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1. Zusammenfassung

Die in vitro Zellkultur ist ein zentrales Werkzeug der Zellkultur. Das dabei haufig verwendete
fotale Kalberserum (FBS) wirft ethische und praktische Herausforderungen auf, darunter die
Gewinnung, die begrenzte Verfligbarkeit und die hohe Variabilitat in der Zusammensetzung.
Humanes Plattchenlysat (hPL) gilt als potenzieller Ersatz, birgt jedoch ebenfalls logistische
Schwierigkeiten, da es auf Blutspenden basiert. Ein alternativer Ansatz besteht in der Nutzung
der MEG-01-Zelllinie, die durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) zu megakaryozytaren
Zellen differenziert werden kann, welche wiederum Plattchen ahnliche Partikel (PLP)
produzieren. Ziel dieser Arbeit war es, die Differenzierung der MEG-01-Zellen zu optimieren,
PLP zu generieren, diese zu lysieren und das resultierende Plattchen ahnliche Partikellysat
(PLPL) als Serumalternative in der Zellkultur zu testen. Die Differenzierung von MEG-01-Zellen
wurde unter Verwendung verschiedener PMA-Konzentrationen (5 nM und 10 nM) untersucht.
Morphologische Analysen zeigten, dass 5 nM PMA zu einer hoheren Anzahl vergroRRerter
Zellen fuhrte, was auf eine effektive Differenzierung hinweist. Héhere Konzentrationen
resultierten hingegen in einer erhdhten Zelltoxizitdt. Durchflusszytometrische Analysen
bestatigten die Expression des Megakaryozytenmarkers CD41a, wobei die starkste und
konsistenteste Expression bei 5 nM PMA beobachtet wurde. Zusatzlich wurde die Freisetzung
des Plattchen abgeleiteten Wachstumsfaktors (PDGF) wahrend der Differenzierung analysiert.
PDGF war primar im Uberstand der Zellkultur nachweisbar, wahrend geringere Mengen im
Lysat detektiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass PDGF vorwiegend in I8slicher Form
vorliegt und wahrend der Differenzierung freigesetzt wird. Ein Scale-up der Zellkultur in einem
Cell[STACK-System erhdhte die PDGF-Konzentration, was eine verbesserte Differenzierung
unter optimierten Kultivierungsbedingungen zeigte. Die Funktionalitdt von PLPL wurde durch
Kultivierung der epithelialen A549-Zelllinie evaluiert. Wahrend A549-Zellen ohne FBS nicht
lebensfahig waren, zeigte hPL vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich Zellwachstum und
Viabilitdat zur Standardkultivierung mit FBS. PLPL unterstitzte die Adhasion der Zellen und
stabilisierte die Morphologie, fuhrte jedoch nicht zu einer Wachstumsférderung. Obwohl PLPL
in seiner Funktionalitdt hinter hPL zurlckbleibt, zeigt es unter geeigneten Bedingungen
vielversprechende Eigenschaften, insbesondere als erganzender Faktor in der Zellkultur.
Diese Ergebnisse liefern eine Grundlage fiur die Weiterentwicklung alternativer
Serumersatzstoffe, die sowohl ethisch vertretbar als auch Okonomisch skalierbar sind.
Zusammenfassend demonstriert diese Arbeit das Potenzial der MEG-01-Zelllinie als
nachhaltige und standardisierbare Quelle fur Plattchen ahnliche Partikel und

Wachstumsfaktoren.



2. Einleitung

Die in vitro Kultivierung ist eine Methode in der Zellkultur, um Zellen kontrolliert auRerhalb ihres
natlrlichen Umfelds zu kultivieren und zu untersuchen. Damit die Zellen in vitro wachsen,
mussen die physiologischen Bedingungen des Koérpers nachgeahmt werden. Dafir werden
Kulturmedien verwendet, welche eine Vielzahl von Komponenten enthalten, die den
Stoffwechsel und die Proliferation der Zellen unterstitzen. Dazu gehéren basale Nahrstoffe,
wie Aminosauren, Glukose, Vitamine und anorganische Salze, die als Energiequelle fur die
Zellen dienen. Puffersysteme wie Natriumcarbonat stabilisieren den pH-Wert und
gewahrleisten optimale Bedingungen fur zelluldre Prozesse [1]. Fur die Wachstumsférderung
wird den meisten Medien FBS zugesetzt, um das Wachstum der Zellen zu férdern. FBS gilt
seit mehr als 50 Jahren als die universelle Quelle fir Wachstumsfaktoren in der Zellkultur [2].
Zu den Hauptbestandteilen von FBS gehdren unteranderem Insulin, Transferrin und der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF). FGF fordert vor allem die Zellproliferation und die
Differenzierung [3]. Albumin regelt als Transportmolekil die Osmolaritat der Zellkultur [4]. Die
Verwendung von FBS ist jedoch hinsichtlich der Gewinnung, Verfigbarkeit und ethischen
Vertretbarkeit problematisch. Ein Problem beim Einsatz von FBS ist die grof3e quantitative und
qualitative Variabilitdt der Bestandteile, wodurch die Reproduzierbarkeit und Standardisierung
von Experimenten erschwert wird. Die Herstellung von FBS stellt ein ethisches Problem dar
[5]. Diese erfolgt durch die Schlachtung von trachtigen Kiihen und die Entnahme von Fétusblut.
Dieses Blut wird durch eine Herzpunktion ohne jegliche Anasthesie entnommen, wobei die
Foten Schmerzen ausgesetzt sind. Laut Schatzungen sterben jahrlich etwa zwei Millionen
Kalber, um den globalen Bedarf an FBS zu decken [5]. Das Fdétusblut wird zu Serum
weiterverarbeitet, welches dann im Medium als Zusatz in der Zellkultur verwendet wird [5]. Die
genannten Probleme zeigen, dass es um des Tierleides notwendig ist eine Alternative zu FBS
zu entwickeln. Die serumfreie Kultivierung von Zellen stellt eine groRRe Herausforderung dar,
insbesondere im Hinblick auf die spezifischen Anforderungen verschiedener Zelllinien. Die
Umstellung auf serumfreie Bedingungen kann tiefgreifende Auswirkungen auf die
Morphologie, das Wachstum und die Viabilitdt der Zellen haben. Ein zentrales Problem besteht
in den Zelllinien spezifischen Nahrstoffanforderungen, welche durch individuelle Anpassungen
mit erhdhtem experimentellem Aufwand und hdheren Kosten verbunden sind. Um diese
Hirden zu Uberwinden wurden synthetische Zusatze entwickelt, welche essenzielle
biochemische Komponenten, wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Lipide und Proteine
enthalten [1]. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist der Serumersatz Panexin, der als Alternative zu
FBS verwendet wird. Panexin weist trotzt einiger Vorteile, wie einer definierten
Zusammensetzung und weniger ethischer Bedenken Nachteile gegenliber FBS auf. So ist es

wesentlich teurer als FBS und einige Zelllinien reagieren variabel auf diesen Zusatz [6].



