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Zusammenfassung

Um die Anwendung des Kaninchen-Pyrogenilditstests zu reduzieren,
wird bereits in vielen Fiillen der Limulus-Amdbozyten-Lysat-Test
(LAL) zur Uberpriifung pyrogener Verunreinigungen von Parentera-
lia akzeptiert. Der LAL-Test erkennt allerdings nur Komponenten der
gramnegativen Zellwand (Endotoxine), und es ist schwierig, den
Endotoxingehalt von stark proteinhaltigen Proben zu bestimmen. Wir
haben den von uns bereits frither etablierten in vitro Test zur
Erkennung bakterieller Pyrogene auf der Basis der Messung der
Neopierin- bzw. Nitritproduktion von IFN—kostimulierten humanen
(THP-1) bzw. murinen (J774A.1 und RAW 264.7) monozytischen
Zellinien weiterentwickelt. Unsere Optimierungsstudie ergab, daf3
THP-1 in serumhaltigem Medium einen hochsensitiven Pyrogen-
nachweis und RAW 264.7 in serumfreiem Medium ein optimales
Screening von Proben erlaubt.

Im Weiteren zeigten wir; daf zellfreie Uberstiinde von Staphylococcus
aureus-Kulturen im LAL-Test nicht, in unserem Zellkulturmodell
hingegen sehr sensitiv detektiert werden kinnen, und die aufiretende

Summary: Further development of a cell culture model for the
detection of bacterial pyrogens

In many cases the limulus amoebocyte lysate assay (LAL) is now
accepted to detect pyrogenic contaminations in parenteralia instead
of the rabbit pyrogenicity test. As the LAL test is able to detect only
compounds of gramnegative bacteria (endotoxins) and as it is
difficult to test samples with high amounts of protein, we have now
further developed our previously established in vitro assay for the
detection of bacterial pyrogens in order to overcome the shortco-
mings of the LAL assay. Our test system is based on the stimulation of
IFEN=y-primed human (THP-1) and murine (J774A.1 and RAW
264.7) monocytic cell lines by bacterial pyrogens to form neopterin
or nitrite, respectively, THP-1 in serum-containing media can be used
as a high sensitivity assay, while RAW 264.7 in serum-free media is a
very good screening system.

We showed that the cell-free supernatants of various S. aureus
cultures could not be assessed by the LAL assay while the here
presented cell culture model detected them very sensitively. The

Immunstimulation durch Substanzen unterschiedlichen Molekular-

gewichis verursacht wird,

Wir sind der Meinung, daf$ unser Nachweissystem fiir bakterielle
Pyrogene gemeinsam mit dem LAL-Test in der Lage ist, den Kanin-
chen-Pyrogenitiitstest zu erseizen bzw. dessen Anwendungsbereich zu

minimieren.

stimulation of immune cells seems to be caused by substances of

various molecular masses.

LAL assay.
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1 Einleitung

Medikamente, die parenteral, d.h. unter Um-
gehung des Magen-Darm-Trakts verabreicht
werden, also durch eine intravendse, intramus-
kulire oder subkutane Applikation, miissen auf
pyrogene Verunreinigungen gepriift werden,
da diese zu Fieber und in der Folge zu septi-
schem Schock mit moglichem letalen Ausgang
fiihren konnen, wenn sie ins Kreislaufsystem
gelangen. Diese Uberpriifung geschicht der-
zeit vor allem mit dem allseits anerkannten Ka-
ninchen-Pyrogenitiitstest. Aus ethischen, aber
auch aus konomischen Gesichtspunkten wiire
es wiinschenswert, den Test durch in vitro Me-
thoden zu ersetzen bzw. zumindest seinen
Anwendungsbereich zu minimieren. Eine be-
reits hiufig eingesetzte Alternativmethode ist
der Limulus-Amobozyten-Lysat-Test (LAL-
Test), der allerdings nur Komponenten aus der
gramnegativen Bakterienzellwand (Endotoxi-
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ne), die am hdufigsten auftretenden pyroge-
nen Verunreinigungen, detektieren kann, nicht
aber pyrogene Substanzen, die von gramposi-
tiven Bakterien stammen. Dariiberhinaus kén-
nen bei der Austestung von Proben mit ho-
hem Proteingehalt (Immunglobuline, Albumi-
ne) Schwierigkeiten auftreten. Deshalb wird
nach weiteren Alternativen gesucht, um diese
Unzulinglichkeiten des LAL-Tests zu umge-
hen.

Bereits vor zehn Jahren haben verschiede-
ne Arbeitsgruppen begonnen, die Produktion
von Zytokinen durch Monozyten, monozyti-
sche Zellinien oder Vollblut als Antwort auf
Pyrogene als Ersatzmethode zum Tierversuch
zu etablieren (zusammengefait in Eperon et
al., 1997; Hartung und Wendel, 1995; Hartung
etal., 1998). Unsere Arbeitsgruppe entwickelte
ebenfalls ein Zellkulturmodell zum Nachweis
bakterieller Pyrogene (Werner-Felmayeretal.,
1995). So konnten wir zeigen, daf die huma-

In conclusion, we suggest to reduce or even replace the rabbit
pyrogenicity test by using our cell culture model in addition to the

ne Myelomonozytoma-Zellinie THP-1 und die
murine monozytische Zellinie J774A.1 von
gramnegativen und grampositiven Bakterien
stammende Pyrogene sehr sensitiv detektieren
konnen, wobei die Sensitivitit durch Kostimu-
lation mit dem Zytokin IFN—ynoch gesteigert
werden konnte. Das in vivo von T-Zellen ge-
bildete IFN—y induziert gemeinsam mit den
bakteriellen Substanzen die induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) bzw. die
Guanosintriphosphat-Cyclohydrolase I (GTP-
CHT)in Monozyten bzw. Makrophagen (Wer-
ner et al., 1998).

