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Zusammenfassung

Monozyten tragen zur Immunabwehr von Pathogenen und zur Bekdmpfung steriler Entziindli-
cher Erkrankungen bei. Die Funktionalitdt der Monozyten und auch der Monozytensubpopula-
tionen kann durch eine Interaktion mit Thrombozyten beeinflusst werden, dies ist jedoch bisher
wenig erforscht ist. Das Hauptziel dieser Arbeit war zum einen die Etablierung einer zuverlassi-
gen Untersuchungsweise der Monozyten-Plattchen-Aggregate (MPAs) mittels Durchflusszyto-
metrie und die anschlieRende Exploration unterschiedlicher phanotypischer und funktioneller
Aspekte dieser, insbesondere die Expression von Oberflachenrezeptoren und die Fahigkeit zur
Phagozytose. In einem weiteren Schritt wurde analysiert, inwieweit sich die Ausbildung der Mo-
nozyten-Plattchen-Aggregate und die zuvor genannten funktionellen Aspekte in einer entziind-
lichen Situation verandern kdnnten.

Als erstes wurden drei verschiedene Methoden zur Darstellung der Monozytensubpopulationen
anhand Blutproben gesunder junger Spender erprobt. Zuerst wurden die Proben gegen CD11b,
CD14 und CD16 gefarbt. Ein alternativer Versuchsansatz ergdanzte diese mit einer Farbung der
Proben gegen CD3, CD209 und CD19. Bei diesen beiden Strategien zeigte sich jedoch eine Kon-
tamination der nicht-klassischen Monozyten mit NK-Zellen. Eine weitere Farbung gegen CD11b,
CD14, CD16 und MHC-Il ermoglichte eine zuverldssige und kontaminationsfreie Darstellung der
drei Monozytensubpopulationen, sodass diese Strategie im Folgenden genutzt wurde. Mit einer
zusatzlichen Farbung der Blutproben gegen den CD41 konnten dann mit Plattchen assoziierte
Monozyten dargestellt werden. Zudem wurden sowohl Plattchen als auch Monozyten auf ihre
Expression von Oberflachenrezeptoren im unstimulierten und stimulierten Zustand untersucht.
Es zeigte sich ein Anstieg der Expression von P-Selektin auf der Oberflache der Plattchen nach
Stimulation mit Adenosindiphosphat (APD), wahrend die Expression von PSGL-1 auf der Ober-
flache der Monozyten nach einer Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) abnahm. Zur Analyse
der Phagozytosefahigkeit von Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregaten wurden Lipid-
nanopartikel genutzt, welche von den Monozyten aufgenommen und so durchflusszytometrisch
detektiert werden kénnen. Es konnte eine Zunahme der Phagozytose von Lipidnanopartikeln
von plattchengebundenen Monozyten festgestellt werden. Die Aufnahme von Lipidnanoparti-
keln konnte auch fluoreszenzmikroskopisch am Modell der THP-1 Zellen nachgewiesen werden.
Zur Simulation entziindlicher Bedingungen wurden Blutproben mit LPS stimuliert. Die Einteilung
der Monozytensubpopulationen mit CD14 und CD16 zeigte sich hier jedoch nicht anwendbar,
da sowohl CD14 als auch CD16 starken Verdanderungen nach Stimulation mit LPS unterliegen,
sodass eine alternative Markierung gegen CCR2 und MHC-II zur Darstellung der Subpopulatio-
nen gewahlt wurde. Es konnten keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Verteilung der
Subpopulationen nach LPS-Stimulation detektiert werden. Die Aggregatbildung und Aufnahme
von Lipidnanopartikeln zeigten sich nach LPS-Stimulation abgeschwacht.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit lasst sich schlussfolgern, dass der Einsatz von CD11b, CD14,
CD16 und MHC-II eine prazise Darstellung von Monozytensubpopulationen und damit auch der
Monozyten-Plattchen-Aggregate erlaubt. Dies ermoglicht die prazise phanotypische und funkti-
onelle Untersuchung dieser Zellen. Monozyten-Plattchen-Aggregate von jungen gesunden Spen-
dern unterscheiden sich nicht hinsichtlich der Expression von Oberflachenrezeptoren, jedoch
weisen sie eine hohere Aufnahme von Lipidnanopartikeln auf. Mit der entwickelten Darstel-
lungsmethode der Monozyten und MPAs lassen sich in Zukunft Monozyten und MPAs bei ent-
zlindlichen Erkrankungen untersuchen, um deren Rolle bei der Pathogenes aufzuklaten.



Summary

Monocytes contribute to the immune defense against pathogens and to the fight against sterile
inflammatory diseases. The functionality of monocytes and monocyte subpopulations is influ-
enced, among other things, by interaction with platelets, which has been little researched to
date. The main objective of this work was to establish a reliable method for investigating mon-
ocyte-platelet aggregates using flow cytometry and to subsequently explore various functional
aspects of these aggregates, in particular the expression of surface receptors and the ability to
phagocytose. In a further step, we analyzed the extent to which the formation of monocyte-
platelet aggregates and the aforementioned functional aspects could change in an inflammatory
situation.

First, three different methods for representing monocyte subpopulations in the blood of healthy
young donors were tested. First, the samples were stained against CD11b, CD14, and CD16. An
alternative experimental approach supplemented this with staining of the samples against CD3,
CD209, and CD19. These two strategies revealed contamination of non-classical monocytes with
NK cells. A different staining against CD11b, CD14, CD16, and MHC-II enabled reliable and con-
tamination-free visualization of the three monocyte subpopulations, therefore this strategy was
used in the following. With additional staining of the blood samples against CD41, platelet-
bound monocytes could be visualized. In addition, both platelets and monocytes were examined
for their expression of surface receptors in unstimulated and stimulated states. An increase in
the expression of P-selectin on the surface of platelets was observed after stimulation with
adenosine diphosphate (APD), while the expression of PSGL-1 on the surface of monocytes de-
creased after stimulation with lipopolysaccharide (LPS). Lipid nanoparticles were used to analyze
the phagocytic capacity of monocytes and monocyte-platelet aggregates, which can be taken up
by monocytes and thus detected by flow cytometry. An increase in the phagocytosis of lipid
nanoparticles by platelet-bound monocytes was observed. The uptake of lipid nanoparticles was
also detected by fluorescence microscopy in the THP-1 cell model. To simulate inflammatory
conditions, blood samples were stimulated with LPS. However, the classification of monocyte
subpopulations with CD14 and CD16 was not applicable here, as both CD14 and CD16 undergo
significant changes after stimulation with LPS, so an alternative marker against CCR2 and MHC-
Il was chosen to represent the subpopulations. No significant differences in the distribution of
subpopulations after LPS stimulation could be detected. Aggregation and uptake of lipid nano-
particles were attenuated after LPS stimulation.

Based on the results of this study, it can be concluded that the use of CD11b, CD14, CD16, and
MHC-II allows for a precise representation of monocyte subpopulations and thus also of mono-
cyte-platelet complexes, enabling further phenotypic and functional investigations. Monocyte-
platelet aggregates from young healthy donors do not differ in terms of surface receptor expres-
sion, but they do show higher uptake of lipid nanoparticles. Based on these results, monocyte-
platelet aggregates could play a crucial role in the pathogenesis and control of various diseases.
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1 Einleitung

1.1 Monozyten und Monozytensubpopulationen

Monozyten bilden zusammen mit Makrophagen und dendritischen Zellen das mononukledre
Phagozytensystem (MPS), welches eine maRgebliche Rolle im Rahmen der Infektabwehr spielt?,
aber auch an der Bekampfung unterschiedlicher steriler Entziindungen, wie z.B. ischamische Er-
krankungen oder Traumata, beteiligt ist>. Monozyten werden, wie andere Blutzellen auch, im
Knochenmark gebildet und zirkulieren anschlielend im peripheren Blut, bis sie im Falle einer
Entziindung oder Erkrankung in das betroffene Gewebe rekrutiert werden®.

Ein wichtiges Ziel der Monozyten und des MPS besteht darin die Endorganschaden im Rahmen
eines entziindlichen Prozesses im Kérper zu minimieren®. Um dieses Ziel zu erreichen, kommen
verschiedene Mechanismen zum Einsatz. Zum einen dienen Monozyten als Vorlauferzellen fir
gewebespezifische Makrophagen oder dendritische Zellen*. Monozyten nehmen aber auch eine
Zwischenstellung zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem ein®, indem sie bei-
spielsweise Antigene prozessieren und prasentieren kénnen®, allerdings wird die konkrete Be-
teiligung der Monozyten an diesem Mechanismus weiterhin diskutiert’. Monozyten beteiligen
sich auch direkt an der Phagozytose, was ihre Bedeutung als erste immunologische Instanz bei
Entziindung und Verletzung unabdingbar macht, denn der Prozess der Phagozytose eignet sich
gut zum direkten Internalisieren und Abtéten von Erregern®.

Jedoch sind Monozyten eine heterogene Zellpopulation, welche in verschiedene Subpopulatio-
nen mit Unterschieden hinsichtlich der GroRe, Morphologie und Funktion eingeteilt werden
kann®. Die heutzutage gingigste Unterteilung der Monozyten findet ihren Ursprung in den
1980er Jahren, als Passlick et al. die unterschiedliche Verteilung hinsichtlich der Expression von
CD14 und CD16 auf der Oberfliche der humanen Monozyten beschrieben®. Beim Menschen
handelt es sich bei CD14 um einen Co-Rezeptor fiir LPS, wahrend CD16 einen IgG-Rezeptor mit
geringer Affinitat darstellt’. Seither werden drei Subpopulationen der Monozyten definiert: die
CD14**/CD16 klassischen Monozyten, die CD14**/CD16* intermediaren Monozyten, sowie die
CD147/CD16" nicht-klassischen Monozyten'. Die klassischen Monozyten machen beim Men-
schen etwa 80-95% aller Monozyten aus, wahrend intermedidare Monozyten 2-8% einnehmen
und der Anteil nicht-klassischer Monozyten sich auf etwa 2-11% beliuft®.

Vinci et al. haben 2021 von einer neuen, vierten Monozytensubpopulationen berichtet, welche
als pra-klassisch bezeichnet wurde und vermehrt bei Patienten mit einem Nicht-ST-Hebungs-
Infarkt detektiert wurde®®. Die Population der pri-klassischen Monozyten ist jedoch derzeit kein

Bestandteil der gangigen Verteilung der Monozytensubpopulationen.

1.1.1 Funktionelle Unterschiede der Monozytensubpopulationen

Die Monozytensubpopulationen unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Funktionen. Klassi-
sche Monozyten sind primir an der Phagozytose beteiligt>!!. Zudem sind sich auch bei der
Wundheilung und Blutgerinnung von Bedeutung®?. Im Falle einer Entziindung oder Verletzung
werden klassische Monozyten an das betroffene Gewebe rekrutiert, wo sie dann anschlieRend
in dendritische Zellen oder gewebsspezifische Makrophagen, z.B. Alveolarmakrophagen in der

Lunge, differenzieren kénnen**3,



Dahingegen sind intermedidare Monozyten insbesondere fiir die Produktion von reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS) verantwortlich und beteiligen sich zudem an der Antigenprasentation und T-
Zell-Aktivierung>*. Auf der Oberfliche der CD16* Monozyten findet sich unter allen Monozyten
die groRte Menge an MHC-Il Molekiilen, welches fiur die Antigenprasentation und T-Zell-Aktivie-
rung unerldsslich ist***, Nicht-klassische Monozyten produzieren groRere Mengen an inflamm-
atorischen Zytokinen wie TNF-a. und IL-1R infolge einer Stimulation mit LPS als klassische Mo-
nozyten'?. Zudem sind nicht-klassische Monozyten auch am Endothel zu finden, wo sie die Ad-
hasion und transendotheliale Migration unterstiitzen®®.

Es finden sich auch weitere Unterschiede bezliglich der Expression verschiedener Oberflachen-
rezeptoren, so exprimieren klassische Monozyten die grofte Menge an CCR2, CD36 und CD64
wahrend intermedidare Monozyten, neben MHC-II, auch mehr CD86, CCR5 und CD74 auf ihrer
Oberfliche besitzen'*!!, Verglichen mit den klassischen und intermedidren Monozyten, expri-
mieren nicht-klassische Monozyten mehr CX3CR1 und CXCR4™M,

CCR2 auf der Oberflache klassischer Monozyten ist von groRer Bedeutung bei der Extravasation
und Transmigration von Monozyten, beispielsweise im zentralen Nervensystem®®. CD36 spielt
eine entscheidende Rolle im Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose, indem es oxidiertes
LDL bindet und dadurch eine Immunreaktion induziert'®. Zudem wird von einer vermehrten Ex-
pression von CD36 auf Monozyten im Rahmen der Artherosklerose berichtet, dies konnte eine
Rolle bei der Ausbildung von Schaumzellen spielen'’. Eine erhéhte Expression von CD64 auf der
Oberflache von Monozyten korreliert mit einem vermehrten Auftreten unterschiedlicher rheu-
matischer Erkrankungen, so zum Beispiel beim systemischen Lupus Erythematodes oder bei
rheumatoider Arthritis!®°. Obwohl die Rolle von CD86, einem co-stimulatorischen Molekiil auf
der Oberflache der intermedidaren Monozyten noch nicht abschlieRend geklart ist, konnte eine
Untersuchung aus dem Jahre 2007 aufzeigen, dass Patienten auf Intensivstation mit reduzierter
Expression von CD86 auf den Monozyten vermehrt an postinflammatorischer Immundefizienz
leiden?. Die Expression von CCR5 auf den Monozyten ist essentiell fiir die Migration der Mo-
nozyten in das betroffene entziindete Gewebe im Rahmen einer Sepsis und somit von entschei-
dender Bedeutung fiir die Bekdmpfung einer Sepsis?. CD74 ist der Rezeptor fiir macrophage
migration inhibitory factor (MIF) und tragt somit zur Aktivierung von Monozyten und Makropha-
gen bei??. CX3CR1 hingegen ist fiir die Regulierung der Neovaskularisation zustiandig?. Bei durch
Tabakrauch induziertem Lungenemphysem ist CX3CR1 auf den Monozyten aullerdem an der
Rekrutierung der Monozyten in die Lunge beteiligt?®. CXCR4 tragt eine wichtige Rolle im Rahmen
eines Schlaganfalls, indem es die Monozyteninfiltration in das Gehirn nach einem Schlaganfall
induziert®.

Weiterhin beschrieben Patel et al. unterschiedliche Lebensspannen fiir die jeweiligen Monozy-
tensubpopulationen im peripheren Blut. Klassische Monozyten zirkulieren etwa 24h im Blut, die
Uberlebenden Zellen migrieren entweder in unterschiedliche Gewebe, z.B. in Lungengewebe um
als Alveolarmakrophagen weiter Phagozytose zu betreiben?® oder entwickeln sich zu intermedi-
daren Monozyten und zirkulieren fiir weitere vier Tage oder migrieren dann in Gewebe. Alle in-
termediaren Monozyten differenzieren anschlieend zu nicht-klassischen Monozyten und liber-
leben flr weitere sieben Tage bevor sie entweder sterben oder ebenfalls in Gewebe einwan-
dern®®. Im Falle einer Apoptose der Monozyten werden die apoptotischen Monozyten von
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Makrophagen phagozytiert oder durchlaufen sekundir den Prozess der Nekrose?’. Eine Uber-
sicht Giber die unterschiedlichen Attribute der verschiedenen Monozytensubpopulationen findet
sich in Abbildung 1.

CD14**,CD16"; phagocytosis;
CD36*; CCR2%; adhesion;
HLA-DR™; migration;
CD11c™¢; CD64*; | | anti-microbial
CcD62L" responses

CD14*; CD16%;
HLA-DR*; CD86*;
CD11c*; CCR5*;
CD74*

antigen presentation;
regulation of apoptosis;
transendothelial migration

CD14%™CD16* complement and FcR-

CX.CR1" mediated phagocytosis;
CXCRA4*: 'SLAN"" transendothelial migration;
HLA-DR: ' | |adhesion;

anti-viral responses

Abbildung 1: Entwicklung der Monozytensubpopulationen sowie ihre spezifischen Oberflachenrezeptoren und ihre
Rolle im Organismus. Monozyten werden im Knochenmark entwickelt und anschlieBend als klassische Monozyten
ins Blut ausgeschwemmt. Sie differenzieren dann zu intermedidren Monozyten und anschliefend zu nicht-klassischen
Monozyten. Die klassischen Monozyten sind insbesondere fiir die Phagozytose und Migration der Monozyten zustan-
dig, wahrend die intermedidaren Monozyten an der Antigenprasentation teilnehmen und die nicht-klassischen Mo-
nozyten sich an der anti-viralen Abwehr beteiligen. Diese Abbildung wurde aus Kapellos et al. entnommen?1,

1.1.2 Die Bedeutung der Monozyten bei unterschiedlichen Erkrankungen

Die Bedeutung der Monozyten in der Pathogenese und Bekdmpfung des Organismus verschie-
dener Erkrankungen wird unter anderem bei kardiovaskuldren Erkrankungen hervorgehoben?,
So konnte ein Zusammenhang zwischen den Lipidwerten im Blut und den zirkulierenden Mo-
nozyten festgestellt werden?®. Es wurden auch Verdnderungen in der Verteilung der Monozy-
tensubpopulationen beobachtet, in diesem Kontext wird besonders den intermediaren Monozy-
ten bei Artherosklerose, Myokardinfarkten und Herzinsuffizienz eine besondere Rolle zuge-
schrieben®. Der genaue Mechanismus der Beteiligung der Monozyten an diesen Erkrankungen
bleibt zum aktuellen Stand jedoch weitgehend ungeklart. Ein zukiinftiger Nutzen der Monozyten
fiir diagnostische und therapeutische Zwecke bei kardiovaskuldren Erkrankungen ist jedoch
nicht auszuschlief3en.

Weiterhin sind Monozyten auch an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beteiligt. Sie
kénnen sowohl proinflammatorisch als auch antiinflammatorisch wirken indem sie beispiels-
weise die Gewebsdestruktion fordern (proinflammatorisch) oder die T-Zell-Proliferation inhibie-
ren (antiinflammatorisch)®!. Beim systemischen Lupus Erythematodes wurde eine Verminde-
rung der phagozytotischen Fahigkeit von Monozyten beobachtet®. Fir rheumatische



Erkrankungen wird auch eine modulierende Wirkung der haufig zur Therapie genutzten Corti-
costeroiden auf die Monozyten spekuliert.

Eine besonders haufige und gefahrliche Erkrankung ist die Sepsis. Jahrlich sind weltweit 278-
678/100.000 Personen betroffen, die Mortalitat liegt hierbei bei 22,5-26,7%>*. Bei der Sepsis
handelt es sich um eine Fehlregulation des Immunsystems als Antwort auf eine systemische In-
fektion, welche in einer Dysfunktion multipler Organsysteme bis zum Tod resultiert®. Monozy-
ten sind auch bei der Pathogenese und Bekdampfung der Sepsis beteiligt. Zum einen wechseln
sie von einem proinflammatorischen Phdnotypen in einen immunsupprimierenden Phanotypen
und verstirken die Phagozytose und das Remodeling des Gewebes®®. Zum anderen werden sie
durch eine vermehrte Expression von CCR5 starker an den Infektherd rekrutiert, um dort die
Erreger zu phagozytieren und zu téten?!. Trotz dieser ersten Hinweise auf eine Beteiligung der
Monozyten im Rahmen einer Sepsis ist der konkrete Mechanismus und die Tragweite der Betei-
ligung bislang weitgehend unerforscht. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass sie ein therapeu-
tisches Ziel in der Behandlung dieser tédlichen Erkrankung darstellen kdnnte.

