioim mit MTT inkubiert.
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Abbildung 14: Formazanbildung bei Caco-2-Zellen. Die blau andméir Zellen leben, zeigen aber keine
Zellteilung. Tote Zellen sind ungefarbt. 3 d nadhdaat wurden Caco-2-Zellen fiir 3 h Inkubation MItT
inkubiert.
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Anschliel3end wurde in jedes Well 75 ul einer 25g&ni SDS-L6sung hinzu gegeben und die
Zellen Uber Nacht im Brutschrank lysiert. Am Tagvbrde die optische Dichte (OD) bei
550 nm mit Hilfe eines Plattenphotometers (EAR AQJ) bestimmt. Fir die Auswertung
wurden die OD-Werte mit dem Blank subtrahiert (@D. Die Zellviabilitdt wurde folgen-

dermallen berechnet:

Viabilitat [%] = 100 x (OD,. behandelte Zellen )/ (O unbehandelte Zellen)

Die Konzentration, bei der die Zellviabilitat bed % liegt entspricht dem KgWert. Die

ICso-Werte wurden anhand der Uberlebenskurven der figweiTestsubstanzen ermittelt.

3.3. Rhodamin 123-Akkumulationstest

Der Test beruht auf der Akkumulation des P-gp SabsRhodamin 123 (RH 123) in Zellen
Uber eine definierte Inkubationszeit in Gegenwam W estsubstanzen. Nach Waschen und
Lyse der Monolayer wird die intrazellulare RH 128+kentration fluorimetrisch bestimmt.

Der Zellinhalt reprasentiert den Einfluss des Pagpdie RH 123-Akkumulation.

®
NH,

Abbildung: Struktur des Rhodamin 123

Durchfihrung

Zellen mit einer Konfluenz von 80-90 % wurden thiypert und in eine 48-Well-
Mikrotiterplatte eingesat. Die Anzahl der Zelleropwell betrug bei Caco-2 2 x 40bei
LS180 1,5 x 1H Zellen. Die Caco-2-Zellen benétigten eine Kultiviegszeitdauer von 21 d,
wobei ein  Mediumwechsel alle 7 d stattfand. LSZ&Uen wurden fur 7 d im Brutschrank
kultiviert. Bei beiden Zelllinien erfolgte alle 2age eine Supplementierung des Mediums mit
frischem Medium. Vor Testbeginn wurden die Zelleit MBSS gespilt, um tote Zellen,
Schleim 0.4. zu entfernen und ftr 30 min im Brutaok aquilibriert. Fir den Test wurde das
HBSS mit einer RH 123-HBSS-Ldsung (+/-Testsubstamrmgetauscht und die Zellen fir
90 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach &l der Zeit wurden die Zellen dreimal
mit kaltem PBS gesplilt und anschliel3end mit TrXeh00 (1 % ige Losung in PBS) lysiert.
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Sofern vorhanden wurden Luftblasen mit einer Nédwsleitigt. Der RH 123-Gehalt des Zell-
Lysats wurde mit einem Plattenfluorimeter (485 B®'5Em) ermittelt. Der Test wurde
mindestens funfmal wiederholt und wies fir jedet3@sstanz eine 4-fach-Bestimmung auf.
Die gemessenen Fluoreszenzwerte spiegeln den RiZdliBhalt wider.

Auswertung

Um den Einfluss einer Testsubstanz auf die RH 1RBafulation zu bestimmen, wurde der
Quotient aus den Fluoreszenzwerten der mit Testmoubsinkubierten Zellen und den
Fluoreszenzwerten der unbehandelten Zellen (= ikbejrgebildet und mit 100 multipliziert.
Der so gebildete Wert wurde als RH 123-uptake [#ddichnet. Werte kleiner 100 % weisen
auf eine Reduktion des RH 123-Zellinhalts, Wertél3gr 100 % auf eine Seigerung hin. Es
wurden zwei Testvarianten verwendet, um zu bewgexbneine Testsubstanz P-gp hemmt

bzw. die P-gp-Expression induziert:

