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PROBLEMSTELLUNG

Monozyten und Makrophagen sind im Immunsystem vasemtlicher Bedeutung, da sie fur
unterschiedliche Prozesse, wie der Abwehr von rbikttem Befall, Immunitdt gegen
Fremdsubstanzen, Wundheilung, Induktion von Entmiigdn und Angiogenese verantwortlich
sind. lhre Bildung beginnt im Knochenmark aus hapaetischen Stammzellen und fuhrt Gber
mehrere Differenzierungsschritte zur Ausbildung Wonozyten, die anschlieBend Uber die
Blutbahn im Organismus verteilt werden. Treten Moyten mit Krankheitserregern in Kontakt,
wandern sie in das entzindete Gewebe ein und kddoendurch Zytokine bzw. andere
inflammatorische Stimuli zu Makrophagen, den sogeten Fresszellen, differenzieren.

Wie alle eukaryotischen Zellen, weisen auch Monezyan der Aul3enseite der Zellmembran
einen Kohlenhydratsaum, die sogenannte Glykokadyx,[1, 2]. Dieser Zellmantel hat einen
Durchmesser von rund hundert Nanometern und ish aon funktionaler Bedeutung, well
Zuckerstrukturen in der primaren Immunantwort emehtige Rolle spielen [3]. Weitere Auf-
gaben dieser zuckerreichen Schicht bestehen in-Zall und Zell-Matrix Interaktionen.
Dartber hinaus wird angenommen, dass die Glykokafrend der Adhasion moduliert wird
[5, 6] und manche Elemente der Zuckerschicht d@oeytotische Aktivitdit von Monozyten
beeinflussen [4]. Weiters wird bei der Anheftungnv@eripheren Blut-Monozyten an
endotheliale Zellen, die Differenzierung von Montezyzu Phagozyten (Makrophagen) initiiert
[7], wodurch ebenfalls eine Umgestaltung der Zuskektur an der Zelloberflache

wahrscheinlich ist.



Um die Glykosylierung der Zelloberflache von Montaty zu untersuchen und damit die
Zusammensetzung der Glykokalyx néher zu charaldgegis, sollte eine humane monozytische
Zelllinie eingesetzt werden. THP-1 Zellen (humamenponozytische Zellen) wurden von
Tsuchiya et al. etabliert und weisen einen besg@mlimonozytischen Charakter auf [8]. Die
weitere Differenzierung von Monozyten kann durchs@ua verschiedener Substanzen wie
DMSO, Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), 1,#Bdroxyvitamin D3 (VD3), Retinséure
oder Zytokine induziert werden [9-11]. In der vedenden Diplomarbeit wurde PMA als
Stimulans fir die Differenzierung zu einem Makrogda-&hnlichen Zelltypus verwendet [14].
Verglichen mit primaren humanen Monozyten besitzetiP-1 Zellen den Vorteil, dass sie als
Zelllinie hinsichtlich Verfugbarkeit und Vergleichtkeit der Ergebnisse deutliche Vorteile
aufweisen.

Ein Oberflachenrezeptor, der nachweislich auf Mgtez und vermehrt auf Makrophagen
exprimiert wird, ist der CD14 Rezeptor, der deshalich als Marker fiur die Differenzierung
dienen sollte. Der CD14 Rezeptor ist ein Oberflaghetein, das mit Lipopolysacchariden
interagiert und folglich fur die Ausschittung vamdrleukinen und TNfe- verantwortlich ist.
Da bei langerer Inkubationszeit mit PMA von einernaehrten Expression des CD14 Rezeptors
ausgegangen werden kann, sollte ein Antikorper, spezifisch an diesen Rezeptor bindet,
eingesetzt werden, um den Differenzierungsgrad &it-1 Zellen zu bestimmen.

Die Charakterisierung der Glykokalyx von THP-1 Z2all sowie der bereits oben
angesprochenen Unterschiede zwischen der Zelléobdl von Monozyten und Makrophagen
sollte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe pflamzher, fluoreszenzmarkierter Lektine erfolgen.
Lektine sind Proteine mit zumindest einer nichtakgtschen Doméane, die spezifisch an Mono-
oder Oligosaccharide binden. Durch diese spez#is@indung der Lektine kann das
Vorhandensein diverser Zuckerstrukturen an die obBellflache nachgewiesen werdex:
Acetyl-D-Glukosamin und Sialinsdure kdnnen durch die Bimgddes Lektins voririticum

vulgare (WGA), beziehungsweisg-Acetyl-D-Glukosamin auch durch d&olanum tuberosum
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Lektin (STL) und 2,6- verknipfte Sialinsdure dudds Binden deSambucus nigr&gglutinin
(SNA) bestimmt werden. Mannose und Glukose Strgktuwerden durch ddsens culinaris
Agglutinin (LCA) und D-Galaktosamin durchiPeanut Agglutinin (PNA) nachgewiesen. Das
Vorkommen vonN-Acetyl-D-Galaktosamin kann durch die Bindung v@wlichos biflorus
Agglutinin (DBA) undL-Fukose durch das Lektin vdasiex europaeugUEA) bestatigt werden.
Um das Ausmald an spezifischer Bindung naher charsigren zu kénnen, wurden auch
kompetitive Tests mit den korrespondierenden Kdnjermaten durchgefuhrt.