1.2 Thrombozyten

Bei Thrombozyten handelt es sich um kernlose Zellen, die sich aus dem Zytoplasma ihrer Vor-
lduferzellen — den Megakaryozyten, die im Knochenmark entstehen —abschniiren und anschlie-
Rend fiir zehn Tag im peripheren Blut zirkulieren®”-*, Plattchen sind fiir die primire Himostase
essenziell. Im Falle einer Verletzung oder Entziindung kommt es zu einer GPlb-vermittelten Ad-
hasion der Plattchen an den von-Willebrand-Faktor, welcher wiederum die Interaktion zwischen
den Thrombozyten und dem subendothelialen Kollagen erméglicht®®2°. Die endothelstidndigen
Thrombozyten setzen ADP aus ihren Granula frei, welches an die P2Yi1,-Rezeptoren anderer
Thrombozyten binden kann, dies bewerkstelligt die weitere Entleerung der Granula, sodass ver-
schiedene Botenstoffe, z.B. P-Selektin, frei werden®. Im Anschluss erfolgt die Plittchenaggrega-
tion, bei der es durch die vernetzende Funktion des Fibrinogens zur Ausbildung eines stabiles
Thrombus kommt?°,

Neben der klassischen Funktion der Plattchen im Rahmen der Himostase, erfiillen sie auch zahl-
reiche weitere Funktionen. So exprimieren sie pattern recognition receptors (PRRs), insbeson-
dere toll-like receptors (TLRs) sowohl auf ihrer Oberflache als auch intrazelluldr, welche durch
PAMPs und DAMPs wie z.B. LPS aktiviert werden kénnen**2, Uber die TLRs kénnen Plattchen
den CD8* T-Zellen auch Antigene prasentieren, sodass sie sich auch an der erworbenen Immu-
nitat beteiligen kénnen*3. Thrombozyten exprimieren auRerdem Zytokin- und Chemokin-Rezep-
toren, beschrieben ist hier insbesondere die Expression vom IL-1-Rezeptor und TNF-Rezepto-
ren**>, Weiterhin kénnen Thrombozyten mit anderen Immunzellen, wie z.B. neutrophilen Gra-
nulozyten, interagieren und so mitunter den Prozess der NETose induzieren®®.

1.3 Monozyten-Plattchen-Aggregate

Neben neutrophilen Granulozyten wird die Interaktion von Plattchen auch mit anderen Leuko-
zyten, insbesondere Monozyten beschrieben. Diese Interaktion wird vornehmlich durch P-Se-

t*. Unter allen Leu-

lektin, welches sich auf der Oberflache von Thrombozyten findet, ermdoglich
kozyten weisen Monozyten die hdchste Affinitat fir P-Selektin auf der Oberflache der Plattchen

auf und binden an PSGL-1, welches auf ihrer Zelloberfliche exprimiert wird*’. Es wird
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angenommen, dass die Bindung zwischen Monozyten und Plattchen infolge entziindlicher Sti-
muli erfolgt, beispielsweise im Rahmen einer Infektion mit Staphylococcus aureus oder dem hu-
man immunodeficiency virus*®.

Neben P-Selektin und PSGL-1 sind auch diverse andere Zelladhdsionsmolekiile an der Interaktion
zwischen Monozyten und Thrombozyten beteiligt. Die Bindung von P-Selektin mit PSGL-1 er-
maoglicht mitunter die Aktivierung von Mac-1 und LFA-1 seitens der Monozyten*’, welche beide
an ICAM-1 auf der Oberfliche der Thrombozyten binden kénnen*. Plattchen exprimieren au-
Rerdem CD40L, welches an Mac-1 auf der Oberfliche der Monozyten binden kann®C. Die fiir die
Interaktion zwischen Monozyten und Thrombozyten relevanten Adhasionsrezeptoren und -lig-
anden sind in Abbildung 2 veranschaulicht.

\/7@ d @W Oj\ :(/ Q: Endothelial Cells

- A
VWF
collagen

= EV

Inflammatory mediators
‘%\ pF4, SNTES

o PDGF, TGFb
ATP, ADP e Histamine
Serotonine‘/T. Serotonine
Ca2* Mg2* PAF, IL1 , NAP-2

TxA;

Platelet-leukocyte aggregates

Inflammation/cytokine release
Recruitement and extravasation
Phagocytosis
Oxidative burst
Procoagulant phenotype
NET formation

Thrombin

Abbildung 2: Interaktion zwischen Plattchen und Leukozyten. Die Bindung wird insbesondere durch die Interaktion
von P-Selektin seitens der Plattchen an PSGL-1 auf den Leukozyten ermdglicht. Beteiligt sind auBerdem Mac-1, CD40L,
LFA-1 und ICAM-1. Dargestellt sind auBerdem die Mediatoren, die im Rahmen der Interaktion zwischen Plattchen und
Leukozyt freigesetzt werden. Bemerkenswert ist hier insbesondere die Freisetzung von ADP und Calcium zu weiteren
Plattchenaktivierung, sowie die Sekretion diverser Mediatoren und Zytokine seitens der Leukozyten. Diese Abbildung
wurde aus Mansour et al. (2020)47 entnommen.

1.3.1 Bedeutung von Monozyten-Plittchen-Aggregaten bei entziindlichen Erkran-
kungen

Die Relevanz von Monozyten-Plattchen-Aggregaten wird insbesondere im Rahmen von Infekten,
z.B. mit Mycobacterium tuberculosis, deutlich®?. Im Allgemeinen resultiert die Interaktion von
Thrombozyten mit Leukozyten in der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, sowie die Sezer-
nierung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-10, IL-6, IL-1R oder TNF-o.°2. Die Bindung
von PSGL-1 an P-Selektin ermoglicht die Aktivierung von NF-kB, sodass proinflammatorische
Gene der Monozyten aktiviert und so proinflammatorische Zytokine produziert und sezerniert
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werden®3, Weiterhin wird durch die Interaktion von Pliattchen mit Monozyten die Extravasation
bzw. Transmigration von Monozyten erméglicht®?, wodurch eine vaskulire Inflammation initi-
iert wird und Monozyten zu Makrophagen differenzieren?’. Die Interaktion von Plittchen mit
neutrophilen Granulozyten hat u.a. eine verbesserte Phagozytose und NETose zur Folge®>>*. Au-
Rerdem bewirkt die Interaktion mit Thrombozyten eine Differenzierung der Monozyten in
proatherogene Makrophagen. Auch die Funktion der Thrombozyten wird von der Interaktion
mit Leukozyten beeinflusst, indem die Expression des tissue factors gesteigert wird, sodass die
Koagulation und Thrombenbildung verbessert wird*’.

Neben Infekten wurde eine Veranderung der Plattchen-Leukozyten-Aggregate auch im Rahmen

t°6. So konnten Kaminska et al. (2019) einen Anstieg der Mo-

von Myokardinfarkten beobachte
nozyten-Plittchen-Aggregate bei ST-Hebungs-Infarkten nachweisen®’. Auch bei Autoimmuner-
krankungen, wie beispielsweise beim systemischen Lupus Erythematodes, konnte ein Anstieg
der Monozyten-Plittchen-Aggregate beobachtet werden®®. Ein dhnlicher Anstieg der Aggregate
lasst sich auch bei Patienten mit Nierenversagen bzw. im Zuge einer Himodialyse finden®%,
Trotz der beobachteten erhohten Level an Aggregaten bleibt die pathologische Relevanz der

Aggregate bislang jedoch unklar.

1.4 Durchflusszytometrie

Die Methode der Wahl, die in dieser Arbeit zu Analyse von Monozyten und Monozyten-Platt-
chen-Aggregaten genutzt wurde, ist die Durchflusszytometrie. Hierbei handelt es sich um eine
Moglichkeit Zellpopulationen schnell und zuverlassig anhand ihrer qualitativen und quantitati-
ven Charakteristika einzuteilen®!. Die Zellen werden durch eine schmale Kapillare gefiihrt und
passieren hierbei einen Laserstrahl, welcher anhand des Streulichtes der Zellen und des Fluores-
zenzsignales Informationen zur GréRe, Granularitdt und zu den Fluoreszenz-markierten Oberfla-
chenrezeptoren der Zellen titigen kann®. Es werden zwei Arten von Streulicht unterschieden.
Der forward scatter (FSC) korreliert mit der GroRe der Zellen und entsteht durch Umlenken des
Laserstrahls an der Zelloberfliche®. Der side scatter (SSC) entsteht durch Beugung an inneren
Zellmembranen oder am Zellkern und entspricht somit der Granularitit der Zelle®. Zusatzlich
kénnen Zellen zuvor mit Fluoreszenz-gebundenen Antikérpern markiert werden, sodass unter-
schiedliche Oberflichenrezeptoren auf den Zellen untersucht werden kénnen®.

Der grofRe Vorteil der Durchflusszytometrie ist die schnelle Analyse groRerer Zellpopulationen
hinsichtlich mehrerer Parameter gleichzeitig®. Zudem handelt es sich um eine Methode, die be-
reits Einzug in den klinischen Alltag, z.B. im Rahmen der Lymphom-Diagnostik, gefunden hat®®.
Allerdings gibt es bei der Durchflusszytometrie auch einige Nachteile, insbesondere die starke
Untersucherabhangigkeit, die zu teils stark variablen Ergebnissen fiihren kann, ist eine grolRe

Herausforderung, welche auch im Rahmen dieser Arbeit thematisiert wird®.

2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Dissertation soll zunachst herausgefunden werden, wie Monozyten und ihre
Subpopulationen moglichst prazise durchflusszytometrisch dargestellt werden kénnen. Dies soll
dann als Grundlage dienen, um Monozyten-Plattchen-Aggregate hinsichtlich ihrer Verteilung zu
untersuchen. Anschliefend sollen einige funktionelle Aspekte der Monozyten und Monozyten-



Plattchen-Aggregate genauer beurteilt werden. Hierzu gehort zum einen die Expression ver-
schiedener Oberflachenrezeptoren (CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 und PSGL-1), sowie die
Phagozytose von Nanopartikeln. Diese Untersuchungen werden neben humanen Monozyten
auch an THP-1 Zellen als Modell fir Monozyten durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen werden dann als Grundlage genutzt, um LPS-stimulierte Monozyten hinsichtlich der-
selben Aspekte zu untersuchen und vergleichen.

3 Material
3.1 Gerate und Apparaturen

Tabelle 1: Gerate und Apparaturen

Gerat Hersteller, Typenbezeichnung
Analysenwaage Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz), PA214
Brutschrank Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland), CB 170
Disperiergerat IKA Werke (Staufen, Deutschland), T18
Durchflusszytometer BD Bioscience (San José, USA), FACSVerse™
Fluoreszenzmikroskop Olympus Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland), BX61
Hochdruckhomogenisator Microfluidizer (Newton, USA), LV1
Inkubator Memmert (Schwabach, Deutschland), INB200
Heidolph (Schwabach, Deutschland), Inkubator 1000
Magnetriihrer IKA Werke (Staufen, Deutschland), RCT basic
PartikelgroBen-Analysator Microtrac (Retsch GmbH, Haan, Deutschland), Nanotrac
Wave I
pH-Meter Knick (Berlin, Deutschland), 766 Calimatic
Pipetten (0,5-10 pl, 10- Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
100 pl, 100-1000 pl)
Stauschlauch Prameta (Troisdorf, Deutschland)
Ultraschallbad Bandelin (Berlin, Deutschland), Somorex RK 100 H
Vortex VWR International (Darmstadt, Deutschland)
VWR International (Radnor, Pennsylvania, USA)
Zentrifugen Universal 320 R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Deutsch-

land)

Rotanta 460 R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Deutschland)
Centrifuge 5424 R, Eppendorf AG (Hamburg, Germany)
Centrifuge 5810, Eppendorf AG (Hamburg, Germany)

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

24-Well-Platten Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
96-Well-Platten Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Butterfly Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)




Butterfly-Aufsatz

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Citrat-Blutentnahmerohr-
chen

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Cryordhrchen

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Deckglaser 12 mm

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)

EDTA-Blutentnahmerohr-
chen

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACS-Rohrchen

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Heparin-Blutentnahmerohr-
chen

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Objekttrager (Polylysine)

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)

Pipettenspitzen

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Reaktionsgefale (0,5 ml;
1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Spritzen (Omnifix-F, 10 ml)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

Zellkulturflasche (75 ml)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zentrifugen-Rohr-
chen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

3.3 Chemikalien
Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie Molekularge- Hersteller
wicht [g/mol]

Adenosindiphosphat 427,2 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Albumin Fraktion V > 98% 66.000 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Atto 488 DPPE (Bis(diphe- | - Atto-Tec GmbH (Siegen, Deutschland)
nylphosphino)ethan)
Citronensaure 210,14 Merck (Darmstadt, Deutschland)
D-Glucose 180,16 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
DAPI (4’,6-diamidino-2-phe- | 350,25 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
nylindole)
Dimethylsulfoxid 78,13 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
EDTA (Ethylenediamine tet- | 416,2 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
raacetic acid) > 99%
FBS (Fetal bovine serum) Sup- | - PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutsch-
reme land)
Formaldehyd-Lésung 4% - neolab Migge GmbH (Heidelberg, Deutsch-
phosphatgepuffert land)
Glucose 200 g/L - Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,

USA)
Kaliumchlorid 74,56 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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LPS - Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,
USA)

Natriumchlorid 58,44 VWR Chemicals (Radnor, Pennsylvania,
USA)

Penicillin/Streptomycin - PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutsch-

10.000 U/ml land)

Perfluor-15-kronen-5-ether 580,07 fluorochem (Hadfield, UK)

Rhodamin-DSPE (1,2-Diste- - Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,

aroyl-sn-glycero-3-phos- USA)

phoethanolamin)

Sodium Pyruvate Solution | - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

100 mM

Trinatriumdihydrat 294,10 Merck (Darmstadt, Deutschland)

WGA Alexa Fluor™ 594 - Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Rock-
ford, USA)

3.4 Puffer und Medien
Tabelle 4: Puffer und Medien

Puffer/Medium

Chemikalien oder Hersteller

ACD

eigene Herstellung enthalt:
85 mM Trinatrium-Dihydrat
71 mM Citronensaure

110 mM D-Glucose

gelést in MilliQ™

DMEM

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutschland)
4,5 g/L Glucose
3,7 g/L NaHCO3

Erythrozytenlyse-Puffer (pH | Herstellung in der Zentralapotheke des Universitatsklinikums
7,4) Dusseldorf, 1 ml enthalt:
8,29 mg Ammoniumchlorid
1,00 mg Kaliumhydrogencarbonat
0,0375 mg Natrium-EDTA
MACS-Puffer eigene Herstellung enthalt:
2 mM EDTA
0,5% BSA
500 ml PBS
Medium flir THP-1-Zellen | eigene Herstellung enthalt:
und humanes Blut 10% FBS

1 mM Sodium Pyruvate
2,5 g/L Glucose L6sung
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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500 ml RPMI 1640

PBS

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Natriumdihydrogenphosphat
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Phosphat-Glycerol-Puffer

1 mM Phosphat

(pH 7,4) 7 mM Dinatriumhydrogenphosphat
3 mM Natriumhydrogenphosphat
2,5% m/m Glycerol
RPMI 1640 PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutschland)

2,0 g/L NaHCO3

Waschpuffer fiir Plattchen

eigene Herstellung enthalt:
36 mM Citronensaure

103 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

5 mM EDTA

5,6 mM D-Glucose

gelést in MilliQ™

3.5 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

Spezifitat Fluorochrom Klon Verdiin- Hersteller
nung
CD3 FITC HIT3a 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD11b APC ICRF44 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CDi14 PE-Cyanine?7 63D3 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD16 APC-Cyanine7 | 3G8 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD18 FITC TS1/18 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD19 FITC HIB19 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD40 APC QA18A47 | 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD40L FITC 24-31 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD41 Alexa Fluor™ | HIP8 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
488
CDh41 PE HIP8 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD41/CD61 | Alexa Fluor™ | PAC-1 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
674
CD62P PerCP AK4 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
CD209 FITC 9E9A8 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
HLA-DR PerCP L243 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
ICAM-1 Alexa Fluor™ | HA58 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
488

12




LFA-1 Alexa Fluor™ | m24 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)
488
PSGL-1 APC KPL-1 1:200 BioLegend GmbH (Fell, Deutschland)

3.6 Software und Statistik

Im Zuge dieser Arbeit wurden die Programme Microsoft Word 2019, Microsoft PowerPoint 2019
und Microsoft Excel 2019 genutzt. Bei dem in dieser Arbeit genutzten Durchflusszytometer han-
delt es sich um ein BD FACS Verse™ (s. Tabelle 1) mit der korrespondierenden BD FACSuite™
Software V1.0.6. Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mittels Flowlo
V10.8.1 (Flowlo, Ashland, USA). Die Darstellung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurde
mit Fiji™ (Bethesda, Maryland, USA)®® durchgefiihrt.

Die statistische Analyse erfolgte mittels GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, Boston, USA).
Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit der entsprechenden Standardabweichung angege-
ben. Die Normalverteilung der Werte wurde mithilfe eines Shapiro-Wilk-Tests tberprift. Bei
vorliegender Normalverteilung erfolgte die Anwendung eines t-Tests zum Vergleich zweier
Gruppen. Bei nicht gegebener Normalverteilung wurde ein Mann-Whitney U Test durchgefiihrt.
Signifikanz wurde definiert als p-Wert < 0.05: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <
0.0001.

4 Methoden

4.1 Gewinnung der Blutproben

Nach informierter und schriftlicher Zustimmung der Blutspender wurden 6 ml peripher, vendses
Blut gesunder Spender durch sterile Punktion der Vena mediana cubiti mit einem 21G Butterfly
in EDTA-Blutentnahmeréhrchen entnommen. Das Blut wurde umgehend mit 60 ml Lysepuffer
fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

4.2 Aufbereitung und Antikérpermarkierung der Blutproben zur Detektion
der Monozyten

Nachdem die Erythrozyten der Blutproben durch den Lysepuffer entfernt wurden, wurden die
restlichen Blutzellen mit MACS-Puffer bei 300 x g fiir 5 Minuten gewaschen. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen wurden in MACS-Puffer resuspendiert. Etwa 0,5 x 10° Zellen
wurden in ein Well einer 96-Well-Platte transferiert. Um die Monozyten durchflusszytometrisch
zu analysieren, wurden drei verschiedene Antikdrper-Kombinationen erprobt, welche in Tabelle
6 dargestellt sind. Die Antikérper wurden je 1:200 in MACS-Puffer verdiinnt. Nach einer 20-
mindtigen Inkubation bei 4°C wurden die Zellen erneut mit MACS-Puffer bei 300 x g fiir 5 Minu-
ten gewaschen und mit dem Lebend-Tot-Marker DAPI (1 pug/ml, verdiinnt in MACS-Puffer) mar-
kiert.

Tabelle 6: Unterschiedliche Antikérperkombinationen zur Detektion von Monozytensubpopulationen.