Test I: 2 d Inkubation der Zellen mit Testsubstanz, Akkumulationstest ohne Testsubstanz
— Aussagen zur Induktion

Test II: RH 123-Akkumulationstest in Gegenwart der Testsubstanzen
— Aussagen zur Inhibition

3.4. Bidirektionale Transportstudien

Fir die Transportstudien wurden Caco-2-Zellen riméeDichte von 5 x 10 Zellen/Well auf
Transwelf-Filtereinsatzen (Material: Polycarbonat, Porengré8,4 um, Flache: 1,13 ém
No. 3401, Corning costar) in 12-Well-Platten eirigeand fur 21 Tage kultiviert. Eine
Mediumzugabe von 200 pl pro Well erfolgte alle 2nahbei jeweils nach 7 d das Medium
komplett ausgetauscht wurde. Vor dem Versuch wdedeMedium entfernt, die Monolayer
2 x mit HBSS gespdult und fir 30 min bei 37 °C iniarb Zur Kontrolle der Dichtigkeit der
konfluenten Monolayer wurde der transepithelialekglsche Widerstand (TEER) unter
Verwendung eines Widerstandsmessgerats (EVOMX, &VoHArecision Instruments,
Deutschland) bestimmt. Monolayer mit einem TEERinde als 3002 cnf wurden
ausgeschlossen. AnschlieRend wurde das HBSS mijeslaxiligen RH 123-Probelésungen
ersetzt. Je nach Richtung des zu untersuchendespods wurde in eine neue 12-Well-Platte
1,5 ml HBSS oder RH 123-Probelésung vorgelegt uededter, die entweder 0,5 ml HBSS
oder RH 123-Probelésung enthielten, wurden bei Mdrsbeginn in diese Platte umgesetzt.
Das Kompartiment mit RH 123-Probeldsung stellte Dasarkompartiment, das Komparti-

ment mit HBSS das Akzeptorkompartiment dar.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der bidirektionalen $pantstudien mit Transwelfs

Nach 15, 30, 45, 60, 90 und 120 min wurde die Ala#fisung vollstandig entnommen und
durch frisches HBSS ersetzt. Die Transportversuaifiglgten unter Sink-Bedingungen, da
weniger als 10 % der Ausgangskonzentration im Atarppiffer erschien. Wahrend der
Inkubationszeit befanden sich die TransWeflatten in einem Schiittelinkubator bei 37 °C
und einer Ruttelgeschwindigkeit von 50-60 rpm. Atbef3end wurde die Integritat der
Monolayer nochmals mit der Bestimmung des TEER-@geriiberprift. Monolayer mit
TEER-Werten kleiner als 300 cn? wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Die
entnommen Proben wurden am Fluoreszenzmessgett@ifl(©y 2300, Millipore) vermessen
und der Fluoreszenzfarbstoffgehalt mit Hilfe eil&libriergerade bestimmt. Die zu jedem
Zeitpunkt durch den Filter gelangte Farbstoffmewgede gegen die Zeit aufgetragen und die
Steigung der erhaltenen Geraden mittels linearegrd®sion berechnet. Der apparente

Permeabilitatskoeffizient (Papp) wurde nach folgeritbrmel berechnet.
Papp = (dQ/ dt)/ A x g [cm / S]

Fur die Berechnung der Absorptions- und Sekretioogsgnten wurde der Permeabili-
tatskoeffizient fur RH 123 und der Permeabilitaefkaient von RH 123 in Gegenwart des
nicht-kompetitiven Inhibitors Elacridar, welcher dé&fflux zu 100 % hemmt, fir beide
Transportrichtungen ermittelt. Der Absorptions- (A@d Sekretionsquotient (SQ) wurden

wie folgt berechnet:

AQ = (Psr as Pas) Pcras SQ = (Rega Psa) Porpa
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3.5. Bestimmung der intrazellularen ATP-Menge

