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1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung des Immunsystems in der Karzinogenese

Das Immunsystem ist ein komplexes System aus zelluldiren und humoralen
Komponenten, die den Organismus vor Infektionen und Mikroorganismen schiitzen. Die
Einteilung des Immunsystems erfolgt in die angeborene und die adaptive Immunabwehr,
welche gemeinsam die effektive Elimination von Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten
gewihrleisten.(26) Die angeborene Immunabwehr besteht unter anderem aus
phagozytéren Zellen, welche nach Kontakt mit einem Pathogen Entziindungsmediatoren,
Zytokine und Chemokine produzieren. Wahrend die angeborene Immunantwort wenige
Minuten nach Infektionsbeginn reagiert und die direkte Zerstérung des Pathogens zum
Ziel hat, setzt die adaptive Immunantwort nach Stunden bis Tagen ein und fiihrt {iber die
Antikorperproduktion zur Bildung eines immunologischen Geddchtnisses, welches teils
zu lebenslanger Immunitét fiihrt.(90) Neben der Abwehr von Mikroorganismen und der
Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase ist das Immunsystem allerdings auch an der
Entstehung und Fortschreiten von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen,

allergischen Reaktionen oder Tumorerkrankungen beteiligt.(90)

Die physiologische Funktion des Immunsystems fiir Tumorerkrankungen liegt in der
Kontrolle und Elimination von entarteten Tumorzellen.(141) Dieser Prozess wird auch
als  immunosurveillance bezeichnet.(90) Die Tumorzellen entgehen dieser
Immunreaktion, indem sie neue Mutationen generieren, ihre Antigenpréisentation und die
Expression von human leucocyte antigen (HLA) auf der Zelloberflache verdndern und
dadurch nicht mehr erkannt werden.(90) Tumorzellen schaffen sich eine
immunsuppressive Umgebung, welche die Komponenten des Immunsystems hemmt,
unter anderem durch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine, wie Interleukin 10
(IL-10) und tumor growth factor [ (TGF-B).(42) Durch die Expression
immunmodulatorischer Molekiile wie programmed cell death ligand 1 (PD-L1), auch als
Immuncheckpoint-Molekiile bezeichnet, werden zytotoxische Immunreaktionen
gehemmt.(67) Weitere tumor escape mechanisms entstehen durch immunologische und

molekulare Verdnderungen in der unmittelbaren Umgebung des Tumors.(141)



1.1.1. Tumor microenvironment

Die Tumorumgebung (engl. tumor microenvironment) ist ein Schliisselfaktor der
Immunevasion von Tumorzellen.(141) Die unmittelbare Tumorumgebung entsteht als
Resultat aus der Interaktion von Tumorzellen und dem umgebenden Gewebe, vermittelt
durch Zytokine und andere regulatorische Faktoren.(112) Ein Merkmal des tumor
micorenvironment ist die Entstehung chronischer Inflammation als Reaktion auf das
Tumorwachstum. Die Inflammation fiihrt zu DNA-Schidden und Dysregulation von
Wachstumssignalen, was wiederum die Entstehung und Proliferation maligner Zellen
fordert.(14) Verdnderte Zytokinkonzentrationen im tumor microenvironment filhren zu
einer Dysbalance inflammatorischer Signale und zur Aktivierung fiir das Zellwachstum

essenzieller Signalwege.

1.1.2. Immunzellen im ftumor microenvironment

Das tumor microenvironment ist durch eine massive Infiltration mit Immunzellen der
angeborenen und erworbenen Immunabwehr gekennzeichnet.(141) Interessanterweise
beeinflussen Anzahl, Typ und Lokalisation der Immunzellen die Prognose der
Tumorerkrankungen.(7,110,141) Immunzellen kénnen sowohl tumorférdernde als auch
tumorunterdriickende Funktionen ausiiben. Die komplexe Interaktion der verschiedenen
Immunzellen fiihrt schlieBlich zu einer wechselseitigen Gestaltung der Tumorumgebung,

die die Immunevasion von Tumorzellen erleichtert.(76)

Im Folgenden soll die Rolle ausgewéhlter Immunzellen im tumor microenvironment
exemplarisch dargestellt werden. Eine Vielzahl von Lymphozytenpopulationen
akkumulieren in der unmittelbaren Tumorumgebung. CD8-positive-T-Lymphozyten sind
als zytotoxische Zellen der adaptiven Immunabwehr maBgeblich an der direkten
Zerstorung von Tumorzellen beteiligt. Im tumor microenvironment sind ihre Funktionen
héufig unterreprisentiert, was unter anderem an einer geringen Antigenprasentation und
dadurch verminderter Aktivierung liegt.(67,141) Ein Subtyp der T-Helferzellen,
sogenannte regulatorische T-Zellen (Tregs), werden vermehrt ins Tumorgewebe
rekrutiert.(67) Wiahrend zytotoxische T-Zellen die Effektorzellen der Immunreaktion
gegen Tumorzellen sind, entfalten einige T-Helferzellen hingegen eine

immunsuppressive Funktion und fiihren zu Immuntoleranz, indem sie die Funktionen



anderer Immunzellen hemmen.(42) Die Adressierung von tumorspezifischen Tregs ist
Gegenstand verschiedener Studien.(74,127) Natiirliche Killerzellen konnen Tumorzellen
an verdnderten Oberflichenantigenen erkennen und eliminieren. Im Tumorgewebe sind
sie hdufig unterreprasentiert oder funktionell eingeschrinkt.(142) Mpyeloid-derived
supressor cells (MDSCs) sind unreife, myeloide Stammzellen, die sich im tumor
microenvironment ansammeln. Vor allem der Phanotyp der CD11-positiven M-MDSCs
fordert die Entstehung eines immunsuppressiven Milieus und hemmt zytotoxische
T-Zellen.(67) MDSCs koénnen sich zu TAMs differenzieren. Sie produzieren eine
Vielzahl immunsuppressiver Substanzen wie Arginase 1, Nitritoxide (NO), reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und Prostaglandin-E2 (PGE-2).(96) Weiterhin unterstiitzen sie
die Differenzierung von CD4-positiven Lymphozyten zu Tregs. Die Rolle von
Tumor-assoziierten Neutrophile (TANSs) fiir das Tumorwachstum ist zweischneidig. Die
Polarisation in N1 und N2-Neutrophile wird zur Beschreibung der gegensétzlichen
Funktionen verwendet.(167) TANSs sezernieren Chemokine wie CC-Chemokin-Ligand-2
(CCL2) und CCLI17, die wiederum andere Immunzellen wie TAMs in die
Tumormikroumgebung rekrutieren.(167) Sie fordern die Vaskularisierung und den
Gewebeumbau von Tumorgewebe.(67) Trotz antiinflammatorischer Eigenschaften im
tumor microenvironment scheinen die tumorfordernden Effekte von TANs zu
iiberwiegen.(76) Therapeutische Strategien zielen daher zunehmend die Modulation oder

Reprogrammierung von TANs ab.(67)

1.1.3. Tumor-assoziierte Makrophagen

1.1.3.1. Makrophagenfunktion

Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems. Als Teil des
mononukledr-phagozytiren Systems stammen sie von myeloiden Stammzellen und im
Blut zirkulierenden Monozyten ab. Makrophagen fungieren als Kontrollinstanz zur
Eliminierung von Mikroorganismen und sind damit fiir eine effektive Immunabwehr
unerldsslich.(90) Zu ihren Aufgaben gehoéren unter anderem die Phagozytose von
Fremdpartikeln, die Modulation der Immunantwort und die Aufrechterhaltung der
Gewebehomoostase.(23,133) Fiir die Phagozytose und zahlreiche andere Funktionen
besitzen = Makrophagen  Oberflichenrezeptoren,  wie  beispielsweise  den

Mannose-Rezeptor CD206 zur Erkennung von pathogenen Bestandteilen und



Antigenen.(155) Weitere Oberflichenmarker wie CD80 und CDS86 dienen als
kostimulatorische Molekiile bei der Antigenprdsentation und Interaktion von

Makrophagen mit anderen Immunzellen.(155)

Die Funktionen von Makrophagen sind eng mit der Produktion von Zytokinen verkniipft.
Durch die Produktion von Zytokinen wie IL-10, IL-6 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), sowie Chemokinen und ROS regulieren sie inflammatorische und
antiinflammatorische Vorgénge. Unter den proinflammatorischen Zytokinen spielt IL-13
eine bedeutende Rolle, da es als Schliisselregulator die Sekretion weiterer
Entziindungsmediatoren und die Aktivierung endothelialer Zellen vermittelt.(32) Die
Synthese von IL-1B erfolgt als inaktives Pro-Zytokin, das erst nach Stimulation
inflammasomvermittelter Signalwege — etwa durch Pathogen-assoziierte Molekiile wie

LPS und ATP — proteolytisch aktiviert wird.(83)
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Abbildung 1: Schematischer Uberblick der Makrophagenfunktion. Unter
entziindlichen Bedingungen konnen zirkulierende Monozyten in das Gewebe rekrutiert
werden und dort zu Makrophagen differenzieren. Diese dienen als antigenprasentierende
Zellen und konnen im Gewebe Mikroorganismen und Zelldebris durch Phagozytose
entfernen. Zusdtzlich haben sie ausgepridgte immunmodulatorische Funktionen und
produzieren antimikrobielle Substanzen. Eigene Darstellung auf Grundlage von
(133,155). Abkiirzungen: IGF-1 = [nsuline-like growth factor 1, iNOS = induzierbare
NO-Synthase, MMPs = Matrix-Metallo-Proteinasen, PPRs = Pattern-Recognition-Rezeptoren, ROS =
Reaktive Sauerstoffspezies, TGF-B = Transforming growth factor beta, TLRs = Toll-Like-Rezeptoren,
VEGF = Vascular endothelial growth factor.

Makrophagen zeichnen sich durch ihre hohe Plastizitit aus. In Reaktion auf
Umgebungssignale konnen sie unterschiedliche Funktionszustinde einnehmen und ihren
Phénotyp verdndern. Entsprechend besitzen Makrophagen eine zweischneidige Rolle fiir
die Inflammation und damit assoziierten Erkrankungen.(17) Durch die Sekretion
inflammatorischer Zytokine und die Rekrutierung anderer Immunzellen tragen
Makrophagen zur Initiation der lokalen Immunantwort und Bekidmpfung von

Tumorzellen bei.(34) Gleichzeitig kommt den Makrophagen aber auch eine



gewebeerhaltende Funktion zu. Durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie
insuline growth factor 1 (IGF-1) oder vascular endothelial growth factor (VEGF) werden
Zellproliferation, Geweberegeneration und Angiogenese gefordert.(133) Die Produktion
von Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) fiihrt zu Gewebeumbau und kann die Integritét
der Basalmembran beeinflussen.(133) Auch die Migration von Immunzellen wird
dadurch vereinfacht. Eine Dysregulation zwischen proinflammatorischen und
regenerativen Funktionen von Makrophagen ist mit andauernder Inflammation und

Entstehung von Tumorerkrankungen assoziiert.(1)

1.1.3.2. Makrophagenpolarisation

Makrophagen werden héufig in die Subgruppen M1- oder M2-Makrophagen unterteilt.
Die MI1/M2-Nomenklatur ist eine abstrakte FEinteilung, um die gegensitzlichen
Funktionen von Makrophagensubtypen fiir physiologische und pathologische Prozesse
zu beschreiben. Die Polarisation in die Phanotypen M1 und M2 findet als Reaktion auf
verschiedene Umgebungssignale, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Pathogene,
geschiddigte Zellen oder metabolische Verdnderungen, statt.(91,139) Sie umfasst
Unterschiede auf transkriptioneller Ebene, in der Oberflaichenmarkerexpression und in

zahlreichen zelluldren Funktionen.(17,139)

M1-Makrophagen (auch ,klassisch aktiviert genannt) verstirken die Immunantwort
gegen Pathogene und kdnnen das Wachstum von Tumorgewebe hemmen.(17) Sie kdnnen
durch  Signale  wie  Lipopolysaccharide  (LPS), Interferon-y  (IFN-y),
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und TNF-a polarisiert
werden.(23) M2-Makrophagen (auch ,alternativ aktiviert® genannt) besitzen
immunsuppressive Eigenschaften, haben aber auch Funktionen fiir Wundheilung und
Gewebereparatur.(151) Sie sind somit stirker an der Auflosung der Inflammation
beteiligt. Zu den Signalen der M2-Polarisation zihlen IL-4, IL-10, IL-13 und der
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF).(84,101) Abbildung 2 =zeigt die
Funktionen und molekularen Marker, die in der Literatur fiir die Differenzierung

zwischen M1- und M2-Makrophagen herangezogen werden.

Die Unterscheidung zwischen M1- und M2-Makrophagen verdeutlicht zwar wichtige
funktionelle Unterschiede, die klassische MI1/M2-Nomenklatur bildet jedoch die



Plastizitét von Makrophagen nur unzureichend ab.(101,118) Die
Makrophagenpolarisation ist vielmehr ein dynamischer und reversibler Prozess zwischen
den beiden Extremen M1 und M2. Um dieser funktionellen Vielfalt besser gerecht zu
werden, werden insbesondere die M2-Makrophagen in der Literatur hdufig weiter in die

Subtypen M2a, M2b, M2¢ und M2d unterteilt.(28,59,97)
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Eigenschaften von M1- und M2-Makrophagen

®

M1-Makrophagen M2-Makrophagen

Funktionen

’ Verstarkung der Immunantwort ‘ Auflésung inflammatorischer Prozesse

‘ Sekretion von Wachstumsfaktoren,

’ Sekretion antimikrobieller Substanzen Férderung der Zellpraliferation

H der Zellproliferati
e e ’ Gewebeumbau, Wundheilung ‘

’ Tumorsuppression ‘ ’ Tumorférdernde Eigenschaften ‘

Aktivierungssignale

LPS, IFN-y, GM-CSF, TNF-a ’ IL-4, IL-10, IL-13, M-CSF ‘

Oberflachenmarker

] CD80, CD86, CD68, CD40, CD38 \ | CD163, CD206, CD200R |

Sezernierte Zytokine, Chemokine und weitere Substanzen

] TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 \ ] IL-10, IL-4, TGF-B \
CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCL8, CXCLO, ] CCR2, CXCR1, CXCR2 \
CXCL10

Arg1, VEGF, PDGF, IGF, MMP2, Fibronectin,
ROS, iNOS Ornithin

Abbildung 2: Spezifische Eigenschaften von MI1- und M2-Makrophagen.
M1-Makrophagen regen inflammatorische Vorginge an, sezernieren
proinflammatorische Zytokine und hemmen die Proliferation von Tumorzellen.
M2-Makrophagen hingegen l6sen inflammatorische Reaktionen auf, dienen der
Gewebereparatur ~ und  konnen  das  Tumorwachstum  fordern.  Beide
Makrophagensubtypen werden durch bestimmte Umweltsignale aktiviert und sezernieren
immunwirksame Substanzen, Zytokine und Chemokine. Die Einteilung in M1- und
M2-Makrophagen ist eine plastische Beschreibung gegensitzlicher
Makrophagenufunktionen.(23,101,139) Abkiirzungen: Argl = Arginase-1, CCR = Chemokin
C-C motifreceptor, CD = Cluster of differentiation, CXCL = C-X-C motif chemokine ligand, GM-CSF
= Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor, IGF = Insuline like growth factor, IFN-y =
Interferon-y, IL = Interleukin, iNOS = induzierbare NO-Synthase, LPS = Lipopolysaccharide, M-CSF
= Macrophage Colony-Stimulating Factor, MMP2 = Matrix Metallopeptidase 2, PDGF =

platelet-derived growth factor, ROS = Reaktive Sauerstoffspezies, TGF-B = Tumor growth factor f3,
TNF-a = Tumor-Nekrose-Faktor-a.
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1.1.3.3. Einfluss von TAMs auf die Tumorprogression

Makrophagen machen bis zu 50 % der Immunzellen im tumor microenvironment aus und
beeinflussen die dort stattfindenden Signalwege.(23) Die als Tumor-assoziierte
Makrophagen (TAMs) bezeichneten Immunzellen tragen zum prognostischen und

klinischen Outcome vieler Tumorerkrankungen bei.(59,144,159)

Monozyten werden durch inflammatorische Signale - darunter Zytokine, Chemokine
sowie durch Gewebeschiddigung freigesetzte Faktoren - ins Tumorgewebe rekrutiert, wo
sie sich zu TAMs differenzieren. Dort konnen sie durch Phagozytose,
Antigenprésentation und Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen die antitumorale
Immunantwort steuern.(76) Allerdings wird TAMs eine eher tumorférdernde Funktion
zugeschrieben. TAMs sezernieren Wachstumsfaktoren und Zytokine, die fiir
Zelliiberleben und Zellproliferation der Tumorzellen sorgen.(17) Sie registrieren
hypoxische Signale der Tumorumgebung und sezernieren darauthin Faktoren, die die
Angiogenese begiinstigen.(60) Durch die Sekretion von VEGF-C und VEGF-D wird
zusitzlich die Lymphangiogenese beeinflusst.(17) Von Makrophagen sezernierte MMPs,
Urokinasen und Plasmin filhren zu Gewebeumbau und Transformation der
Extrazelluldirmatrix.(84) Dadurch wird die Migration von Tumorzellen und Immunzellen
vereinfacht.(23) Neben dem direkten Einfluss von TAMs auf das Tumorzellwachstum
besitzen die Zellen eine Schliisselrolle fiir die Gestaltung des immunologischen tumor
microenvironment. Sie konnen weitere Immunzellen ins Tumorgewebe rekrutieren, die

wiederum das Tumorwachstum fordern.(12,84)

Auch TAMs werden nach der M1/M2-Nomenklatur eingeteilt. Es wird angenommen,
dass TAMs durch ihre immunsuppressiven und die Zellproliferation foérdernden
Eigenschaften dem M2-Subtyp entsprechen.(110) Allerdings konnten auch fiir den
M1-Subtyp typische Charakteristika von TAMs nachgewiesen werden.(16) Die
Einteilung in das M 1/M2-Kontinuum wird dem Phénotyp von TAMs somit nicht gerecht.
Die plastischen Zellen konnen in Reaktion auf Signale aus der Tumorumgebung
vielfiltige, funktionelle Stadien einnehmen.(17,143) Es gibt Hinweise darauf, dass TAMs
an der Resistenz von Tumoren gegeniiber systemischen und Immuntherapien
mitwirken.(95,131) In welchem Ausmall TAMs an der Therapieresistenz beteiligt sind,

und welche Mechanismen dahinterstehen, bleibt offen. Eine tiefgreifendere
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Untersuchung der Makrophagenpolarisation in Interaktion mit den anderen Bestandteilen
des tumor microenvironment ist daher ein wichtiger Schritt zum besseren Verstindnis der

Funktion von Makrophagen fiir die Tumorprogression und Therapieresistenz.

®

Tumor-assoziierte

Makrophagen
Protumorale Funktionen Antitumorale Funktionen
Fordern der Tumorzellproliferation (Sekretion Hemmen des Zellwachstums durch
von Wachstumsfaktoren) Sekretion proinflammatorischer Substanzen

(z.B. IL-1B, ROS)

Angiogenese (VEGF, VEGF-C, VEGF-D)

Rekrutierung zytotoxischer Immunzellen

Gewebeumbau, Migration von Tumorzellen
(Plasmin, Urokinase, MMPs)

Abbildung 3: Tumor-assoziierte Makrophagen. TAMs fordern die Tumorprogression
verschiedener solider Tumore. Sie nehmen eine zentrale Rolle fiir Tumorzellproliferation,
Angiogenese und Metastasierung, sowie Gestaltung eines immunsuppressiven tumor
microenvironment ein. TAMs nehmen durch Rekrutierung zytotoxischer Immunzellen
auch an der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort teil. Eigene Darstellung auf
Grundlage von (103,165). Abkiirzungen: IL-18 = Interleukin-1B, MMPs =

Matrix-Metallo-Proteinasen, ROS = Reaktive Sauerstoffspezies, VEGF = Vascular endothelial
growth factor.

