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1 Einleitung

Pharmazeutische Produkte sollten frei von Kontaminationen sein, um unerwiinschte
Nebenwirkungen bzw. Unvertraglichkeiten zu minimieren. Dies gilt ganz besonders fiir
parenteral (als Injektion oder Infusion) verabreichte Mittel. Kontaminationen kénnen zum
Beispiel aus Pyrogenen, den Fieber auslésenden Substanzen, bestehen. Endotoxine stellen
als Bestandteil der Zellmembran gramnegativer Bakterien einen wichtigen Vertreter der
Pyrogene dar. Sie begegnen uns iiberall, auch in Medizinprodukten, und sind starke
Stimuli fiir das Immunsystem und andere Zelltypen (Erythrozyten, Endo-und Epithel-
zellen, dendritische Zellen und Zellen monozytischen Ursprungs) [1]. Obwohl Fieber ein
natiirlicher Abwehrmechanismus des Korpers gegen pathogene Organismen ist, birgt
es gesundheitliche Risiken. Besonders wenn Pyrogene in die Blutbahn gelangen, kann
eine tiberproportionale Reaktion des Immunsystems erfolgen (Sepsis, septischer Schock),
welches mehrfaches Organversagen und den Tod zur Folge haben kann |2, 3]. Aus diesem

Grund miissen pharmazeutische Produkte auf ihren Pyrogengehalt untersucht werden [4].

Lange Zeit waren der Limulus-Amobozyten-Lysat (LAL)- und der Kaninchentest die
Methoden der Wahl, wenn es um den Nachweis von Pyrogenen ging. Allerdings bleibt
die Detektion beim LAL Test auf Endotoxine beschrankt, was nicht die gesamte Band-
breite von fiir Menschen pyrogen wirkender Substanzen abdeckt. Der Kaninchentest
ist sehr aufwendig und erfordert Tierversuche. Eine Alternative stellt der Monozyten-
Aktivierungstest (MAT) dar, welcher im Jahr 2010 der Européischen Pharmakopée
hinzugefiigt wurde. Diese Methode beruht auf humanen Monozyten, die bei Kontakt
mit Pyrogenen mit der Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen reagieren. Dieser
Assay nutzt damit eben jene Zellen, die im menschlichen Korper auf Pyrogene ansprechen
und deckt deshalb ein breites Spektrum ab. Neben Endotoxinen kénnen dadurch auch
andere Fieber auslosende Substanzen detektiert werden. [4, 5]. Seit der Einfiihrung des
MAT gingen Nebenwirkungen wie Rétungen und Ahnliches von parenteral verabreichten
Medikamenten stark zuriick, die vermutlich von NEP (;not endotoxin pyrogen®), also
anderen Pyrogenen als Endotoxinen, hervorgerufen wurden [5]. In dieser Arbeit der MAT

durch die monozytische Zellline THP-1 etabliert.
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1.1 Lipopolysaccharide

Bei Lipopolysacchariden (LPS, auch Endotoxin genannt) handelt es sich um pyrogene
Molekiile, die in der dufseren Membranschicht gramnegativer Bakterien verankert sind.
Dort dienen sie der Stabilitdt und dem Schutz vor einigen (lipophilen) Antibiotika [6].
Freigesetzt werden diese Molekiile als Bestandteil der Zellmembran vor allem beim Zelltod,
aber auch wihrend der Zellteilung [7]. LPS neigt zur Bildung von Aggregaten und tréagt
eine negative Nettoladung. Obwohl die Begriffe LPS und Endotoxin austauschbar sind,
bezieht sich LPS vornehmlich auf das aufgereinigte Molekiil, wihrend Endotoxin meist

den Bezug zur natiirlich vorkommenden Form auf der Oberfliche von Bakterien herstellt

8].

1.1.1 Struktur

Lipopolysaccharide haben einen hydrophoben Teil, dem Lipid A, und einen hydrophilen
Kern, bestehend aus Polysaccharidketten und der O-spezifischen Kette (siehe Abb. 1).
Letztere setzen sich aus vielen Zuckern zusammen, deren Muster sich haufig wiederholen.
Diese Muster variieren sehr stark und sind spezifisch fiir Bakterienstdmme [9]. Die O-
spezifische Kette schiitzt Bakterien vor Phagozyten [10]. Die Kern-Oligosaccharide weisen
eine weniger starke Variation auf, sie sind bei grofsen Gruppen von Bakterien identisch
[9]. Das Lipid A verankert das LPS in der hydrophoben Membran und ist das Fragment,
welches mit den toxischen Eigenschaften des Molekiils assoziiert ist |7, 11, 12]. Es ist der
Teil mit der geringsten Varianz, weshalb sehr viele gramnegativen Bakterien Lipid A
mit der selben Struktur und Zusammensetzung tragen [9]. Allerdings hangt die Stérke
der Immunantwort von der Struktur von Lipid A ab, besonders von der Anzahl und
Lange von Acylketten, sowie der Ladung [13]. Das Lipid A von Escherichia coli stimuliert
menschliche Zellen mit 6 Acylketten (mit einer Lénge von 12 bis 14 Kohlenstoffatomen)
maximal, wihrend Lipid A mit 5 oder 4 Acylketten (z.B. von Yersinia pestis) kaum eine

Antwort hervorrufen [13].
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Abb. 1: Struktur von Lipopolysacchariden
Die Abbildung zeigt die schematische Struktur von Lipopolysacchariden (hier anhand
von Enterobakterien). Das Molekiil kann in drei funktionelle Einheiten eingeteilt
werden. Das hydrophobe Lipid A fungiert als eine Art Anker in der duferen Mem-
bran gramnegativer Bakterien und ist das toxische Fragment. Der Kern und die
O-spezifischen Ketten (mit bis zu 50 sich wiederholenden Einheiten - repeating units)
setzen sich aus Polysacchariden zusammen und sind hydrophil [10]. Es handelt sich
demnach um ein amphiphiles Molekiil. Abkiirzungen der Monosaccharidreste: GlcN,
glucosamine; Kdo, 2-keto-3- deoxyoctulosonic acid (3-deoxy-D-manno-octulosonic
acid); Hep, D-glycero-D-manno-heptose
Aus Alexander et al. “Invited review: bacterial lipopolysaccharides and innate immu-
nity“ [10]

1.1.2 LPS Signaltransduktion

Fiir eine Stimulation von Saugetierzellen durch LPS sind viele Proteine und Interaktionen
notig [14]. Neben dem LPS bindenden Protein (LBP), CD14 (cluster of differenciation)
und MD-2 (myeloid differentiation factor 2) ist der Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) beteiligt
[13, 14, 15, 16]. Die Bedeutung dieser Molekiile fiir die LPS-Detektion ldsst sich bei Mau-
sen erkennen, bei denen je ein Gen, das fiir eins dieser Genprodukte codiert, ausgeschaltet
wurde [13]. Durch den ,knockout“zeigten die genannten Méuse keine Immunantwort
auf LPS und auch die unterschiedlich starke Ausprédgung von Immunantworten beim
Menschen bedingt durch den Polymorphismus deutet auf die Relevanz der genannten

Molekiile fiir eine Reaktion auf LPS hin [13].

CD14, MD-2 und TLR4 sind bei vielen Zelltypen zu finden, unter anderem bei dendriti-
schen Zellen und Makrophagen [13]. Ein Schema der Signaltransduktion ist in Abbildung
2 dargestellt. LBP interagiert mit LPS an der Membran gramnegativer Bakterien oder
direkt mit freien LPS-Aggregaten und transportiert LPS-Monomere zum extrazelluldren

CD14, das entweder als 16sliche Form oder mittels Glycosylphosphatidylinositol (GPI) in
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der Zellmembran verankert vorkommt [13, 16, 17|. Geldstes CD14 ermdglicht es auch
Zellen, die dieses Molekiil nicht exprimieren, auf LPS zu reagieren, wie beispielsweise
Epithel- und Endothelzellen [18]. CD14 iiberfiihrt das gebundene LPS an MD-2, wel-
ches sich in einem Komplex mit TLR4 befindet [17]. Diese Bindung verursacht eine
Dimerisation von TLR4/MD-2 und iiber die Adapterproteine MyD88 und TIRAP, sowie
Serin/Threoninkinasen der IRAK Familie unter anderem die Aktivierung von NF-xB
(nuclear factor) [17, 18]. Dieser Transkriptionsfaktor fiihrt zu einer erhéhten Produktion
von Zytokinen, unter anderem des pro-inflammatorischen TNF-a (Tumor necrosis factor)
und IL-6 (Interleukin 6) [17, 18]. CD14 initiiert eine Endozytose des Komplexes, was iiber
die Adapterproteine TRAM und TRIF zu einer Produktion von Interferonen fiithrt [17, 18|.

Die Tatsache, dass ein Mangel an CD14 die Signaltransduktion iiber MyD88 und TRIF
nicht im gleichen Mafe beeintrachtigt, deutet darauf hin, dass CD14 mehr Funktionen hat
als nur gebundenes LPS an den TLR4/MD-2 Komplex zu liefern [18]. Fehlt CD14, findet
keine Endozytose statt, sodass der Signalweg iber TRIF nicht erfolgen kann, weshalb keine
Interferone produziert werden [19, 20]. Im Gegensatz dazu kann die Signaltransduktion
iiber MyD88 auch erfolgen, wenn CD14 nicht vorhanden ist, sofern eine hohe LPS-
Konzentration vorliegt [19, 20]. Die CD14-abhéngige Endozytose findet auch bei Zellen
statt, bei denen die Signalwege iiber MyD88 und TRIF nicht funktionsfdhig sind, was
zeigt, dass CD14 eine von TLR4 unabhéngige Zellantwort auf LPS kontrolliert (siehe
Abbildung 2) [18]. Welche Proteine und andere Molekiile iiber TLR4 hinaus mittels dieser

Endozytose internalisiert werden, muss allerdings noch gekldrt werden [18].
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Abb. 2: Zellantworten auf LPS

Die Abbildung stellt schematisch die Zellantworten auf LPS dar. Makrophagen kénnen
LPS sowohl in der extrazelluliren Matrix, als auch im Zytosol detektieren. Ersteres
erfolgt iiber die Bindung von LBP (LPS binding protein) an LPS, die Ubertragung an
CD14, welches LPS seinerseits an einen Komplex aus TLR4 (toll-like receptor 4) und
MD-2 (myeloid differentiation factor 2) weiterreicht und nach einer Dimerisation von
TLR4/MD-2 eine Endozytose vermittelt. TLRA4 initiiert eine transkriptionale Antwort
iiber zwei Signalwege. Zum einen iiber die beiden Adapterproteine TIRAP und MyD88,
was zur Produktion von Zytokinen wie Interleukin-6 fiihrt und zum Anderen iiber
TRAM und TRIF, was eine Interferon Produktion nach sich zieht. Dariiber hinaus
16st CD14 eine von TLR4 unabhingige Endozytose aus. Des Weiteren induziert ein
bisher unbekannter intrazelluldrer LPS-Rezeptor eine Caspase-11 abhéngige Antwort
auf LPS.

Verandert nach Tan et al. “A Cross-Disciplinary Perspective on the Innate Immune
Responses to Bacterial Lipopolysaccharide® [18]

Neben Signalwegen, die von CD14 und/oder TLR4 abhéngig sind, aktiviert intrazelluléres
LPS das Enzym Caspase 11 (bei Méausen) bzw. Caspase 4 und 5 beim Menschen, welche
Pyroptose (inflammatorischer Zelltod) initiiert, sowie bei einer hohen LPS-Konzentration
zum septischen Schock fiithren kann [18, 21, 22]. Auch die Tatsache, dass Mause, denen
Caspase 11 fehlt, gegen eine durch LPS verursachte Sepsis resistent sind, deutet an, dass
dieses Enzym bei der Wirtsantwort auf LPS eine Rolle spielt [18]|. Caspase 11 bei Mausen
und Caspase 4 und 5 beim Menschen dienen als intrazelluldarer LPS-Rezeptor und eine
Bindung von LPS fiihrt neben Pyroptose zu Ausschiittung von Interleukin 1o, weshalb

diese Enzyme bei der Entstehung eines endotoxischen Schocks beteiligt sind [22, 23].
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1.2 Lipoteichonsaure

Bei Lipoteichonsdure (LTA) handelt es sich als Adhésionsmolekiil um einen Bestandteil der
Zellwand grampositiver Bakterien, die sich hauptséchlich aus Peptidoglycan zusammen
setzt (siehe Abbildung 3). LTA ist tiber Glykolipide in der Zellmembran verankert und
kann in vielen grampositiven Bakterien gefunden werden [24]. Dieses amphiphile Molekiil
wird durch die Lyse mittels Lysozym oder Beta-Lactam-Antibiotika freigesetzt und kann
in hohen Konzentrationen einen septischen Schock auslosen 24, 25|. LTA kann spezifisch
an CD14 binden und 16st iiber TLR2 die Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren
(unter anderem IL-1, IL-6 und TNF-«) in mononukledren Zellen wie Monozyten bzw.

Makrophagen aus 24, 25].

) Teichoic acid
Wall-associated
protein .
2 f ﬂ ) —
2 ! [ > | | Lipoteichoic
| \ } \ acid

Peptidoglycan

Cytoplasmic
membrane

Abb. 3: Lipoteichonsiure
Schematischer Aufbau der Zellwand grampositiver Bakterien mit der Zellmembran
und der Peptidoglycanschicht. Lipoteichonséure ist ein Adhésionsmolekiil, durch-
spannt die Peptidoglycanschicht und ist in der Zellmembran verankert.
https://il.wp.com/microbeonline.com/wp-content /uploads/2013,/04/Gram-
positive-cell-wall.jpg
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1.3 Testmethoden fiir den Pyrogen-Nachweis

Pyrogene lassen sich mit drei etablierten Methoden nachweisen, welche in Abbildung
4 historisch eingeordnet sind. Zunéchst wurde 1912 ein Test entwickelt, der auf dem
Einsatz von Kaninchen beruhte. Eine Alternative wurde 1956 im Form des LAL (Limulus-
Amobozyten-Lysat) Testes entwickelt. 1995 kam mit dem Monozyten Aktivierungstest
eine weitere Methode dazu, wiahrend es 2001 gelang Faktor C, der die Schliisselrolle der
LAL-Reaktion spielt, rekombinant herzustellen.

Rabbit
Pyrogen Test

Q
X
.0
@
®!

@ Monocyte
Activation Test

1 ) ] T
1912 1956 1995 2001

&
o
LAL Test Recombinant
Factor C

Abb. 4: Etablierte Methoden fiir den Pyrogen-Nachweis

Der erste Rabbit Pyrogen Test (RPT) wurde 1912 entwickelt, ein alternativer Nach-
weis ergab sich 1956 mit dem LAL (Limulus-Amdobozyten-Lysat). 1995 kam mit
dem Monozyten Aktivierungstest eine weitere Methode dazu. 2001 gelang es eine
rekombinante Variante des Faktor C, der die Schliisselrolle beim LAL Test spielt,
einzusetzen.

Aus ,White Paper - Monozyten Aktivierungstest von Merck, Version 2 vom Dezember
2017 [26]

Rabbit Pyrogen Test (RPT)

Der élteste Test ist der Rabbit Pyrogen Test (RPT). Dabei wird pro Test drei Kaninchen
die zu testende Probe mit bis zu 10 ml kg™! intravends injiziert und ein moglicher Anstieg
der Kérpertemperatur iiber einen Zeitraum von drei Stunden gemessen [26]. Liegt die
Summe der Temperaturanderung unter 1,15 °C gilt der Test als bestanden, wiahrend ab
einer Anderung von 2,65 °C Pyrogene vorhanden sind [26]. Bei einem Wert zwischen
den beiden genannten, muss der Test wiederholt werden [26]. Der RPT hat den Vorteil,
dass neben Endotoxin auch andere Pyrogene detektiert werden [5, 26, 27|. Neben dem
hohen Verbrauch an Versuchstieren und den daraus resultierenden ethischen Probleme
und hohe Kosten, weist der Pyrogennachweis mit Kaninchen folgende weitere Nachteile

auf. Die Sensitivitdt ist mit einem Wert von 0,5 EU ml! (EU: Endotoxin Unit) fiir
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Endotoxin recht niedrig [5, 26]. Zudem handelt es sich um einen qualitativen Nachweis,

weshalb eine Quantifizierung von Pyrogenen nicht moglich ist [5, 26]. Dariiber hinaus
ist der Test anfillig, da er auf der physiologischen Reaktion von Versuchstieren beruht
und die Ergebnisse verfélscht werden konnen, wenn die Tiere Stress haben [26]. Zudem
kénnen Pharmazeutika wie Chemoterapeutika, Immunsuppressiva, Zytokine, Analgetika
oder menschliche zelluldre Produkte mit dem RPT nicht getestet werden, weil diese die
Fieberreaktion beeinflussen kénnen [5, 26]. Auch wenn mit dem Rabbit Pyrogen Test
neben Endotoxinen ebenso andere Pyrogene detektiert werden, ist der Test in einigen

Fillen negativ, obwohl das Medikament eine pyrogene Wirkung im Menschen haben kann

[5]-

Limulus-Amé&bozyten-Lysat (LAL) Test

Der Limulus-Amébozyten-Lysat (LAL) Test basiert auf der Aktivierung einer Gerinnungs-
kaskade des Pfeilschwanzkrebses (Limulus polyphemus) durch LPS [28]. Die Bedeutung
dieser Methode zeigt sich daran, dass 2014 etwa 90% der Endotoxin-Nachweise mittels
LAL Test erfolgten [29]. Entwickelt wurde dieser Assay 1970 von Levin et al. nach der
Beobachtung von Fred Bang 1956, dass die Himolymphe von Pfeilschwanzkrebsen zu
einem Gel gerinnt, wenn es gramnegativen Bakterien oder deren Lysat ausgesetzt ist
[26, 28]. Die Hamolymphe dieser Krebsart beinhaltet lediglich eine Zellart, die Amébozy-
ten. In Abbildung 5 ist die Kaskade schematisch dargestellt. An der Zelloberfliche der
Améobozyten wird Faktor C durch eine Bindung von LPS aktiviert und Gram-negative
Bakterien detektiert [3]. Es folgt eine Aktivierung von Faktor B. Dieser wandelt das fiir
die Gerinnung zusténdige Proenzym in die aktive Variante um. Das Gerinnungsenzym
setzt das l6sliche Protein Coagulogen zu Coagulin um, was zu einer Gelbildung fiihrt [3].
Den LAL Test gibt es in drei Varianten. Bei der ersten Methode, dem Geltest, handelt es
sich um eine quantitative Messung, da die Bildung eines Gels bei der Anwesenheit von
LPS das Testkriterium ist. Die zweite Variante ist die kinetische, bei der die Turbidimetrie
gemessen wird, die bei der Gerinnung entsteht. Je schneller die Reaktion ablauft, desto
mehr LPS ist in der Probe vorhanden, weshalb eine Quantifizierung moglich ist. Bei der

chromogenen Methode setzt das Gerinnungsenzym eine chromogene Substanz um, was zu
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einem Farbumschlag fiihrt. Die Endpunktmessung der OD erlaubt eine Quantifizierung,

da eine intensivere Farbung auf eine erhohte LPS-Konzentration zuriick geht. Mit dem
Geltest lisst sich LPS mit einer Sensitivitit von 0,03 EU ml! nachweisen, die beiden
anderen Methoden weisen eine Sensitivitit von 0,01 EU ml! auf. Eine Endotoxin-Einheit

(EU - endotoxin unit) entspricht dabei 0,1 ng ml an Lipopolysacchariden.