Zur Detektion des zellularen ATP-Gehalts in Cacowtid LS180-Zellen wurde das
Luminescence ATP Detection Assdi (ATPlite, Perkin Elmer) verwendet. Der Assay
basiert auf der Reaktion zwischen ATP und D-Luaifebei der neben Oxyluciferin Licht
entsteht, welches mit einem Luminometer detektemtden kann. Die Reaktion wird durch

die Luciferase in Anwesenheit von Ridatalysiert.
ATP + D-Luciferin + Q — Oxyluciferin + AMP + PR+ CO, + Licht

In eine 96-Well-Platte wurden 1,6 x1Bellen eingesét und fiir 7 d (LS10-Zellen) bzw. fiir
21d (Caco-2-Zellen) kultiviert. Das Medium wurdentfernt und durch 100 pl
Substanzlosung (in HBSS) ersetzt. Die Kontrollenigtt nur HBSS. Die Zellen wurden fir
90 min mit der Testsubstanz inkubiert. AnschlieRemndde der Uberstand abgenommen und
auf freigesetztes ATP quantitativ untersucht. Danatirden die Zellen einmal mit PBS

gespuilt.

Substratldsung (Luciferin + Luciferase)

I \
Lyseldsung — \1.) —— Y Lyophilisat

v ¥ 3 50 pl Well
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Abbildung 16: Schematischer Ablauf des ATP-Assay nach Entfeyrdes Uberstands
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Um die ATP-Zellinnenkonzentration zu bestimmen veurdliie Zellen mit 100 ul Lyselésung
des Kits versetzt (Abb.16, Schritt 1). Nach 10 rSechitteln auf dem Easyshaker EAS 2/4
wurde 50 pl der rekonstitutierten Substratlosungettiert (Schritt 2 und 3) und fir weitere
10 min geschittelt. 100 pl Losung wurden mit eiMehrkanalpipette in eine weil3e 96-Well-
Platte (Optiplat®”, Packard) tberfiihrt (Schritt 4) und fiir 5 min tiglischiitzt aufbewahrt.
Abschlieend wurde der intrazellulare ATP-Gehalttets des Luminometers bestimmt
(Schritt 5).

3.6. Durchflusszytometrie zur Zellzyklusanalyse

Die Durchflusszytometrie, auch unter der BezeiclghdPACS bekannt (Fluorescence
Activated Cell Sorting), ermdglicht die Detektiomds Analyse von physikalischen und
molekularen Eigenschaften von Zellen (oder andeRamtikeln), wenn sie in einem
Flussigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl treteretz6 man Fluoreszenzfarbstoffe wie
Propidiumiodid und DAPI ein, welche in die DNA eirigelle interkalieren, kann man anhand
der gemessenen Fluoreszenzintensitat Ruckschlussedem Gehalt der DNA ziehen.
Zeitgleich werden zusatzlich Lichtbeugungs- undchistreuungseffekte gemessen. Sie geben
Auskunft Gber die Grof3e der Zelle sowie intrazéllalStrukturen (z. B. Grol3e des Zellkerns).
Mit Hilfe dieser Parameter lassen sich Aussagen Zetzyklusstatus einzelner Zellen

treffen.
Durchfiihrung
Fiir die Zellzyklusuntersuchungen wurden 5 X Z6llen in
Petrischalen (d= 60 mm) eingesat und im Brutschrank
kultiviert. 24 h nach Einsaat wurde das Medium Hieme
—
Testsubstanz-Losung (in Medium) ersetzt und didedel
48 Inkubation . ) ) )
fur 48 h mit der Testsubstanz inkubiert. Die Kohé&o
=—= erhielt nur Medium. Nach Ablauf der 48 h wurden die
Zellen abldsen,
konsenvieren Zellen zweimal mit PBS gespult und anschliel3engdsiry
ﬂ niert. Nach Zugabe von 2 ml PBS, welches 10 % FHKIS z
e T Fer e Inaktivierung des Trypsins enthielt, wurde die Zell
suspension in 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt u
U 3 min bei 1300 mifi zentrifugiert. Nach Entfernen des

IMessung

Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenemm
und mit 3 ml EtOH (-20 °C) unter Zutropfen versef2te

i

so erhaltenen Proben wurden bei -20 °C konsensent.
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Tag der Zellzyklusanalyse wurden die Proben be0I60i* (4 °C) fir 5 min zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und die Zellen mit PBBiffesnd anschlieRend zentrifugiert.
Nach dreimaligem Spulen mit PBS wurden die Zellen300 pl Propidiumjodid-Lésung
aufgenommen und resuspendiert, fir 30 min im Bhutstk inkubiert und abschlielRend mit
einem FACS-Gerat (FACS Calibur, Becton Dickinso@rmressen. Die Auswertung der
aufgenommen Dot Plots und Histogramme wurde mit 8eftware Programm WinMDI 2.8

vorgenommen.