1.2. Das hepatozelluliire Karzinom

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ist der hdufigste priméire Lebertumor und weltweit
die dritthdufigste krebsassoziierte Todesursache.(124) Zu den Risikofaktoren des HCC
zdhlen die chronische Hepatitis B und C, dthyltoxische Leberschiden,
Stoffwechselerkrankungen und seltener die Exposition gegeniiber leberschddigenden
Substanzen.(69) Gerade in westlichen Lindern steigt die Inzidenz metabolischer
Fettlebererkrankungen als Risikofaktor fiir die Entwicklung des HCC.(124) Das HCC
entsteht fast ausschlieBlich auf dem Boden einer chronischen Entziindung des
Lebergewebes, welche zu wechselnden Zyklen aus Gewebeschdden und regenerativem
Gewebeumbau fiihrt.(109,153) Daher gilt das HCC als klassisches Beispiel fiir

Inflammations-assoziierte Tumorentstehung. Die chronische Inflammation fiihrt zur
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Infiltration des Lebergewebes mit Immunzellen und einer Dysbalance aus
inflammatorischen Signalen.(112) Daher eignet sich das HCC als Modell zur

Untersuchung von Immunzellfunktionen und deren Rolle fiir Tumorerkrankungen.

Risikofaktoren des HCC

= HCV

= ALD
HBV
MASH/MASLD
Andere

Gesunde Leber Leberzirrhose HCC

Abbildung 4: Risikofaktoren fiir die Entwicklung von HCC in Zentraleuropa. Die
zugrundeliegenden FErkrankungen konnen mit oder ohne Entwicklung einer
Leberzirrhose zu einem HCC fiihren. Das relative Risiko ein HCC zu entwickeln,
unterscheidet sich je nach zugrundeliegender Erkrankung und ist bei chronischer
Hepatitis-C-Infektion und begleitender Leberzirrhose am hochsten. Andere = U.a.
Speicherkrankheiten, Alpha-1-Antitrypsin-Mangel, Hdmochromatose, Konsum von
Aflatoxinen und anderen leberschidigenden Substanzen. Die GrdéBenverhédltnisse der
dargestellten Risikofaktoren dienen der schematischen Veranschaulichung und stellen
keine exakten epidemiologischen Hiufigkeiten dar.(85,134) Abkiirzungen: ALD =
Alcoholic  liver disease;, HBV = Chronische Hepatitis-B-Infektion, HCV = Chronische
Hepatitis-C-Infektion;, MASH = Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis; MASLD =
Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease.
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Bei Diagnosestellung befindet sich bereits ein GroBteil der Patientinnen und Patienten
mit HCC in fortgeschrittenen Tumorstadien, in denen keine kurativen oder chirurgischen
Behandlungsoptionen in Betracht kommen.(68) Lange Zeit war eine systemische
Therapie mit dem Multikinaseinhibitor Sorafenib die einzige verfiigbare
Erstlinientherapie in diesen Stadien. Seit 2020 wurden jedoch mehrere immunbasierte
Therapeutika fiir das HCC zugelassen, die im Vergleich zur bisherigen Standardtherapie
mit Sorafenib eine signifikante Verldngerung des Gesamtiiberlebens zeigen. Unter
anderem wurde die Kombination aus dem PD-LI-Inhibitor Atezolizumab und dem
VEGF-Inhibitor Bevacizumab zur Erstlinientherapie des HCC zugelassen.(38,129)
Dariiber hinaus zeigte die Kombination der Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab
(PD-1-Antikérper) und Ipilimumab (CTLA-4-Antikorper; CTLA = cytotoxic
T-lymphocyte-associated ~ Protein ~ 4) in  klinischen  Studien  langlebige
Ansprechraten.(150) Weitere Therapeutika, u. a. die Kombination aus Tremelimumab
und Durvalumab zeigen Wirksamkeit in Phase-III-Studien.(3) Die Erfolge mit
immunbasierten Therapien beim HCC verdeutlichen die Bedeutung der Immunforschung
fir die Entwicklung weiterer, effizienterer Therapiestrategien. Trotz intensiver
Forschung und neuer Therapieansitze sprechen einige Patienten nicht auf die
systemischen Therapien an, die lediglich in palliativer Intention zum Einsatz kommen.
Dies konnte an den heterogenen, genetischen und molekularen Verdanderungen des HCC
liegen.(109) Die Entschliisselung der immunologischen Zusammenhidnge im HCC und
die Rolle von Immunzellen wie TAMs konnten zu neuen Erkenntnissen im Hinblick auf

die Uberwindung der Therapieresistenz fiihren.

1.2.1. Das Tumormilieu im hepatozelluliiren Karzinom

Die inflammatorischen Verdnderungen in der Mikroumgebung des HCC haben eine
Auswirkung auf Initiation, Progression und Therapieansprechen der Erkrankung.(70)
Neben genetischen Verdanderungen und dysregulierten Signalwegen ist vor allem die
andauernde Inflammation und die Infiltration mit Immunzellen fiir die schlechte Prognose

der Erkrankung verantwortlich.(7,110,112)
TAMs machen den groBiten Anteil der Immunzellen im tumor microenvironment des

HCC aus.(30) Sie haben eine Auswirkung auf die klinisch-pathologischen Eigenschaften
des HCC und sind generell mit einer schlechten Prognose assoziiert.(31,33,107,123) In
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bisherigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die mit M2-Merkmalen
ausgestatteten TAMs die Zellproliferation und Invasivitit des HCC fordern.(148,151)
TAMs tragen auBlerdem zur Entstehung und Aufrechterhaltung einer immunsuppressiven
und wachstumsfordernden Umgebung im HCC bei.(18) Von TAMs produzierte Zytokine
wie IL-10, TNF-o und IL-1f fiihren iiber die Hemmung von zytotoxischen Immunzellen
und Aktivierung inflammatorischer Signalwege zur Erhaltung einer immunsuppressiven
Umgebungsreaktion.(83,135) TAMs interagieren mit anderen Immunzellen im
Tumorgewebe und inhibieren dadurch die gegen das HCC gerichtete Immunantwort.(31)
Sie nehmen damit eine Schliisselfunktion fiir die Immunevasion der Tumorzellen ein.
Eine Entschliisselung der Interaktion zwischen HCC-Zellen und TAMs, sowie der
Makrophagendifferenzierung konnte zu neuen Ansdtzen fiir immunmodulatorische

Therapien im HCC fiihren.

Die Zytokine IL-6, TGF-B, IL-10 und TNF-a sind im HCC hochreguliert.(138,160)
Verdnderte Zytokinkonzentrationen fiihren zu einer Dysbalance inflammatorischer
Signale. Sie sind in unterschiedlichem Ausmall mit einer immunsuppressiven
Tumorumgebung und Invasivitdt des HCC assoziiert.(78,108) Neben Zytokinen fiihrt
auch die vermehrte Produktion von ROS zum Fortschreiten der malignen Entartung von
Hepatozyten.(112) ROS sind freie Radikale oder andere Molekiile, die sich zu solchen
umwandeln konnen. In bestimmten Konzentrationen tragen ROS zu einer normalen
Zellfunktion bei, eine zu hohe Produktion von ROS fiihrt allerdings zu oxidativem
Stress.(131) So genannte ROS-Fénger besitzen die Fahigkeit, grole Mengen an ROS zu
binden und dadurch deren funktionellen Einfluss zu minimieren.(95) Hierzu zihlen unter
anderem N-Acetylcystein, o-Tocopherol und MnTBAP, die iiber unterschiedliche
Mechanismen zur Reduktion oxidativer Prozesse beitragen.(95,99) ROS gelten als
Mediatoren der inflammatorischen Leberschidigung, welche die Grundlage der
Hepatokarzinogenese darstellt.(106,154) In hohen Konzentrationen konnen sie
Signalwege einleiten, die wiederum die Angiogenese, Zellproliferation und
Metastasierung des HCC beeinflussen kénnen.(145,171) Im HCC koénnen TAMs durch
ROS ins Tumorgewebe rekrutiert werden.(8) TAMs selbst konnen durch einen positiven
Verstirkungsmechanismus eine hohe Menge an ROS produzieren und damit die
Rekrutierung weiterer Immunzellen férdern. Dadurch wird die Zusammensetzung des

tumor microenvironment verandert. Inwiefern die Veranderung der ROS-Konzentration
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die Funktion von Immunzellen in der Mikroumgebung des HCC beeinflusst, ist allerdings

unklar.

1.3. Herausforderungen in der experimentellen Erforschung von

Tumor-Immunzell-Interaktionen

Das Verstindnis der Interaktion zwischen Tumorzellen und Immunzellen ist
entscheidend fiir die Entwicklung immunbasierter Therapiestrategien sowie fiir das
Verstindnis von Tumorgenese und Chemotherapieresistenz von Tumoren. Allerdings
steht die Erforschung der Interaktion vor mehreren Herausforderungen. Unter anderem
ist die Verwendung von Tiermodellen fehleranféllig und liefert aufgrund artspezifischer
Unterschiede haufig nur eingeschrénkt {libertragbare Ergebnisse.(89,135) Auch in vitro
fehlt es haufig noch an standardisierten und vergleichbaren Forschungsergebnissen. Die
Etablierung eines geeigneten Versuchssettings, das reproduzierbare mechanistische
Untersuchungen zu den Tumor-Immunzell-Interaktionen erlaubt, ist somit entscheidend
fiir das Verstdndnis dieser Wechselwirkungen. Es miissen geeignete translationale und

somit auf die klinische Situation anwendbare Modelle gefunden werden.

1.3.1. Methodische Ausgangslage der Makrophagendifferenzierung

Um die Interaktion zwischen Immunzellen und Tumorzellen zu untersuchen, sind
funktionell geeignete Immunzellen erforderlich. Ein hdufig verwendetes Modell zur
Untersuchung der Interaktion von Makrophagen mit Tumorzellen ist die
in-vitro-Differenzierung von TAMs aus Monozyten.(102,171) Hierfiir werden
in-vitro-Zellinien wie die Zelllinie THP-1 verwendet.(4) THP-1-Zellen stellen eine
homogene und plastische Zellpopulation dar, die auf Umgebungsbedingungen und
Differenzierungssignale sensitiv reagiert und somit als Modell fiir die
Makrophagendifferenzierung geeignet sind.(4) Zur ndheren Abbildung der
in-vivo-Situation kommen auch von Spendern gewonnene periphere Blutmonozyten
(peripheral blood mononuclear cells = PBMCs) zum Einsatz.(128) Die experimentellen
Bedingungen fiir die Differenzierung von THP-1-Zellen sind teilweise etabliert, weisen
aber dennoch deutliche Unterschiede in den Versuchsprotokollen auf. Verwendung und
Konzentration der Differenzierungssubstanzen, die Dauer der Differenzierung und die

Methodik zur Identifizierung der Makrophagenphénotypen variieren erheblich zwischen
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den Differenzierungsprotokollen. Tabelle 1 erwdhnt wichtige Versuchsprotokolle und
fasst die hiufigsten Unterschiede der einzelnen Versuchsschritte zusammen. Die
dargestellte Heterogenitét der Protokolle verdeutlicht das Fehlen eines standardisierten

Ansatzes zur Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen.
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Tabelle 1: Protokolle zur Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen

Versuchsschritt

Unterschiede in den Protokollen

1 Behandlung der
Monozyten mit PMA
(Phorbol 12-myristat
13-acetat)

Variation der PMA-Konzentration

- 5ng/ml, ca. 8 nmol/l (39,54,100)

- 25 ng/ml, ca. 40 nmol/l (11)

- 125 ng/ml, ca. 200 nmol/I (11,28)

- bis zu 180 ng/ml, ca. 300 nmol/I (159)

2 Dauer der
PMA-Behandlung

Dauer der PMA-Behandlung
- 6h(137,148)

- 24h(11,44)

- 48 h (105)

- 72 h(28,62,63)

- Bis 14 Tage (39)

Einflihren einer Ruhephase nach PMA-Behandlung fiir
- 24h(44,62,63)

- 48h(39)

- 72 h oder linger (11)

3 Differenzierung der
Makrophagensubtypen

Untersuchung der Makrophagensubtypen

- Fokus liegt auf der Untersuchung von nur MO- oder
M1-Makrophagen (20,28,65)

- Differenzierung von M1- und M2-Makrophagen im
Vergleich (11,54,62,97,105)

Unterschiedliche Differenzierungssubstanzen fiir
M2-Makrophagen

- IL-4und IL-13 (11,44,54,97)

- NurIL-4 (39)

- IL-10 oder TGF- (11,20,118,156)

4 Dauer der
Makrophagen-
differenzierung

Dauer der Behandlung mit den Differenzierungssubstanzen
- 16h(137,148)

- 24h(63,118)

- 48h(118)

- 72h (44,105)

5 Analyse der
differenzierten
Makrophagen

Methodische Untersuchung der Makrophagensubtypen

- Verwendung von einzelnen Oberflichenmarkern
(137,148,164)

- Verwendung von vier bis fiinf verschiedenen
Oberflachenmarkern (11,39,54,118)

- Untersuchung mit mehreren ergdnzenden Methoden
wie FACS (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung),
Zytokinsekretion oder morphologischer Beurteilung
(28,44,54)
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1.4. Zielsetzung

Das Ziel dieser Promotion ist die Etablierung eines geeigneten Protokolls zur
Makrophagendifferenzierung aus monozytiren THP-1-Zellen. Dieses Protokoll ist eine
wichtige Voraussetzung, um Tumor-Immunzell-Interaktionen in vitro zu untersuchen.
Hierbei wurde insbesondere Wert auf die Charakterisierung der Makrophagen anhand
ihrer Oberflachenmarkerexpression und Zytokinproduktion gelegt. Das etablierte System
soll zukiinftigen Untersuchungen der unterschiedlichen Makrophagensubtypen und deren
Interaktion mit humanen HCC-Zelllinien, sowie Bestandteilen des tumor
microenvironment dienen. Diese Arbeit soll nicht nur ein reproduzierbares
in-vitro-Modell zur Differenzierung von Makrophagen in M1- und M2-Subtypen aus
humanen THP-1 Zellen entwickeln, sondern auch erste Fragen zum Verstindnis der
Makrophagendifferenzierung und Interaktion mit humanen HCC-Zelllinien beantworten:
- Exprimieren in vitro differenzierte M1- und M2-Makrophagen reproduzierbar
unterschiedliche Zytokinlevel und Oberfldchenmarker?
- Konnen ROS-Modulatoren die Makrophagen, die Tumorzellen und deren
Interaktion beeinflussen?
- Beeinflussen M1- und M2-Makrophagen das Wachstum und die Proliferation von
HCC-Zellen?
Diese Arbeit soll die Grundlage fiir weitere Forschungsarbeiten und Experimente an
TAMs bilden und damit zum Verstindnis von Tumor-Immunzell-Interaktion beitragen.
Die Charakterisierung von Zellen im tumor microenvironment kann langfristig dieses

Tumormilieu und im Speziellen TAMs als neues Therapieziel identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Laborgeriite

Bezeichnung

Hersteller

Axiocam 305 Color
(Mikroskopie-Kamera)
CO2-Inkubator (Heracell Vios 1601)

BD FACS Verse™
Fluoreszenzmikroskop (mit Olympus
CMAOD Aufsatz)

FluoStar

Optima® - Mikrotiterplatten-Photometer

Lichtmikroskop BX51

Mikroskop Laborlux D
Mikroskop-Objektivadapter
Multipipette® M4
Neubauer-Zahlkammer, Tiefe: 0,1 mm
0,0025mm?

Pipette Pipetman 10-100

Pipetus®

Pipetten (Pipette Reference®, 0,5-10,
10-100, 100-1000)
Sicherheitswerkbank Zellkultur Class 11
ENA 2

Ultraschallbad Sonorex Super RK102H
Vortex Mixer REAX 2000

Waage

Wasserbad

Zentrifuge (Rotina 420 R)

Carl-Zeiss-Mikroskopie, Jena,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Walthams,
Massachusetts, USA

BD Biosciences, New Jersey, USA
Zeiss, Leipzig, Deutschland

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland

Olympus, Tokyo, Japan

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Solomark, Yuyao, Zhejiang, China
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Laboroptik, Friedrichsdorf, Deutschland

Gilson, Middleton, WI, USA
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nuaire, Plymouth, MN, USA

Bandelin, Berlin, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Mettler, Toledo

Koéttermann, Uetze/Héanigsen,
Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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Zentrifuge (Rotina 38R) Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

Hilfsmittel Hersteller

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
12-Well-Platten (CELLSTAR®

Zellkultur Multiwellplatte)

Deutschland

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

&-Well-Zellkulturkammern

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
96-Well-Platten

Deutschland

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Eppendorf-Gefilie (steril, 0,5 ml, 1,5 ml)

Deutschland
Filter (steril, 0,22 pm) Merck, Darmstadt, Deutschland
Parafilm (Laboratory film)

Bemis, Neenah (USA)
Verschlussfolie
Pipettenspitzen: 20 pl, 200ul, 1000ul Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (fiir Pipettus, 5 ml, 10 ml,  Cellstar, Greiner Bio-one,

25 ml) Frickenhausen, Deutschland
Pipettenspitzen (Multistep-Pipette): 0,5 Eppendorf AG, Hamburg, Germany
ml, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml

Zellkulturflaschen fiir adhdrente Zellen Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,

(75 ml) Deutschland
Zellkulturflaschen fiir Suspensionkulturen Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
(75 ml) Deutschland

Zentrifugationsrohrchen (steril, 15 ml, 50
ml)
Cellstar tube®

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland




Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Accutase

Alpha-Tocopherol (Reinheit > 95,5 %)
Gelost in 99,8 % Ethanol

Aqua destillata

BzATP (2°(3°)-O-(-benzoyl-
benzoyl)ATP-Tritethylammonium-Salz
BD Cytoperm/CytofixTM

BD Perm/WashTM

BSA

DMSO: Dimethylsulfoxid

Ethanol (CoH2OH) > 99,9 %, p.a.

FCS: Foetal calf serum

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulsung
H»0 (Aqua, destilliert)

IFN-y (human)

IL-13 (Human IL-13)

IL-4 (rekombinant human IL-4)
Isopropanol > 99,9 %, p.a.

Lipopolysaccharid (E. coli O111:B4)
Lipopolysaccharid (E. coli 026:B6)
May-Griinwalds Eosin-
Methylenblauldsung, modifiziert
MnTBAP (Mn(IlI)tetrakis(4-benzoic-
acid)porphyrin Chloride)

Cell Proliferation Kit (MTT)
N-Acetyl-L-cysteine

Geldst in Aqua zur Erstellung von 100
mM-NAC-Losung

Merck, Sigma-Aldrich
Merck, Sigma-Aldrich

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Jena Bioscience, Jena, Germany

BD Biosciences, Franklin Lakes, New
Jersey, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Sigma-Aldrich

Capricorn, Ebsdorfergrund, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
R&D Systems

Peprotech (Thermo Fisher Scientific)
Peprotech (Thermo Fisher Scientific)
Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Calbiochem®

Merck, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
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Natriumpyruvat

Nigericin (nigericine sodium salt)
Gelost in Ethanol (EtOH)?