Ein weiterer und bereits etablierter Ersatz zu FBS ist humanes Platichen Lysat. Die
Gewinnung, die durch freiwillige Blutspenden erfolgt macht diesen Ersatz ethisch vertretbarer.
HPL ist zusétzlich eine reichhaltige Quelle an Wachstumsfaktoren enthélt, die fur die Zellkultur

essenziell sind [7].
21 Humanes Plattchenlysat

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind zellulare Bestandteile des Blutes, die eine
entscheidende Rolle bei der Blutgerinnung und Wundheilung spielen. Sie entstehen durch die
Abschniirung von Megakaryozyten; groRen, mehrkernigen Zellen im Knochenmark, die fir die
Produktion von Blutplattchen verantwortlich sind. Nach ihrer Freisetzung in den Blutkreislauf,
zirkulieren die Blutplattichen bis sie bei Gefallverletzungen aktiviert werden [8]. Durch ihre
Aktivierung bilden sie einen Thrombus, der die Blutung stoppt und die Heilung des Gewebes
unterstutzt [9]. Blutplatichen enthalten eine Vielzahl von bioaktiven Molekilen, die vor allem in
ihrer a-Granula gespeichert werden. Darunter sind viele Wachstumsfaktoren, die auch in FBS
enthalten sind, wie z.B. der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), der
Transformations-Wachstumsfaktor-g (TGF-B), der Plattchen abgeleitete Wachstumsfaktor
(PDGF) und viele weitere (Abbildung 1). Wachstumsfaktoren wie PDGF, Insulin-
Wachstumsfaktor-1 (IGF-1), und VEGF férdern die Proliferation, Differenzierung und
Angiogenese von Zellen [7][8].

Plattchen

a-Granula
Chemokine

Gerinnungsfaktoren IL-8

FaktorV a, Mmacroglobulin NAP-2

Faktor XI a, Aniplasmin RANTES

Faktor XIII Plasmin, Plasminogen MCP-1,-3

Prothormbin Protein S MIP-1a

Antiththrombin  PAI-1, TFPI R-Thromboglobulin / "cgulatorenvon Wachstum

und Angiogenese
. .. . . bFGF EGF

Adhéasionsmolekiile Immunologische Molekiile /HGF CTGF \
P-Selectin Erganzungs Faktoren IGF-1 BMP-2,-4,-6
Von Willebrand Faktor Plattchen FaktorH VEGF-A, -C TGF-B
Vitronectin B1H Globulin PDGF-AA,-AB,-BB Angiopoietin-1
Fibrinogen Faktor D BDNF SDF-1
Integrin allbR3 C1 Inhibitor Angiostatin MMP,-1,-2,-9
Integrin aVR3 IgG PF4 Endostatin
Fibronectin Thymosin-84 khrombospondin TIMP-1,-4 /

Abbildung 1 | Inhalte der a-Granula von Plattchen

Die a-Granula von Plattchen speichert Wirkstoffe wie Gerinnungsfaktoren, Immun- und
Adhasionsmolekiile, Chemokine und Wachstumsfaktoren fir Hamostase, Wirtsabwehr, Angiogenese
und Gewebereparatur [9]. Abkirzungen: Vaskuldarer Endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF),
Transformations-Wachstumsfaktor-B (TGF-B), Plattchen abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF).
Angepasst nach: [9].



Die Wachstumsfaktoren werden durch die Lyse der Blutplatichen freigesetzt. Die Lyse kann
durch verschiedene chemische oder physikalische Methoden erfolgen, die die Zellmembran
zerstéren. HPL ist eine zunehmend genutzte Alternative zu FBS in der in vitro Zellkultur. Fur
die Praparation von hPL wird Blut von mehreren Spendern enthommen und dann unter
verschiedenen Methoden weiterverarbeitet. Darunter gibt es das Buffy- Coat- Verfahren und
das Plattchenreiche-Plasma-Verfahren [91. In beiden Verfahren werden
Blutplattchenkonzentrate durch verschiedene Zentrifugationsschritte gewonnen, welche durch
weitere Lyseprozesse aufgeschlossen werden und zu hPL weiterverarbeitet werden
(Abbildung 2).

[=5)
— .. Buffy-Coat
— =
Buffy-Coat Methode © 7, .
3 Blutplattchenkonzentrat
— s B
Blutprobe ' Blutplasma Gefrier-Auftau-Zyklen

Ultraschallbehandlung
hPL

Calciumsalze

Losungsmittel-Detergens

\ B .

Blutpldttchenkonzentrat
PRP-Methode &

Abbildung 2 | Herstellungsprozess von humanem Plattchenlysat

Das Lysat kann durch zwei verschiedene Methoden erreicht werden. Bei der PRP-Methode wird das
gesamte Blut zentrifugiert, um das Blutplattchenkonzentrat von roten Blutkérperchen zu trennen. Bei
der Buffy-Coat Methode entstehen drei Fraktionen nach der Zentrfifuagtion. Das Blutplasma (oberhalb),
rote Blutkdrperchen (unten) und der Buffy-Coat in der Mitte. Die ersten beiden Fraktionen werden
entnommen und nochmals zentrifugiert, wobei das Blutplattchenkonzentrat gesammelt wird. In beiden
Methoden werden die Blutplattchenkonzentrate durch verschiedene Lysemethoden aufgeschlossen und
es entsteht humanes Plattchenlysat (hPL) [8] [10] [11].

Das entstehende hPL ist reich an Wachstumsfaktoren, die die Proliferation von Zellen férdern
kénnen. Ein Vorteil von hPL ist, dass dieses nachhaltig und ohne tierische Bestandteile ist und
somit keine ethischen Bedenken auftreten bei dem Herstellungsprozess. Da
Blutplattchenkonzentrate durch viele Spender gepoolt werden, kommt es zur geringen
Chargenvariabilitdt, was die Reproduzierbarkeit in Experimenten erhéht [10][11]. Ein Nachteil
an hPL sind die im Vergleich zu FBS hohen Kosten, da es schwierig ist ausreichend Spender
von Blut zu finden. Zudem besteht das Risiko der Ubertragung humanpathogener Viren wie
HIV oder Hepatitis [14].



2.2 Megakaryopoese

Die Megakaryopoese ist der Prozess der Differenzierung von Megakaryozyten aus
hamatopoetischen Stammzellen (HSC) im Knochenmark, die zur Bildung von Blutplattchen
fuhrt. Dieser komplexe Prozess lasst sich in mehrere Phasen unterteilen, die durch spezifische
Zytokine und Transkriptionsfaktoren reguliert werden [15]. Zu Beginn der Megakaryopoese
werden hamatopoetische Stammzellen (HSC) Uber das Zytokin Thrombopoetin (TPO)
angeregt, das an seinen Rezeptor c-MPL bindet. Diese Bindung aktiviert die Januskinase 2
(JAK2), die wiederum c-MPL phosphoryliert und eine Reihe von Effektorproteinen, darunter
Signaltransduktoren und Transkriptionsaktivatoren wie STATs, PI3K und MAPK, rekrutiert
(Abbildung 3) [16]. Die Aktivierung dieser Signalwege induziert die Differenzierung der HSC in

PO multipotente Vorlauferzellen (MPP), die

TPO-Rezeptor N >

(inaktiv)

foo hecnpr noch die Fahigkeit besitzen,
aktiv

verschiedene Zelltypen zu bilden

(Abbildung 4). Diese Differenzierung wird

/ durch Zytokine wie KIT-Ligand (KITLG),
Erythropoetin (EPO) und Interleukine
°° (z.B. IL-3, IL-11) unterstiitzt [17] . Aus den

multipotenten Vorlauferzellen entwickeln

/ sich Megakaryozyten-Erythroid-
Signal Vorlauferzellen (MEP), die durch TPO

Transduktion

und IGF1 weiter zu Megakaryozyten-

T Plattchen Vorlauferzellen (MKP) differenzieren. In

Produktion

Abbildung 3 | Thrombopoetin Rezeptor Aktivierung dieser Phase spielen weiterhin TPO und
TPO aktiviert seinen Rezeptor (c-MPL) durch dessen
Bindung. Dadurch wird die JAK2 aktiviert, die den
Rezeptor phosphoryliet (P). Dadurch werden Rolle. Die Reifung der Megakaryozyten
Effektorproteine  wie Signaltransduktoren und

