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Weiterentwicklung eines Zellkulturmodells zurn
Nachweis bakterieller Pyrogene
Anja Peterbauer, Ernst R. Werner, Gabriele Werner-Felmayer
Universitat A-Innsbruck

Zusanunenfassung
Um die Anwendung des Kaninchen-Pyrogenitdtstests zu reduzieren,
wird bereits in vielen Fallen der Limulus-Amoboryten-Lysat- Test
(LAL) zur Uberpnifung 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 friiher etablierten in vitro Test zur
Erkennung bakterieller Pyrogene auf der Basis der Messung der
Neopterin- bzw. Nitritprodukuon von IFN-y.kostimulierten humanen
(lliP-l) bzw: murinen (J774A.l und RAW 264.7) monozytischen
Zellinien weiterentwickelt. Unsere Optimierungsstudie ergab, daft
THP-l in serumhaltigem Medium einen hochsensitiven Pyrogen-
nachweis und RAW 264. 7 in serumfreiem Medium ein optimales
Screening von Proben erlaubt.
Im Weiteren zeigten wir, daft zellfreie Uberstiinde von Staphylococcus
aureus-Kulturen im lAL- Test nicht, in unserem Zellkulturmodell
hingegen sehr sensitiv detektiert werden konnen, und die aufiretende
1mmunstimulation dureh Substanzen unterschiedlichen Molekular-
gewichts verursacht wird.
Wzr sind der Meinung, daft unser Nachweissystemfiir bakterielle
Pyrogene gemeinsam mit dem lAL- Test in der Lage ist, den Kanin-
chen-Pyrogenitdtstest zu ersetzen bzw. dessen Anwendungsbereich zu
minimieren.

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 IAL 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
IFN-y.primed human (THP-l) and murine (J774A.l andRAW
264.7) monocytic cell lines by bacterial pyrogens toform neopterin
or nitrite, respectively. THP-l 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-Jree supernatants of various S. aureus
cultures could not be assessed by the IAL assay while the here
presented cell culture model detected them very sensitively. The
stimulation of immune cells seems to be caused by substances of
various molecular masses.
In conclusion, we suggest to reduce or even replace the rabbit
pyrogenicity test by using our cell culture model in addition to the
LALassay.
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1 Einleitung

Medikamente, die parenteraI, d.h. unter Um-
gehung des Magen-Darm-Trakts verabreicht
werden, aIso durch eine intravenose, intramus-
kulare oder subkutaneApplikarion, mussen auf
pyrogene Verunreinigungen geprtift werden,
da diese zu Fieber und in der Folge zu septi-
schem Schock mit moglichem letalenAusgang
fiihren konnen, wenn sie ins Kreislaufsystem
gelangen. Diese Uberprufung geschieht der-
zeit vor allem mit dem allseits anerkannten Ka-
ninchen-Pyrogenitatstest. Aus ethischen, aber
auch aus okonomischen Gesichtspunkten ware
es wunschenswert, den Test durch in vitroMe-
thoden zu ersetzen bzw. zurnindest seinen
Anwendungsbereich zu minimieren. Eine be-
reits haufig eingesetzte Altemativmethode ist
der Limulus-Amobozyten-Lysat-Test (LAL-
Test), der allerdings nur Komponenten aus der
gramnegativen Bakterienzellwand (Endotoxi-
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ne), die am haufigsten auftretenden pyroge-
nen Verunreinigungen, detektieren kann, nicht
aber pyrogene Substanzen, die von gramposi-
rivenBakterien stanunen. DarUberhinaus kon-
nen bei der Austestung von Proben mit ho-
hem ProteingehaIt (Immunglobuline,Alburni-
ne) Schwierigkeiten auftreten. Deshalb wird
nach weiteren Altemati ven gesucht, urn diese
Unzulanglichkeiten 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 aIs Antwort anf
Pyrogene aIsErsatzmethode zum Tierversuch
zu etablieren (zusanunengefaBt in Eperon et
aI., 1997; Hartung und Wendel, 1995; Hartung
et aI., 1998).UnsereArbeitsgruppe entwickelte
ebenfalls ein Zellkulturmodell zurn Nachweis
bakterieller Pyrogene (Wemer-Felmayer et aI.,
1995). So konnten wir zeigen, daB die huma-

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

Als Parameter fur die Immunstimulation
messen wir in unseren Systemen Neopterin
(TIIP-l), das aus Guanosintriphosphat entsteht
und sich im Zellkulturtiberstand anhauft; und
Nitrit(J774A.l undRAW264.7), welchesaus
NO entsteht. NO wiederurn geht aus del' Re-
aktion L-Arginin zu L-Citrullin und 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 laBt sich dieser Test auch leicht au-
tomatisieren.