PBS - Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline

Penicillin/Streptomycin

Phorbol-12-myristat-13-acetat(PMA)
(4B,90,128,130,20-pentahydroxytiglia-
1,6-dien-3-one-12B-myristate13-
acetate; 12-O-tetradecanoy|phorbol13-
acetate)

Propidiumiodid-Losung
Trypanblau-Losung (0,4 %)

TrypLE™ Express

Zellkulturmedium - DMEM Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, HEPES,
GlutaMax Supplement

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

GibcoTM Life Technologies, Thermo
Fischer Scientific

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Germany

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Sigma-Aldrich

GibcoTM Life Technologies (Thermo
Fischer Scientific)

GibcoTM Life Technologies, Thermo

Fischer Scientific

Tabelle 5: Antikorper fiir die Messungen mit FACS BDVerse™

Marker Fluorochrom Clone  Hersteller
Human CD14 FITC MSE2  BD Pharmingen™
Q
§D Human CD38 Pe-Cy7 HIT2 BD Pharmingen™
‘€ Human CD80 FITC BB1 BD Pharmingen™
<
& Human HLA-DR  PerCP-Cy5.5 1243  BD Biosciences
.2 Human CD206 PE 19.2 BD Pharmingen™
=
E Human CD86 PE 2331 BD Pharmingen™
2 Human CD11c¢c APC B-ly6  BD Pharmingen™
S Human PE/PerCP/Cy5.5/APC HBl15e  BD Biosciences
20 CD86/CD209/CD83
0]
=
(2 Human CD200R BV421 OX-108 BioLegend
£ Human CDI163 PE GHI/61 BD Pharmingen™



Human CD36
Human CCR7
Human CD16
Mouse-IgG2a, k
Mouse-IgG1, «
Mouse IgM, «
Mouse [gG2a,
Mouse-IgG1, k

Mouse BALB/c

IgGl1, x

Mouse BALB/c

IgGl1, x

Mouse IgG1, x
Mouse IgG1, x

ég’ Mouse BALB/c
£ IgGl1, x

E Mouse IgM, k
5 Mouse BALB/c
% IgGl1, x

% Mouse IgGl,

PerCP-Cy
APC

PE

FITC
Pe-Cy7
FITC
PerCP-Cy5.5
PE

PE

APC

PerCP-Cy5.5

PerCP-Cy5.5
APC

PE

NLO7
2-L1-A
3G8

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BioLegend

BD Pharmingen™

BioLegend

BD Pharmingen™

BD Biosciences

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BD Pharmingen™

BD Biosciences

BioLegend

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BD Pharmingen™

Tabelle 6: ELISA-Kits (Human Quantikine ELISA R&D Systems® a biontech®
brand, Minneapolis, MS, USA)

Zytokine Artikelnummer
Human IL-6 Cat#D6050
Human IL-10 Cat#D1000B
Human TGF-f -1 Cat# DB100B
Human IL-1p / IL-1F2 DuoSet Cat#DY201
Human TNF-a Cat#DTAO00D
Human CCL18/PARC Cat#DCL180B
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2.2. Zellkulturen

Humane, monozytire THP-1-Zellen wurden von der German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures bezogen und dienten der Untersuchung von
Monozyten- und Makrophagenfunktionen. Die Monozyten wurden als Suspensionszellen
in den Zellkulturflaschen inkubiert. Fiir die Untersuchung von Leberkrebszellen wurden
die humanen Hepatoma-Zelllinien Huh7- und HepG2-Zellen verwendet. Beide Zelllinien
wurden von der JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank) des
National Institute of Biomedical Innovation, Health and Nutrition erworben. Die Zellen

wachsen adhédrent als Monolayer am Boden der Zellkulturflaschen.

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM, Gibco, high glucose). Das Medium wurde mit 10 % FCS (50 ml), 1 %
Natriumpyruvat (5 ml) und 1 % PenStrep (Penicillin + Streptomycin, 5 ml) versetzt. Die
Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit 25 ml Kulturmedium im Inkubator bei 37°C und
5 % COz kultiviert. RoutinemiBig erfolgten fotografische Kontrollen der Zellkultur mit
einem Handyaufsatz flirs Mikroskop (Solomark®). Der Mediumwechsel und das
Umsetzen (Passagieren) in neue Zellkulturflaschen erfolgte bei allen Zelllinien in einem
Abstand von drei oder vier Tagen. Die adhdrent wachsenden Huh7- und HepG2-Zellen
wurden passagiert, sobald der Boden der Zellkulturflasche zu 80 — 90 % bewachsen war.
Adhidrente Huh7- und HepG2-Zellen wurden vor der Zellzdhlung bei 37°C fiir sieben
Minuten mit 5 ml Accutase pro Zellkulturflasche inkubiert und damit vom Boden der
Zellkulturflasche gelost. Die korrekte Ablosung der Zellen wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 5 ml DMEM-Medium gestoppt und
die Zellen in Suspension in einen Falcon tiberfiihrt. THP-1-Zellen in Suspensionskultur
wurden direkt in Falcons iiberfiihrt und fiir die Zellzdhlung vorbereitet. Je nach Versuch
wurden die Zellen in einer Dichte von 3 x 10 Zellen pro Zellkulturflasche ausgesit. Alle

Zelllinien wurden maximal bis zur 25. Passage verwendet.
Zur Bestimmung der Zellzahl erfolgte die Farbung von 10 pl Zellsuspension mit 90 pl

Trypanblau. Die mikroskopische Zellzdhlung wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer

durchgefiihrt (sieche Abbildung 5).
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Vitale Zellen in den aufieren 4 Eckquadranten
/ 4 (Mittelwert aus allen Quadranten)

x 2 (Verdunnungsfaktor von Trypanblau / Zellsuspension)

x 10* (Faktor der Neubauer Zahlkammer)

= Zellzahl pro ml

Abbildung 5: Zellzihlung mit Neubauer Zihlkammer. Hierfiir wurden die Zellen in
den duBleren vier Quadranten gezdhlt und die Anzahl durch vier geteilt. Nach
Verrechnung der ermittelten Zellzahl mit dem Verdiinnungsfaktor 10 und dem Faktor der
Neubauer Zéhlkammer (10%) ergibt sich als Ergebnis die Zellzahl/ml.

2.3. Differenzierung von THP-1-Zellen in verschiedene Makrophagensubtypen

Es erfolgte die in-vitro-Differenzierung der Makrophagen in die Phédnotypen M0, M1 und
M2. Da fiir die Differenzierung von THP-1-Zellen zu Makrophagen eine Vielzahl
unterschiedlicher Protokolle beschrieben ist, wurden in dieser Arbeit die
Versuchsbedingungen variiert, um ein stabiles und reproduzierbares Protokoll zu

etablieren (siche Tabelle 1).

Im Rahmen des Versuchsdesigns wurden folgende Parameter variiert:

- Zelldichte der THP-1-Zellen (Aussiden von 0,3 x 10° und 0,5 x 10° Zellen/Well)

- PMA-Konzentration (50 nmol/l und 100 nmol/l)

- Einfiihren einer Ruhephase von 24 h in DMEM-Medium nach der Behandlung mit
PMA

- Dauer der Inkubation mit Differenzierungsmedien (48 und 72 h)

- Konzentrationen des Differenzierungsstimulus IL-4 (20 ng/ml und 40 ng/ml)

- Bestimmung verschiedener Oberflichenmarker mittels Durchflusszytometrie
(Fluorescence-activated cell sorting, FACS)

- Bestimmung verschiedener Zytokine mittels enzymgekoppeltem
Immunadsorptionstest (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)

- Bestimmung der Zytokinkonzentration in den Zellkulturiiberstanden nach 24, 48 und

72 h

27



Nach  Optimierung der Versuchsbedingungen wurde ein standardisiertes
Differenzierungsprotokoll etabliert. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,3 x 10°
Zellen/Well pro 1 ml DMEM-Medium in 12-Well-Platten ausgeséit und mit 50 nmol/l
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert. Die Inkubation erfolgte iiber 24 h bei
37°C und 5 % CO,. AnschlieBend erfolgten ein Mediumwechsel und eine weitere
Inkubation von 24 h in DMEM-Medium. Ein Teil der THP-1-Zellen wurde ohne Zugabe
weiterer Stimulanzien inkubiert. Diese unbehandelten THP-1-Zellen werden als
MO-Makrophagen bezeichnet. Die Polarisation zu M1-Makrophagen erfolgte durch die
Zugabe von 10 ng/ml LPS (E. coli O111:B4) und 10 ng/ml IFN-y. Die Polarisation zu
M2-Makrophagen erfolgte durch die Zugabe von 20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml IL-13. Zur
Kontrolle der korrekten Differenzierung wurden eine lichtmikroskopische Beurteilung
der Morphologie, FACS-Messungen zur Detektion von Oberflichenmarkern sowie ein

ELISA zur Messung der Zytokinkonzentration durchgefiihrt.
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Abbildung 6: Darstellung des Ablaufs der Makrophagendifferenzierung aus
THP-1-Zellen. THP-1-Zellen werden an Tag 1 ausgesdt und mit 50 nmol/l PMA
behandelt. An Tag 2 erfolgt ein Mediumwechsel und die Inkubation fiir 24 h in
DMEM-Medium. An Tag 3 erfolgt die Differenzierung in verschiedene
Makrophagensubtypen mit 10 ng/ml IFN-y und 10 ng/ml LPS zur Differenzierung in
M1-Makrophagen und mit 20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml IL-13 zur Differenzierung in
M2-Makrophagen. An Tag 6 wurden die Zellen lichtmikroskopisch beurteilt und im
FACS und ELISA genauer charakterisiert. Ein Teil der Zellen wurde anschlieend
verwendet, um die Interaktion zwischen Makrophagen und HCC-Zellen zu untersuchen.

2.3.1. Fixierung und Firbung der Makrophagen zur morphologischen
Beurteilung

Die THP-1-Zellen wurden auf einem 8-Well-Kammerobjekttrager (chamber slides,
Sarstedt®) mit einer Dichte von 0,1 x 10% Zellen/Well ausgesit und entsprechend dem
Differenzierungsprotokoll ~ behandelt. Nach  einem  Waschdurchgang  mit
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) erfolgte die Behandlung mit 500 pl
4,2%-iger Paraformaldehyd-Losung (Cytofix/Cytoperm®), um die Zellen auf dem
Objekttrager zu fixieren. Die Zellen wurden 20 Minuten auf Eis inkubiert und im
Anschluss ein weiteres Mal mit PBS gewaschen. Der Objekttriger wurde luftgetrocknet

und bei 4°C bis zur Férbung gelagert. Zur morphologischen Beurteilung wurden die
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Zellen mit einer Pappenheim-Fiarbung behandelt. Dabei handelt es sich um eine
Kombination aus Farbemethoden nach May-Griinwald (Farbung fiir drei Minuten, 500
ul/Well) und einer weiteren Féarbung nach Giemsa (Féarbung fiir 15 Minuten bei einer
Verdiinnung von 1:20, 500 pul/Well). Zwischen den Farbungen wurden die Zellen fiir vier
Minuten mit 500 pl destilliertem Wasser gereinigt. Der Objekttriger wurde fiir weitere
30 Minuten luftgetrocknet. Die differenzierten Zellen auf dem Objekttriger wurden mit
einem  Fluoreszenz-Mikroskop  (Olympus CMAOD  Aufsatz, Zeiss) bei
10.000 - 20.000-facher Vergroerung morphologisch beurteilt und fotografiert. Die
Bildverarbeitung erfolgte mit der ZEN-Software (SP2, 2012, blue edition) nach Anleitung

des Herstellers.

2.3.2. Bestimmung der Oberflichenmarkerexpression mit FACS

FACS basiert auf dem Verfahren der Durchflusszytometrie. Es ist ein lasergestiitztes
Verfahren, welches einzelne Zellen anhand ihrer spezifischen Zelleigenschaften
analysieren kann. Dabei fliet eine Zellsuspension durch ein Messgerit, das sogenannte
Durchflusszytometer. Die einzelnen Zellen werden mit einem Laser bestrahlt und anhand
ihrer ZellgréBe im forward scatter (FSC, Lichtstreuung in Vorwértsrichtung) sowie ihrer
Zellgranularitdt im side scatter (SSC, Lichtstreuung zur Seite) beurteilt.(120) Zusitzlich
konnen Oberflichenmerkmale der Zellen durch Firbung mit fluoreszierenden

Antikorpern detektiert werden.

Die differenzierten THP-1-Zellen wurden mit Farbstoff-gekoppelten Antikorpern fiir
bestimmte Oberflichenantigene (siche Tabelle 7) gefirbt. Die Uberstinde wurden
verworfen und es erfolgte ein Waschdurchgang mit 1 ml PBS. Um die Zellen vom Boden
der Well-Platten zu 16sen, wurden sie fiir sechs Minuten mit 500 pl TrypLE®/Well bei
37°C inkubiert. Die entstandene Zellsuspension wurde mit PBS versetzt, in einen Falcon
iiberfiihrt und bei 100 g (g = MaB fiir Zentrifugationsbeschleunigung) und 4°C fiir sieben
Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden gezdhlt und fiir die Farbung mit einer
Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml pro Rohrchen vorbereitet. Die Zellproben wurden
mit 1 ml FACS-Puffer (95 % PBS + 5 % BSA = bovine serum albumine) pro Zellprobe
gewaschen und bei 500 g und RT (Raumtemperatur) fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der
zellfreie Uberstand wurde verworfen und die Zellproben erneut in 400 ul FACS-Puffer
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gelost. Von der entstandenen Einzelzellsuspension wurden jeweils 100 pl in die

Polystyrolrohrchen iiberfiihrt.

Fiir die Farbung der Zellen mit den einzelnen Antikérpern wurden Mischungen aus
mehreren Antikorper-Farbstoff-Kombinationen erstellt und getestet. Abhéngig von der
Empfehlung des Herstellers variierte die Menge der Antikdrper-Losung zwischen 3 und
5 ul pro Test. Die Menge der Antikorper-Losung wurde mit der Anzahl an zu testenden
Zellproben multipliziert. Die fertiggestellten Antikorper-Losungen wurden griindlich
gemischt.  Tabelle 7 zeigt die fiir die Messungen verwendeten

Antikorper-Farbstoff-Kombinationen.

Tabelle 7: Verwendete Antikorper-Farbstoff-Kombinationen zur Detektion von
Oberflichenmarkern

Panel Oberflachenmarker Fluorochrom Menge
Panel 1 Human CD80 FITC 5ul
Human CD38 Pe-Cy7 Sul
Human CD86 PE 3ul
Human CD209 PerCP-Cy5.5 3ul
Human CD83 APC 3ul
Panel 2 Human CD206 PE 5ul
Human HLA-DR PErcP-Cy5.5 Sul
Human CD11c APC Sul
Human CD163 PE Sul
Human CD38 Pe-Cy7 3ul
Panel 3 Human CD14 FITC 5ul
Human CD16 PE Sul
Human CD36 PerCP-Cy Sul
Human CCR7 APC Sul
Human CD200R BV421 3ul

Je 100 pl der Zellsuspension wurde mit der Antikdrper-Losung gemischt. Die
Zell-Antikorper-Mischung wurde fiir 20 Minuten bei 4°C und Dunkelheit inkubiert. Nach
der Inkubation erfolgte ein weiterer Waschgang mit 300 pl FACS-Puffer, um die nicht
gebundenen Antikorper zu entfernen. Es folgte eine Zentrifugation bei 250 g und RT fiir
6 Minuten. Die gefiarbten Zellproben wurden zur Vorbereitung der Messungen mit 300
pl  Fixierlosung (PBS und 1 % PFA) vorbereitet. Bis zur Messung im
Durchflusszytometer wurden die Zellen im Dunkeln bei 4°C gelagert. Ein Teil der
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Zellproben  wurde im  gleichen  Schritt mit der korrespondierenden
Antikorper-Isotyp-Kontrolle  inkubiert. Die Isotypen-Kontrollen dienten als
Negativkontrolle zur Detektion unspezifischer Antikorperbindungen. Die einzelnen
Zellproben und ihre Oberflichenmarkerexpression wurden mit dem BD FACSVerse™
Gerét (BD Biosciences®) bei einer Detektion von mindestens 10.000 Ereignissen pro

Zellprobe gemessen.

Die Analyse der Messergebnisse erfolgte mit der FlowJo Software® (Version 10.8.1).
Die Messergebnisse der einzelnen Zellproben wurden anhand von FSC-A (Forward
scatter) und SSC-A (Side scatter) in einem Diagramm visualisiert. Das erste Gating
erfolgte unter Verwendung des Polygon-gate-tools und Einschluss der Zellen anhand
ihrer Grof8e und Granularitit. Somit lieBen sich die vitalen Monozyten einschlieBen. Der
Einfluss des Zell-Debris wurde dadurch minimiert. Im Folgenden wurden die
ausgewdhlten Zellen anhand ihrer Oberflichenmarkerexpression als Histogramm
dargestellt. Die weitere Darstellung erfolgte in einem Dot-Plot-Diagramm unter
Vergleich zweier verschiedener Oberflichenmarker. Quadratische Gates (Rectangular
gates) wurden  verwendetet, um die  Zellpopulationen anhand  ihrer
Oberflichenmarkerexpression ~ zu  differenzieren @ und den  Anteil  der
Oberflaichenmarker-exprimierenden Zellen zu ermitteln. Die Expression der
Oberflachenmarker wurde als prozentualer Anteil der

Oberflachenmarker-exprimierenden Zellen an der gesamten Zellprobe angegeben.

2.3.3. Bestimmung der Zytokinproduktion mittels ELISA

Um die Zytokinproduktion von differenzierten THP-1-Zellen zu quantifizieren, wurde
ein ELISA verwendet (siche Abbildung 7). Die Bestimmung der Zytokinproduktion von
MO-, M1- und M2-Makrophagen erfolgte zur funktionellen Charakterisierung der
differenzierten THP-1-Zellen.(15,170)
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Abbildung 7: Bestimmung der Zytokinproduktion im Zelliiberstand mittels
Enzyme-linked immune staining assay (ELISA). Schematische Darstellung der
Funktionsweise eines ELISA. Ein Antikdrper bindet spezifisch an das gesuchte Antigen.
Ein zweiter Antikorper, welcher enzymatisch an einen Farbstoff gekoppelt ist, bindet an
den ersten Antikorper. Anhand des entstandenen Fluorochrom-Farbstoffes kann die
Zytokinkonzentration im Uberstand fluoreszenzbasiert gemessen werden.

Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die Makrophagen (siehe 2.3.) mit 1 ml
DMEM-Medium gewaschen und mit 1 ml frischem DMEM-Medium inkubiert. Der
Uberstand wurde nach 24, 48 und 72 h entnommen, bei 500 g und RT fiir 8 Minuten
zentrifugiert. Je 200 — 500ul der Uberstinde wurden bis zu den ELISA-Messungen bei —
20°C gelagert.

Die Konzentration der Zytokine IL-6, IL-10, TGF-f, IL-1p, TNF-a und CCL18 wurden
mit kommerziell erhiltlichen Quantikine-ELISA-Kits von R&D Systems® quantifiziert.
Die ELISA-Kits wurden gemifl den Herstellerangaben verwendet. Das Kit enthielt
bereits mit dem Antikorper beschichtete Mikrotiterplatten. Die Standardlosung wurde
entsprechend der Anleitung verdiinnt. Acht Wells mit absteigender Konzentration der
Standardlésung dienten der Erstellung einer Standardkurve als Referenzwerte fiir die
Messungen. Die Absorption des entstandenen Farbstoffs wurde bei einer Wellenldnge
von 450 nm mit dem FluoStar Optima Mikroplatten-Reader® gemessen und mit der

FluoStar Optima Software® ausgewertet.
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2.3.4. Behandlung der differenzierten THP-1-Zellen mit inflammatorischen
Stimuli

Eine weitere funktionelle Untersuchung der differenzierten Makrophagen erfolgte durch
die Bestimmung der IL-1B-Freisetzung. Hierzu wurden die IL-1B-Sekretion aus
monozytdren THP-1-Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli voraktiviert und
anschlieBend mit einer zweiten inflammatorischen Substanz stimuliert.(19). Die
Behandlung mit LPS diente dabei als erster Stimulus fiir die intrazelluldre Produktion von
bioinaktivem Pro-IL-1B, welches in den Zellen verbleibt. Durch die Behandlung mit
einem zweiten Gefahrenstimulus in Form von ATP oder Nigericin wurde die

Prozessierung und Sekretion des gereiften IL-1p eingeleitet.(19,119)

Die differenzierten THP-1-Zellen wurden fiir fiinf Stunden mit 1 pg/ml LPS (E.coli
025:B6) behandelt und bei 37°C inkubiert. Danach wurde ein Teil der Zellen fiir 40
Minuten mit 100 pmol/l BZATP (2°/3°-O-(4-benzoylbenzoyl) Adenosin-5’-Triphosphat,
Tri(Triethylammonium)-Salz) oder 50 umol/l Nigericin behandelt. Nach der Stimulation
und Inkubation wurden die Well-Platten bei 500 g und 4°C fiir acht Minuten
abzentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde fiir die ELISA-Messungen abgenommen
und bis zur Messung bei —20°C gelagert. Als Kontrolle diente der Uberstand von

differenzierten THP-1-Zellen ohne zuséitzliche Stimulation.