Endotoxin (LPS)

v 1
Factor C ‘ Factor C* i (1,3) B-D-glucans

v ]
Factor B - Factor B* ! Factor G* _ Factor G |

S
Pro-clotting - Clotting
Enzyme Enzyme

v
Coagulogen Coagulin
(Substrate) (Clot/Color)

Abb. 5: Gerinnungskaskade des Pfeilschwanzkrebses

LPS aktiviert den Faktor C (dargestellt durch den Stern *), was wiederum zu
einer Aktivierung von Faktor B fiihrt. Dieser wandelt das fiir die Gerinnung
zustdndige Proenzym in die aktive Variante um. Das Gerinnungsenzym setzt
Coagulogen zu Coagulin um, was zu einer Gelbildung fiihrt. Handelt es sich um
einen colorimetrischen Test, setzt das Enzym eine chromogene Substanz um. Das
Proenzym kann auch durch andere Stoffe wie 5 Glukane aktiviert werden.

https: //www.sigmaaldrich.com/content /dam /sigma-aldrich /life-science /stem-cell-
biology/lal-assay.jpg 03.05.19

Auch wenn der LAL Test den Vorteil einer hohen Sensitivitit hat und auch gut durch-
fiihrbar ist, weist er doch einige Nachteile auf. Zum einen wird Pfeilschwanzkrebsen
Héamolyphe entnommen, der Test ist also von dem Gebrauch von Tieren abhéngig, wenn
auch in geringerem Mafe als beim RPT. Zum anderen ist die Pyrogendetektion auf
Lipopolysaccharide beschrénkt [30]. Dariiber hinaus 16st auch (1,3)--Glukan ein po-
sitives Ergebnis aus (sieche Abbildung 5) [3, 30, 31]. (1,3)-5-Glukan ist nicht pyrogen
und kommt in Pilzen, Hefen, aber auch in Cellulose vor, weshalb eine Kontamination
mit Glukanen aus Cellulosemembranen einerseits zu einem falsch positiven Ergebnis
und andererseits zu einer erhéhten Reaktivitiat gegeniiber LPS fithren kann [30, 32|. Des
Weiteren ist der Einsatz dieses Testes bei Serum und Blutproben schwierig, da Proteine
wie HDL (high density lipoprotein) und HSA (human serum albumin) an LPS binden

und dieses somit bis eine Séttigung erreicht ist maskieren kénnen [3, 30, 33]. Obwohl die


https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/life-science/stem-cell-biology/lal-assay.jpg
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/life-science/stem-cell-biology/lal-assay.jpg
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Bindung von Albumin an LPS bei mononuklearen Zellen zu einer erhéhten Sekretion von
Zytokinen fiihrt, wird die LAL-Reaktivitdt dadurch geschwécht [34|. Daraus wird deut-
lich, dass der LAL Test unterschiedlich auf LPS reagiert, als das humane Immunsystem [3].

Ein anderes grofes Problem, das den Pyrogenanachweis mittels LAL Test betrifft, ist
die sogenannte Low Endotoxin Recovery (LER). Eine LER liegt vor, wenn weniger als
50% Endotoxin in der Probe wiedergefunden wird, der vorher LPS zugesetzt wurde und
ist von verschiedenen Faktoren wie Lagertemperatur, Pufferzusammensetzung, Herkunft
der Endotoxine (z.B. Bakterienstamm) und der Zeit abhéngig [8, 12]. Dieses Phdnomen
kann in Anwesenheit von chelatbildenden Verbindungen und Tensiden bzw. Detergentien
auftreten [8, 12|. Lipopolysaccharide bilden als amphiphile Molekiile haufig Aggregate in
wassriger Umgebung in Form von Mizellen oder Vesikeln, wobei die negativen Ladungen,
die an den Phosphatgruppen lokalisiert sind, durch divalente Kationen stabilisiert werden
(Abbildung 6). Chelatoren schwéchen diese Aggregate, indem sie die genannten Ionen
komplexieren [8]. Nun kénnen Detergentien interkalieren und die Aggregate aufbrechen,
was zur Freisetzung von LPS-Monomeren fiihrt [8]. Faktor C der Gerinnungskaskade kann
von LPS-Monomeren nicht aktiviert werden, weshalb eine Detektion mit dem LAL-Test
nicht moglich ist [8]. LER betrifft neben Endotoxinen aus natiirlichen Vorkommen auch
synthetisches LPS. Beides kann maskiert nicht vom Faktor C gebunden werden, was
einen Nachweis mit dem LAL Test nicht méglich macht, obwohl primére Monozyten
auf den Kontakt mit der Expression proinflammatorischer Zytokine auch bei geringen
Konzentrationen reagieren [8]. Demnach ist davon auszugehen, dass maskierte LPS eine

Immunantwort hervorrufen, obwohl ein LAL Test negativ ausfallen wiirde [8].

10
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LPS-Monomers

“Citrate

Abb. 6: Maskierungseffekte von LPS durch Chelatoren und Detergentien

Dargestellt sind Maskierungseffekte von LPS durch chelatbildende Verbindungen
(hier Citrat) und Detergentien (hier Tween-20). In wéssrigen Losungen formen LPS-
Monomere Aggregate wie Mizellen oder Vesikel, wobei die negativen Ladungen an den
Phosphatgruppen durch divalente Kationen (hier Ca™?) stabilisiert werden. Chelatoren
konnen diese Ionen aus den Aggregaten entfernen und diese damit destabilisieren.
Detergentien wie Tween-20 kénnen nun interkalieren und die Aggregate aufbrechen,
sodass LPS-Monomere vorliegen.

Aus Schwarz et al. ,Biological activity of masked endotoxin®(8]

Monozyten-Aktivierungstest (MAT)

Der Monozyten-Aktivierungstest (MAT) basiert auf der Bildung von pro-inflammatorischen
Zytokinen durch Monozyten bei Kontakt mit Pyrogenen. Dieser Test setzt demnach
auf eben jene Zellen, die im menschlichen Organismus fiir die Auslésung von Fieber
(die pyrogene Reaktion) verantwortlich sind und bildet damit die Fieberreaktion (siehe
Kapitel 1.1.2) in vitro nach [4]. Im Jahr 2010 wurde er als MAT in die Européische
Pharmakopoe aufgenommen und detektiert neben LPS auch andere fiir den Menschen
pyrogene Stoffe, da humane Zellen eingesetzt werden [4, 5|. Es gibt verschiedene Test, die
sich in der Herkunft der Monozyten unterscheiden. Zum einen kann menschliches Vollblut
verwendet werden, zum anderen kénnen isolierte primire Monozyten (z.B. mononukleére
Zellen des peripheren Blutes - PBMC Peripheral blood mononuclear cell) zum Einsatz
kommen. Bei der dritten Variante handelt es sich um eine monozytische Zelllinie wie
MM6 (MONO MAC6) oder THP-1 [5]. Auch bei der Wahl des Zytokins, das quantifiziert
wird gibt es verschiedene Moglichkeiten. Géngig ist der Nachweis von IL-13 (Interleukin
1), TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor) und IL-6 (Interleukin 6). Tabelle 1 listet die Vor-
und Nachteile der verschieden MAT-Varianten auf.

11
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Tab. 1: MAT-Varianten und ihre Vor- und Nachteile. Nach ,White Paper - Monozyten Aktivierungs-
test” von Merck [26]

Vollblut PBMC Zelllinie
Sensitivitit 0,25 EU/ml 0,01 EU/ml 0,05 EU/ml (MMBS6)
Vorteile physiologische Reaktion, da  Sensitivitdt Sensitivitat
Monozyten in natiirlicher Um-
gebung
robust, da keine Variabilitéat
durch verschiedene Spender
kein Blutprodukt
Nachteile Blutprodukt komplexe Produktion, damit Monozyten nicht in physiologi-
erschwerte Verfiigbarkeit scher Umgebung
Variabilitdt ~ (Schwankungen  Variabilitdt durch verschiedene

zwischen Lots)

Verfiigbarkeit von Blutspenden

Spender
Blutprodukt

abhéngig

Vorteile gegentiber dem LAL-Test weist der MAT beim Test von Serum und Blutproben
auf, da die beschriebene Maskierung durch HSA (Human Serum Albumin) nur fiir den
LAL-Test gilt und der MAT Assay nicht von der Interaktion zwischen LPS und HSA
beeinflusst wird [3, 30]. Auch bei der Untersuchung von Serum fiir den Einsatz in der
Zellkultur hinsichtlich des Endotoxingehaltes scheint der MAT Vorteile gegeniiber dem
LAL-Test zu haben [31]. Dartiber hinaus wird der MAT von dem groften Problem des LAL-
Testes, der LER (Low Endotoxin Recovery) (unter vorherigem Unterpunkt beschrieben)
nicht beeinflusst [8]. So induziert maskiertes LPS auch in geringer Konzentration eine
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen, was auch das pyrogene Potential und

damit die potentielle Gefahr von maskiertem LPS aufzeigt [8].

1.4 Differenzierung von THP-1 zu Makrophagen

Bei THP-1 handelt es sich um eine monozytische Zelllinie, die aus einem Patienten
mit Leukdmie isoliert und etabliert wurde [35]. THP-1 lassen sich durch Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) differenzieren und weisen phénotypische und funktionelle
Charakteristiken auf, die denen von priméren Makrophagen stark dhneln [36]. Sie ist
deshalb die am h&aufigsten eingesetzte Zelllinie, um die Funktion menschlicher primérer
Makrophagen zu untersuchen, besonders die Reaktion auf pro-inflammatorischer Stimuli

[36]. Wie primére Makrophagen reagieren differenzierte THP-1 Makrophagen auf eine

12
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Stimulation mit pro-inflammatorischen Signalen wie LPS mit der Sekretion einer Reihe

von pro-inflammatorischer Mediatoren [36, 37]. Auch wenn die Genexpression durch
Stimulation mit LPS bei undifferenzierten und differenzierten THP-1 Zellen dhnlich
ist, werden durch THP-1 Makrophagen deutlich mehr Zytokine sekretiert als durch
Monozyten [38]. Im Zuge der Differenzierung werden die Zellen adhérent, exprimieren
Marker, die typisch fiir Makrophagen sind und weisen eine erhchte Fahigkeit zur Pha-
gozytose auf [36]. Die Konzentration von PMA spielt eine wichtige Rolle. Wird eine
hohe Konzentration fiir die Differenzierung verwendet, ist die Reaktion auf LPS deutlich
erhoht [36]. Allerdings fiihrt die Exposition mit einer hohen PMA Konzentration auch
dazu, dass die Genexpression pro-inflammatorischer Gene in Abwesenheit von LPS hoch
reguliert wird, was eine Stimulation unter Umstdnden maskieren konnte [36, 39]. Dariiber
hinaus sind mit einer hohen PMA Konzentration differenzierte Zellen sehr anféllig bei
Exposition mit LPS abzusterben, wiahrend Zellen, die mit einer geringeren Konzentrati-
on differenziert wurden robuster sind [40]. Auferdem sekretieren THP-1 Makrophagen
bei geringer PMA Konzentration éhnlich viel Zytokine wie humane MDM (,Monocyte
Derived Macrophages) [40]. Wird eine Ruhephase ohne PMA an die Differenzierung
angeschlossen, erhoht sich die Expression von fiir Makrophagen typischen Markern [38].
Um auf eine erfolgreiche Differenzierung zu testen, kénnen die Oberflichenmarker CD14
und CD11b verwendet werden [38]. Bei CD11b handelt es sich um Integrin o-M, das mit
Integrin 3-2 einen Proteinkomplex bildet, der bei der Zelladhésion beteiligt ist. CD14
ist ein Protein, das als Co-Rezeptor neben dem TLR4 und MD-2 bei der Detektion von
LPS mitwirkt.

13
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1.5 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es einen Monozyten-Aktivierungstest (MAT) fiir
den Nachweis von Pyrogenen anzupassen. Dazu sollten THP-1 Zellen, eine humane, mo-
nozytische Zelllinie, differenziert werden, sodass sie in ihren Eigenschaften Makrophagen
dhneln und fiir den Test eingesetzt werden konnen. Es konnte zu Beginn der Arbeit auf
bereits bestehende Protokolle fiir die Differenzierung mit PMA und fiir die Inkubati-
on mit Lipopolysacchariden und anschliefender Auslesung des gebildeten Interleukin
6 aufgebaut werden. Auch auf den Nachweis des Differenzierungsstatus mit Hilfe des

Durchflusszytometers konnte zuriick gegriffen werden.

Es galt Differenzierungsbedingungen zu finden und zu etablieren, die zu einer moglichst
starken Reaktion der differenzierten Makrophagen in Form von einer hohen Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine fithren, insbesondere von IL-6, da dieses Interleukin als
Readout verwendet wurde. Als Parameter wurden einerseits die Dauer der Differenzie-
rung und andererseits eine Ruhephase im Anschluss an die Differenzierung untersucht.
Neben LPS aus E. coli 055:B5 sollte der internationale Standard fiir Endotoxine (RSE
- ,Reference Standard Endotoxin“) eine Sekretion von IL-6 seitens der Makrophagen
initiieren. Ein entscheidender Vorteil eines MAT ist der Nachweis eines breiten Pyrogen-
spektrums iiber Endotoxine hinaus. Um dieses Spektrum darzustellen, sollte auch ein
anderes Pyrogen, wie Lipoteichonsdure aus grampositiven Bakterien, zu einer Ausschiit-
tung von Zytokinen bei Kontakt mit differenzierten THP-1 Zellen fiihren. Da ein Kit
entwickelt werden soll, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit den Differenzierungsstatus und
die Sekretion von Zytokinen kryokonservierter Zellen mit denen frischer zu vergleichen
und zu optimieren. Die kryokonservierten Zellen sollten wie ein Reagenz einsetzbar sein,
demnach ihre Funktionalitdt unmittelbar nach dem Auftauen aufweisen, ohne dass eine
Kultivierung im Vorfeld notwendig ist. Diese sogenannten , Assay Ready Cells“ haben den
Vorteil, dass sie sehr flexibel eingesetzt werden konnen ohne eine aufwendige Zellkultur
etablieren zu miissen. So konnen Experimente einfacher geplant und durchgefiihrt werden,
da ,,Assay Ready Cells“einfach zu handhaben sind. Zudem kann eine hohe Reprodu-

zierbarkeit erreicht werden, da kontrollierte Kultivierungsbedingungen herrschen und

14
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viele Vials derselben Charge kryokonserviert gelagert werden kénnen. Mit ,,Assay Ready
Cells* kann der geforderte Assay direkt durchgefiihrt werden ohne die Zellen vorher zu

expandieren oder zu passagieren.

Weiterhin galt es die Ablosung von differenzierten Zellen zu verbessern, um eine hohe
Ausbeute zu erzielen. Um Zellen in einem gréferen Mafistab zur Verfiigung zu haben,
sollte die Produktion ebenfalls angepasst werden. Zuséatzlich musste eine vergleichba-
re Sensitivitdt des Assays zu bereits auf dem Markt befindlichen Methoden fiir den
Pyrogennachweis erreicht werden (0,05 EU ml?!).
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2 Material

2.1 Verwendete Zelllinie

Tab. 2: Verwendete Zelllinie

Bezeichnung Interne Lotnummer

THP-1 92-180514JP01 (ID40)

2.2 Medien, Losungen und Chemikalien

Tab. 3: Zusammensetzung des Zellkulturmediums der THP-1 Zellen

Medium  Zusatze Hersteller & Bestellnr.
RPMI 1640 Sigma, R0883-500ML
+ 10 % FBS Sera Pro, low Endotoxin PAN-Biotech, P30-5500
(FBS Corning, 35079CV, Lot 35079002)
+ 2 mM L-Glutamin PAN-Biotech, P04-80100
+ 10 mM HEPES PAN-Biotech, P05-01100
-+ 1 mM Natriumpyruvat Sigma, S8636-100ML
+ 50 ntM B-Mercaptoethanol AppliChem, A4338 0100

16
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Tab. 4: Losungen und Chemikalien

Bezeichnung Hersteller & Bestellnr.
BSA Sigma, 05479-50G
Collagen I, Rat Tail Enzo, ALX-522-435-0100
Coulter Clenz Cleaning Agent Beckman Coulter, 8448222
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, D4540
Dulbecco s Phosphatpuffer (PBS) Sigma-Aldrich, D8537
EDTA AppliChem, A2937
Essigséure AppliChem, A0820

Sigma, 45754-500ML-F
IsoFlow™" Sheath Fluid Beckman Coulter, 8546859
TrypLE express Life Technologies, A12177-01
Tween 20 Sigma, P7949-100ML
Zellkulturwasser PAN, P04-991500
Lipopolysaccharide E. coli 055:B5 Sigma, L6529-1MG, Lot: 28M4138V
Lipoteichonsaure InvivoGen, tlrl-lta
Peptidoglycan InvivoGen, tlrl-ksspgn

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)  Acros Organics, 356150010
Reference Standard Endotoxin (RSE)  USP,1235503, Lot: HOK354

Tab. 5: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller & Bestellnr.

Chromogenic Endotoxin Quant Kit Pierce, A39552S
IL-6 Human uncoated ELISA Kit Thermo Fischer, 88-7066-88
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Tab. 6: Eingesetzte Antikorper

Bezeichnung Hersteller & Bestellnr.