Strategie A CD11b (APC), CD14 (PE-Cyanine?7), CD16 (APC-Cyanine7)
Strategie B CD11b (APC), CD14 (PE-Cyanine7), CD16 (APC-Cyanine7), CD3/CD209/CD19
(alle FITC)
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Strategie C CD11b (APC), CD14 (PE-Cyanine7), CD16 (APC-Cyanine7), MHC-Il (PerCP-Cya-
nine5.5)

4.3 Untersuchung von Monozyten-Plattchen-Aggregaten

Um die Interaktion von Monozyten mit Plattchen zu analysieren, wurden die Proben wie in 4.2
erlautert verarbeitet. Zusatzlich zu den in Tabelle 6 beschriebenen Farbeschemata wurde je eine
Markierung gegen CD41 (1:200 in MACS-Puffer) durchgefiihrt, um plattchengebundene Mo-
nozyten zu detektieren.

4.4 Analyse der Expression von Oberflachenrezeptoren auf Monozyten
Weiterhin sollte Gberpriift werden, ob eine unterschiedliche Verteilung verschiedener Oberfla-
chenrezeptoren auf der Oberflache der jeweiligen Monozytensubpopulationen, in je plattchen-
gebundener und freier Form, festgestellt werden kann. Hierzu wurden die Monozytensubpopu-
lationen wie in 4.2 erlautert aufbereitet und entsprechend der in Tabelle 6 dargestellten Strate-
gie C markiert. Zusatzlich erfolgte je eine Markierung gegen CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40
oder PSGL-1 (je 1:200 in MACS-Puffer verdiinnt).

4.5 PFC-Aufnahme der Monozyten und Monozyten-Plittchen-Aggregate
Perfluorkarbon-Nanoemulsionen wurden in dieser Arbeit zur Ermittlung der Phagozytosefahig-
keit genutzt. Es handelt sich hierbei um fluoreszenzmarkierte Nanopartikel, die von den pha-
gozytierenden Zellen aufgenommen werden und durchflusszytometrisch ermittelt werden kon-
nen.

4.5.1 Herstellung der Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs)

Dier Herstellung der PFCs erfolgte mittels Hochdruckhomogenisation. Es wird zunachst eine
Voremulsion hergestellt, deren Zusammensetzung aus Tabelle 7 enthommen werden kann.
E80S Lipoide wurden in Phosphatglycerolpuffer aufgeldst. Anschliefend wurden Atto488-mar-
kierte Lipide hinzugegeben. Nachdem die Lipide sich aufgelst haben, wurde Perfluoro-15-kron-
5-ether hinzugegeben. Die Voremulsion wurde mittels Disperiergerat fir drei Minuten homoge-
nisiert. Zum Schluss folgte die Hochdruckhomogenisation mittels Mikrofluidisierung fur flinf Zyk-
len bei 1000 bar. Die fertigen PFCs wurden lichtgeschiitzt bei -20°C gelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzung der A488PFCs.

Perfluoro-15-kro- Lipoid E80S Atto-488 DPPE Phosphatglycerol-
nen-5-ether [100 mg/ml] puffer
20% 35 mM 100 mg auffillen auf 5g

Fir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der PFC-Aufnahme wurden Rhodamin-PFCs
(R°PFCs) genutzt, die Komponenten dieser sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8: Zusammensetzung der RoPFCs.

Perfluoro-15-kro- Lipoid E80S Rho-DSPE Phosphatglycerol-
nen-5-ether [100 mg/ml] puffer
20% 35mM 100 mg auffiillen auf 5g

4.5.2 Charakterisierung der PFCs mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)

Um die Qualitat der hergestellten PFCs zu liberprifen, wurden diese mittels dynamischer Licht-
streuung hinsichtlich ihres hydrodynamischen Durchmessers, Polydispersitatsindex und Zeta-
Potenzials charakterisiert. Es wurden fir jede Art von PFCs drei Messungen mit je zehn Messzyk-
len durchgefiihrt. Aus diesen Ergebnissen wurden die Mittelwerte fiir jedes der o.g. Qualitats-
kriterien berechnet. Die Ergebnisse dieser Messungen wurden in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Charakterisierung der PFCs mittels dynamischer Lichtstreuung.

Hydrodynamischer Durchmesser | Polydispersititsindex | Zeta-Potenzial
d [nm] (PDI) [mV]
AMS3DECs 184,7 0,21 -36,5
RhopECs 172,1 0,07 -48,1
A) AMBSPECES B) RhopFCs
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Abbildung 3: Graphische Darstellung des hydrodynamischen Durchmessers der A88PFCs (A) und RhoPFCs (B).

4.5.3 Anfertigung der Proben zur PFC-Aufnahme

Die aus dem Blut gesunder Spender nach 4.2 aufbereiteten Monozyten wurden in 1 ml Kultur-
medium der THP-1 Zellen (RPMI mit Zusitzen, s. Tabelle 4) resuspendiert. 2 pl der **®8PFCEs
wurden hinzugefligt. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 20 Minuten bei 37°C unter Bewegung
lichtgeschiitzt inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 300 x g fir 5 Minuten bei Raum-
temperatur zentrifugiert und mit MACS-Puffer gewaschen, bevor sie mit Antikérpern, wie in 4.2
beschrieben, markiert wurden.

Die Anwendung der ""PFCs zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der PFC-Aufnahme
wird detailliert in 4.9.1 beschrieben.
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4.6 Zellkultur

Um die Interaktion zwischen Monozyten und Plattchen auch in einem in vitro Modell nachvoll-
ziehen zu konnen, wurden THP-1 Zellen, eine menschliche monozytare Zelllinie aus dem Blut
eines Leukdamie-Patienten, genutzt.

4.6.1 Zellzahl

Die Anzahl der THP-1 Zellen wurde mithilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die Zellen
wurden hierzu 1:1 mit Trypanblau gefarbt, 10 ul der gefarbten Zellen wurden in die Zahlkammer
Ubertragen. Es wurden vier groRe Quadrate ausgezahlt und -gewertet, dazu wurde der Mittel-
wert der vier Quadrate berechnet und mit zwei und 10* multipliziert, um die Zellzahl/ml zu be-
stimmen.

4.6.2 Kultivierung der THP-1 Zellen

Die THP-1 Zellen wurden in 20 ml Zellkulturmedium in einer T75 Flasche bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Die Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist in Tabelle 4 beschrieben. Die Zellen
wurden alle 24-48h nach Erreichen einer Konzentration von etwa 10 x 10° Zellen/ml passagiert.
Hierzu wurde der gesamte Inhalt der T75 Flasche in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und bei
300 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
Zellen wurden mit auf 37°C vorgewarmtem PBS gewaschen. AnschlieBend, wurde der Uberstand
erneut verworfen und die Zellen wurden in 20 ml vorgewarmten Zellkulturmedium resuspen-
diert und in eine neue T75 Flasche transferiert.

4.6.3 Einfrieren und Auftauen von THP-1 Zellen

Etwa 5 x 10° Zellen/ml wurden zunichst mit PBS gewaschen und anschlieRend in 1 ml 1:10
DMSO/FBS Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen wurden in einem Cryordhrchen zunéchst
flir 24h bei -20°C gelagert, bevor sie dann bei -80°C fiir eine langerfristige Lagerung eingefroren
wurden.

Zum Auftauen der THP-1 Zellen wurde Zellkulturmedium zunachst im Wasserbad auf 37°C er-
warmt und in eine T75 Flasche gegeben. AnschlieBend wurde eines der bei -80°C gelagerten
Cryorohrchen ebenfalls erwarmt, sodass der Inhalt sich wieder verflissigte. Die Zellen aus dem
Cryorohrchen wurden nun in die vorbereitete T75 Flasche Ubertragen, die Flasche wurde an-
schlieBend bei 37°C und 5% CO, inkubiert. 24 Stunden spater erfolgte ein Mediumwechsel.

4.7 Aufbereitung von Thrombozyten aus humanem Vollblut

Um Plattchen aus humanem Vollblut zu isolieren, erfolgte zunachst eine Blutentnahme von pe-
ripher vendsem Blut gesunder Spender in ein Citrat-Rohrchen. Das R6hrchen wurde bei 120 x g
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand — das plittchenreiche Plasma
(PrP) — wurde in ein ReaktionsgefaR transferiert und 10% v/v ACD wurden hinzugegeben. Das
PrP wurde fiir 10 Minuten bei 2000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml Waschpuffer fiir Plattchen (siehe Tabelle 4)
resuspendiert und wieder fiir 10 Minuten bei 2000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
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4.7.1 Aktivierung von Thrombozyten

Die aufbereiteten Plattchen wurden anschlieRend in zwei verschiedene Ansatze aufgeteilt und
in je 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Einer der beiden Ansdtze enthielt zusatzlich 1 uM ADP,
der andere wurde als Kontrolle ohne ADP mitgefiihrt. Beide Ansdtze wurden fiir 5 Minuten bei
37°Cinkubiert und anschlieBend bei 2000 x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
und abschlieend erneut mit dem Waschpuffer fiir Plattchen gewaschen.

4.7.2 Antikérpermarkierung der Thrombozyten

Die Plattchen wurden, je 1:200 in Waschpuffer verdiinnt, gegen CD41, P-Selektin, ICAM-1,
CD40L und GPlIb/llla markiert. Hierzu wurde je ein unstimulierter Ansatz als Kontrolle, sowie ein
mit ADP stimulierter Ansatz (s. Abschnitt 4.7.1) gefarbt und untersucht. Eine ungefarbte, unsti-
mulierte Kontrolle wurde ebenfalls durchflusszytometrisch untersucht.

4.8 Interaktion von THP-1 Zellen mit Thrombozyten

Die THP-1 Zellen sollten nun mit Plattchen zusammengegeben werden, um so die Interaktion
der Monozyten mit Thrombozyten zu simulieren und die Aggregatbildung der Zellen durch-
flusszytometrisch zu untersuchen. Hierzu wurden THP-1 Zellen im 2:1 Verhaltnis mit Plattchen
nach der in 4.7 beschriebenen Aufbereitung in MACS-Puffer gegeben und fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden bei 300 x g fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das THP-1-Plattchen-Gemisch gegen CD41 gefarbt (1:200 in
MACS-Puffer verdiinnt) und fir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden erneut gewa-
schen und abschlieBend mit dem Lebend-Tot-Marker DAPI (1 pug/ml, verdiinnt in MACS-Puffer)
markiert.

4.8.1 Einfluss des Aktivierungsstatus auf die Interaktion von THP-1 Zellen mit Pléitt-
chen

Um den Einfluss des Aktivierungsstatus auf die Aggregatbildung von THP-1 Zellen und Plattchen
zu untersuchen, wurden die Zellen bevor sie zusammengegeben wurden mit LPS bzw. ADP sti-
muliert.

Die LPS-Stimulation der THP-1 Zellen erfolgte mit 1 ng/ml LPS im Kulturmedium der THP-1 Zellen
(s. Tabelle 4) fir 60 Minuten. AnschlieBend wurden die Zellen bei 300 x g flir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und in MACS-Puffer resuspendiert, um wie in 4.8 beschrieben mit
den Plattchen zusammengegeben zu werden.

Die Aktivierung der Plattchen erfolgte mittels 1 uM ADP wie in 4.7.1 beschrieben. Die Zellen
wurden wie folgt zusammengegeben und durchflusszytometrisch analysiert:

e THP-1 Zellen unstimuliert & Plattchen unstimuliert
e THP-1 Zellen unstimuliert & Plattchen stimuliert
e THP-1 Zellen stimuliert & Plattchen unstimuliert

e THP-1 Zellen stimuliert & Plattchen stimuliert
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4.9 Anfertigung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen von THP-1 Zellen
und Plattchen

Neben durchflusszytometrischen Analysen sollte die Interaktion von THP-1 Zellen (als Modell fur
Monozyten) mit Plattchen auch fluoreszenzmikroskopisch beleuchtet werden. Hierzu wurden
Thrombozyten wie in 4.6 beschrieben aus dem Blut gesunder Spender isoliert und mit THP-1
Zellen im 2:1 Verhaltnis in MACS-Puffer zusammengegeben (s. 4.8.1). Das Zellgemisch wurde fiir
15 Minuten inkubiert, bevor 50 pl THP-1-Plattchen auf einen L-Lysin-beschichteten Objekttrager
aufgetragen wurden. Zur Kontrolle wurden ebenfalls 50 pl THP-1 Zellen ohne Plattchen auf den
Objekttrager gegeben. Die Proben wurden auf 100 pl mit MACS-Puffer aufgefullt und fiir 90 Mi-
nuten bei 37°C in feuchter Atmosphare inkubiert. Im Anschluss wurden je 500 pl MACS-Puffer
auf die Proben gegeben, der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden gegen CD41 (Alexa
Fluor™ 488, 1:100 in MACS-Puffer verdiinnt) gefarbt und fir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Es
wurden erneut je 500 ul MACS-Puffer auf das Zellgemisch gegeben, der Uberstand wurde ver-
worfen. Als nachstes erfolgte die Fixierung der Zellen mittels 50 pl Paraformaldehyd, die Objekt-
trager wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlielend wurden erneut je
500 pl MACS-Puffer auf die Proben gegeben und der Uberstand wurde verworfen. Zum Schluss
erfolgte die Farbung der Zellen mit WGA und DAPI (je 1:1000 in MACS-Puffer) zur Kenntlichma-
chung der Zellmembranen und -kerne. Die Zellen wurden erneut fiir 20 Minuten bei 4°C inku-
biert, anschlieRend wurden wieder je 500 pul MACS-Puffer auf die Proben gegeben und der Uber-
stand verworfen. Die Zellen wurden abschliefend mit 40 pl Mowiol und einem Deckgldaschen
eingedeckelt, eine Ubersicht tiber die Anfertigung der Proben findet sich in Abbildung 4. Das
Mikroskopieren der Zellen erfolgte am nachsten Tag.

Die Darstellung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgte mittels Fiji, wie in 3.6 be-
schrieben.

THP-1 Zellen .
Deckglaschen

— Mowiol Objekttrager
= = it L-Lysi
i ﬁ;ﬂ THP-1 Zellen & / mit L-Lysin (+)
Plattchen

Z

[ TR ] U ‘%
[ T

5
N o 't
Plattchenisolation Py

. Ay
=y (%

T

(W S THP-1-Plattchen-Aggregat auf Objekttrager

Abbildung 4: Vorbereitung der Zellen zur Fluoreszenzmikroskopie. THP-1 Zellen und Plattchen wurden gemeinsam
auf einen L-Lysin-beschichteten Objekttrager gegeben und gegen CD41 markiert. Eine Markierung der

18



Zellmembranen und -kerne erfolgte jeweils mittels WGA und DAPI. Die Zellen wurden mit Mowiol und einem Deck-
glaschen eingedeckelt. Diese Abbildung wurde mit BioRender (www.biorender.com) erstellt.

4.9.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der PFC-Aufnahme von THP-1 Zellen
und Pléttchen

Zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der PFC-Aufnahme von THP-1 Zellen und Plattchen
wurden Plattchen und THP-1 Zellen wie in 4.8 beschrieben aufbereitet und aufeinander gege-
ben. Das Zellgemisch wurde ein 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und mit 100 ul ""°PFCs
inkubiert. Nach 20-min(tiger lichtgeschitzter, schwankender Inkubation bei 37°C wurden die
Zellen bei 300 x g flir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und zweimal mit MACS-Puffer
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen wie in 4.9 erlautert auf die Objekttrager aufgenom-
men. Zusatzlich zur Markierung gegen CD41 wurde auch eine Markierung gegen MHC-I (Alexa
Fluor™ 488, 1:100 in MACS-Puffer verdiinnt) durchgefiihrt. Auf eine Farbung mit WGA wurde
verzichtet, da diese zu einer spektralen Uberlappung mit den f"°PFCs gefiihrt hitte.

4.10 Stimulation der Monozyten mit LPS

Um eine entziindliche Situation und die Auswirkungen dieser zu simulieren, wurde eine Stimu-
lation der Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate mit LPS vorgenommen. Die zuvor
verwendeten Marker CD16 und CD14 erwiesen sich hierfir als untauglich, da die Inkubation und
Stimulation die Expression maRgeblich verdnderten. Aus diesem Grund wurde eine alternative
Markierung gegen MHC-Il und CCR2 untersucht.

Es wurde wie zuvor erldutert Blut gesunder Spender lysiert, aufbereitet und im Kulturmedium
der THP-1 Zellen resuspendiert. Der Hilfte der Zellen wurde 1 ng/ml LPS zugesetzt. Eine Kon-
trolle, die weder inkubiert noch stimuliert wurde, wurde ebenfalls aufbereitet. Die Zellen wur-
den nach einer einstiindigen Inkubation bei 300 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentri-
fugiert und mit MACS-Puffer gewaschen. Es erfolgte anschlieRend eine Antikérpermarkierung
gegen CD11b, MHC-Il und CCR2. Ebenso wurde eine Farbung gegen CD41 durchgefiihrt, um
plattchengebundene Monozyten zu detektieren. Alle Antikorper wurden 1:200 verdiinnt in
MACS-Puffer. Nach 20-minttiger Inkubation bei 4°C wurden die Zellen zentrifugiert und erneut
gewaschen, bevor sie mit DAPI gefarbt wurden. Die Untersuchung der Zellen erfolgte ebenfalls
mittels Durchflusszytometrie.

4.10.1 Funktionelle Analyse der Monozyten und Monozyten-Pliittchen-Aggregate
nach LPS-Stimulation

Neben der Detektion der Subpopulationen und der Aggregate, wurden analog zur Analyse im

Ruhezustand der Monozyten, auch die Oberflachenrezeptoren und die PFC-Aufnahme beleuch-

tet.

Die Analyse der Oberflachenrezeptoren erfolgte fiir die gesamte Monozytenpopulation ohne
Einteilung in Subpopulationen. Die Zellen wurden wieder aus dem Blut gesunder Spender ge-
wonnen, lysiert und aufbereitet, es wurden vier Ansatze mit LPS stimuliert, wobei jeweils eine
unstimulierte Kontrolle mitgefiihrt wurde. Ebenso wurde ein Ansatz ganz ohne Inkubation und
Stimulation untersucht. Eine durchflusszytometrische Untersuchung wurde je nach einer Stimu-
lationszeit mit 1 ug/ml LPS von 30, 60, 120 und 180 Minuten durchgefihrt. Die
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Antikérpermarkierung erfolgte gegen CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 und PSGL-1. Nach der
20-minttigen Inkubation bei 4°C wurden die Zellen zentrifugiert und mit MACS-Puffer gewa-
schen. AbschliefSend erfolgte die Markierung mit DAPI.

Die Analyse der PFC-Aufnahme erfolgte analog zum in 4.10 beschriebenen Versuchsaufbau. Je-
doch erfolgte vor der Antikdrpermarkierung die 20-mindtige Inkubation der Monozyten im THP-
1 Kulturmedium bei 37°C mit 2 ul *®PFCEs, nach der Inkubationszeit wurden die Zellen dann
zentrifugiert und gewaschen, bevor sie gegen CD11b, MHC-1l, CCR2 und CD41 markiert wurden.
Nach der Zentrifugation und weiteren Waschschritten erfolgte abschlieBend die Markierung der
Zellen mit DAPI zur Lebend-Tot-Differenzierung.
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5 Ergebnisse

5.1 Darstellung humaner Monozyten und ihrer Subpopulationen

Im ersten Schritt dieser Arbeit sollte die eindeutige durchflusszytometrische Identifikation von
Monozyten und Monozytensubpopulationen aus dem Blut gesunder Spender etabliert werden.
Monozyten lassen sich mithilfe von Antikérpern gegen die Oberflachenproteine CD14 und CD16
in drei Subpopulationen - klassische Monozyten (CD14"*/CD16°), intermedidre Monozyten
(CD14*/CD16%) und nicht-klassische Monozyten (CD14/CD16%) - unterteilen. Um eine Farbe-
und Gating-Strategie zu finden, die es ermdglicht Monozyten moglichst prazise von Lymphozy-
ten und neutrophilen Granulozyten abzugrenzen, wurden drei verschiedene Strategien der
FACS-Analyse miteinander verglichen.