Transkriptionsaktivatoren  rekrutiert, ~welche die ©rfolgt —durch —den Prozess der

Plattchen-Produktion fordern. [13] [15] Endomitose. bei dem sich der DNA-

andere Zytokine eine entscheidende

Gehalt ohne Zellteilung vervielfacht, was zu einer polyploiden Zellstruktur fhrt [18]. Wahrend
dieser Phase erweitern sich die Zellen, und es kommt zu einer Akkumulation von
Zytoskelettproteinen und der Bildung plattchenspezifischer Granula, was die Zellen auf die
endglltige  Blutplatichen-Bildung  vorbereitet [17]. Zytokine wie IL-6 sowie
Transkriptionsfaktoren wie GATA1, RUNX1 und TAL1 spielen eine zentrale Rolle bei der

Regulation der Genexpression, die fur diese Differenzierung notwendig ist [15] [16].



Megakaryopoese Plattchenformation

Abbildung 4 | Phasen der Megakaryopoese und anschlieBRende Plattchen-Bildung

Prozess der Megakaryopoese, der Endomitose und der Plattchenformation. Hamatopoetische
Stammzellen (HSC) differenzieren durch unterstiitzende Transkriptionsfaktoren und Zytokinen zu MKs.
Diese durchlaufen eine Endomitose und reifen zu Vorlauferplattchen an. Durch Scherkréafte werden die
Plattchen von den Megakaryozyten abgeschnirt und wandern dann in den Blutfluss Uiber. Angepasst
nach: [17].

Nachdem die Megakaryozyten ausgereift sind durchlaufen sie biomolekulare Veranderungen,
die zur Bildung von Vorlauferplattchen fuhren, die mit Granula und Organellen gefillt sind.
Diese Vorlauferplatichen werden durch Scherkrafte des Blutstroms in Blutplatichen aufgeteilt
und uber die Knochenmarksinus ins Blut abgegeben. Weitere Zytokine, wie IL-1a, CCL5
(RANTES) und der von-Willebrand-Faktor (VWF) sind entscheidend flir den Abschluss dieses
Prozesses [19]. Einmal ins Blut Ubergetreten, Uiberleben die Blutplatichen im menschlichen

Korper etwa 5 bis 10 Tage bevor sie abgebaut werden [6] [14].



23 Megakaryozytische Zellinien als Quelle fiir Plattchenlysat

Die Knappheit an Blutspendern hat eine direkte Auswirkung auf die Kosten und allgemeine
Verfugbarkeit von hPL, weshalb FBS in vielen Zellkulturen weiterhin bevorzugt wird. Ein
Ansatz, der sich dieser Herausforderung widmet, ist die Nutzung megakaryozytischer Zelllinien
wie z.B. MEG-01 [20]. Diese Zelllinien kénnen gezielt zur Herstellung von Plattchen ahnlichen
Partikeln (PLP) verwendet werden, welche wiederum als Ausgangsmaterial fur Plattchenlysat
dienen [21]. Der Vorteil des Ansatzes liegt in der Mdglichkeit einen kontrollierten
reproduzierbareren Prozess zu etablieren, der unabhangig von Blutspenden ist und dadurch

humanpathogene Viren wie HIV oder Hepatitis vollstandig ausschlief3t.
2.3.1 MEG-01-Zellen

Die MEG-01 Zelllinie leitet sich von Zellen aus dem Knochenmark eines 55-jahrigen Patienten
mit Philadelphia-Chromosom-positiver-myeloischer Leukadmie ab. MEG-01-Zellen haben
einen Durchmesser von ca. 30 bis 40 ym und besitzen eine ovale bis runde Morphologie.
MEG-01-Zellen wachsen semi-adharent; es haften einige der Zellen an Kulturoberflache,

wahrend andere in Suspension wachsen [22].

MEG-01-Zellen exprimieren spezifische Marker, wie das Glykoprotein lIb/lla (GP lIb/lla) auf
ihrer Zelloberflache und enthalten intrazellular das Plattchen-Glykoprotein IB sowie Faktor VIII-
verwandte Antigene. Ein Megakaryozyten spezifisches Merkmal, was auch die MEG-01-Zellen

aufweisen, ist die Plattchen-Oxidase. MEG-01-Zellen sind eine megakaryoblastische Zelllinie,

die sich in einem frihen Stadium der Megakaryozyten-Differenzierung befinden [22].

L 10 8] SN
Abbildung 5 | MEG-01-Zellen

MEG-01-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Die Aufnahme wurde nach der dritten Passage
nach dem Auftauen des Kryordhrchens bei 100-facher Vergroflerung mit einem
Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. Die Zellen sind semi-adharent, wobei ein Grofiteil der Zellen
in Suspension vorliegt und vereinzelte Zellen an der Zellkulturflasche anhaften.

Der Vorteil an den MEG-01-Zellen sind nicht allein nachgewiesene ahnliche Marker, sondern
auch das Potential der Differenzierung zu Megakaryozyten ahnlichen Zellen und die damit
verbundene Herstellung von wichtigen wachstumsférdernden Molekilen. PMA ist ein weit
verbreitetes Differenzierungsmittel. Es wird haufig verwendet, um die Differenzierung von

Zelllinien zu induzieren und zellulare Signalwege zu untersuchen. PMA ist ein Diacylglycerol
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(DAG)-Analogon, welches als Aktivator verschiedener Isoformen der Proteinkinase C (PKC)
vor allem PKCB und PKCa fungiert [20] [21]. Durch die lipophile Struktur kann PMA die
Zellmembran durchdringen und direkt an die regulatorische Domane von der PKC binden,
wodurch diese aktiviert wird. Die Aktivierung der PKC fuhrt zu einer Kaskade intrazellularer
Ereignisse, darunter die Aktivierung des MAPK/ERK Signalweges, die die Genexpression und
den Phanotypen der Zelle verandern [21]. Zu den intrazellularen Ereignissen gehoéren die
vermehrte Expression von B-1-tubulin, CD62P und GPllba, welche mit Megakaryozyten
assoziiert werden. Des Weiteren wird die Aktivitdt von mehreren Transkriptionsfaktoren
beeinflusst, welche fir die Megakaryozyten-Entwicklung relevant sind. Dazu gehort z.B. der
Transkriptionsfaktor GATA1, welcher eine entscheidende Rolle in der Genexpression fir

Reifung und Funktion von Megakaryozyten spielt [25].



24  Zielsetzung

Serumzusatze spielen in der modernen Zellkulturtechnik eine unverzichtbare Rolle, da sie
essenzielle Nahrstoffe fir das Zellwachstum und die Zellfunktion liefern. Etablierte Zusatze
wie FBS und hPL haben jedoch ihre Nachteile. FBS ist aufgrund seines tierischen Ursprungs
ethisch umstritten und weist eine Chargenvariabilitat auf [5]. Humanes Plattchen Lysat bietet
zwar eine humane Alternative, ist jedoch durch die Abhangigkeit von Blutspenden und dem
Risiko von humanpathogener Erregern eingeschrankt [11]. Diese Herausforderungen
verdeutlichen die Notwendigkeit, eine standardisierte, ethisch vertretbare und reproduzierbare

Serumalternative zu entwickeln.