CD11b-FITC, rekombinant, Human IgG1 Miltenyi Biotec, 130-110-610
CD14-FITC, rekombinant, Human IgG1 Miltenyi Biotec, 130-110-576

CD281, Mouse IgG1 Thermo Fisher, 14-9911-80
Anti-Mouse-FITC, Goat IgG Dianova, 115-095-003
CD284-Alexa Fluor 488, Mouse IgG2 Thermo Fisher, 53-9917-41
FcR Blocking Reagent Miltenyi Biotec, 130-059-901
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2.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 7: Verwendete Gerite

Gerat Typ Hersteller
Autoklav V150 Systec
Barcodedrucker CL-S631 Citizen
Durchflusszytometer Cytomics FC500 Beckman Coulter
Fluoreszenzmikroskop CKX41 Olympus
Inkubatoren Heracell 150 Heraeus

Forma Series 11 Water Jacket

Reach-In CO2 Inkubator Thermo Scientific
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss
Mikroskopkamera Mikrocam 1.3MP Bresser
Sterilwerkbank Herasafe Heraeus
Wasserbad Typ 1003 GFL
Zellzéahlgerat CASY®-TT Scharfe System, mitt-

lerweile Roche

Zentrifuge GPKR Beckman
Stickstofftank Chronos Messer
Ultraschallbad Sonorex RK100H Bandelin
Mikroplate reader Safire2 Tecan
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Tab. 8: Software

Software

Entwickler

BarTender UltraLite

CXP Analysis, Version 2.2
CXP Cytometer, Version 2.2
MicroCamLab, Version 7.3.1.8
GraphPad Prism, Version 6
MS Office Paket

Seagull Scientific
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Bresser

GraphPad Software

Microsoft Corporation
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Tab. 9: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller & Bestellnr.

Serologische Pipetten:
1 mL

Sarstedt, 861251001

2 mL Sarstedt, 861252001
5 mL Sarstedt, 861253001
10 mL Sarstedt, 861254001
25 mL Sarstedt, 861685001
50 mL Sarstedt, 861689001
Zellkulturgeféfse:

T25 Flask Sarstedt, 833910002
T75 Flask Sarstedt, 833911002
T175 Flask Sarstedt, 833912002

Square dish
96-Well Plate (TC)

Corning, 431110
Eppendorf, 0030730135

Zentrifugengefafie:
50mL
15mL

Sarstedt, 62547254
Sarstedt, 62554502

Cryotube 1,8 ml

Thermo Scientific, 377267

Reaktionsgefafe 1,5 ml

Sarstedt, 72706400

Pipettenspitzen:

50 - 1.250 pl Sarstedt, 701186100
2-200 nl Sarstedt, 70760502
0,1-20nl Sarstedt, 701114100
Zellschaber Sarstedt, 831831
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellen fanden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilwerkbank der
Klasse 2 statt, um Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. Ein Zusatz
von Antibiotika erfolgte nicht. Die Analyse von Oberflichenmarkern mittels Durchfluss-

zytometrie, sowie der verwendete ELISA wurden nicht steril durchgefiihrt.

Bei THP-1 Zellen handelt es sich um Monozyten, die aus einem einjéahrigen Jungen,
der an akuter monozytischer Leukdmie litt, isoliert und als Zelllinie etabliert wurden
[35]. THP-1 Zellen haben die Eigenschaften monozytischer Zellen behalten, weshalb sie

Suspensionszellen sind und eine runde Morphologie aufweisen (Abb. 7).

Abb. 7: THP-1 Zellen
Diese Abbildung zeigt THP-1 Zellen in einer 96-Well-Platte. Als Monozyten und
damit Suspensionszellen zeigen sie eine typische runde Morphologie. Das Bild wurde
unter dem Phasenkontrastmikroskop bei 100-facher Vergroferung aufgenommen.
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3.1.1 Auftauen von Zellen

Die Lagerung von Zellen erfolgte im eingefrorenen Zustand bei unter -150 °C in der Gas-
phase tiber fliissigem Stickstoff. Um mit einer Kultivierung beginnen zu kénnen, mussten
die Zellen zunéchst aufgetaut werden. Da kryokonservierte Zellen sehr empfindlich sind,
wurden sie bis zum Auftauen auf Trockeneis gelagert. Um eine hohe Vitalitat zu erreichen,
sollte der Auftauvorgang moglichst schnell abgeschlossen sein, weshalb das Cryovial, in
dem sich die Zellen befanden, fiir 2 Minuten in ein Wasserbad bei 37 °C gestellt wurde.
Nach der Uberfiihrung unter die Sterilwerkbank, wurde die Zellsuspension (1,8 ml) mit ei-
ner Pipette aufgenommen und zu 8 ml vorgewadrmten Medium in ein Zentrifugen-Réhrchen
(15 ml) gegeben, um das im Einfriermedium enthaltene zytotoxische Dimethylsulfoxid
(DMSO) schnell zu verdiinnen. Das Cryovial wurde mit etwas Medium nachgespiilt, um
den Verlust von Zellen moglichst gering zu halten. Die Zellen wurden nun bei 80 g fiir
fiinf Minuten abzentrifugiert und der Uberstand, bestehend aus Medium und DMSO,
abgesaugt. Das Zellpellet wurde durch vorsichtiges Klopfen aufgelockert und anschlieftend
in einer definierten Menge vorgewdrmten Kulturmedium resuspendiert. Es folgte die
Ermittlung der Zellzahl mittels CASY®-Counter (siche Kapitel 3.1.4), woraufhin die
Zellen mit einer definierten Zelldichte ausgesit werden konnten. Die Aussaatdichten fiir
THP-1 Zellen basierten auf Erfahrungswerten und die laborinternen Werte sind in Tabelle

10 aufgefiihrt.

Tab. 10: Aussaatdichten von THP-1 Zellen fiir Zeitrdume zwischen zwei Expansionen von zwei bis vier
Tagen. Diese Werte beruhen auf Erfahrung in der Kultivierung dieser Zelllinie und wurden
laborintern ermittelt.

Tage bis zur nachsten Expansion Aussaatdichte in Zellen ml*
2 4,0 - 10°
3 2,5 - 10°
4 1,5 -10°

3.1.2 Expansion und Erhaltung von Zellen

Um Wachstumshemmungen wegen zu hoher Zelldichte (hier 1 - 10° Zellen ml!) zu ver-

meiden, wurden die Zellen alle 2-3 Tage passagiert bzw. das Medium gewechselt, sodass
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sich die Kultur permanent in der exponentiellen Wachstumsphase befand. Da es sich bei
THP-1 um Suspensionszellen handelt, konnte eine Expansion entweder durch Ausdiinnen
mit frischem Medium, oder durch einen Mediumwechsel mit erh6htem Volumen erfolgen.
Hierbei wurde die Kultur bei 80 g fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt,
die Zellen resuspendiert, gezdhlt und mit frischem Medium versetzt. Die Passagenzahl
erhohte sich mit jeder Expansion. Wurde das Volumen an Medium nicht verdndert,

handelte es sich um einen Mediumwechsel und die Passagenzahl blieb unveréndert.

Nach einer Ermittlung der Zellzahl mit Hilfe des CASY® Systems, wurde das fiir die
Aussaat der nédchsten Passage bendtigte Volumen an Zellsuspension mit der folgenden

Formel (1) berechnet.

NAussaat
vSuspension - VKultur (1)

NSuspension

mit

Vsuspension benétigtes Volumen der Zellsuspension

N Aussaat benotigte Zellzahl zum Ausséden

Nguspension totale Zellzahl der Zellsuspension

Vkultur Volumen an Medium, in dem die Kultivierung erfolgt

3.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Um Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum lagern zu konnen, miissen diese eingefroren
werden. Zunéchst wurde die Kultur wie beschrieben abzentrifugiert und mittels CASY®
TT die Zellzahl bestimmt. Je nach gewiinschter Zellzahl pro Kryovial (hier 1 oder 2
- 10% Zellen fiir differenzierte Zellen, bzw. 1 - 107 Zellen fiir undifferenzierte THP-1
Zellen in 1,8 ml) ergeben sich aus der totalen Zellzahl die Anzahl der Vials, sowie die

bendtigten Mengen an Einfriermedium (Tabelle 3) und DMSO. Da bei der Zugabe von
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DMSO Wirme entsteht, wird dieses zunéchst zu dem gekiihlten Medium gegeben und
erst anschliefsend auf die Zellen, um Zellschdden zu vermeiden. Die Zugabe von DMSO ist
insofern wichtig, als dass es ein Gefrierschutzmittel ist. Es passiert die Zellmembran und
verringert die Bildung von Eiskristallen, die zellschadigend wirken. Nach der Abfiillung
wurden die Vials in einen Kunststoffbehélter gestellt, der mit Isopropanol gefiillt war.
Dieser Behélter nennt sich Mr. Frosty® und wurde fiir mindestens 4 h in einen Eisschrank
bei -80 °C gestellt. Der Behilter sorgt dafiir, dass die Vials und deren Inhalt mit einer Rate
von einem Grad pro Minute abgekiihlt werden, was die Entstehung von intrazelluldren
Eiskristallen verringert und den Zellen erlaubt ihr osmotisches Gleichgewicht zu halten.
Die so eingefrorenen Zellen wurden am néchsten Tag auf Trockeneis in den Stickstofftank
iiberfithrt und dort bei unter -150 °C in der Gasphase gelagert, bzw. verblieben im

Eisschrank bei einer zeitnahen Verwendung.

3.1.4 Zellzahlbestimmung mit dem CASY® Cell-Counter

Das Messprinzip zur Zellzihlung mit dem CASY® System beruht auf der Messung
von Widersténden. Die zu messenden Zellen werden in CASY®ton suspendiert, hierbei
handelt es sich um eine Elektrolytlosung [41]. Diese Losung wird durch eine Messpore
mit definierter Grofte bei konstanter Flussrate gegeben. Die Pore besteht aus einem
kiinstlichen Edelstein, welcher in eine Kapillare integriert ist [41]. Bei der Messung wird
eine geringe Spannung mit Hilfe zweier Platinelektroden an die Pore angelegt. Dieses
elektrische Feld pulsiert mit 1 MHz. Passiert eine Zelle die Messpore, verdrangt sie
das entsprechende Volumen an Elektrolytlosung. Intakte Zellen sind elektrisch nicht
leitfahig und fungieren somit als eine Art Isolator, was zu einer Erhohung des elektrischen
Widerstandes fiihrt [41]. Die Anderung des Widerstandes ist proportional zur Grofe der
Zelle, da viel oder wenig Volumen an Elektrolyt verdringt wird. Auch eine Unterscheidung
von lebenden und toten Zellen ist moglich. Die Zellmembran toter Zellen verliert ihre
Integritat, weshalb die elektrische Barriere nicht mehr gegeben ist und lediglich der

Widerstand des Nukleus gemessen wird [41].
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Das CASY® System liefert reproduzierbare Daten zur Zellzahl, Vitalitéit (Verhéltnis
lebender zu toten Zellen), Zellgrofe, Debrisanteil, Grofenverteilung und Zellaggregation
[41]. Das Verfahren ist nicht-invasiv und die Zellen miissen vor der Messung nicht angefirbt

werden.

3.1.5 Differenzierung von THP-1 Zellen zu Makrophagen und AblGsung

Wie in Absatz 1.4 beschrieben, lassen sich THP-1 Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA) zu Makrophagen differenzieren. In dieser Arbeit wurde mit einer PMA-
Konzentration von 10 nM gearbeitet. Zunéchst wurde mit DMSO eine PMA-Stammlosung
angesetzt und so verdiinnt, dass Aliquots von je 20 pl mit einer Konzentration von 50

pM in Reaktionsgeféfse tiberfithrt werden konnten. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Die Differenzierung erfolgte in T175-Flaschen von Sarstedt fiir adhdrente Zellen, da sich
die Makrophagen am Flaschenboden anheften. Zum Teil wurden die Kulturflaschen mit
Collagen beschichtet. Dabei wurden 10 pl pro cm? fiir eine Stunde auf den Flaschenboden
gegeben, sodass dieser vollstindig bedeckt war. Fiir die Differenzierung wurden 1 -107
THP-1 Zellen aus laufender Kultur in 60 ml Kultivierungsmedium gegeben und 12 nl
PMA aus einem Aliquot (50 pM) hinzugefiigt, sodass sich eine finale PMA-Konzentration
von 10 nM ergab. Um in einem groferen Mafistab differenzieren zu kénnen, wurde das
Vorgehen ebenfalls mit Zellkulturschalen von Corning durchgefiihrt. Diese Schalen bieten
mit 500 cm? eine groRere Flache als T175-Flaschen (175 cm?). Die Zellzahl wurde ent-
sprechend der Flachenvergrofserung um den Faktor 2,86 angepasst, es wurden demnach
2,86 -10" THP-1 Zellen in 100 ml Medium eingesit und mit 20 pl PMA-Aliquot versetzt.
Die Differenzierung erfolgte iiber einen Zeitraum von 48, bzw. 72 h, in einigen Versuchen

schloss sich eine Inkubation ohne PMA als Ruhephase an.

Die Ablosung erfolgte entweder mit TrypLE express (mit und ohne zusétzliche Inku-
bation mit 10 nM EDTA) oder mit Hilfe eines Zellschabers. Fiir die Behandlung mit
TrypLE wurde zundchst das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen,

um Riickstdnde des Mediums zu entfernen, da diese die in der Ablésereagenz TrypLE
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enthaltenen Enzyme inhibieren wiirden. Wurde mit EDTA gearbeitet, schloss sich an
das Waschen eine 10 miniitige Inkubation mit 10 ml einer 10 mM EDTA-L6sung bei
37 °C an. Da sich dadurch bereits Zellen ablésten, wurde die Losung nach der Inkubation
aufbewahrt und am Ende mit der durch die TrypLE-Behandlung entstandenen Zellsus-
pension vereinigt. Die Zellen wurden durch Zugabe von TrypLE abgelost. Hierbei wurde
TrypLE fiir 20 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Durch Klopfen wurden noch
an der Oberfliche haftende Zellen abgeltst und in Medium aufgenommen. Nach einem
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet resuspendiert und die Zellzahl mit dem CASY®
System ermittelt. Alternativ wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt. Um die
Zellen ablosen zu konnen, wurde als erster Schritt das Medium abgenommen. Es schloss
sich eine 5 miniitige Inkubation mit 10 mM EDTA in PBS bei 37 °C an. Nun wurde der
Schaber vorsichtig {iber die Oberfliche des Kulturgefafses gefithrt und die Zellen dabei
abgelost. Nach einem Spiilen des Geféfses sowie des Schabers und einer anschlieffenden

Zentrifugation, wurde die Zellzahl mit dem CASY® System bestimmt.
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3.2 Durchflusszytometrie

Die Messung mit einem Durchflusszytometer erlaubt Aussagen iiber die Grofe und
Granularitéat von Zellen oder Partikeln [42, 43, 44|. Dariiber hinaus kann Fluoreszenz
detektiert werden, was den Einsatz bestimmter mit Fluoreszenz markierter Antikorper

ermdglicht, um zelltypspezifische Marker anzuférben [44].

Die zu messende Zellsuspension (1 - 10° Zellen ml ') wird angesaugt und in einer Kammer
(sieche Abb. 9) mit Hiillfliissigkeit (Sheathfluid) umhiillt. Durch die Geometrie der Kammer
werden Zellen durch hydrodynamische Fokussierung vereinzelt und durchlaufen eine
Kapillare [45]. Das optische System besteht aus einer Lichtquelle, hiufig ein Laser,
sammelnden Linsen und mehreren Detektoren. Die Zellen werden in einer Durchflusszelle
mit monochromatischen Licht, z.B. aus einem Laser (hdufig mit einer Wellenlénge von
488 nm), in einem Winkel von 90° zur Fliefrichtung bestrahlt, was zu einer Streuung fiithrt
[45]. Die Detektion der Vorwértslichtstreuung (FSC - “forward scatter, Abb. 8), also das
in einem kleinen Winkel von der Zelle gestreute Licht, erlaubt Riickschliisse auf die Grofe
bzw. das Volumen der Zelle [42]. Es ist jedoch von der Form, Oberflaichenbeschaffenheit
sowie Inhalt der Zellen abhangig und zeigt auch keinen linearen Zusammenhang zur
Zellgrofe |42, 43]. Die Seitwértslichtstreuung (SSC - “side scatter, Abb. 8) hingegen wird
in einem Winkel von 90° zum Laserstrahl von einem Photomultiplier (Abb. 9 Nummer 1)
detektiert und gibt Hinweise auf die Granularitéit, das heifst auf die innere Beschaffenheit

der Zelle, da Organellen u. A. das einfallende Licht mehrfach streuen [42].

Side Scatter Detector

Light Source Forward Scatter Detector

Abb. 8: Prinzip von Vorwérts- und Seitwértslichtstreuung
Die Vorwértslichtstreuung (FSC) ist proportional zur Grofe und Oberflache der Zelle,
wahrend die Seitwértslichtstreuung (SSC) auf die Komplexizitét im Inneren der Zelle
hindeutet. Sie entsteht durch die Streuung an Organellen wie dem Zellkern.
Aus “Flow Cytometry - A Survey and the Basics”, Tom Rowley et al. (2013) [46]
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Abb. 9: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Die Zellsuspension wird eingesaugt und mit Hiillfliissigkeit (Sheathfluid) umbhiillt.
Durch hydrodynamische Fokussierung werden einzelne Zellen in eine Messkammer
gegeben, in der sie mit einem Laserstrahl in einem Winkel von 90° bestrahlt werden. Die
daraus resultierende Streuung wird detektiert, zum Einen als Vorwértslichtstreuung
(FSC) und zum Anderen als Seitwértslichtstreuung (SSC, hier unter Nummer 1).
Auch Fluoreszenzen, durch den Laser angeregt, konnen detektiert werden (Nummern
2 bis 4). Dichroitische Spiegel sorgen dafiir, dass selektiv einzelne Wellenldngen
detektiert werden konnen. Die gemessenen Signale werden digitalisiert, analysiert
und ausgegeben.