Da es sich bei Monozyten und Makrophagen um Zet@rausgepragter Phagozytosefahigkeit
handelt, wurde in weiterer Folge fur ausgewé&hlt&tine der Internalisierungsprozess néher
untersucht. Dartber hinaus sollten die Unterschied@ischen undifferenzierten und
differenzierten THP-1 Zellen genau analysiert, dokatiert sowie Vergleiche mit der Literatur
gezogen werden. Ausgehend von diesen Untersuchwadjemauch tberlegt werden, inwieweit
Lektine fur ein Monozyten- bzw. Makrophagen-spatzifies Targeting eingesetzt werden

kdnnen.



ERGEBNISSE und DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit konntePuinlikation

»Alteration of the glycosylation pattern of monocytic THP-1 cells upon differentiation
and its impact on lectin targeting”

von Plattner V.E., Engleder E., Gabor F., Wirth M.

(siehe Anhang B) mal3geblich beigetragen werden.

FiUr ein gezieltes Targeting an Monozyten bzw. Mpkegen mit Hilfe von Lektinen ist der
Aufbau der Glykokalyx mafRgebend. Da THP-1 Zelleneri bestandigen monozytischen
Charakter aufweisen und durch Zugabe von PMA zieneZellen mit den Féhigkeiten von
Makrophagen differenzieren [8, 14], wurden mit dieZelllinie Unterschiede im Aufbau des
Zuckermantelsaums deutlich gemacht und weiterfichrerternalisierungsprozesse verfolgt.
Alle Untersuchungen wurden sowohl mit undifferenze als auch mit differenzierten Zellen

unter gleichen Bedingungen durchgefihrt.

Unter Verwendung von Phorbol 12-myristat 13-ac€RA, 5 ng/ml Medium) wurden die
Zellen zur Differenzierung angeregt und fur die differenzierung unterschiedlich lange (24,
48, 72 Stunden) bei 37°C inkubiert. Bereits nach&dnden zeigten sich morphologische
Unterschiede zwischen undifferenzierten und differerten Zellen. Wahrend PMA-

unbehandelte Zellen in Suspension wachsen, Aggrdgaten und eine kugeléahnliche Form



aufweisen, liegen differenzierte Zellen in adh&erfform vor, sind langlich und abgeflacht
(Anhang A, Abb. 1 + 2). Um die Differenzierung zerwizieren, wurden die CD14 Rezeptoren
an der Zelloberflache Uber eine Antigen—AntikOpereaRion und anschlieRende
flowzytometrische Analyse quantifiziert, da dieseezBptoren nach Differenzierung zu
Makrophagen vermehrt exprimiert werden sollten [Tidzu wurde der Fluoreszein-markierte,
murine monoklonale Antikdrper MY4-FITC eingesetdDer in diesen Untersuchungen
beobachtete Anstieg der mittleren FluoreszenziittgngMFI) von 0.53 + 0.27 bei

undifferenzierten Zellen auf 26.0 £+ 0.49 bei bis72uStunden lang mit PMA behandelten Zellen
zeigt, dass es nach Zusatz von PMA tatsachlichizer e’ermehrten Expression des CD14
Rezeptors kommt. Somit konnte die Differenzierungha auf dieser Ebene nachgewiesen
werden. (Anhang A, Abb.3) Um eine unspezifischeilkimperbindung ausschlie3en zu kénnen,
wurde ein FITC markierter 1gG-Kontrollantikdrperngesetzt, dessen MFI Werte von den
jeweiligen Daten subtrahiert wurden. Die MFI-Wettex Kontrolle, die bei beiden Zelllinien um

0.5 MFI lagen, bestatigten die spezifische Binddag MY4-FITC Antikorpers.

Durch die Differenzierung von Monozyten zu Makrogéa kann es zu Veranderungen in der
Glykokalyx kommen. Diese Unterschiede im Zuckerrabaum sollten mittels differenzierter
und undifferenzierter THP-1 Zellen n&her charaktert werden. Um die jeweiligen
Kohlenhydrate nachzuweisen, wurden pflanzliche ofdszein-markierte Lektine (F-Lektine)
verwendet, die spezifisch an unterschiedliche, ewaglte Zuckerstrukturen binden. Fir die
Untersuchungen wurden alle Zellen unter gleichedirBgingen und mit der gleichen Menge an
Lektin (3.125 — 100 pmol) inkubiert. Um die Bindwhgpazitaten zu vergleichen, wurden die
gemessenen MFI Werte auf 1 Mol Fluoreszein pro Mibdtin bezogen.

Die Ergebnisse zeigen, dass F-WGA sowohl bei vadiffzierten (MFI 17.1 + 0.2 bei 100 pmol

WGA) als auch bei differenzierten Zellen (MFI 1&60.4 bei 100 pmol WGA) die hdchste
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Bindungskapazitat aufweist. Davon ausgehend kanm raanehmen, dassi-Acetyl-D-
Glukosamin- und Sialinsaure-Strukturen in der Gkddgx beider Zelltypen in verhaltnismaliig
groRer Anzahl vorkommen. Interessant war auch, dads im Ausmald der Bindung kein
signifikanter Unterschied (p>0.05) zwischen dendbei Zelltypen feststellen liel3. Mit MFI
Werten bis 10.3 + 0.5 an undifferenzierten und55.2 an differenzierten Zellen wies F-STL,
das ebenso spezifisch mit-Acetyl-D-Glukosamin-Strukturen interagiert, die zweith6ehst
Bindungskapazitat auf. Vergleicht man die MFI Went¢ereinander, so lasst sich flr F-STL bei
den differenzierten Zellen eine nur halb so staBkedung beobachten. Da F-WGA aber an
beide Zelltypen gleich stark bindet, kdnnte die§ ain vermehrtes Vorhandensein von
Sialylgruppen bei den differenzierten Zellen hinsesi, da WGA nebex-Acetyl-D-Glukosamin
auch spezifisch an Sialinsaure bindet. Diese Vamngitlie3 sich durch die Ergebnisse der
Bindungsstudie mit F-SNA, das spezifisch an 2,6wépfte Sialinsaure bindet, absichern, bei
denen fur differenzierte Zellen mit einem MFI bi2 & 0.1 ebenfalls eine deutlich hohere
Kapazitat festgestellt wurde (p<0.01) als bei uedénzierten Zellen (0.3 £ <0.1).