Ziel dieser Arbeit ist es eine Grundlage fur die Entwicklung einer Serumalternative auf der
Basis von MEG-01-Zellen zu schaffen, um Einsatz von tierischen und humanen
Serumkomponenten in der Zellkultur zu reduzieren. MEG-01-Zellen, eine Megakaryoblasten-
Zelllinie, bieten aufgrund ihrer Fahigkeit Plattchen ahnliche Partikel zu produzieren ein hohes
Potenzial als Quelle fur Wachstumsfaktoren und Plattchen basierte Lysate. Um dieses Ziel zu
erreichen, wird zunachst die durch PMA induzierte Differenzierung von MEG-01-Zellen
untersucht, um eine Methodik zur gezielten Umwandlung in Megakaryozyten zu entwickeln.
Der Erfolg der Differenzierung wird anhand der Expression von CD41a (GP llb/lla), einem
typischen Marker flir Megakaryozyten, mittels Durchflusszytometrie analysiert [22]. Zuséatzlich
wird wahrend der Differenzierung und nach Lyse der Zellen mit Hilfe eines
Zellaufschlussreaktors (PARR-Bomb), die Menge an PDGF in Zelliberstanden und Lysaten
quantifiziert, um den Differenzierungsprozess zu charakterisieren. Im weiteren Verlauf wird die
Eignung der hergestellten Lysate als Serumersatz getestet. Dazu werden A549-Zellen, eine
etablierte Zelllinie fir Serumsubstitutionsstudien, unter verschiedenen Bedingungen kultiviert
[26]. Mit reduziertem FBS, hPL und den aus MEG-01-Zellen hergestellten Lysaten werden
Parameter wie Zellwachstum, Viabilitat und Morphologie untersucht, um die Funktionalitat und

den potenziellen Nutzen der Lysate zu bewerten.



3. Ergebnisse

31 Differenzierung von MEG-01-Zellen zu Megakaryozyten durch PMA

Um die optimale Konzentration von PMA fur die Differenzierung von Megakaryozyten aus
MEG-01 zu bestimmen, wurden die Zellen mit zwei unterschiedlichen PMA-Konzentrationen
kultiviert (5 nM und 10 nM). Das Ziel bestand darin den Einfluss der PMA-Konzentrationen auf
die Differenzierung zu analysieren und die Bedingungen fir eine effektive
Megakaryozyten-Bildung und anschlieRende Platichen-Abschnirung zu ermitteln. Dabei
wurde die Morphologie der Zellen, Zellzahl, Viabilitdt, Expression von CD41a und

Anreicherung an PDGF betrachtet.
3.1.1 Morphologie von MEG-01-Zellen wahrend der Differenzierung

Aus einer drei-wdchigen Erhaltungskultur wurden MEG-01-Zellen in zwei T25-Flaschen mit
einer Zelldichte von 5x10° c/mL ausgesat. Das Kultivierungsmedium wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PMA versetzt. Die Zellen wurden zwei Tage bei 37°C
und 5% CO; kultiviert, danach folgte eine erste Ruhephase von 24 h gefolgt von einem
Medienwechsel und einer weiteren Ruhephase von 72 h. Im Verlauf der Differenzierung

wurden morphologische Verdnderung der MEG-01 analysiert (Abbildung 6).

48 hPMA 24 h Ruhephase 72 h Ruhephase
e R%u o'g“ ~ , § i
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10 nM PMA

Abblldung 6| MEG-01 -Zellen unter dem Emﬂuss von PMA

MEG-01-Zellen in der Dichte von 5 x 10° ¢/mL wurden zwei Tage mit PMA (5 nM und 10 nM) induziert.
Es folgten zwei Ruhephasen von 24 h und nochmals von 72 h. Die Aufnahmen wurden bei 100-facher
VergréBerung mit einem Phasenkontrastmikroskop erstellt. A zeigt MEG-01-Zellen vor der
Differenzierung. B-D zeigt die Zellen wahrend den Differenzierungsschritten. In roten Kreisen wurden
Zellen markiert, die morphologisch groRer erscheinen als unter Standardkulturbedingungen.

10



Unter Standardkulturbedingungen zeigten MEG-01-Zellen eine semi-adhéarente
Wachstumsform mit vereinzeltem Auftreten groRerer Zellen. Wahrend der Differenzierung
unter Einfluss von PMA kam es zu einer Ausbildung von Zellclustern sowie einer Zunahme
groRerer Zellen. Es waren weniger vergroRerte Zellen bei der Induktion mit 10 nM PMA zu

beobachten.
3.1.2 Zellwachstum und Viabilitdt von MEG-01-Zellen wahrend der Differenzierung

Wahrend der Differenzierung der MEG-01-Zellen wurde sichergestellt, dass die Zellen trotz
der Toxizitdt von PMA ihre Viabilitat behalten [27]. Deshalb wurde Uberpruft, ob die Zellen
wahrend der Differenzierung normal weiter proliferieren. Um diese Prozesse zu uberwachen
wurden wahrend der Medienwechsel Viabilitdt und Wachstumsrate der Zellen analysiert
(Abbildung 7).

>
w

0.6 100
T
= 0.390.39 95
= 0.4+ - 92 92
) X - 91
© - 90-
= 3 88 g7
% g 85+
£ > 80
S 80+
s
75- T T
0 2 6

Tage Tage
mm \Wachstumsrate 5 nM PMA mm Viabilitat 5 nM PMA
=3 Wachstumsrate 10 nM PMA =3 Viabilitat 10 nM PMA

Abbildung 7 | Wachstumsrate und Viabilitat der MEG-01-Zellen unter PMA-Induktion
MEG-01-Zellen wurden mit unterschiedlichen PMA-Konzentrationen (5 nM und 10 nM) fir 48 h
differenziert, danach folgten Ruhephasen mit Medienwechsel (24 h und 72 h). Proben der
verschiedenen Zellkulturen wurden beim Medienwechsel entnommen und durch den CASY® wurden
die Wachstumsraten (A) und die Viabilitat (B) bestimmt.

Durch die Induktion mit PMA wurde eine Hemmung des Zellwachstums beobachtet. Bei einer
Konzentration von 5 nM PMA verringerte sich das Zellwachstum zunéchst, bevor es zu einer
leichten Zunahme kam, was auf eine Stabilisierung der Zellzahl schlieen lasst. Im Gegensatz
dazu fuhrte die Behandlung mit 10 nM PMA zu einem vollstandigen Wachstumsstopp, gefolgt
von einem Zellverlust. Die Viabilitdt nahm bei beiden Konzentrationen im Verlauf der
Differenzierung ab, wobei die Abnahme bei 10 nM PMA stérker ausgepragt war. Insgesamt

zeigten die Zellen unter 5 nM PMA eine héhere Viabilitdt und keinen Zellverlust.
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3.1.3 Expression von CD41a in MEG-01-Zellen und PLP

Nach jeder Ruhephase (24 h und 72 h) wurden Proben von MEG-01-Zellen und der
gegebenenfalls im Medium abgeschniirter PLP enthommen. Um die Trennung von Zellen und
PLP zu erreichen wurden zwei unterschiedliche Zentrifugationsschritte angewandt. Die Zellen
wurden bei niedriger Umdrehungszahl pelletiert (200 x g), wobei die PLP im Uberstand
verblieben. Diese wurden anschlielend bei einer hohen Umdrehungszahl (4.000 x g) aus dem
Uberstand abzentrifugiert. Anhand der Expression von CD41a, einem Marker fiir Blutplattchen
[22], wurde Uberprift, ob die Differenzierung von MEG-01-Zellen zu megakaryozytaren Zellen
und die Bildung von PLP funktioniert hat. Zellen und PLP wurden in DPBS/BSA resuspendiert,
mit fluoreszenten Antikdérpern gegen CD41a markiert und durchflusszytometrisch untersucht
(Abbildung 8).
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Abbildung 8 | Durchflusszytometrie MEG-01-Zellen und PLP