Aus “Flow Cytometry: Principles and Clinical Applications in Hematology“, Michael
Brown und Carl Wittwer (2000) [44]

Zusétzlich konnen Fluorochrome mit dem Laser angeregt werden, die bei Riickkehr in den
Ausgangszustand Licht einer definierten Wellenlédnge emittieren [44]. Da diese Fluoreszenz
ebenfalls im Winkel von 90° zum Laser gemessen wird, kommen dichroitische Spiegel
zum FEinsatz, die selektiv einzelne Wellenldngen passieren lassen und somit die Detektion
spezifischer Wellenléngen erlauben [42]|. Daraus ergeben sich mehrere Kanile, je nach
Wellenlénge und damit Farbe der Fluoreszenz (beim Beckmann Coulter FC500 FL1-5).
Die Lichtintensitit wird mit Hilfe von Photomultipliern gemessen, dabei erfolgt eine
Verstarkung des Signals. Dies wird detektiert und fiir weitere Analysen digitalisiert und

verarbeitet [44].
Tragt man die Seitwértslichtstreuung (Side Scatter) gegen die Vorwiértslichtstreuung

(Forward Scatter) auf, so kénnen die Charakteristika verschiedener Zellen dargestellt

werden (Abb. 10). So kénnen verschiedene Zelltypen anhand ihrer Gréfe und Granula-
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ritét unterschieden werden, zum Beispiel weisen Lymphozyten eine geringe Grofe und
Granularitét auf, weshalb sie in der Abb. 10 unten links erscheinen [46]. Obwohl Mono-
zyten und neutrophile Granulozyten eine dhnliche Grofe haben (vergleichbare Werte fiir
Vorwértslichtstreuung), kénnen sie durch ihre unterschiedliche Granularitiat unterschieden
werden [46]. Auf diese Weise kann auch Zelldebris von vitalen Zellen unterschieden werden
und bei der Auswertung ein Rahmen (Gate) um die gewiinschte Zellpopulation gesetzt

werden. Wird ein Gate gesetzt, gehen nur die markierten Zellen in die Analyse mit ein.
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0 T T T T 1
o 50 100 150 200 250

Forward Scatter

Abb. 10: Scatter-Plot einer Blutprobe
Aufgetragen ist die Seitwértslichtstreuung (Side Scatter) gegen die Vorwértslicht-
streuung (Forward Scatter). Jeder Punkt steht fiir eine Zelle. Anhand von Grofe
(Forward Scatter) und Granularitit (Side Scatter) kann zwischen den verschiedenen

Zelltypen differenziert werden.
Aus “Flow Cytometry - A Survey and the Basics®, Tom Rowley et al. (2013) [46]

3.2.1 Durchfithrung und Farbeprotokoll

Bevor Zellen mit dem Durchflusszytometer analysiert werden konnten, musste die Zellzahl
der Suspension mit dem CASY® System bestimmt werden. Fiir eine Probe wurden 1 - 10°
Zellen in ein 15 ml-Zentrifugengeféfs tiberfithrt und fiir 5 Minuten bei 80 g zentrifugiert.
Der Uberstand (Medium) wurde verworfen (ausgegossen) und die Zellen mit 3 ml PBS
(+ 3 % FBS) gewaschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation, das Pellet wurde in 100 ul
Fe-Blockierlosung (1:20 mit PBS + 3 % BSA verdiinnt) resuspendiert und fiir 20 Minuten

bei 4 °C inkubiert. Ein weiterer Waschschritt schloss sich an, bevor die Zellen mit einer
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Antikorperlosung (mit einem Fluorochrom konjugiert bzw. priméren unkonjugierten
Antikoérper) wieder in Losung gebracht wurden. Die verwendeten Antikérper und ihr
jeweiliges Antigen sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C fiir
10 Minuten, woraufhin erneut zwei Mal mit PBS (+ 3 % FBS) gewaschen wurde. Sofern
ein Primarantikorper eingesetzt wurde, der an den nachzuweisenden Marker gebunden
hat, erfolgte nun die Inkubation mit dem Sekundérantikorper (mit einem Fluorochrom
konjugiert) analog zum priméren, inklusive zweier Waschschritte. Abschliefend wurde das
Pellet in 0,5 ml PBS (+ 3 % FBS) aufgenommen und die Probe in ein Probenréhrchen

fiir die Durchflusszytometrie tiberfiihrt.

Tab. 11: Eingesetzte Antikorper und deren Spezifitit

Bezeichnung Antigen Verdiinnung

CD11b-FITC, rekombinant, Human IgG1l Integrin oM 1:50 in PBS +
3 % FBS

CD14-FITC, rekombinant, Human IgG1l  LPS-Rezeptor 1:50 in PBS +
3 % FBS

CD281, Mouse IgG1 Toll Like Receptor 1 1:50 in PBS +
3 % FBS

Anti-Mouse-FITC, Goat 1gG Maus IgG 1:50 in PBS +
3 % FBS

CD284-Alexa Fluor 488, Mouse IgG2 Toll Like Rezeptor 4 1:50 in PBS +
3 % FBS

3.3 Nachweis und Quantifizierung von Interleukin 6

Die Anwesenheit von Pyrogenen 16st die Ausschiittung von Interleukin 6 (IL-6) durch
Makrophagen aus (siche Kapitel 1.1.2). Eine Quantifizierung von 1L-6 erlaubt somit
Riickschliisse auf die Konzentration der Pyrogene, denen Makrophagen ausgesetzt waren.
Dies erfolgt mittels eines ELISAs. Hierbei handelt es sich um ein Kit der Firma Invitrogen
im 96-Well Format. Auf eine Beschichtung einer 96-Well-Platte mit dem sogenannten
,Capture Antibody* folgt die Inkubation mit der Probe. Das gebildete 1L-6 wird vom
Capture Antibody gebunden. Ein zweiter Antikérper (,Detection Antibody*), der mit
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Biotin konjugiert ist, bindet ebenfalls an IL-6. Zugegebenes Strepdavidin hat eine hohe
Affinitét fiir Biotin und eine an Streptavidin gekniipfte Peroxidase setzt zugegebenes
Tetramethylbenzidin um, sodass eine farbige Losung entsteht. Nach der Zugabe einer

Stoplosung wird die Extinktion bei einer Wellenldnge 450 nm als Messgrofte bestimmt

Die Durchfithrung des ELISA erfolgte geméf Protokoll des Herstellers. Bei den ver-
wendeten Zelltypen handelte es sich um THP-1 als Negativkontrolle (undifferenziert)
und aus THP-1 mit PMA (10 nM) differenzierten Makrophagen. Die Zellen wurden in
einer 96-Well-Platte mit einer Aussaatdichte von 1,5 - 10° Zellen/Well ausgesiit. Zur
Ermittlung der Zellzahl differenzierter Makrophagen, wurden diese abgelost oder auf-
getaut und mit dem CASY® System gezihlt. Um 1,5 - 10° Zellen/Well mit 100 pl
einsden zu kénnen, wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 1,5 - 10° Zellen
ml! durch geeignete Verdiinnung hergestellt. Nach 4 h wurde LPS beziechungsweise
RSE in verschiedenen Konzentrationen (2; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,05; 0,025 und
0 EU ml!) fiir 18 h auf die Zellen gegeben, um eine Standardkurve zu erzeugen. Die
LPS - beziehungsweise RSE-Konzentrationen wurden aus einem Aliquot (2000 EU ml™)
mit Medium geméfs Abbildung 12 verdiinnt und 100 nl auf die Zellen gegeben, wobei
sich eine 1:2 Verdiinnung ergab. Um die Stammldsung anzusetzen, wurde das Lyophilisat
zundchst mit Medium in Losung gebracht und verblieb fiir 10 Minuten im Ultraschallbad.
Durch geeignete Verdiinnung wurde eine Konzentration von 2000 EU ml? eingestellt und
Aliquots zu 50 pl bei -20 °C gelagert. Parallel wurde eine 96-Well-Platte mit dem Capture
Antibody beschichtet. Am folgenden Tag folgten eine Inkubation der ELISA-Platte mit
einer Blockierlosung von einer Stunde und einige Waschschritte (mit PBS + 0,05 %
Tween), bevor 100 pl Kulturiiberstand in die ELISA-Platte tiberfiihrt wurden, sodass das
sekretierte IL-6 quantifiziert werden konnte. Die Proben verblieben zusammen mit einer
IL-6 Standardreihe fiir 2 h auf der Platte, bevor der Detektionsantikorper nach einem
Waschschritt hinzugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde und
erneutem Waschen, wurden 100 pl Streptavidin hinzugefiigt und 30 min inkubiert. Der
Umsatz von TMB (Tetramethylbenzidin, 100 pl) erfolgte in einem Zeitraum von 15 min.
Abschlieffend wurden 50 pl Stoplésung (1 M HySO,) dazugegeben und die Extinktion
gemessen. Ein typisches Platten-Layout fiir den ELISA ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11: ELISA Layout fiir den Nachweis von Interleukin-6

Abb. 12:

Zu sehen ist ein typisches Layout einer ELISA-Platte fiir den Nachweis von
Interleukin-6. In orange sind die verschiedenen LPS-Konzentrationen (Triplikate),
in griin die RSE-Konzentrationen (Triplikate) und in gelb die IL-6 Verdiinnungen
(Duplikate) dargestellt. Hellblau symbolisiert undifferenzierte THP-1 Zellen mit
Medium, dunkelblau mit 2 EU ml! LPS und violett mit 2 EU mI'* RSE. Der Blank
(nur Medium ohne Zellen) ist in grau dargestellt.

Stamml6sung
2000 EU/ml

1:25 (40wl 960 )

Arbeitslosung
80 EU/ml

1:20 (100

1900 )

1000 )

34375 1254)

1000 )

1,5 EU/ml
(0,75 EU/ml)

1:10 (50 ul 450 i)

1000 )

0,1 EU/ml
(0,05 EU/ml)

1:10 (S0 450 )

1:2 (1000

0,25 EU/ml
(0,125 EU/ml)

1000 )

0,05 EU/ml
(0,025 EU/ml)

Verdiinnung von Lipopolysacchariden

Die Abbildung zeigt die Verdiinnungsreihe der eingesetzten Lipopolysaccharide. Aus
einem Aliquot der Stammldsung (in rot) mit einer Konzentration von 2000 EU ml!
wird eine Arbeitsldsung (in orange) mit 80 EU ml! hergestellt. Diese ist Aus-
gangspunkt flir weitere Verdiinnungen. Jeweils 100 pl der in blau dargestellten
Konzentrationen werden zu 100 nl Zellsuspension gegeben, sodass sich eine 1:2 Ver-
diinnung ergibt. In Klammern sind die sich jeweils einstellenden Lipopolysaccharid-
Konzentrationen, denen die Zellen ausgesetzt sind, zu finden
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3.4 Endotoxinnachweis mittels LAL-Test

Der Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test (LAL-Test) stellt eine Methode dar, um Lipopo-
lysaccharide (LPS) nachweisen zu kéonnen. Kommt das Amoebozyten-Lysat mit LPS
in Kontakt, kommt es zu einer Reihe enzymatischer Reaktionen und schliefslich zur
Aktivierung eines Gerinnungsfaktors. Dieser Faktor setzt das farblose Substrat Ac-Ile-
Glu-Ala-Arg-pNA (p-Nitroanilin mit einem acetylierten Peptid) in das gelbliche pNA
um. Nach der Zugabe einer Stopplosung wird die Extinktion bei 405 nm gemessen. Diese
ist proportional zur LPS-Konzentration, weshalb die Konzentration in Proben iiber eine
Kalibriergerade in einem Bereich von 0,01-0,1 EU/ml EU ml! (Chromogenic Endotoxin
Quant Kit, Pierce) bestimmt werden kann. Allerdings ist der LAL-Test auf den Nachweis
von Endotoxinen (LPS) beschrinkt.

Die Durchfithrung des Assays erfolgte geméf den Angaben des Herstellers. Die verwen-
dete 96-Well-Platte wurde die gesamte Zeit bei einer Temperatur von 37 °C gehalten.
Zunéchst wurden die Standards, Blanks und Proben in eine 96-Well-PLatte (je 50 pl)
gegeben. Anschliefsend wurden je 50 pl Amoebozyte-Lysat, das zuvor in Losung gebracht
wurde, hinzu gegeben und inkubiert. Darauf folgte eine weitere Inkubation mit 100 pl
chromogenen Substrats und nach 6 Minuten die Zugabe von 50 pl Stopplésung (25 %ige
Essigsdure). Nach der Auslesung der Extinktion bei 405 nm wurde die OD des Blanks
von den Standards und Proben abgezogen und eine Kalibriergerade erzeugt. Aus der

Regression konnte die Endotoxinkonzentration in der Probe bestimmt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss des Kunststoffmaterials

Um einen moglichen Einfluss des bei der Kultivierung und Differenzierung von THP-1
Zellen eingesetzten Kunststoffmaterials zu untersuchen, wurden zwei Ansétze parallel
bearbeitet. Einerseits kamen fiir die Erhaltungskultur und die Differenzierung zu Makro-
phagen Kulturflaschen fiir Suspensionszellen von Sarstedt und andererseits Kulturflaschen
fir adhérente Zellen (TC - tissue culture) zum Einsatz. Letztere weisen eine Beschichtung
auf, die es adhérenten Zellen erleichtert sich an die Flaschenoberfliche anzuheften. In
diesem Versuch wurden die THP-1 Zellen fiir eine Differenzierung zu Makrophagen mit
10 nM PMA {iber einen Zeitraum von 72 h inkubiert. Das Kulturmedium beinhaltete
FBS von Corning (Lot 35079002). Die Erhaltungskultur erfolgte iiber 14 Tage parallel in
TC-Flaschen sowie in Suspensionsflaschen. Die Tabelle 12 listet die Wachstumsraten (1)
dieser Kulturen auf. Die Einsaat erfolgte mit je 1,26 - 10" Zellen. Zwischen dem Start
der Kultur und der ersten Zahlung nach knapp zwei Tagen lag kein bzw. nur sehr wenig
Wachstum (TC-Flasche) vor. Die gemittelten Wachstumsraten der beiden Kulturen lagen
mit 0,32 1/d und 0,29 1/d dicht beieinander, allerdings schwankten die Raten der in

TC-Flachen kultivierten Zellen etwas starker.

Tab. 12: Wachstumsraten (p) von THP-1 Zellen, die in T-Flaschen fiir Suspensionskulturen bzw. fiir
adhérente Kulturen (TC-beschichtet) {iber einen Zeitraum von 14 Tagen kultiviert wurden.

Zeit in d Psusp in 1/d prc in 1/d
0,00 0,00 0,00
1,78 0,00 0,02
3,73 0,31 0,28
6,84 0,37 0,41
8,03 0,27 0,18
10,85 0,39 0,33
13,90 0,27 0,27
gemittelt 0,32 0,29
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Um einen Einfluss des Kunststoffmaterials auf die Oberflichenmarker CD11b und CD14,
die fiir eine Beurteilung des Erfolges einer Differenzierung verwendet wurden, zu testen,
wurden diese am Durchflusszytometer untersucht. Sowohl undifferenzierte THP-1 (Ab-
bildung 13), als auch fiir 72 h mit PMA differenzierte Zellen (Abbildung 14) wurden
hinsichtlich der Expression von CD11b und CD14 verglichen. Bei den nicht differen-
zierten Zellen zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der Oberflichenmarkern, die
beiden Peaks der in Flaschen fiir Suspensionskulturen (blau) und in TC-Flaschen (rot)

kultivierten Zellen waren deckungsgleich.

CD14

FLiLog

Abb. 13: Einfluss des Kunststoffmaterials - undifferenziert
Die Abbildung zeigt die Histogramme der Immunfluoreszenzfarbung fiir die Analyse des
Einflusses des Kunstoffmaterials auf undifferenzierte Zellen, die am Durchflusszytometer iiber
Kanal F1 erstellt wurden. In blau sind jeweils undifferenzierte THP-1 Zellen dargestellt, die in
T-Flaschen fiir Suspensionszellen kultiviert wurden, wahrend in rot undifferenzierte und in

TC-Flaschen kultivierte Zellen zu sehen sind. Bei beiden Oberflachenmarkern (CD11b links,
CD14 rechts) sind die Signale fiir die zwei Kultivierungsbedingungen deckungsgleich.

Bei den differenzierten Zellen zeigte sich bei den Kontrollen (ohne Antikérper) nur ei-
ne sehr leichte Verschiebung der Fluoreszenzintensitiat (Abbildung 14). Differenzierte
Makrophagen, sowohl aus Suspensionsflaschen (in griin), als auch aus TC-Flaschen (in
rot dargestellt), lieferten eine deutliche Verschiebung bei der Antikérperfarbung gegen
CD11b im Vergleich zu undifferenzierten Zellen. Eine Farbung gegen CD14 hatte eine
ahnliche Verschiebung zur Folge, auch wenn die Peaks breiter und flacher wurden, als
bei der CD11b-Féarbung. Diese beiden fiir Makrophagen typischen Strukturen an der
Oberflache der Zellmembran wurden demnach im Vergleich zu undifferenzierten THP-1
Zellen deutlich stérker nach der Differenzierung mit PMA exprimiert. Ein Unterschied
zwischen den Makrophagen, die in Suspensionsflaschen bzw. in TC-Flaschen differenziert

wurden, liefs sich hinsichtlich der untersuchten Oberflichenmarker nicht erkennen.
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Abb. 14: Einfluss des Kunststoffmaterials - differenziert

Die Abbildung zeigt die Histogramme der Immunfluoreszenzfarbung fiir die Analyse
des Einflusses des Kunstoffmaterials auf differenzierte Zellen, die am Durchflusszy-
tometer iiber Kanal F1 erstellt wurden. In blau sind jeweils undifferenzierte THP-1
Zellen dargestellt, in griin differenzierte (72 h) Zellen, die in T-Flaschen fiir Suspensi-
onszellen kultiviert wurden, wihrend in rot Makrophagen (72 h) aus in TC-Flaschen
kultivierten Zellen aufgetragen sind. Bei der Kontrolle ohne Antikorper (A1l und
B1) zeigte sich nur eine sehr leichte Verschiebung der Fluoreszenzintensitit der
differenzierten Zellen im Vergleich zu undifferenzierten. Dagegen zeigte sich bei der
Inkubation mit dem Antikérper gegen CD11b (A2 und B2) eine starke Verschiebung,
der Antikorper gegen CD14 (A3 und B3) hatte ebenfalls eine deutliche Verschiebung
zur Folge, jedoch wurde der Peak breiter. Zwischen den beiden Kultivierungs- und
Differenzierungsbedingungen zeigte sich kein Unterschied.

Die Erhaltungskultur von THP-1 Zellen erfolgte von nun an in T-Flaschen fiir Suspensi-

onskulturen, da keinerlei Unterschied hinsichtlich des Differenzierungsmusters erkennbar

war.

37



4 Ergebnisse 0

4.2 48 h Differenzierung

Die Differenzierung von THP-1 Zellen zu Makrophagen durch PMA erfolgte wie in Ab-
schnitt 3.1.5 beschrieben. Bei einer Inkubationszeit von 48 h bei 37 °C und 5 % CO, waren
differenzierte Zellen adhérent und zeigen vereinzelt langliche Ausstiilpungen (Abbildung
15). Jedoch differenzierten nicht alle vorhandenen THP-1 Zellen, da nicht differenzierte

Zellen weiterhin eine runde Morphologie aufwiesen und Aggregate bildeten.