Weiters konnte fur differenzierte Zellen in Folgeex Bindung von F-LCA mit MFI Werten bis
24 + <0.1 das Vorhandensein von Mannose-Struktufestgestellt werden. Keine
Bindungskapazitat zeigte sich hingegen fir F-PNAs d>alaktosamin-Strukturen erkennt.
Umgekehrt verhielt es sich bei undifferenziertetiefe Hier konnte in der Glykokalyx keine
Mannose nachgewiesen werden, Galaktosamin-Strukhingegen waren in gewissem Ausmal3
vorhanden, was sich durch die Bindung von F-PNAM#-Werten bis 1.0 + 0.1 belegen liel3.
Keine Bindung bei beiden Zelltypen zeigte sich (iie Lektine F-UEA-I und F-DBA. Dies
deutet darauf hin, dass die Glykokalyx der THP-lledekeineN-Acetyl-D-Galaktosamin- und

L-Fukose-Strukturen enthalt.



Um die Spezifitat der Bindung des Lektins an diegdige Zuckerstruktur zu Gberprifen, wurde
versucht, mittels der korrespondierenden Kohlerdmgdreine kompetitive Hemmung der
Bindung zu erzielen. Im Fall einer spezifischen Wasdwirkung sollte durch Erhdhen der
Kohlenhydratmenge eine kontinuierliche Abnahmezdigebundenen Lektinmenge und damit
des MFI Wertes zu beobachten sein. Dies basieauflatlass das Lektin mit dem zugesetzten,
l6slichen Kohlenhydrat eine Bindung eingeht und ds® an der Glykokalyx quantifizierte
Lektinmenge sinkt. Ist die Bindung hingegen unsiisti, sollte keine Anderung des MFI zu
beobachten sein.

Die Inhibitionsstudie erfolgte mit folgenden ZuckeN,N",N""-Triacetylchitotriose fir F-WGA
und F-STL,D- Mannose fur F-LCA und Sialinsdure wurde fur F-SNé&rwendet. Um die
Inhibition in Prozent zu berechnen, wurde der games MFI Wert der jeweiligen
Lektinbindung ohne Zusatz eines KohlenhydrateschldiO0% gesetzt und die Abnahme der
Bindungen auf diesen Wert bezogen. Fur F-WGA un8TE- ergab sich dabei fur beide
Zelllinien eine spezifische Bindung mit einer prozelen Inhibition von zum Teil Gber 90%.
Im Fall von undifferenzierten Zellen konnte die Jfigit der Bindung von F-PNA mit einer
Inhibition von dber 90% nach Zusatz von 1 pmol ®&@misamin pro Reaktionsansatz
nachgewiesen werden. Bei differenzierten Zellendeueine spezifische Bindung fur F-LCA
mit Inhibitionswerten bis zu 90% analysiert. ObwdhRSNA spezifisch mit 2,6-verknipfte
Sialinsdure interagiert, konnte durch Sialinsdueend kompetitive Inhibition der F-SNA

Bindung an THP-1 Zellen beobachtet werden.

Basierend auf der Tatsache, dass F-WGA eine sdie Bmmdungskapazitat fur THP-1 Zellen
besitzt, wurde in weiterer Folge untersucht, obritdehengebundenes F-WGA von den Zellen,
die als Monozyten und Makrophagen eine hohe Phageefahigkeit besitzen sollten, auch

internalisiert werden kann. Dabei wurde ein Puls@g@ Inkubationsprotokoll verfolgt, bei dem
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F-WGA zunéchst bei 4°C an die Zelloberflache gelemndvird (Pulse) und die Zellen
anschlieend — nach Entfernen von ungebundenenmnlLeKtir unterschiedliche Zeitintervalle
(0O — 240 Minuten) bei 37°C inkubiert werden (Cha8&g Zellen nur bei 37°C metabolisch aktiv
sind, sollte das wahrend der Pulse-Inkubation arQdierflache gebundene Lektin in der Chase-
Phase internalisiert werden. Fur Vergleichszweckerde der Versuch auch bei 4°C
durchgefihrt. Bei dieser Temperatur wird der Zeffstechsel nahezu vollstandig reduziert,
sodass hier keine Internalisierung erwartet werdt@amn. Die Analyse erfolgte mittels
Flowzytometer und zeigte bei einer Chase-Inkubatemperatur von 4°C lber einen Zeitraum
von 240 Minuten keinerlei Anderung der zellgebundénoreszenzintensitat. Nach gleich
langer Inkubation bei 37° konnte hingegen bei beidelltypen eine kontinuierliche Abnahme
des MFI Wertes beobachtet werden. Dies lasst dasabfieBen, dass F-WGA in saure
Kompartimente der Zelle wie Lysosomen oder spatdoBomen aufgenommen wird. Das als
Marker eingesetzte Fluoreszein weist namlich inresau Milieu eine deutlich geringere
Quantenausbeute auf, wodurch bei Akkumulation veW@&A in diesen Kompartimente ein
Quench des Fluoreszenzsignals erfolgt.