Bei der Weiterentwicklung unseres Testsy-
stems haben wir noch eine weitere murine
Monozytenzellinie ausgetestet: RAW
264.7.Femer haben wir Substanzen ausgete-
stet, die irn LAL-Test nicht oder nur schwer
nachweisbar waren. Dies sind vor allem ge-
reinigte Zellwandkomponenten und Exotoxi-
ne sowie unbehandelte, zell-freie Uberstande
von grampositiven Bakterien. Da die Uberstan-
de von grampositiven Bakterienkulturen den
Zustand einer grampositiven Bakteriamie bes-
ser reprasentieren als gereinigte Einzelsubstan-
zen, wurde noch versucht, die pyrogenen Sub-
stanzen irn Uberstand einer Staphylococcus
aureus-Kultur mit Hilfe diverser Methoden,
wie Hitzedenaturierung, Trichloressigsaurepra-
zipitierung, Enzymverdau sowie AusschluB-
und Gel:filtration naher zu charakterisieren.

AuBerdem testeten wir verschiedene Ein-
flusse auf unser Zellkulturmodell, wie IFN-y-
Dosis, lnkubationszeit, L-Arginin- Konzentra-
tion und serumhaltiges versus serumfreies
Kulturrnedium. Als serumfreie Medien ver-
wendeten wir solche, die anders als das fruher
eingesetzte AIMV, ohne Proteinzusatz aus-
kommen. Dies lieferte uns die erforderlichen
Daten fur die Erstellung eines Standardproto-
kolls fur den in vitroNachweis bakterieller Py-
rogene.

2. Material und Methoden

2.1 Kultivierung der Zellen
Die humane Myelomonozytoma-Zellinie
THP-l und die beiden murinen makrophagen-
ahnlichen ZellinienJ774A.1 undRAW264.7
stammen ursprUnglich von derAmerican 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 100/ml
kultiviert, nach vier Tagen wurde frisches
Medium zugegeben. Ultraculture wurde mit
2mM L-Glutamin (Serva, D-Heidelberg), 100
U/ml Penicillin und 100 /-lglmlStreptomycin
(beide vonBiologicalIndustries, Kibbutz Beit
Haemek, Israel) supplementiert. Dem RPMI
1640 wurde 10% hitze-inaktiviertes fatales
Kalberserum (FCS, Biochrom) zugesetzt.
J774A.l- und RAW 264.7-Zellen wurden in
DMEM (Biochrom), gleich supplementiert
und wieRPMI 1640, in X-Vivo 20 (BioWhit-
taker) kultiviert und zweimal wochentlich in
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einem Verhaltnis von 1:8 gesplittet. In regel-
maBigen Abstanden von etwa sechs Monaten
wurden frische Stockkulturen der Zellen auf-
gezogen, um die Variabilitat der Zell-Linien
moglichst gering zu halten.

2.2. Stimulierung der Zellen
FUr den in vitro Pyrogenitatstest wurden die
Zellen in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten
in einer Dichte von 2,5xlO' Zellen pro Kavitat
(THP-l) bzw. von2x10' pro Kavitit(J774A.1
und RAW 264.7) ausgesat, Die diversen Sti-
muli wurden in 10 bis 40 /-ll zugesetzt und das
Volumen pro Kavitat auf250!-!1mitZellkultur-
medium erganzt, Als Positivkontrolle dienten
250 U/ml humanes rekombinantes IFN-y(hu
IFN-y mit einer spezifischen Aktivitat von
2x 107U/mg, freundlicherweise von F.E. Rent-
schler Biotechnologie GmbH, D-Laupheim,
zur VerfUgung gestellt) bzw. murines rekom-
binantes lFN-y (mu IFN-y mit einer spezifi-
schenAktivitat von 107U/mg, von Gibco BRL,
Life Technologies, A-Wien und lug/nil Lipo-
polysaccharid von Escherichia coli 055:B5
(Sigma, Wien, Osterreich). Als Negativkon-
trolle wurde das jeweilige Zellkulturmedium
eingesetzt. Die Zellen wurden irnmer mit dem
Kostimulus IFN-yeingesetzt. Nach 4O-stUn-
diger lnkubation bei 37°C und 5% CO2 At-
mosphare wurden die Platten 7 min bei 400 x
g abzentrifugiert, der Uberstand (150 !-!1pro
Kavitat) abgenommen und fur die Metaboli-
tenmessung aufbewahrt. Mit denrestlichen 100
!-!1pro Kavitat und den darin bcfindlichen Zel-
len wurde der "Cell Titer 96AQueaousnon-ra-
dioactive cell proliferation assay" (Promega,
Madison, WI) zur Bestimmung der Zellviabi-
litat durchgefuhrt. Dieser Test basiert auf der
Reduktion seiner Tetrazoliumkomponente zu
Formazan, dessen Absorption nach einer 30-
mimitigen Inkubationszeit bei 490 mn gernes-
sen werden kann.

Die IFN-y-Konzentration und die Inkuba-
tionszeit wurden in manchen Experimenten
variiert.