Im ersten Ansatz (Strategie A) wurden Blutproben lediglich mit Antikérpern gegen CD11b, CD14
und CD16 gefarbt und DAPI wurde zur Markierung der toten Zellen verwendet. Dazu wurden im
ersten Gating-Schritt die Zellen zun&chst mithilfe der FSC-/SSC-Eigenschaften grob anhand ihrer
Morphologie selektiert (Abbildung 5A, erste Abbildung). Dieses erste Gate wurde sehr groRziigig
gesetzt, um einen Verlust der Monozyten im weiteren Verlauf des Gatings zu minimieren. Aus
dieser Population wurden anschlieBend CD11b* Zellen ausgewahlt (Abbildung 5A, zweite Abbil-
dung), um aus diesen Zellen die Monozytensubpopulationen anhand der CD14 und CD16 Ex-
pression darzustellen. Wie in Abbildung 1D ersichtlich, betrdagt der Anteil der klassischen Mo-
nozyten nach Anwendung dieser Gating-Strategie 68,9% (+ 17,9), wahrend sich die intermedia-
ren und nicht-klassischen Monozyten sich auf 4,2% (+ 12,8) und 3% (£ 2,2) summieren. Mit die-
ser Strategie findet sich eine prominente CD16*/CD14 Kontamination die einen Anteil von 12,9%
(* 8,4) einnimmt.

Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung von Monozyten bietet die Abgrenzung potenziell kon-
taminierender Populationen von der Monozyten-Population (Strategie B). Dazu wurden T-, B-
und dendritische Zellen mit FITC-konjugierten Antikdrpern gegen CD3, CD19 und CD209 gefarbt
(Abbildung 5B). Auch fiir diese Gating-Strategie wurden die Zellen zunachst grob anhand ihrer
Morphologie im FSC und SSC abgegrenzt, daraufhin wurden die lebenden, DAPI" Zellen ausge-
wahlt. Im Anschluss wurden CD11b*, und FITC* Zellen gegeniibergestellt (Abbildung 5B, zweite
Abbildung), um T-, B- und dendritische Zellen von der weiteren Analyse auszuschlieBen. Auch
hier wurden zuletzt von den verbleibenden Zellen die Monozytensubpopulationen durch die
Darstellung von CD14 und CD16 abgebildet. Mit dieser Gating-Strategie belauft sich der Anteil
der klassischen Monozyten auf 59,1% (+ 11,6). Die intermedidren Monozyten betragen 2,6% (*
1,9) und die nicht-klassischen Monozyten nehmen 3,4% (+ 2,6) ein. Wie auch schon bei Strategie
A findet sich hier ein relevanter Anteil an kontaminierenden CD16*/CD14 Zellen mit 18,7%
(£3,9).

Anhand der Ergebnisse aus Strategie A und B zeigte sich, dass in der CD14/CD16 Darstellung eine
CD11b*, CD16*, aber CD14 Zellpopulation vorhanden ist. Da NK-Zellen zwar teilweise CD11b,
aber keine MHC-II Molekile exprimieren, wurde im nachsten Schritt eine Farbe- und Gating-
Strategie nach Marimuthu et al. (2018) angewendet, bei der eine Farbung gegen MHC-Il genutzt
wurde, um natdirliche Killerzellen und B-Zellen in zusatzlichen Gating-Schritten von den Monozy-
ten zu trennen®’. Fiir die dritte Strategie wurde daher die Farbung gegen CD11b, CD14 und CD16
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mit einer Farbung gegen MHC-Il erganzt. Die ersten Gating-Schritte entsprechen denen der Stra-
tegien A und B. Aus den CD11b* Zellen wurden dann mittels CD14 und CD16 die Monozyten
identifiziert (Abbildung 5C, dritte Abbildung). Von diesen Zellen wurde anschlieRend die Expres-
sion von CD16 gegen MHC-II gegeneinander Gberpriift, um so natiirlichen Killerzellen (MHC-II")
auszuschlieRen (Abbildung 5C, vierte Abbildung). Im Anschluss wurden die Ubrigen Zellen zur
Kontrolle auch gegen CD14 aufgetragen, sodass restliche B-Zellen ebenfalls ausgeschlossen wur-
den konnten. Zuletzt wurden die Monozyten wieder entsprechend ihrer Subpopulationen mit-
hilfe der Einteilung von CD14 und CD16 dargestellt. Bei der quantitativen Analyse, welche in
Abbildung 1D dargestellt ist, ergibt sich ein Anteil der klassischen Monozyten von 87,3% (+ 5,9),
die intermediaren Monozyten sind mit 6,2% (+ 2,8) vertreten. Den geringsten Anteil nehmen die
nicht-klassischen Monozyten mit 4,1% (+ 2,3) ein. Die kontaminierende Zellpopulation betragt
hier lediglich 0,4% (+ 0,3).
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Ansatze zur Identifikation von Monozyten und deren Subpopulationen. Leu-
kozyten aus humanem Vollblut gesunder Spender wurde mit unterschiedlichen Antikérperkombinationen inkubiert.
In allen Ansdtzen wurden die Zellen zudem mit DAPI gefarbt, um tote, DAPI* Zellen von der Analyse auszuschlieBen.
A) Farbung der Immunzellen mit Antikérpern gegen CD11b, CD14, CD16 zur Identifikation der Monozytensubpopula-
tionen (KM = klassische Monozyten, IM = intermedidre Monozyten, NK = nicht-klassische Monozyten). B) Inkubation
der Zellen mit FITC-markierten Antikdrpern gegen CD3, CD19 und CD209 um T-, B- und dendritische Zellen auszu-
schlieRen. Die Farbung gegen CD11b, CD14/CD16 wurde anschlieRend zur Darstellung der Monozyten und deren Sub-
typen verwendet. C) Markierung der Leukozyten mit Antikérpern gegen CD11b zur groben Eingrenzung der Monozy-
ten, CD16/CD14 zur differenzierteren Eingrenzung der Monozyten, MHC-Il zum Abgrenzen der NK-Zellen und B-Zellen
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von Monozyten und CD14/CD16 zur Einteilung der Monozytensubpopulationen. D) Vergleichende quantitative Ana-
lyse aller Gating-Strategien mit der relativen Menge aller Subpopulationen und der jeweiligen Kontamination. Abge-
bildet sind Mittelwerte + SD; n=8-10. Aus Griinden der Leserlichkeit sind das DAPI-Gate, sowie die Abgrenzung der B-
Zellen, nicht abgebildet. Die Normalverteilung der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test tberpriift, bei normalver-
teilten Werten erfolgte die Signifikanzanalyse mittels Mann-Whitney U Test. Statistische Signifikanz: ** p <0.01, ***
p <0.001, **** p < 0.0001. Abbildung modifiziert nach Ahrazoglu und Kluczny et al. (2024)68.

5.2 Analyse von Monozyten-Plattchen-Aggregaten aus dem Blut gesunder
Spender

Die prazise Identifikation der Monozyten und ihrer Subpopulation stellt die Grundlage fiir wei-
terfihrende Untersuchungen der Monozyten und Monozytensubpopulationen dar. Dazu gehort
unter anderem die Analyse der Monozyten-Plattchen-Aggregate. Diese umfasst zunachst eine
Untersuchung der relativen Menge der plattchengebundenen Monozyten im Vergleich zu unge-
bundenen Monozyten im Blut gesunder Spender. Hierzu wurden die bereits unter 5.1 erlduter-
ten Gating-Strategien angewendet. Zusatzlich zu CD11b, CD14, CD16 und MHC-Il wurden die
Zellen auch gegen den Thrombozytenmarker CD41 gefarbt, um mit Plattchen assoziierte Mo-
nozyten (CD41%) zu identifizieren.

Das Gating erfolgte wie in Abbildung 5 dargestellt, anschlieRend wurden aus jeder Monozyten-
subpopulation die CD41* Monozyten dargestellt. Das CD41-Gate wurde fir alle der im folgenden
erlauterten Strategien mittels FMO (fluorescence minus one)-Kontrollen determiniert. Wie in
Abbildung 6 abgebildet, ergibt sich mit dieser Gating-Strategie ein Anteil von 12,9% (t 5,6) klas-
sischen MPAs. Die intermedidaren MPAs betragen 17,7% (+ 8,8) wahrend die nicht-klassischen
MPAs 8,7% (+ 2,7) ausmachen.

Mittels der zweiten Strategie, die CD3, CD209 und CD19 zur Abgrenzung anderer Zelltypen vor-
sieht, wird mit einer Farbung der Zellen gegen CD41 ein Anteil von 30,4% (* 9,1) an klassischen
MPAs erreicht, wahrend es bei den intermedidren MPAs 40,2% (+ 13,4) sind. Die nicht-klassi-
schen MPAs summieren sich auf 42% (+ 23,2).

Infolge der Anwendung von MHC-II fir eine kontaminationsfreie Darstellung der Monozyten-
subpopulationen im Rahmen der dritten Strategie, wird mit einer Farbung der Zellen gegen CD41
einen Anteil von 31% (+ 6,2) fir die klassischen MPAs erreicht. Die intermedidren MPAs betragen
ebenfalls 31% (+ 3,4), wahrend die nicht-klassischen MPAs einen Anteil von 35,2% (+ 8,3) ein-
nehmen.
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Abbildung 6: Darstellung von Monozyten-Pldttchen-Aggregaten von Monozytensubpopulationen. Humane Immun-
zellen aus dem Blut gesunder Spender wurden mit drei unterschiedlichen Antikérperkombinationen gefarbt, um Mo-
nozyten und deren Subtypen zu identifizieren. Zudem wurden die Zellen mit CD41-Antikdrpern inkubiert, um assozi-
ierte Plattchen zu identifizieren. A) Farbung von CD11b, CD14, CD16 zur Identifikation der Monozytensubpopulatio-
nen zur anschlieBenden Darstellung aller CD41+ Monozyten. B) Verwendung FITC-markierter Antikérper gegen CD3-
, CD19-, CD209 zur Eliminierung von T-, B-Zellen und dendritischen Zellen. AnschlieRend wurden Antikdrper gegen
CD14 und CD16 zur Darstellung von Monozyten-Subpopulationen verwendet, um die CD41+ Monozyten aus den Sub-
populationen zu analysieren. C) Analyse der Monozyten-Plattchen-Aggregate fiir alle Monozytensubpopulationen
nach Anwendung der MHC-1I-Gating-Strategie und zusatzlicher Markierung der Zellen gegen CD41. D) Vergleichende
quantitative Analyse der Monozyten-Plattchen-Aggregate in allen Monozytensubpopulationen. Abgebildet sind Mit-
telwerte + SD; n=5-10. Die Normalverteilung der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test Uberprift, bei
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normalverteilten Werten erfolgte die Signifikanzanalyse mittels Mann-Whitney U Test. Statistische Signifikanz: ** p
<0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

5.3 Invitro Interaktion von THP-1 Zellen mit Plattchen

Um die Interaktion zwischen Plattchen und Monozyten naher zu untersuchen, wurden THP-1
Zellen mit isolierten Plattchen inkubiert. Bei den THP-1 Zellen handelt es sich um eine humane
monozytire Zelllinie, die aus dem Blut von Leukdmie-Patienten erzeugt wurde®. Hierbei sollte
analysiert werden, inwieweit der Aktivierungsstatus der THP-1 Zellen bzw. der Plattchen die Bil-
dung der Aggregate beeinflusst. Aus diesem Grund wurden unstimulierte bzw. LPS-stimulierte
THP-1 Zellen und unstimulierte bzw. ADP-stimulierte Plattchen aus dem peripher vendsen Blut
gesunder Spender miteinander kultiviert und durchflusszytometrisch untersucht. Eine Kontrolle,
bei der die THP-1 Zellen ohne die Hinzugabe von Plattchen kultiviert wurden, wurde ebenfalls
analysiert.

Fir das Gating wurden die THP-1 Zellen zun&chst grob anhand ihrer Morphologie in der FSC/SSC-
Darstellung ausgewahlt (Abbildung 7A, links), aus dieser Zellpopulation wurden tote Zellen
(DAPI*) von der weiteren Analyse ausgeschlossen (Abbildung 7A, rechts). Daraufhin wurden die-
jenigen Zellen identifiziert, die den Plattchenmarker CD41 exprimieren (Abbildung 7A, rechte
Reihe).

In Abbildung 7B sind verschiedene Kombinationen an THP-1 Zellen und Plattchen in unterschied-
lichen Aktivierungsstadien abgebildet. In der oberen Reihe finden sich THP-1 Zellen mit unsti-
mulierten Plattchen, in der unteren Reihe sind die Plattchen mit ADP aktiviert. Entsprechend
sind auf der linken Seite die THP-1 Zellen unstimuliert und auf der rechten Seite mit LPS stimu-
liert. Der Anteil der CD41" THP-1 Zellen, die je mit unstimulierten und stimulierten Plattchen
behandelt wurden, dhnlich und betragt etwa 37%. Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich auch
nach LPS-Stimulation der THP-1 Zellen, nachdem sie mit unstimulierten bzw. stimulierten Platt-
chen inkubiert wurden.
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Abbildung 7: Durchflusszytometrische Untersuchungen der Interaktion von Plattchen und THP-1 Zellen. A) Gating-
Strategie zur Identifikation der CD41* THP-1 Zellen. Die Zellen wurden im FSC/SSC vorselektiert, anschlieBend wurden
die toten, DAPI* Zellen ausgeschlossen. Mittels CD41 wurden alle plattchengebundenen THP-1 Zellen detektiert.
B) THP-1 Zellen wurden mit LPS stimuliert, Plattchen wurden mit ADP aktiviert. Der Einfluss des Aktivierungsstatus
auf die Aggregatbildung wurde als Dot Plots dargestellt. Die quantitative Auswertung erfolgte durch die Ermittlung
der relativen Anteile an Aggregaten. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=6.

Um die Aggregatbildung nicht nur quantitativ, sondern auch morphologisch darzustellen, wurde
im ndchsten Schritt die Interaktion von THP-1 Zellen mit Plattchen mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie untersucht. Da sich in der Interaktion von THP-1 Zellen mit Plattchen kein wesentlicher Un-
terschied zwischen dem stimulierten und unstimulierten Zustand zeigte, wurde die fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung im Folgenden im unstimulierten Zustand durchgefiihrt.

Dazu wurden Plattchen zu THP-1 Zellen gegeben und auf einen Lysin-beschichteten Objekttrager
aufgetragen. Die Zellen wurden zundchst mit einem fluoreszenzmarkierten Antikérper gegen
CD41 (grin) markiert und anschlieRend mit Paraformaldehyd fixiert. Zuletzt wurden die Zellen
noch mit rot fluoreszierendem WGA behandelt, um die Zelloberflache zu markieren. Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen sind
in Abbildung 8 dargestellt.

27



DAPI + CD41 DAPI + WGA Merge

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von THP-1 Zellen und THP-1-Plattchen-Aggregaten in 100-fa-

cher VergroBRerung. In der oberen Reihe sind plattchenungebundene THP-1 Zellen, gefarbt mit DAPI (blau), CD41
(griin) und WGA (rot) abgebildet. Es zeigt sich entsprechend kein CD41-Signal. In der unteren Reihe finden sich THP-

THP-1 Zellen

THP-1 Zellen
+ Pléattchen

1-Plattchen-Aggregate mit einem deutlichen CD41-Signal (grin). Einige Plattchen wurden exemplarisch mit gelben

Pfeilen markiert.

5.4 Funktionelle Untersuchungen zu Monozyten-Plattchen-Aggregaten

Die durchflusszytometrische Identifikation von Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggrega-
ten bildet die Grundlage fir weiterflihrende Analysen hinsichtlich der funktionellen Relevanz
der Aggregatbildung von Monozyten mit Plattchen und den jeweiligen Subpopulationen der Mo-
nozyten. Im folgenden Abschnitt werden insbesondere zwei funktionelle Aspekte naher be-
leuchtet: Um Hinweise auf mogliche Interaktionspartner zu erhalten, wurde zunachst die Ex-
pression verschiedener Oberflachenrezeptoren auf Plattchen und Monozyten untersucht. Zu-
dem wurde die Phagozytosefahigkeit der Monozyten und der Monozyten-Plattchen-Aggregate
mithilfe von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen analysiert.

5.4.1 Charakterisierung der Thrombozyten und Monozyten

5.4.1.1 Expression von Oberflidchenrezeptoren auf Thrombozyten

Nachdem die Interaktion zwischen THP-1 Zellen und Plattchen analysiert wurde, sollte genauer
untersucht werden welche Oberflachenrezeptoren potenziell an dieser Interaktion beteiligt sein
kénnten. Hierzu wurde die Expression von CD41, P-Selektin, ICAM-1, GPllb/llla und CD40L auf
der Oberflache der Thrombozyten untersucht.

Thrombozyten wurden aus dem vendsen Blut gesunder Spender gewonnen (s. Abschnitt 4.7).
Anschliefend wurde die Halfte der Thrombozyten mit ADP aktiviert, wahrend die andere Halfte
unstimuliert als Kontrolle mitgefiihrt wurde. AnschlieBend wurden die Zellen mit den entspre-
chenden Antikorpern inkubiert und durchflusszytometrisch untersucht. Fir das Gating wurden
die Thrombozyten zunichst basierend auf ihren morphologischen Aspekten iber die FSC/SSC
Eigenschaften eingegrenzt. Im nachsten Schritt wurde der relative Anteil der Plattchen, die den
entsprechenden Marker (CD41, P-Selektin, ICAM-1, GPlIb/Illa und CD40L) exprimieren anhand
von ungefarbten Plattchen bestimmt.
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Abbildung 9: Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Oberflichenrezeptoren auf Thrombozyten. Iso-
lierte Plattchen wurden mit ADP stimuliert, eine unstimulierte Kontrolle wurde mitgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die
Farbung gegen CD41, P-Selektin, ICAM-1, CD40L oder GPIlb/Illa. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=6. Die Normal-
verteilung der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test liberprift, bei normalverteilten Werten erfolgte die Signifi-
kanzanalyse mittels t-Test. Statistische Signifikanz: * p < 0.05.

In Abbildung 9 (erstes Bild) wird deutlich, dass der Anteil der CD41*-Plattchen sowohl mit als
auch ohne ADP-Aktivierung der Thrombozyten jeweils etwa 90% betragt. P-Selektin® Throm-
bozyten summieren sich ohne ADP-Aktivierung auf etwa 40% und steigen nach ADP-Aktivierung
auf etwa 80%. ICAM-1* und CD40L* Plattchen sind durchflusszytometrisch nicht detektierbar.
Der Anteil GPllb/Illa* Plattchen belduft sich ohne ADP-Aktivierung auf etwa 7% und steigt nach
ADP-Aktivierung auf ca. 40%. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CD41 konstitutiv auf
Thrombozyten exprimiert ist, wahrend ICAM-1 und CD40L nicht detektierbar sind. Die Expres-
sion von P-Selektin und GPIIb/llla lasst sich infolge einer ADP-Aktivierung deutlich steigern.

