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EinfUhrung- in vitro Testung

» Allgemeine Methoden

» Schnelle Untersuchung des Zellverhaltens, fur alle Zellsysteme geeignet
- Viabilitat (MTT-Test, Glucose-/Laktat-Gehalt)
—> Proliferation (BrdU-Assay, DNA-Gehalt)

» Untersuchung des Zellkulturiiberstandes

> Proteinbestimmung (Bradford, Lowry)

» Spezifische Methoden

» Aufwendigere Methoden zur Untersuchung spezifischer Marker des gewahlten
Zellsystems

- Marker (Elisa, z.B Alkalische Phosphathase, Kollagen)




(1) Viabilitat

MTT-Test (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium-bromide

* Inkubation der Zellen mit MTT-LOsung flr 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO.;:
Umsetzung des MTT Reagenzes der vitalen Zellen zum blau-violetten

Formazan-Komplex

» Auflosung des Formazan-Komplexes mit SDS-Losung tber Nacht

» Detektion der Absorption bei 570/630 nm
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gelbes MTT-Reagenz blau-violetter Formazan-Komplex

e Bestimmung der Toxizitat von Substanzen auf Zellen

* Indirekte Methode zur Bestimmung des Zellwachstums
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Toxizitat von Vitamin C auf HepG2
O standard

B Vitamin C 0.01 %
O Vitamin C 0.001 %
O Vitamin C 0.0001 %
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(1) Viabilitat
Glucose/Laktat-Gehalt

» Messung der Stoffwechselaktivitat von Zellen

» Untersuchung des zellfreien Zellkulturmediums auf Glucose und Laktat

* Messprinzip:

Die Messung erfolgt tber Enzymelektroden. Die Elektrode besteht aus
Glucoseoxidase bzw. L-Lactatoxidase, die als immobilisierte Enzyme zwischen
einer Membran aus Polycarbonat und einer zweiten Membran, bestehend aus
Celluloseacetat, vorliegen. Die Membranen sind fir Glucose bzw. Lactat und
Sauerstoff durchlassig, weshalb in Abhangigkeit von der Glucose-/
Lactatkonzentration Wasserstoffperoxid gebildet wird. Wasserstoffperoxid,
diffundiert durch die Cellulosemembran und oxidiert an einer Elektrode
(Platinanode). Durch die Abgabe von zwei Elektronen pro Molekul
Wasserstoffperoxid wird ein elektrisches Signal gesetzt, das uber eine
entsprechende Elektronik im YSI gemessen werden kann.
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(3) Proliferation
DNA-Gehalt

« direkte Untersuchung der Proliferaton Uber indirekte Methoden der
Viabilitatsbestimmungen hinaus (aufwendiger, kostenintensiver)

- Bestimmung des DNA-Gehalts
- BrdU-Assay




Kalibration

DNA-Gehalt: PicoGreen-Assay

y = 71.312x - 0.2336
R* = 0.992
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(3) Proteine

Proteinbestimmung

Bestimmung der Proteine aus Zellkulturiiberstanden
Allgemeines Prinzip:

- Herstellung einer Kalibrationsreihe mit einem Standardprotein (BSA)
zur Bestimmung des Proteingehaltes einer unbekannten Probe

- Zugabe von Reagenzien zur Durchfihrung von Farbreaktion

-> photometrische Messung der Losung

Methoden:
 Proteinbestimmung mit Micro BCA
* Proteinkonzentration nach Bradford

» Proteinkonzentation nach Lowry




(3) Marker

* Identifizierung, Quantifizierung oder Analyse spezifischer Markerproteine:
- Oberflachenproteine

- Syntheseprodukte (intrazellular und Sekretionsprodukte)

- Proteine entsprechend des Differenzierungsmusters

 Informationsgehalt:

—> Ildentifikation der Zelle und des Differenzierungsstatus
(besonders wichtig bei Priméar-, Stamm und Progenitorzellen)

- |dentifikation von Gewebestrukturen

- Untersuchung des Stoffwechsels durch Quantifizierung von
Stoffwechselprodukten

- Genexpressionsanalyse auf der Stufe der Proteinsynthese




(3) Marker

Identifikation der Zelle und des
Differenzierungsstatus

- Immunocytochemie des low affinity nerve growth factor
receptor p75NGFR zur Identifikation und Charakterisierung
von adulten Schwannzellen der Ratte nach Isolation aus
dem Spenderorganismus und wahrend der laufenden

Versuche _ e
Quelle: Y.Haile et al., Biomaterials,
2007

= Immuncytochemie der
Thyrosinhydroxylase zur Kontrolle des
Differenzierungsstatus neuronal
differenzierter PC-12 Zellen