Anschlieende Zugabe von Monensin, das als Nattamophor den intrazellularen pH
Gradienten aquilibrieren kann, sollte in einem Aegwtder MFI resultieren, da der saure pH-
Wert angehoben wird und somit wieder die ursprishgli Fluoreszenzintensitat messbar sein
sollte. Fur beide Zelltypen konnte dabei nach Irdtidm bei 4°C keine Veranderungen der MFI
Werte festgestellt werden. Inkubiert man hingegen37°C konnte bei differenzierten Zellen
ein Anstieg der MFI auf die Messwerte der Verglegrhuppe (4°C) beobachtet werden. Daraus
lasst sich ableiten, dass oberflachengebundenesGR-Vdtsachlich in saure Kompartimente
aufgenommen wird, wobei nach 10 Minuten bei diffiererten Zellen bereits ein Einbau von
26% ermittelt wurde. Nach 240 Minuten lagen sogd?7in internalisierter Form vor. Im
Gegensatz zu den PMA behandelten Zellen wurderuhdiferenzierten THP-1 Zellen nach

Monensinzusatz die MFI- Werte der VergleichgruppeC( nicht ganz erreicht. Dies kdnnte
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darauf zurickzufiuhren sein, dass bei undifferetemer Zellen ein Teil des

oberflachengebundenes Lektins in andere Kompartenanfgenommen werden oder aber
oberflachengebundenes WGA wahrend der Chase-Inkababn der Zelloberflache abgel6st
wird. Eine endgiltige Klarung muss hier nachfolgemdiplomarbeiten vorbehalten bleiben.
Die fur undifferenzierte Zellen ermittelte Einbatgravar mit 15% nach 10 Minuten und 64%

nach 240 Minuten jeweils etwas geringer als jemedd&erenzierten Zellen.

Lektinbindung sowie Internalisation wurden zusétzlauch mittels Fluoreszenzmikroskopie
visuell bestatigt. Um die Interaktion zwischen liekind Zelle zu analysieren, wurde F-WGA
bei 4°C an die Zelloberflache gebunden und die efellanach fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Zur Visualisierung der Internalisatiwsarden Zellen mit membrangebundenem F-
WGA 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert und anschimel3en Fluoreszenzmikroskop analysiert.
Dabei konnte festgestellt werden, dass Zellen,ndie bei 4°C inkubiert wurden, durch eine
diffuse Fluoreszenzverteilung an ihrer Oberflachkemnzeichnet waren. Erfolgt die Inkubation
der Zellen allerdings bei 37°C, so lasst sich vémiesine punktférmige Verteilung im
Zellinneren nachweisen, die darauf hindeutet, d&¥GA nach der Aufnahme in
intrazellularen Vesikeln akkumuliert. (Anhang A, AB-7)

Die Differenzierung der THP-1 Zellen zu Makrophagearde mittels Antigen-Antikdrper
Reaktion ebenfalls visuell dargestellt. Dazu wurdenZellen mit dem MY4-FITC Antikorper
bei 4°C inkubiert und die Interaktion anschlieR@nd~luoreszenzmikroskop tberprift. Bei den
differenzierten Zellen war dabei ein deutlich efedhFluoreszenzsignal zu erkennen. Diese
erhohte Antikorperbindung deutet auf eine vermeArsbildung von CD14 Rezeptoren hin und
beweist damit die erfolgreiche Differenzierung de#P-1 Zellen durch PMA. Im Vergleich
dazu wiesen die undifferenzierten Zellen nur este siiedrige, kaum sichtbare Fluoreszenz auf.

(Anhang A, Abb. 8+9)



Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass im &mahoer vorliegenden Diplomarbeit
monozytische THP-1 Zellen durch PMA erfolgreich klakrophagen differenziert werden
konnten, was sowohl mikroskopisch als auch durbblge CD14 Expression an der Oberflache
nachgewiesen werden konnte. Darliber hinaus wurtlanandes Lektinbindungsmusters die
Glykokalyx der THP-1 Zellen naher charakterisi®abei wurden durch Einsatz verschiedener
Lektine mit definierter Zuckerbindungskapazitat €hsthiede im Zuckermantelsaum von nicht
differenzierten und differenzierten Zellen festgdst Zusatzlich konnte auch eine
Internalisation von WGA nachgewiesen sowie der wgliche Aufnahmemechanismus naher
bestimmt werden. Ausgehend von diesen Ergebnissehenen THP-1 Zellen als Modell fir
weiterfihrende Studien geeignet, die klaren sqlibénund in welchem Ausmal} ein Monozyten-

bzw. Makrophagen-spezifisches Targeting mit Hilba \Lektinen moglich ist.
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Anhang A

Abbildungsverzeichnis

THP-1 Zellen

Abb. 1: undifferenzierte Zellen

CD14 Expression
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Abb.3: Flowzytometrische Analyse der CD14 Expressio
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Visualisierung der Lektinbindung an THP-1 Zellen

Abb.4: undifferenzierte Zellen, 4°C Abb.5: undifferenzierte Zellen, 37°C

Abb.6: differenzierte Zellen, 4°C Abb.7: differenzierte Zellen, 37°C



CD14 Visualisierung

Abb.8: undifferenzierte Zellen

Abb.9: differenzierte Zellen
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Anhang B

Publikation

LAlteration of the glycosylation pattern of monoicyTHP-1 cells

upon differentiation and its impact on lectin tangg”

von Plattner V.E., Engleder E.T., Gabor F., Wirth M
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Abstract

In the present study human monocytic THP-1 cellseweeated with phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) in order to obtain macrophage-likésc8efore and after treatment, plant lectins
with distinct sugar specificities were applied irder to elucidate the glycosylation pattern of
both cell types and to follow changes during défgration.