MEG-01-Zellen und PLP wurden nach Differenzierung mit 5 nM PMA oder 10 nM PMA mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Es wurden Populationen der MEG-01-Zellen (schwarz) und PLP (rot)
identifiziert. Die Partikelpopulationen geben die Signale der gemessenen Zellen und PLP wieder. Die
Vorwartsstreulichtintensitat (FSC) zeigt die relative GréRe der Partikel an und die
Seitwartsstreulichtintensitat (SSC) weist auf die Granularitat der Partikel hin. Die Populationen werden
in einem Gate (Cells) eingeschrankt, um die Streuung der Partikel einzugrenzen.
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Eine Population bestand aus groReren und komplexeren Partikeln (Zellen), die andere aus
kleineren und weniger komplexen Partikeln (PLP). Die Komplexitat dieser Partikel, gemessen
Uber den SSC, spiegelt die Struktur und Zusammensetzung der Partikel wider, einschliel3lich
der Dichte und Anzahl von Granula sowie anderen zellularen Organellen. MEG-01-Zellen
zeigten bei beiden PMA-Konzentrationen (5 nM und 10 nM) Partikel unterschiedlicher GréfRe
und Komplexitat. Im Gegensatz dazu wiesen die PLP bei 10 nM PMA eine dichtere und
homogenere Population auf, was auf eine geringere Variabilitat der Partikelgréfie hindeutet.
Bei 5 nM PMA hingegen waren die PLP deutlich heterogener, da neben der dichten
Hauptpopulation eine Vielzahl von Partikeln unterschiedlicher GroRe beobachtet wurden. Die
PMA-Konzentration hat einen Einfluss auf die Homogenitat der PLP, wobei eine hdhere

Konzentration (10 nM PMA) zu einer grofieren Homogenitat der Partikelgrofie fuhrt.

Nach Markierung der Zellen und PLP mit fluoreszenz-markierten Antikérpern (PE) gegen
CD41a wurden die in der Durchflusszytometrie gemessene Partikelzahl gegen die
Fluoreszenzintensitat aufgetragen. Die gemessene Fluoreszenzintensitat korreliert direkt mit
der Anzahl der an die Partikel gebundenen Antikérper und spiegelt die Menge der CD41a-
Expression auf der Zelloberflache wider (Abbildung 9).
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Abbildung 9 | CD41a-Expression von MEG-01-Zellen und PLP nach den Ruhephasen

Differenzierte MEG-01-Zellen und PLP (5 nM und 10 nM PMA) wurden anhand ihrer CD41a Expression
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Eingegrenzte gemessene Partikel (y-Achse) wurden gegen die
Fluoreszenzintensitdat (x-Achse) aufgetragen. A-B zeigt die Expression von CD41a nach 24 h
Ruhephase. C-D zeigt die Expression von CD41a nach 72 h Ruhephase. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) stellt den durchschnittlichen Wert der Fluoreszenzintensitat der Partikel dar,

die CD41a exprimieren, wobei die Fluoreszenzintensitat des Isotyps (IgG1) als Hintergrundsignal
subtrahiert wurde.
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Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) war in den MEG-01-Zellen bei beiden PMA-
Konzentrationen hdher als in den PLP, was auf eine starkere Expression von CD41a in den
Zellen schlieBen lasst. Zudem zeigten die MEG-01-Zellen im Vergleich zu den PLP ein
breiteres Fluoreszenzintensitdtsspekirum, was auf eine heterogene Verteilung der CD41a-
exprimierenden Partikel innerhalb dieser Zellpopulation deutet. Das schmalere
Intensitatsspektrum der PLP weist auf eine homogenere Verteilung der CD41a-Expression in
dieser Population hin. Wahrend der Ruhephase zeigte sich bei einer PMA-Konzentration von
10 nM PMA eine Abnahme der MFI-Werte in den MEG-01-Zellen von 207,82 auf 134,59,
wahrend die MFI der PLP leicht von 50,24 auf 58,94 anstiegen. Bei einer Konzentration von
5 nM PMA stieg die MFI sowohl in den MEG-01-Zellen als auch in den PLP. In den Zellen
erhéhte sich die MFI von 227,01 auf 307,02, und in den PLP stieg die MFI von 53,93 auf 69,33.
Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigen, dass durch die mit 5 nM PMA sowohl in
Zellen als auch in PLP eine hohere Expression von CD41a nachgewiesen werden konnte.

Dies war insbesondere nach einer anschlieRenden Ruhephase der Fall.

Fur weitere Differenzierungsversuche wurde daher eine PMA-Konzentration von 5 nM mit
nachfolgenden Ruhephase von 48 und 72 Stunden gewahlt, da die Ruhephasen zu einer

héheren Expression von CD41 geflihrt haben.
3.1.4 Anreicherung von PDGF wahrend der MEG-01 Differenzierung

Ein weiters Mal} fur die Differenzierung von Megakaryozyten, die insbesondere fur deren
Einsatz als Serumersatz relevant ist, ist die Expression von PDGF. Dafur wurde die
Differenzierung von MEG-01-Zellen in T175-Flaschen wiederholt. Die Menge von PDGF im
Medium wurde direkt nach der Differenzierung (U1), nach 48 Stunden Ruhephase (U2) und
nach weiteren 72 Stunden Ruhephase (U3) tiber ELISA quantifiziert (Abbildung 10).

20000+ Wahrend der Differenzierung von MEG-01-Zellen,
15205,25 konnte eine Zunahme an PDGF in den Uberstanden
E 150007 festgestellt werden. In U1 (48 h, 5 nM PMA) war kein
;': 100004 PDGF nachweisbar. Wohingegen nach einer
E Ruhephase (U2, 48h) ein PDGF-Anteil von
;‘g_ 5000- 2047 81 3247,81 pg nachgewiesen werden konnte. Nach
. einer weiteren Ruhephase (U3, 72h) ist die Menge

0 T T T an PDGF weiter auf 15205,25 pg angestiegen.

U1 U2 u3

Abbildung 10 | PDGF in Kulturiiberstanden
differenzierter MEG-01

PDGF wurde in Uberstanden (U1-U3) von
differenzierten MEG-01-Zellen (5 nM PMA)
mittels ELISA nachgewiesen. U1: 48 h PMA-
Induktion, U2: 48 h Ruhephase und
Medienwechsel, U3: 72 h Ruhephase.
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3.1.5 MEG-01 Zelllysat und Plattchenlysat

MEG-01-Zellen wurden fir 48 Stunden mit 5 nM PMA differenziert gefolgt von einer
48-stindigen und einer 72-stindigen Ruhephase. Die differenzieten MEG-01 wurden
abzentrifugiert (200 x g) und in der PARR-bomb lysiert (ZL). Aus dem Uberstand (U3) wurden
die PLP abzentrifugiert (4.000 x g) und ebenfalls lysiert (PLPL). Der resultierende Uberstand
wurde ebenfalls analysiert (U4). Die PDGF-Konzentration wurde anschlieBend bei den
Uberstanden (U3 und U4) und den MEG-01 Zell- und PLP-Lysaten durch einen ELISA
quantifiziert (Abbildung 11).
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Abbildung 11 | PDGF von Uberstinden und Lysaten der MEG-01 Differenzierung

Aus differenzierten MEG-01-Zellen (5 nM PMA) wurden die Uberstinde der Zellkultur vom letzten
Differenzierungsschritt (U3-U4) von den Zellen und PLP und die mit der PARR-Bomb produzierten
Lysate auf ihnren PDGF-Anteil mittels ELISA analysiert. Es ist die Gesamtmasse von PDGF (A) und die
PDGF-Konzentration (B) der Proben abgebildet.