Als Parameter fiir die Immunstimulation
messen wir in unseren Systemen Neopterin
(THP-1), das aus Guanosintriphosphat entsteht
und sich im Zellkulturiiberstand anhauft; und
Nitrit (J774A.1 und RAW 264.7), welches aus
NO entsteht. NO wiederum geht aus der Re-
aktion L-Arginin zu L-Citrullinund NO (durch
das Enzym NO-Synthase) hervor. Diese Me-
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taboliten (Neopterin und Nitrit) sind mit ein-
fachen diagnostischen Verfahren zu quantifi-
zieren. Durch die Verwendung von Mikroti-
terplatten Idft sich dieser Test auch leicht au-
tomatisieren.

Bei der Weiterentwicklung unseres Testsy-
stems haben wir noch eine weitere murine
Monozytenzellinie ausgetestet: RAW
264.7 Ferner haben wir Substanzen ausgete-
stet, die im LAL-Test nicht oder nur schwer
nachweisbar waren. Dies sind vor allem ge-
reinigte Zellwandkomponenten und Exotoxi-
ne sowie unbehandelte, zell-freie Uberstinde
von grampositiven Bakterien. Da die Uberstéin-
de von grampositiven Bakterienkulturen den
Zustand einer grampositiven Bakteriéimie bes-
serreprasentieren als gereinigte Finzelsubstan-
zen, wurde noch versucht, die pyrogenen Sub-
stanzen im Uberstand einer Staphylococcus
aureus-Kultur mit Hilfe diverser Methoden,
wie Hitzedenaturierung, Trichloressigsaurepri-
zipitierung, Enzymverdau sowie Ausschlul3-
und Gelfiltration niher zu charakterisieren.

AuBerdem testeten wir verschiedene Ein-
fliisse auf unser Zellkulturmodell, wie IFEN—y-
Dosis, Inkubationszeit, L-Arginin-Konzentra-
tion und serumbhaltiges versus serumfieies
Kulturmedium. Als serumfreiec Medien ver-
wendeten wir solche, die anders als das frither
eingesetzte AIMV, ohne Proteinzusatz aus-
kommen. Dies lieferte uns die erforderlichen
Daten fiir die Erstellung eines Standardproto-
kolls fiir den in virro Nachweis bakterieller Py-
rogene.

2. Material und Methoden

2.1 Kultivierung der Zellen

Die humane Myelomonozytoma-Zellinie
THP-1 und die beiden murinen makrophagen-
#hnlichen Zellinien J774A.1 und RAW 264.7
stammen urspriinglich von der American Type
Culture Collection (Rockeville, MD). THP-1
Zellen wurden in RPMI 1640 (Biochrom, D-
Berlin) und in Ultraculture (BioWhittaker,
Walkersville, MD) in einer Dichte von 10%ml
kultiviert, nach vier Tagen wurde frisches
Medium zugegeben. Ultraculfure wurde mit
2 mM L-Glutamin (Serva, D-Heidelberg), 100
U/ml Penicillin und 100 plg/ml Streptomycin
(beide von Biological Industries, Kibbutz Beit
Haemek, Israel) supplementiert. Dem RPMI
1640 wurde 10% hitze-inaktiviertes fotales
Kilberserum (FCS, Biochrom) zugesetzt.
T774A.1- und RAW 264.7-Zellen wurden in
DMEM (Biochrom), gleich supplementiert
und wie RPMI 1640, in X-Vivo 20 (BioWhit-
taker) kultiviert und zweimal wichentlich in

einem Verhiltmis von 1:8 gesplittet. In regel-
miBigen Abstinden von etwa sechs Monaten
wurden frische Stockkulturen der Zellen auf-
gezogen, um die Variabilitit der Zell-Linien
moglichst gering zu halten.