Abb. 15: Fiir 48 h differenzierte THP-1 Zellen
Diese Abbildung zeigt fiir 48 h mit 10 nM PMA differenzierte THP-1 Zellen in
einer T-175 Kulturflasche. Makrophagen wurden adhérent (griine Pfeile) und zeigen
vereinzelt langliche Ausstiilpungen. Nicht differenzierte Zellen (weifse Pfeile) zeigen
weiterhin eine runde Morphologie und bildeten hier Aggregate. Das Bild wurde
unter dem Phasenkontrastmikroskop bei 100-facher Vergréferung aufgenommen.

Um den Differenzierungsstatus zu untersuchen, kam das Durchflusszytometer wie unter
Abschnitt 3.2.1 beschrieben zum Einsatz. Dabei dienten die beiden Oberflichenmarker
CD11b und CD14 als Hinweis auf eine erfolgreiche Differenzierung, da diese typisch fiir
Makrophagen sind und im Zuge der Differenzierung exprimiert werden. In Abbildung
16 sind die Histogramme der Immunfluoreszenzfarbung der erwdhnten Marker darge-
stellt. Wahrend sich die Kontrollen, also Zellen, die nicht mit Antikérpern behandelt
wurden, von undifferenzierten THP-1 Zellen und Makrophagen stark gleichen, zeigen

die Peaks der differenzierten Zellen sowohl bei der CD11b- als auch CD14-Farbung eine
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Rechtsverschiebung, was ein erhéhtes Fluoreszenzsignal bedeutet. Dementsprechend war
die Expression beider Oberflaichenmarker bei einer Inkubation von 48 h mit PMA im

Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen erhoht.

Kontrolle CD11b CD14

Abb. 16: Differenzierungsstatus nach 48 h

Die Abbildung zeigt die Histogramme der Immunfluoreszenzfarbung fiir die Analyse
des Differenzierungsstatuses, die am Durchflusszytometer iiber Kanal F1 erstellt
wurden. In blau sind jeweils undifferenzierte THP-1 Zellen dargestellt, wahrend in
griin fiir 48 h mit PMA differenzierte Makrophagen zu sehen sind. Die Kontrol-
len (A1), also Zellen, die nicht mit Antikérpern behandelt wurden, sind nahezu
deckungsgleich. Bei den Antikérpern zur Farbung von CD11b (A2) und CD14 (A3)
zeigt sich jeweils eine deutliche Verschiebung nach rechts und damit eine Zunahme
der Fluoreszenzintensitét.

Um die Sekretion von Zytokinen der Makrophagen bei Kontakt mit LPS zu messen,
wurde IL-6 mittels ELISA nachgewiesen und quantifiziert wie in Abschnitt 3.3 dargestellt.
Fiir die Kultivierung und Differenzierung der Makrophagen sowie undifferenzierter THP-1
Zellen wurde FBS von Corning (Lot 35079002) verwendet und diese wurden Lipopoly-
sacchariden von E. coli 055:B5 (Tabelle 4) fur einen Zeitraum von 18 h ausgesetzt. In
Abbildung 17 ist die Extinktion bei 450 nm iiber der LPS-Konzentration aufgetragen.
Es wurden Konzentrationen von 0; 0,02 und 0,08 EU ml™! eingesetzt. Auffillig ist, dass
bereits die Negativkontrolle einen sehr hohen Extinktionswert von 2,7 lieferte. Auch die
beiden LPS-Konzentrationen fithrten zu hohen Werten iiber 2, was auf die Anwesenheit
von Endotoxinen im Medium hindeutet, da die Makrophagen auch ohne die Zugabe
von LPS IL-6 sekretiert haben. Undifferenzierte THP-1 zeigten bei allen verwendeten

Konzentrationen sehr niedrige Extinktionen.
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Abb. 17: IL-6 ELISA: 48h Differenzierung

Aufgetragen ist die Extinktion iiber der LPS-Konzentration, der die Zel-
len fiir 18 h ausgesetzt waren. Der Assay wurde in Triplets durchgefiihrt
und die Standardabweichung als Fehlerbalken aufgefiihrt. Undifferenzierte
THP-1 Zellen sind in oliv dargestellt und lieferten {iber den Konzentrati-
onsbereich geringe Exktinktionswerte. Die Makrophagen (48 h Differen-
zierung) in blau hingegen zeigten bereits ohne LPS eine sehr hohe OD
von 2.7, auch mit LPS lieferten sie ein hohes Signal. Die Kultivierung
bzw. Differenzierung der eingesetzten Zellen erfolgte mit Medium, dem
FBS von Corning (Lot 35079002) zugesetzt war.

4.3 72 h Differenzierung

Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben wurden THP-1 Zellen mit 10 nM PMA inkubiert, um
eine Differenzierung zu Makrophagen zu erreichen. Um die Anzahl an differenzierten
Zellen zu erhohen und um die Taktung der Experimente zu erleichtern, betrug die Inkuba-
tionszeit 72 h und erfolgte bei 37 °C und 5 % COs. Differenzierte Zellen wurden adhérent
und wiesen vermehrt eine spindelférmige Morphologie mit Ausldaufern auf (Abbildung
18). Nicht differenzierte Zellen zeigten weiterhin eine runde Morphologie. Im Vergleich
zu einer Differenzierung iiber einen Zeitraum von 24 h zeigte sich eine erhhte Anzahl

differenzierter Zellen (siche Abbildung 15)
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Abb. 18: Fiir 72 h differenzierte THP-1 Zellen
Diese Abbildung zeigt fiir 72 h mit 10 nM PMA differenzierte THP-1 Zellen in
einer T-175 Kulturflasche. Makrophagen werden adhérent (griine Pfeile), bilden
eine spindelférmige Morphologie und zeigen hiufig Ausstiilpungen (blaue Pfeile).
Nicht differenzierte Zellen (weifte Pfeile) zeigen weiterhin eine runde Morphologie.
Das Bild wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop bei 100-facher Vergréfserung
aufgenommen.

4.3.1 Ablosung mit TrypLE express

Fiir 72 h zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden wie in Abschnitt 3.1.5
beschrieben mit der Ablosereagenz TrypLE express von der Oberflache der Kulturflasche
abgelost. Dabei ergab sich reproduzierbar eine Ausbeute von etwa 25 % bezogen auf die
Anzahl an eingesiten THP-1 Zellen. Das Medium, das bei der Erhaltungskultur und
der Differenzierung eingesetzt wurde, enthielt FBS von Corning (Lot 35079002). Der
Einfluss dieser Art von Ablésung wurde durch eine Messung der Expression von CD11b

und CD14 am Durchflusszytometer ermittelt.
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Abb. 19: Differenzierungsstatus nach 72 h
Aufgetragen sind die Histogramme einer Immunfluoreszenzfarbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In griin: frisch
differenzierte Makrophagen (72 h mit 10 nm PMA). Die Kontrolle ohne Antikorper
zeigte nur eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen
(A1). Die Farbung gegen CD11b lieferte einen Shift der Makrophagen gegeniiber THP-
1 Zellen (A2. Auch die Farbung von CD14 (A3) lieferte eine &hnliche Verschiebung.

Die Abbildung 19 zeigt fiir ein fiir die Differenzierung von 72 h mit 10 nM PMA und
eine Ablosung mit TrypLE ein reprasentatives Differenzierungsmuster, das reproduziert
werden konnte. Die beiden Antikorperfarbungen gegen CD11b, bzw. CD14 zeigten bei
differenzierten Zellen eine deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitét im Vergleich
zu undifferenzierten Zellen. Die Kontrolle ohne Antikorper hingegen fiihrte zu einer
geringen Verschiebung gegeniiber THP-1 Zellen. Daraus folgt, dass CD11b und CD14
verstiarkt exprimiert wurden und die Differenzierung erfolgreich verlaufen ist. Da es sich
bei CD11b und CD14 um Oberflichenmarker handelt, kann eine enzymatische Ablésung
diese bei zu starkem Verdau beeinflussen. Dies ist hier nicht der Fall. Die Vitalitdt der mit
TrypLE express abgelosten Makrophagen, die mit dem CASY System ermittelt wurde,
betrug etwa 90 %.

4.3.2 Einfluss des Endotoxingehalts im Medium

Wie schon der IL-6 ELISA bei fiir 48 h differenzierten THP-1 Zellen (siche Abbildung
20 auf der linken Seite), zeigten auch fiir 72 h differenzierte Makrophagen bei der Nega-
tivkontrolle ohne LPS erhohte Extinktionswerte (Abbildung 20 auf der rechten Seite).
Die eingesetzten Konzentration waren 0,02; 0,08 und 2 EU ml*. Uber den gesamten
Konzentrationsbereich lasst sich ein Anstieg der Extinktion bei Makrophagen erkennen,

bis 0,08 EU ml! ist der Verlauf linear, bei 2 EU ml™! scheint die Kurve hingegen bereits in
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einer Sattigung zu sein. Auffillig ist jedoch, dass die Makrophagen schon ohne den Zusatz
von LPS eine OD von 0,76 aufwiesen. Undifferenzierte THP-1 Zellen lieferten iiber den
gesamten Konzentrationsbereich sehr geringe Extinktionswerte. Fiir die Erhaltungskultur,
die Differenzierung und die Inkubation mit LPS wurde Medium verwendet, dem FBS
von Corning (Lot 35079002) zugesetzt war. Die hohen OD-Werte der Negativkontrollen
deuten auf die Anwesenheit von Endotoxinen im Medium hin, sodass die Makrophagen
bereits ohne weiteren Zusatz von LPS IL-6 bildeten. Laut Herstellerangaben hat das

verwendete Serum von Corning einen Endotoxingehalt von 0,5 EU ml™?.
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Abb. 20: TL-6 ELISA: Endotoxingehalt im Medium
Aufgetragen ist die Extinktion {iber der LPS-Konzentration, der die Zellen fiir 18 h
ausgesetzt waren. Der Assay wurde in Triplets durchgefiihrt und die Standardabwei-
chung als Fehlerbalken aufgefiihrt. Linke Seite: fiir 48 h differenzierte Makrophagen;
rechte Seite: fiir 72 h differenzierte Makrophagen. In oliv: undifferenzierte THP-1
Zellen; in blau: Makrophagen.

Die Erhaltungskultur und die Differenzierung erfolgten ab diesem Zeitpunkt mit Medium,
dem FBS von PAN (Sera Pro) mit einem niedrigen Endotoxingehalt von 0,087 EU ml!

zugesetzt war.

4.3.3 Ablosung mit EDTA und TrypLE express

Da die Ablésung mit TrypLE express alleine zu einer geringen Ausbeute von etwa 25 %
bezogen auf die Anzahl eingesédter THP-1 Zellen fithrte, wurde eine zusétzliche Inkubation
mit 10 mM EDTA in PBS vorangestellt, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben. Es handelte
sich um Makrophagen, die fiir 72 h differenziert worden waren. Bei dieser Ablésemethode

konnte eine Erhohung der Ausbeute nicht erreicht werden, sie lag ebenfalls bei etwa 25 %.
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Allerdings fiihrte die zusétzliche Inkubation mit EDTA dazu, dass bei der Zellzahlbestim-
mung mit dem CASY System ein schmalerer Peak zu sehen war. Das spricht fiir eine
geringere Grofenverteilung der Zellen. Das aus der beschriebenen Differenzierung und
Ablosung resultierende Differenzierungsmuster wurde am Durchflusszytometer anhand
der Expression von CD11b und CD14 bestimmt (Abbildung 21). Die Kontrolle ohne
Antikérper (Al) sowie die Farbung von CD11b (A2) lieferten dhnliche Verschiebungen
wie bei einer Ablosung mit TrypLE als alleinige Ablosereagenz (Abbildung 19, A1 und
A2). Die Immunfluoreszenzfarbung gegen CD14 (A3) zeigte jedoch einen geringeren Shift
als in vorherigen Versuchen, lediglich die rechte Flanke des Peaks zeigt eine Verschiebung

im Vergleich zur Kontrolle (Al).

Kontrolle CD11b CD14

|A3

Abb. 21: Differenzierungsstatus: 72 h, EDTA & TrypLE

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfiarbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In griin: Makropha-
gen (72 h mit 10 nm PMA), in blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Kontrollen
ohne Antikérper zeigten nur eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzier-
ten THP-1 Zellen (A1). Die Farbung von CD11b lieferte einen deutlichen Shift der
Makrophagen gegeniiber THP-1 Zellen (A2). Die Farbung von CD14 (A3) lieferte
eine geringere Verschiebung als CD11b.

Ob die fiir 72 h differenzierten Makrophagen nach der beschriebenen Abléseprozedur
auf den Kontakt mit LPS mit der Sekretion von Zytokinen reagieren, wurde mit dem
IL-6 ELISA tiberpriift. Die Zellen kamen iiber einen Zeitraum von 18 h mit LPS (E. coli
055:B5) in Kontakt und die Kulturiiberstande wurden iiber Nacht auf der ELISA-Platte
bei 4 °C inkubiert. In Abbildung 22 ist die gemessene Extinktion iiber der eingesetzten
LPS-Konzentration aufgetragen. Es lasst sich ein deutlicher und von der Konzentration
abhéngiger Anstieg der OD erkennen. Makrophagen, die keinerlei LPS ausgesetzt waren,
wiesen sehr niedrige Extinktionswerte auf (0,01). Bereits geringe LPS Konzentrationen

fithrten zu einem starken Anstieg der OD bei kleiner Anderung der Konzentration. Ab einer
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LPS-Konzentration von 0,5 EU ml! verlangsamte sich der Anstieg, eine Art Plateu scheint

erreicht. Undifferenzierte THP-1 Zellen zeigen iiber den gesamten Konzentrationsbereich

hinweg sehr niedrige Extinktionswerte.
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Abb. 22: TL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, EDTA & TrypLE
Aufgetragen ist die Extinktion {iber der LPS-Konzentration, der die Zellen fiir 18 h
ausgesetzt waren. Der Assay wurde in Triplets durchgefiihrt und die Standardab-
weichung als Fehlerbalken aufgefiihrt. Oliv: undifferenzierte THP-1 Zellen; blau:

Makrophagen (72 h Differenzierung)

4.3.4 Differenzierung auf einer Collagenbeschichtung

Da die Ausbeute der Ablosung bei einer Kombination aus EDTA und TrypLE nicht ver-
bessert werden konnte, wurden Kulturflaschen, in denen differenziert wurde, vor Einsaat
der Zellen mit Collagen beschichtet (Abschnitt 3.1.5). Die Differenzierung wurde fiir 72 h
durchgefiihrt. Die Ablésung erfolgte mit TrypLE, was ebenfalls keine Verbesserung der
Ausbeute zur Folge hatte, es wurde etwa ein Viertel der Zellzahl, die eingeséat wurde,
wieder abgeltst. Das Differenzierungsmuster ist in Abbildung 23 dargestellt. Es dhnelt
dem Muster, das aus der Ablésung mit EDTA und TrypLE resultierte (Abbildung 21),
jedoch ist der Shift bei der Farbung von CD11b im Vergleich etwas geringer.
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Abb. 23: Differenzierungsstatus: 72 h, Collagenbeschichtung

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfirbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In griin: Makropha-
gen (72 h mit 10 nm PMA), in blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Kontrollen
ohne Antikdrper zeigten nur eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzier-
ten THP-1 Zellen (A1). Die Farbung von CD11b lieferte einen deutlichen Shift der
Makrophagen gegeniiber THP-1 Zellen (A2). Die Farbung von CD14 (A3) lieferte
eine geringere Verschiebung als CD11b, lediglich die rechte Flanke des Peaks ist
verschoben.
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Abb. 24: TL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Collagen beschichtet
Die Abbildung zeigt die Extinktion {iber der LPS-Konzentration, der die Zellen fiir
18 h ausgesetzt waren. Jede LPS-Konzentration wurde in Triplets vermessen und
die Standardabweichung als Fehlerbalken aufgetragen. Oliv: THP-1 Zellen; blau:
Makrophagen.

Fiir den IL-6 ELISA kam LPS aus E. coli 055:B5 zum Einsatz. Abweichend zu dem
Vorgehen, das unter Abschnitt 3.3 beschrieben ist, wurden die einzelnen Wells statt
mit einer Pipette durch ausschlagen der Platte entleert. In Abbildung 24 zeigt die
Ergebnisse des ELISAs. Bis zu einer LPS-Konzentration von 1 EU ml! nimmt die OD
des Makrophageniiberstandes stetig zu und sinkt bis 2 EU ml! leicht ab. Auffillig ist
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jedoch, dass die Makrophagen auch ohne LPS eine Extinktion von 1,1 lieferten. Auch
undifferenzierte THP-1 Zellen zeigen durchgehend mit etwa 0,5 héhere Extinktionswerte

als in vorangegangenen Versuchen.

4.3.5 Ablosung mit TrypLE express im Vergleich zu einem Zellschaber

Da die Ausbeute der Ablésung von differenzierten THP-1 Zellen noch nicht verbessert
werden konnte, wurde mit einem Zellschaber gearbeitet. Fiir eine bessere Erreichbar-
keit und um mehr Makrophagen zur Verfiigung zu haben, wurden THP-1 Zellen mit
10 nm PMA in Kulturschalen ausgesét. Nach 72 h Differenzierung wurden die Zellen
fiir 5 Minuten mit 10 mM EDTA in PBS inkubiert und mit dem Zellschaber vorsichtig
abgelost. Zusatzlich wurden Makrophagen mit TrypLE von der Kulturschale gelost, um
beide Ansétze vergleichen zu konnen. Die Ablosung mit dem Zellschaber fiihrte zu einer
Ausbeute von etwas mehr als 100 %, wahrend TrypLE Makrophagen zu etwa 50 % von
der Oberflache einer Kulturschale abloste. Um die Differenzierung jeweils beurteilen
zu konnen, wurde die Expression von CD14 mit dem Durchflusszytometer untersucht
(Abbildung 25). Die Kontrollen, bei denen kein Antikérper zum Einsatz kam (A1 und
B1) zeigten eine leichte Verschiebung der Fluoreszenzintensitédt von den Makrophagen im
Vergleich zu undifferenzierten Zellen. Die Féarbung von CD14 (A2 und B2) lieferte einen
deutlichen Shift bei den Makrophagen im Vergleich zu den Kontrollen und THP-1 Zellen.