In den Uberstanden war nach Abtrennung von Zellen (U3) und PLP (U4) weiterhin ein hoher
Anteil an PDGF nachweisbar. Im ZL und PLPL konnten nur geringe Mengen an PDGF
(Abbildung 11, A) nachgewiesen werden. Auch eine Aufkonzentrierung in den PLP wurde nicht
erreicht (Abbildung 11, B). Es ist bezogen auf die PDGF-Konzentration keine Anreicherung in
den Lysaten erkennbar, da diese weiterhin niedriger ist als in den Uberstanden der MEG-01
Zellkultur. Insgesamt wurde im Verlauf der Differenzierung ein héherer PDGF-Anteil im

Medium nachgewiesen als in den Lysaten von differenzierten MEG-01-Zellen und PLP.
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3.1.6 Scale-Up der MEG-01 Differenzierung in einem CellSTACK

Um zu prufen, ob die Differenzierung von MEG-01-Zellen skalierbar ist, wurden die Zellen auf
einen CellSTACK (6320 cm?) expandiert. Differenzierte Zellen und PLP wurden abgetrennt
und in der PARR-Bomb lysiert. Infolgedessen wurden die produzierten Lysate in einem ELISA
spezifisch fur PDGF analysiert. Die hergestellten Lysate wurden mit den Lysaten aus T175-
Flaschen (siehe Kapitel 3.1.4) verglichen. Da die Ausgansmengen der Kulturen nicht direkt
vergleichbar waren, wurden die gemessenen Mengen an PDGF an die Gesamtproteinmenge
in den Lysaten, gemessen Uiber BCA, normalisiert (Abbildung 12).

Die PDGF-Mengen, normiert auf die
107 Gesamtproteinmenge, waren in den Lysaten der
118.43 CellSTACK-Kulturen héher als im Vergleich zu den
Lysaten der T175-Flaschen. Im ZL der CellISTACK-

Kultur wurde ein PDGF-Anteil pro Gesamtprotein

100

von 43,68 pg/mg gemessen, wohingegen das ZL der
T175-Flaschen nur 2,60 pg/mg aufwies. Ahnlich
zeigte das Lysat der PLP aus der CellSTACK-Kultur
einen héheren Wert von 118,43 pg/mg im Vergleich

PDGF pro Gesamtprotein [pg/mg]
3
1

o

zu den 4,34 pg/mg im Lysat der T175-Flaschen. In

beiden  Kultursystemen war die PDGF-

Konzentration in den Lysaten der PLP héher als im
Abbildung 12 | PDGF in MEG-01 Lysaten ZL. In der CellSTACK-Kultur betrug der PDGF-
PDGF wurde in Zell- und PLP-Lysaten von o

differenzierten MEG-01-Zellen (5nM PMA) Anteil im  PLPL etwa das 2,7-fache der
mittels ELISA nachgewiesen. Konzentration als im ZL, wahrend in den T175-
Flaschen die Konzentration vom PLPL etwa das 1,7-fache der Konzentration im ZL ausmachte.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Differenzierung der MEG-01-Zellen im
CellSTACK-System zu einer héheren Produktion und Ausschittung von PDGF in beiden
Lysaten fuhrte. Insgesamt war die Differenzierung im CellSTACK hinsichtlich der PDGF-

Ausbeute effizienter als im T175-Flaschen-System.
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3.2 Verwendung vom MEG-01 abgeleitetem Pldttchenlysat als Serumersatz

A549 ist eine humane Lungenepithelzellinie, die in Gegenwart von FBS mit einer
Zellverdopplung von 0,74 pro Tag wachst. Wegen dieser guten Wachstumseigenschaften
wurde die Zelllinie ausgewahlt, um das Zellwachstum mit reduzierten Serumkonzentrationen
und PLPL als Serumersatz zu untersuchen. Die A549-Zellen wurden bezogen auf das
Wachstum, die Morphologie und die Viabilitat analysiert. Das Ziel war festzustellen, ab welcher

Konzentration ein deutlicher Unterschied in diesen Parametern erkennbar ist.
3.2.1 A549-Kultivierung mit Reduzierung von FBS

Zunachst wurde untersucht, wie sich A549-Zellen mit weniger FBS im Medium verhalten. Daftr
wurden die Zellen unter Normbedingungen und mit den unterschiedlichen FBS-
Konzentrationen von 10%, 5%, 2%, 1% und 0% kultiviert. Der Versuch wurde in T25-Flaschen
fur sechs Passagen durchgefuhrt mit Ausnahme der 0% FBS-Zellkultur, wo bereits nach einer
Passage fast alle Zellen abgestorben waren. Die Ubrigen Bedingungen wurden sechs
Passagen lang kultiviert. Bei jeder Passage wurden Wachstum und Morphologie der Zellen

mikroskopisch untersucht (Abbildung 13).

Abblldung 13 | A549 KuItur bel verschledenen FBS Konzentratlonen
A549-Zellen wurden bei unterschiedlichen FBS-Konzentrationen fiir sechs Passagen kultiviert. Alle zwei
bis drei Tage wurden die Zellen passagiert. Die Aufnahmen wurden nach sechs Zellpassagen (0% FBS
nach einer Passage) bei 100-facher VergroRerung mit einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen.

Mit abnehmender Konzentration an FBS zeigte sich bei gleicher eingesater Zellzahl eine
Abnahme der Konfluenz der A549-Zellen. Unter Normbedingungen (10% FBS) wiesen die
Zellen eine polygonale, epitheliale Morphologie auf. Bei einer Reduktion der FBS-
Konzentration auf 2% war hingegen eine veranderte Zellform erkennbar, wobei die Zellen
elongierter erschienen. Bei vollstandigem Verzicht auf FBS (0%) ist kaum noch Adhasion der
Zellen an die Kulturflasche zu beobachten. Wahrend die Zellen bei einer FBS-konzentration
von 5% morphologisch gesund erschienen, wirken sich reduzierte FBS-Konzentrationen von

2% oder weniger negativ auf das Wachstum und die Adh&sion aus.

Zur quantitativen Bewertung des Wachstums wurden die Zellen bei jeder Passage gezahlt und
die Viabilitdt wurde bestimmt (Abbildung 14).
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Abbildung 14 | Wachstumsrate und Viabilitat von A549-Zellen in Abhangigkeit von FBS
A549-Zellen wurden sechs Passagen mit unterschiedlichen FBS-Konzentrationen kultiviert und alle
zwei bis drei Tage passagiert. Die Wachstumsrate (A) und Viabilitat (B) wurde mit dem CASY®bestimmt.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Jeder Punkt reprasentiert eine Passage.