2.3 Testkomponenten
Als Positivkontrolle kam in allen Tests LPS
von E. coli 055:B5, 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 grarnpositiven Bak-
terien getestet:
LPS von glatten Stammen:

E. coli 055:B5 (Sigma, L4524),
E. coli 026:B6 (Sigma, L8274),

Salmonella typhimurium (Sigma, L6511
oder Sebak, Wien, Osterreich, 24.02.43),
Klebsiella pneumoniae (Sigma, L4268) und
Pseudomonas aeruginosa (Sigma, L8643).

LPS von ranhen Stammen:
E. coli smoo (Sigma, L9641 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 055:B5 (Sigma, L9023),
S. minnesota (L1523) und
S. typhimurium (Sigma, L2525).

Diphosphoryl Lipid Avon:
E. coli F583 (Sigma, L5399),
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, L6895 und
Sebak, 24.15.02) und
E. coli mut (Sebak, 24.14.02).

Synthetische Teilstrukturen von LPS:
b-D-GlcNac(1-6)-D-GlcNac (Sigma,
A3919) und
2-Keto-3-deoxyoctonat (Sigma, K2755).

Zellwandkomponenten von grampositiven
und Mykobakterien:

Lipoteichonsaure von S. aureus (Sigma,
L3265),
N-Acetylmuramyl von Mycobacterium
tuberculosis (Sigma, A95 19) und
Trehalose-6,6' -dimykolat von M. tuber
culosis (Sigma, T2268)

Toxic shock syndrom toxin-l von:
Siaureus (Sigma, T5662).

Toxic shock toxin und Enterotoxin Avon:
S. aureus (ICN Pharmaceuticals, Costa
Mesa,CA).

2.4 Uberstande von Bakterienkulturen
Verschiedene Staphylococcus aureus und
Pseudomonas aeruginosa Patientenisolate
wurden uns von der Bakteriologischen Unter-
suchungsanstalt der Universitat Innsbruck zur
Verfiigung gestellt. Die Bakterien wurden irn
pyrogenfreien Zellkultunnedium Ultraculture
(BioWhittaker) vermehrt, da samtliche aus-
getesteten Medien, die normalerweise fur das
Wachstum von Bakterien verwendet werden,
laut LAL- Test Endotoxin enthielten. 7 ml
Kulturrnedium wurden mit einer Einzelkolo-
nie von derAgarplatte beimpft und UberNacht
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-
nerOD62Onm vonO,6herangezogen. Die Uber-
stande wurden durch Zentrifugation (15
min, 5.000 x g) und anschlieBende Filtrati-
on durch pyrogenfreie Zellulose-Acetat-Fil-
ter mit einer Ausschlulsgrofse von 0,2 urn
(Minisart von Sartorius, D-Gottingen) ge-
wonnen und bei -20oe bis zum Einsatz im
Zellkulturmodell gelagert. Der Uberstand
von S. au reus 652 wurde zur naheren Cha-
rakterisierung vorbehandelt, entweder 10
min mit 95°C, 30 min mit 40 ul/ml 1 M
Trichloressigsaure (TCA, Merck, D-Daml-
stadt) oder 1 h bei 37°C mit 12 DIm! Prote-
inase K (14 mg/ml, Boehringer, D-Mann-
heim) bzw. 10 U/ml DNase (RQl RNase-
frei, Promega) bzw. einer Kombination aus
Proteinase K und DNase.

2.5 Gelfiltration
5 ml der S. aureus 652 Kultur wurden lyophi-
lisiert und anschlieBend in 500 ul 0,9% steri-
ler pyrogenfreier NaCI-U:isung (Mayrhofer
Pharmazeutika GmbH,A-Linz) rekonstituiert.
Davon wurden 100 III auf eine Superose 12
Saule (Pharmacia LKB Biotechnology, S-
Uppsala) in einem high pressure liquid chro-
matography (HPLC) System von Hewlett
Packard (1050 Tl, A-Wien) aufgetragen. Die
FluBgeschwindigkeit betrug 0,5 mllmin. Die
Absorption der einzelnen Fraktionen wurde
von einem UV-Detektor bei 280 nm gemes-
sen. Fraktionen von 500 III wurden im Laufe
einer Stunde gesarnmelt und bis zurAustestung
bei -20°C autbewahrt. Der verwendete Mo-
lekulargewichtsstandard (Serva, D-Heidel-
berg) war ein Gemisch von Albumin (66 kD),
Carboanhydrase (29 kD), Cytochrom C (12,4
kD) undAprotinin (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-a
im Uberstand
Die Neopterinmessung erfolgte mittels enzy-
me-linked immunosorbent assay (ELISA,
Neopterin ELItest, Brahms, A-Wien). FUrden
Nitritnachweis mittels Griess-Reaktion wur-
den 50 III Probe mit 75 III a.dest. und 125 III
Griess-Ilosvays Reagenz (Merck, D-Daml-
stadt) gemischtund nach 10min die Absorpti-
on bei 540 nm gemessen. Als Standard diente
Natriumnitrit in den Konzentrationen 2,5 bis
100 umol/l, Bei ausgewahlten Proben wurde
murines TNF-amittels ELISA (Biosource. B-
Fleurus) gemessen.
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2.7 LALTest
Fiir die Endotoxinbestimmung ausgewahlter
Proben (siehe Tab. 1)wurde ein chromogener
LAL- Test verwendet (QCL-] 000 von BioW-
hittaker) und lautHerstellerangaben durchge-
fuhrt,

3 Ergebnisse

3.1 Optiruierung des ZeUkultursystems
3.1.1 Inkubationszeit
Der EinfluB unterschiedlich langer Inkubati-
onszeiten auf das Ergebnis des in vitro Pyro-
genitatstest wurde anhand steigender E. coli
055:B5 LPS Konzentrationen untersucht. Die
Messungen erfolgtenjeweils 13,21 bzw. 38 h
nach del' Stimulation der Zellen.