2.2. Stimulierung der Zellen
Fiir den in vitro Pyrogenitiitstest wurden die
Zellen in Mikrotiterplatten mit 96 Kavititen
in einer Dichte von 2,5x 10F Zellen pro Kavitit
(THP-1) bzw. von 2x10° pro Kavitit J774A.1
und RAW 264.7) ausgesiit. Die diversen Sti-
muli wurden in 10 bis 40 ul zugesetzt und das
Volumen pro Kavitit auf 250 pl mit Zellkultur-
medium ergénzt. Als Positivkontrolle dienten
250 U/ml humanes rekombinantes IFN—y (hu
IFN—y mit einer spezifischen Aktivitit von
2x107 U/mg, freundlicherweise von EE. Rent-
schler Biotechnologie GmbH, D-Laupheim,
zur Verfligung gestellt) bzw. murines rekom-
binantes IFN—y (mu IFN—y mit einer spezifi-
schen Aktivitit von 107 U/mg, von Gibco BRL,
Life Technologies, A-Wien und 1p1g/ml Lipo-
polysaccharid von Escherichia coli O55:B5
(Sigma, Wien, Osterreich). Als Negativkon-
trolle wurde das jeweilige Zellkulturmedium
eingesetzt. Die Zellen wurden immer mit dem
Kostimulus [FN—y eingesetzt. Nach 40-stiin-
diger Inkubation bei 37°C und 5% CO, At-
mosphiire wurden die Platten 7 min bei 400 x
g abzentrifugiert, der Uberstand (150 pl pro
Kavitit) abgenommen und fiir die Metaboli-
tenmessung aufbewahrt. Mit den restlichen 100
wl pro Kavitit und den darin befindlichen Zel-
len wurde der ,,Cell Titer 96 AQ . non-ra-
dioactive cell proliferation assay” (Promega,
Madison, WT) zur Bestimmung der Zellviabi-
litit durchgefiihrt. Dieser Test basiert auf der
Reduktion seiner Tetrazoliumkomponente zu
Formazan, dessen Absorption nach einer 30-
miniitigen Inkubationszeit bei 490 nm gemes-
sen werden kann.

Die IFN—yKonzentration und die Inkuba-
tionszeit wurden in manchen Experimenten
variiert.

2.3 Testkomponenten
Als Positivkontrolle kam in allen Tests LPS
von E. coli O55:B3, isoliert durch Phenolex-
traktion und gereinigt durch Ionenaustausch-
chromatographie von Sigma (A-Wien, Kat.nr.
L4524) zur Anwendung. Es wurden verschie-
dene LPS und andere Bakterienkomponenten
von gramnegativen und grampositiven Bak-
terien getestet:
LLPS von glatten Stdmmen:

E. coli O55:B5 (Sigma, 1.4524),

E. coli 026:B6 (Sigma, L8274),

=
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Salmonella typhimurium (Sigma, L6511
oder Sebak, Wien, Osterreich, 24.02.43),
Klebsiella pneumoniae (Sigma, 1 4268) und
Pseudomonas aeruginosa (Sigma, L.8643).
LPS von rauhen Stimmen:
E. coli EH100 (Sigma, 1.9641 oder Se
bak, 24.11.43),
E. coli F583 (Sigma, L6893),
Salmonella minnesota Re 595 (Sigma,
L9764 oder Sebak, 24.08.43) und
S. typhymurium mut. (Sebak, 24.09.43).
Detoxifizierte LPS von:
E. coli O55:B5 (Sigma, L.9023),
S. minnesota (L1523) und
S. typhimurium (Sigma, 1.2525).
Diphosphoryl Lipid A von:
E. coli F583 (Sigma, 1.5399),
S. minnesota Re 595 (Sigma, L0774)
und
S. typhimurium mut (Sebak, 24.17.43).
Monophosphoryl Lipid A von:
E. coli F583 (Sigma, L6638),
S. minnesota Re 595 (Sigma, 1.6895 und
Sebak, 24.15.02) und
E. coli mut (Sebak, 24.14.02).
Synthetische Teilstrukturen von LPS:
b-D-GleNac(1-6)-D-GlcNac (Sigma,
A3919) und
2-Keto-3-deoxyoctonat (Sigma, K2755).
Zellwandkomponenten von grampositiven
und Mykobakterien:
Lipoteichonséure von S. aureus (Sigma,
L3265),
N-Acetylmuramyl von Mycobacterium
uberculosis (Sigma, A9519) und
Trehalose-6,6"-dimykolat von M. tuber
culosis (Sigma, T2268)
Toxic shock syndrom toxin-1 von:
S.aureus (Sigma, T5662).
Toxic shock toxin und Enterotoxin A von:
S. aureus (ICN Pharmaceuticals, Costa
Mesa, CA).

2.4 Uberstiinde von Bakterienkulturen

Verschiedene Staphylococcus aureus und
Pseudomonas aeruginosa Patientenisolate
wurden uns von der Bakteriologischen Unter-
suchungsanstalt der Universitéit Innsbruck zur
Vertligung gestellt. Die Bakterien wurden im
pyrogenfreien Zellkulturmedium Ultraculture
(BioWhittaker) vermehrt, da simtliche aus-
getesteten Medien, die normalerweise flir das
Wachstum von Bakterien verwendet werden,
laut LAL-Test Endotoxin enthielten. 7 ml
Kulturmedium wurden mit einer Einzelkolo-
nie von der Agarplatte beimpft und iiber Nacht
bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Mit diesen 7
ml Vorkultur wurden 400 ml neues Medium
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beimpft und bei 37°C und 225 rpm bis zu ei-
nerOD,,, von0,6herangezogen. Die Uber-
stinde wurden durch Zentrifugation (15
min, 5.000 x g) und anschlieBende Filtrati-
on durch pyrogenfreie Zellulose-Acetat-Fil-
ter mit einer Ausschlufigrofe von 0,2 um
(Minisart von Sartorius, D-Gottingen) ge-
wonnen und bei ~20°C bis zum Einsatz im
Zellkulturmodell gelagert. Der Uberstand
von S. aureus 652 wurde zur naheren Cha-
rakterisierung vorbehandelt, entweder 10
min mit 95°C, 30 min mit 40 pl/ml 1 M
Trichloressigsidure (TCA, Merck, D-Darm-
stadt) oder 1 h bei 37°C mit 12 U/ml Prote-
inase K (14 mg/ml, Boehringer, D-Mann-
heim) bzw. 10 U/ml DNase (RQ1 RNase-
frei, Promega) bzw. einer Kombination aus
Proteinase K und DNase.