As a result of flow cytometric analyses, for unteghas well as for differentiated cells WGA
yielded the highest binding without significant nogas in the binding capacity. For the other
lectins divergent results were obtained which destrates a reorganization of sugar residues on
the cell surface during differentiation. Interegtyy prior to PMA induction galactosamine-
structures were assessed at the cell surface, whech absent after treatment. Vice versa,
mannose residues were present only in case ofdlifiated cells.

Additionally, cytoinvasion as beneficial for targdt drug delivery was studied with WGA,
which had displayed a high binding capacity togetti¢h a high specificity. For both cell types
decreased fluorescence intensity at 37°C as comp@red°C was observable pointing to
internalization and accumulation in acidic compais.

According to these findings, the application of W@rafted drug delivery systems might be an
interesting approach, e.g. in treatment of infetialiseases evoked by parasites, facultative

intracellular bacteria or viruses such as HIV.
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Introduction

Being essential parts of the immune system mone@mnd macrophages are involved in defense
against microbial infection, initiation of inflammi@n, immunity to foreign substances, wound
healing, and angiogenesis. They originate fromkbee marrow and undergo differentiation
from hematopoetic stem cells to blood monocytes famally to tissue-specific macrophages.
Like all eukaryontic cells, they are covered by arbohydrate-rich layer, denominated
glycocalyx or pericellular matrix [1, 2]. This cedbat is several tens of nanometers thick and is
of functional importance as the first line deferedethe innate immune system is based on
recognition of carbohydrates [3]. Furthermore, lays an important role in cell-cell and cell-
matrix interactions. At this, there is evidencettgbcocalyx elements have influence on the
endocytic capacity of monocytes [4] and are mo@udlaturing adhesion [5, 6]. As adhesion of
peripheral blood monocytes to endothelial cellstiates the differentiation program of
monocytes into phagocytes [7], this process may edaise reorganization of sugar residues at
the cell surface.

To investigate the glycosylation pattern of monesyt which undergo differentiation to
macrophages, the human monocytic leukemia cell M#P-1 was chosen, which was
established by Tsuchiya et al. and exhibits stafd®mocytic characteristics [8]. Additionally,
treatment with various agents such as DMSO, phaotBeinyristate 13-acetate (PMA), 1, 25-
dihydroxyvitamin D3 (VD3), retinoic acid or cytoles results into differentiation along the
monocytic lineage [9-11]. In summary, it was shotlvat macrophage-like cells which mimic
native monocyte-derived macrophages in severalctéspee obtained with phorbol esters [12],
whereas with DMSO or retinoic acid cells exhibitnecharacterists of neutrophils [13].

In the present study, differentiation was carried with PMA following Park et al. [14]. In
comparison to primary human monocytes, THP-1 catls characterized by homogeneity,

accessibility and a higher transfection efficienaijch makes them a reliable cell model.
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To identify and characterize the glycocalyx elerseasftboth untreated and differentiated THP-1
cells, lectins were used representing carbohydoatding proteins which recognize distinct
sugar structures at the cell surface. In ordemoteerca broad range of sugar residues at the cell
surface several plant lectins with diverse carbofgdspecificities were applied: Wheat germ
agglutinin (WGA) andSolanum tuberosunectin (STL) were used to identifil-acetylD-
glucosamine structures and in case of WGA alsacsaaid residues. The lectin froBambucus
nigra (SNA) specifically recognizes sialic acid (2, 6)&dINAc sequences, arens culinaris
agglutinin (LCA) binds to mannose residues. Peaggdlutinin (PNA) was used to detect
galactosamine moietiefolichos biflorusagglutinin for N-acetylb-galactosamine structures,
andUlex europaeussoagglutinin | (UEA) specifically binds to fucos&uctures.

Ongoing from this characterization and comparisbrihe pericellular matrices of both cell
types, the internalization of WGA was studied irtadle This lectin had already shown to
enhance the phagocytic and bactericidal activitynofrine peritoneal macrophages [15], and

hence might be a suitable candidate for drug targeiurposes.
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Materials and methods

Chemicals

Fluorescein-labeled lectins frofiriticum vulgare(wheat germ agglutinin (WGA); molar ratio
fluorescein/protein (F/P)=2.9%olanum tuberosuniSTL; F/P=3.1),Sambucus nigrdSNA,
F/IP=7.2), Lens culinaris (LCA; F/P=3.8), Arachis hypogaea(peanut agglutinin (PNA);
F/P=5.2), Dolichos biflorus (DBA; F/P=2.2) andUlex europaeus(UEA; F/P=2.7) were
purchased from Vector laboratories (Burlingame, @FfSA). For the immunofluorescence
analysis, FITC-labeled antibodies were obtainednfideckman Coulter (Krefeld, Germany).

All other chemicals were purchased from Sigmal(8tis, MO, USA) unless other specified.

Cell culture

Human THP-1 monocytic leukemia cells were obtaifiedn the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). Cells were seeded density of 1x10cells/ml in RPMI-
1640 medium containing 10% heat-inactivated FC8d¢Biom AG, Berlin, Germany), 200 mM
L-glutamine and 104 U/ml penicillin, and 104 pg/stteptomycin and maintained at 3-8%10
cells/ml in a humidified atmosphere with 5% £& 37°C.

Differentiation into macrophages was achieved tsuspending the cells at 3xtélls/ml in
growth medium with addition of phorbol 12-myristdt8-acetat (PMA; 8 nM in DMSO) over
48 h. To analyze the surface marker CD14 by immupnoéscence, cells were incubated with
PMA also for 24 h and 72 h.