In del' humanen Zellinie THP-l konnte das
E. coli LPS nach 13 h bereits ab einer Kon-
zentration von 10-10 g1m! nachgewiesen wer-
den, sowohl bei del' verwendung von RPMl
1640/10% FCS als auch von Ultraculture.Bei
einer Verlangerung der Kultivierungsdauer auf
21 bzw. 38 h blieb die Nachweisgrenze unver-
andert, lediglich die Menge des gebildeten
Neopterin stieg an (Abb. 1). Bei den beiden
murinen Zellinien J774A.l und RAW 264.7
lag das Detektionslimit nach 13-stiindiger In-
kubation bei IQ-7 g1ml,wenn serurnfreies Me-
dium verwendet wurde, und konnte im Fall
von RAW 264.7 durch Verlangerung der Be-
briitungszeit auf IQ-9 g/ml, im Fall von J774A.l
auf 10-8g1m!herabgesetzt werden, Wurden die
beiden murinen Zellinien in serurnhaltigem
Medium kultiviert, lag die Nachweisgrenze
nach 13 h bei 109 g/rnl, die sich durch eine
verlangerte Inkubationszeit nicht veranderte,
nur die Metabolitenmenge nahm zu (Daten
nicht gezeigt).

3.1.2 Interferon-yoKonzentration
Durch Kostimulation mit dem Zytokin IFN-y
konnte bei allen drei Zellinien die Nachweis-
grenze um ein bis zwei Zehnerpotenzen her-
abgesetzt werden. Wahrend bei der humanen
Zellinie THP-l eine Erhohung der IFN-y-
Dosis von 25 auf 250 U/ml eine Sensitivitats-
steigerung um weitere ein bis zwei Zehnerpo-
tenzen bewirkte, konnten bei den murinen
Zellinien J774A.l und RAW 264.7 hingegen
nur erhohte Nitritwerte bei gleichbleibender
Sensitivitat verzeichnet werden (Abb. 2).

3.1.3 LoArginin-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 EinfluB erhohter Arg-Konzentrationen
im Zellkulturrnedium der murinen Zellinien
auf das Ergebnis des in vitro Pyrogenitatstest
untersucht. Ublicherweise sind in den Zellkul-
turmedienDMEMundX-Vivo200,4mML-
Arg enthalten. Der Versuch wurde mit dieser,
sowie der doppelten und dreifachen Dosis
durchgefuhrt. Als Stimuli wurden 25 bzw. 250

,~~----~----~
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o lE·14 te-te
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Abb. 1: EinfluB verschiedener Inkubati-
onszeiten (1a: 13 h, 1b: 21 h, 1c: 38 h) auf
die Bildung von Neopterin in der huma-
nen Monozytoma-Zellinie THP-1 (kultiviert
in Ultra culture) nach Kostimulation mit
250 U/ml humanem IFN-ybzw. 25 U/mIIFN-
y und steigenden E. coli LPS Konzentra-
tionen.

40

30

10

o ~ __ r-------~------~
1E-14 1E-10

Probe (gfml)

1E-6

Abb. 2: EinfluB zweier IFN-g-oosen (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 OMEM mit
10% FCS) nach 40-stOndiger Inkubation.
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VIm! mu IFN-yund E. coli LPS in den Kon-
zentrationen 10-6 bis 10-14 glml eingesetzt.
Die Nachweisgrenze lag bei beiden Zelli-
nien bei 10-10 glml E. coli LPS und veran-
derte sieh aueh bei erhohten Arg-Konzen-
trationen nieht (Abb. 3). Ebenso blieb die
gebildete Nitritmenge gleich.

3.1.4 Zellinien und ZellkulturInedien -
ein Vergleich der Sensitivitat, Variabilitiit
und Reproduzierbarkeit
Urn FCS als mogliche Quelle fur pyrogene
Verunreinigungen auszusehlieBen, wurde
der Einsatz der serumfreien Medien Ultra-
culture und X-Vivo 20 ausgetestet. Wah-
rend die Zellinie THP-l in Ultraculture ein
gutes Waehstum und eine gute Stirnulier-
barkeit zeigte, eignete sieh zur Kultivierung
der murinen Zellinien X-Vi vo 20 besser. Der
Vorteil dieser beiden Medien gegentiber
dem friiher verwendeten serumfreienAIMV
ist, daB kein bovines Serumalbumin, das
ebenfalls eine Kontaminationsquelle dar-
stellt, zugesetzt werden mull.