2.5 Gelfiltration

5 mlder S. aureus 652 Kultur wurden lyophi-
lisiert und anschlieBend in 500 pl 0,9% steri-
ler pyrogenfreier NaCl-Losung (Mayrhofer
Pharmazeutika GmbH, A-Linz) rekonstituiert.
Davon wurden 100 pl auf eine Superose 12
Séule (Pharmacia LKB Biotechnology, S-
Uppsala) in einem high pressure liquid chro-
matography (HPLC) System von Hewlett
Packard (1050 TI, A-Wien) aufgetragen. Die
FluBgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Die
Absorption der einzelnen Fraktionen wurde
von einem UV-Detektor bei 280 nm gemes-
sen. Fraktionen von 500 (1l wurden im Laufe
einer Stunde gesamimelt und bis zur Austestung
bei —20°C auftbewahrt. Der verwendete Mo-
lekulargewichtsstandard (Serva, D-Heidel-
berg) war ein Gemisch von Albumin (66 kD),
Carboanhydrase (29 kD), Cytochrom C (12,4
kD) und Aprotinin (6,5 kD), der erst nach der
Probenfraktionierung aufgetragen wurde, da
er mit groBen Mengen an Endotoxin kontami-
niert war, was mittels LAL Test nachgewie-
sen wurde.

2.6 Messung der Metaboliten und TNF-o
im Uberstand

Die Neopterinmessung erfolgte mittels enzy-
me-linked immunosorbent assay (ELISA,
Neopterin ELItest, Brahms, A-Wien). Fiir den
Nitritnachweis mittels Griess-Reaktion wur-
den 50 ul Probe mit 75 pl a.dest. und 125 ul
Griess-Tlosvay s Reagenz (Merck, D-Darm-
stadt) gemischt und nach 10 min die Absorpti-
on bei 540 nm gemessen. Als Standard diente
Natriumnitrit in den Konzentrationen 2,5 bis
100 umol/l. Bei ausgewihlten Proben wurde
murines TNF-o.mittels ELISA (Biosource, B-
Fleurus) gemessen.
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2.7 LAL Test

Fiir die Endotoxinbestimmung ausgewiihlter
Proben (siche Tab. 1) wurde ein chromogener
LAL-Test verwendet (QCL-1000 von BioW-
hittaker) und laut Herstellerangaben durchge-
fithrt.

3 Ergebnisse

3.1 Optimierung des Zellkultursystems
3.1.1 Inkubationszeit
Der EinfluB unterschiedlich langer Inkubati-
onszeiten auf das Ergebnis des in vitro Pyro-
genititstest wurde anhand steigender E. coli
055:B5 LPS Konzentrationen untersucht. Die
Messungen erfolgten jeweils 13,21 bzw. 38 h
nach der Stimulation der Zellen.

In der humanen Zellinie THP-1 konnte das
E. coli LPS nach 13 h bereits ab einer Kon-
zentration von 10'° g/ml nachgewiesen wer-
den, sowohl bei der Verwendung von RPMI
1640/10% FCS als auch von Ultraculture. Bei
einer Verldngerung der Kultivierungsdauer auf
21 bzw. 38 h blieb die Nachweisgrenze unver-
dndert, lediglich die Menge des gebildeten
Neopterin stieg an (Abb. 1). Bei den beiden
murinen Zellinien J774A.1 und RAW 264.7
lag das Detektionslimit nach 13-stiindiger In-
kubation bei 107 g/ml, wenn serumfreies Me-
dium verwendet wurde, und konnte im Fall
von RAW 264.7 durch Verliangerung der Be-
briitungszeitauf 10° g/ml, im Fall von J774A.1
auf 10°* g/ml herabgesetzt werden. Wurden die
beiden murinen Zellinien in serumhaltigem
Medium kultiviert, lag die Nachweisgrenze
nach 13 h bei 10? g/ml, die sich durch eine
verlidngerte Inkubationszeit nicht verénderte,
nur die Metabolitenmenge nahm zu (Daten
nicht gezeigt).

3.1.2 Interferon—y-Konzentration

Durch Kostimulation mit dem Zytokin [FN—y
konnte bei allen drei Zellinien die Nachweis-
grenze um ein bis zwei Zehnerpotenzen her-
abgesetzt werden. Withrend bei der humanen
Zellinie THP-1 eine Erhohung der IFN—y-
Dosis von 25 auf 250 U/ml eine Sensitivitits-
steigerung um weitere ein bis zwei Zehnerpo-
tenzen bewirkte, konnten bei den murinen
Zellinien J774A.1 und RAW 264.7 hingegen
nur erhhte Nitritwerte bei gleichbleibender
Sensitivitit verzeichnet werden (Abb. 2).