5.4.1.2 Expression von Oberfléichenrezeptoren auf Monozyten und MPAs

Analog zur Analyse der Oberflachenrezeptoren auf Plattchen, wurde auch die Expression ver-
schiedener Rezeptoren auf der Oberflaiche der Monozyten Uberprift. Das Ziel herbei war die
Identifikation potenzieller Interaktionspartner auf der Oberflache der Monozyten in der Inter-
aktion mit Plattchen. Hierzu wurden auch die Monozytensubpopulationen differenziert betrach-
tet, um etwaige Unterschiede zu analysieren. Die Zellen wurden gegen die entsprechenden
Oberflachenmarker (CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40, PSGL-1) gefarbt, zur Analyse der Ag-
gregate wurde wieder eine Markierung gegen CD41 eingesetzt. AnschlieRend erfolgte die durch-
flusszytometrische Untersuchung der Proben, das Gating erfolgte entsprechend der MHC-II-Ga-
ting-Strategie, die hierbei genutzten Oberflaichenmarker CD14, CD16 und MHC-Il wurden auch

hinsichtlich ihrer mittleren Fluoreszenzintensitat je nach Subpopulation und Bindung an Throm-
bozyten analysiert.
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Abbildung 10: Expression von Oberflachenrezeptoren auf Monozyten und Monozyten-Plittchen-Aggregaten.
Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Oberflachenrezeptoren auf Monozyten (blau) und Monozyten-
Plattchen-Aggregaten (rot) der jeweiligen Monozytensubpopulationen (KM = klassische Monozyten, IM = intermedi-
are Monozyten, NK = nicht-klassische Monozyten). Monozyten, sowie plattchengebundene Monozyten, wurden ent-
sprechend der eingangs erlduterten MHC-II-Gating-Strategie mithilfe von CD11b, CD14, CD16 und MHC-II aufbereitet
und zusatzlich gegen CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 oder PSGL-1 markiert. Die Expression der einzelnen Oberflachenre-
zeptoren wurde nach CD41-Status, sowie Monozytensubpopulationen, analysiert. Abgebildet sind Mittelwerte + SD,
n=6-10.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, ist die Expression von CD14 auf den nicht-klassischen Monozy-
ten geringer ausgepragt als auf der Oberflache der klassischen und intermedidaren Monozyten,
mit einer MFIl von ca. 10.000 auf den nicht-klassischen Monozyten und ca. 40.000 auf den klas-
sischen und intermedidren Monozyten. Es finden sich hierbei in keiner Subpopulation wesentli-
chen Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat zwischen plattchenungebundenen und platt-
chengebundenen Monozyten. CD16 ist auf den klassischen Monozyten mit einer MFI von etwa
390 deutlich weniger vorhanden als auf den intermediaren (ca. 5600) und den nicht-klassischen
(ca. 13600) Monozyten. Auch hier findet sich zwischen den CD41° Monozyten und den Monozy-
ten-Plattchen-Aggregaten kein nennenswerter Unterschied. MHC-II ist am deutlichsten auf den
intermedidaren Monozyten exprimiert mit einer MFI von fast 30.000, auf den nicht-klassischen
Monozyten ist MHC-II mit einer MFI von etwa 15.000 deutlicher vertreten als auf den klassischen
Monozyten (ca. 8000). Wie bei CD14 und CD16 findet sich auch hier kein eindeutiger Unter-
schied zwischen plattchenungebundenen und plattchengebundenen Monozyten.

Die Expression von CD11b ist auf den nicht-klassischen Monozyten geringer ausgepragt als auf
der Oberflache der klassischen und intermediaren Monozyten, mit einer MFI von ca. 5.000 auf
den nicht-klassischen Monozyten und ca. 15.000 auf den klassischen und intermedidren
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Monozyten. Zwischen CD41" und CD41* Monozyten zeigt sich in keiner der Subpopulationen ein
Unterschied hinsichtlich der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD11b. CD18 ist auf klassischen
Monozyten weniger deutlich exprimiert als auf intermediaren und nicht-klassischen Monozyten.
Die MFI fir die klassischen Monozyten betragt etwa 750, wahrend es fiir intermediare und nicht-
klassische Monozyten ca. 1.250 sind. Ahnlich wie bei der Expression von CD11b zeigen sich auch
hier keine Unterschiede zwischen CD41" und CD41" Monozyten. Die Analyse der Expression von
LFA-1 zeigt auf, dass in keiner Subpopulation LFA-1 nachgewiesen werden kann. Dies trifft so-
wohl fiir CD41" als auch fir CD41" Monozyten zu.

ICAM-1 ist auf allen Subpopulationen etwa gleichmaRig exprimiert, lediglich auf der Oberflache
der nicht-klassischen Monozyten ist geringfligig mehr ICAM-1 vorhanden. Fir klassische und in-
termediare Monozyten ergibt sich eine MFl von etwa 750, auf nicht-klassischen Monozyten liegt
diese bei ca. 1000. Es findet sich auch hier kein Unterschied in der Expression von ICAM-1 zwi-
schen CD41 und CD41* Monozyten. Fiir die Expression von CD40 zeigt sich ein deutlicher Unter-
schied zwischen klassischen Monozyten, die eine MFI von etwa 150 aufweisen, und intermedi-
aren und nicht-klassischen Monozyten, fiir die jeweils eine MFIl von ca. 750 gemessen werden
kann. Konform zu der Analyse der anderen Oberflachenrezeptoren ist auch hier kein Unter-
schied zwischen CD41 und CD41* Monozyten detektierbar. Die Expression von PSGL-1 ist auf
den nicht-klassischen Monozyten etwas starker ausgepragt als auf den klassischen und interme-
diaren Monozyten. Fir die nicht-klassischen Monozyten ergibt sich eine MFI von etwa 30.000,
flir klassische und intermediare Monozyten liegt diese bei ca. 20.000. Auch hier ist kein deutli-
cher Unterschied zwischen CD41  und CD41* Monozyten nachweisbar.

5.4.2 Phagozytose von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs)

Um die Monozyten neben ihrer Morphologie, Verteilung und Fahigkeit zur Aggregatbildung mit
Plattchen auch funktionell zu untersuchen, wurde die Phagozytosefahigkeit von Monozyten und
ihren Subpopulationen, sowie der Monozyten-Plattchen-Aggregate, mittels fluoreszenzmarkier-
ten Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikrosko-
pisch analysiert. Die Herstellung und Charakterisierung der hier verwendeten PFCs wurde im
Abschnitt 4.5 erlautert.

5.4.2.1 Einfluss des Kulturmediums auf die Vitalitédt von Monozyten

Zundachst sollte herausgefunden werden, welches Medium eine moglichst lange Inkubation der
Monozyten ohne ein Absterben der Population gewahrleistet. Hierzu wurden aus dem Blut ge-
sunder Spender isolierte Immunzellen entweder in DMEM (ohne Zusatze), oder in RPMI 1640,
welches zusétzlich Glucose, Pyruvat, FBS und Penicillin/Streptomycin enthielt, fur unterschied-
lich lange Zeitraume (5, 10, 15, 20 Minuten) bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
mit Antikorpern gegen CD11b, MHC-II, CD14, CD16 gefarbt und der Anteil an toten Zellen lber
DAPI bestimmt. Als Ausgangswert wurden Zellen verwendet, die fiir 20 min bei 4°C gelagert

wurden.

Das Gating erfolgte aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur mittels CD11b zur Lokalisation der
Monozyten (Abbildung 11A). Die relative Menge der CD11b* Population wurde nach vier ver-
schiedenen Zeitpunkten analysiert. Eine Kontrolle, die bei 4°C fiir 20 Minuten inkubiert wurde,
wurde mitgefihrt.
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Abbildung 11: Vergleichende Analyse der Vitalitdt von Monozyten in unterschiedlichen Medien. A) Dot Plots der
Monozytenpopulation nach Inkubation in DMEM (obere Reihe) bzw. Kulturmedium der THP-1 Zellen (untere Reihe).
B) Vergleichende quantitative Auswertung der unterschiedlichen Medien (blau = DMEM, rot = Kulturmedium der THP-
1 Zellen) fir die gesamte Monozytenpopulation als Anteil der gesamten Zellpopulation. Die Normalverteilung wurde
mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests tberprift, bei nicht normalverteilten Werten zeigt sich fiir alle Zeitpunkte aufler 20
Minuten bei 4°C mittels des Mann-Whitney-Tests p-Werte < 0,01. C) Untersuchung der toten, DAPI* Monozyten aus
der gesamten Monozytenpopulation nach Inkubation in den unterschiedlichen Medien. Die Normalverteilung wurde
mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests liberprift, bei normalverteilten Werten zeigten sich im t-Test p-Werte < 0,01 fir alle
Zeitpunkte. Abgebildet sind jeweils Mittelwerte + SD, n=5-6.

Hierbei zeigt sich fir die gesamten Monozyten, dass nach Inkubation der Zellen in DMEM der
Anteil der Monozyten in der gesamten Zellpopulation von etwa 8% auf etwa 2% nach 20 Minu-
ten Inkubation bei 37°C reduziert wird. Im Kulturmedium der THP-1 Zellen (RPMI + Zusatze)
bleibt der Anteil konstant (iber alle Zeitpunkte bei ca. 15%. Fiir die Subpopulationen kann ein
solcher Effekt nicht beobachtet werden, hier bleibt der Anteil der jeweiligen Monozytenpopula-
tion in etwa konstant {iber alle Zeitpunkte hinweg.

Der Anteil der toten, DAPI* Monozyten ist in Abbildung 11C dargestellt. Die DAPI* Monozyten
wurden nach jedem der o.g. Zeitpunkte fir beide Medien vergleichend analysiert. Dabei fallt
auf, dass die Inkubation in DMEM bereits nach 20 Minuten bei 4°C einen Anteil von etwa 7%
toten Zellen ergibt, dieser Anteil verhalt sich im Verlauf der Inkubation bei 37°C anndahernd
stabil. Im Kulturmedium der THP-1 Zellen ist der Anteil der toten Zellen Uber die gesamte Zeit-
reihe hinweg geringer mit etwa 1-2%.
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5.4.2.2 Optimierung der PFC-Menge

Da die **88PFCEs sich im FITC-Kanal des Durchflusszytometers zeigen und der CD41-Antikérper
zur Markierung der Thrombozyten im PE-Kanal dargestellt wird, musste eine spektrale Uberlap-

pung der beiden Fluoreszenzen ausgeschlossen werden. Daher wurde zuerst untersucht, bei
welcher PFC-Menge eine Interferenz der FITC- und PE-Fluoreszenzen vermieden werden konnte,
bei dennoch ausreichender Signalstarke der PFCs. Zu diesem Zweck wurde eine Titration der
PFCs angefertigt und jeweils mit und ohne CD41-Antikérper die Menge der CD41* Monozyten,
sowie die PFC-Signalstarke, bestimmt.
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Abbildung 12: Titration der A%88PFCEs zur Bestimmung der optimalen PFC-Menge. A) Quantitative Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensitdt der PFCs bei Anwendung unterschiedlicher PFC-Mengen. B) Quantitative Darstellung
des Anteils CD41* Monozyten bei Verwendung unterschiedlicher PFC-Mengen sowohl ohne (rot) als auch mit (blau)
Farbung gegen CD41. Abgebildet sind Mittelewerte + SD, n=4-6.

Wie in Abbildung 12A dargestellt, nimmt die Fluoreszenzintensitat der PFCs mit absteigender
Menge der PFCs ab. Bei einer Menge von 20 pl ergibt sich eine Signalstarke von 9324,4 (+ 3964),
bei 0,1 pl sind es nur noch 439 (+ 460).

Neben der Signalstarke der PFCs ist auch die Kontamination des FITC-Signals mit dem PE-Signal
des CD41 von Relevanz. Der Anteil CD41" Monozyten ohne die Anwendung eines CD41-Antikor-
pers betradgt bei einer PFC-Menge von 20 ul 5,9% (+ 4) und bei einer PFC-Menge von 0,1 ul 0,3%
(£ 0,3). Der Anteil der CD41* Monozyten mit Verwendung eines CD41-Antikérpers nimmt eben-
falls ab.

Ein Kompromiss beider Aspekte kann bei einer Anwendung von 2 ul der PFCs gefunden werden.
Dabei betragt die Signalstarke der PFCs 2614 (+ 1121) und der Anteil der CD41* Monozyten ohne
die Anwendung eines CD41-Antikorpers lediglich 1,6% (+ 1,2). Aus diesem Grund wurden die
nachfolgend beschriebenen Versuche mit einer PFC-Menge von 2 ul durchgefiihrt.

5.4.2.3 PFC-Aufnahme von Monozyten und Monozyten-Pldttchen-Aggregaten

Nachdem die optimale Menge an zu verwendenden PFCs in 5.4.2.2 etabliert wurde, sollte im
nachsten Schritt die PFC-Aufnahme von humanen Monozyten gesunder Spender, jeweils platt-
chenungebunden und plattchengebunden untersucht werden. Hierbei wurden auch die Mo-
nozytensubpopulationen differenziert betrachtet.
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Hierzu wurden die humanen Monozyten mit 2 pl PFCs inkubiert und anschliefend gegen MHC-
Il, CD11b, CD14, CD16 und CD41 markiert. Das Gating erfolgte nach der in Abbildung 5C darge-
stellten Strategie mittels MHC-Il und CD11b. Im Anschluss wurde die mittlere Fluoreszenzinten-
sitdt des FITC-Signals fiir CD41 und CD41* Monozyten entsprechend ihrer Subpopulationen be-
stimmt.
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Abbildung 13: Aufnahme von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFC) von CD41- und CD41* Monozyten. A) Darstel-
lung der PFC-Aufnahme fiir die gesamte Monozytenpopulation, sowie fiir die jeweiligen Subpopulationen, als Histo-
gramme (blau = CD41-, rot = CD41*). B) Quantitative Auswertung der PFC-Aufnahme plattchenungebundener Mo-
nozyten (blau) und Monozyten-Plattchen-Aggregate (rot), jeweils dargestellt flr die gesamte Monozytenpopulation
(GES) und fiir die einzelnen Subpopulationen (KM = klassische Monozyten, IM = intermedidre Monozyten, NK = nicht-
klassische Monozyten). Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=6-10.

In Abbildung 13 wird ersichtlich, dass sich fiir die gesamten Monozyten, sowie auch fir die je-
weiligen Subpopulationen, je eine mittlere Fluoreszenzintensitat von etwa 1500 ohne Bindung
an Thrombozyten abzeichnet. Infolge der Aggregatbildung mit Plattchen steigt dieser Wert so-
wohl fiir die gesamten Monozyten, als auch fiir die Subpopulationen, auf etwa 10.000.

5.4.2.4 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der PFC-Aufnahme

Um die PFC-Aufnahme von Monozyten noch differenzierter zu betrachten, wurden fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen der THP-1 Zellen und THP-1-Plattchen-Aggregate nach Inkubation
mit R"°PFCs angefertigt.

Hierzu wurden Plattchen auf THP-1 Zellen gegeben und mit Rhodamin-markierten PFCs inku-
biert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Lysin-beschichtete Objekttrager fixiert und mit Anti-
korpern gegen CD41 und MHC-I inkubiert, um sowohl die Membran der Thrombozyten als auch
der THP-1 Zellen zu markieren. Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd
fixiert und zuletzt mit DAPI zur Markierung der Zellkerne gefarbt.
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Die R"°PFCs prasentierten sich rot fluoreszierend, CD41 und MHC-I hingegen leuchteten griin,
wahren DAPI blau fluoreszierte. Es wurden ebenfalls Kontrollen ohne Hinzugabe von PFCs bzw.

Plattchen angefertigt.
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der RhoPFC-Aufnahme von THP-1 Zellen und Plattchen. A) Die
Zellkerne der THP-1 Zellen wurden mittels DAPI blau dargestellt, Alexa Fluor™ 488-gebundenes CD41 und MHC-I stellt
die Membranen der THP-1 Zellen und Plattchen griin da, wahrend die Rh°PFCs rot leuchten. In der oberen Reihe ist
eine Kontrolle ohne die Anwendung von PFCs abgebildet, in der unteren Reihe (mit PFC-Inkubation) ist ein deutliches
rotes Signal, insbesondere in den Membranen der THP-1 Zellen und Plattchen, zu erkennen. B) Vergleichende quan-
titative Auswertung der fluoreszenzmikroskopisch gemessenen PFC-Aufnahme von THP-1 Zellen und Plattchen. Links:
PFC-Aufnahme der THP-1 Zellen, in rot ist eine Kontrolle ohne Inkubation der Zellen mit RhoPFCs abgebildet. Die
Normalverteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk-Tests geprift, bei normalverteilten Werten ergab der t-Test einen
p-Wert < 0,0001. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=17-25. Mitte: PFC-Aufnahme der Pldttchen, in die Kontrolle
ohne Inkubation der Zellen mit RhoPFCs ist nicht detektierbar. Die Normalverteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk-
Tests gepriift. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=63-99. Rechts: Vergleichende Analyse der PFC-Aufnahme von THP-
1 Zellen (blau) und Plattchen (rot). Die Normalverteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk-Tests gepriift, bei normal-
verteilten Werten ergab der t-Test einen p-Wert < 0,0001. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=25-63.

Wie in Abbildung 14A dargestellt, prasentierten sich die ""°PFCs rot fluoreszierend. Ohne eine
Inkubation der Zellen mit PFCs (obere Reihe) fehlt das rote Signal. Nach einer halbstiindigen
Inkubation mit 100 ul *"°PFCs zeigten sich, neben unphagozytierten, frei vorkommenden PFCs,
deutliche rote Signale in den Membranen der THP-1 Zellen und Plattchen.

Zur genaueren Analyse der PFC-Aufnahme wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat der ""°PFCs
in den entsprechenden regions of interest determiniert. Hierbei sollte die PFC-Aufnahme zwi-
schen THP-1 Zellen und Plattchen verglichen werden.
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In Abbildung 14B (links, Mitte) sind Kontrollen abgebildet, aus diesen wird deutlich, dass die
RhoprC-Aufnahme der THP-1 Zellen und Plattchen gelingt. Die vergleichende Analyse in Abbil-
dung 14B (rechts) verdeutlicht, dass durch die ""°PFC-Aufnahme der THP-1 Zellen lediglich eine
mittlere Fluoreszenzintensitat von etwa 50.000 erreicht wird, wahrend diese fiir die Plattchen
ca. 300.000 betragt.

5.5 LPS-Stimulation zur Simulation entziindlicher Bedingungen

Nachdem die in vivo Situation der Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate nun bei ge-
sunden Spendern evaluiert wurde, sollen im nachsten Schritt mittels LPS (Lipopolysaccharid)-
Stimulation entziindliche Bedingungen simuliert werden. Hierzu wurden die Zellen bevor sie mit
Antikdrpern markiert wurden, flir unterschiedlich lange Zeitraume mit LPS in RPMI mit den zuvor
genannten Zusatzen inkubiert.