Vergleicht man nun die drei Zellinien und
die verschiedenen Zellkultunnedien miteinan-
der, so sieht man, daB sieh das Wachsturn der
Zellen nur wenig unterseheidet bei der Ver-
wendung von serumfreien und serurnhaltigen
Medien. So wachst die humane Zellinie THP-
1 gleieh gut in RPM1IlO% FCS wie in Ultra-
culture. Die murinen Zellinien waehsen hin-
gegen etwas besser unter serurnhaltigen als
unter serumfreien Bedingungen (Daten nieht
gezeigt). Uberlegen sind die serumhaltigen den
serumfreien Medien insofem, als die Zellen
bei zugesetztem FCS eine hohere Sensitivitat
gegeniiber imrnunstimulatorischen Substanzen

'0
0,4111Il0l

1,2m'"
O.8mM

40

.~
Z 20

'0

o ~~r-------~------'-
1E-10

Probe (g/ml)

'E-61E-14

Abb. 3: EinfluB erhohter L-Arginin-Kon-
zentrationen (0,8 und 1,2 mM statt 0,4 mM)
auf die Sensltlvitat und die Menge des
gebildeten Nitrits, das nach Kostimulati-
on mit 250 Ulml IFN-y und steigenden E.
coli LPS Konzentrationen in der Zellinie
J774A.1 (kultiviert in DMEM mit 10% FCS)
gebildet wird.
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aufweisen. Nur die Zellinie RAW 264.7 im
serumfreien Medium X-Vivo 20 ist ahnlich
sensitiv wie die anderen Zellen in serumhalti-
gem Medium (Daten nieht 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 Sehwankungen. Es laBt sich
jedoch bei keiner der Zellinien auBer1774A.l
in X-Vivo 20 eine Tendenz in Riehtung nied-
rigerer Metabolitenmenge bei mehrwochiger
Kultivierungsdauer feststellen. Bei der Zelli-
nie 1774A.l nirnmt allerdings nach etwa zehn
Passagen die Fahigkeit naeh Kostimulation
dureh IFN-y und E. coli LPS , Nitrit zu bil-
den, stark ab (Daten nieht gezeigt).

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

Standardprotokoll

onslirnits, nur der absolute Neopterin- bzw.
Nitritgehalt ist relativ variabe! (Abb. 4).

Aus den Ergebnissen dieser Optimierungs-
studie liiBtsieh das unten abgebildete Standard-
protokoll ableiten.

3.2 Substanzen, die im LAL Test nicht
oder nur schwer nachweisbar sind
DieAustestung von hochgereinigten, kommer-
ziell erhaltlichen Zellwandkomponenten gram-
positiver und Mykobakterien und Exotoxinen
von grampositiven Bakterien ergab, daBdiese
Substanzen in den meisten Fallen die Zellen
nur in sehr hohen Dosen stimulieren konnen
(Tab. 1), wahrend die zell-freien Uberstande
diverser Patientenisolate von S. aureus bei ei-
ner Verdiinnung von 1:2.500 und 1:250 die
IFN-y kostimulierten Zellen zu einer sehr star-
ken Neopterin- bzw. Nitritbildung anregten.
Die Endotoxinbestimrnung mittels LAL-Test

THP-1 RAW 264.7
(hochsensitives System) (Screeningsystem)

Zellkulturmedium RPMI 1640 mit 10% FCS X-Vivo 20

Zelldichte
2,5 x 10' pro Kavltat in 100 1-11 2 x 105 pro Kavitat in 100 1-11
Medium Medium

IFN-y-Dosis 250 U/min in 10 1-11 zusetzen 25 Ulmin in 10 1-11 zusetzen

Testkomponenten in 10 bis 40 1-11 zusetzen in 10 bis 40 1-11 zusetzen

Gesamtvolumen auf 250 1-11 mil Medium auffOlien auf 250 1-11 mit Medium auffullen

Inkubation 20 h bei 37° C und 5% CO2
20 h bei 3?D C und 5% CO2

Absammlung
7 min bei 400 x 9 7 min bei 400 x 9
abzentrifugieren abzentrifugieren

150 1-11 Uberstand zur 150 1-11 Oberstand zur
Metabolitmessung Neopterinmessung mittels Nitritmessung mitlels Griess-

ELISA Reaktion

Zellproliferationsassay Zellen in verbleibenden 100 1-11 Zellen in verbleibenden 100 1-11