3.1.3 L-Arginin-Konzentration

Da im Verlauf der Nitritbildung durch die
murinen Makrophagen Stickstoffmonoxid
(NO) aus L-Arg durch das Enzym NO-Synt-
hase entsteht, das zu Nitrit weiterreagiert, wur-

de der Einflu erhohter Arg-Konzentrationen
im Zellkulturmedium der murinen Zellinien
auf das Ergebnis des in vifro Pyrogenitiitstest
untersucht. Ublicherweise sind in den Zellkul-
turmedien DMEM und X-Vivo 2004 mM L-
Arg enthalten. Der Versuch wurde mit dieser,
sowie der doppelten und dreifachen Dosis
durchgefiihrt. Als Stimuli wurden 25 bzw. 250
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Abb. 1: EinfluB verschiedener Inkubati-
onszeiten (1a: 13 h, 1b: 21 h, 1¢: 38 h) auf
die Bildung von Neopterin in der huma-
nen Monozytoma-Zellinie THP-1 (kultiviert
in Ultraculture) nach Kostimulation mit
250 U/ml humanem IFN-ybzw. 25 U/ml IFN-
v und steigenden E. coli LPS Konzentra-
tionen.
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Abb. 2: EinfluB zweier IFN-g-Dosen (250
U/ml IFN-y oder 25 U/ml IFN-y) auf den
Nachweis von E. coli LPS in der murinen
Zellinie J774A.1 (kultiviert in DMEM mit
10% FCS) nach 40-stiindiger Inkubation.
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U/l mu [FN—yund . coli LPS in den Kon-
zentrationen 10 bis 10 g/ml eingesetzt.
Die Nachweisgrenze lag bei beiden Zelli-
nien bei 10° g/ml E. coli LPS und veriin-
derte sich auch bei erhohten Arg-Konzen-
trationen nicht (Abb. 3). Ebenso blieb die
gebildete Nitritmenge gleich.

3.1.4 Zellinien und Zellkulturmedien —
ein Vergleich der Sensitivitiit, Variabilitit
und Reproduzierbarkeit

Um FCS als mégliche Quelle fiir pyrogene
Verunreinigungen auszuschlieBen, wurde
der Einsatz der serumfreien Medien Ultra-
culture und X-Vivo 20 ausgetestet. Wiih-
rend die Zellinie THP-1 in Ultraculture ein
gutes Wachstum und eine gute Stimulier-
barkeit zeigte, eignete sich zur Kultivierung
der murinen Zellinien X-Vivo 20 besser. Der
Vorteil dieser beiden Medien gegeniiber
dem fiiiher verwendeten serumfreien AIMV
ist, daB kein bovines Serumalbumin, das
ebenfalls eine Kontaminationsquelle dar-
stellt, zugesetzt werden mulf.

Vergleicht man nun die drei Zellinien und
die verschiedenen Zellkulturmedien miteinan-
der, so sieht man, daf sich das Wachstum der
Zellen nur wenig unterscheidet bei der Ver-
wendung von serumfreien und serumhaltigen
Medien. So wiichst die humane Zellinie THP-
1 gleich gut in RPMI/10% FCS wie in Ultra-
culture. Die murinen Zellinien wachsen hin-
gegen etwas besser unter serumhaltigen als
unter serumfreien Bedingungen (Daten nicht
gezeigt). Uberlegen sind die serumhaltigen den
serumfreien Medien insofern, als die Zellen
bei zugesetztemn FCS eine hohere Sensitivitit
gegeniiber immunstimulatorischen Substanzen
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Abb. 3: EinfluB erhdhter L-Arginin-Kon-
zentrationen (0,8 und 1,2 mM statt 0,4 mM)
auf die Sensitivitdt und die Menge des
gebildeten Nitrits, das nach Kostimulati-
on mit 250 U/ml IFN-y und steigenden E.
coli LPS Konzentrationen in der Zellinie
J774A.1 (kultiviert in DMEM mit 10% FCS)
gebildet wird.

aufweisen. Nur dic Zellinie RAW 264.7 im
serumfreien Medium X-Vivo 20 ist dhnlich
sensitiv wie die anderen Zellen in serumhalti-
gem Medium (Daten nicht gezeigt).

Die Werte der Nullkontrollen (Zellen in
Zellkulturmedium, nur mit IFN—y stimuliert)
und der Positivkontrollen (Zellen in Zellkul-
turmedium, mit E. coli LPS und IFN=ystimu-
liert) unterliegen bei allen Zellinien mehr oder
weniger starken Schwankungen. Es liBt sich
jedoch bei keiner der Zellinien aufier J774A.1
in X-Vivo 20 eine Tendenz in Richtung nied-
rigerer Metabolitenmenge bei mehrwochiger
Kultivierungsdauer feststellen. Bei der Zelli-
nie J774A.1 nimmt allerdings nach etwa zehn
Passagen die Fihigkeit nach Kostimulation
durch IFN—y und £. coli LPS , Nitrit zu bil-
den, stark ab (Daten nicht gezeigt).

Die anderen Zellinien zeigen gut reprodu-
zierbare Ergebnisse beziiglich ihrer Detekti-

A

onslimits, nur der absolute Neopterin- bzw.
Nitritgehalt ist relativ variabel (Abb. 4).

Aus den Ergebnissen dieser Optimierungs-
studie 14t sich das unten abgebildete Standard-
protokoll ableiten.