2.4. Untersuchung des Einflusses von ROS-Fingern auf die Differenzierung von
THP-1-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurden verschiedene
antioxidative Substanzen verwendet. Durch die Verwendung der ROS-Fanger sollte der
Einfluss von ROS auf die Polarisation wiahrend der Versuche minimiert werden. Fiir die
Versuche wurden die antioxidativ wirksamen Substanzen N-Acetylcystein, a-Tocopherol
und das Superoxiddismutase-Mimetikum Manganese(Ill) tetrakis(4-benzoic acid)

porphyrin chloride (MnTBAP) verwendet.

Die Makrophagendifferenzierung erfolgte gemil dem hier etablierten Protokoll zur
Differenzierung aus THP-1-Zellen. Am zweiten Tag der Differenzierung wurde nach der
Behandlung mit PMA das Medium gewechselt und 10 mmol/l N-Acetylcystein, 50
pmol/l a-Tocopherol oder 100 pmol/l MnTBAP hinzugefiigt. Die Substanzen wurden in
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DMEM-Medium geldst und je 1 ml der Mischung pro Well auf die Zellen gegeben. Es
folgte eine 24-stiindige Inkubation. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml
DMEM-Medium gewaschen und gemiB3 dem Protokoll in die Makrophagensubtypen
differenziert. Parallel zur Makrophagendifferenzierung unbehandelter THP-1-Zellen
erfolgte die Bestimmung der Oberflichenmarkerexpression im FACS und die Messung

der Zytokinkonzentration mit ELISA.

2.5. Verwendung von konditionierten Medien zur Untersuchung der
Interaktion zwischen HCC- und THP-1-Zellen

Um den Einfluss der sezernierten Substanzen von differenzierten Makrophagensubtypen
zu testen, wurden konditionierte Medien verwendet. Als konditionierte Medien werden
Zellkulturiiberstinde bezeichnet, die sezernierte Substanzen, wie Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren enthalten. Die THP-1-Zellen wurden nach dem
Standard-Differenzierungsprotokoll (siehe 2.3) ausgesit und behandelt. Im Anschluss an
die Differenzierung wurden die Uberstinde verworfen, die Zellen mit 1 ml
DMEM-Medium gewaschen und anschlieend fiir weitere 24, 48 und 72 h mit 1 ml
frischem DMEM-Medium inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden die
Uberstéinde entnommen und bei 500 g fiir 8 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Die konditionierten Medien wurden zur Inkubation der HCC-Zelllinien Huh7 und HepG2

verwendet.

2.5.1. Bestimmung der Zellviabilitit mit dem MTT-Assay

Der MTT-Assay beruht auf der Verstoffwechslung des Tetrazoliumsalzes
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazoliumbromid. Mithilfe dieses Verfahrens
kann die Zellviabilitdt und -proliferation in einer Zellprobe eingeschitzt werden. Das
Tetrazoliumsalz wird von den mitochondrialen Dehydrogenasen lebendiger Zellen
verstoffwechselt. Dabei entsteht das lila Formazan-Produkt, dessen Menge direkt
proportional zur  Anzahl stoffwechselaktiver ~ Zellen ist und im

Fluoreszenz-Mikroplattenreader quantifiziert werden kann.(29)

Zur Durchfiihrung wurde das MTT-Kit der Firma Roche® verwendet. Fiir den Versuch
wurden 6.800 Zellen/Well auf einer 96-Well-Platte ausgesit und bei 37°C und 5 % CO:
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fir 24 h mit 100 pul Kulturmedium inkubiert. Die adhédrent gewachsenen Huh7- und
HepG2-Zellen wurden mit 100 ul DMEM-Medium gewaschen. AnschlieBend wurden sie
mit 100 ul des Uberstandes von differenzierten M0-, M1- und M2-Makrophagen
behandelt. Verwendet wurden die Uberstéinde der Makrophagen nach 24, 48 und 72 h.
Die Kontrollgruppe wurde mit 100 pl DMEM-Medium inkubiert. Die Inkubation mit den
konditionierten Medien erfolgte iiber einen Zeitraum von 48 h. Die Durchfiihrung des
MTT erfolgte anhand der Angaben des Herstellers. Die Uberstéinde der 96-Well-Platte
wurden verworfen. Nach Zugabe von 10 pl der Losung 1 des Test-Kits (Tetrazolium-Salz
= 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-Bromid) wurden die Zellen
fiir 3 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul der
Losung 2 (DMSO = Dimethylsulfoxid) des Test-Kits. Nach weiteren 24 h Inkubation bei
37°C und 5 % CO; konnte die Absorption des entstandenen Formazan-Produkts
spektrophotometrisch im Mikroplatten-Reader (FluoStar Optima®) bei einer
Wellenlidnge von 570 nm bestimmt werden. Die Auswertung erfolgte mit der Software
FLUOstar OPTIMA®. Als Referenz wurde eine Wellenlinge von mehr als 650 nm
festgelegt.

2.5.2. Bestimmung des Zelltodes mit Propidiumiodid-Firbung im FACS

Um den Anteil toter gegeniiber lebender Zellen zu quantifizieren, wurden die Zellen mit
Propidiumiodid (PI) gefirbt und die PI-positiven Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. PI ist eine fluorogene Substanz, die die Fahigkeit besitzt, durch geschadigte
Zellmembranen einzudringen und mit der DNA im Zellkern zu interkalieren. Durch die
Expression des roten Farbstoffes konnen schnelle Riickschliisse auf den DNA-Gehalt von
Zellen und somit auch auf den Anteil apoptotischer Zellen einer Zellprobe gezogen

werden.(93)

Huh7- und HepG2-Zellen wurden mit einer Dichte von 100.000 Zellen pro Well und 1
ml DMEM-Medium in einer 12-Well-Platte ausgesit. Es folgte eine Inkubationszeit von
24 h, in der die Zellen anwachsen konnten. 1 ml des zellfreien Uberstands von
differenzierten THP-1-Zellen wurde als konditionierte Medien verwendet, um die
Huh7- und HepG2-Zellen fiir einen Zeitraum von 48 h zu inkubieren. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Huh7- und HepG2-Zellen. Die Huh7- und HepG2-Zellen wurden
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fiir die Firbung mit PI vorbereitet. Nach Entfernen der Uberstinde wurden die Huh7- und
HepG2-Zellen mit 200 pl Accutase® pro Well und Inkubation fiir flinf Minuten bei 37°C
vom Boden der Wells gelost. AnschlieBend wurde das Zellpellet unter Zugabe von 600
ul gekiihltem PBS resuspendiert und die vollstdndige Ablosung der Zellen mikroskopisch
kontrolliert. Die so entstandene Zellsuspension wurde in ein Falcon iiberfiihrt und bei 500
g und 4°C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen der Uberstiinde erfolgte die
Zugabe von 100 pl Propidiumiodid-Losung zur jeweiligen Zellprobe. Im néchsten Schritt
wurden die Zellen mit dem Vortexer gemischt und 15 Minuten lang im Dunkeln auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation des Gemisches aus
Zellproben und Propidiumiodid bei 500 g und 4°C fiir 5 Minuten. Die zellfreien
Uberstinde wurden verworfen und das Zellpellet mit 100 pl kaltem PBS pro Zellprobe
resuspendiert. Die Proben wurden bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert. Als
Positivkontrolle diente eine Zellprobe, deren Zellen durch Erhitzen abgestorben waren.

Eine Isotypenkontrolle wurde als Kontrolle der Autofluoreszenz eingesetzt.

Die Analyse der Messergebnisse erfolgte mit der FlowJo Software® (Version 10.8.1).
Die Messergebnisse der einzelnen Zellproben wurden anhand von FSC-A (Forward
Scatter) und SSC-A (Side Scatter) in einem Dot-Plot-Diagramm visualisiert. Im
Diagramm wurde der zelluldre Debris anhand des geringen Volumens und Fluoreszenz
ausgeschlossen. Die ndchste Darstellung erfolgte als Histogramm im PE-Channel zur
Darstellung PI-exprimierender Zellen. Die Pl-positiven Zellen lieen sich als eigenes
Signal abgrenzen. Diese wurden als prozentualer Anteil der gesamten Zellpopulation

ausgewertet.

2.6.  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel® und der
GraphPad-Prism-Software® (Version 9.5.1 fiir macOS). Alle graphischen Darstellungen
wurden mit der GraphPad-Prism-Software® erstellt. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgte unter Angabe des Mittelwerts + Standardabweichung. Zur Priifung auf
statistische Signifikanz wurde generell ein p-Wert von p < 0,05 festgelegt. Werte unter p
< 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Unter Verwendung des
Kolmogorov-Smirnov-Tests zur Priifung auf Normalverteilung war fiir die Ergebnisse

keine Normalverteilung anzunehmen. Es wurden nicht-parametrische Verfahren
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angewendet. Fiir den Vergleich von drei Versuchsgruppen untereinander erfolgte die
statistische Testung mit dem Kruskal-Wallis-Test. Um die Mittelwerte der einzelnen
Gruppen paarweise zu vergleichen, wurde der Kruskal-Wallis-Test um einen Dunn's-Test
zur Post-hoc-Analyse ergénzt. Die Testung der abhdngigen Stichproben erfolgte mit dem
Friedman-Test fiir drei Gruppen und dem Wilcoxon-Test fiir den Vergleich von zwei
Gruppen untereinander, jeweils mit Dunn’s-Test. Die Stichprobengrof3e (n-Zahl) bezieht
sich auf die Anzahl der Experimente. Die Daten des MTT-Assay wurden auf 100 %
normalisiert. Die Angabe zur Stichprobengrof3e der jeweiligen Experimente findet sich in
den Abbildungslegenden. Mit Ausnahmen von kontaminierten Versuchen fand keine

Entfernung von Ausreiflern statt.
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3. Ergebnisse

3.1. Protokoll zur Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen

Im ersten Teil dieser Promotionsarbeit wurde ein  Protokoll  zur
Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen etabliert. Um ein funktionierendes
Protokoll zu erstellen, wurden die Versuchsbedingungen variiert. Tabelle 8 bietet einen
strukturierten Uberblick iiber die in den einzelnen Versuchen identifizierten
Problembereiche und die entsprechenden Anpassungen in den einzelnen

Differenzierungsschritten.

Tabelle 8: Optimierung des Differenzierungsprotokolls fiir monozytire THP-1-Zellen

Versuchsschritt Ziel Probleme
1 Aussden der Erreichen eines Inhomogenes Zellwachstum,
THP-1-Zellen homogenen, hoher Anteil toter Zellen bei
subkonfluenten einer Zelldichte von 0,5 x 10°
Zellwachstums Zellen/Well

- Modifikation: Reduktion der Zellzahl auf 0,3 x 10° Zellen/Well

2 Behandlung mit PMA  Differenzierung der Hoher Anteil nicht-adhdrenter
Monozyten zu Zellen bei einer
MO-Makrophagen PMA-Konzentration von 100

nmol/l und Behandlungsdauer
von 48 h, geringe

morphologische Verwandlung

- Modifikationen:

- Verkiirzung der Behandlung mit PMA auf 24 h

- Einfiihren einer Ruhephase im Medium fiir 24 h
- Reduktion der PMA-Konzentration auf 50 nmol/l

3 Differenzierung in Erfolgreiche Keine ausreichende Expression
M1- und Differenzierung der von M2-Oberfldchenmarkern
M2-Makrophagen Makrophagenphénotypen  bei einer Behandlungsdauer

von 48 h, Induktion von
MI1-Markern durch 40 ng/ml
1L-4

- Modifikationen:
- Verldngerung der Differenzierung auf einen Zeitraum von 72 h
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- Festlegen der Konzentration von IL-4 auf 20 ng/ml

Analyse der Identifikation geeigneter Vielzahl moglicher
differenzierten Oberflachenmarker der Oberflachenmarker
Makrophagen Makrophagen (FACS)

- Modifikation: Ausprobieren verschiedener Oberflaichenmarker: CD80, CD86,
CD209, CD83, CD38, CD11¢c, HLA-DR, CD14, CD16, CD36, CD163, CD206,
CD200R, CCR7

Analyse der Identifikation geeigneter Vielzahl moglicher Zytokine
differenzierten Zytokine (ELISA)
Makrophagen

- Modifikation: Ausprobieren verschiedener Zytokine: TNF-a, IL-6, IL-10, CCL18,
TGF-B

Quantifizierung der Bestimmung des Niedrige Zytokinproduktion
Zytokin- Zeitpunkts mit der
Produktion hochsten

Zytokinproduktion

- Modifikation: Festlegung des Zeitpunktes der hochsten Zytokinkonzentration auf
24 h

Nach der Stimulierung mit PMA differenzierten sich die unreifen, monozytdren

THP-1-Zellen zu Makrophagen, die adhidrent am Boden der Well-Platten wuchsen. Die

lichtmikroskopische Kontrolle ihres Wachstumsverhaltens der mit PMA behandelten

THP-1-Zellen zeigte eine hohe Wachstumsdichte in ,,Zellhaufen. Daher wurde die

Zellzahl zu Versuchsbeginn auf 0,3 x 10 Zellen pro Well reduziert. Bei reduzierter
Zellzahl wuchsen die Zellen homogen am Boden der Wells (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Lichtmikroskopische Kontrolle des Wachstumsverhalten von aus
THP-1-Zellen differenzierten M0-Makrophagen. Fotografie der Zellkultur der mit
PMA behandelten THP-1-Zellen. Aufnahme nach Inkubation mit PMA fiir 24 h, iiber
einen Mikroskop-Objektivadapter (Solomark®) und ein Smartphone. Vergroflerung tiber
Lichtmikroskop x 100. (a) Zellzahl: 0,5 x 10° Zellen pro Well; (b) Zellzahl: 0,3 x 10°
Zellen pro Well.

Fir die Vorbehandlung der monozytiren THP-1-Zellen wurde hier zu Beginn eine
Konzentration von 100 nmol/l PMA iiber einen Zeitraum von 48 h verwendet. Darunter
zeigte sich lichtmikroskopisch ein hoher Anteil nicht-adhdrenter THP-1-Zellen. Die
Konzentration des PMA wurde anschlieBend auf 50 nmol/l reduziert. Die
Behandlungsdauer mit PMA wurde auf 24 h verkiirzt und um eine 24-stiindige Ruhephase
im Medium ergénzt. Daraufhin wuchsen die Zellen adhdrent und zeigten eine deutlichere
morphologische Verdnderung, die sich in einer Zunahme der Zellgroe und der

Ausbildung von Zellauslaufern duflerte.

Als Nichstes mussten geeignete Oberflichenmarker fiir die verschiedenen
Makrophagensubtypen identifiziert werden. Zu Beginn der Versuche zeigte sich im
FACS eine hohe Expression der Marker CD80, CD38 und CD14 von 40 bis zu 60 % bei
den MI1-Makrophagen. Vergleichsweise zeigte sich eine geringe Expression der
Oberflaichenmarker CD200R, CD206 und CD209 von 10 bis 15 % bei den
M2-Makrophagen. Die Differenzierungsphase wurde von 48 auf 72 h verldngert.

Es wurden die IL-4-Konzentrationen 20 ng/ml und 40 ng/ml getestet. Unter einer
Konzentration von 40 ng/ml IL-4 zeigte sich im FACS keine vermehrte Expression von

CD200R, CD206 und CD209. Stattdessen exprimierten 10 bis 15 % der Zellen die
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Oberflachenmarker CD80 und CD38. In den weiteren Experimenten wurde I1L-4 in einer
Konzentration von 20 ng/ml verwendet. Abbildung 9 fasst die jeweils vorgenommenen

Optimierungen am Protokoll zusammen.

Variation der Konzentration von IL-4 Tag 7: Verwendung der
Optimierung der Zellzahl konditionierten Medien zur

Verlangerung der Differenzierung Untersuchung der Interaktion
Reduktion der auf 72 h zwischen M0, M1, M2- und
Konzentration von PMA Huh7-/ HepG2-Zellen

Tag 3: Differenzierung in M0O-, M1-
Tag 1: Aussaen der THP- und M2-Makrophagen
1-Zellen; Behandlung mit M1: LPS, INF-y

PMA M2: IL-4, IL-13

| 1 | 2 | 3 4 5 | 6 7 R
Tag 2 Tag 6: Charakterisierung der
Mediumwechsel differenzierten Zellen

1. Mikroskopische Beurteilung
Einflihren einer 2. Bestimmung der
Rest.phas? in Oberflachenmarker im FACS
Medium flr 24h 3. Messung der Zytokinkonzentration
mittels ELISA

Testung verschiedener
Oberflachenmarker

Testung verschiedener Zytokine zu
unterschiedlichen Zeitpunkten

Abbildung 9: Darstellung der verschiedenen Modifikationen zur Etablierung eines
Protokolls zur Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen. Die Modifikationen
sind in den dunklen Textboxen zusammengefasst.

3.2.  Charakterisierung der aus THP-1-Zellen differenzierten
Makrophagensubtypen

3.2.1. Mikroskopische Beurteilung

Zur mikroskopischen Beurteilung wurden die behandelten THP-1-Zellen auf einem
Objekttrager fixiert. Die Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
Differenzierungsprotokolls fixiert und mit einer Pappenheim-Féarbung eingefirbt. Die
erste morphologische Beurteilung erfolgte nach der Vorbehandlung der Zellen mit 50
nmol/l PMA. Nach der Behandlung wuchsen die Zellen konfluent und bedeckten bis zu
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90 % der Oberfliche des Objekttragers. Die Zellen zeigten eine Zunahme in Grofle und
Granularitit und wuchsen adhérent als Monolayer am Boden des Wells. Abbildung 10

zeigt die zu MO-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen.

a b P -
(@) (b) i T ™
L & e
- * [ X '("
w ¥ o ~
.. P, ° j ’;w‘ 3
-. - ‘ P .
- % \ﬂ‘
- e

“ AT % .
¥ e AN et

- ’ )
5 DO %‘ ¢ #%.100um

Abbildung 10: Monozytire THP-1-Zellen entwickeln sich nach der Behandlung mit
PMA zu adhirenten M0-Makrophagen. Behandlung mit 50 nmol/l PMA fiir 24 h.
Pappenheim-Farbung. Lichtmikroskopische Aufnahme mit Fluoreszenzmikroskop
(Olympus CMAOD Aufsatz, Zeiss). (a) VergroBerung 20.000-fach, MaBstabbalken:
50um. (b) VergroBerung 10.000-fach, MafBistabbalken: 100um.

Nach der Differenzierung in die M1- und M2-Phénotypen wurden die Zellen erneut auf
einem Objekttriger fixiert und eingefarbt. Die MO-Makrophagen zeigten wenig
morphologische Verdnderung im Vergleich zu den vorherigen mikroskopischen
Aufnahmen. Die als M1- bzw. M2-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen waren
vergroBert und hatten sich morphologisch grofBtenteils zu spindelférmigen Zellen
entwickelt (siche Abbildung 11). Im Vergleich zu den unbehandelten MO-Makrophagen
verringerte sich die Zelldichte in beiden Gruppen. In der Gruppe der M1-Makrophagen
waren die Zellen iiberwiegend spindelformig, schmal und lang mit mehreren Ausldufern
pro Makrophage. Vereinzelt zeigten sich M0-dhnliche, undifferenzierte Makrophagen,
die nur wenige morphologische Verdnderungen aufwiesen. Die M2-Makrophagen
erschienen vergrofert und besalen eine rundliche, polygonale Form. Sie waren teils
spindel- bis spiegeleiformig. Im Vergleich zur Gruppe der M1-Makrophagen wiesen die
M2-Makrophagen einen groBeren Anteil spindelféormiger Zellen mit langen,

spinnennetzartigen Ausldufern auf (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Zu MO0, M1 und M2 differenzierte THP-1-Zellen entwickeln
unterschiedliche morphologische Eigenschaften. Pappenheim-Firbung.
Lichtmikroskopische Aufnahme mit Fluoreszenzmikroskop (Olympus CMAOD Aufsatz,
Zeiss). Darstellung in 20.000-facher Vergroferung. Sterne markieren die Zellkorper.
Pfeile markieren die zytoplasmatischen Ausldufer. (a) MO-Makrophagen, Inkubation mit
DMEM-Medium. (b) M1-Makrophagen nach Behandlung mit LPS, IFN-y {iber 72 h. (¢)
M2-Makrophagen nach Behandlung mit IL-4 und IL-13 iiber 72 h. Mafstabbalken:
S50pm.

