5 Biochemisch-experimenteller Teil 225

5 Biochemisch-experimenteller Tell

51 Material

51.1 Reagenzien und M aterialien

Acetonitril (HPLC-Quialitét) Acros

Aqua bidestillata (Aqua bidest.) Eigene Herstellung

Calciumionophor A 23187 (freie Saure) Sigma

DMSO (p.a) Acros

THF(p.a.) Acros

Glaszentrifugenréhrchen (15 mL) Werkstédtte Chemie Photo

HPLC-Saule Licrospher® 100-RP-18 endcapped (5 pm)
LiChroCART® 125-4/Firma Merck

Humanblut Eigenblutspende

Interne Standards fiir die HPL C-Bestimmung

PGB, Cyman Chemical/Alexis
Methanol (HPLC-Qualitét) Acros

NDGA (Nordihydroguajaretsiure) Sigma
Referenzsubstanzen

Arachidonsdure

(5, 8, 11, 14(all-Z)-Eicosatetraensaure Cayman Chemical/Alexis
12-HHT

(12(9)-5, 8, 10 (Z, E, E)-Heptadecatriensaure) Cayman Chemical/Alexis

RP;g-Extraktionssaulen Bakerbond spe* Octadecyl Cqg, 6 mL,
500 mg, Firma Baker und Chromobond C 18,
6 mL, 500 mg, Firma Machery & Nagel
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Vorsaulenkartuschen Licrospher® 100-RP-18 endcapped (5pm)
LiChroCART® 4-4/FirmaMerck

512 L 6sungen

Alle verwendeten Salze wurden von der Firma Acros in p.a.-Qualitdt bezogen.

Calciumchlorid-L6sung

CaCl x 2H,0 0.147 g
NaCl 0.800 g
Aqua bidest. ad 100 mL

Calciumionophor-L 6sung
4.2 mg/mL DM SO ( = 20 pmol/L Calciumionophor im Testansatz)

EDTA-Ldsung
37.22 mg EDTA Nay X 2 H,0/mL

L dsungen der Testsubstanzen

100 uM Testansatz 40 pmol/mL DM SO
10 uM Testansatz 4 ymol/mL DM SO
1 uM Testansatz 0.4 pumol/mL DM SO

Lésung zur Enzyminhibition bei der 12-HHT-Bestimmung

PGB, 20 ug
NDGA 0.3mg
Acetonitril/Methanol 1:1 (V/V) ad 50 mL

HPL C-Fliel3mittel zur 12-HHT-Bestimmung
Methanol/Aqua bidest./Essigsaure [70:30:0.1 (V/V)]
mit 3 mol/L NH3-L6sung auf den pH-Wert von 5.5 eingestel It

Hal bisotonische K ochsal z-L 6sung
NaCl 4509
Aqua bidest. ad 1000 mL
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| sotonische PBS-L 6sung
NaCl
KClI
NaH,PO, x 2 H,0O
KH,PO,
Aqua bidest.

8.00¢g
0.02g
0.89¢g
0.20 g
ad 1000 mL

mit 3 mol/L NH3-L6sung auf den pH-Wert von 7.4 eingestel It

EDTA-PBS-Lésung
EDTA Na, X 2 H,0

| sotonische PBS-L dsung

5.2 Gerate

Zentrifuge

Magnetrihrer mit Heizplatte
Reagenzglasschittler
Zellzéhlgerat

Mikroskop
Zahlkammer

Extraktionssystem

HPLC-Anlage
Pumpe
UV-Detektor
Integrator

I njektionssystem

112 mg
ad 100 mL

Hettich Rotana

Ikamag RCT (IKA-Labortechnik)
REAX 2000 (Heidolff)

Sysmex Microcellcounter F-300 und
Auto-Diluter AD-260

Olympus CH Japan 675294
Neubauer Improved; 0.1 mm Tiefe;
0.0025 mm? (Assistent Germany)
Baker spe 12G System

Merck-Hitachi L-6200 Intelligent Pump
Merck-Hitachi D-4250 UV-Vis Detector
Merck-Hitachi D-2500 Chromato I ntegrator
Rheodyne 7125
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5.3 M ethoden

53.1 Zéllisolierung

Abbildung 50 unten zeigt schematisch das Fluf3diagramm zur Isolierung der Thrombozyten aus

dem humanen ventsen Vollblut.