Viability of cells was determined by trypan bluecalsion and counting of viable cells using a
Burker-Turk hemocytometer. Adherence of differaetiacells was examined with the same
setup by determining the amount of unattached afiterant cells. Unattached cells were
collected by centrifugation (1000 rpm, 5 min, 4f)tbe supernatant, whereas adherent cells

were detached with 0.25% EDTA in PBS followed bgtcéugation.
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Immunofluorescence analysis of surface antigen CD14

Untreated THP-1 cells were harvested by centrifogat(1000 rpm, 5 min, 4°C) and
resuspended in RPMI medium at a concentration b65aells/ml.

Differentiated cells were detached and collectedessribed above and resuspended at the same
concentration as untreated cells.

50 pl cell suspension (5xiCcells/ml) were incubated with 210 pl of the FITabéled
antihuman CD14 monoclonal antibody solution (MY4-€| diluted 1:20 in PBS with 2% FCS)
for 30 min at 4°C. After incubation, cells were spdown (1000 rpm, 5 min, 4°C), and the
supernatant was discarded. Then, 100 pul PBS weledadnd this washing step was repeated to
remove any unbound antibody. Finally, cells wersuspended in 1 ml particle free PBS, and
the mean cell-associated fluorescence intensitylYM&s determined by flow cytometry (Epics
XL-MCL, Coulter, FL, USA).

To detect any non-specific antibody binding, addigil cells were treated with an adequate

isotypic control (MslgG2b-FITC) or with PBS befagalysis.

Lectin binding capacity

Untreated and differentiated cells were harvested described above and processed
immediately. 50 pl cell suspension (5%1ells/ml) were incubated with a dilution series of
fluorescein-labeled lectins (3.125-100 pmol in PB&,ul) for 15 min at 4°C. Then, cells were
washed and prepared for flow cytometry as previodsiscribed. Negative controls containing
PBS instead of the lectin solution were includedalh experiments and considered for all
calculations. As a control to estimate non spediffcdling, samples were prepared as above but
using a dilution series of fluorescein-labeled bevserum albumin (BSA, (F/P=10)) instead of

the lectins.
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Specificity of the lectin binding

To determine if the binding of the lectins occura earbohydrate moieties at the surface of
untreated and differentiated THP-1 cells, 50 pl sabpension (5xf0cells/ml), 100 pl of a
dilution series of the respective complementarpachydrate and 50 pl of a solution containing
12.5 pmol fluorescein-labeled lectin were incubated 15 min at 4°C. The subsequent
processing was again performed as described aliaixe | displays the respective inhibitory
carbohydrate for each lectin and the amounts usethe study. According to preliminary
results, UEA-1 and DBA exhibited no binding to @thof the cell lines. Hence, no specificity
studies were carried out for these lectins. Forlavitity reasons, the specific interaction of
SNA to THP-1 cells was not determinable via itsregponding carbohydrate sialic acid,6

Gal/GalNAc.

Internalization of surface bound WGA

To evaluate the internalization of surface bound AY60 pl cell suspension (5x3@ells / ml)

of untreated and differentiated cells were incutbatgh 50 pl WGA solution containing 12.5

pmol lectin for 15 min at 4°C (pulse incubationnkdund lectin was removed by centrifugation
and washing with 150 pl PBS. Subsequently, cellsewarther incubated for 0-240 min at
either 4°C or 37°C (chase incubation) and thenamexpfor flow cytometry. After determination

of the MFI values, 40 pl monensin solution (2.4 nMMEtOH) were added and cells were

incubated for 3 min at room temperature. Finalg MFI was assessed again.

Flow cytometry
Data acquisition was performed using an Epics XL&Manalytical flow cytometer (Coulter,

FL, USA). In order to exclude any dead cells, dgband aggregates, viable cells were gated
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according to their forward versus side scatter @rigs. From each sample, 3000 cells were
acquired within this gate. Fluorescence emissionth& fluorescence labeled single cell
population was measured at 525 nm (10 nm bandwadtéi) excitation at 488 nm. Data analysis

was conducted using Coulter System Il Software 3.0.

Statistics

Statistical analyses were carried out using therdioft Exce? integrated analysis tool. The
hypothesis test among two data sets was made byarorg two means from independent
(unpaired) samples (t-test). Values of p<0.05 veeresidered significant. All experiments were

performed at least in triplicate.
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Results

PMA-induced differentiation of THP-1 monocytes crophages

After treatment of THP-1 cells with 8 nM PMA for 48 adherence and morphology were
examined by microscope. Analysis of cell adherdmgecounting after trypan blue exclusion
revealed that >90% of the cells were attached & dhwrface after PMA treatment. As to
morphology adherent THP-1 cells became more flateand elongated indicating the
macrophage phenotype as compared to the untrea&lésl vehich remained round and in
suspension albeit partly aggregated in clusters.

To further ensure differentiation to macrophageB1€& expression was investigated as the
upregulation of this surface molecule has beenrtegdor maturating monocytes [10, 16]. Flow
cytometric analysis demonstrated an increase of4C&xlcompared to untreated THP-1 cells.
The mean cell-associated fluorescence intensitylYMi&s 0.5 £ 0.3 in case of untreated cells,
0.8 + 0.0 MFI were detected for cells treated #6h29.9 + 0.5 after 48 h and 26.0 £ 0.5 MFI in
case of cells treated for 72 h. MFI values of $aype control were 0.52 in case of untreated

cells and 0.57 in case of differentiated cells ambltracted from all data quoted.