3.2.2. Analyse der Oberflichenmarker im FACS

Die differenzierten THP-1-Zellen sollten anhand ihrer Oberflichenmarkerexpression
charakterisiert werden (siche Kapitel 2.3.1 im Methodenteil). Die Messungen erfolgten
mit den in der Literatur beschriebenen Oberflachenmarkern CD80, CD86, CD209, CD83,
CD38, CDllc, HLA-DR, CDI14, CDl16, CD36, CD163, CD206, CD200R und
CCR7.(11,28,44,105,119,137)
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Nach Durchfiihrung und Etablierung des Protokolls unterschieden sich die differenzierten
THP-1-Zellen  deutlich in  ihrer  Oberflichenmarkerexpression.  Fiir  die
Makrophagendifferenzierung wurden die Oberflaichenmarker CD80, CD14, CD38 und
HLA-DR fiir den M1-Sutbyp, sowie CD206, CD200R und CD209 fiir den M2-Sutbyp
etabliert (Ubersicht in Tabelle 9).

Tabelle 9: Etablierte Oberflichenmarker zur Unterscheidung verschiedener
Makrophagensubtypen nach in-vitro-Differenzierung

Oberflachenmarker M 1-Phénotyp Oberflachenmarker M2-Phénotyp
CD80 CD206

CD38 CD200R

CD14 CD209

HLA-DR

Im direkten Vergleich zu den MO-Makrophagen wiesen die zu MI1-Makrophagen
differenzierten Zellen eine deutlich hohere Expression der Oberflichenmarker CD80,
CD38, CD14 und HLA-DR auf. Bei etwa 40 % der M1-Makrophagen wurden die
Oberflachenmarker CD80 und CD14 exprimiert. Die Expression des Oberflichenmarkers
CD38 betrug durchschnittlich 70 %. M1-Makrophagen exprimierten vermehrt den
Oberflaichenmarker HLA-DR in bis zu 40 % der Fille. Der Unterschied zur
M2-Makrophagen-Population war hierbei allerdings nicht statistisch signifikant (siehe
Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression M1-typischer Oberfliichenmarker. Nach abgeschlossener
Differenzierung der THP-1-Zellen erfolgte die Férbung mit Fluoreszenz-Antikorpern
gegen unterschiedliche Oberfldchenantigene (a-d). Linke Spalte: Histogramme zur
reprisentativen Darstellung. Rechte Spalte: Quantifizierung der
Makrophagensubpopulationen anhand ihrer Oberflichenmarkerexpression. Die
Expression der Oberflaichenmarker wird hier als prozentualer Anteil aller gemessenen
Zellen angegeben. n = 12. *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001, ****p < 0.0001. ns =
nicht signifikant.

46



Im Vergleich zu den MO- und M1-Makrophagen exprimierten die zu M2-Makrophagen
differenzierten Zellen die Oberflichenmarker CD206, CD200R und CD209 in
verstirktem Ausmall (siche Abbildung 13). Der prozentuale Anteil der
Oberflachenmarkerexpression betrug bei allen drei Markern zwischen 20 % und 30 %.
Der Marker CD206 zeigte eine deutlich erhdhte Expression bei den M2-Makrophagen im
Vergleich zu den M0O- und M1-Makrophagen. Geringe Anteile unter 5 — 10 % der
M2-Oberflachenmarker wurden auch von den M0O- und M1-Makrophagen exprimiert.
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Abbildung 13: Expression M2-typischer Oberfliichenmarker. Nach abgeschlossener
Differenzierung der THP-1-Zellen erfolgte die Férbung mit Fluoreszenz-Antikorpern
gegen unterschiedliche Oberflichenantigene (a-c). Linke Spalte: Histogramme zur
reprisentativen Darstellung. Rechte Spalte: Quantifizierung der
Makrophagensubpopulationen anhand ihrer Oberflichenmarkerexpression. Die
Expression der Oberflaichenmarker wird hier als prozentualer Anteil aller gemessenen
Zellen angegeben. n = 12. *p <0.05, *** p<0.001, ****p <0.0001. ns = nicht signifikant.

Bestimmte Oberflichenmarker zeigten geringere Unterschiede zwischen den einzelnen

Phénotypen und wurden von MO-, M1- und M2-Makrophagen in einem &hnlichen
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Verhéltnis exprimiert (siche Abbildung 14). Hierzu zéhlen die Oberflichenmarker CD86
und CD11c. Anndhernd 30 % der MO-Makrophagen exprimierten den Oberfldchenmarker
CD86. Bei den M 1- und M2-Makrophagen waren es ca. 50 %. Die Expression von CD11c¢
betrug unter allen Makrophagensubtypen weniger als 10 %.
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Abbildung 14: Expression der Oberflichenmarker CD1lc und CD86. Nach
abgeschlossener Differenzierung der THP-1-Zellen erfolgte die Farbung mit
Fluoreszenz-Antikorpern gegen die Oberflachenantigene CD11c und CD86 (a-b). Linke
Spalte: Histogramme zur reprisentativen Darstellung. Rechte Spalte: Quantifizierung der
Makrophagensubpopulationen anhand ihrer Oberflichenmarkerexpression. Die
Expression der Oberflaichenmarker wird hier als prozentualer Anteil aller gemessenen
Zellen angegeben. n = 12. *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001, ****p < 0.0001. ns =
nicht signifikant.

Die differenzierten THP-1-Zellen exprimierten die Marker CD36 und CD163 zu einem
Anteil von 2 bis 6 % aller drei Zellpopulationen. Die Marker CCR7, CD16 und CD83
wurden unter den M1-Makrophagen vermehrt exprimiert, in einem Anteil von 12 bis 16
% der Zellpopulation. Allerdings konnte mit den Markern kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen MO0O-, M1- und M2-Makrophagen gefunden werden (siche
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Expression unspezifischer Oberflichenmarker. Nach abgeschlossener
Differenzierung der THP-1-Zellen erfolgte die Férbung mit Fluoreszenz-Antikorpern
gegen die Oberflichenantigene CCR7, CD16, CD36, CD83 und CDI163 (a-e).
Quantifizierung der Makrophagensubpopulationen anhand ithrer
Oberflachenmarkerexpression. Die Expression der Oberflichenmarker wird hier als
prozentualer Anteil der gemessenen Zellen angegeben. Dargestellt sind deskriptive Daten
mit n = 1-3. Statistische Auswertung erfolgte nur bei n > 2. ns = nicht signifikant.

50



3.2.3. Bestimmung der Zytokinsekretion mittels ELISA

Nach abgeschlossener Differenzierung wurde die Konzentration von TNF-a, IL-6, IL-10,
CCL18 und TGF-B in den Uberstinden der Zellen nach 24, 48 und 72 h bestimmt. Die
Zytokinproduktion der M0O-, M 1- und M2-Makrophagen wurde quantitativ mittels ELISA

erfasst.

Tabelle 10: Etablierte Zytokine zur Unterscheidung verschiedener
Makrophagensubtypen nach in-vitro-Differenzierung

Zytokine M 1-Phénotyp Zytokine M2-Phénotyp
TNF-a IL-10
IL-6 CCL18

Die Uberstinde der fiir 72 h inkubierten Makrophagen wiesen die hdchsten
Zytokinkonzentrationen auf, gefolgt von den Uberstinden nach 48 und 24 h. Daher
erfolgte die statistische Auswertung und graphische Darstellung mit den

Zytokinkonzentrationen in den Uberstinden nach 72 h.

Die zu MI1-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen sezernierten eine hohere
Konzentration der Zytokine TNF-a und IL-6. Die Konzentration von TNF-a in den
zellfreien Uberstinden der M1-Makrophagen betrug im Durchschnitt 35 pg/ml und lie
sich damit von der Zytokinproduktion der MO- und M2-Makropahgen abgrenzen. Die
IL-6-Sekretion der M1-Makrophagen betrug iiber 40 pg/ml und wies einen noch
deutlicheren Unterschied zu den M0- und M2-Makrophagen auf (siche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Expression MI1-typischer Zytokine. Nach abgeschlossener
Differenzierung wurde die Konzentration der Zytokine TNF-o und IL-6 in den zellfreien
Uberstinden der differenzierten THP-1-Zellen nach 72 h mit Quantikine ELISA Kits
(R&D Systems ®) bestimmt (a-b). Die Konzentration wird in pg/ml angegeben. n = 11.
*** p <0.001, ns = nicht signifikant.

In den zellfreien Uberstinden von zu M2-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen
konnten hohere Konzentrationen von CCL18 und IL-10 nachgewiesen werden. Die
Konzentration von CCL18 betrug in den Uberstéinden der M2-Makrophagen bis zu 8.000
pg/ml. Die Konzentration von IL-10 betrug durchschnittlich 70 pg/ml. Die Unterschiede
in den Konzentrationen von IL-10 waren nicht statistisch signifikant (siche Abbildung
17). In den zellfreien Uberstinden konnten keine Unterschiede in der Konzentration von
TGF-B zwischen M0-, M1- und M2-Makrophagen festgestellt werden. Die folgenden
ELISA-Messungen wurden daher ohne die Bestimmung von TGF- durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Expression M2-typischer Zytokine. Nach abgeschlossener
Differenzierung wurde die Konzentration der Zytokine CCLI8 und IL-10 in den
zellfreien Uberstinden der differenzierten THP-1-Zellen nach 72 h mit Quantikine
ELISA Kits (R&D Systems ®) bestimmt (a-b). Die Konzentration wird in pg/ml
angegeben. n = 11. *p < 0.05, ns = nicht signifikant.

3.2.4. Bestimmung der IL-1B-Freisetzung verschiedener Makrophagensubtypen
nach Stimulation mit LPS, BZATP und Nigericin

Zur weiteren funktionellen Untersuchung der differenzierten THP-1-Zellen erfolgte die
Stimulation der M0O-, M1- und M2-Makrophagen in einem zweistufigen Prozess mit

inflammatorischen Substanzen (siche Kapitel 2.3.4).

Alle drei Makrophagensubtypen reagierten auf die Behandlung mit den
inflammatorischen  Stimuli. Bereits ohne Stimulierung sezernierten die zu
M1-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen mit ca. 25 pg/ml mehr IL-1f als die
anderen Makrophagensubtypen (siche Abbildung 18). Nach der Stimulierung mit LPS
verstérkte sich deren IL-1B-Sekretion auf bis zu 90 pg/ml und nach der Behandlung mit
LPS und BZATP auf bis zu 120 pg/ml. Damit sezernierten die M 1-Makrophagen deutlich
mehr IL-1p als Reaktion auf die Stimulierung, als die MO- und M2-Makrophagen. Die
Behandlung mit Nigericin fiihrte in allen drei Gruppen zu einer erhdhten Freisetzung von
IL-1B. M1-Makrophagen sezernierten durchschnittlich 400 pg/ml IL-1B, wihrend
M2-Makrophagen durchschnittlich 280 pg/ml IL-1B freisetzten. Die hdochste
IL-1B-Konzentration wurde in den Uberstinden der mit Nigericin behandelten

MO-Makrophagen gemessen, mit Werten von bis zu 14000 pg/ml.
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Abbildung 18: Freisetzung von IL-1p nach Stimulierung mit proinflammatorischen
Substanzen. Nach einer Vorbehandlung mit 1 pg/ml LPS (E.coli O25:B6) fiir fiinf
Stunden wurden die differenzierten THP-1-Zellen fiir 40 Minuten mit 100 pM BzATP
oder 50 uM Nigericin behandelt. Die Konzentration von IL-1f in den zellfreien
Uberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte MO-,
MI1- und M2-Makrophagen. n = 5. *p < 0.05, **p < 0.01, ns = nicht signifikant.

3.3. Beeinflussung der Makrophagenpolarisation durch MnTBAP

Mithilfe des in-vitro-Modells zur Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen sollte
der Einfluss von ROS auf die Polarisation der Makrophagen untersucht werden. Dabei
sollte getestet werden, inwiefern oxidativer Stress und ROS die Makrophagenpolarisation
und die damit verbundenen Funktionen beeinflussen. Der Versuch wurde unter
Verwendung verschiedener antioxidativer Substanzen, sogenannter ROS-Finger,
durchgefiihrt. Zu Beginn kamen die ROS-Finger N-Acetylcystein, a-Tocopherol und das
Superoxiddismutase-Mimetikum MnTBAP zum Einsatz. Die THP-1-Zellen wurden
wihrend der 24-stiindigen Ruhephase und nach der Behandlung mit PMA mit den
ROS-Fingern behandelt. Anschliefend erfolgte die Differenzierung der vorbehandelten
THP-1-Zellen in die Makrophagensubtypen nach etabliertem Protokoll.
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Die ersten Versuche dienten dazu, zu evaluieren, ob die Behandlung mit den Substanzen
grundsétzlich einen Effekt auf die THP-1-Zellen hat. In den ersten beiden Versuchen
konnte unter der Behandlung mit N-Acetylcystein und a-Tocopherol kein Effekt auf die
Oberflachenmarkerexpression der differenzierten THP-1-Zellen festgestellt werden. Die
weiteren Versuche sowie deren Auswertung erfolgten daher ausschlieBlich mit der
Substanz MnTBAP. Als Kontrollgruppe dienten differenzierte THP-1-Zellen, die
wihrend der 24-stiindigen Ruhephase in DMEM-Medium inkubiert wurden.

3.3.1. Bestimmung der Oberflichenmarkerexpression von mit MnTBAP
behandelten THP-1-Zellen im FACS

Im FACS wurde der Anteil Oberflaichenmarker-exprimierender Zellen bestimmt. Die
Messungen erfolgten dabei analog zu den unbehandelten Zellen. Bei den mit MnTBAP
behandelten und anschlieend differenzierten THP-1-Zellen traten leichte Differenzen in
der Expression der M1- und M2-Oberflichenmarker auf. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den mit MnTBAP behandelten Zellen
konnte allerdings nicht festgestellt werden (siche Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Behandlung mit MnTBAP hat keinen signifikanten Effekt auf
die Oberflichenmarkerexpression der Makrophagensubtypen. Mit 50 nmol/l PMA
behandelte THP-1-Zellen wurden in verschiedene Makrophagensubtypen differenziert
und vor der Differenzierung fir 24 h mit 100pmol/l MnTBAP behandelt. Die
Oberflichenmarkexpression ~ wurde  mittels FACS  bestimmt (a-h). Die
Oberflachenmarkerexpression wird hier als prozentualer Anteil der gemessenen Zellen
angegeben. n = 5. nd = no discovery.
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3.3.2. Bestimmung der Zytokinausschiittung der mit MnTBAP behandelten
THP-1-Zellen mittels ELISA

Die mit MnTBAP behandelten und anschlieBend differenzierten THP-1-Zellen wurden
fir 72 h in frischem DMEM-Medium inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zytokinkonzentration in den zellfreien Uberstinde bestimmt. Analog zu den vorherigen
Versuchen erfolgte die Bestimmung von TNF-a, IL-6, IL-10 und CCL18 in den
Uberstinden der Zellen (siche Abbildung 20). Die Zytokinkonzentration der mit
MnTBAP behandelten Zellen unterschied sich kaum von der Kontrollgruppe. Es konnte

kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 20: Die Behandlung mit MnTBAP hat keinen Effekt auf die
Zytokinkonzentration in den zellfreien Uberstinden der Makrophagensubtypen.
Mit PMA behandelte THP-1-Zellen wurden in verschiedene Makrophagensubtypen
differenziert und und vor der Differenzierung fiir 24 h mit 100pmol/l MnTBAP behandelt.
Die Zytokinkonzentration wurde in den zellfreien Uberstinden bestimmt (a-d). Die
Konzentration wird in pg/ml angegeben. n = 5. nd = no discovery.

Zusammenfassend konnte weder durch die Expression von Oberflichenmarkern im
FACS noch durch die Bestimmung der Zytokinkonzentration im ELISA ein Einfluss von

MnTBAP auf die Polarisation von differenzierten THP-1-Zellen nachgewiesen werden.
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3.4. Einfluss konditionierter Medien der Makrophagensubtypen auf das
Proliferationsverhalten von Huh7- und HepG2-Zellen

Der Einfluss der Makrophagenpolarisation auf die Proliferation von Huh7- und
HepG2-Zellen wurde mithilfe von konditionierten Medien der differenzierten
THP-1-Zellen untersucht. Hierzu wurden die zellfreien Uberstiinde der differenzierten
Makrophagen verwendet, um die Huh7- und HepG2-Zellen iiber einen Zeitraum von 24
h zu inkubieren. AnschlieBend wurde die Zellviabilitdt der Huh7- und HepG2-Zellen
untersucht, um Riickschliisse auf das Proliferationsverhalten der HCC-Zelllinien zu

ziehen.

3.4.1. Zellviabilitit von Huh7- und HepG2-Zellen nach der Behandlung mit
konditionierten Medien

Zur ersten Einschidtzung der Zellviabilitdt der Huh7- und HepG2-Zellen wurde ein

MTT-Assay durchgefiihrt. Hierzu wurde die Zellviabilitit der beiden Zelllinien

Huh7- und HepG2-Zellen spektrophotometrisch im Mikroplatten-Reader (FluoStar

Optima®) bestimmt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit DMEM-Medium inkubiert

wurden.

Zu Beginn der Versuche wurden die konditionierten Medien differenzierter
THP-1-Zellen nach 24, 48 und 72 h gesammelt. Dabei zeigte sich, dass die Uberstinde
nach 48 und 72 h kaum einen Effekt auf die Zellviabilitit der Huh7- und HepG2-Zellen
hatten (siche Abbildung 21). Alle weiteren Versuche wurden daher mit zellfreien
Uberstiinden aus einer 24-stiindigen Kultivierung mit differenzierten THP-1-Zellen

durchgefiihrt.
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Abbildung 21: Die Zellviabilitit der Huh7- und HepG2-Zellen zeigt kaum
Veridnderungen nach der Behandlung mit konditionierten Medien aus 48- und
72-stiindiger Kultivierung. Huh7- und HepG2-Zellen wurde fiir 48 h (a-b) und 72 h
(c-d) mit zellfreien Uberstanden von in M0-, M 1- und M2- differenzierten THP-1-Zellen
inkubiert. Die Zellviabilitdt wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Als Kontrolle dienen in
DMEM-Medium inkubierte Huh7- und HepG2-Zellen. Die Darstellung erfolgt in % der
Kontrolle. Die Kontrolle wurde auf 100 % festgelegt. n = 8. *p < 0.05, **p <0.01, ns =
nicht signifikant.

Unter Verwendung der konditionierten Medien nach 24 h konnte bei den Huh7- und
HepG2-Zellen ein statistisch signifikanter Effekt der M2-Medien festgestellt werden. In
einzelnen Versuchen konnte beobachtet werden, dass das konditionierte Medium von
M2-Makrophagen zu einer erhohten Zellviabilitit der Huh7-Zellen und zu einer
reduzierten Zellviabilitit der HepG2-Zellen fiihrte (siche Abbildung 22). Der Effekt bei
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den Huh7- und den HepG2-Zellen verhielt sich demnach genau umgekehrt. In weiteren

Versuchssets konnte diese Beobachtungen nicht reproduziert werden.
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Abbildung 22: Huh7- und HepG2-Zellen zeigen eine Verinderung der Zellviabilitit
nach Behandlung mit konditionierten Medien von M2-Makrophagen. Huh7- und
HepG2-Zellen wurden fiir 24 h mit dem zellfreiem Uberstand von in M0-, M1- und
M2- differenzierten THP-1-Zellen inkubiert. (a-b). Die Zellviabilitit wurde mittels
MTT-Assay ermittelt. Als Kontrolle dienen in DMEM-Medium inkubierte Huh7- und
HepG2-Zellen. Die Darstellung erfolgt in % der Kontrolle. Die Kontrolle wurde auf 100
% festgelegt. n = 8. *p < 0.05, **p < 0.01, ns = nicht signifikant.