10 min. Zentrifugation 280 g

plattchenreiches Plasma

15 min. Zentrifugation 1340 g

' Y

Uberstand Pellet
verwerfen + 2 mL EDTA-PBS

resuspendieren

15 min. Zentrifugation 1800 g

|
¢ ¢

Uberstand Thrombozyten
verwerfen EDTA-PBS
resuspendieren

mikroskopische Zellzdhlung
108 Zellen/mL

Abb. 50: FluRdiagramm zur Zellisolierung aus humanem Vollblut
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Vorbereitung der Zellisolierung

Die Zellisolierung erfolgt bel Raumtemperatur. Dazu wird das humane Blut (ventses Blut mit

10 % Citratl6sung als Antikoagulans) auf Glaszentrifugenglaser verteilt und 10 Minuten bei 280 g
zentrifugiert. Bel allen Arbeitsschritten wird das Einwirken von direktem Sonnenlicht vermieden.
Nach der Zentrifugation wird das pléttchenreiche Plasma (PRP) mit einer Pasteurpipette abgeern-

tet. Eswird zur Gewinnung der Thrombozyten verwendet.

Isolierung der Thrombozyten

Zur 1solierung der Thrombozyten (vgl. Lehr!26l) wird das vorbereitete abgeerntete plattchenrei-
che Plasma auf Zentrifugenglaser aufgeteilt und erneut 15 Minuten bel 1340 g zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird danach mit 2 mL EDTA-PBS-L 6sung resus-
pendiert. AnschlieRend wird 15 Minuten bei 1800 g zentrifugiert. Der Uberstand wird ebenfalls
verworfen. Abschlief3end wird das Pellet mit EDTA-PBS-L 6sung sorgféltig resuspendiert und auf
eine Zellzahl von 10® Zellen/mL eingestellt.

Die Zellzéhlung erfolgt mikroskopisch mit der Neubauer-Zahlkammer.

53.2 Bestimmung der Cyclooxygenase-1-Hemmung

Assay

0.8 mL der eingestellten Thrombozytensuspension wird in Glaszentrifugenglaschen vorgelegt.
Um das Sedimentieren der Zellen zu verhindern, werden die Probengléschen alle drei Minuten
leicht geschittelt. Nach Zusatz von jeweils 2.5 uL Testsubstanzlésung bzw. 2.5 uL. DM SO fir die
Kontrollmef3ung [DM SO-Endkonzentration: 0.25 % (V/V)] wird 10 Minuten im Wasserbad bei
37 °C vorinkubiert. Im folgenden Schritt wird 0.2 mL CaCl,-L6sung hinzugegeben (Cat*-
Endkonzentration: 2 mmol/L). Die Proben werden weitere funf Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Stimulierung der Zellen wird mit der Zugabe von 2.5 L Calciumionophor-Lésung (Calciumio-
nophor-Endkonzentration: 20 pumol/L) gestartet. ES wird weitere drei Minuten im Wasserbad bel
37 °C inkubiert. Danach wird durch Zusatz von 1 mL Ldsung zur Enzyminhibition fir die 12-
HHT-Bestimmung (Endkonzentrationen: NDGA = 10 pumol/L; PGB, = 1.8 pmol/L) gestoppt.
Danach werden die Reaktionsgefal3e mindestens zwei Stunden bel -20 °C gelagert.
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Aufarbeitung der Probe

Zur Abtrennung der Zellen werden die Inkubationsgemische drei Minuten bei 3300 g zentrifu-
giert. Die Uberstande werden mit 10 mL Aqua bidest. verdiinnt und Uber RP;g-Extraktionssaulen
aufgereinigt, welche zuvor mit 10 mL Methanol sowie 5 mL Aqua bidest. gereinigt wurden. Nach
zweimaligem Waschen der Sdulen mit 5 mL Aqua bidest. werden die Eicosanoide mit 3 mL
Methanol eluiert. Das Eluat wird dann mit 3 mL Aqua bidest. verdinnt. HPL C-analytisch wird
der Gehalt an 12-HHT bestimmt.

HPL C-Bestimmung
Zur HPL C-Bestimmung werden jeweils 2 mL Probel 6sung auf die RP-HPL C-Saule gegeben.

5.3.3 Auswertung

Die Enzymhemmung wird anhand der gebildeten Mediatormenge 12-HHT bestimmt. Die relati-
ven Konzentrationen entsprechen der Peakfldche 12-HHT zu der Peakflache des internen Stan-
dards PGB, mit bekannter Konzentration.

Die Hemmung der entsprechenden Enzymaktivitét errechnet sich aus dem Verhéltnis der Media-
torkonzentrationen in Anwesenheit der Testsubstanzen (Mittelwert aus 2 Bestimmungen, ng, = 3)
und in Abwesenheit der Testsubstanzen (Mittelwert aus 2 Bestimmungen, ny, = 4). Zur Kontrolle
wird parallel der Standardinhibitor vermessen (NDGA/Indometacin fir COX-1). Die Messungen
werden nur bei ausreichender Hemmung der Enzymaktivitét durch diese Inhibitoren gewertet.
Die relative Standardabweichung der 4 Kontrollwerte betragt bei verschiedenen Messungen
zwischen 1 % bis 9 %. Mit Hilfe des Student t-Testes fir zwei voneinander unabhéngige Mittel-
werte ist der Hemmwert errechenbar, ab dem eine Hemmung des jeweiligen Enzyms aufgrund
einer gewahlten Sicherheitswahrscheinlichkeit (1-a) als signifikant angesehen werden kann.