5.5.1 Grenzen der Inkubation von Monozyten im Kulturmedium der THP-1 Zellen
Wahrend sich das Kulturmedium der THP-1 Zellen dem DMEM fiir eine kurzfristige Inkubation
der humanen Monozyten als liberlegen erwiesen hat, sollte nun erprobt werden, ob es fiir eine
langerfristige Inkubation, insbesondere unter der Einwirkung eines Stimulus wie LPS, ebenso
geeignet ist. Hierzu wurde eine Zeitreihe angefertigt, das Blut gesunder Spender wurde nach
Erythrozytenlyse fiir 30, 60, 120 und 180 Minuten mit und ohne LPS inkubiert. Die Monozyten
wurden lediglich grob basierend auf ihren morphologischen Eigenschaften im FSC/SSC selek-
tiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit DAPI markiert, um den Anteil toter Zellen durch-
flusszytometrisch zu messen.
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Abbildung 15: Anteil toter Monozyten nach Inkubation bei 37°C ohne (blau) und mit (rot) der Einwirkung von LPS.
Analysiert wurden die DAPI+ Monozyten nach 0, 30, 60, 120 und 180 Minuten. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=4.

Hierbei zeigt sich, wie in Abbildung 15 dargestellt, dass der Anteil der DAPI* Monozyten ohne
LPS im Verlauf der drei Stunden auf insgesamt 20% steigt. Unter Einfluss von LPS liegt dieser
Wert am Ende der drei Stunden bei etwa 30%, dabei liegt der Anteil der DAPI* Monozyten unter
LPS-Stimulation die ganze Zeitreihe Giber durchweg hoher.

5.5.2 Verteilung der Monozytensubpopulationen nach LPS-Stimulation

Weiterhin wurde untersucht, inwiefern die LPS-Stimulationen einen Einfluss auf die Verteilung
der Monozytensubpopulationen bei gesunden Spendern nimmt. Aus der Literatur ist bekannt,
dass die CD16-Expression infolge einer LPS-Stimulation abnimmt’. Die CD14-Expression
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unterliegt ebenfalls starken Veranderungen, die eine Darstellung der Monozytensubpopulatio-
nen mit der klassischen CD14/CD16-Einteilung unmdglich machen. Aus diesem Grund wurde flr
die Analyse der Monozytensubpopulationen nach LPS-Stimulation eine alternative Kombination
an Oberflachenrezeptoren mittels CCR2 und MHC-II erprobt. Hierbei wurde eine MHC-II-
low/CCR2"&" und eine MHC-1I"&"/CCR2'*" Population definiert (Abbildung 16). Die Monozyten
wurden zuvor weiterhin mittels CD11b praselektiert. Die MHC-1I" Population entspricht den
CD16" klassischen Monozyten, wahrend die MHC-1I"&" Population am ehesten den CD16" inter-
medidren und nicht-klassischen Monozyten entspricht.

MHC-II low
88,4 MHC-II high
9,36

CCR-2 (APC-Cyanine7)

Ty T
-’ 0 o’ 0t 0f

MHC-II (PerCP-Cyanine5.5)

Abbildung 16: Darstellung einer alternativen Gating-Strategie zur Vermeidung der LPS-instabilen CD14/CD16 Ein-
teilung von Monozytensubpopulationen iiber CCR2 und MHC-II. Nachdem die lebenden Monozyten mittels DAPI
identifiziert wurden, wurde CD11b zur Préselektion der Monozyten angewandt. Im Anschluss wurden die Zellen ba-
sierend auf ihrer MHC-Il und CCR-2 Expression in zwei Subpopulationen (MHC-1I'""% und MHC-IIMgh) eingeteilt.

Die alternative Gating-Strategie bietet somit eine Moglichkeit flir durchflusszytometrische Un-
tersuchungen der Monozyten und ihrer Subpopulationen unter LPS-Einwirkung. Im ersten
Schritt sollte die Verteilung der Monozytensubpopulationen nach einer einstiindigen Inkubation
mit 1 ng/ml LPS analysiert werden. Hierzu wurden die Zellen nach der Erythrozytenlyse mit LPS
bei 37°C inkubiert, anschliefend wurden sie gegen CD11b, MHC-II und CCR-2 markiert und ana-
lysiert. Dabei wurden zwei Kontrollen mitgefiihrt: Ein Ansatz wurde direkt ohne Inkubation ana-
lysiert, ein zweiter Ansatz wurde 60 Minuten ohne LPS inkubiert.
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A) MHC-II'®% nach LPS-Stimulation B) MHC-HIIhigh nach LPS-Stimulation
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Abbildung 17: Verteilung der Monozytensubpopulationen nach LPS-Stimulation. A) Anteil der MHC-Il'>% Monozyten
ohne Inkubation (blau), nach 1h Inkubation ohne LPS (rot) und nach 1h Inkubation mit LPS (griin). B) Anteil der MHC-

II"eh Monozyten ohne Inkubation (blau), nach 1h Inkubation ohne LPS (rot) und nach 1h Inkubation mit LPS (griin).
Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=10.

In Abbildung 17A wird deutlich, dass sich der Anteil der MHC-1I"" Monozyten von initial etwa
90% im Verlauf der Inkubation nicht dndert. Fiir die MHC-11"&" Monozyten (Abbildung 17B) sieht
man nur einen geringfligigen Anstieg der Monozyten von etwa 6% auf ca. 7%.

5.5.3 Analyse der Monozyten-Plittchen-Aggregate nach LPS-Stimulation

An die Analyse der Verteilung der Monozytensubpopulationen nach LPS-Stimulation anknip-
fend, wurden im nachsten Schritt die Monozyten-Plattchen-Aggregate infolge einer LPS-Stimu-
lation untersucht. Hierzu wurden die Monozyten aufbereitet und zusatzlich gegen CD41 zur Ana-
lyse der plattchengebundenen Monozyten markiert. Es erfolgte auch hier die durchflusszyto-

metrische Analyse ohne jegliche Inkubation, nach einstlindiger Inkubation und nach einstiindi-
ger Inkubation mit LPS.
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Abbildung 18: Analyse von Monozyten-Plittchen-Aggregate nach Stimulation der Zellen mit LPS. A) Quantitative
Auswertung des prozentualen Anteils der Aggregate fir MHC-Illow (blau) und MHC-llhigh (rot) Monozyten. B) Aus-

wertung der mittleren Fluoreszenzintensitat des CD41-Signals der MHC-lllow (blau) und MHC-Ilhigh (rot) Monozyten.
Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=10.

Bei der Analyse der prozentualen Anteile der Aggregate (Abbildung 18A) zeigte sich anfanglich
fir die MHC-11"" Population ein Wert von 11,8% (+ 6,9), dieser fiel nach 1h Inkubation mit LPS
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auf 8,4% ( 5,5). Fir die MHC-II"&" Population betrug der Anteil der Aggregate anfangs 14,8%
(£ 9,1) und fiel nach einstiindiger Inkubation mit LPS auf 9,8% (+ 6,6).

In Abbildung 18B ist die mittlere Fluoreszenzintensitat fir CD41 ohne Inkubation, nach einstiin-
diger Inkubation ohne und mit LPS abgebildet. Fiir beide Populationen betragt das Signal ohne
Inkubation etwa 6500. Nach der LPS-Stimulation fallt es sowohl fiir die MHC-1I'" als auch fiir die
MHC-11"&" Monozyten, auf ca. 4000.

5.5.4 Expression von Oberfliichenrezeptoren nach LPS-Stimulation

Fiir weiterfihrende funktionelle Analysen der Monozyten unter entziindlichen Bedingungen,
wurden die bereits durchgefiihrten Untersuchungen zur den Oberflachenrezeptoren nach LPS-
Stimulation wiederholt. Die Zellen wurden hierzu nach Erythrozytenlyse mit 1 ug/ml LPS fir 30,
60, 120 und 180 Minuten inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Antikdrperfarbung gegen CD11b,
CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 oder PSGL-1 zur durchflusszytometrischen Analyse. Fir das Gating
wurden die Monozyten lediglich grob anhand ihrer Eigenschaften im FSC und SSC selektiert.
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Abbildung 19: Quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der Expression von verschiedenen
Oberflachenrezeptoren auf Monozyten nach LPS-Stimulation. Die Zellen wurden fiir je 30, 60, 120 und 180 Minuten
mit LPS stimuliert (s = stimuliert) und anschlieBend gegen CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 oder PSGL-1 markiert
und analysiert. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=6.

Fiir CD11b zeigte sich in der unstimulierten Kontrolle eine Signalintensitdt von etwa 20.000,
diese stieg im Verlauf der Stimulation an und erreichte nach zwei Stunden einen Wert von
40.000, bevor das Signal dann nach drei Stunden wieder schwacher (ca. 35.000) wurde. Auch fir
CD18 lieR sich ein Anstieg von anfanglich ca. 1.600 auf etwa 2.200 nach dreistiindiger Stimula-
tion verzeichnen. LFA-1 wies in der Kontrolle ein niedriges Signal von etwa 100 auf, nach drei
Stunden Stimulation mit LPS stieg dieser Wert auf ca. 350 an. Die Signalintensitat fir ICAM-1
betrug initial etwa 500 und stieg im Laufe der Stimulation auf fast 1.500 an. Der grofSte Anstieg
lasst sich hier bei etwa 90 Minuten finden. CD40 zeigte anfanglich eine mittlere Fluoreszenzin-
tensitat von etwa 3.500 auf, nach einstiindiger Inkubation fiel diese auf etwa 2.000 und stieg
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nach drei Stunden Inkubation mit LPS wieder auf etwa 5.000. Fiir PSGL-1 zeigte sich in der Kon-
trolle eine Signalintensitat von etwa 27.000, dieser Wert fiel kontinuierlich im Laufe der Stimu-
lation, sodass er nach drei Stunden nur noch 20.000 betrug.

Daher lasst sich zusammenfassen, dass insbesondere die Expression von CD11b, CD18 und
ICAM-1 durch eine Stimulation mit LPS gesteigert werden kann. Auch die Signalintensitat von
LFA-1 und CD40 nimmt zu, allerdings nur geringfiigig. Fiir PSGL-1 kann eine kontinuierliche Ab-
nahme der Intensitdt beobachtet werden.

5.5.5 Analyse der PFC-Aufnahme nach LPS-Stimulation

Abschliefend wurde die PFC-Aufnahme der Monozytensubpopulationen und Monozyten-Platt-
chen-Aggregate nach LPS-Stimulation ndher beleuchtet. Hierzu wurden die Zellen aufbereitet,
aber vor der Antikérperfiarbung mit 5 ul A*¥8PFCs fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde das Fluoreszenzsignal der PFCs durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 20: A488pFC-Aufnahme der plattchenungebundenen Monozyten (blau) und Monozyten-Plittchen-Aggre-
gate (rot) nach LPS-Stimulation. A) PFC-Aufnahme der MHC-II'™% Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate
nach LPS-Stimulation. B) PFC-Aufnahme der MHC-IIMeh Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate nach LPS-
Stimulation. Abgebildet sind Mittelwerte + SD, n=10.

In beiden Subpopulationen zeigt sich in der Kontrolle eine héhere Signalintensitat der PFC-Auf-
nahme fir CD41* Monozyten. In Abbildung 20A wird deutlich, dass das Fluoreszenzsignal der
MHC-1I" in beiden Populationen (CD41 und CD41*) von anfinglich etwa 10.000 auf fast 6.000
infolge der LPS-Stimulation sinkt, dabei lasst sich nach einstiindiger Stimulation fiir die CD41*
Monozyten eine geringere Signalintensitat als fiir die CD41" Monozyten feststellen.

Fiir MHC-11"&" Monozyten (Abbildung 20B) kann dieser Effekt lediglich in der CD41 Population
beobachtet werden, hier sinkt das Signal von anfanglich etwa 9.000 auf ca. 6.800. In der CD41*
Population der MHC-11"&" Monozyten kann diese Beobachtung nicht gemacht werden.
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6 Diskussion

Monozyten sind essenziell fir die initiale Immunabwehr bei diversen Entziindungssituationen.
Ein wesentlicher Bestandteil dieser Inmunabwehr beinhaltet die Bildung von Monozyten-Platt-
chen-Aggregaten, welche die Funktionen beider Interaktionspartner wechselseitig verstarkt*’.
Eine zuverlassige Methode zur morphologischen und funktionellen Analyse der Interaktion zwi-
schen Monozyten und Plattchen ist daher unerldsslich. Um dies zu ermoglichen wurden drei
verschiedene Ansdtze zur durchflusszytometrischen Untersuchung von Monozyten und Mo-
nozyten-Plattchen-Aggregaten untersucht. Hierbei konnte eine Farbe- und Gating-Strategie, die
CD11b und MHC-II zur Differenzierung der Immunzellen vorsieht, hinsichtlich ihrer Zuverlassig-
keit, Reproduzierbarkeit und kontaminationsfreien Darstellung der Monozytensubpopulationen
als optimal identifiziert werden. In diesem Rahmen wurde auch ein in vitro Modell mit THP-1
Zellen und isolierten Plattchen aus humanem Blut etabliert, welches neben durchflusszytomet-
rischen Analysen auch zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der Komplexbildung diente.

Die im Vorfeld beschriebene Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Darstellung der hu-
manen Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate wurde anschlieBend als Grundlage fiir
weiterfihrende funktionelle Analysen genutzt. Diese umfasste zum einen die Untersuchung der
an der Aggregatbildung potenziell beteiligten Oberflachenrezeptoren. Hier zeigten sich auf den
Monozyten fir CD11b, CD14, CD16, MHC-Il, CD18, LFA-1, ICAM-1, CD40 und PSGL-1 lediglich
Unterschiede zwischen den jeweiligen Monozytensubpopulationen, jedoch aber nicht zwischen
plattchengebundenen und plattchenungebundenen Monozyten. Seitens der Thrombozyten
konnte nach ADP-Aktivierung ein Anstieg der Expression von P-Selektin und GPIlb/llla beobach-
tet werden. Der zweite Teil der funktionellen Analyse umfasste sich mit der PFC-Aufnahme der
Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate zur Quantifizierung der Phagozytosefahigkeit
dieser. Bei dieser Analyse wurde deutlich, dass die plattchengebundenen Monozyten deutlich
mehr Nanopartikel aufnahmen. Diese Beobachtung konnte fiir alle Monozytensubpopulationen
nachvollzogen werden. Die PFC-Aufnahme wurde ebenfalls am THP-1 Modell fluoreszenzmikro-
skopisch untersucht und quantifiziert, hier zeigte sich, dass interessanterweise Plattchen eine
deutlich héhere Fluoreszenzintensitat fiir PFCs aufweisen als THP-1 Zellen.

Zum Schluss wurden humane Monozyten fiir eine Stunde mit LPS stimuliert, um eine entziindli-
che Situation zu simulieren. Es erfolgte die erneute Analyse der Monozytensubpopulationen,
Monozyten-Plattchen-Aggregate, Expression von Oberflachenrezeptoren und PFC-Aufnahme.
Ein Problem stellte hier die instabile Expression von CD14 und CD16 nach LPS-Stimulation da,
sodass das urspriingliche Gating-Schema nicht verwendet werden konnte. Es wurde eine Alter-
native mittels MHC-Il und CCR2 etabliert und eine Differenzierung der Monozyten in zwei Sub-
populationen vorgenommen (MHC-1°"/CCR2"&" und MHC-II"&"/CCR2'°¥). Infolge der LPS-Stimu-
lation konnten keine wesentliche Unterschiedene in der Einteilung der Subpopulationen beo-
bachtet werden. Es zeigte sich jedoch nach LPS-Stimulation ein abgeschwachtes CD41-Signal der
plattchengebundenen Monozyten. Zudem fand sich nach mehrstiindiger LPS-Stimulation ein An-
stieg der Expression von CD11b, CD18, LFA-1, ICAM-1 und CD40 auf Monozyten, sowie eine Ab-
nahme der Expression von PSGL-1. Ebenso konnte auch eine Abnahme der PFC-Fluoreszenzin-
tensitat fir MHC-11"" Monozyten und Monozyten-Plittchen-Aggregate beobachtet werden, dies
konnte fiir die MHC-11"&" Population nicht repliziert werden.
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Zusammengefasst konnte im Rahmen dieser Arbeit eine kompakte, aber zuverldssige Methode
zur durchflusszytometrischen Detektion humaner Monozyten und ihrer Subpopulationen etab-
liert werden. Diese diente als Basis fiir weitere, umfassende Analysen der Monozyten, inklusive
ihrer Interaktion mit Plattchen und die Untersuchung der Expression verschiedener Oberfla-
chenrezeptoren, welche zur Interaktion mit Plattchen beitragen. Weiterhin wurde die Phagozy-
tosefahigkeit der Monozyten untersucht, diese zeigte sich erhoht nach Interaktion mit Platt-
chen. Diese Untersuchungen wurden anschlieBend an LPS-stimulierten Zellen wiederholt, um
potenzielle Unterschiede zu detektieren. Da die urspriingliche Gating-Strategie fiir Monozyten
sich unter LPS nicht bewahrte, konnten keine eindeutigen Aussagen diesbeziiglich getroffen
werden.

6.1 Durchflusszytometrische Darstellung von Monozyten und ihren Subpopu-
lationen

Durch eine Optimierung der durchflusszytometrischen Analyse von Monozyten und Monozyten-

subpopulationen kann die Forschung bedeutend profitieren, da es sich um eine sehr heterogene

Zellpopulation handelt, deren Funktion jedoch unerldsslich im Rahmen der Immunabwehr ist.

Um diese komplexen Funktionsvorgange konkret zu untersuchen, braucht es eine zuverlassige

Methode, um Monozyten prazise und kontaminationsfrei darzustellen.

Die gangigste technische Methode der Wahl zur Darstellung und Analyse von Immunzellen ist
die Durchflusszytometrie’"”2. Hierbei wird das von den Zellen ausgehende Streu- und Fluores-
zenzlicht gemessen. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter) geht mit der GroRe der Zelle
einher, wahrend das Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) Auskunft Gber die Granularitdt der

Zellen gibt®?

. Die Zellen kénnen anschlieBend basierend auf ihrer Expression unterschiedlicher
Oberflachenmarker, welche zuvor mit einem fluoreszenzgebundenen Antikorper markiert wur-
den, genauer eingegrenzt werden®. Jedoch existieren diverse unterschiedliche Herangehens-
weisen bei der durchflusszytometrischen Identifikation von Monozyten und ihren Subpopulati-
onen. So nutzen Thomas et al. (2017) eine ausfiihrliche Gating-Strategie, die sich auf CD14,
CD16, CCR2, CD36, MHC-II und CD11b stiitzt’®. Eine solch umfangreiche Methode zur Darstel-
lung von Monozyten ist oftmals aufgrund von Durchflusszytometern mit weniger Laserkapazita-
ten nicht moglich. Zudem nimmt mit der Anzahl der Gating-Schritt auch die potenzielle Rate an
Fehlerquellen, sowohl in der Probenaufbereitung als auch in der durchflusszytometrischen Aus-
wertung zu. Ahnlich verhilt es sich auch mit der von Ong et al. (2019) beschriebenen Gating-

Strategie, welche zur Detektion von Monozyten CD33, CD86, CD64, MHC-Il und CCR2 vorsieht”®.