3.4.2. Farbung mit Propidiumiodid und Messung mittels FACS

Zur Abschitzung des Anteils toter Zellen in den unterschiedlich behandelten Gruppen
von Huh7- und HepG2-Zellen erfolgte eine Féarbung mittels PI, gefolgt von einer
Messung des Anteils der PI-exprimierenden Zellen mittels FACS. Die Zellen wurden 24
h mit den Uberstinden von M0-, M1 und M2-Makrophagen behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellproben mit 100 pl PI-Losung fiir die Messungen vorbereitet. Die Messung

erfolgte im Gerdt BD FACS Verse, die Auswertung mit FlowJo®.
Der Anteil Pl-exprimierender und damit toter Zellen in der Zellpopulation lag bei

Huh7- und HepG2-Zellen zwischen 10 % und 17 %. Der Anteil PI-negativer Zellen lag
somit in allen Behandlungsgruppen zwischen 83 % und 90 % (siche Abbildung 23). Es
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zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Behandlungsgruppen der Huh7- und HepG2-Zellen.
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Abbildung 23: Die Inkubation von Huh7- und HepG2-Zellen mit konditionierten
Medien von differenzierten THP-1-Zellen hat keinen Einfluss auf die
Propidiumiodid-Expression im FACS. Huh7- und HepG2-Zellen wurden fiir 24 h mit
dem zellfreiem Uberstand von in M0O-, M1- und M2- differenzierten THP-1-Zellen
inkubiert. Der Anteil toter Zellen wurde mit einer PI-Fiarbung im FACS quantifiziert. Als
Kontrolle (K) dienen in DMEM-Medium inkubierte Huh7- und HepG2-Zellen. (a) Huh7,
(b) HepG2. Die Darstellung erfolgt als prozentualer Anteil der gesamten Zellpopulation.
n=_8. *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001, ****p < (0.0001. ns = nicht signifikant.

Zusammenfassend konnte in diesem Versuch kein signifikanter Einfluss der von
differenzierten Makrophagen gewonnenen Uberstinde auf den Anteil toter Zellen der

Huh7- und HepG2-Zellen festgestellt werden.
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4. Diskussion

Zur Erforschung der Interaktion zwischen Tumoren und Immunzellen ist zunéchst die
Etablierung von Versuchsmodellen erforderlich, die zu reproduzierbaren Ergebnissen
filhren und mechanistische Untersuchungen erméglichen. Die direkte Translation von
in-vitro-Versuchen auf die klinische Forschung mit menschlichen Proben ist
vielversprechend. In-vitro-Versuche sorgen héufiger fiir schnelle und reproduzierbare
Ergebnisse und sind weniger storanfdllig fiir Umgebungsfaktoren.(128) Die
Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen ist ein weit verbreitetes Modell zur
Untersuchung von Immunzellfunktionen im Kontext von Tumorerkrankungen.(54,62)
Zwar sind zahlreiche in-vitro-Modelle zur Differenzierung von Makrophagensubtypen
publiziert worden, doch sind diese nur teilweise reproduzierbar (siche Tabelle
1).(11,28,44,54,97,105,137,148) Im Rahmen dieser Promotion wurden verschiedene
Protokolle zur Differenzierung von Makrophagen recherchiert und hinsichtlich ihrer
Anwendbarkeit sowie ihrer Reproduzierbarkeit bewertet. Dabei stand neben der
phédnotypischen  Charakterisierung der  THP-1-Zellen anhand  spezifischer
Oberflachenmarker insbesondere die funktionelle Analyse ihrer Zytokinexpression im
Vordergrund. Mithilfe der systematischen Evaluation der verschiedenen Ansétze konnte
schlieBlich ein etabliertes Differenzierungsprotokoll entwickelt werden, das die
zuverldssige Generierung distinkter Makrophagensubtypen mit charakteristisch
unterschiedlichen Oberflichenmarker- und Zytokinprofilen ermoglicht. Diese Ergebnisse
bilden die Grundlage fiir die nachfolgende Diskussion der beobachteten funktionellen
Unterschiede von Makrophagensubpopulationen und ihrer potenziellen biologischen

Relevanz.

4.1. Differenzierung der Makrophagensubtypen M0, M1 und M2 aus der
humanen Zelllinie THP-1

4.1.1. Differenzierung monozytirer THP-1-Zellen zu M0-Makrophagen mit PMA

Der erste Schritt der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wurde durch die
Behandlung monozytirer THP-1-Zellen mit PMA eingeleitet. PMA ist ein etablierter

Stimulus zur Induktion einer makrophagenihnlichen Morphologie und Funktion.
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Zur Untersuchung der inflammatorischen Funktion von Makrophagen hat sich die
Zelllinie THP-1 in zahlreichen Studien als verldssliches in-vitro-Modell erwiesen, das
realistische und reproduzierbare Ergebnisse liefert.(102,170) Aufgrund ihrer Stabilitét
gegeniiber Umweltbedingungen und ihrer Sensitivitit gegeniiber verschiedenen
Stimulanzien eignet sich die Zelllinie zur Untersuchung grundlegender
Zellfunktionen.(4) Die einfache Handhabung macht die Versuche reproduzierbar und
fithrt zu konsistenten Forschungsergebnissen.(4) Um die Versuchsbedingungen an die
in-vivo-Situation anzundhern, konnten in zukiinftigen Experimenten auch peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs), also von Spendern gewonnene periphere
Blutmonozyten, verwendet werden. Allerdings weisen PBMCs eine hohere
interindividuelle ~ Variabilitit durch patientenbezogene Faktoren wie Alter,
Gesundheitszustand oder medikamentdse Behandlung auf. Das erschwert wiederum
deutlich die Vergleichbarkeit und statistische Auswertung der Ergebnisse.(128) Hinzu
kommen praktische Limitationen, wie die aufwendige Materialgewinnung, die
anspruchsvolle Kultivierung und die eingeschrinkte Lagerfahigkeit in Stickstoff.(128) Im
Gegensatz zu PBMCs konnen THP-1-Zellen kontinuierlich kultiviert, kryokonserviert
und bei Bedarf in identischer Qualitét erneut verwendet werden. Unter Beriicksichtigung
der Unterschiede zwischen THP-1-Zellen und PBMCs, beispielsweise in Bezug auf die
Expression verschiedener Oberflichenmarker, stellt die Makrophagendifferenzierung aus
THP-1-Zellen eine ideale Basis dar, um die Rolle von Makrophagen in pathologischen
in-vitro-Experimenten zu untersuchen.(11,97,128) Allerdings sollten die Unterschiede
zwischen Zelllinien wie THP-1 und PBMCs bei der Interpretation von

Forschungsergebnissen beriicksichtigt werden.

Aufgrund der zuvor diskutierten Vorteile der THP-1-Zelllinie als standardisierbares und
reproduzierbares Modell wurde in dieser Arbeit die PMA-induzierte Differenzierung von
THP-1-Monozyten zu makrophagenéhnlichen Zellen untersucht. Dieses Verfahren ist in
zahlreichen Studien etabliert und dient der Untersuchung grundlegender Mechanismen
der Makrophagenaktivierung und inflammatorischen Signalweiterleitung.(28,81) Unter
der Behandlung mit PMA nehmen die Monozyten eine sternformige Morphologie an,
wachsen adhirent und verdndern ihre Oberflichenmarkerexpression.(4) Trotz der breiten
Anwendung des Differenzierungsmodells zeigen Studien erhebliche Unterschiede
hinsichtlich der Konzentration und Dauer der PMA-Behandlung.(11,100,137) Diese

Variabilitit beeinflusst die Vergleichbarkeit der Ergebnisse und unterstreicht die
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Bedeutung einer sorgfiltigen Protokolloptimierung. Es ist bekannt, dass die
PMA-Konzentration nicht nur die Effizienz der Differenzierung, sondern auch die
Sensitivitit der Zellen gegeniiber nachfolgenden inflammatorischen Signalen
bestimmt.(102) Wihrend in der Literatur PMA-Konzentrationen zwischen 8 bis 500
nmol/l (entsprechend ca. 5 bis 300 ng/ml) verwendet werden, weisen mehrere Studien
darauf hin, dass bereits PMA-Konzentrationen von mehr als 50 nmol/l (entsprechend ca.
30 ng/ml) zytotoxische Effekte hervorrufen konnten.(15,21) Eine Stimulation mit hohen
PMA-Konzentrationen konnte bereits ohne weitere Signale zur Differenzierung eines
inflammatorischen Phinotyps fithren, wodurch die Interpretation funktioneller Analysen
erschwert wird.(28,80) Gleichzeitig zeigten geringe Konzentrationen unter 8 ng/ml (ca.
10 nmol/l) keine ausreichende Wirkung.(94,95) Eine genaue Abstimmung von
PMA-Konzentration und Behandlungsdauer ist entscheidend, um eine anndhernd
physiologische Differenzierung der THP-1-Zellen zu gewéhrleisten. Dariiber hinaus
scheint auch die Zelldichte der THP-1-Zellen deren Empfindlichkeit gegeniiber der
Behandlung mit PMA zu beeinflussen.(4) In den meisten Publikationen wurde die Zahl
der ausgesiten THP-1-Zellen so gewéhlt, dass die Zellen subkonfluent wuchsen.[74]
Somit ist je nach Versuchsaufbau auf eine Optimierung der Zellzahl zur Gewihrleistung

eines homogenen Zellwachstums zu achten.

Wihrend der Optimierung des Differenzierungsprotokolls konnten wir zeigen, dass eine
geringere Zelldichte, eine reduzierte PMA-Konzentration von 50 nmol/l (entsprechend
ca. 30 ng/ml) sowie eine anschlieBende 24-stiindige Ruhephase in frischem
Kulturmedium die Morphologie und Vitalitit der THP-1-Zellen deutlich verbesserten.
Die Zellen zeigten nach Optimierung der Versuchsbedingungen eine deutlichere
morphologische Verdnderung und einen hoheren Anteil an vitalen Zellen. Dies wird
durch mehrere Studien untermauert, die positive Effekte einer mindestens 24-stiindigen
Ruhephase im frischen Kulturmedium belegen. Die Einfithrung einer Ruhephase ging mit

einer verbesserten Zellmorphologie und stabileren Expressionsprofilen einher.(21,62,80).

4.1.2. Differenzierung der Makrophagensubtypen M1 und M2

Autfbauend auf der durch PMA-Behandlung erfolgte im nidchsten Schritt die funktionelle
Polarisation ~der THP-1-Makrophagen in  proinflammatorische =~ M1- und
antiinflammatorische M2-Subtypen. Hierzu wurden die THP-1-Zellen mit IFN-y und LPS
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zur Induktion des M 1-Phénotyps und mit IL-4 und IL-13 zur Induktion des M2-Phénotyps

stimuliert. Die Konzentration von IL-4 wurde dabei auf 20 ng/1 festgelegt.

Der Fokus vieler Differenzierungsprotokolle liegt auf der Differenzierung von
M1-Makrophagen und ihren proinflammatorischen Funktionen. Daher ist fiir
M1-Makrophagen hiufiger eine klare methodische Herangehensweise etabliert.[32,74]
Der experimentelle Umgang mit M2-Makrophagen unterliegt dagegen deutlich mehr
Variabilitdit. Wahrend IFN-y und LPS in nahezu allen etablierten Protokollen zur
Differenzierung von MI1-Makrophagen verwendet werden, gibt es bei der
Differenzierung von M2-Makrophagen deutliche methodische Unterschiede in den
Differenzierungsprotokollen.(11) IL-4 und IL-13 sind die am héufigsten eingesetzten
Substanzen zur Differenzierung von M2-Makrophagen, auch wenn in einigen Studien
IL-10 oder TGF-P verwendet wurden.(11,62,118,147) In anderen Studien wurde nur eine
der beiden Substanzen oder andere Kombinationen verwendet. Je nach verwendeter
Differenzierungssubstanz erfolgt die Einteilung in die Subtypen M2a, M2b, M2¢ und
M2d.(20,118) Die daraus resultierende Vielfalt an Protokollen und Markerprofilen
erschwert den Vergleich der experimentellen Ergebnisse und unterstreicht das Fehlen

einheitlicher Richtlinien fiir die Differenzierung von M2-Makrophagen.

Auch die Konzentration der verwendeten Zytokine spielt hierbei eine entscheidende
Rolle. In Studien variierte die IL-4-Konzentration zwischen 5 und 40 ng/ml.(11,128,137)
Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Konzentration von 20 ng/ml die spezifische
Expression von M2-Oberflichenmarkern am deutlichsten fordert, wéhrend hohere
Konzentrationen von 40 ng/ml eine unspezifische oder partielle Aktivierung von
M1-Markern begiinstigen. Dies deutet darauf hin, dass eine iberméBige IL-4-Stimulation
paradoxerweise proinflammatorische Funktionen induzieren kann, moglicherweise durch

die Uberlagerung regulatorischer Signalwege.

Die Stimulationsdauer der Makrophagendifferenzierung variierte in verschiedenen
Studien zwischen sechs und 72 h, teilweise dauerte sie sogar bis zu 14 Tage
an.(11,44,54,114,137) Bereits nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden mit den
Differenzierungssubstanzen kam es in manchen Studien zur Expression spezifischer
Oberflaichenmarker.(118,137)  Allerdings  filhrte  eine = Verldngerung  der

Behandlungsdauer auch in  diesen Studien zu einer  ausgeprigteren
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Oberflichenmarkerexpression.(118)  Unsere = Versuche begannen mit einer
Differenzierungsphase von 48 h. Durch eine Verldngerung der Differenzierungsphase auf
72 h konnten wir im Vergleich eine stirkere Oberflaichenmarkerexpression und eine
deutlichere morphologische Verinderung der Makrophagensubtypen, insbesondere der
M2-Makrophagen, erreichen. Unsere Ergebnisse verdeutlichen somit, dass eine
ausreichend lange Behandlung und eine genaue Abstimmung der Konzentration der
Differenzierungssubstanzen fiir die erfolgreiche Differenzierung essenziell sind. Sowohl
die Dauer der Stimulation als auch die exakte Abstimmung der Zytokinkonzentrationen
sind entscheidende Parameter fiir eine erfolgreiche und reproduzierbare Differenzierung

der THP-1-Zellen in funktionell distinkte Makrophagensubtypen.

4.1.3. Oberflichenmarker von Makrophagen

Nach der Differenzierung und Polarisation wurden die entstandenen
Makrophagensubtypen anhand von Oberflaichenmarkern charakterisiert. Mithilfe dieser
Analysen konnten wir die durch die jeweiligen Stimulationsbedingungen differenzierten
Phénotypen nicht nur anhand morphologischer Merkmale, sondern auch auf funktioneller
Ebene bestitigen. Unter unserem Protokoll zeigte sich bei M1-Makrophagen eine
konsistent erhdhte Expression der Oberflichenmarker CD80, CD38, CDI14 und
HLA-DR, wihrend M2-Makrophagen durch die Oberflichenmarker CD206, CD209 und
CD200R gekennzeichnet waren. Andere Oberflichenmarker wie CD86 und CD11b
wurden auf allen Makrophagensubtypen in vergleichbaren Anteilen exprimiert. Die
Oberflichenmarker CD36, CD83, CCR7 und CD163 wurden dagegen nur gering
exprimiert. In unserer Arbeit ermoglichte die Kombination mehrerer Oberflachenmarker
und die Bildung spezifischer ,,Markerprofile* eine klare und zuverldssige Abgrenzung
der MO-, MI1- und M2-Makrophagenpopulationen. Diese Vorgehensweise lieferte
konsistente und reproduzierbare Ergebnisse und erlaubte eine prézise Zuordnung der

differenzierten THP-1-Zellen zu den jeweiligen Phanotypen.

Unsere Daten stehen im Einklang mit Publikationen zur Charakterisierung
monozytdr-phagozytirer Zelllinien anhand der Oberflaichenmarkerexpression.(120)
Obwohl sich myeloide Zellen in der Expression ihrer Oberflichenmarker &hneln,
unterscheiden sich die Marker in ihrer Spezifitit fiir die einzelnen Zelltypen.(35) Einige

der Oberflachenmarker, wie beispielsweise CD11¢c, CD14, CD86 oder HLA-DR finden
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sich in unterschiedlichen Anteilen bei allen monozytir-phagozytiren Zellpopulationen.
Andere Oberflichenmarker, wie CD36, CD68 oder CD206, werden dagegen vorwiegend
auf reifen Makrophagen exprimiert und dienen zur Bestéitigung einer erfolgreichen
Differenzierung von Monozyten zZu Makrophagen.(2,44) Die
Oberflachenmarkerexpression von reifen Makrophagen ist dynamisch und kann durch

inflammatorische Umgebungssignale induziert oder unterdriickt werden.(35)

In der Literatur variiert die Anwendung von Oberflaichenmarkern zur Identifizierung von
Makrophagensubpopulationen. Einige Oberflichenmarker zur Unterscheidung von
Makrophagenphénotypen sind bereits etabliert, wihrend andere Marker weniger hédufig
verwendet werden. Fiir den M1-Phénotyp gelten CD80, CD86, CD38 und HLA-DR als
etablierte Marker, fiir den M2-Phénotyp wird hiufig CD206 verwendet.(11,44,114,119)
Der Oberflichenmarker CD14 wird in vielen Arbeiten zur Identifizierung monozytérer
Zellen verwendet, ist aber auch vermehrt auf M1-Makrophagen zu finden.(44) Die
Oberflachenmarker CD200R und CD209 werden hingegen hdufiger von M2- als von
M1-Makrophagen exprimiert, kommen insgesamt aber seltener zum Einsatz.(116,118)
Nicht nur das Vorhandensein, sondern auch das Fehlen eines bestimmten
Oberflaichenmarkers kann mit einem Makrophagenphdnotyp assoziiert sein.
Beispielsweise exprimiert der M2-Phénotyp weniger CD80 und wird auch als
IL-12-low-Subtyp bezeichnet.(97) Einige der hiufig verwendeten Oberflichenmarker,
wie CD163 und CCR7, werden primér auf der Oberfliche von PBMCs nachgewiesen.(5)
Dies konnte die Abwesenheit der Marker auf THP-1-Zellen in unserer Arbeit erkldren.
Des Weiteren konnte CD163 auf differenzierten THP-1-Zellen in einer Studie lediglich
durch die Stimulierung mit IL-10 induziert werden.(11) Andere Marker konnten
immunhistochemisch detektiert werden und waren dabei der Messung im FACS
iiberlegen. Das galt unter anderem fiir den Oberflichenmarker CD36, der
immunhistochemisch zur Identifikation von M2-Makrophagen herangezogen wurde.(44)
Wihrend viele Studien lediglich einen Marker fiir den M 1- oder M2-Subtyp verwenden,
entschieden wir uns fiir die Bildung von Oberflachenmarkerprofilen.(33) Die von uns
eingesetzte Kombination aus M1- und M2-Markern ist einzelnen Markern iiberlegen, da
sie die funktionelle Plastizitdit von Makrophagen differenzierter und robuster abbildet.
Ein ,,Markerprofil* reduziert den Einfluss unspezifischer oder liberlappender Expression
(z.B. CD86/CDl1c), der bei einzelnen Oberflichenmarkern zu Fehlklassifikationen

fihren kann. Dies wird durch Publikationen untermauert, die zeigen, dass die
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Kombination mehrerer Oberflichenmarker und die quantitative Analyse der anteiligen

Expression eine prizisere Charakterisierung der Makrophagensubpopulationen

ermOglicht.(168)

Die funktionelle Aussagekraft der Oberflichenmarker stiitzt die Interpretation der
Makrophagenpolarisation. So exprimierten beispielsweise Zellen mit hoher
phagozytischer Aktivitidt vermehrt die Oberflaichenmarker CD163, CD206 und CD209,
typische =~ M2-Marker.(116) Dariiber hinaus kann die Expression von
Makrophagen-Oberflichenmarkern in Tumorproben mit klinisch-pathologischen
Eigenschaften von Tumorerkrankungen wie dem HCC korrelieren. So war eine geringe
Expression von CD86 und eine hohe Expression von CD206 in HCC-Proben mit einer
schlechten klinischen Prognose assoziiert, wihrend eine hohe Expression von CD38 mit
einer giinstigen Prognose des HCC korrelierte.(33,72) Die Korrelation mit
klinisch-pathologischen Eigenschaften verdeutlicht den Nutzen einer detaillierten

Markeranalyse fiir die funktionelle Bewertung differenzierter Makrophagen.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass das in dieser Arbeit etablierte Protokoll
eine zuverldssige Differenzierung und funktionelle Charakterisierung von
THP-1-abgeleiteten Makrophagen ermdglicht. Die klare Unterscheidung zwischen
M1- und M2-dhnlichen Phinotypen bildet eine solide Grundlage fiir weiterfithrende
Analysen inflammatorischer Mechanismen und kann kiinftig zur Untersuchung von
Modulatoren der Makrophagenpolarisation in unterschiedlichen pathophysiologischen

Kontexten herangezogen werden.