3.7. Bestimmung des Proteingehalts von P-Glykoprate

3.7.1. Gewinnung der Proteinproben

In eine 12-Well-Platte wurden 2 x 2 @ellen eingesat und fir 19 d (Caco-2) bzw. fir 6 d
(LS180) im Brutschrank kultiviert. Ab dem Tag 6 hzi® wurden die Zellen fir 48 h mit der
Testsubstanz (Losung in Medium) inkubiert. Am Tdgkizw. 8 wurden die Zellen nach der
Vorschrift von Collet aufgearbeitet (Collet et &0Q04). Zuerst wurden die Zellen mit PBS
gespult und mit einem Lysepuffer (ZusammensetzigtlgesKapitel 7.5.) 30 min lysiert. Bei
der Lyse werden zellulare Proteasen freigesetzjass die Gefahr der Proteindegradation
besteht. Durch Zugabe eines Protease-Inhibitor-ddskzum Lysepuffer und Ablauf der
Lyse im Kuhlraum bzw. auf dem Eisbad kann dies weden werden. Nachdem die Platte fir
3 sec ins Ultraschallbad kam, wurde die Platte 80lmei 13.000 x g und einer Temperatur
von 4 °C zentrifugiert und der Probenuberstandl@ink Eppendorfgefal3e Gberfiuhrt. Nach
Entnahme einer Proteinprobe von 25 ul wurden diebé&r bei -80 °C eingefroren und
aufbewahrt. Der Proteingehalt der Proben erfolgtedem BCA-Assay.

3.7.2. BCA-Assay

Der BCA-Assay ist eine gebrauchliche Methode zuranggativen Bestimmung des
Proteingehalts, welche von Smith et al. 1985 bésibbn wurde. Das Prinzip beruht auf der
Reduktion von Cti-lonen zu Cti durch Proteine in alkalischer Lésung mit anscleieder
Bildung eines violett gefarbten Komplexes mit Bahoninsaure (BCA), welcher bei 562 nm
photometrisch vermessen wird. Der Assay wurde mera kommerziell erhaltlichen BCA-
Kit (BCAl, Sigma-Aldrich, Deutschland) anhand detar8lardprotokolls fir eine 96-
Wellplatte durchgefihrt. Dazu wurden 25 ul einest@inprobe in ein Well pipettiert und mit
200 pl BCA-Arbeitslosung versetzt, gemischt (Eaaysin EAS 2/4) und die Platte bei 60 °C
fur 15 min inkubiert (BM 200 Inkubator, Memmert, @echland). Nach Abkuhlen auf Raum-
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temperatur wurde der gebildete Farbkomplex beireiellenlange von 550 nm mit einem
Plattenphotometer (EAR 400 AT) vermessen. Der Rrgéhalt der Probe wurde anhand
einer Kalibriergeraden, welche den Konzentratiorsibk von 200-1000 pg/ml abdeckte,
bestimmt. Die Konzentrationen der Bestandteileldsgpuffers lagen unterhalb der maximal

erlaubten Konzentration, so dass mit keinen nenmeren Interferenzen zu rechnen war.

3.7.3. Probenvorbereitung

Die bei -80 °C gelagerten Proben wurden aufgetBas berechnete Probenvolumen mit
einem Proteingehalt von 20 pg Gesamtprotein wurdte Dithiothreitol versetzt (1/3 des

Probenvolumens) und fir 5 min auf einem Heizbloek ®6 °C denaturiert. Anschlie3end
wurde das gesamte Probenvolumen in eine Geltasames eéSDS-Polyacrylamid-Gels

pipettiert.