Bei allen Bedingungen kam es zu Schwankungen im Wachstum wéhrend der gesamten
Kultivierung. Mit einer geringer werdenden Konzentration von FBS sank die Wachstumsrate
von A549-Zellen. Wahrend die mittlere Wachstumsrate bei 10% FBS mit 0,74 und bei 5% FBS
mit 0,71 Zellverdopplungen pro Tag nahezu identisch blieb, zeigte sich bei 2% FBS eine
Abnahme auf 0,51 und bei 1% FBS auf 0,34 Zellverdopplungen pro Tag. Trotz der
abnehmenden Wachstumsrate und der langsameren Proliferation zeigten die Zellen
durchgehend eine hohe Viabilitat, was auf eine intakte Zellgesundheit hinweist. Sowohl bei
10% als auch bei 5% FBS lag die durchschnittliche Viabilitat bei 99%, wahrend sie bei 2% und
1% FBS bei 98% lag. Ein Zellverlust durch die Reduktion von FBS konnte daher, abgesehen

von der Bedingung ohne FBS, nicht beobachtet werden.
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3.2.2 A549-Kultivierung mit humanem Pléattchenlysat als Serumersatz

Basierend auf den Ergebnissen der FBS-Reduktion wurde in einem weiteren Versuch gepruft,
ob A549-Zellen in einem Medium mit hPL als einzigem Zusatzstoff wachsen. Die Ergebnisse
der FBS-Reduktion dienten als Grundlage fur die Einschatzung der Mindestanforderungen an
ein alternatives Kulturmedium, insbesondere in Hinblick auf die Erhaltung von Zellwachstum,
Adhasion und morphologischer Integritat. Dabei wurden die Zellen mit 10%, 8%, 6%, 4% und

2% hPL in T25 Flaschen fir sieben Passagen kultiviert und alle zwei bis drei Tage passagiert,

gezahlt und mikroskopisch bewertet (Abbildung 15).

Abbildung 15 | A549-Zellen mit humanen Plattchenlysat als Serumersatz
A549-Zellen wurden sieben Passagen in unterschiedlichen hPL-Konzentrationen kultiviert. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Zellen passagiert. Die Aufnahmen wurden nach sieben Zellpassagen bei 100-
facher Vergrofierung mit einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen.

Mit abnehmender hPL-Konzentration wiesen die Zellen eine Veranderung ihrer Dichte und
Morphologie auf. Bei 10% und 8% hPL zeigten die Zellen standardmaRige Konfluenz, eine
epitheliale Morphologie sowie Zell-Zell-Kontakte. Ab einer Konzentration von 6% und 4% hPL
war eine Abnahme der Zellzahl zu beobachten. Wahrend die epitheliale Morphologie der
Zellen weitgehend erhalten blieb, wurden die Zellzwischenrdume groRer. Bei 4% hPL
erschienen die Zellen elongierter und verteilten sich zunehmend isoliert. Bei der niedrigsten
Konzentration von 2% hPL kam es zu einer Reduktion der Zellzahl, begleitet von einer weiteren
VergroRerung der interzellularen Abstande und einer Einschrankung des Zell-Zell-Kontaktes.
Insgesamt zeigte sich, dass mit abnehmender hPL-Konzentration die Zellzahl und die
Interaktionen zwischen den Zellen abnehmen, wahrend die epitheliale Morphologie der Zellen

weitgehend erhalten bleibt.

Zur quantitativen Bewertung des Wachstums wurden die Zellen bei jeder Passage gezahlt und
die Viabilitdt wurde bestimmt (Abbildung 16).
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Abbildung 16 | Wachstumsrate und Viabilitat von A549-Zellen in Abhangigkeit von hPL
A549-Zellen wurden sieben Passagen mit unterschiedlichen hPL-Konzentrationen kultiviert und alle
zwei bis drei Tage passagiert. Die Wachstumsrate (A) und Viabilitat (B) wurde mit dem CASY®-System
bestimmt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Jeder Punkt reprasentiert eine Passage.

Bei 10% und 8% hPL zeigten A549-Zellen eine durchschnittliche Wachstumsrate von
0,57 Zellverdopplung pro Tag auf. Bei 6% lag diese bei 0,48 und bei 4% bei 0,43
Zellverdopplungen pro Tag. Die geringste Wachstumsrate zeigte die Bedingung mit 2% hPL
mit 0,40 Zellverdopplungen pro Tag. Die Viabilitdt von A549-Zellen lag bei allen Bedingungen
Uber 95%, was auf eine intakte Zellgesundheit hinweist.

3.2.3 MEG-01 abgeleitetes Plattchenlysat als Serumersatz

Aus vorherigen Versuchen ging hervor, dass A549-Zellen ohne Serumzugabe nicht in der Lage
sind zu wachsen. Mit der Verwendung von hPL als Serumersatz wuchsen die A549-Zellen,
jedoch war die Wachstumsrate im Vergleich zu FBS leicht verringert. Aus einer CellSTACK-
Kultur mit differenzierten MEG-01-Zellen (behandelt mit 5 nM PMA) wurde Zelllysat und PLP-
Lysat durch die Lysierung mit der PARR-Bomb gewonnen. In beiden Lysaten konnte PDGF
nachgewiesen werden, ein wesentlicher Wachstumsfaktor von Blutplatichen [7]. Auf
Grundlage dieser Ergebnisse wurde untersucht, wie sich A549-Zellen unter der Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen dieser Lysate als Serumersatz verhalten. Fur diese Testung
wurden A549-Zellen Uber drei Passagen hinweg mit 5% hPL in Kultur gehalten. AnschlieRend
wurden die Zellen in 6-Well-Platten in verschiedenen Konzentrationen von
PLP-Lysat (1%, 2%, 5% und 10%), einer Kombination von 1% PLP-Lysat und 1% hPL sowie
einer hPL-Kontrolle (2%) ausgeséat und kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen
passagiert, gezahlt und mikroskopisch analysiert (Abbildung 17). Das Experiment wurde nach
drei Passagen abgebrochen, da die Zellen nicht weiterwuchsen und es zu einem Zellverlust

innerhalb der Kultur kam. In den Kulturen, die mit 1%, 2% und 5% PLP-Lysat kultiviert worden
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waren, trat bereits nach der ersten Passage ein Zellverlust auf, sodass die gesamte
Zellpopulation erneut ausgesat werden musste. In den Kulturen mit den Gbrigen Bedingungen
wurde die Zellen fur zwei oder drei Tage Kultivierung ausgesat (2 x 10* ¢/mL oder 1 x 10*c/mL).

2% hPL 1% PLPL + 1% hPL 1% PLPL 2% PLPL 5% PLPL 10% PLPL

Passage 2

Passage 3

Abbildung 17 | A549-Zellen mit Plattchen dhnlichem Partikel Lysat als Serumersatz

A549-Zellen wurden drei Passagen in unterschiedlichen PLPL-Konzentrationen kultiviert. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Zellen passagiert. Die Aufnahmen wurden bei 100-facher VergréRerung mit einem
Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. A-F zeigt die unterschiedlichen Bedingungen bei Passage 2
oder 3.

Nach der zweiten Passage wiesen die Zellen der Kontrolle (2% hPL) eine typische epitheliale
Morphologie und eine hohe Dichte auf. Die Kombination aus 1% ZL und 1% hPL resultierte in
einer leicht reduzierten Zellzahl, wobei die Zellmorphologie weitgehend intakt blieb. Mit
steigenden Konzentrationen von PLPL (1-10%) zeigte sich eine dosisabhéngige Wirkung. Bei
1% PLPL waren weniger Zellen vorhanden, die zudem rundlicher erschienen. Bei 5% und 10%
PLPL zeigten die Zellen eine elongierte Formen und eine verringerte Dichte. Jedoch war hier
eine Adhéasion an die Zellkulturflasche zu erkennen. Nach der dritten Passage nahm die
Zellzahl weiterhin ab und bei 5-10% PLPL verringerte sich die Adhasion der Zellen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass PLPL in héheren Konzentrationen die Zellen in ihrer reguldren
Morphologie unterstitzten. Es war kein Zellwachstum in allen PLPL-Bedingungen zu
beobachten, in den héheren Konzentrationen aber eine Aufrechterhaltung der Zellen, die in
die Flasche eingeséat wurden.