Lectin binding capacity of THP-1 cells

Plant lectins with different carbohydrate speciies were used to estimate the glycosylation
pattern of untreated and differentiated THP-1 céltsr comparison of the data, MFI values of
each lectin were related to an apparent conjugationber of 1 mol fluorescein per mole lectin.
For both, untreated and differentiated THP-1 cIGA yielded the highest binding capacity

with MFI values between 1.0 + 0.0 and 17.1 * O.@t@ated cells) and 0.7 + <0.1 and 16.6 +
0.4 (differentiated) respectively. In case of uateel THP-1 cells, lectin binding was also
observed for STL (MFI values up to 10.3 = 0. 5),A2(p to 1.0 £ 0.1) and SNA (up to 0.3 =

<0.1) (Fig. 1a). LCA revealed only very low MFI uals scarcely above the autofluorescence of
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the cells (0.1 = <0.1). For both cell types, birgdof UEA-I, DBA as well as BSA, which served
as a control for non-specific protein-membraneraxtgons, were not detectable. Comparison of
the two different THP-1 types exhibited for diffateted THP-1 cells also a distinct interaction
with STL (MFI values up to 5.8 £ 0.2) and SNA (£Z0.1) (Fig. 1b). Interestingly, a notedly
higher interaction occurred with LCA (2.4 £ <0.1 M& 100 pmol) as compared to untreated
THP-1 cells, whereas no binding capacity for PNAwaserved. Fig. 2 compares the results at
a lectin concentration of 100 pmol. Fig. 2 compdhesresults at a lectin concentration of 100
pmol. At this concentration, no significant diffaces (p>0.05) were evaluated for WGA,

whereas for all other lectins p-values <0.01 wdrseovable.

Specificity of the lectin-THP-1 interaction

Specific interaction between the plant lectins aidP-1 cells was verified by competitive
inhibition with appropriate sugars (Table 1). Fatlo untreated and differentiated cells, addition
of increasing amounts of corresponding carbohydregsulted in a decrease of the respective
cell-bound lectin. The results are shown exempldoi differentiated cells in Fig.3 and indicate
the specificity of the lectin-cell interactions. €& on the control sample without any sugar
addition representing 100%, the percentage of itibib was calculated. At this, inhibition
values of more than 85% were achieved for WGA, Sditld LCA, which points to a highly
specific binding of the respective lectin to thdludar structures. In case of untreated cells,
similar results were obtained for WGA and STL withibition values of about 90% in the same
concentration range (data not shown). Instead @&,luhich had not shown a relevant binding
capacity to untreated THP-1, the specificity of A-cell interaction was assessed, which
also turned out to be specific as represented b th@an 90% inhibition at a concentration of 1

pmol galactosamine/reaction (data not shown).
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Internalization of surface bound WGA

Fig.4 depicts the results of the internalizatiorperxments concerning differentiated THP-1
cells. After the pulse incubation at 4°C, MFI vadud surface-bound WGA amounted to a total
of 41.5 + 0.9. During chase incubation at 37°Cjnaetdependent decrease in fluorescence
intensities was observed resulting in 15.8 + 0.3 Bffer 240 min. In case of non differentiated
THP-1 cells (data not shown), MFI values yielded40 2.0 after pulse incubation and bated to
14.2 £ 1.1 upon incubation at 37°C for 240 min. eAfladding monensin to these WGA
pretreated cells, the reduced fluorescence valaes westored and approached the same level as
the control samples at 4°C.

In addition, the same assays were performed foh lx&l lines also at 4°C where no
considerable differences between the MFI valuesrpaind after monensin addition were

observable.
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Discussion

The rationale behind the present study was giventhey fact that Sabri et al. regarded
modulation of glycocalyx components by phagocytellsc as a physiological means of
regulating cell adhesion [6], which is also conegdeas initial step towards differentiation [7].
Thus, a systhematic characterization of the glylediey pattern of untreated and PMA treated
THP-1 cells was performed with lectins to investigpossible changes after the differentiation
process and the potential applicability of lectatsboth stages. For untreated as well as for
differentiated THP-1 cells, the highest binding ety was found for WGA, a lectin specific
for N-acetylb-glucosamine and sialic acid structures. RegarthedviFI values at 100 pmol, no
significant difference (p>0.05) between the twol dgpes was detected. The second-best
binding for both untreated and differentiated cel&s observed for STL, which also recognizes
N-acetylD-glucosamine residues. In contrast to the bindiagacity of WGA, significant
differences were determined over the whole conagatr range depending on PMA treatment.
This might be attributed to an increase of siabtd anoieties present at the cell surface of
differentiated cells also in accordance with thedbig characteristics of SNA, a lectin, which
specifically binds tax2,6-linked sialyl groups and yielded a higher bingdcapacity in case of
differentiated THP-1 cells too (p<0.01). Signifitatifferences in the lectin binding pattern
were also identified for PNA and LCA. In case otreated cells, galactosamine residues were
assessed via PNA, whereas differentiated cells shiywed a binding scarcely above the
autofluorescence. In contrast, binding of LCA tonmase structures was very low in case of
untreated cells, whereas PMA-treated cells revealedtedly higher interaction with the cell
surface. Accessible fucose residues, traceablblkis, andN-acetylb-galactosamine moieties,
which should be detected with DBA, were neitherniduon monocytes nor on monocyte-
derived macrophages.