Beide Ablosebedingungen zeigten keine Unterschiede im Differenzierungsstatus.
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Abb. 25: Differenzierungsstatus: 72 h, TrypLE vgl. Zellschaber

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfiarbung gegen CD14,
die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In rot: Makrophagen (72 h) mit
TrypLE abgelost; in griin: Makrophagen (72 h) mit dem Zellschaber abgelost; in
blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Kontrollen ohne Antikorper zeigten nur
eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen (Al und
B1). Die Farbung von CD14 (A2 und B2) lieferte eine Verschiebung im Vergleich
zur Kontrolle.

Ob die differenzierte Zellen auf LPS mit der Sekretion von IL-6 reagieren, wurde mit Hilfe
eines ELISAs iiberpriift. Die Abbildung 26 zeigt links die Auftragung von Extinktion {iber
der LPS-Konzentration von mit TrypLE abgelosten Zellen. Neben LPS von E. coli 055:B5
(in blau dargestellt), kam der Referenz-Standard von Endotoxinen (RSE) zum Einsatz (in
orange). Die Inkubation mit LPS von fiihrt zu einem von der Konzentration abhéngigen
Anstieg der OD Werte bis zu einem Wert von 3,7 bei 2 EU ml™*. Bis 0,75 EU ml! liegt
ein linearer Anstieg vor (R? = 0,989), da das Bestimmtheitsmaf R? iiber 0,95 liegt.
Auch bei Kontakt mit RSE bildeten Makrophagen abhéngig von der Konzentration IL-6,

was sich in einem Anstieg der OD bis 1,8 widerspiegelt. Eine Linearitét ist nicht erkennbar.
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Abb. 26: TL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, TrypLE vs. Zellschaber
Aufgetragen sind die Extinktionen iiber der LPS-Konzentration. Jeder Messpunkt
stellt den Mittelwert aus einem Triplet dar, die Standardabweichung ist als Fehlerbal-
ken aufgetragen. Links: mit TrypLE abgel6st; rechts: mit einem Zellschaber abgelost.
In blau: Makrophagen mit LPS aus FE. coli 055:B5; in orange: Makrophagen mit
RSE; in oliv: THP-1 mit LPS; in grau: THP-1 mit RSE.

Rechts in der Abbildung 26 sind die Ergebnisse des ELISA mit Makrophagen dargestellt,
die mit einem Zellschaber von der Kulturschale gelost wurden. Wie bei der Ablésung
durch TrypLE, zeigen sowohl die Makrophagen, die mit LPS, als auch jene, die mit RSE
inkubiert wurden einen Anstieg der OD, der proportional zur eingesetzten Konzentration
ist. Bei LPS lisst sich bis 0,75 EU ml? ein linearer Zusammenhang erkennen (R? =
0,989) und ein Endwert von 3 wurde erreicht. Bei RSE zeigte sich mit 2 EU ml! eine
OD von 1,2. Auffillig ist, dass beide Kurven mit RSE bei 0,75 EU ml! im Vergleich zum
weiteren Verlauf absinken. Dies ist wahrscheinlich auf einen Fehler bei der Verdiinnung
zuriick zu fithren. Das Abloseverfahren zeigt keinen Einfluss auf die Differenzierung und
die Funktionalitdt der Makrophagen. Fiir weitere Experimente wurde aufgrund einer

hoheren Ausbeute eine Ablosung mit einem Zellschaber gewéhlt.

4.3.6 Ablosung mit einem Zellschaber; Kryokonservierung

Um sicher zu gehen, dass mit PMA differenzierte und mit dem Zellschaber abgeloste
Makrophagen ihren Differenzierungsstatus erhalten, wenn sie kryokonserviert werden,
wurden diese nach 72 h Inkubation mit PMA wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben mit
einem Zellschaber abgelost und eingefroren. Verglichen wurden zum einen die Expression

der fiir Makrophagen typischen Oberflichenmarker CD11b und CD14 (Abbildung 27)
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direkt nach dem Auftauen, sowie die Sekretion von IL-6 bei Disposition mit LPS bzw.
RSE (Abbildung 28). Die Kontrollen der Makrophagen ohne Antikorper zeigten bei der
Messung mit dem Durchflusszytometer sowohl im frischen, als auch aufgetauten Zustand
nur eine leichte Verschiebung der Fluoreszenzintensitdt (Al und B1). Die Farbung von
CD11b fiihrte in beiden Féllen zu einer starken Verschiebung, von CD14 zu einem gerin-
geren, aber dennoch erkennbaren Shift. Es konnte kein Unterschied in der Expression von
CD11b und CD14 und damit im Differenzierungsstatus zwischen den beiden Bedingungen
erkannt werden.

Kontrolle N CD11b N CD14

frisch

B1 B2 B3

kryokonserviert

Filg . il

Abb. 27: Differenzierungsstatus: 72 h, Zellschaber, kryokonserviert

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfarbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In griin: frisch
differenzierte Makrophagen (72 h); in dunkelblau: aufgetaute, kryokonservierte
Makrophagen (72 h); in blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Makrophagen
wurden mit einem Zellschaber abgelost. Die Kontrollen ohne Antikérper zeigten nur
eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen (Al und
B1). Der Antikorper gegen CD11b fiihrte in beiden Féllen zu einem deutlichen Shift
(A2 und B2). Die Farbung von CD14 (A3 und B3) lieferte eine leichte Verschiebung
im Vergleich zur Kontrolle.

Fiir den ELISA wurden kryokonservierte Makrophagen (72 h differenziert), die vor dem
Einfrieren mit dem Zellschaber abgelost worden waren, aufgetaut, gezédhlt und in 96-Well
Platten ausgesit. Zusatzlich wurden frisch differenzierte Zellen (72 h) mit dem Zellschaber
abgelost und ebenfalls in 96-Well Platten eingesét. Nach 4 h, in denen die Zellen adhérent
werden konnten, begann die Inkubation mit LPS bzw. RSE fiir 18 h. Das wahrend dieser
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Zeit gebildete I1L-6 wurde mittels ELISA quantifiziert (Abbildung 28). Sowohl frisch
differenzierte Zellen, als auch kryokonservierte zeigten einen von der Endotoxinkonzentra-
tion abhéngigen Anstieg der OD. Wie in vorherigen Experimenten, fithrt die Inkubation
mit LPS von E. coli 055:B5 zu hoheren Extinktionen als der Standard RSE. Frische
Makrophagen erreichten mit LPS einen Wert von 2,5 mit 2 EU ml!, kryokonservierte
einen Wert von 2,7. Mit RSE lieferten die Makrophagen eine OD von 1,2 (frisch) bzw.
1,1 (kryokonserviert). Die Zellen zeigten unter beiden Bedingungen eine vergleichbare

Reaktion auf LPS bzw. RSE, was in sehr dhnlichen Kurvenverldufen resultiert.
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Abb. 28: TL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, kryokonserviert
Diese Abbildung zeigt die Extinktion {iber der LPS-Konzentration. Frisch diffe-
renzierte Zellen sind in dunkler, kryokonservierte Makrophagen in heller Farbe
dargestellt. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus einem Triplikat dar, die
Standardabweichung ist als Fehlerbalken aufgetragen. In blau: Makrophagen mit
LPS von E. coli 055:B5; in orange: Makrophagen mit RSE.

4.3.7 Inkubation mit Peptidoglycan und Endotoxin

In der Literatur wird beschrieben, dass Peptidoglycan in einer Konzentration von
10 1 g ml! die Reaktion von Makrophagen auf Endotoxine verstirken kann, ohne
selbst toxische Effekte zu induzieren [4]. Um eine mégliche Verstiarkung zu testen, wurden
Makrophagen in 96-Well Platten ausgesit, RSE zusammen mit 10 pg ml™! Peptidoglycan
hinzu gegeben und fiir 18 h inkubiert. Die Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse des I1.-6
ELISAs. Es ist ein konzentrationsabhiingiger Anstieg der OD zu erkennen, bei 2 EU ml*
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wurde ein Wert von 1,2 (nur RSE) bzw. 1,1 (RSE & PGN) erreicht. Allerdings zeigte
sich auch ohne Zugabe von RSE bereits eine OD von 0,4 (nur RSE) und 0,8 (RSE &
PGN). Beide Kurven zeigen einen dhnlichen Verlauf. Da eine Verstiarkung der Reaktion
von Makrophagen auf RSE durch Peptidoglycan nicht gezeigt werden konnte, kam diese

Substanz in den weiteren Experimenten nicht zum Einsatz.

Makrophagen RSE
@ Makrophagen RSE & PGN

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
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Abb. 29: TL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, Peptidoglycan
Diese Abbildung zeigt die Auftragung der Extinktion iiber der LPS-Konzentration.
In orange: Makrophagen mit RSE inkubiert; in dunkelorange: Makrophagen mit
RSE & Peptidoglycan (PGN) inkubiert. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus
einem Triplet dar, die Standardabweichung ist als Fehlerbalken aufgetragen.
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4.4 72 h Differenzierung mit Ruhephase

THP-1 Zellen wurden mit 10 nM PMA fiir 72 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, wie
es in Abschnitt 3.1.5 beschrieben ist, um diese zu Makrophagen zu differenzieren. Es
folgte eine Ruhephase von weiteren 72 h ohne PMA, da in der Literatur beschrieben
wird, dass sich dadurch die Expression von fiir Makrophagen typischen Markern erh6hen
lasst [38]. Makrophagen waren adhérent und zeigten eine spindelférmige Morphologie
mit Ausldufern (Abbildung 30 rechts). Nicht differenzierte Zellen wiesen weiterhin eine
runde Morphologie auf, auch Zelldebris war vereinzelt zu sehen. Im Vergleich zu einer
48 stiindigen Differenzierung zeigten sich optisch eine deutlich héhere Anzahl an differen-

zierten Zellen.

Abb. 30: Fiir 72 h differenzierte THP-1 Zellen und 72 h Ruhephase vs. 48 h Dif-
ferenzierung
Diese Abbildung zeigt links THP-1 Zellen nach einer Differenzierung von 48 h mit
10 nM PMA. Und rechts zum Vergleich fiir 72 h mit 10 nM PMA differenzierte THP-1
Zellen in einer Zellkulturschale. An die Inkubation wurde nach einem Medienwechsel

eine Ruhephase von 72 h angeschlossen. Makrophagen werden adhérent, weisen
eine spindelférmige Morphologie auf und zeigen Ausstiilpungen (blaue Pfeile). Nicht
differenzierte Zellen zeigen eine runde Morphologie (weife Pfeile) und Zelldebris
ist ebenfalls zu erkennen. Das Bild wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop bei
100-facher Vergroferung aufgenommen.

4.4.1 Ablosung mit einem Zellschaber; erneute Kultivierung

Um zu gewéhrleisten, dass das PMA fiir eine Ruhephase entfernt wird, wurden die

fir 72 h differenzierten THP-1 Zellen mit einem Zellschaber von der Oberflache einer
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Zellkulturschale abgeldst, mit Medium gewaschen und fiir eine Ruhephase von 72 h ohne
PMA erneut ausgeséit. Der Einfluss einer an die Differenzierung angeschlossenen Ruhe-
phase ohne PMA auf den Differenzierungsstatus von Makrophagen wurde mithilfe einer
Immunfluoreszenzfarbung gegen CD11b und CD14 am Durchflusszytometer untersucht.
In Abbildung 31 sind die Histogramme der Farbungen aufgetragen. Die Makrophagen
zeigen bei den Kontrollen ohne Antikorper eine leichte Verschiebung im Vergleich zu
undifferenzierten Zellen. Die Farbung von CD11b fiihrte zu einem deutlichem Shift der
Makrophagen zu nicht differenzierten Zellen (B2). Die Inkubation mit dem Antikérper
gegen CD14 hatte, anders als in vorangegangenen Experimenten ebenfalls eine sehr
deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitét zur Folge (B3 im Vergleich zu A3). Dies
deckt sich mit Beschreibungen in der Literatur [38].
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Abb. 31: Differenzierungsstatus: 72 h, 72 h Ruhephase (mit Abldsung)

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfarbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In griin: fiir 72 h
differenzierte Makrophagen ohne Ruhephase; in rot: fiir 72 h differenzierte Makro-
phagen, mit einem Zellschaber abgelost und fiir eine Ruhephase von 72 h erneut
ausgesét; in blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Kontrollen ohne Antikérper
zeigten nur eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten THP-1 Zellen
(A1 und B1). Der Antikorper gegen CD11b fiihrte zu einem deutlichen Shift (A2
und B2). Die Farbung von CD14 (B3) lieferte ebenfalls eine deutliche Verschiebung
der Fluoreszenzintensitét bei Zellen mit Ruhephase.

Um die Empfindlichkeit von Makrophagen, die nach 72 h Differenzierung fiir eine Ruhe-

phase von 72 h abgelst und erneut ausgesidt wurden, gegeniiber Endotoxin zu testen,
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wurden diese fiir 18 h mit LPS von E. coli 055:B5 bzw. mit RSE inkubiert. Das ge-
bildete IL-6 wurde mittels ELISA quantifiziert. Rechts in der Abbildung 32 sind die
resultierenden OD-Werte von frischen Makrophagen im Vergleich zu differenzierten Zellen
ohne Ruhephase dargestellt, wihrend Abbildung 33 die Ergebnisse kryokonservierter
Zellen zeigt. Frische Makrophagen lieferten mit F. coli LPS einen sehr steilen Anstieg
der OD bereits bei geringer Konzentration, ab 0,25 EU ml! scheint eine Sittigung
einzutreten, da die OD ab dieser Konzentration nahezu konstant hoch (um 3,5) blieb.
Bis 0,125 lag mit einem Bestimmtheitsmaf von 0,98 ein linearer Zusammenhang vor. Die
Nachweisgrenze lag bei LPS von E. coli bei 0,025 EU ml?, das heifit, die OD, die sich
bei der genannten Konzentration als Mittelwert ergab, war hoher als der dreifache Wert
der Standardabweichung. Der Detektionsbereich lag zwischen 0,025 und 0,25 EU ml,
also zwischen der Nachweisgrenze und dem Eintreten einer Séttigung, sofern ein linearer
Zusammenhang vorliegt. Die Inkubation mit RSE hatte einen weniger steilen Anstieg
der OD zur Folge, bis zu einer Konzentration von 0,75 EU ml"! stieg die Extinktion
linear an. Die Regression wies ein Bestimmtheitsmaf von 0,97 auf. Bei 2 EU ml! wurde
eine OD von 3,3 erreicht. Die Nachweisgrenze von RSE lag bei 0,05 EU ml?! und der
Detektionsbereich erstreckte sich bis 0,75 EU ml™!. Durch eine Ruhephase im Anschluss
der Differenzierung konnte die Funktionalitdt der Makrophagen erhoht werden, wie im
Vergleich mit den IL-6 ELISA Ergebnissen einer 72 h Differenzierung ohne Ruhephase
deutlich wird (links in der Abbildung 32).
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Abb. 32: IL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, 72h Ruhephase (mit

Ablssung)

In dieser Abbildung ist die Extinktion iiber der LPS-Konzentration aufgetragen. Jede
Konzentration wurde in Triplikaten gemessen und der Mittelwert zusammen mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken aufgetragen. Links: 72 h Differenzierung ohne
Ruhephase; rechts: 72 h Differenzierung mit 72 h Ruhephase (mit Ablosung). In
blau: Makrophagen mit LPS von E. coli 055:B5; in orange: Makrophagen mit RSE.

Kryokonservierte Makrophagen (Abbildung 33) zeigten ebenfalls einen von der Endo-
toxinkonzentration abhidngigen Anstieg der OD. Die Inkubation mit LPS von E. coli

fiihrte bis zu einer Konzentration von 0,5 EU ml? zu einer linearen Beziehung (R?

0,99), bei 2 EU ml! war eine OD von 2,4 erreicht. Die Nachweisgrenze mit LPS lag

bei 0,025 EU ml?, der Detektionsbereich ging bis 0,5 EU mlt. Kamen kryokonservier-
te Makrophagen in Kontakt mit RSE, zeigten diese iiber den gesamten untersuchten
Konzentrationsbereich einen linearen Anstieg der OD (R? & 1) bis zu einem Wert von

1,3 bei 2 EU ml!. Die Nachweisgrenze lag bei reproduzierbar bei 0,05 EU ml!. Der

Detektionsbereich erstreckte sich bis 2 EU ml™!.
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Abb. 33: IL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, 72h Ruhephase (mit
Ablssung), kryokonserviert
In dieser Abbildung ist die Extinktion iiber der LPS-Konzentration aufgetragen. Jede
Konzentration wurde in Triplikaten gemessen und der Mittelwert zusammen mit
der Standardabweichung als Fehlerbalken aufgetragen. Die Zellen wurden fiir 72 h
differenziert, anschlieffend mit einem Zellschaber abgelost und fiir eine Ruhephase
von 72 h ohne PMA erneut ausgesit und kryokonserviert. In blau: Makrophagen
mit LPS von E. coli 055:B5; in orange: Makrophagen mit RSE.

4.4.2 Ablosung mit einem Zellschaber; Medienwechsel

Bei fiir 72 h differenzierte ZHP-1 Zellen wurde im Anschluss der Differenzierung das
Medium gewechselt, sodass das PMA entfernt wurde. Es folgte eine Ruhephase von 72 h.
Der Differenzierungsstatus wurde am Durchflusszytometer untersucht, die Ergebnisse
sind in Abbildung 34 im Vergleich zu Makrophagen, die fiir eine Ruhephase abgeldst und
erneut eingesiat wurden, dargestellt. Die Makrophagen zeigen bei den Kontrollen ohne
Antikorper eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten Zellen (B1). Die
Féarbung von CD11b fithrte zu einem deutlichem Shift der Makrophagen zu nicht diffe-
renzierten Zellen (B2). Die Inkubation mit dem Antikorper gegen CD14 hatte ebenfalls
eine sehr deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitéat zur Folge (B3), welche sich

nicht signifikant von der Verschiebung bei einer Ruhephase mit Ablosung (A3) unterschied.
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Abb. 34: Differenzierungsstatus: 72 h, 72 h Ruhephase (Medienwechsel)

Die Abbildung zeigt die Histogramme einer Immunfluoreszenzfirbung gegen CD11b
und CD14, die mit dem Durchflusszytometer gemessen wurden. In rot: fiir 72 h
differenzierte Makrophagen mit einer Ruhephase von 72 h (abgelost und neu ausge-
sit). In tiirkis: fiir 72 h differenzierte Makrophagen mit einer Ruhephase von 72 h
(nur Medienwechsel); in blau: undifferenzierte THP-1 Zellen. Die Kontrollen ohne
Antikorper zeigten nur eine leichte Verschiebung im Vergleich zu undifferenzierten
THP-1 Zellen (A1 und B1). Der Antikorper gegen CD11b fiihrte zu einem deutlichen
Shift (A2 und B2). Die Farbung von CD14 (A3 und B3) lieferte ebenfalls eine
deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitat.