Andere Arbeitsgruppen nutzen wiederum sehr kompakte Gating-Strategien, so beispielsweise
auch Merah-Mourah et al. (2020) — hier wurde die Identifikation der Monozyten alleine mittels
CD14 und CD16 bewerkstelligt’®. Eine dhnliche Herangehensweise wurde auch im Rahmen die-
ser Dissertation mittels Gating-Strategie A (Abbildung 5A) erprobt. Hier wurde neben CD14 und
CD16 auch CD11b zur ersten groben Identifikation der Leukozyten genutzt. Bei CD11b handelt
es sich um ein Integrin, welches auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten, natirlichen Killer-

zellen und einigen Lymphozyten exprimiert wird”>7

und daher zur ersten Differenzierung der
Leukozyten wahrend des Gating-Prozesses genutzt werden kann. Die Herausforderung hierbei

ist jedoch die Positionierung des entsprechenden Gates, denn ein zu grof3ziigiges Gate bedingt
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eine Kontamination der Monozytenpopulation mit anderen Zellen, wahrend bei einem zu klei-
nen Gate ein Verlust der Monozytenpopulation im Verlauf riskiert wird.

Einen Ansatz, um die Kontamination der Monozytenpopulation trotz der limitierten Kapazitaten
des Durchflusszytometers zu minimieren stellte Gating-Strategie B da. Hier wurden CD3, CD209
und CD19 verwendet um respektive T-Zellen”’, dendritische Zellen’® und B-Zellen’® zu markie-
ren. Alle drei genutzten Antikorper stellten sich im FITC-Kanal da, sodass die FITC" Zellen gegen
die CD11b* Zellen aufgetragen werden konnten, um eine Abgrenzung der kontaminierenden
Zellen zu ermaglich. Bei der Darstellung der Subpopulationen zeigte sich jedoch weiterhin die
bei Gating-Strategie A gesehene Kontamination der Monozytenpopulation. Hieraus folgte die
Schlussfolgerung, dass die Kontamination durch CD11b*/CD16* aber CD14/CD37/CD209/CD19
Zellen bewerkstelligt werden muss. Diese Konstellation an Oberflachenmarkern findet sich mit-

unter auf NK-Zellen8%8!

, sodass Gating-Strategie C sich folglich auf die Eliminierung von NK-Zel-
len fokussierte. Dazu wurde die von Marimuthu et al. (2018) beschriebene Gating-Strategie, wel-
che mit CD14, CD16 und MHC-II NK-Zellen aus der Monozytenpopulation eliminiert®”, modifiziert
und durch CD11b zur initialen konkreten Abgrenzung der Leukozytenpopulation, sowie zur Eli-
minierung potentiell Giberbleibender B-Zellen’® erginzt. Die Anwendung dieser Strategie bietet
einen guten Kompromiss zwischen einer zuverlassigen und ausfihrlichen Gating-Strategie, die
jedoch dennoch kompakt genug ist, um auch bei Durchflusszytometern mit geringeren Laserka-
pazitaten genutzt zu werden. Bei Nutzung der Gating-Strategie C zeigte sich eine erhebliche Re-
duktion der zuvor beschriebenen Kontamination in der Population der Monozyten (Abbildung

5D).

Die Kontamination zeigte sich in ausgepragter Nahe zur Population der CD16* nicht-klassischen
Monozyten, sodass annehmbar ist, dass die gangigen Literaturwerte hinsichtlich der relativen
Verteilung der Monozytensubpopulationen durch die beschriebene Kontamination nicht prazise
sind. Dies spiegelt sich auch in den starken Abweichungen der angegebenen Werte wider. So
fassten Sampath et al. (2018) die abweichenden Angaben fiir die Menge der nicht-klassischen
Monozyten als eine Spanne von 2-11% aller Monozyten zusammen?®. Die Undurchsichtigkeit be-
ziglich der Menge der nicht-klassischen Monozyten wird durch die von Yona et al. (2010) ge-
nutzte vage Beschreibung der ,,seltener als klassischen Monozyten vorkommenden nicht-klassi-
schen Monozyten” weiter untermauert®?, Infolge der in dieser Dissertation beschriebenen Ga-
ting-Strategie C stellte sich ein Anteil der nicht-klassischen Monozyten von etwa 4% dar. Die
geringe Standardabweichung von etwa + 2% wirkt der in der Literatur beschriebenen grof3en
Spanne unterschiedlicher Angaben fiir die Menge der nicht-klassischen Monozyten entgegen
und reduziert diese infolge einer verldsslichen und stets reproduzierbaren Gating-Strategie
malgeblich.

Zur besseren Bewertung der in dieser Arbeit beschriebenen Gating-Strategien wurden drei Kri-
terien definiert, die die Qualitat der jeweiligen Strategie abbilden sollen. Die Anndaherung an die
Literaturwerte wird fiir jede Subpopulation einzeln bewertet. Mit Reproduzierbarkeit wird be-
schrieben, wie akkurat die Monozyten von anderen Populationen abgegrenzt werden kénnen.
Diese ist neben der Spendervariabilitdt und der Strategie selbst auch vom Experimentator ab-
hangig und geht mit der in Abbildung 5D dargestellten Standardabweichung einher. Die Konta-
mination ist teilweise an die Reproduzierbarkeit gebunden, denn sie beschreibt das
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Vorhandensein anderer Zellpopulationen in der Monozyten-Population. Fir jeden Kriterium
werden maximal 5 Punkte vergeben. Je hoher die vergebene Punktzahl, desto idealer ist die
betroffene Gating-Strategie hinsichtlich des entsprechenden Kriteriums. Dementsprechend be-
deutet eine Punktzahl von 5, dass die betroffene Strategie fiir das definierte Kriterium nahezu
ideal ist. Die maximal erreichbare Punktzahl liegt folglich bei 25.

Tabelle 10: Bewertung der verschiedenen Gating-Strategien zur idealen Identifikation von Monozyten und ihren Sub-
populationen. MaRgeblich zur Beurteilung der Strategien sind neben der Anndherung an die Literaturwerte auch die
Reproduzierbarkeit und Kontamination.

Anndherung an Literaturwerte Reprodu- Kontami- Summe
klassisch interme- nicht- zierbarkeit nation
diar klassisch (& SD)
Strategie A 4 2 3 3 2 14
Strategie B 3 3 1 3 1 11
Strategie C 5 4 4 5 5 22

Die Uberlegenheit der Methode, die eine Markierung gegen MHC-II-Molekiile zur Elimination
interferierender Populationen vorsieht, spiegelt sich auch im direkten Vergleich der quantitati-
ven Analysen wider. Insbesondere bei Strategie B fallt ein geringerer Anteil der klassischen und
intermedidaren Monozyten auf, welcher am ehesten durch die hohe Kontamination durch NK-
Zellen bedingt ist. Ein dhnlicher Effekt kann auch bei Strategie A, jedoch in geringerer Auspra-
gung, beobachtet werden. Lediglich die Verwendung von MHC-II ergibt eine bestmdogliche An-
ndaherung an die bekannten Literaturwerte fiir die Monozytensubpopulationen und garantiert
dabei die Darstellung der Monozyten ohne nennenswerte Kontamination. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurden die weiteren Proben, die in dieser Arbeit ausgewertet werden, entspre-
chend der Gating-Strategie C bearbeitet.

6.2 Identifizierung potenzieller Interaktionspartner in der Bildung von Mo-
nozyten-Plattchen-Aggregaten

Die optimale durchflusszytometrische Identifikation von Monozyten und Monozytensubpopula-
tionen bildet die Grundlage fiir weiterfiihrende morphologische und funktionelle Analysen. Ein
wichtiger Aspekt hierbei ist die Untersuchung von Monozyten-Plattchen-Aggregaten. Bereits
1991 beschrieben Rinder et al., dass sowohl aktivierte wie inaktivierte Plattchen mit Leukozyten
interagieren®. Seither konnte eine verstirkte Interaktion von Plattchen mit Leukozyten bei di-
versen, insbesondere kardiovaskulidren, Erkrankungen festgestellt werden®4. Die Mechanismen,
die bei der Interaktion von Relevanz sein konnten, sind jedoch bis heute nicht vollstandig geklart.
Rolling et al. (2023) fassten drei Mechanismen der Monozyten-Plattchen-Interaktion zusam-
men: die Freisetzung von Granula, welche Chemokine und Zytokine beinhalten, die Freisetzung
von Vesikeln sowie die direkte Bindung von Plattchen an Monozyten®. Letzteres wurde auch im
Rahmen dieser Dissertation genauer analysiert. Hierzu wurden verschiedene Oberflachenrezep-
toren auf der Oberflache von Monozyten und Plattchen untersucht, um herauszufinden welche
dieser an der Aggregatbildung beteiligt sein kdnnten.
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Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass PSGL-1 auf der Oberflache der Monozyten mit P-Se-
lektin auf den Plattchen als primare Interaktionspartner bei der Bildung von Monozyten-Platt-
chen-Aggregaten gelten und diese Bindung erst die Interaktion weiterer Rezeptoren mit ihren
Liganden ermdglicht®®#°, So zum Beispiel interagiert CD40 auf den Monozyten mit CD40L auf
den Plattchen im Anschluss an die initiale Bindung von P-Selektin an PSGL-183%°, AuRerdem be-
schrieben Kral et al. eine Bindung von Mac-1, einem Integrin bestehend aus CD11b und CD18,
an P-Selektin®?, sowie die Interaktion von ICAM-1 auf den Monozyten mit plattchengebundenem
Fibrinogen®2. Zudem ist beschrieben, dass LFA-1 auf der Oberfliche von Leukozyten mit en-
dothelgebundenem ICAM-1 interagieren kann®. Die Ubertragbarkeit dieser Bindung auf eine
Interaktion mit Plattchen wurde ebenfalls im Rahmen dieser Dissertation gepruft. Bei GPlIb/Illa,
auch bekannt als CD41/CD61, handelt es sich um ein auf den Thrombozyten lokalisiertes In-
tegrin, welches fiir seine Rolle im Rahmen der Plattchenaktivierung bei der Blutgerinnung be-

t87

kannt ist®, die Relevanz fur die Interaktion mit Leukozyten ist jedoch bislang unklar, aber Scholz

et al. konnten feststellen, dass die Anwendung des GPIlb/Illa-Antagonisten Epitifibatid in einer
Erhéhung der Menge von Plattchen-Leukozyten-Komplexen resultiert®,

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Expression von Oberflachenrezep-
toren auf Thrombozyten wurden CD41, P-Selektin, ICAM-1, GPIIb/Illa und CD40L niher beleuch-
tet. Die Oberflachenrezeptoren wurden zunachst im inaktiven Zustand der Plattchen und an-
schlielend im ADP-stimulierten Zustand analysiert. Fiir CD41, dem Fibrinogenrezeptor der Platt-
chen®, zeigte sich eine konstitutive Expression bereits im stimulierten Zustand, sodass durch
Stimulation keine Hochregulation des Oberflachenrezeptors mehr moglich ist. Daher eignet sich
CD41 auch als ein zuverldssiger Marker zur Detektion plattchengebundener Leukozyten.

Fiir P-Selektin konnte eine eindeutige Hochregulation der Expression des Markers durch ADP-
Stimulation verzeichnet werden. Bei Stimulation der Plattchen fusionieren Granula mit der Plas-
mamembran, sodass P-Selektin an die Zelloberfliche transportiert wird® und in einer durch-
flusszytometrisch messbaren erhéhten Expression von P-Selektin resultiert. Dies konnte folglich
auch mit einer vermehrten Bildung von Monozyten-Plattchen-Aggregaten einhergehen, da die
erhohte Expression von P-Selektin auch eine vermehrte Bindung von PSGL-1 — den primdren

83,85 _

Interaktionspartnern in der Bildung von Monozyten-Plattchen-Aggregaten bedingen

kénnte.

CDA40L konnte in dieser Arbeit durchflusszytometrisch nicht auf humanen Plattchen nachgewie-
sen werden. Nach Cognasse et al. (2022) ist CD40L in inaktiven Plattchen lediglich intrazellular
vorhanden, nach Aktivierung gelangt dieses dann an die Oberfliche®® und kann anschlieRend
mitunter zur Differenzierung von Monozyten in dendritische Zellen beitragen®.

Fir GPlIb/llla zeigte sich ein Anstieg der Expression nach ADP-Aktivierung, dieser Effekt einer
ADP-Stimulation ist bereits im Rahmen der Hamostase bekannt. Die vermehrte Expression
kommt durch eine Konformationsinderung des Komplexes zustande®*, die Relevanz von
GPlIb/llla fur die Monozyten-Plattchen-Interaktion ist jedoch nicht bekannt.

ICAM-1 stellte sich in dieser Dissertation als durchflusszytometrisch nicht messbar auf humanen
Plattchen dar. In der Literatur finden sich auch keine eindeutigen Hinweise auf eine Expression
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von ICAM-1 auf humanen Plattchen. Armstrong et al. beschrieben jedoch, dass ICAM-1 auf muri-
nen Plattchen Gber Fibrinogen an der Interaktion mit Monozyten beteiligt ist>*. Kral et al. analy-
sierten dies in humanem Blut und fanden, umgekehrt zu den murinen Analysen, die Fibrinogen-
vermittelte Interaktion von Plattchen und Monozyten iiber monozytengebundenes ICAM-1°2,
Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde ICAM-1 auf humanen Monozyten analysiert, hier zeigte
sich eine maRige Expression von ICAM-1 auf der Oberflache der Monozyten in allen Subpopula-
tionen, welche fiir CD41 und CD41" Monozyten nahezu identisch ist. Folglich ist keine eindeu-
tige Aussage Uiber die Relevanz von ICAM-1 bei der Interaktion von Monozyten und Plattchen
moglich.

Neben ICAM-1 wurden auch multiple andere Oberflachenrezeptoren auf den Monozyten unter-
sucht. CD14, CD16 und MHC-II — als wichtige Bestandteile der in dieser Arbeit praferierten Ga-
ting-Strategie — wurden hinsichtlich ihrer Verteilung auf den Monozytensubpopulationen unter-
sucht. Hier zeigte sich eine geringe Expression von CD14 auf den nicht-klassischen Monozyten,
wahrend CD16 sich primar auf intermedidren und nicht-klassischen Monozyten zeigte. MHC-II
ist am deutlichsten auf intermedidren und auch auf nicht-klassischen Monozyten vorhanden. Es
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen CD41" und CD41" Monozyten in allen
Subpopulationen fiir alle hier beschriebenen Oberflachenrezeptoren. Diese Ergebnisse sind
auch konform mit der unter 6.1 beschriebenen durch CD16* NK-Zellen verursachte Kontamina-
tion der CD16" intermediaren und insbesondere nicht-klassischen Monozyten. Die effiziente Be-
seitigung der Kontamination mittels MHC-Il wird weiter untermauert durch die primare Expres-
sion von MHC-Il auf CD16" Monozyten.

CD11b und CD18, als Bestandteile von Mac-1, wurden jeweils einzeln untersucht. CD11b wird
primar auf klassischen und intermedidaren Monozyten exprimiert, dies wurde auch 2021 von
Rasmussen et al. beschrieben®. Die vermehrte Expression von CD11b auf klassischen Monozy-
ten wurde auch 2023 von Williams et al. verifiziert®. CD18 ist wihrenddessen vermehrt auf in-
termedidren und nicht-klassischen Monozyten vorhanden. Dies suggeriert eine leicht unter-
schiedliche Zusammensetzung von Mac-1 je nach Monozytensubpopulation und damit potenzi-
ell einhergehend auch ein unterschiedliches Bindungsverhalten an Thrombozyten. Interessan-
terweise konnten Rasmussen et al. eine Verdanderung der CD11b-Verteilung bei alkoholischer
Hepatitis beobachten, mit einer Abnahme der Expression auf klassischen Monozyten und einer
Zunahme der Expression auf intermediaren und nicht-klassischen Monozyten, sodass davon
auszugehen ist, dass auch im Rahmen von Erkrankungen potenziell eine Veranderung des Bin-
dungsverhaltens an Thrombozyten zu beobachten wire®.

LFA-1, bestehend aus CD11a und CD18%, konnte trotz des eindeutigen Nachweises von CD18
alleine in dieser Arbeit auf keiner Monozytensubpopulation, plattchenungebunden sowie platt-
chengebunden, durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Dies ist am ehesten auf die Ein-
stellung des Durchflusszytometers zurlickzufiihren. In der Literatur ist insbesondere die Rele-
vanz von LFA-1 fiir die endotheliale Adhdsion beschrieben. Malik et al. beschrieben eine Ab-
nahme der endothelialen Adh&sion im Gehirn bei erniedrigter LFA-1 Expression® wihrend Rains
et al. eine erhohte endotheliale Adhasion bei erhohter LFA-1 Expression im Rahmen einer Hy-
perketondmie untersuchten®. Die Rolle von LFA-1 bei der Interaktion mit Plattchen bleibt
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jedoch ungeklart. Eine Interaktion Uber Fibrinogen mittels ICAM-1, wie oben beschrieben, ist
dennoch nicht auszuschlieBen.

Flr CD40 zeigte sich eine vermehrte Expression auf CD16" intermedidren und nicht-klassischen
Monozyten, hier konnten ebenfalls keine eindeutigen Unterschiede zwischen CD41* und CD41
Monozyten festgestellt werden. Das Verteilungsmuster wurde bereits von MuZini¢ et al. be-
schrieben, es wurde auch eine Zunahme der Expression von CD40 bei multipler Sklerose beo-
bachtet, was fiir eine proinflammatorische Wirkung des Rezeptors spricht'®. Der Ligand des Re-
zeptors, CD40L, wird bekanntermaRen auf Plattchen exprimiert!®. Auch wenn dies im Rahmen
dieser Dissertation nicht nachgewiesen werden konnte, ist somit vorstellbar, dass Uber die In-
teraktion von CD40 und CD40L insbesondere CD16* Monozyten mit Plattchen interagieren. Da
CD16* nicht-klassische Monozyten vermehrt inflammatorische Zytokine produzieren??, ist dies
auch mit dem von MuZini¢ et al. beobachteten Effekt im Rahmen der multiplen Sklerose verein-
bar.

PSGL-1 stellte sich vermehrt auf den nicht-klassischen Monozyten dar, allerdings ist der Unter-
schied zwischen den Monozytensubpopulationen, wie auch zwischen den plattchengebundenen
und plattchenungebundenen Monozyten, geringfligig. In Mdusen ist PSGL-1 vermehrt auf Ly-

103,104 "yiertreten und

6C"e" Monozyten!®?, entsprechend den humanen klassischen Monozyten
beteiligt sich da an der Pathogenese der Artherosklerose'®. Da es sich bei PSGL-1 und P-Selektin
um die primaren Interaktionspartner bei der Formation von Monozyten-Plattchen-Aggregaten
handelt ist also anzunehmen, dass diese Bindung insbesondere mit nicht-klassischen Monozyten

von statten geht.