Quelle: S.Stark, J Biomed
Mat Res A,under revision




Identifik

—> Histologische Fark
Safranin O zur Untersu

Quelle: S.Stark, Einsatz von Kollagenmatrices im Tissue Engineer
Diplomarbeit, 2004
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' Enzym

O Antigen
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# HSA in coating buffer

= HEA in DMEM + 10 %
FCs
Polynomizch (HSA in
ooating buffe
Polynomisch (HSA in
DMEM + 10 % FCS)

Intensitit

B u

Konz. HSA [pg/m L) Tag
o

Konz. HSA [ng‘mL]
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(3) Marker

Genexpressionsanalyse auf der Stufe der Proteinsynthese

Das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) ist ein friher Marker der
Knochenentwicklung und ein haufig verwendetes Marker-Protein um
Differenzierungsprozesse zu untersuchen. MC3T3-E1 sind Vorlauferzellen, die oft
zur Untersuchung von Differenzierungsprozessen zu Knochengewebe eingesetzt
werden. Sie lassen sich u. a. durch Zugabe von BMP-2 zu Osteoblasten
differenzieren.

» Aufschliel3en der Zellen mit 0,.01 % Triton X-100 in PBS im Ultraschallbad

e Zugabe von 0,012 M p-Nitrophenylphosphat in 0,05 M Ethanolamin pH 9,8
Uberstand

« 30 min bei 37°C inkubiert

» Stoppen der Farbreaktion durch Zugabe von 50 ul 2,5 M NaOH

» Messung der relativen Aktivitat der Alkalischen Phosphatase durch Messung der
optischen Dichte bei 405 nm im Plattenlesegerat gegen einen Blindwert. Als
Blindwert diente eine Probe von 0,01 % Triton X-100 in PBS.
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Zellen als Testsysteme
In Vitro Tests

Medizinische Hochschule

Institut fir Technische Chemie Hannover - Pharmakologie
Wirkstofftestung in Zellkultur - - Apoptose-Nachweis und
Wirkmechanismus -
Ratjadon
Gesellschaft fiir Biotechnolo-
Institut fiir Organische Chemie gische Forschung
- Ratjadon Synthese - - Ratjadon-Gewinnung aus

Mikroorganismen -




Zellen als Testsysteme

Kultivierung von Tumorzelllinien

(u.a. Hep G2, Hela, Jurkat, A549) T

fur die in vitro Testung von mmrre—_— e
Wirksubstanzen

<5 Vs

Untersuchung des Effektes auf Proliferation/
Viabilitat (MTT), Zellzyklus, Apoptose
(Durchflu3zytometrie)
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Fluorescence Activated
Cell Sorting

488 nm laser

I:l FALS Sensor

Fluorescence detector

Charged Plates

Single cells sorted
Into test tubes 0
e

8)5)




Fluoreszenzfarbstoffe

Parameter Farbstoff
Expressionsmarker BFP, GFP, YFP

DNA Pl, DAPI, Hoechst 33342
Apoptose Annexin V

Proteine FITC, PE
Membranpotential JC-1, DIOC.3
Metabolismusaktivitat AM-Ester, Coumarin
Lipidgehalt Nil Rot

pH. BCECF

Oberflachenproteine gelabelte Antikorper




Parameter

Measurement

Cell size

Granularity
DNA-content (cell cycle)
RNA-content

Total protein

Lipides

Antigenes

Apoptose

Enzyme activity
Membran permeability (viability)
Intercellular pH

Membrane potential

Light scattering, FSC

Light scattering, SSC

Fluorescence; Propidiumiodid
Fluorescence; Sytox Green
Fluorescence; FITC

Fluorescence; Nile Red

Fluorescence labeled antibodies
Fluorescence labeled antibodies (Annexin V)
Fluorescence labeled substrates

FSC or Fluorescence; Propidiumiodid
Fluorescence: BCECF-AM
Fluorescence; DiOCs (3)
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o Probe
Gramicidin
Valinomycin

16 166 1688
Fluoreszenzintensitat [rel. Einheiten
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Gramicidin
unbehandelt
Ratjadon
Valinomycin

Gramicidin
unbehandelt
Ratjadon
Valinomycin
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nach 30 min

180 1000
Fluoreszenzintensitat [rel. Einheiten

nach 60 min

i@a 188
Fluoreszenzintensitat

TCI
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HepG2
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Mikroskopische Aufnahmen von Glioblastomzelle

Vor Behandlung Nach Behandlung mit Ratjadon
(50 nM nach 48 Stunden)

TCl
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3-[ 1 1-Hydroxy-11-(4-hydroxy-3-methyl-6-propenyl-tetrahydro-pyran-2-y1)-3,5, 7-trimethyl-undeca-
1,3.7.9-tetraenyl]-5,6-dihydro-pyran-2-one

Ratjadon
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