4.1.4. Funktionelle Charakterisierung der Makrophagensubtypen anhand der
Zytokinproduktion

Um die funktionelle Auspridgung der Polarisation zu {iberpriifen und die phinotypische
Einteilung zu validieren, wurde im nichsten Schritt das Zytokinprofil der Makrophagen
analysiert. Diese Untersuchung ermdglicht somit nicht nur eine funktionelle Bestétigung
der Subtypisierung, sondern gibt auch Aufschluss iiber das immunologische Potenzial
und die regulatorische Rolle der differenzierten Makrophagen unter kontrollierten

in-vitro-Bedingungen.
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Zur Identifikation der Makrophagensubtypen bestimmten wir die Zytokine TNF-a, IL-6,
IL-10, CCL18 und TGF-B mittels ELISA. Es wurden erhohte Konzentrationen der
Zytokine IL-6 und TNF-o fiir den M1-Phénotyp sowie IL-10 und CCL18 fiir den
M2-Phénotyp beobachtet. Hiervon waren die Zytokine IL-6 (M1-Phénotyp) und CCL18
(M2-Phidnotyp) signifikant erhoht. Die Zytokinprofile bestitigen die erfolgreiche
funktionelle Differenzierung der Makrophagen unter Verwendung des hier etablierten
Protokolls. In Kombination mit der Analyse der Oberflachenmarker ergibt sich somit ein
robustes und reproduzierbares Verfahren zur Abgrenzung differenzierter

Makrophagensubtypen in vitro.

Die in unserer Arbeit beobachtete erhohte Produktion charakteristischer Zytokine wie
TNF-a und IL-10 bestétigt die erfolgreiche in-vitro-Differenzierung der THP-1-Zellen,
was mit anderen Studien iibereinstimmt.(44) Insbesondere das seltener verwendete
Chemokin CCL18 bietet im Vergleich zur bestehenden Literatur eine neue Moglichkeit,
M2-Makrophagen anhand ihrer Zytokinproduktion zu charakterisieren und erweitert
somit die  bisherigen  Charakterisierungsmdoglichkeiten.  Analog zu  den
Oberflaichenmarkern kann auch das Verhéltnis der Zytokinproduktion zwischen den
Makrophagensubtypen zur genaueren Charakterisierung der Makrophagen herangezogen
werden. Es ist jedoch zu beachten, dass die Zytokinproduktion stark vom Studiendesign
abhéngen kann. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1p werden eher den
M1-Makrophagen zugeordnet, wihrend andere Zytokine wie z.B. IL-6 von allen
Makrophagensubtypen in unterschiedlichen Konzentrationen sezerniert werden.(103)
Dariiber hinaus erlaubt die Bestimmung der Zytokinproduktion eine funktionelle
Bewertung der in-vitro-differenzierten Makrophagen: IL-10 reguliert beispielsweise die

gewebeerhaltende Funktion von M2-Makrophagen.(61)

In unserer Arbeit wiesen die Uberstinde nach 72 h die héchsten Konzentrationen der
M1- als auch der M2-typischen Zytokine auf. Dieses Ergebnis spricht fiir eine hohere
Zytokinproduktion nach einer lidngeren Inkubationszeit im Kulturmedium und ist
konsistent mit einer fortschreitenden Entwicklung des Makrophagenphinotyps auch nach
abgeschlossener Differenzierung in die jeweiligen Subtypen. In anderen Arbeiten wurden
hingegen hiufiger die Uberstinde nach 24 und 48 h verwendet.(36,49,122,163) Nach
Stimulation von THP-1-Zellen mit LPS wurde sogar bereits nach wenigen Stunden die

hochste Zytokinkonzentration beobachtet.(47,55) Eine zu frilhe Bestimmung der
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Zytokinkonzentration  konnte  allerdings auch  durch einen  transienten
Aktivierungsprozess beeinflusst sein, der beispielsweise durch die Stimulation mit PMA,
LPS oder anderen Zytokinen ausgelost wird. Somit ist eine Zytokinmessung nach
langerer Inkubationszeit moglicherweise eher auf eine erfolgreiche und stabile
Differenzierung der Makrophagensubtypen zurlickzufiihren. Manche Unterschiede
konnten aufBlerdem durch den Einsatz unterschiedlicher Methoden zur intra- oder

extrazelluldren Bestimmung der Zytokine bedingt sein.(122)

Im Kontext von Tumorerkrankungen kdnnen die Funktionen von Zytokinen variieren.
IL-6 gilt als proinflammatorisches Zytokin und Marker fiir M1-Makrophagen. Allerdings
kann IL-6 je nach Signalen des tumor microenvironment entweder an der
Tumorprogression oder an der anti-tumoralen Immunreaktion beteiligt sein.(108) Uber
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 beeinflusst IL-6 die Angiogenese
sowie die Immunevasion und fordert die Entstehung einer immunsuppressiven
Tumorumgebung.(58,78,158) TGF-f und IL-10, typische von M2-Makrophagen
produzierte Zytokine, tragen durch zahlreiche immunsuppressive Eigenschaften und
durch die Induktion der PD-L1-Expression auf monozytdren Zellen zur Bildung eines
immunsuppressiven tumor microenvironment bei.(73,103) Die Rolle von TGF- im
Tumormilieu ist nicht eindeutig und héngt vom jeweiligen Tumorstadium ab.(92) Unter
anderem hemmt TGF-B die Funktion zytotoxischer T-Zellen und sorgt filir eine
verminderte Expression von MHC-I-Molekiillen (MHC = Major Histocompatibility
Complex) auf Tumorzellen, was deren Immunevasion erleichtert.(87) Die Rolle von
CCLI18 fiir die Tumorprogression ist bislang wenig erforscht. Makrophagen und andere
Immunzellen sezernieren CCL18, was wiederum zu invasivem Tumorwachstum fiihren
und die Migration von HCC-Zellen fordern kann.(77,140) TNF-a ist ein zentraler
Mediator der entziindlich verdnderten Tumorumgebung, vermittelt unter anderem
NF-kB-abhéngige Signale und fordert dadurch die Zellproliferation.(103,141) Von TAM
sezerniertes TNF-o fordert in vitro die Transition von HCC-Zellen zu
Tumorstammzellen.(24) Auch IL-1B als proinflammatorisches Zytokin tragt zur
Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation in der Tumormikroumgebung bei.(83)
IL-1B und TNF-a fiihren unter anderem durch die Dysregulation von durch NF-xB

regulierten Signalwege zu einer chronisch inflammatorischen Reaktion.(135)
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Diese Zusammenhénge verdeutlichen, dass die funktionelle Einteilung von Makrophagen
in M1- und M2-Subtypen sowie die Zuordnung spezifischer Zytokine im Kontext der
Tumorerkrankungen mit Vorsicht zu interpretieren ist. Aufgrund der Plastizitit der
Makrophagen und ihrer komplexen Interaktion mit Tumorsignalen kdnnen sich
iiberlappende  Zytokinprofile ergeben. FEine prizise Charakterisierung der
Makrophagensubtypen  erfordert daher eine  kombinierte = Analyse  von

Oberflachenmarkern und funktionellen Parametern.

4.1.5. IL-1p-Sekretion der verschiedenen Makrophagensubtypen nach
Stimulation mit inflammatorischen Substanzen

Unter den proinflammatorischen Mediatoren spielt IL-1f eine besondere Rolle. Neben
seiner bereits erwdhnten bekannten Funktion in der Aufrechterhaltung entziindlicher
Prozesse ist IL-1f auch direkt an der Regulation der Makrophagenpolarirsation
beteiligt.(157) Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass IL-1p nicht nur die
Aktivierung bereits differenzierter Makrophagen verstarkt, sondern auch die Induktion
von M1-dhnlichen Eigenschaften in monozytiren Vorlduferzellen unterstiitzt.(39,128)
Diese Verbindung zwischen Entziindungssignalen und Differenzierung macht IL-1 zu
einem zentralen Faktor fiir die funktionelle Plastizitit von Makrophagen und fiir die

Modellierung entziindlicher Mikroumgebungen in vitro.

Das Modell der LPS- und ATP-induzierten IL-1B-Sekretion zur Testung von
Immunzellfunktionen ist weit verbreitet.(48,115) Die Analyse der IL-1B-Sekretion gilt
dabei als etablierter funktioneller Marker, um die Differenzierung von Monozyten in
aktivierte, immunkompetente Makrophagen zu verifizieren.(55) Wie auch in unseren
Versuchen, kommt es nach Priming mit LPS und anschlieBender Behandlung mit ATP
zu einer verstirkten IL-1B-Sekretion in den Uberstinden differenzierter
THP-1-Makrophagen.(48,55) In unserer Arbeit reagierten die M1-Makrophagen mit
einer etwa fiinfmal hoheren IL-1B-Produktion (durchschnittlich 120 pg/ml) auf die
Stimulation mit LPS und LPS + BzATP als die M2-Makrophagen. Die Ergebnisse
verdeutlichen die erfolgreiche funktionelle Differenzierung der THP-1-Zellen mit
unserem Protokoll. Die differenzierten M1-Makrophagen reagierten auf externe Stimuli
mit einer ausgeprigten Sekretion des Schliisselzytokins IL-1p und trugen somit aktiv zur

Aufrechterhaltung inflammatorischer Reaktionen bei.
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Die Behandlung mit Nigericin flihrte in allen drei Gruppen zu einer starken
IL-1B-Sekretion, besonders aber in der Gruppe der MO-Makrophagen. Dieses Ergebnis
deckt sich mit anderen Studien, die zeigen, dass unpolarisierte MO-Makrophagen infolge
einer ausgeprigten Inflammasomaktivierung hohe Mengen an IL-1 freisetzen.(40) Der
Ionophor Nigericin ist dafiir bekannt, die Elektrolyt-Homdostase zu stéren und dadurch
zelluldren Stress auszuldsen. Diese Effekte aktivieren verschiedene Signalwege, die zur
Aktivierung des Inflammasoms und einer ausgepragten Freisetzung von IL-1p fithren.(6)
In unseren Versuchen diente die Stimulation mit Nigericin daher als Referenz fiir die
maximal mogliche IL-1B-Sekretion. Die Stimulation mit Nigericin bestdtigt, dass
undifferenzierte M0O-Makrophagen das Potential haben, inflammatorische Substanzen
wie IL-1B zu produzieren und bereitzustellen. Im Gegensatz dazu sezernierten
differenzierte M 1-Makrophagen nach der Behandlung mit Nigericin geringere Mengen
an IL-1PB, zeigten jedoch eine gesteigerte Freisetzungsreaktion auf die kombinierte
Stimulation mit LPS und ATP. Die Ergebnisse unterstreichen, dass das angewandte
Differenzierungsprotokoll ~dazu in der Lage ist, funktionell distinkte
Makrophagensubtypen zu erzeugen, die charakteristische Unterschiede in ihrer

IL-1B-Sekretion aufweisen.

In der Literatur wird IL-1B héufig ausschlieBlich als Marker des MI1-Phénotyps
beschrieben. Wir konnten jedoch auch bei M2-Makrophagen eine — wenn auch geringe —
IL-1B-Sekretion nachweisen.(44,91) Diese Beobachtungen unterstreichen, dass die
funktionelle Polarisation von Makrophagen nicht strikt einem bindren Modell folgt.
Vielmehr verfiigen Makrophagen iiber ein breites funktionelles Spektrum, das eine
flexible Anpassung an mikroenvironmentale Signale ermdglicht. Aufgrund ihrer
Fahigkeit potente Zytokine wie IL-1f zu produzieren, tragen Makrophagen zur
Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation im HCC bei.(83) Die Produktion von
IL-1B kann wiederum eine Verstirkung der tumorfordernden Signale von Makrophagen
bewirken.(158) In einer anderen Studie war die IL-1p-Produktion mit der Metastasierung

und Immunevasion im HCC assoziiert.(53)

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Analyse der IL-1B-Sekretion in differenzierten
Makrophagen zur Aufkldrung der funktionellen Heterogenitéit und des tumorférdernden

Potenzials tumorassoziierter Makrophagen beitragt. Dariiber hinaus bestitigen unsere
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Versuche, dass das aus THP-1-Zellen etablierte Differenzierungsmodell ein geeignetes
und reproduzierbares in-vitro-System zur Untersuchung makrophagenvermittelter

Tumorprozesse, beispielsweise im HCC, darstellt.

4.2. Die Bedeutung der ROS-Modulatoren fiir die Differenzierung von
THP-1-Zellen

Neben Zytokinen und anderen Signalen aus dem tumor microenvironment spielen auch
oxidative Mechanismen eine zentrale Rolle. ROS wirken dabei als wichtige
Signalmolekiile, die inflammatorische Signalwege aktivieren und so zur Ausbildung des
jeweiligen Polarisationszustands von Makrophagen beitragen.(9,162) Gleichzeitig kann
ein Ungleichgewicht im ROS-Haushalt zelluldren Stress auslosen und die funktionelle
Balance der Makrophagen verschieben.(64) Die Regulation und Wirkung von ROS stellt
somit einen wesentlichen Mechanismus dar, iiber den das tumor microenvironment die
Differenzierung und Aktivitdt von Makrophagen steuern kann. ROS beeinflussen sowohl
M1- als auch M2-assoziierte Signalwege. Eine ausreichende ROS-Produktion ist fiir die
Aktivierung proinflammatorischer Signaltransduktionskaskaden essenziell, die zur
Ausbildung des M1-Phénotyps beitragen. Eine Reduktion der intrazelluldren ROS-Level
filhrt entsprechend zu einer verminderten Expression und Sekretion typischer
M1-Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-12.(63,79) Neben ihrer Rolle als
Signalmolekiile wirken ROS bakterizid und tragen durch die Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege wesentlich zur Immunabwehr und Aufrechterhaltung
der Funktionen von M1-Makrophagen bei.(126) ROS sind ebenso essenziell fiir die
Funktion von M2-Makrophagen. Es wurde gezeigt, dass M2-Makrophagen zwar {iber
eine geringere intrazelluldre ROS-Konzentration verfiigen, ihre Differenzierung jedoch

dennoch von ROS-abhingigen Signalwegen gesteuert wird.(49)

Das Superoxiddismutase-Mimetikum MnTBAP kann Superoxidradikale mit einer
konstanten und hohen Geschwindigkeit metabolisieren.(37) Durch die Beeinflussung von
Apoptose und Lipidperoxidation hat MnTBAP aullerdem Auswirkungen auf weitere
Signalwege, die indirekt mit dem ROS-Haushalt der Zellen zusammenhéngen.(10,43)
Uber diese Mechanismen kann MnTBAP die Sekretion proinflammatorischer Zytokine
in Makrophagen hemmen und deren Polarisation beeinflussen.(125,132) In ersten

Experimenten dieser Arbeit konnte jedoch kein signifikanter Einfluss von MnTBAP auf
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die Differenzierung von THP-1-Zellen festgestellt werden. Zwar deuteten initiale
Beobachtungen auf eine mogliche Wirkung des ROS-Modulators auf die Differenzierung

hin, doch lieB sich dieser Effekt in nachfolgenden Versuchen nicht reproduzieren.

In dieser Arbeit wurde MnTBAP nach der PMA-Behandlung, aber vor der
Differenzierung in die verschiedenen Makrophagensubtypen zugegeben. Ziel war es, die
intrazelluldiren ROS-Konzentrationen bereits vor Beginn der Differenzierung in die
einzelnen Subtypen zu senken.(9,63) Ob die Zugabe von MnTBAP wéhrend der
Differenzierung zu M1- und M2-Makrophagen einen anderen Effekt hat, blieb in unseren
Experimenten offen. Zeitpunkt und Dauer der Differenzierung sowie die genauen
ROS-Konzentrationen konnten die Empfindlichkeit der Makrophagensubtypen
gegeniiber ROS entscheidend beeinflussen.(27) Ebenso wurde die mogliche Wirkung von
Antioxidantien auf die frithe Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen durch
PMA in den Experimenten nicht erfasst. ROS scheinen insbesondere fiir die frithe
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen von Bedeutung zu sein und tragen

somit zur initialen Reifung aller Makrophagensubtypen bei.(126)

Eine Verdnderung des Anwendungszeitpunkts von MnTBAP oder der Einsatz anderer
Antioxidantien konnte die beobachteten Ergebnisse wesentlich beeinflussen. Haufig
verwendete Antioxidantien sind neben MnTBAP auch N-Acetylcystein und
a-Tocopherol. N-Acetylcystein wirkt iiber eine Erh6hung der kdrpereigenen Cystein- und
Glutathionkonzentrationen. In Studien, in denen N-Acetylcystein verwendet wurde,
konnte ein Einfluss auf die in-vitro-Differenzierung von Makrophagen nachgewiesen
werden.(111) So inhibierte N-Acetylcystein beispielsweise die Differenzierung in
Richtung M1 und unterdriickte die Produktion proinflammatorischer Zytokine.[102]
Auch das Vitamin-E-Analogon a-Tocopherol zeigte in Untersuchungen einen Einfluss
auf die in-vitro-Differenzierung monozytérer Zelllinien.(148) Aufgrund ausbleibender
Effekte von N-Acetylcystein und a-Tocopherol wurden die entsprechenden Versuche in

dieser Arbeit nicht weiterverfolgt.
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4.3. Einfluss konditionierter Medien von Makrophagen auf die Viabilitit von
HCC-Tumorzelllinien

Die bisher beschriebenen Mechanismen, insbesondere die Rolle von ROS und die
Regulation proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p, unterstreichen die Bedeutung der
sekretorischen Aktivitdit von Makrophagen fiir ihre funktionelle Ausprigung. Zur
Untersuchung der Auswirkungen dieser Aktivitit auf Tumorzellen tiber ins Medium
sezernierte Faktoren eignet sich die Verwendung von zellfreien Zellkulturiiberstinden,

den sogenannten konditionierten Medien.