140

120

:g
100E

"Ez 80l~
" 60I
"!40

20

0
THP-,/RPMI

--~-~ ..~

~

Nega.liVkonlrol!e I
Posluvkontrolle
Oifferenz

THP-1/UC J774A.1/DMEM J774A.1/XV20 RAW/DMEM RAW/XV20

Abb. 4: Variabilitat der Zellinien in den diversen Zellkulturmedien. Dargestellt sind die
Negativkontrolle (Zellen nur mit IFN-y stimul!ert~ un~ die Positivkon.t~olle (Zellen ~it
IFN-y und 1 I-1g/ml E. coli LPS stimuliert), sowie die Dlfferenz aus POSltIV- und Negatlv-

kontrolle.
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fiel fur sieben der elf Proben negativ aus, einer
zeigte leicht und drei zeigten stark erhohte En-
dotoxinwerte (siehe Tab. 1).
Zur naheren Charakterisiemng der immun-

stimulatorischen Substanzen in den Staphylo-
kokken-Uberstanden wurde jener von S. au-
reus 652 fur weitere Versuche ausgewahlt,
Durch verschiedene Methoden, wie Hitzede-
naturierung (950 C, 10min), TCA-Priizipitati-
on (mit 1MTCA, 30min), Enzymverdau (Pr0-
teinase K undloder DNase), AusschluB-
filtration ("graBer oder kleiner a1s10 bzw. 30
kD") und Gelfiltration konnen folgende Aus-
sagen iiber die pyrogenen Substanzen im S.
aureus 652 Uberstand getroffen werden: Sie
sind hitzestabil, dureh TCA prazipitierbar,
dureh Proteinase K, nicht aber dureh DNase
inaktivierbar,und sieverursachen eine Imrnun-
stimulation innerhalb eines breiten Moleku-
largewiehtsbereiehes von <6,5 bis >66 kD, mit
der hochsten immunstimulatorischen Aktivi-
tat bei etwa 65 kD, wie aus Abbildung 5 er-
siehtlich wird.

4 Diskussion

4.1 Optiruierung des ZeIlkultursystems
Aufgmnd der Erfahrungen mit den drei Zelli-
nien und den diversen Medien sehlagen wir
vor, die Zellinie RAW 264.7, kultiviert und
stimuIiertin X-Vivo20, a1sPyrogenitats-Scree-
ningsystem zu verwenden. Diese Zellinie de-
tektiert Pyrogene sehr sensitiv und die Griess-
Reak.tion zum Nitritnachweis ist ein sehr ein-
faches, schnelles und zuverlassigesDetektions-
system. Stimuliert konnen die RAW 264.7
Zellen mit der niedrigeren Dosis von 25 U/ml
mu IFN-ywerden, da eine Erhohung der IFN-
)'-Konzentration zu keiner weiteren Steigerung
der Sensitivitat mehr fuhrt, Proben mit hohe-
rem L-Arg-Gehalt stellen keine Beeintrachti-
gung fur das Nachweissystem dar,wie anhand
erhohter Arg-Konzentrationen irn Zellkultur-
medium festgestellt wurde (Abb. 3).

Als zweiter, noch sensitiverer Pyrogennaeh-
weis konnte die Neopterinmessung in der hu-
manen Zellinie THP-l, kultiviert und stimu-
liert in RPMll640/l 0% FCS, zurAnwendung
kommen. Als Kostimulus miissen bei THP-l
250 Ulrnl hu IFN-), eingesetzt werden, urn
einen optimalen Pyrogennaehweis zu erzielen.
Neben der etwas besseren Sensitivitat bieten
THP-l Zellen noch den Vorteil, Monozyten
hurnanen Ursprungs zu sein, weshalb keine
speziesspezifisehen Untersehiede aufueten
konnen, Aber aueh die Zellinie 1774Al ist in
der Lage, Pyrogene sehr sensitiv zu detektie-
ren, allerdings nimmt bei J774A.l nach etwa
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Tabelle 1: Minimale Oosis von Bakterienkomponenten grampositiver und Mykobakteri-
en bzw. von S.aureus Kulturuberstanden, die zu einem signifikanten Anstiegb der Neop-
terin- bzw. Nitritbildung be; Kostimulation durch 250 U1mIIFN-y fuhrt bzw. im LAL-Test
detektiert werden kann.

Bektertenkcmponenten- Minimal detektierte Oasis (ng/ml) oder verdunnunqstektcr

in vitro pyrogenitatstest LAL Test'
THP-l J774A.l RAW 264.7

RPMVFCS UC DMEM/FCS x-vlvc 20 DMEM/FCS X·Vivo 20

Zellwandkomponenten

Lipotelchons3ure (5. aureus) 100 1.000 1.000 10.000 1.000 0,1

N·Acetylmuramyl-L-aianyl-D-lsogluta-
mtn, adjuvant peptide (M. 100 0,001 100 100 100 0,4
tuberculosis)

6,6'-Di-O-myko!oyl-a,a-trehalose,
cord factor 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0,1
(M. tuberculosis)

Exotoxine (S. aureus)
.-~ --

TSST·1 (Sigma) 100 1.000 n.g. n.g. n.g. n.g. 1,3

~ICT) >10.000 10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.00;Gg~
Enterotoxin B >10.000 >10.000 >1.000 >10.000 >10.000 >10.000 _~