6.3 Phagozytose von Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregaten

Um auch funktionelle Aspekte der Interaktion von Monozyten mit Plattchen zu beleuchten,
wurde die Phagozytosefahigkeit dieser naher untersucht. Hierzu wurden Perfluorkarbon-Nano-
emulsionen genutzt, bei welchen es sich um fluoreszierende Nanopartikel handelt. Diese wur-
den gemeinsam mit aus dem Blut gewonnenen Monozyten und Plattchen inkubiert und an-
schlieBend durchflusszytometrisch bzw. fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Untersuchungen ist die verbesserte Phagozytosefunktion der
Monozyten nach Bindung an Plattchen. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt der phagozytierten
PFCs ist fur die Monozyten-Plattchen-Aggregate aller Subpopulationen deutlich héher als fiir
ungebundene Monozyten. Vergleichbare Untersuchungen bestatigen diesen Effekt auch fiir
plattchengebundene neutrophile Granulozyten!®. Bereits 1999 erkannten Peters et al. die Zu-
nahme der Phagozytose von plittchengebundenen neutrophilen Granulozyten und schon drei
Jahre zuvor analysierten Zalavary et al. den dahinterstehenden Mechanismus: Plattchen verstar-
ken die Fcy-Rezeptor vermittelte Phagozytose und auch den oxidativen Burst Giber einen ATP-
abhingigen Mechanismus'®’. Fiir Monozyten ist der Mechanismus der Phagozytose im Rahmen
einer Bindung an Plattchen weniger gut untersucht. Mariscal et al. bestatigten die verstarkte
Phagozytose plattchengebundener Monozyten, insbesondere wenn die Plattchen sich in einem
aktivierten Zustand befinden®, Insbesondere konnte die vermehrte Phagozytose bei der Auf-
nahme von Bakterien beobachtet werden, der hier vermutete Mechanismus beruht auf der
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Expression von TLR-4 auf Plattchen, welches an das LPS der Bakterien binden und es somit pha-
gozytieren kann1%110,

Die Funktion der Monozyten im Rahmen der Phagozytose findet groRe Relevanz bei Erkrankun-
gen aus nahezu jedem Spektrum der Medizin. Bei rheumatisch-entziindlichen Erkrankungen wie
der rheumatoiden Arthritis konnte eine verstarkte Phagozytose von Staphylococcus aureus und
Proteus mirabilis verzeichnet werden®'*. Auch beim systemischen Lupus Erythematodes konn-
ten Katsiari et al. eine erhéhte Phagozytose durch Monozyten messen?2. Ebenso zeigt sich auch
eine erhohte phagozytotische Aktivitat der Monozyten bei neurologischen Erkrankungen, so
konnten Wijeyekoon et al. bereits in den friihen Stadien des Morbus Parkinson eine vermehrte
Phagozytose nachweisen''?. Auch bei gastroenterologischen Erkrankungen, wie beispielsweise
Morbus Crohn — eine chronisch-entziindliche Darmerkrankung — zeigt sich eine erhéhte pha-
gozytotische Aktivitat der Monozyten, welche sogar mit entsprechenden genetischen Varianten
von ATG16L1 und NOD?2 assoziiert wird!®3. Sogar im Laufe der 40 Wochen einer Schwangerschaft
zeigt sich eine zunehmend erhdhte Phagozytose durch Monozyten!!®. Im Rahmen der Krebsfor-
schung konnte schon vor (ber 40 Jahren eine vermehrte Phagozytoseaktivitat der Monozyten
festgestellt werden'. Neuere Untersuchung jedoch zeigen eine Abnahme der phagozytoti-
schen Aktivitdit von Monozyten im fortgeschrittenen Stadium des Mammakarzinoms!. 2017
schliisselten Gorden et al. den zugrunde liegenden Mechanismus fiir Makrophagen auf: Die Ex-
pression von PD-1, einem Immuncheckpoint-Rezeptor, auf tumor-assoziierten Makrophagen,
inhibiert ihre phagozytotische Funktion!’. Der therapeutische Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren kann dem entgegenwirken!’. Die Sepsis, als Maximalform von Inflammation, ist wie
nahezu alle zuvor genannten Erkrankungen auch, mit einer Erhéhung der phagozytotischen
Funktion von Monozyten vergesellschaftet36118119,

Interessanterweise zeigte sich bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Phagozy-
tosefahigkeit von Plattchen und THP-1 Zellen, als Modell fiir Monozyten, eine starkere phagozy-
totische Aktivitat der Plattchen als der THP-1 Zellen. Die hierfiir genutzten Rhodamin-PFCs wur-
den von aus humanem Blut isolierten Plattchen starker aufgenommen als von den THP-1 Zellen.
Bereits 1965 wurden Plattchen eine phagozytotische Fahigkeit zugeschrieben, als Movat et al.
beobachteten, wie sie Latex-Partikel phagozytierten!?°. Genauer beschrieben wurde der Mecha-
nismus von Zucker-Franklin et al. im Jahre 1981, hier wurde eine Endozytose der Plattchen ohne
Fusion der Granula zur Aufnahme von Partikeln in das offene kanalikuldre System beobachtet?!,
Nagasawa et al. konnten einen relevanten Anteil der phagozytotischen Vorgange in niederen
Vertebraten auf die Plattchen zuriickfiihren, sodass die Relevanz der phagozytotischen Funktion
von Plattchen auch in vivo nachvollzogen werden konnte'??. Der konkrete Mechanismus der
Endo- und Phagozytose von Plattchen bleibt bis heute jedoch weitestgehend unverstanden. Es
findet sich ebenso kein Nachweis, dass Plattchen quantitativ mehr Phagozytose betreiben als
Leukozyten. Bei dem Mechanismus, der bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
in dieser Arbeit aber potenziell stattgefunden haben kdnnte, kdnnte es sich jedoch vermehrt um
Endo- statt Phagozytose handeln. Die grol3e Diskrepanz beziiglich der Phagozytosefdhigkeit von
THP-1 Zellen und Plattchen ist womoglich auf technische Details zurilickzufiihren. Eine moleku-
lare Divergenz der THP-1 Zellen unterschiedlicher Biorepositorien wurde von Noronha et al. be-
schrieben, daher ist anzunehmen, dass die unterschiedlichen funktionellen Kapazitaten der THP-
1 Zellen in unterschiedlichen Artikeln mitunter hiervon beeinflusst wurden'?3,
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6.4 Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate unter entziindlichen Be-
dingungen

Nachdem die Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate ausgiebig unter normalen Bedin-
gungen analysiert wurden, wurden dieselben Analysen auch unter entziindlichen Bedingungen
durchgefihrt. Hierzu wurden die Monozyten mit LPS stimuliert, um eine unspezifische Entziin-
dung des Korpers zu simulieren. Hier zeigte sich jedoch eine Instabilitdt der CD14- und CD16-
Expression auf der Oberflaiche der Monozyten. Infolge der LPS-Stimulation nahm die CD16-Ex-
pression maligeblich ab, wahrend die CD14-Expression ebenfalls starken Schwankungen unter-
lag. Diese Verdnderungen wurden auch von Ong et al. beschrieben’. Aus diesen Griinden wurde
eine alternative Einteilung der Monozytensubpopulationen etabliert, welche auf den Untersu-
chungen von Ong et al. basierten: Es wurde eine MHC-1I""%/CCR2"¢" und eine MHC-I1"€"/CCR2'°%
Population definiert. Die Monozyten wurden zuvor weiterhin mittels CD11b praselektiert. Die
MHC-II"" Population ist vereinbar mit den CD16" klassischen Monozyten, wahrend die MHC-II"e"
Population am ehesten den CD16* intermediiren und nicht-klassischen Monozyten entspricht’®.
Diese alternative Gating-Strategie bietet eine Moglichkeit fir durchflusszytometrische Untersu-
chungen der Monozyten und ihrer Subpopulationen unter LPS-Einwirkung und stellt somit die
Grundlage fiir die darauffolgenden Analysen dar. Dennoch ist zu bedenken, dass die Vergleich-
barkeit zwischen den Untersuchungen der vorherigen Abschnitte und diesem Abschnitt dem-
entsprechend nur eingeschrankt moglich ist.

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich allenfalls ein geringer Anstieg der MHC-
lI"€" Monozyten infolge einer Stimulation der Zellen mit LPS. Dies entspricht einem Anstieg der
CD16* Monozyten, also nicht-klassischer und intermedidrer Monozyten. Tak et al. beschrieben
einen gegenteiligen Effekt, hier wurde eine Abnahme aller Subpopulationen durch LPS-Stimula-
tion beobachtet!?*. Thaler et al. wiederum konnten — wie auch in dieser Dissertation — eine deut-
liche Zunahme der der CD16*, intermediaren Monozyten durch Stimulation mit LPS beobach-
ten'?, Die Diskrepanz der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse ist am ehesten auf die in-
stabile Expression der Oberflachenmarker infolge einer LPS-Exposition zurtickzufiihren.

Infolge einer Stimulation mit LPS konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass sowohl der
relative Anteil der Monozyten-Plattchen-Aggregate als auch die Fluoreszenzintensitat von mo-
nozytengebundenem CD41, in beiden Subpopulationen abnimmt. Allerdings tritt dieser Effekt
auch ohne Zugabe von LPS nach einstiindiger Inkubation auf, sodass es durchaus moglich ist,
dass die Zellen in dieser Inkubationszeit absterben. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
ausgiebig analysiert und in Abbildung 15 dargelegt. Jedoch beschrieben Guessous et al. 2005
schon, dass die Stimulation monozytischer Zellen mit LPS oder Shigatoxin zur Freisetzung von
Chemokinen wie IL-8 fiihrt, wodurch die Bildung von Monozyten-Plattchen-Aggregaten eigent-
lich geférdert wird'?. Es ist also anzunehmen, dass das hohe Absterben der Zellen im Rahmen
der Inkubation und LPS-Stimulation den eigentlich zu erwartenden Effekt der Zunahme von Mo-
nozyten-Plattchen-Aggregaten maskiert. Das Absterben der Zellen wurde ebenfalls von Ponath
et al. beobachtet, diese fiihrten den Tod der Monozyten auf die Produktion reaktiver Sauer-
stoffspezies durch aktivierte Makrophagen und neutrophile Granulozyten wahrend der Inkuba-
tion zurtick'?’.
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Ein weiterer Aspekt, der unter entziindlichen Bedingungen untersucht wurde, ist die Expression
von Oberflachenrezeptoren auf der Oberflaiche der Monozyten. Hier wurde keine Differenzie-
rung der Subpopulationen vorgenommen. Wie auch von Lichte et al. und Juffermans et al. schon
beobachtet, fiihrt eine LPS-Stimulation der Monozyten zu einer Zunahme der Expression von
CD11b auf ihren Oberflichen?®?°, CD11b initiiert die Produktion von TNF-a, sodass eine LPS-
Stimulation mit einer vermehrten TNF-a-Produktion einhergeht!®. So zeigte sich im Rahmen
dieser Arbeit auch eine vermehrte Expression von CD18 nach LPS-Stimulation. Da CD11b und
CD18 ein gemeinsames Integrin darstellen, ist auch hier auf eine vermehrte TNF-a-Produktion
zu schlieRen™®, LFA-1 zeigte sich auch nach LPS-Stimulation vermehrt exprimiert, dies konnte
zwar in der Literatur nicht bestatigt werden, jedoch konnten Mentzer et al. eine vermehrte LFA-
1 Expression durch IFN-y nachweisen®*!, sodass sich méglicherweise schlussfolgern lasst, dass
LFA-1 infolge eines unspezifischen proinflammatorischen Stimulus vermehrt exprimiert wird.
LFA-1 beteiligt sich unter anderem an der Bindung von Monozyten an T-Zellen und der T-Zell-
Aktivierung®®? und trigt mit diesem Mechanismus zur Bekdmpfung von pathogenen Erregern
bei. ICAM-1 wird ebenfalls durch LPS-Stimulation verstarkt exprimiert, dies wurde bereits 1997
von Heinzelmann et al. beobachtet!3. ICAM-1 ist an der Zell-Adh3sion von Monozyten an en-
dotheliale Zellen — und somit an der Zellmigration — beteiligt'*#'3>, Somit I4sst sich schlussfol-
gern, dass unter entziindlichen Bedingungen eine verstarkte ICAM-1-vermittelnte Zelladhasion
und -migration stattfindet. Flir CD40 liel8 sich in dieser Arbeit kein konkreter Effekt unter einer
LPS-Stimulation verzeichnen. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass eine LPS-Stimulation
eine vermehrte CD40-Expression bewerkstelligen kann'*¢'%”_ CD40 kann eine T-Zell-Aktivierung
ermoglichen, es ist aber auch an der Sekretion von IL-12 beteiligt, wodurch z.B. die Differenzie-
rung der T-Zellen zu CD4* T-Zellen aktiviert wird'*®. Somit ist auch CD40 von essenzieller Bedeu-
tung in einer entziindlichen Situation des Korpers. Die Expression von PSGL-1 nimmt nach LPS-
Stimulation deutlich ab, hier korreliert die Dauer der Exposition mit LPS auch mit der Abnahme
von PSGL-1. Wie zuvor schon erldutert ist PSGL-1 der Hauptmediator in der Bindung von Mo-
nozyten und Plattchen. Die Abnahme der Expression von PSGL-1 ist womoglich damit zu begriin-
den, dass die Bindungsstellen durch P-Selektin der Plattchen infolge einer vermehrten Bindung
von Monozyten an Plattchen bereits besetzt sind. Ein anderer Erklarungsansatz wurde von Da-
venpeck et al. im Jahre 2000 vorgeschlagen. Hier wird suggeriert, dass die verminderte Expres-
sion von PSGL-1 an einer Ablosung der Oberflachenrezeptoren von der Oberflache der Monozy-
ten liegt’*°. Dem wiirde jedoch entgegenstehen, dass in der Literatur eine vermehrte Bindung
von Monozyten and Plattchen unter LPS-Stimulation nachgewiesen wurde, diese ware ohne
PSGL-1 gar nicht erst moglich.

Zuletzt wurde untersucht, ob es nach LPS-Stimulation zu einer vermehrten Phagozytose durch
Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate kommt. Diese Analyse fiir beide Monozyten-
subpopulationen getrennt durchgefiihrt. Eine verstarkte Phagozytose nach LPS-Stimulation
konnte hier nicht festgestellt werden, es zeigte sich im Gegenteil eher eine Abnahme der Pha-
gozytose von PFCs, welche jedoch auch schon nach einstiindiger Inkubation ohne LPS ersichtlich
war und so womoglich erneut auf das starke Absterben der Zellen zuriickzufiihren ist. Die pha-
gozytotische Funktion von Monozyten unter entziindlichen Bedingungen ist auch in der Literatur
weitgehend unerforscht, Karsulovic et al. beschrieben 2021 eine vermehrte Phagozytose der
klassischen Monozyten nach LPS-Stimulation°. Es ist jedoch auch erwdhnenswert, dass Baran
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et al. schon 1996 beobachteten, dass Monozyten nach der Phagozytose von Bakterien nach 2-4
Stunden eine Apoptose durchlaufen!*! und somit nicht auszuschlieRen ist, dass es sich nach der
Phagozytose von anderen Partikeln und Substanzen ahnlich verhalt. Zudem ist das zur Stimula-

tion genutzt LPS ebenfalls ein Bestandteil bakterieller Zellwinde'*

und wird womoglich ebenso
von den Monozyten phagozytiert*, dies kénnte auch den Tod der Zellen in vitro induzieren und
erschwert eine eindeutige Aussage Uber die funktionellen Kapazitaten von Monozyten unter

entziindlichen Bedingungen.

6.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen zu Monozyten-Plattchen-Aggregaten
hinsichtlich ihrer Morphologie und Funktion unter gesunden und entziindlichen Bedingungen
durchgefiihrt. Zuerst wurde ein Protokoll zur zuverldssigen, kontaminationsfreien Darstellung
der drei Monozytensubpopulationen entwickelt. Die Nutzung von CD11b, CD14, CD16 und MHC-
Il erlaubt eine verlassliche Methode zur durchflusszytometrischen Untersuchung der Monozy-
tensubpopulationen, welche eine essenzielle Grundlage fir weiterfiihrende Analysen zur weite-
ren Erforschung der Relevanz und Funktion dieser ist. Eine zusatzliche Farbung der Zellen gegen
CDA41 erlaubt die Darstellung der Monozyten-Plattchen-Aggregate fiir jeweils jede Subpopula-
tion. Die Interaktion konnte auch anhand eines Modells mittels THP-1 Zellen in vitro sowohl
durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Hier konnte
nicht abschlieend nachgewiesen werden, ob ein stimulierter Zustand der THP-1 Zellen oder
Plattchen fir die Aggregatbildung von groRerer Relevanz ist. Aullerdem wurden die Oberfla-
chenrezeptoren beider Interaktionspartner untersucht, hier zeigte sich insbesondere ein Anstieg
von P-Selektin auf der Oberflache der Thrombozyten nach Aktivierung dieser mittels ADP. CD40L
und ICAM-1 konnten gar nicht nachgewiesen werden, wahren CD41 konstitutiv nachweisbar
war. GPlIb/llla konnte durch ADP-Aktivierung der Plattchen hochreguliert werden. Fiir die Mo-
nozyten wurden die Oberflachenrezeptoren nach ihren Subpopulationen getrennt untersucht,
hier konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen plattchenungebundenen und plattchenge-
bundenen Monozyten detektiert werden. Weiterhin wurde die Phagozytosefahigkeit der Zellen
untersucht, es zeigte sich hierbei ein Anstieg der Phagozytose von Perfluorkarbon-Nanoemulsi-
onen plattchengebundener Monozyten in allen drei Subpopulationen. Die Aufnahme von Per-
fluorkarbon-Nanoemulsionen konnte auch fluoreszenzmikroskopisch im THP-1-Zell-Modell
nachgewiesen werden, hier stellte sich eine starkere Phagozytose seitens der Plattchen als der
THP-1 Zellen dar. Dies sollte kiinftig auch quantitativ verifiziert werden. AbschlieBend wurden
die Monozyten und Monozyten-Plattchen-Aggregate unter entziindlichen Bedingungen nach
LPS-Stimulation betrachtet, diese Untersuchungen gestalteten sich aufgrund einer Veranderung
in der Expression von CD14 und CD16 nach LPS-Stimulation duRert schwierig. Zukiinftig sollte
ein Protokoll etabliert werden, welches die Expression dieser beiden Oberflachenrezeptoren
aufrechterhalten kann, sodass vergleichbare Analysen zwischen normalen und entziindlichen
Bedingungen ermdglicht werden kénnen. Es wurde eine alternative Methode, die CCR2 und
MHC-II zur Detektion der Subpopulationen vorsieht, genutzt. Hier konnten keine relevanten Un-
terschiede in der Verteilung der Subpopulationen detektiert werden, es wurde lediglich eine
Abnahme der Aggregatbildung und Aufnahme von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen beobach-
tet, welche sicherlich mitunter auf das starke Absterben der Zellen wahrend der Inkubation zu-
rickzufiihren ist. Seitens der Monozyten zeigte sich eine Zunahme der Expression von CD11b,
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CD18, LFA-1 und ICAM-1 nach LPS-Stimulation, wahrend PSGL-1 — passend zur zunehmenden
Expression von P-Selektin auf den Thrombozyten — abnahm. Die Relevanz und Ubertragbarkeit
der Ergebnisse einer in vitro Stimulation auf die in vivo Situation des Organismus, wie z.B. im
Rahmen einer akuten Sepsis, bleibt unbeantwortet und bedarf weiterer Untersuchungen. Es
lasst sich jedoch zusammenfassend sagen, dass Monozyten-Plattchen-Aggregate im entziindli-
chen Zustand sowohl morphologischen als auch funktionellen Veranderungen insbesondere im
Hinblick auf die Phagozytose und Expression verschiedenster Oberflachenmarker unterliegen.
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