Fiir die Untersuchung der Interaktion zwischen Makrophagen und HCC-Zellen wurden
in dieser Arbeit die konditionierten Medien der Makrophagensubtypen verwendet.
Unsere Daten zeigen, dass ausschlieBlich die nach 24-stiindiger Inkubation entnommenen
Uberstiinde von M2-polarisierten THP-1-Makrophagen einen kleinen, nicht konsistent
reproduzierbaren Effekt auf die HCC-Zelllinen ausiibten: Eine erhohte Viabilitit der
Huh7-Zellen (7-8 %) und eine verminderte Viabilitit der HepG2-Zellen (ca. 10 %). Die
Uberstinde der M2-Makrophagen nach 48 und 72 h, sowie die Uberstinde der
MO/M1-Makrophagen hatten dagegen keinen signifikanten Effekt. In der Literatur zeigen
sich je nach Studiendesign unterschiedliche Ergebnisse, dennoch ldsst sich eine Tendenz
erkennen: Die Behandlung mit konditionierten Medien fiihrte eher zu einer Stabilisierung
oder leichten Zunahme der Zellviabilitit von HCC-Zelllinien.(36,104) Beispielsweise
konnte konditioniertes Medium von MI1-Makrophagen die Zellproliferation von
HCC-Zellen in vitro hemmen und einen Zellzyklusarrest induzieren.(36) In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass konditionierte Medien von THP-1-Zellen

die Migration von Huh7- und HepG2-Zellen fordern.(137)

Eine mogliche Erkldrung fiir die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse konnten die
verschiedenen methodischen Ansdtze sein. In unseren Experimenten wurden die
konditionierten Medien durch eine mindestens 24-stiindige Inkubation von
Makrophagen, die anschlieBende Entnahme der Uberstinde und Zentrifugation zur
Entfernung zelluldrer Bestandteile hergestellt. In anderen Studien erfolgte die Reinigung
der Uberstinde von zelluldren Bestandteilen zusitzlich durch Filtration.(36,45,163) Eine
starkere Konzentrierung der im Medium gelosten Substanzen sowie die Gewinnung von

Exosomen aus konditionierten Medien konnten die Effekte auf die Zellviabilitit
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verstirken und den Einfluss der sekretorischen Faktoren potenziell erhhen.(104,105)
Dariiber hinaus sind die Ergebnisse vom verwendeten Differenzierungsprotokoll der
Makrophagen sowie der Methode zur Bestimmung der Zellviabilitét abhéngig. Sowohl
der MTT-Assay als auch die Farbung mit Propidiumiodid sind schnelle und praktikable
Methoden zur Abschitzung der Zellviabilitit. Sie dienen jedoch eher einer groben
Quantifizierung vitaler Zellen und sind anfillig fiir methodische Verzerrungen, die
beispielsweise  durch  Unterschiede im  Zellmetabolismus und in der

Mitochondrienaktivitét verursacht werden.(46,121)

Der stérkere Effekt der konditionierten Medien nach 24 h steht im Einklang mit anderen
Studien, in denen bevorzugt konditionierte Medien differenzierter THP-1-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation eingesetzt wurden.(13,105,137,163) Langere
Kultivierungszeiten konnen zu Verdnderungen im Zellmetabolismus und zu einer
reduzierten Vitalitit der THP-1-Zellen fithren, wodurch sich wiederum die
Zusammensetzung der konditionierten Medien verdndert.(4) Fiir einige Zytokine ist
aullerdem eine hohe Konzentration innerhalb der ersten Stunden nach PMA-Stimulation
nachgewiesen, was die frilhe Verwendung der konditionierten Medien betont.(41,55)
Allerdings steht dieses Ergebnis im Widerspruch zu den von uns gemessenen, erhdhten
Zytokinkonzentrationen in den Uberstéinden nach 72 h. Die erhéhte Zytokinkonzentration
in den Uberstinden nach 72 h kénnte eher auf einen stabilen Makrophagensubtyp
hinweisen als die sehr frith gemessenen Zytokinkonzentrationen unter 24 h. Zudem war
der Effekt in unseren Experimenten mit konditionierten Medien nur minimal und teils
widerspriichlich. Erginzende Versuche mit Uberstinden aus lingerer Kultivierung

konnten dazu beitragen, potenzielle zeitabhéngige Effekte klarer zu erfassen.

Ergdnzend konnten direkte Zell-Zell-Interaktionen die Untersuchung dynamischer
Verinderungen von Immunzellfunktionen im direkten Kontakt mit Tumorzellen
ermoglichen.(89) Experimente mit konditionierten Medien in Kokulturversuchen aus
Makrophagen und HCC-Zellen mit direkten Zell-Zell-Kontakten sowie funktionelle
Untersuchungen, wie beispielsweise Migrationsassays, konnten wesentlich tiefere
Einblicke in die Interaktion der beiden Zelltypen liefern. Die Kokultivierung von
HCC-Zellen mit M2-polarisierten TAMs fiihrte beispielsweise zu einer Steigerung der
Tumorzellmigration.(22,152) Andere in-vitro-Studien zeigen, dass in umgekehrter

Richtung auch konditionierte Medien von Tumorzellen die Polarisierung von
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Makrophagen beeinflussen konnen.(13,45,75,105,163) Es konnte gezeigt werden, dass
THP-1-Zellen ihren Phédnotyp in Kokulturen in Abhdngigkeit von der jeweiligen
Tumorzelllinie verdndern.(22,98) Durch die Verwendung konditionierter Medien konnte
sowohl die Produktion pro- als auch antiinflammatorischer Zytokinen und ein gemischter
M1-/M2-Phénotyp von Makrophagen induziert werden.(86,113) Die Ergebnisse stiitzen
die Annahme, dass TAMs gleichzeitig Eigenschaften von M1- und M2-Phénotypen

besitzen.

Insgesamt unterstreichen die Befunde die Komplexitit der Interaktion zwischen
Tumorzellen und Makrophagen. Sie werfen die Frage auf, inwieweit die strikte Einteilung
von Makrophagen in die starren Subtypen M1 und M2 der tatsdchlichen funktionellen
Heterogenitét und Plastizitdit von Makrophagen gerecht wird. Im Folgenden soll dieser

Aspekt kurz néher beleuchtet werden.

4.4. Kiritische Betrachtung der Makrophagenklassifikation

In zahlreichen Studien wird versucht, Makrophagen anhand ihrer Merkmale in das
funktionelle Kontinuum zwischen M1- und M2-Makrophagen einzuteilen. Dabei stellen
M1- und M2-Makrophagen zwei experimentell definierte Extreme dar, welche der
Plastizitdit von Makrophagen nicht gerecht werden. Zur Charakterisierung von
Makrophagenphénotypen werden verschiedene Methoden eingesetzt, darunter FACS,
Immunhistochemie und Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR),
um Oberflichenmarker und transkriptionelle Profile zu analysieren. Erginzend
ermOglichen ELISA und Western Blots die Quantifizierung sekretierter Zytokine und die
Detektion intrazelluldrer Proteine. Neuere Ansidtze kombinieren diese klassischen
Verfahren mit single-cell-RNA-Sequenzierung oder mass cytometry, um die heterogene
Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen im Kontext von Tumorprogression,

chronischer Entziindung und Gewebeumbau préziser abzubilden.(56,91,146)

M1-Makrophagen wird eine proinflammatorische und das Tumorwachstum hemmende
Funktion zugeordnet. Dennoch konnen auch MI-Makrophagen tumorfordernde
Funktionen besitzen. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass TAMs auch Eigenschaften
von MI1-Makrophagen besitzen.(82,136,160) Unter anderem sind protumorale
Funktionen von M1-typischen Zytokinen, wie IL-6 und TNF-a, beschrieben.(22) In einer
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Untersuchung von HCC-Proben konnten M1-Makrophagen auBlerdem die PD-L1-
Expression induzieren und dadurch die Immunevasion von HCC-Tumorzellen
erleichtern.(169) M2-Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der Gewebereparatur
und der Auflosung inflammatorischer Prozesse. Sie werden allgemein mit einer
Tumorprogression in Verbindung gebracht.(23) Ihr Phinotyp wird daher als meistens als
M2-Phinotyp bezeichnet.(143) Passend zum M2-Phinotyp sezernieren im HCC
befindliche TAMs vermehrt die Zytokine IL-10, MMP-9, TGF-f und Arginase.(71) Im
Vergleich zu M1-Makrophagen spiegeln M2-Makrophagen allerdings mehr funktionelle
Diversitit wider und sind in Experimenten schwieriger zu charakterisieren.(11,20)
Genexpressionsanalysen zeigen auBlerdem, dass sich TAMs und M2-Makrophagen in
ihrer Genexpression unterscheiden.(52) Die Verwendung der beiden Funktionszustéinde
M1 und M2 sollte daher, insbesondere im Kontext von Tumorerkrankungen, kritisch
interpretiert werden. Unterschiede in den Differenzierungsprotokollen und der Auswahl

von Markern konnten die oft widerspriichlichen experimentellen Ergebnisse erkldren.

Die Herkunft der Makrophagen erschwert zusitzlich die Subtyp-Charakterisierung.
Makrophagen konnen entweder von gewebesténdigen Kupffer-Zellen in der Leber oder
von zirkulierenden Monozyten abstammen. Kupffer-Zellen und von Monozyten
abstammende Makrophagen unterscheiden sich in ihrer Genexpression und in der
Sekretion von immunwirksamen Substanzen.(51) Rekrutierte Makrophagen besitzen eine
stairker ausgeprdgte, immunmodulatorische Funktion als Kupffer-Zellen.(51) Unter
inflammatorischen Bedingungen konnen rekrutierte Zellen aber auch als Ersatz fiir
gewebestdndige Kupffer-Zellen dienen und sich funktionell an diese anpassen.(117)
Trotz dieser offensichtlichen funktionellen Unterschiede wird die Herkunft der
Makrophagen in vielen Studien hédufig nicht beriicksichtigt, was die Interpretation und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zusitzlich erschwert. Trotz dieser kritischen Einordnung
ist eine sorgfiltige funktionelle Charakterisierung von Makrophagensubtypen unter
Beriicksichtigung der genannten Einschrinkungen eine wichtige Voraussetzung fiir

experimentelle Untersuchungen von TAMs und ihrer Rolle in der Tumorprogression.

4.5. Ausblick

Zuverldssige Protokolle zur in-vitro-Makrophagendifferenzierung stellen die zentrale

Grundlage fiir die Untersuchung von Tumor-Immunzell-Interaktionen dar. Bereits
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geringe Modifikationen der Versuchsbedingungen konnen die Funktionalitdt der
differenzierten Makrophagen entscheidend beeinflussen und somit stabile und
reproduzierbare Ergebnisse ermoglichen. Mit der Etablierung eines standardisierten
Protokolls schafft diese Arbeit die Grundlage fiir zukiinftige in-vitro-Studien, die sich mit
der Funktion von TAMs bei der Tumorentwicklung und der Proliferation von HCC-

Zellen wie Huh7 und HepG2 befassen.

Die Interaktion zwischen TAMs und HCC-Zellen ist bidirektional. Wéhrend TAMs das
Tumorwachstum und die Proliferation im HCC durch die Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen beeinflussen, moduliert das tumor microenvironment
die Polarisation der Makrophagen und kann deren immunmodulatorische und
immunsuppressive Funktion verstdrken. [In-vitro-Untersuchungen konnten diese
wechselseitigen Effekte zwischen TAMs und HCC-Zellen bereits reproduzierbar
darstellen.(152,158) Allerdings liegen bislang nur begrenzte Daten zur Ubertragbarkeit
dieser Ergebnisse auf tierexperimentelle Modelle vor. Tiermodelle, insbesondere
humanisierte Mausmodelle, sind fehleranfillig und liefern aufgrund artspezifischer
Unterschiede bei der Immunantwort, dem Lebermetabolismus und der
Tumorentwicklung hiufig nur eingeschrdnkt {ibertragbare Ergebnisse.[60,70] Ein
wesentlicher Grund dafiir ist das Fehlen funktioneller humaner Immunzellpopulationen,
welche an der Bildung des tumor microenvironment beteiligt sind.(94) Besonders in der
Immunonkologie, etwa bei der Untersuchung von Checkpoint-Inhibitoren oder 7-cell
Engagern, zeigen sich die Limitationen tierischer Modelle deutlich: Aufgrund
artspezifischer Unterschiede lassen sich immunologische Signalwege und
Immunzellinteraktionen nur unzureichend abbilden.(25) Insbesondere die funktionelle
Interaktion zwischen humanen Tumorzellen und Makrophagen kann in murinen
Systemen aufgrund artspezifischer Unterschiede nur in begrenztem Umfang modelliert
werden. Zudem riicken ethische und regulatorische Aspekte zunehmend in den Fokus,
was den Einsatz tierischer Modelle weiter einschrankt. Die direkte Translation von
in-vitro-Versuchen zu klinischen Studien gewinnt zunehmend an Bedeutung.
Humanbasierte in-vitro-Modelle, wie Kokulturen aus HCC- und THP-1-abgeleiteten
Makrophagen, ermdglichen eine prizisere Untersuchung humanrelevanter Signalwege.
Sie bilden somit eine entscheidende Briicke zwischen molekularer Grundlagenforschung

und klinischer Anwendung.
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Langfristig eroffnet die Erforschung der Makrophagenpolarisation die Moglichkeit,
zielgerichtete Therapiestrategien zu entwickeln. Diese umfassen die Depletion von
TAMs, die Blockade ihrer Rekrutierung oder ihre gezielte Umprogrammierung hin zu
tumorhemmenden Phénotypen. In Studien konnte durch die Blockade der
CCL2/CCR2-Achse oder CSF-1/CSF-R1-Achse Effekte auf die Progression des HCC
erzielt werden.(88,130,149) Ein zweiter Ansatz zielt auf die Depletion von TAMs in der
Tumormikroumgebung des HCC ab. Hierfiir wurden Substanzen wie Zoledronsdure oder
Clodronat eingesetzt. In Studien zur Therapie des HCC konnte die Behandlung mit
Zoledronsdure die Prognose des HCC nach transarterieller Chemoembolisation (TACE)
verbessern.(161,166) Des weiteren konnten von TAM sezernierte Substanzen durch
externe Substanzen neutralisiert werden. Eine Hemmung von IL-6, beispielsweise mit
dem  Antikorper  Tozilicumab, kann das  Tumorwachstum des HCC
hemmen.(57,66,136,138) Ein  weiterer vielversprechender —Ansatz ist die
Umprogrammierung von TAMs in Richtung tumorhemmender Funktionen. Dadurch
konnte das Verhéltnis zwischen tumorhemmenden Mechanismen und tumorférdernden
Funktionen im tumor microenvironment beeinflusst werden. In einer Studie fiihrte
beispielsweise die Hemmung des IL-4-Rezeptors-o auf TAMs zur Umprogrammierung
von TAMs in einen antitumoralen Phinotyp.(50) Durch die Blockierung des
CSF-1-Rezeptors mit dem selektiven Inhibitor PLX3387 konnte die Polarisation von
TAMs zugunsten von M1-Funktionen verdndert und dadurch das Tumorwachstum des
HCC gehemmt werden.(5) Die Inhibierung von auf TAM exprimiertem APOC] fiihrte
zu Polarisation von M2- zu MI1-Makrophagen im HCC-Gewebe.(52) Fiir einige
Substanzen ist demnach ein tumorsupprimierender Effekt nachgewiesen, der
bewiesenermafBlen durch TAMs und die Verdnderung ihrer Polarisation vermittelt wird.
Die Kombination solcher TAM-modulierender Strategien mit etablierten systemischen
Therapien konnte die Behandlung von HCC grundlegend verbessern.(164,165) Fiir
zukiinftige  in-vitro-Experimente  ist daher die prizise Definition von
Differenzierungsprotokollen, der Polarisation von Makrophagen sowie der Analyse ihrer
sekretorischen und funktionellen Eigenschaften entscheidend. Nur durch die Etablierung
standardisierter, reproduzierbarer Modelle lassen sich die komplexen Mechanismen der
TAM-HCC-Interaktion zuverldssig untersuchen, um neue diagnostische, prognostische

und therapeutische Ansétze fiir das HCC zu entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines reproduzierbaren Protokolls zur
Makrophagendifferenzierung aus THP-1-Zellen als Grundlage fiir zukiinftige belastbare
Analysen der Interaktion zwischen Makrophagen und hepatozelluldren Karzinomzellen
(HCC) in vitro. Hierfiir wurden Versuchsbedingungen, wie die Konzentration der
Substanzen und die Behandlungsdauer, wvariiert. Um eine mdglichst genaue
Charakterisierung der Zellen zu erreichen, wurden verschiedene Oberflichenmarker im
FACS und Zytokine im ELISA getestet. Mithilfe des SOD-Mimetikums MnTBAP wurde
der Einfluss von ROS auf die Makrophagendifferenzierung untersucht. Fiir die
Untersuchung der Interaktion zwischen TAMs und den HCC-Zelllinien Huh7 und HepG2
kamen konditionierte Medien zum Einsatz. Eine optimierte Kombination aus geringerer
Zelldichte der ausgesiten Zellen, einer reduzierten PMA-Konzentration von 50 nmol/l
mit 24-stiindiger Ruhephase und Polarisation fiir 72 h fiihrte zur Generierung stabiler
M1- und M2-Makrophagen, die funktionell mittels FACS und ELISA validiert wurden.
M1-Makrophagen waren durch die Expression von CD80/CD38/CD14 und eine erhohte
Produktion von IL-6 (> 40pg/ml) gekennzeichnet, M2-Makrophagen exprimierten
CD206/CD200R/CD209 und sezernierten CCL18 bis ~ 8 000 pg/ml. IL-10 und TNF-a
zeigten keinen signifikanten Unterschied, TGF-B bleibt unverdndert. Die
IL-1B-Freisetzung bestétigt die Polarisationsunterschiede, wobei M1-Makrophagen
sensitiv auf eine Stimulation mit LPS/ATP reagierten, wihrend Nigericin insbesondere
in MO-Makrophagen eine maximale Antwort ausloste (bis ~ 14000 pg/ml).
Konditionierte Medien von M2 Makrophagen (24 h) bewirkten kleine, insgesamt nicht
reproduzierbare Verdnderungen der Zellviabilitdit bei Huh7- (1 ~ 7-8%) und
HepG2-Zellen (] ~ 10 %), wohingegen die Uberstéinde nach 48 h und 72 h keinen Effekt
zeigten. Die ROS-Modulation mit MnTBAP beeinflusste die Polarisation unter den
getesteten Bedingungen nicht. Insgesamt stellt das etablierte Protokoll eine robuste und
standardisierte Grundlage zur Differenzierung und funktionellen Charakterisierung von
aus THP-1-Zellen differenzierten Makrophagensubtypen dar. Es ermoglicht die
Etablierung  reproduzierbarer  in-vitro-Modelle ~ zur  Untersuchung  von
Tumor-Immunzell-Interaktionen im HCC und schafft damit eine Basis fiir translationale

Ansitze in der Krebsforschung.

82



6. Summary

The aim of this study was to establish a reproducible macrophage differentiation protocol
from THP-1-cells as a foundation for future, reliable in-vitro-analyses of the interaction
between macrophages and HCC cells. To this end, experimental conditions, such as
reagent concentrations and treatment durations, were systematically varied. For precise
cellular characterization, we tested multiple surface markers by FACS and cytokines by
ELISA. Using the SOD mimetic MnTBAP, we examined the influence of ROS on
macrophage differentiation. Conditioned media were employed to investigate interactions
between TAMs and the HCC cell lines Huh7 and HepG2. An optimized combination of
lower seeding density, PMA at 50 nmol/L followed by a 24 h rest phase, and 72 h
polarization generated stable M1 and M2 macrophage populations, which we functionally
validated by FACS/ELISA. M1 macrophages were characterized by CD80/CD38/CD14
and increased IL-6 (> 40pg/ml), whereas M2 macrophages displayed
CD206/CD200R/CD209 and CCL18 (~ 8,000 pg/ml). IL-10 and TNF-a showed no
significant differences, and TGF-B remained unchanged. IL-1p release confirmed
polarization differences, as M1 macrophages were sensitive to stimulation with
LPS/ATP, while nigericin elicited a maximal response particularly in MO macrophages
(up to to ~ 14,000 pg/ml). Conditioned media from M2 macrophages (24 h) induced
small, overall, non reproducible changes in viability (Huh7 1 ~ 7-8 %) and HepG2 (| ~
10 %) whereas 48 / 72 h conditioned media produced little functional impact despite
higher cytokine levels, suggesting time window dependent paracrine signaling. ROS
modulation with MnTBAP did not affect polarization under the tested conditions. Taken
together, the protocol provides a robust, standardized basis for the differentiation and
functional characterization of THP-1-derived macrophages. It enables the establishment
of reproducible in-vitro models to study tumor—immune cell interactions in HCC and

thereby strengthens the foundation for translational approaches in cancer research.
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