Patlentenlsolate

S. aureus 602 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:250 1:2.500 1:2.500 1,4

S. aureus 652 1:250 1:250 1:250 1:2.500 1:2.500 1:2.500 0,1

S. aureus 677 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 2,7

~'. aureus 680
-- '--- --

1:250 1:2.500 1:250 1:250 1:2.500 1:2.500 <0,1
-- --

S. aureus 696 1:250 1:250 1:250 ~~ 1:2.500 1:2.500 0,1f-::-- - - -- f---
D:1S. aureus 709 1:25 1:250 1:250 1:2.500 1:2.500 1:2.500

S. aureus 712 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 <0.1

S. aureus 713 1:250 1:250 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 0,1

S. aureus 730 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1:2.500 1,7

S. aureus 744 1:2.500 1:2.500 1:250 1:250 1:250 1:250 0,2

s. aureus 745 1:2.500 1:250 1:250 1:2.500 1:2.500 1:2.500 0,1

•Teslkonzenlralion, 1 pg/ml bls 1 ~g/ml
b Signifikanle Erhiihung (p<0,05, Sludent's T-test, 4 unabhiingige Messungen) der Melabolitenproduktion tm Ver-

gleich zum Zellkullurmedium oder IFN·yalieine
, Detektionslimit 0,1 EUlml
n.g. nich! ge!esle!

zehn Passagen in serumfreiem X-Vivo 20 die
Fahigkeit, Nitrit zu bilden, stark ab, weshalb
wir uns fur die beiden erstgenannten
Detektionssysteme(RAW264.7inX-Vivo20
und THP-l in RPMl/lO% FCS) entsehieden
haben.

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

promiBzwischen moglichst geringemZeitauf-
wand bei gleiehzeitig hoher Sensitivitat dar-
stellt.
Der Vergleichmit anderen Parametem, nam-

lieh der Messung der Produktion des Cyto-
kins TNF-a alsAntwort auf die Imrnunstimu-
lation mit ausgewahlten Proben ergab gut iiber-
einstimmende MeBergebnisse. Deshalb kann
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Abb. 5: Auftrennung des S. aureus 652 Uberstands durch Gelfiltration.
Die aufgetrennten Fraktionen wurden anschlieBend im Zellkulturmodell auf ihre Fahig-
keit, die Nitritproduktion in 250 Uiml mu IFN-y-kostimulierten RAW264.7 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 fur die Stimula-
tion yon Immunzellen verwendet werden.
Der Nachweis der Metaboliten Nitrit und
Neopterin hat den Vorteil, daB diese Sub-
stanzen sehr stabil sind im Verg1eich zu Cy-
tokinen. Auch die Lagerung der Uberstan-
de bis zur Metabolitenmessung uber meh-
rere Stunden bei Raumtemperatur sowie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen ha-
ben keinen EinfluB auf das MeBergebnis.
Cytokine hingegen mtissen sofort bestirnmt
oder ansonsten aliquotiert und bei -800 C
aufbewahrt werden.

4.2 Substanzen, die im LAL Test nicht
oder nur schwer nachweisbar sind
Da die gereinigten Zellwandkomponenten
und Exotoxine yon grampositiven und My-
kobakterien die Zellen zu einer wesentlich
schwacheren lmmunreaktion anregten als
die unbehandelten, zellfreien Uberstande
yon Staphylokokken-Kulturen, ist es wahr-
scheinlich, daB es sich bei den pyrogenen
Substanzen im Uberstand des nailer unter-
suchten S. aureus 652 Isolates nicht um eine
der in der Tabelle genannten isolierten Bak-
terienkomponenten oder Exotoxine, son-
dem urn ein bislang noch nicht nailer defi-
niertes aktives Molektil handelt. Es ist, wie
bereits in 3.2, beschrieben, hitzestabil, durch
TCA prazipitierbar, durch Proteinase K,
nicht aber durch DNase inaktivierbar und
stimuliert Immunzellen innerhalb eines
weiten Molekulargewichtsbereiches yon
<6,5 bis >66 kD, mit der starksten irnmun-
stimulatorischen Aktivitat bei etwa 65 kD.
Diese Charakteristika deuten daraufhin, daB
es sich nieht urn eine einzelne Substanz, die
die lmmunstimulation verursacht, sondem
urn ein Substanzgemisch mit einem hohen
Proteinanteil handelt. Vergleicht man diese
Daten mit jenen yon der Arbeitsgruppe urn
Kusunoki und Wright, die ebenfalls S. au-
reus Material durch Gelfiltration aufge-
trennt haben (allerdings nicht unbehandel-
te, zell-freie Kulturuberstande, sondem Phe-
nolextraktionen yon S. aureus, also prote-
infreies Material), so zeigt sich , daB bei
ihren Versuchen ebenfalls eine Imrnunsti-
mulation uber einen weiten Molekular-
gewichtsbereich stattfand, jedoch verur-
sachten bei ihnen die Fraktionen >300, 150
und <15 kD die starkste lmmunstimulation
bei den Zellen, wobei bei den groBen Mo-
lekillspezies die starkere Aktivitat zu bemer-
ken war (Kusunoki and Wright, 1996). Die
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Zellstimulation dtirfte durch das aktive
Molekill, das wahrscheinlich nicht-kovalent
an die Peptidoglycanschicht von grampo-
sitiven Bakterien gebunden ist, bewirkt
werden. Dieses ist moglicherweise ein Mo-
nomer <15 kD, das Aggregate oder Micel-
len mit hohem Molekulargewicht bildet.
Kusunoki und Wright vertreten die Hypo-
these, daB die gereinigten Zellwand-
komponenten grampositiver Bakterien gar
keine lmmunstimulation verursachen kon-
nen, sondern diese imrner dureh das nicht
naher definierte aktive Molektil erfolgt, da
dieses im Zuge der Isolierungsschritte nieht
weggereinigt werden kann (Kusunoki and
Wright, 1996). Diese Hypothese ware aueh
mit unseren Ergebnissen vereinbar. AIler-
dings konnte die Abschwachung der im-
munstimulatorisehen Aktivitat des aktiven
Molekiils durch Proteinase auch bedeuten,
daB es sich bei unseren Versuchen tatsach-
lich urn ein Protein oder Lipoprotein, etwa
ein bisher noch nicht naher definiertes To-
xin yon S. aureus handelt. Dureh die Prote-
inase konnten aber auch andere, fur die Im-
munstimulation essentielle Strukturen an-
gegriffen worden sein und nieht das Pyro-
gen selbst, das in diesem Falle ohne weite-
res die yon Kusunoki und Wright identifi-
zierte aggregatbildende Lipidstruktur sein
konnte.