Sabri et al. [7] demonstrated that increased adeesss of stimulated THP-1 cells resulted in

decreased cell coat thickness, at which O-linkethataydrates are presumably most affected.
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Regarding the binding capacity of PNA, which bimal€5all31-3-GalNAc, the core 1 structure of
the O-linked chains, a significant decrease wasati@ble during differentiation of THP-1 cells
to macrophages which correlates with the aforeroeatl observation. Additionally, PMA
differentiation also had an effect on N-linked sugssidueso?2, 6-linked sialyl groups, detected
via SNA, are a motif on N-linked oligosaccharidesd ahe trimannosyl core groups LCA
specifically binds to, are also found on N-linkadhars. For both lectins a significant higher
binding capacity was determined on differentiateliscas compared to untreated ones (p<0.01).
This observation might be a consequence of thegupagon of the CD14 receptor expression
during differentiation. CD14 has four potential iNKed glycosylation sites with a carbohydrate
content amounting to 20% of the total molecular $1{a3]. Increased binding of SNA and LCA
might occur via these structures.

For targeting approaches, not only a high bindatg,rbut also the specificity of the interaction
Is an important parameter. Thus, specificity ofitebinding was ascertained yielding inhibition
values of at least 85% for each individual lectin.

Uptake of the targeter, often a convenient feaimrtargeted drug delivery, was observed for
WGA. For this lectin, the enhancement of the phggoand bactericidal activity had been
demonstrated with murine macrophages [15]. In dudiss, WGA displayed a high binding
capacity together with a high specificity for bathtreated and differentiated THP-1 cells. In
case of a selective approach towards either moas@tmacrophages, LCA might be a suitable
candidate, as this lectin exhibited an explicitdong only in case of differentiated THP-1 cells.
Likewise PNA could be used for monocytic cells. Hwar, this lectin showed to diminish the
macrophage phagocytic activity in a former studythwmurine peritoneal macrophages
suggesting that O-glycosylation is altered durictvation of the cells [18]. This observation
correlates with our results and thus, the appbeasis a drug targeter does not seem advisable.
The cellular fate of WGA was investigated over aqeeof 4 h at 4°C and 37°C, respectively.

As shown in Fig. 4 the incubation temperature ecked significant influence on the MFI values:
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upon chase incubation at 4°C they remained constdittating an irreversible binding without
any evidence for detachment or internalizationhef ¢ell-bound lectin. In contrast, at 37°C the
fluidity of the cell membrane increases and actra@sport processes can occur. Regarding the
MFI values of WGA at this temperature, the obsenamhtinuous decrease points to
internalization of the lectin and enrichment witlsiaidic compartments, since the fluorescence
emission of fluorescein is known to be reduced adia pH. Thus, monensin, a carboxylic
ionophore which can compensate the pH-gradient dertwthe cytoplasma and acidic
compartments was added to the cells to verify #isisumption. After monensin treatment the
MFI was assessed again and revealed that the abyipii-dependent quench of the acid-
sensitive label was fully restored (Fig. 4). As lgsas of the supernatants yielded no detached
WGA, calculation of the fraction of WGA enteringettysosomal pathway was possible [19]. In
case of untreated THP-1 cells, about 15% of primaarface bound WGA were accumulated
after 10 min, in case of differentiated 25%. ThepkEroement rate at the end of incubation after
240 min amounted to 64% in case of untreated THHE and 74% in case of differentiated
THP-1 cells respectively. These results indicase BMA treatment of THP-1 cells resulted in a
faster and higher phagocytic activity. Nevertheléssboth cell types a high internalization rate
was assessed and thus, WGA seems to be an appeamaradidate for drug targeting purposes
to differentiated as well as non differentiatedsel

In summary, the glycosylation pattern of THP-1 £shows significant changes before and after
differentiation with PMA demonstrating a reorganiaa of sugar residues at the cell surface.
Additionally, the potential of WGA as a targetinghicle to monocytes and macrophages was
evaluated. Following on from this work, the appiica of WGA-grafted drug delivery systems
might be an interesting approach, e.g. in treatn@@ntiseases involving monocytes and
macrophages such as infectious diseases evokearasites, facultative intracellular bacteria or

viruses such as HIV.
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Figures and Tables

Fig. 1

Lectin binding to untreated (A) and differentiaté8) THP-1 cells at 4°C. The fluorescein-
labeled lectins associated with the cell surfaceewelated to an apparent F/P ratio of 1 (mean +
SD, n = 3).
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Fig. 2

Comparison of the lectin-binding capacities of aated and differentiated THP-1 cells using a
lectin concentration of 100 pmol (mean + Six3). Statistical significant differences were
determined by student’s t-test: **=p<0.01.
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Fig. 3

Competitive inhibition of lectin binding (WGA, STand LCA) to differentiated THP-1 cells by
addition of increasing amounts of complementarpachydrate (mean + S=3).
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Fig. 4

Mean cell-associated fluorescence intensities ofAAGaded differentiated THP-1 cells prior
and after monensin addition during incubation (0-84in) at both 4°C and 37°C (mean + SD,
n=3).
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Table |

Specificity of the lectins used in the competitbiading assays

Sugar [c] in pmol/reaction
Lectin MW Carbohydrate specificity Inhibitory sugar (untreated/differentiated)

STL 100 000 GIcNACc N-acetyl-D-glucosamine, 0.004-0.125
Chitotriose

DBA 120 000 a-D-GalNAc, Gal N-acetyl-D-galactosamine n.d.

SNA 150 000 Sialic acid a(2,6)Gal/GalNAc - n.d.

GlcNac, N-acteyl-D-glucosamine; a-Glc, a-glucose; a-D-GalNAc, N-acetyl-a-galactosamine; Gal, galactose; a-L-Fuc, a-L-fucose;
a-Man, a-mannose; n.d.: not determined
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