3.2 Substanzen, die im LAL Test nicht
oder nur schwer nachweisbar sind

Die Austestung von hochgereinigten, kommer-
ziell erhiltlichen Zellwandkomponenten gram-
positiver und Mykobakterien und Exotoxinen
von grampositiven Bakterien ergab, daf} diese
Substanzen in den meisten Fillen dic Zellen
nur in sehr hohen Dosen stimulieren kisnnen
(Tab. 1), wihrend die zell-freien Uberstinde
diverser Patientenisolate von S. aureus bei ei-
ner Verdiinnung von 1:2.500 und 1:250 die
IFN—ykostimulierten Zellen zu einer sehr star-
ken Neopterin- bzw. Nitritbildung anregten.
Die Endotoxinbestimmung mittels LAL-Test

Standardprotokoll

| THP-1 RAW 264.7

" (hochsensitives System) (Screeningsystem)
Zellkulturmedium | RPMI 1640 mit 10% FCS X-Vivo 20 i
e e ,}%2; >§U1 no]s pro Kavitét in 100 ul fﬂ Qiﬁrﬁavnat in 100 wl
IFN-y-Dosis | 250 U/min in 10 pl zusetzen 25 U/min in 10 ul zusetzen |
' Testkomponenten in 10 bis 40 pl zusetzen | in 10 bis 40 l zusetzen |

Gesamtvolumen

auf 250 ul mit Medium auffillen | auf 250 ul mit Medium auffillen |

Inkubation

| 7 min bei 400 x g

Aboaivim|bng \ abzentrifugieren

20 h bei 37° C und 5% CO,

20 h bei 37° C und 5% CO,

7 min bei 400 x g
abzentrifugieren

Metabolitmessung
ELISA

150 ul Uberstand zur
| Neopterinmessung mittels

7Ze|lproliterationsass;/” ‘_Z—e"en in verbleibenden 100 pl l Zellen in verbleibenden 100 pl

150 wl Uberstand wr |

Nitritmessung mittels Griess-
| Reaktion

Neopterin (nmolfl) bzw. Nitrit (umol)

JT74A 1/DMEM

THP-1/RPMI THP-1/UC

JTTAAANAV20

| | mPositivkontrolle
| O Differenz

RAWDMEM RAWXVZ0

Abb. 4: Variabilitat der Zellinien in den diversen Zellkulturmedien. Dargestelit sind di.e
Negativkontrolle (Zellen nur mit IFN-y stimuliert) und die Positivkontrolle (Zellen mit
IFN-y und 1 pg/ml E. coli LPS stimuliert), sowie die Differenz aus Positiv- und Negativ-

kontrolle.
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fiel fiir sieben der elf Proben negativ aus, einer
zeigte leicht und drei zeigten stark erhishte En-
dotoxinwerte (siehe Tab. 1).

Zur niheren Charakterisierung der immun-
stimulatorischen Substanzen in den Staphylo-
kokken-Uberstiéinden wurde jener von S. au-
reus 652 fiir weitere Versuche ausgewihlt,
Durch verschiedene Methoden, wie Hitzede-
naturierung (95° C, 10 min), TCA-Priizipitati-
on (mit | MTCA, 30 min), Enzymverdau (Pro-
teinase K und/oder DNase), Ausschluf3-
filtration (,,gréBer oder kleiner als 10 bzw. 30
kD) und Gelfiltration kénnen folgende Aus-
sagen iiber die pyrogenen Substanzen im S.
aureus 652 Uberstand getroffen werden: Sie
sind hitzestabil, durch TCA prizipitierbar,
durch Proteinase K, nicht aber durch DNase
inaktivierbar, und sie verursachen eine Immun-
stimulation innerhalb eines breiten Moleku-
largewichtsbereiches von <6,5 bis >66 kD, mit
der hochsten immunstimulatorischen Aktivi-
tit bei etwa 65 kD, wie aus Abbildung 5 er-
sichtlich wird.

4 Diskussion

4.1 Optimierung des Zellkultursystems
Aufgrund der Erfahrungen mit den drei Zelli-
nien und den diversen Medien schlagen wir
vor, die Zellinie RAW 264.7, kultiviert und
stimuliertin X-Vivo 20, als Pyrogenitits-Scree-
ningsystem zu verwenden. Diese Zellinie de-
tektiert Pyrogene sehr sensitiv und die Griess-
Reaktion zum Nitritnachweis ist ein sehr ein-
faches, schnelles und zuverlissiges Detektions-
system. Stimuliert konnen die RAW 264.7
Zellen mit der niedrigeren Dosis von 25 U/ml
mu [FN—ywerden, da eine Erhthung der IFN—
vKonzentration zu keiner weiteren Steigerung
der Sensitivitit mehr fiihrt. Proben mit héhe-
rem L-Arg-Gehalt stellen keine Beeintrichti-
gung fiir das Nachweissystem dar, wie anhand
erhohter Arg-Konzentrationen im Zellkultur-
medium festgestellt wurde (Abb. 3).

Als zweiter, noch sensitiverer Pyrogennach-
weis konnte die Neopterinmessung in der hu-
manen Zellinie THP-1, kultiviert und stimu-
liertin RPMI 1640/10% FCS, zur Anwendung
kommen. Als Kostimulus miissen bei THP-1
250 U/ml hu [FN—y eingesetzt werden, um
einen optimalen Pyrogennachweis zu erzielen.
Neben der etwas besseren Sensitivitit bieten
THP-1 Zellen noch den Vorteil, Monozyten
humanen Ursprungs zu sein, weshalb keine
speziesspezifischen Unterschiede auftreten
konnen. Aber auch die Zellinie I774A.1 ist in
der Lage, Pyrogene sehr sensitiv zu detektie-
ren, allerdings nimmt bei J774A.1 nach etwa
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Tabelle 1: Minimale Dosis von Bakterienkomponenten grampositiver und Mykobakteri-
en bzw. von S. aureus Kulturiiberstdanden, die zu einem signifikanten Anstieg® der Neop-
terin- bzw. Nitritbildung bei Kostimulation durch 250 U/ml IFN-y fithrt bzw. im LAL-Test

detektiert werden kann.