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

5 Ausblick

Aus ethischen und okonomischen Grunden
wird nach Ersatzmethoden zu Tierversu-
chen gesucht. 1m Falle des Kaninchen-Py-
rogenitatstest sind bereits der LAL- Test und
andere Methoden (siehe Eperon et al., 1997;
Hartung et aI., 1998; Werner-Felmayer et
al., 1995) entwickelt worden. Der LAL- Test
wird in einigen Fallen bereits als Alternati-
ve akzeptiert, muB aber im Einzelfall stets
neu validiert werden. Deshalb ware es wiin-
schenswert, wenn die anderen Methoden
einer unabhangigen Validierungsstudie un-
terzogen wiirden und die geeignetste in die
Monographien der diversen Pharmakopoen
aufgenommen wtirde, urn so, als Erganzung
zum LAL- Test, dessen Unzulanglichkeiten

auszugleichen. Somit konnte der Kanin-
chen-Pyrogenitatstest vollstandig ersetzt
bzw. dessen Anwendungsgebiet minimiert
werden.

Literatur

Eperon, S., DeGroote, D., Wemer-Felrnayer,
G. and Jungi, T. W. (1997). Human mono-
cytoid cell lines as indicators of endotoxin:
comparison with rabbit pyrogen and Limu-
Ius amoebocyte lysate assay. J IrnmunolMe-
thods 207 (2): 135-145.

Hartung, T. und Wendel, A. (1995). Die Erfas-
sung yon Pyrogenen in einem humanen
Vollblutrnodell.ALTEX /2,70-75.

Hartung, T., Fennrich, S., Fischer, M., Mon-
tag-Lessing, T. und Wendel, A. (1998). Ent-
wicklung und Evaluierung eines Pyrogen-
tests mit menschlichem Blut. ALTEX 15
(Suppl.),9-1O.

Kusunoki, T. and Wright, S. D. (1996). Che-
mical characteristics of Staphylococcus au-
reus molecules that have CD-14-dependent
cell-stimulating activity. J Immunol. 157
(11),5112-5117.

Werner, E. R., Werner-Felmayer, G. and May-
er, B. (1998). Tetrahydrobiopterin, Cytoki-
nes and Nitric Oxide. Proc. Soc. Exp. Biol.
Med 219, 171-182.

Werner-Felmayer, G., Baier-Bitterlich, G.,
Fuchs, D., Hausen, A., Murr,C,Reibnegger,
G., Werner, E. R. and Wachter, H. (1995).
Detection of Bacterial Pyrogens on the Ba-
sis of their Effects on Gamma Interferon-
Mediated Formation of Neopterin or Nitri-
te in Cultured Monocyte Cell Lines. Clin
and Diagn Lab lmmunol. 2: 307-313.

Danksagung
WIT bedanken uns fur die Unterstiitzung durch
das Osterreichische Bundesministerium fur
Wissenschaft und Verkehr.

Korrespendenzadresse
Prof. Dr. Gabriele Werner-Felmayer
Institut fur Medizinische
Chemie und Biochemie
Universitat Innsbruck
Fritz-Pregl-Str. 3
A-6020 Innsbruck
Tel: +43-512-507-3518
Fax: +43-512-507-2865

ALTEX 16, 1/99


	altex_1999_1_r0002.pdf
	altex_1999_1_l0002.pdf
	altex_1999_1_r0003.pdf
	altex_1999_1_l0003.pdf
	altex_1999_1_r0004.pdf
	altex_1999_1_l0004.pdf