In Abbildung 35 unter A2 sind die Ergebnisse des IL.-6 ELISAs von frischen Makrophagen
dargestellt, wahrend unter B2 die Ergebnisse kryokonservierter Zellen zeigt, jeweils im
Vergleich mit fiir die Ruhephase abgelosten Zellen. Frische Makrophagen lieferten mit £.
coli LPS einen sehr steilen Anstieg der OD bis 0,75 EU ml* mit einem Wert von 3,8.
Danach sinkt die OD auf einen Wert von 3,4. Bis 0,25 lag mit einem Bestimmtheitsmafy
von 0,97 ein linearer Zusammenhang vor. Die Nachweisgrenze lag bei LPS von E. coli bei
0,05 EU ml!. Der Detektionsbereich lag zwischen 0,05 und 0,25 EU ml!. Die Inkubation
mit RSE hatte einen weniger steilen Anstieg der OD zur Folge, bis zu einer Konzentration
von 1 EU ml! stieg die Extinktion linear an. Die Regression wies ein Bestimmtheitsmaf
von 0,98 auf. Bei 2 EU ml? wurde eine OD von 3,1 erreicht. Die Nachweisgrenze von

RSE lag bei 0,05 EU ml! und der Detektionsbereich erstreckte sich bis 1 EU ml™.
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Abb. 35: IL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, 72h Ruhephase (Me-

dienwechsel), kryokonserviert
In dieser Abbildung sind die Extinktionen iiber der LPS-Konzentration aufgetragen.

Jede Konzentration wurde in Triplikaten gemessen und der Mittelwert zusammen
mit der Standardabweichung als Fehlerbalken aufgetragen. Die Zellen wurden fiir
72 h differenziert, abgelost (linke Seite) bzw. das Medium gewechselt (rechte Seite),
fiir eine Ruhephase von 72 h ohne PMA kultiviert und kryokonserviert. In blau:
Makrophagen mit LPS von E. coli 055:B5; in orange: Makrophagen mit RSE.

Kryokonservierte Makrophagen (B2) zeigten ebenfalls einen von der Endotoxinkonzen-
tration abhingigen Anstieg der OD. Die Inkubation mit LPS von E. coli fiihrte bis
zu einer Konzentration von 0,5 EU ml? zu einer linearen Beziehung (R? = 0,99), bei
2 EU ml* war eine OD von 2,6 erreicht. Die Nachweisgrenze mit LPS lag bei 0,05 EU ml?,
der Detektionsbereich ging bis 0,5 EU ml!. Kamen kryokonservierte Makrophagen in
Kontakt mit RSE, zeigten diese iiber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich
einen linearen Anstieg der OD (R? = 0,98) bis zu einem Wert von 1,9 bei 2 EU ml .
Die Nachweisgrenze lag bei reproduzierbar bei 0,125 EU ml!. Der Detektionsbereich
erstreckte sich von 0,125 bis 2 EU ml!. Die Funktionalitit der Makrophagen unterschied

sich bei den beiden Varianten kaum. Wurden die differenzierten Zellen vor der Ruhephase
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abgelost und gewaschen fiihrte das zu einem etwas steileren Anstieg der OD im Vergleich
zu Zellen, bei denen lediglich ein Medienwechsel vorgenommen wurde (A1l im Vergleich
zu A2). In beiden Féllen zeigten kryokonservierte Zellen nicht die gleiche Funktionalitét

wie frische Zellen (B im Vergleich zu A).

4.4.3 Ruhephase nach dem Auftauen

Wie in Abbildung 35 erkennbar, zeigten kryokonservierte, fiir 72 h differenzierte THP-1
Zellen, die nach der Differenzierung fiir eine Ruhephase von 72 h ohne PMA inkubiert
wurden (mit Ablésung vor der Ruhephase oder nur mit einem Medienwechsel) eine nied-
rigere OD im IL-6 ELISA und damit eine geringere Funktionalitit als frische Zellen. Aus
diesem Grund wurden die Makrophagen nach dem Auftauen fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.
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Abb. 36: IL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, 72h Ruhephase (mit
Abldsung oder Medienwechsel), kryokonserviert, 24 h Ruhephase
In dieser Abbildung sind die Extinktion iiber der LPS-Konzentration aufgetragen.
Jede Konzentration wurde in Triplikaten gemessen und der Mittelwert zusammen
mit der Standardabweichung als Fehlerbalken aufgetragen. Die Zellen wurden fiir
72 h differenziert, mit einem Zellschaber abgelost und und fiir eine Ruhephase von
72 h ohne PMA erneut ausgeséit (Al), bzw. das PMA durch einen Medienwechsel
entfernt (A2). Die kryokonservierten Zellen erhielten nach dem Auftauen eine weitere
Ruhephase von 24 h. In blau: Makrophagen mit LPS von E. coli 055:B5; in orange:
Makrophagen mit RSE.

Auf der linken Seite von Abbildung 36 unter A1 sind die Ergebnisse des IL-6 ELISAs nach
der Inkubation von LPS bzw. RSE mit Makrophagen, die vor der Ruhephase mit einem
Zellschaber abgelost wurden, dargestellt. LPS fiihrte zu einem steilen Anstieg der OD,

bis sich diese ab einer Konzentration von 0,75 EU ml! bei einem Wert von 3,3. Bis zu
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einer Konzentration von 0,25 EU ml™? liegt ein linearer Zusammenhang vor (R? = 0,95).
Die Nachweisgrenze mit LPS lag bei 0,025 EU ml! und der Detektionsbereich erstreckte
sich bis 0,75 EU ml!. Die Inkubation mit RSE hatte einen konzentrationsabhingigen
Anstieg der OD zur Folge. Bis zu einer Konzentration von 1 EU ml! liegt mit einem
Bestimmtheitsmak R? von 0,98 der Regression eine lineare Bezichung vor. Bei 2 EU ml!
wurde eine OD von 2,8 erreicht. Die Nachweisgrenze mit RSE lag bei 0,125 EU ml™, der
Detektionsbereich ging bis 1 EU ml™*.

Auf der rechten Seite von Abbildung 36 unter A2 sind die Ergebnisse des 1L.-6 ELISAs
der kryokonservierten Makrophagen, die fiir 72 h differenziert wurden, fiir eine Ruhe-
phase von 72 h inkubiert wurden (Medienwechsel) und nach dem Auftauen erneut eine
Ruhephase von 24 h erhielten. Die Makrophagen, die LPS von E. coli ausgesetzt waren,
zeigten einen steilen Anstieg der OD, bis diese ab einer Konzentration von 0,75 EU ml*!
konstant bei 3,1 blieb. Die Linearitiit erstreckte sich ebenfalls bis 0,75 EU ml! mit
einem Bestimmtheitsmaft der Regression von 0,95. Auch der Detektionsbereich ging
bis 0,75 EU ml?, die Nachweisgrenze lag bei 0,025 EU ml. Eine Inkubation mit RSE
fithrte zu einer geringeren Steigung, es zeigte sich eine Proportionalitit zur eingesetzten
Konzentration. Uber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich lag eine lineare
Beziehung mit einem Bestimmtheitsmaf der Regression von 0,98 vor, weshalb auch der
Detektionsbereich bis 2 EU ml? ging. Die Nachweisgrenze lag bei 0,05 EU ml™. Bei der

hochsten gemessenen Konzentration lag die OD bei 2,8 EU ml™.

Die Ruhephase im Anschluss an den Auftauvorgang hatte bei den beiden untersuchten

Bedingungen eine starke Steigung der OD und eine hohe Sensitivitat zur Folge.

4.4.4 Lipoteichonsiure

Fiir 72 h differenzierte THP-1 Zellen wurden nach einer Ruhephase von 72 h ohne PMA
(Medienwechsel) mit einem Zellschaber abgelést. Um zu testen, ob die aus THP-1 Zellen
differenzierten Makrophagen auf andere Pyrogene neben Endotoxinen mit der Sekretion

von Zytokinen reagieren, wurden diese statt mit LPS oder RSE mit Lipoteichonsaure
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(LTA) in Kontakt gebracht. Analog zur Inkubation mit LPS bzw. RSE verblieb die
Substanz fiir 18 h auf den Zellen, bevor die Sekretion von IL-6 quantifiziert wurde. Dabei
wurden sowohl frisch differenzierte, als auch kryokonservierte Zellen verwendet. Die
Abbildung 37 zeigt die Auftragung der Extinktion {iber der LTA-Konzentration. Bis zu
einer Konzentration von 1 pg ml! stiegen beide Kurven linear an, danach lagen die OD
Werte konstant um einen Wert von 2.8. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen frischen

und kryokonservierten Makrophagen.
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Abb. 37: IL-6 ELISA: 72 h Differenzierung, Kulturschale, 72h Ruhephase, LTA

Diese Abbildung zeigt die Aufgetragung der Extinktion iiber der LTA-Konzentration.
Es kamen Makrophagen zum FEinsatz, die fiir 72 h differenziert wurden und anschlie-
fend fiir eine Ruhephase 72 h kultiviert wurden. In dunkelgriin: frische Makrophagen;
in hellgriin: kryokonservierte Makrophagen. Bis zu einer Konzentration von 1 pg ml!
stiegen beide Kurven linear an, danach lagen die OD Werte konstant um einen Wert
von 2,8. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen frischen und kryokonservierten
Makrophagen.

4.5 LAL-Test

Das eingesetzte RSE wurde zusétzlich mit einem LAL-Test untersucht, um die Wieder-
findung der Verdiinnungen mit einer etablierten Standardmethode zu untersuchen. Der
Assay wurde wie in Abschnitt 3.4 beschrieben durchgefiihrt. Der beiliegende Standard
wurde wie angegeben verdiinnt, um eine Standardgerade zu erzeugen. Abbildung 38 zeigt
die Auftragung der OD bei 405 nm Wellenléinge iiber der LPS-Konzentration in EU ml!

der Standardgerade. Mit einem Bestimmtheitsma®t R? von 0,996 konnte ein linearer
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Zusammenhang erzeugt werden. Die Funktionsgleichung der linearen Regression kann der
Abbildung entnommen werden und diente fiir die Berechnung der RSE-Konzentrationen

aus den OD-Werten der Proben.
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0.15+ R2=0,996
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Abb. 38: LAL-Test, Standardkurve
Die Abbildung zeigt die mit dem LAL-Test ermittelte Standardkurve des mitge-
lieferten Endotoxinstandards. Aufgetragen ist die OD in 405 nm iiber der LPS-
Konzentration in EU ml™'. Die lineare Regression zeigte ein Bestimmtheitsmaf von
0,996 und die Regressionsgleichung lésst sich der Abbildung entnehmen. Diese wurde
fiir die Berechnung der LPS-Konzentration in den Proben aus deren OD verwendet.

In Tabelle 13 sind die durch Verdiinnungen eingestellten RSE Konzentrationen, die mit
dem LAL-Test gemessen wurden, den aus Messwerten und der Regressionsgleichung
bestimmten Konzentrationen gegeniiber gestellt. Die Wiederfindung bei der hochsten
gemessenen Konzentration (0,1 EU ml!) ist mit 106 % sehr gut und nimmt mit sinkender
Konzentration ab. Die niedrigste gemessene Konzentration von 0,01 EU ml* konnte noch

eine Wiederfindung von 34 % erreichen.
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Tab. 13: RSE wurde so verdiinnt (mit Endotoxin-freiem Wasser), dass sich die folgenden errechneten
Konzentrationen ergaben. Diese wurden mit dem LAL-Test gemessen und die Konzentrationen
iiber die Regression bestimmt. Aus diesen beiden Werten wurde die Wiederfindung errechnet.

RSE RSERegression Wiederfindung
in EU ml™ in EU ml™!
0,01 -0,0034 34 %
0,025 0,0111 44 %
0,05 0,0421 84 %
0,1 0,1055 106 %

Zusitzlich wurde LTA in einer Konzentration von 100 pg ml™* mit dem LAL-Test gemessen,
um zu iiberpriifen, ob dieser Test in der Lage ist neben Endotoxin auch andere Pyrogene
zu detektieren. Die eingesetzte LTA Konzentration fiihrte bei Makrophagen zu einer
starken Sekretion von IL-6 (Abbildung 37), der LAL-Test hingegen lieferte einen Wert,

der dquivalent zu 0,02 EU ml* Standard Endotoxin war.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es Differenzierungsbedingungen zu finden, die fiir eine moglichst
starke Reaktion von differenzierten Zellen auf Stimuli von Pyrogenen (LPS, RSE und LTA)
sorgen. Angepasst wurden einerseits die Differenzierungsdauer, sowie eine Ruhephase im
Anschluss an die Differenzierung. Des weiteren wurde der Einfluss einer Kryokonservierung
auf den Differenzierungsstatus und die Reaktion auf Pyrogene im Vergleich zu frisch

differenzierten Zellen untersucht, um sie assay ready anbieten zu konnen.

5.1 Einfluss des Kunststoffmaterials

Ein moglicher Einfluss des Kunststoffmaterials auf die Kultivierung und Differenzierung
von THP-1 Zellen wurde untersucht, indem diese parallel in Kulturflaschen fiir Suspensi-
onszellen und in beschichteten Flaschen, die fiir adhérente Zellen gedacht sind, kultiviert
und differenziert wurden. Die Wachstumsraten lagen bei den beiden Bedingungen sehr
nahe beieinander (Tabelle 12). Das spricht dafiir, dass das Kunststoffmaterial keinen
bzw. einen sehr geringen und damit vernachléssigbaren Einfluss auf das Wachstum von
THP-1 Zellen zeigt. Dass wihrend der Kultivierung die Wachstumsrate schwankt, ent-
spricht der Erwartung. Auch die Immunfluoreszenzfarbung und anschliefende Analyse
am Durchflusszytometer (Abbildung 13) zeigt keine Unterschiede. Demnach induziert
keines der beiden Materialien eine Expression von CD11b oder CD14. Differenzierte
Zellen (72 h) zeigten bei der Kontrolle ohne Antikorper bereits einen leichten Shift
gegeniiber undifferenzierten Zellen (Abbildung 14). Dieser Shift war durchgehend bei
allen Farbungen zu beobachten. Da bei den undifferenzierten und differenzierten Kontroll-
zellen nur die Autofluoreszenz der Zellen gemessen wurde, erklart sich dieser Shift durch
die morphologische Verdnderung der Zellen. In zukiinftigen Experimenten kénnte eine
Isotypenkontrolle durchgefiihrt werden, welche diesen Effekt unterdriicken kénnte und so
zu einer einheitlichen Negativkontrolle fithren konnte. Die Farbung von CD11b und CD14
hingegen fiihrte zu deutlichen Verschiebungen der Fluoreszenzintensitit, diese beiden
Oberflachenmarker wurden demnach exprimiert und die Differenzierung war erfolgreich.

Auch hier lésst sich kein Unterschied zwischen Suspensions- und TC-Flaschen erkennen.
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5.2 48 h Differenzierung

Die fiir 48 h mit 10 nM PMA differenzierten THP-1 Zellen wurden adhérent und die
Zellgrofke erhohte sich im Vergleich zu undiffernzierten Zellen (Abbildung 7 und Abbil-
dung 15). Des Weiteren zeigten sich ldngliche Zellauslaufer. Diese Morphologie deckt sich
mit den Ergebnissen von Tregei Starr et al. von 2018 [40]. Zusammen mit den sichtbaren
Verschiebungen bei der Immunfluoreszenzanalyse mit dem Durchflusszytometer deutet
das auf eine erfolgreiche Differenzierung hin [38, 40]. Denn ein Shift des Peaks bedeutet
ein erhohtes Fluoreszenzsignal, welches proportional zu gebundenen Antikérpern ist.
Ein hohes Signal steht demnach fiir eine starke Expression. Der IL-6 ELISA lieferte
bereits in der Negativkontrolle eine sehr hohe OD von 2,7 (Abbildung 17). Dies deutet
auf eine Kontamination mit Pyrogenen hin, da auch Makrophagen, die nicht mit LPS
in Kontakt kamen, IL-6 gebildet haben. Das fiir die Kultivierung und Differenzierung
verwendete Serum (Corning, Lot 35079002) enthielt laut Herstellerangaben eine Endo-
toxinkonzentration von 0,5 EU ml! und stellte damit wahrscheinlich die Ursache fiir
die hohen OD-Werte im IL-6 ELISA (Abbildung 17) dar, indem die Makrophagen auf
das vorhandene LPS mit der Sekretion von IL-6 reagierten (siche auch Abschnitt 5.3).
Insgesamt kann trotzdem festgestellt werden, dass eine Differenzierung der THP-1 Zellen

mit PMA zu funktionellen Makrophagen fiihrt.

5.3 Einfluss des Endotoxingehalts im Medium

Analog zur Differenzierung fiir 48 h und dem Einsatz des Serums von Corning auch
bei 72 h und der Ablésung mit TrypLE zu erhéhten OD-Werten der Negativkontrolle
des IL-6 ELISA, wenn auch nicht so hoch. Auffallig ist auch, dass die Verwendung des
Serums von Corning einen Einfluss auf das Differenzierungsmuster aufwies. So zeigte
sich bei Makrophagen, bei deren Differenzierung Serum von Corning eingesetzt wurde,
eine starkere Verschiebung bei der Farbung gegen CD14 im Vergleich zu Makrophagen,
bei denen Sera Pro von PAN zum Einsatz kam (vgl. Corning: 16 und 19 mit PAN: 23
und 21). CD14 ist als Co-Rezeptor direkt an der Detektion von LPS beteiligt, wodurch
eine starkere Expression in Anwesenheit von Endotoxinen erkldrt werden kann. Obwohl

Endotoxin im Medium zu einer erhohten Expression von fiir Makrophagen typischen
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Markern fithrt (CD14), was in diesem Fall auch eine erhohte Sensitivitat gegeniiber LPS
zur Folge haben konnte, wird das Standard-LPS durch den Endotoxingehalt im Medium
maskiert, wenn dieser hoch genug ist. Durch eine Ruhephase im Anschluss an die Diffe-
renzierung konnte ebenfalls eine erh6hte CD14-Expression erreicht werden, ohne den I1.-6
ELISA zu beeintriachtigen, dieser zeigt sogar eine sehr gute Funktionalitdt (Abbildungen
34 und 35). Ein IL-6 ELISA von Makrophagen, die mit Sera Pro (PAN) kultiviert und
differenziert wurden, zeigte nach Inkubation mit LPS einen konzentrationsabhéngigen
Anstieg der OD. Das Sera Pro von PAN hat einen sehr niedrigen Endotoxingehalt von
0,087 EU ml™! nach Herstellerangaben. Diese Ergebnisse zeigen, wie sensitiv Makrophagen
auf die Anwesenheit von LPS reagieren und wie wichtig es ist fiir eine moglichst geringe
Endotoxinkonzentration in den Medien und Substanzen zu sorgen, die in dem Test ver-
wendet werden, um mogliche Pyrogene in Proben nicht zu maskieren. Die Tatsache, dass
undifferenzierte THP-1 Zellen bei beiden Sera sehr niedrige OD-Werte zeigten, spricht
dafiir, dass sie nicht oder nur in sehr geringem Mafe auf LPS mit der Sekretion von IL-6

reagieren.