Bakterienkomponenten® Minimal detektierte Dosis (ng/ml) oder Verdunnungsfaktor |

[ == 77;;wrmPyrégenhatslesl S iLALTest“

T T TR " Rawze4r |

beirs) | |

|RPMIUFCS | UC | DMEM/FCS| X-Vivo20 = DMEMFCS | X-Vivo20 |
Zellwandkomponenten e ]
[Lipoteichonsaure (s. aureus) 100 1.000] 1 1000 10000 1000 o]
N-Acetyl yl-L-alanyl-D- o 7—‘. | | - - T
min, adjuvant peptlde (M. 100 0,001 1 100 100 100 04
fuberculosisl., I I R A A N ifif‘f,*
6,6'-Di-O-mykoloyl-o,o- trehaiose, |
cord factor 1.000 1.000/ 1] 1.000 1.000 1,000 0.1
(M. tuberculostsy | | 3
Exotoxine (S. aureus)
TSST-1 (Sigma) 100 100 ngl gl ngl nal 13
TssTiIcy | >10000 7100?0  >10000]  >10000] 10000 >10000]  ng]
Enterotoxin8 | >10.000 _>1o_ooo T >1000]  >10000]  >10.000,  >10.000 ng.
P;ler“_enisc-’l;te = R - - - S B
s.aureuse02 | 12500 12500] 1:2500] 1250 12500 12500 14
S aureusész | t2s50| 1250  1:250| 12800 12500  12500] 01
S.aureus677 | 12500 12500 12500 12500 71?50-? izs00| 27|
S.aweuseso | 1260 12500 12750‘; Cums0| 125000 12500 <0
S. aureus 696 1:250 1250 1:250 1:2.500 1 2500w 1:2.500 0.1
Saureus709 - “_2?._ 1250 veso)  v2seo| 12500 9‘5@| o
S. aureus 712 12800 12500 12500 1:2.500 12500 12500 0.1
S.aureus7ts | 1es0 1250 12500]  1:25000 12500  1:2500] 0.1
Sumars | a0 s awe iase iamo i 17
'S. aureus 744 - 12500 12500 1250 1:260 1:250 | 1:250 02
S aureus745 | 128500  1250]  tzs0| 12800 20| 1m0 o]

* Testkonzentration, 1 pg/ml bis 1 pg/ml

b Signifikante Erhéhung (p<0,05, Student’s T-test, 4 unabhéngige M

gleich zum Zellkulturmedium oder IFN-Y alleine
° Detektionslimit 0,1 EU/mI
n.g. nicht getestet

zehn Passagen in serumfreiem X-Vivo 20 die
Fihigkeit, Nitrit zu bilden, stark ab, weshalb
wir uns fiir die beiden erstgenannten
Detektionssysteme (RAW 264.7 in X-Vivo 20
und THP-1 in RPMI/10% FCS) entschieden
haben.

Die Inkubationszeit kann auf 20 Stunden
herabgesenkt werden, was einen guten Kom-

gen) der Metabolitenprod im Ver-

promil zwischen moglichst geringem Zeitauf-
wand bei gleichzeitig hoher Sensitivitit dar-
stellt.

Der Vergleich mit anderen Parametern, ném-
lich der Messung der Produktion des Cyto-
kins TNF-o. als Antwort auf die Immunstimu-
lation mit ausgewiihlten Proben ergab gut iiber-
einstimmende MeBergebnisse. Deshalb kann

1800 - 80
1600 — 170 [—Fritionen (Gelfitration)
1400 | —e—RAW, 250 U/ml IFN-gamma
P e e it i
1200 L
2 1000 - z
£ g
el 800 Ea‘
2 | =3
s 600 =
=
400 -
200 —
0. A
T ©
-200 ! ™
Zeit (min)

Abb. 5: Auftrennung des S. aureus 652 Uberstands durch Gelfiltration.

Die aufgetrennten Fraktionen wurden anschlieBend im Zellkulturmodell auf ihre Féhig-
keit, die Nitritproduktion in 250 U/ml mu IFN-y-kostimulierten RAW 264.7 Zellen zu indu-
zieren, ausgetestet. Die Kultivierung und Stimulierung der Zellen erfolgte im serum-
freien Zellkulturmedium X-Vivo 20.
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die wesentlich einfachere und billigere Ni-
trit- bzw. Neopterinbestimmung statt der
Cytokinmessung als MaB fiir die Stimula-
tion von Immunzellen verwendet werden.
Der Nachweis der Metaboliten Nitrit und
Neopterin hat den Vorteil, dal} diese Sub-
stanzen sehr stabil sind im Vergleich zu Cy-
tokinen. Auch die Lagerung der Uberstiin-
de bis zur Metabolitenmessung tiber meh-
rere Stunden bei Raumtemperatur sowie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen ha-
ben keinen Einflufl auf das Melergebnis.
Cytokine hingegen miissen sofort bestimmt
oder ansonsten aliquotiert und bei -80° C
aufbewahrt werden.