Zunéchst wird die PriifgroBe tg, nach der folgenden Gleichung errechnet (vgl. Schwandt[161):

_ lan—abl nanxnab
San/ab VNan + Nab

terr

an = Mittelwert der mit Testsubstanz erhaltenen Werte; ab = Mittelwert der Kontrollwerte
Savan = gemeinsame Standardabwei chung beider Gruppen
Ny, = Anzahl der Kontrollwerte

Ny = Anzahl der mit Testsubstanzen ermittelten Werte



5 Biochemisch-experimenteller Teil 231

Die Nullhypothese ,, die Testsubstanz hemmt die Mediatorbildung nicht* ist dann mit der Irrtums-
wahrscheinlichkeit o zu verwerfen, wenn t, grof3er als ein tber die Freiheitsgrade v = ng,+ng,-2
erhaltener Wert t,, ist, welcher aus der Tabelle fur Signifikanzschranken der Student-Verteilung
abgelesen werden kann. Fur die Irrtumswahrscheinlichkeit oo von maximal 5 % betragt dieser
Wert hier (v = 5) 2.0150.

Um eine allgemeine Aussage treffen zu konnen, wird nur die ungunstige relative Standardabwei -
chung von 9 % betrachtet. Desweiteren wird angenommen, daf3 die Standardabweichung der
Mittelwerte in An- und Abwesenheit der Testsubstanzen etwa gleich ist. Unter diesen Umstanden
wird tg, grofer als ti,,, wenn die Differenz zwischen den Mittelwerten der Kontrollwerte (ab =
100 %) und dem Mittelwert der mit Testsubstanz erhaltenen Werte (an) mindestens 14 % ist.
Daraus folgt, dal3 erst Hemmwerte > 14 % mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % als signifikant
angesehen werden kénnen. Hemmwerte < 14 % werden deshalb nicht akzeptiert und mit 0 %
gewertet.

Die ICso-Werte werden per logarithmischer Regression ermittelt (% Hemmung gegen log
Konzentration) (siehe Richwi en[157]). Im Anschlu® wird fir den plCgo-Wert ein Vertrauensbe-
reich von +/- 95 % berechnet. Dazu wird die Regression der logarithmierten Substanzkonzentra-
tion (X) auf die prozentuale Hemmung (y) betrachtet.

Der Standardfehler fir den geschétzten Mittelwert von x an einer beliebigen Stelley, z.B. bel y =
50 %, ergibt sich aus folgenden Gleichungen (siehe Sachs! 1591601y

.- JQy—(Qxy)z/QxX 1, %)’
n—2 n Qx

2 _2 _
Qy = Zy —Nnxy n = Anzahl der Werte

Mittelwert von x

O
X
I
X
N
I
S
X
X
X
I

Qxy = Z(X—X)X(Y—Y) y = Mittelwert vony

<
1
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Daraus folgend 1813 sich der 95 %-Vertrauensbereich (VB) fir ein geschétztes Mittel an Stelley
berechnen (siehe Abbildung 51 unten, vgl. Richwien!1®7):

5C—i_ 95% VB:fit(n—Z);a‘S

tm-2) = Tabellenwert t-Test fiir n-2 Freiheitsgrade

Abb. 51: Formel zur Berechnung des 95 %-Vertrauensbereichs (vgl. Richwien[57))

Durch anschlief¥ende Logarithmierung werden die 95 %-Vertrauensbereiche der |Cgy-Werte
erhalten. Die Angaben > 10 pumol/L, >> 10 pmol/L, > 100 pmol/L und >> 100 pmol/L sind wie
folgt zu interpretieren:

Alle Substanzen werden zunéchst mit einer Konzentration von 10 umol/L vermessen. Bel einer
nicht signifikanten Hemmung bei dieser Konzentration erhélt die Verbindung den ,, Wert*

>> 10 umol/L. Liegt die Hemmung zwischen 14 % bis 50 %, so wird der ,, Wert" mit > 10 umol/L
angegeben.

Einige Substanzen werden bel , Werten* von > 10 umol/L nachfolgend mit einer Konzentration
von 100 pmol/L gemessen. Eine nicht signifikante Hemmung wird hier mit >> 100 pmol/L und

eine Hemmung zwischen 14 % bis 50 % mit > 100 umol/L gekennzeichnet.