3.7.4. Gelelektrophorese

Zur Auftrennung des Proteingemischs nach ihrem koégewicht wurden die Proben einer
Gelelektrophorese in einem NatriumdodecylsulfatyBolylamid-Gel (SDS-PAGE 7,5 %)
unterworfen. Dazu wurde das Trenngel frisch hesdigstind zwischen zwei Glasplatten
pipettiert, mit Isopropanol Uberschichtet und firr@in ausgehartet. Das Sammelgel wurde
nach Entfernen des Isopropanols tUber das Trenmgettiprt. Das luftblasenfreie Stecken der
Kamme erfolgte im Anschluss. AnschlieRend wurde @akabermals fir 20 min getrocknet
bzw. auspolymerisiert.

Die fertigen Gele wurden in die Elektrophoresekammmgestellt und diese mit Laufpuffer
beflllt. AnschlieRend wurden die Proben aufgetradéi Hilfe eines Biometra Standard
Power Pack P25 wurde ein Strom von 35 mA bis zussiBeen des Sammelgels, danach von

125 mA angelegt

3.7.5. Western Blot

Bei diesem Schritt wurden die aufgetrennten Preteiaus dem Gel auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran durch Anlegen eines elektrischen éeld 00 mA)
Uber Nacht insemi-dryVerfahren transferiert (elektrophoretische Elution)

Zuerst wurden die Gele aus der Elektrophoresekangmeommen und zusammen mit den
zurechtgeschnittenen Filterpapieren und SchwamiehS min in Blottpuffer gelegt. In der

Zwischenzeit wurden die PVDF-Membranen nachfolgamdMethanol, Aqua bidest und
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Blotpuffer aquilibriert. Der Aufbau der Transferagpptur erfolgte entsprechend der
Abbildung 17. Als Elektroden dienten hierbei Pldtihte im Puffertank.

Kathode

TSP TN i O AT e TN DT T A e

Filterpapier < : ./

SChWamm —> Pl I N T A o S e T N -'_'_;/"_‘- Wh oA

Anode

Gel

PVDF-Membran

Abbildung 17: Zusammensetzung des Blotsandwichs fiir den TramsfeProteinen

Immundetektion der transferierten Proteine und Eckiung der Blots

Zur Vermeidung einer unspezifischen Adsorption Aatikbrper an Membran wurden am
nachsten Tag die nicht besetzten Proteinbindurigsstauf der Membran blockiert. Als
Blocklésung wurde eine Lésung aus 5 % Magermilchgu(Sucofiff) in TBST verwendet.
Die Membranen wurden fir 1 h in jeweils 50 ml Bll@dung bei etwa 30 rpm geschuttelt
(Heidolph Duomax 1030). Danach wurde die Milch emif und die Membranen dreimal mit
TBST fur je 5 min geschuttelt. Nach diesem Waschtgohurden die Membranen mit dem
primaren Antikdrper C219 anti-Pgp (1:400 Verdunnufig 2 h bei Raumtemperatur unter
Schitteln inkubiert. Vor und nach Zugabe des miteivitichperoxidase markiertem
sekundaren Antikdrpers (1:1000 Verdinnung) fur wirden die Membranen abermals
dreimal mit TBST gewaschen. Zur Sichtbarmachungrdarkierten Proteinbanden wurden
die Membranen fiir 1 min mit dem LumiGkKit (enth&lt Luminol und Peroxid-Reagenz)
versetzt. Die Membranen wurden zwischen zwei traresgen Folien gelegt, mit einem X-
ray-Film bedeckt und der Film in einer Kassettesolien 20 sec und 1 min belichtet. Danach
wurde der Film im Entwickler geschwenkt bis die Ban sichtbar waren, anschlielBend mit

Wasser gespult und fixiert.