4.2 Substanzen, die im LAL Test nicht
oder nur schwer nachweisbar sind

Da die gereinigten Zellwandkomponenten
und Exotoxine von grampositiven und My-
kobakterien die Zellen zu einer wesentlich
schwiicheren Immunreaktion anregten als
die unbehandelten, zellfreien Uberstinde
von Staphylokokken-Kulturen, ist es wahr-
scheinlich, daf es sich bei den pyrogenen
Substanzen im Uberstand des niher unter-
suchten S. aureus 652 Isolates nicht um eine
derin der Tabelle genannten isolierten Bak-
terienkomponenten oder Exotoxine, son-
dern um ein bislang noch nicht néher defi-
niertes aktives Molekiil handelt. Es ist, wie
bereits in 3.2, beschrieben, hitzestabil, durch
TCA prizipitierbar, durch Proteinase K,
nicht aber durch DNase inaktivierbar und
stimuliert Immunzellen innerhalb eines
weiten Molekulargewichtsbereiches von
<6.5 bis >66 kD, mit der stirksten immun-
stimulatorischen Aktivitiit bei etwa 65 kD.
Diese Charakteristika deuten darauf hin, daf
es sich nicht um eine einzelne Substanz, die
die Immunstimulation verursacht, sondermn
um ein Substanzgemisch mit einem hohen
Proteinanteil handelt. Vergleicht man diese
Daten mit jenen von der Arbeitsgruppe um
Kusunoki und Wright, die ebenfalls S. au-
reus Material durch Gelfiltration aufge-
trennt haben (allerdings nicht unbehandel-
te, zell-freie Kulturiiberstinde, sondern Phe-
nolextraktionen von S. aureus, also prote-
infreies Material), so zeigt sich , dal} bei
ihren Versuchen ebenfalls eine Immunsti-
mulation iiber einen weiten Molekular-
gewichtsbereich stattfand, jedoch verur-
sachten bei ihnen die Fraktionen >300, 150
und <15 kD die stiirkste Immunstimulation
bei den Zellen, wobei bei den grofen Mo-
lekiilspezies die stirkere Aktivitiit zu bemer-
ken war (Kusunoki and Wright, 1996). Die

Zellstimulation diirfte durch das aktive
Molekiil, das wahrscheinlich nicht-kovalent
an die Peptidoglycanschicht von grampo-
sitiven Bakterien gebunden ist, bewirkt
werden. Dieses ist moglicherweise ein Mo-
nomer <135 kD, das Aggregate oder Micel-
len mit hohem Molekulargewicht bildet.
Kusunoki und Wright vertreten die Hypo-
these, daf} die gereinigten Zellwand-
komponenten grampositiver Bakterien gar
keine Immunstimulation verursachen kén-
nen, sondern diese immer durch das nicht
niher definierte aktive Molekiil erfolgt, da
dieses im Zuge der Isolierungsschritte nicht
weggereinigt werden kann (Kusunoki and
Wright, 1996). Diese Hypothese wiire auch
mit unseren Ergebnissen vereinbar. Aller-
dings konnte die Abschwiichung der im-
munstimulatorischen Aktivitit des aktiven
Molekiils durch Proteinase auch bedeuten,
dal es sich hei unseren Versuchen tatsiich-
lich um ein Protein oder Lipoprotein, etwa
ein bisher noch nicht niher definiertes To-
xin von S. aureus handelt. Durch die Prote-
inase konnten aber auch andere, fiir die Im-
munstimulation essentielle Strukturen an-
gegriffen worden sein und nicht das Pyro-
gen selbst, das in diesem Falle ohne weite-
res die von Kusunoki und Wright identifi-
zierte aggregatbildende Lipidstruktur sein
konnte.

Bei einem Vergleich mit dem LAL-Test
(Tab. 1) zeigt sich, daB} dieser Substanzen,
die von grampositiven Bakterien stammen,
nicht oder nur schwer erkennen kann und
deshalb eine Liicke im Pyrogennachweis
entsteht, die durch den Einsatz unseres Zell-
kulturmodells in Zukunft geschlossen wer-
den konnte.

5 Ausblick

Aus ethischen und Skonomischen Griinden
wird nach Ersatzmethoden zu Tierversu-
chen gesucht. Im Falle des Kaninchen-Py-
rogenititstest sind bereits der LAL-Testund
andere Methoden (siche Eperonetal., 1997,
Hartung et al., 1998; Werner-Felmayer et
al., 1995) entwickelt worden. Der LAL-Test
wird in einigen Fillen bereits als Alternati-
ve akzeptiert, muf aber im Einzelfall stets
neu validiert werden. Deshalb wiire es wiin-
schenswert, wenn die anderen Methoden
einer unabhingigen Validierungsstudie un-
terzogen wiirden und die geeignetste in die
Monographien der diversen Pharmakopoén
aufgenommen wiirde, um so, als Erginzung
zum LAL-Test, dessen Unzuldnglichkeiten

R
=

w‘-"\ﬂﬁ
auszugleichen. Somit kénnte der Kanin-
chen-Pyrogenitiitstest vollstindig ersetzt

bzw. dessen Anwendungsgebiet minimiert
werden.
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