5.4 72 h Differenzierung

Um eine hohere Anzahl an differenzierten Zellen zu erhalten, wurde der Differenzierungs-
zeitraum auf 72 h ausgeweitet. Eine Inkubation mit 10 nM PMA {iber einen Zeitraum
von 72 h fithrte zu adhérenten Zellen, die im Vergleich zu einer 48 h langen Differenzie-
rung (Abbildung 15) vermehrt eine spindelférmige Morphologie mit Ausldaufern bildeten
(Abbildung 18). Auch hier erhéhte sich die Zellgrofse. Morphologische Verdnderungen
brauchen Zeit. Nach 48 h konnten differenzierte THP-1 Zellen adhérent werden, allerdings
zeigte sich nur vereinzelt eine spindelférmige Morphologie. Diese tritt vermehrt nach
72 h Differenzierung auf, da die Zellen mehr Zeit hatten diese Morphologie auszubilden.
Zudem konnte eine grofsere Anzahl an Zellen adharent werden. Da der Differenzierungs-
prozess fiir jede Zelle einen individuellen Zeitraum umfasst, war bei vielen Zellen die
Reifung nach 24 h vermutlich noch nicht abgeschlossen, sodass sich diese nicht an die

Oberflache der Kulturflasche anheften konnten. Mit einer hoheren PMA Konzentration
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konnte man dem entgegenwirken, jedoch sind Makrophagen, die mit einer niedrigen
PMA Konzentration differenziert wurden robuster und sekretieren dhnlich viel Zytokine
wie humane MDM (,Monocyte Derived Macrophages”) [40]. Aus diesem Grund ist eine

langere Differenzierung vorteilhaft.

Es wurden unterschiedliche Methoden der Ablésung von Makrophagen untersucht, um die
Ausbeute zu optimieren. Die Ablésungen mit TrypLE in T-Flaschen, eine Kombination
aus EDTA und TrypLE, sowie eine Collagenbeschichtung fiihrten gleichermafen zu einer
Ausbeute von etwa 25 %. Lediglich zeigte sich bei einer zusétzlichen Inkubation mit
EDTA ein schmalerer Peak im Casy. Das deutet auf eine kleinere Grofenverteilung und
damit bessere Vereinzelung der Zellen hin. EDTA komplexiert zweiwertige lonen wie
Calcium und Magnesium. Da einige Molekiile fir die Zelladhesion (CAM - ,cell adhesion
molecules®) von Calcium abhéngig sind, kann eine Vereinzelung erleichtert werden. Die
genannten Bedingungen zeigten keinen Einfluss auf das Differenzierungsmuster (Abbil-
dung 19, 21, 23). Die Ablésung von Makrophagen in Kulturschalen mit TrypLE hatte
eine Ausbeute von etwa 50 % zur Folge, wihrend der Einsatz eines Zellschabers zu einer
Ausbeute von etwas iiber 100 % fithrte. Demnach teilten sich die THP-1 Zellen nach der
Aussaat bis sie differenziert waren. Offenbar hat das Kunststoffmaterial einen Einfluss
auf die Starke der Adhesion von Makrophagen, da sich ein Unterschied in der Ablosung
mit TrypLE in T-Flaschen (von Sarstedt) und Kulturschalen (Corning) zeigte. Auf das
Differenzierungsmuster hatte das Material und die Art der Ablosung allerdings keinen

Einfluss (vgl. Abbildung 23 und 27 A1-A3).

Eine Kryokonservierung von mit einem Zellschaber abgeldsten Makrophagen hatte eben-

falls keinen Einfluss auf den Differenzierungsstatus (Abbildung 27).

Auch die mit TrypLE und EDTA abgelosten Makrophagen zeigten eine von der LPS-
Konzentration abhéngige Sekretion von IL-6, wie sich in der Auftragung in Abbildung 22
zeigt. Jedoch lieferten sowohl die Negativkontrolle der Makrophagen (0 EU ml! LPS) als
auch undifferenzierte THP-1 Zellen ein erhéhtes Extinktionsignal. Bei diesem Versuch

wurde die 96-Well Platte wihrend der Durchfithrung des ELISA durch Ausschlagen
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entleert, statt die Wells einzeln mit einer Pipette zu leeren. Vermutlich ist dabei IL-6 aus
den Wells des Standards oder hoherer LPS-Konzentrationen in die Negativkontrolle und
die von undifferenzierten THP-1 Zellen gelangt. Darauthin wurde auf ein Ausschlagen

verzichtet.

Die fiir 72 h auf einer Kulturschale differenzierten Makrophagen zeigten bei einer Ablo-
sung mit TrypLE bzw. mit einem Zellschaber im ELISA eine gleichermafsen starke IL-6
Sekretion bereits bei geringen LPS-Konzentrationen. Der Anstieg war {iber einen grofsen
Bereich linear, was eine mogliche spatere Konzentrationsbestimmung in unbekannten Pro-
ben erleichtert. Auch die Inkubation mit RSE fiihrte zu einer konzentrationsabhéngigen
Sekretion von IL-6, wenn auch in geringerem Mafe als durch LPS von FE. coli verursacht.
Der Anstieg der OD begann bei etwa 0,25 EU ml!. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
aus der Literatur [4]. Eine Kryokonservierung hat keinen Einfluss auf die Reaktion der

Makrophagen auf LPS bzw. RSE (Abbildung 28).

In der Literatur wird beschrieben, dass Peptidoglycan in einer Konzentration von
10 pg ml?t die Sekretion von IL-6 durch Makrophagen bei Kontakt mit Endotoxin
verstirken kann, ohne selbst einen toxischen Effekt zu zeigen [4]. Dies konnte allerdings

nicht gezeigt werden (Abbildung 29).

5.5 72 h Differenzierung mit Ruhephase

Wie von Chanput et al. beschrieben kann die Expression von fiir Makrophagen typischen
Markern durch eine Ruhephase ohne PMA, die an eine Differenzierung angeschlossen
wird, erhoht werden [38]. Ein solcher Marker ist CD14, das als Co-Rezeptor an der
Detektion von LPS mitwirkt. Eine erhohte Expression konnte demnach auch zu einer

verbesserten Funktionalitit bzw. Sensitivitdt der Makrophagen LPS gegeniiber fiihren.

Nach einer Differenzierung von 72 h mit 10 nM PMA und einer anschliefenden Ruhephase
von 72 h (Abbildung 30) zeigten sich tiberwiegend adhirente Makrophagen mit einer
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spindelférmigen Morphologie und starker Bildung von Ausldufern im Vergleich zu fiir 72 h
differenzierten THP-1 Zellen (Abbildung 18). Diese Differenzierungsbedingung fithrte zu
der deutlichsten morphologischen Veranderung von THP-1 Zellen. Diese sind vergleichbar
mit fiir 72 h und einer deutlich héheren PMA Konzentration von 320 nM differenzierten
THP-1 Zellen, die durch Dehai et al. beschrieben wurden [47]. Makrophagen iibernehmen
im menschlichen Korper neben Phagozytose von Pathogenen unter anderem auch einen
Teil einer Rekrutierung des Immunsystems bei Kontakt mit einem Stimulus. PMA stellt
einen solchen Stimulus dar, durch den die Differenzierung stattfindet. Durch eine Ruhe-
phase nach der Exposition konnten sich die Makrophagen in einer Art erhdhter Aktivitét
befinden, um eventuelle erneut auftretende Pathogene schnell detektieren zu koénnen.
Dies konnte der Grund sein, warum sich die Expression von Makrophagen-typischen

Markern durch eine Ruhephase erhoht.

Bei der Ruhephase wurden zwei Varianten getestet. Zum einen wurden die Makrophagen
nach der Differenzierung abgelost und neu ausgeséit und zum anderen wurde das Me-
dium gewechselt und die Zellen verblieben fiir die Ruhephase auf der Zellkulturschale.
Das Differenzierungsmuster zeigte keinen Unterschied, beide Bedingungen fiihrten zu
einer starken Expression von CD11b und CD14 (vgl. Abbildung 31 und 34). Besonders
CD14 zeigte einen deutlich groferen Shift als bei einer Differenzierung ohne Ruhephase.
Makrophagen beider Varianten einer Ruhephase zeigten einen sehr steilen Anstieg der
IL-6 Sekretion bei Kontakt mit LPS von E. coli und auch RSE lieferte im Vergleich zu
vorherigen Differenzierungsbedingungen einen starken Anstieg, der jedoch niedriger war
als der von LPS (E. coli), wie in den Abbildungen 32 und 35 zu sehen ist. Der steile
Anstieg von LPS (E. coli) hat zur Folge, dass sich der lineare Bereich von 0,75 EU ml!
(Abbildung 26; 72 h Differenzierung) auf 0,125 EU ml! (Abbildung 31; Ruhephase
mit Ablésung) bzw. 0,25 EU ml! verkiirzte. Zusitzlich trat sehr schnell eine Séttigung
ein, was den Detektionsbereich stark verkiirzte. In beiden Féllen konnte die geforderte
Nachweisgrenzen von 0,05 EU ml? eingehalten werden, ebenso wie bei der Inkubation
mit RSE. Dieser Standard hat zudem den Vorteil, dass er einen ldngeren linearen Zu-
sammenhang und damit einen groReren Detektionsbereich (bis 0,75 EU ml?) lieferte.

Allerdings fiihrte bei beiden Bedingungen eine Kryokonservierung zu einem Einbruch
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der IL-6 Sekretion (Abbildung 33 und 35). Bei der Inkubation mit RSE konnte trotzdem
eine lineare Beziehung iiber den gesamten Konzentrationsbereich ermittelt werden, was
die Bestimmung von Endotoxinkonzentrationen bis 2 EU ml? erlaubt. Wurden die Ma-
krophagen vor der Ruhephase abgelost und erneut ausgesét, konnte die Nachweisgrenze
des Mitbewerbers (0,05 EU ml!), die fiir eine erfolgreiche Positionierung auf dem Markt
notwendig ist, erreicht und somit die Anforderungen eingehalten werden (Abbildung
33). Dies gelang bei kryokonservierten Makrophagen ohne Ablosung (nur Medienwechsel,
Abbildung 35) vor der Ruhephase nicht. Hier wéiren weitere Wiederholungen hilfreich,
um eine Reproduzierbarkeit zu untersuchen. Da sich die Makrophagen bei den beiden
Varianten sowohl hinsichtlich des Differenzierungsstatus als auch der Funktionalitét
nicht signifikant voneinander unterscheiden, bietet sich die Variante des Medienwechsels
an. Diese Methode bedeutet weniger Stress fiir die Zellen, da auf eine Ablésung und
Zentrifugation verzichtet wird und dariiber hinaus auch einen geringeren Arbeits- und

Zeitaufwand.

Um den Anstieg der OD durch kryokonservierte Zellen zu erhéhen, wurden diese nach
dem Auftauvorgang fiir eine Ruhephase von 24 h inkubiert, bevor sie mit LPS bzw.
RSE in Beriihrung kamen. In beiden Fallen zeigte sich ein steiler Anstieg durch LPS,
auf RSE lieferte hthere OD-Werte als ohne Ruhephase (Abbildung 36). Da eine Kryo-
konservierung sowie der notige Auftauvorgang Stress fiir die Zellen bedeutet, kénnten
diese eine hohe Prioritét auf den Erhalt von fiir das Uberleben wichtigen Funktionen
legen, was zu einem Verlust an Funktionalitdt fithrt. Die Zelle wird vermutlich mit den
ihr zur Verfiigung stehenden Ressourcen haushalten. Eine Immunfluoreszenzfarbung
gegen CD14 direkt nach dem Auftauen kénnte im Vergleich zu frischen Makrophagen
kléren, ob die Expression von CD14 nach dem Auftauen geringer ausfillt als vor der
Kryokonservierung. Durch eine Ruhephase konnen sich die Zellen vermutlich erholen und
ihre Funktionalitdt wiedererlangen. Wurden die Makrophagen vor dem Einfrieren abgelost
und fiir eine Ruhephase erneut ausgeséit, konnte die geforderte Nachweisgrenze nicht
erreicht werden, zudem lag eine lineare Beziehung nur bis 1 EU ml* vor. Wurde hingegen
nur ein Medienwechsel vorgenommen, konnte iiber den gesamten Konzentrationsbereich

eine lineare Regression angelegt werden, weshalb sich der Nachweisbereich bis 2 EU ml
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erstreckte. Dariiber hinaus konnte die Bedingung, dass die Nachweisgrenze bei 0,05 EU ml
liegt, erfiillt werden. Zwar war dies bereits bei kryokonservierten Makrophagen ohne
zusétzliche Ruhephase nach dem Auftauen der Fall (Abbildung 33), jedoch fiithrte eine
Ruhephase im Anschluss an die Auftauprozedur zu héheren OD-Werten. Das fithrt zu
einer hoheren Genauigkeit bei der Bestimmung von Endotoxinkonzentrationen in Proben

aus der Regression.

Um zu priifen, ob aus THP-1 differenzierte Makrophagen in der Lage sind neben Endoto-
xinen auch andere Pyrogene zu detektieren, kam Lipoteichonsdure (LTA) zum Einsatz.
Sowohl frisch differenzierte, als auch kryokonservierte Makrophagen reagieren auf die In-
kubation mit LTA durch die Sekretion des pro-inflammatorischen Interleukin-6 in gleicher
Weise. Diese Ergebnisse sind mit denen der Literatur vergleichbar, jedoch scheint anders
als bei Holtkamp et al. beschrieben eine Sdttigung aufzutreten [4]. Dementsprechend ist
die Forderung, dass die Makrophagen andere Pyrogene nachweisen konnen, als erfiillt

anzusehen.

5.6 LAL-Test

Die Wiederfindung des eingesetzten RSE in den verwendeten Verdiinnungen wurde mit
Hilfe des etablierten LAL-Test untersucht. Die RSE-Verdiinnungen im oberen Bereich des
Detektionsspektrum der Methode zeigten mit 106 % (0,1 EU mI') und 84 % (0,05 EU ml ™)
sehr gute Wiederfindungswerte. Da mit jeder Verdiinnung die Fehler zunehmen und
die Messungenauigkeit bei geringen Konzentrationen zunimmt, lasst sich die geringere
Wiederfindung bei niedrigen Konzentrationen erklaren. Aufgrund der Tatsache, dass die
Anforderung fiir die Nachweisgrenze bei 0,05 EU ml! lag und diese eine Wiederfindung
von 84 % zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass die fiir den MAT eingesetzten
RSE-Konzentrationen richtig verdiinnt wurden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
der LAL-Test im Gegensatz zu aus THP-1 differenzierten Makrophagen nicht fiir den
Nachweis von LTA geeignet ist, da 100 pg ml! bei Makrophagen zu einer deutlich
stirkeren Sekretion von IL-6 fiihrt, als die mit dem LAL ermittelten 0,02 EU ml? als
RSE Aquivalent. Zudem liegt dieser Wert unter der Nachweisgrenze des MAT.
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6 Zusammenfassung

Es sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Monozyten-Aktivierungstest (MAT) fiir
den Nachweis von Pyrogenen derart angepasst werden, dass dieser auf den internationalen
Standard fiir Endotoxine (RSE) kalibriert werden kann und eine Nachweisgrenze von
0,05 EU ml! aufweist. Der Test beruht auf der monozytischen Zelllinie THP-1, die
durch PMA differenziert werden kann, sodass die Zellen in Morphologie und Funktion
menschlichen Makrophagen dhneln. Diese Zellen sekretieren bei Kontakt mit Pyrogenen
Zytokine, die quantifiziert werden konnen. Der Differenzierungsstatus wurde mittels einer
Immunfluoreszenzfarbung von den fiir Makrophagen typischen Oberflichenmarker CD11b

und CD14 am Durchflusszytometer bestimmt.

Die Ablosung differenzierter THP-1 Zellen konnte durch den Einsatz eines Zellschaber
auf eine Ausbeute von etwas iiber 100 % verbessert werden. Weiterhin wurde festgestellt,
das die Endotoxinkonzentration im Medium und damit insbesondere im Serum, das
fiir die Erhaltungskultur und die Differenzierung verwendet wird, moglichst gering
sein sollte, da die Makrophagen sonst auch ohne den weiteren Zusatz von LPS IL-6
sekretieren und damit mogliche Effekte der Probe maskieren kénnen. Um die genannten
Anforderungen zu erfiillen, wurde zunéchst die Differenzierungsdauer optimiert. Es zeigte
sich, dass eine Inkubation mit 10 nM PMA fiir 72 h mit einer anschliefsenden Ruhephase
ohne PMA von 72 h zu einer starken und von der Endotoxinkonzentration abhéngigen
Sekretion von IL-6 fiithrt. Zusétzlich konnte die Nachweisgrenze eingehalten werden.
Allerdings zeigten kryokonservierte Makrophagen eine deutlich schwéchere Reaktion.
Eine weitere Ruhephase nach dem Auftauprozess verbesserte die Reaktion deutlich.
Eine Differenzierung fiir 72 h mit anschliefender Ruhephase (mit Medienwechsel) ohne
PMA von 72 h, sowie eine 24 stiindige Ruhephase nach dem Auftauen kryokonservierter
Zellen fiihrt zu einer Nachweisgrenze von 0,05 EU ml! und einem Detektionsbereich bis
2 EU ml!. Zudem konnte gezeigt werden, dass mit PMA differenzierte THP-1 Zellen
auf den Kontakt mit Lipoteichonsdure mit der Sekretion von IL-6 reagieren. Somit sind
diese Zellen in der Lage neben Endotoxinen auch andere fiir den Menschen pyrogene

Substanzen zu detektieren.
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