3.8. Herstellung der Maillard-Reaktionsprodukte

Die COST (European Cooperation in the field of 8tfiee and Technical Research) fuhrte
1999 eine Vorschrift zur Herstellung von Melanoghrein (COST Action 919), um Einflisse
unterschiedlicher Herstellungsmethoden auf Forsgeengebnissen zu reduzieren und damit
eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.SAsmdard-MRP-Modell-Gemisch ist eine

0,05 molare Losung aus Glucose und Glycin vorgesehelches nach 120 min Erhitzen bei
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125 °C im wasserfreien Milieu erhalten wird. In Ahhung an die Herstellungsvorschrift
nach COST 919 wurden weitere Zucker-Aminosaure-Miagen hergestellt. Als
reduzierende Zucker wurden D-Glucose, D-Fructoge Lattose eingesetzt, welche mit den
L-Aminosauren: Glycin, Prolin, Serin Asparagin, Aspginsaure, Tryptophan und Arginin
gemischt wurden. Zur Herstellung der einzelnen 2udkminosaure-Mischungen wurden
aquimolare Mengen des reduzierenden Zuckers und.-deninosdure eingewogen und in
20 ml Milli-Q—Wasser im Ultraschallbad vollstandiglost. Die Lésung wurde Uber Nacht
bei -80 °C eingefroren und nachfolgend in einerri@gfocknungsanlage (Alpha 1-4, Christ,
Osterode, Deutschland) lyophilisiert. Das Lyophilisvurde in einem offenen 25 ml Becher-
glas fiur exakt 120 min bei 125°C erhitzt (Umlwttkenschrank Heraeus, Hanau,
Deutschland), anschlie3end im Kuhlraum bei 4 °Cekbflt und fur 10 min gemorsert. Die
Proben wurden bei -80 °C aufbewahrt. Die MRP-Geh@sevurden anschliel}end einer
Losungsmittelextraktion unterworfen. Zuerst wurdelie wasserldslichen Bestandteile
extrahiert. Dafir wurden 4 g Pulver dreimal mit 40 ml Wasser versetzt und bei
Raumtemperatur je 1 h geschittelt (THYS 2, VEB Utdmhnik, llmenau, Deutschland).
Nach jedem Vorgang wurde die Suspension 5 min 5@0 in® zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und gesammelt. Die wassrigen Auszigdewurach Einfrieren lyophilisiert
und bei -80 °C aufbewahrt. Aus dem wasserunldstidRickstand wurde 3 x mit 96 % igem
EtOH die ethanolldsliche Fraktion gewonnen. Absfbéind wurde das Losungsmittel Ethanol

am Rotationsverdampfer entfernt und der so gewanRértkstand bei -80 °C aufbewahrt.

3.9. Gaschromatographie

Zur quantitativen Bestimmung der kurzkettigen Faiten in den Maillard-Proben stand ein
Gaschromatograph der Firma Hewlett Packard (HP 58@die 1) mit Autosampler

(HP 7673 A) und Flammenionisationsdetektor (FIDy ¥erfligung. Als Trennsaule diente
eine Carbowax 20 M (Polyethylenglykol, Molekulargei: 20000) mit einer Lange von
30 m und einem Durchmesser von 0,32 mm. Als Tragengurde Stickstoff verwendet,
wobei die Flussrate wahrend des Laufs 2,7 ml/ retnug. Die Proben wurden im Injektor bei
250 °C verdampft. Wahrend des Laufs von 28,5 mimddaerhdhte sich alle 4 min die
Initialtemperatur von 90 °C auf eine Endtemperatan 180 °C. Die Detektortemperatur
betrug 300 °C.

Zur quantitativen Bestimmung der SCFAs wurden flumebsensdure, Essigsaure,

Propionsaure und Buttersaure Kalibriergeraden imeiBk von 1 bis 12 mg/ml erstellt.



Methoden 49

Die Maillard-Proben wurden zu je 10 mg/ml in Mii-Wasser ( pH < 4) gel6st. Die Proben
wurden angesauert, um die Salze der SCFAs quaniitadie freie Sdure zu Uberfihren. Zur
Vorabtrennung hochmolekularer Verbindungen wurden Broben mit einem Filter der
PorengréRe 0,45 um filtriert. Alle Proben, einsefdlich der Proben fir die Kalibriergerade,

wurden funfmal gaschromatographisch gemessen.