Bei jeder Passage wurden die Wachstumsraten und Viabilitdt von A549-Zellen bestimmt
(Abbildung 18). Die Viabilitat von A549-Zellen der Bedingungen von 1% PLPL bis 10% PLPL
konnten nicht bestimmt werden, da zu viel Zelldebris in den Proben enthalten war, wodurch
tote Zellen nicht mit der Zelldebris vom PLPL unterschieden werden konnte.
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Abbildung 18 | Wachstumsraten und Viabilitdt von A549-Zellen mit PLP-Lysat

A549-Zellen wurden drei Passagen mit unterschiedlichen Konzentrationen von MEG-01 hergeleiteten
PLPL und hPL als Kontrolle kultiviert. Von Passage eins bis drei wurden die durchschnittlichen
Wachstumsraten (A) und Viabilitat (B) mithilfe der Neubauerkammer bestimmt. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. Jeder Punkt reprasentiert eine Passage.

A549-Zellen die ausschlielllich mit PLPL kultiviert worden sind, zeigten eine negative
Wachstumsrate. Es kam zu einem Verlust der Zellen wahrend der Kultivierung. Dennoch
konnte ein positiver Effekt von PLPL auf das Wachstum der Zellen festgestellt werden. Je mehr
PLPL im Medium zugegeben wurde, desto geringer war der zu beobachtende Zellverlust. Die
Wachstumsrate von A549-Zellen mit der Bedingung von 1% PLPL und 1% hPL war mit 0,34
nahezu identisch zu der von 2% hPL mit 0,33 Zellverdopplungen pro Tag. Die durchschnittliche
Viabilitat von A549-Zellen der Bedingung mit 1% PLPL und 1% hPL betrug 95,3% und die von
der 2% hPL-Kontrolle 98,6%. Bei der Zugabe von PLPL wurde die Zellgesundheit nicht
beeintrachtigt.

Um zu Uberprifen, ob MEG-01 ZL A549-Zellen in ihrem Wachstum férdern kénnte, wurde der
Versuch nochmals mit dem ZL wiederholt. Dafur wurde in 6-Well-Platten mit verschiedenen
Konzentrationen von ZL (1%, 2%, 5% und 10%), einer Kombination von 1% ZL und 1% hPL
sowie einer hPL-Kontrolle (2%) ausgesat und kultiviert. A549-Zellen wurden unter den gleichen
Bedingungen alle zwei bis drei Tage passagiert, gezéhlt und mikroskopisch behandelt
(Abbildung 19). Das Experiment wurde nach zwei Passagen abgebrochen, da die Zellen kein
Wachstum zeigten und das ZL eine toxische Wirkung auf die Zellen hatte.
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Abbildung 19 | A549-Zellen mit MEG-01 Zelllysat als Serumersatz

A549-Zellen wurden zwei Passagen in unterschiedlichen ZL-Konzentrationen kultiviert. Alle zwei bis drei
Tage wurden die Zellen passagiert. Die Aufnahmen wurden bei 100-facher Vergrof3erung mit einem
Phasenkontrastmikroskop aufgenommen.

Nach der zweiten Passage wiesen die Zellen der Kontrollgruppe (2% hPL) eine typische
epitheliale Morphologie sowie eine regulare Zelldichte auf. Im Gegensatz dazu fiihrte die
Kombination von 1% ZL und 1% hPL zu einer reduzierten Zellzahl und einer ausgepragten
elongierten Zellform. Bei alleiniger Zugabe von ZL ohne hPL waren mikroskopisch kaum bis
keine lebensfahigen Zellen sichtbar. Mit zunehmenden Konzentrationen von ZL (1-10%)
zeigte sich eine deutliche Zunahme von Zelldebris in den jeweiligen Kulturen. Diese
Beobachtungen zeigen, dass das ZL weder in Kombination mit hPL noch als alleinige
Komponente das Zellwachstum oder die Lebensfahigkeit von A549-Zellen unterstitzt. Im

Gegenteil, das ZL zeigte eine toxische Wirkung, die sich negativ auf die Zellkulturen auswirkte.
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4. Diskussion

Die in vitro Kultivierung bildet eine unverzichtbare Grundlage fir die moderne biomedizinische
Forschung und Industrie [2]. Dabei stellt FBS eine der am haufigsten verwendeten
Komponenten dar, um Zellen in Kultur eine physiologisch geeignete Umgebung zu bieten.
Aufgrund der ethischen Bedenken hinsichtlich der Gewinnung von FBS, der limitierten
Verfugbarkeit sowie der Variabilitat seiner Zusammensetzung wird jedoch zunehmend nach
Alternativen gesucht [5]. Humanes Plattchenlysat hat sich als vielversprechender Ersatz
etabliert. Mohamed et al. zeigte, dass hPL viele Wachstumsfaktoren in hoheren
Konzentrationen als im FBS enthalt und epithelialen Zelllinien eine vergleichbare Proliferation
ermdglicht. Trotz der Vorteile von hPL bleibt die Beschaffung eine Herausforderung, da grol3e
Mengen freiwillig gespendeten Blutes benétigt werden, um den Bedarf als vollstandigen
Serumersatz zu decken [6]. Ein alternativer Ansatz beruht auf Studien wie von Isakari et al.,
die zeigten, dass MEG-01-Zellen nach Differenzierung durch PMA Plattchen ahnliche Partikel
generieren koénnen [21]. Ogura et al. beschrieben zudem typische megakaryozytare
Eigenschaften der MEG-01-Zelllinie, einschliel3lich der Expression von megakaryozytaren
Oberflachenmarkern, wie das Glykoprotein llb/lla und der Aktivitat plattchenspezifischer
Enzyme [22]. Das Ziel dieser Arbeit war es, aus differenzierten MEG-01- PLPs zu generieren
und ein Lysat von diesen als Serumalternative zu untersuchen. Daflir wurde die
Differenzierung hinsichtlich der Konzentration von PMA sowie der Expression von CD41a
(GPIIb/lla) analysiert. Zudem wurde die Anreicherung von Wachstumsfaktoren, insbesondere
PDGF, im Zellkulturiberstand und Platichenlysat untersucht. Zuletzt wurden MEG-01

abgeleitete Zell- und PLP-Lysate an A549-Zellen als Serumersatz getestet.

Die Behandlung der MEG-01-Zellen mit PMA fihrte zu Zellverdnderungen, die auf eine
Differenzierung der Zellen hindeuten. Morphologisch auffallig war das vermehrte Auftreten
vergroerter Zellen bei der niedrigeren PMA-Konzentration nach der letzten Ruhephase. Dies
weist moglicherweise auf den Zustand der Endomitose wahrend der Differenzierung zu
Blutplattchen hin, bei dem sich der DNA-Gehalt ohne Zellteilung vervielfacht [17]. Eine
Weiterentwicklung der Zellen zu Vorlauferplattchen mit zytoplasmatischen Ausstilpungen
konnte dagegen nicht beobachtet werden, was auf eine unvollstdndige Differenzierung
hindeutet. Wie bereits von Ogura et al. beschrieben, zeigen MEG-01-Zellen wahrend der
Differenzierung ahnliche morphologische Veranderungen wie hamatopoetische Stammzellen
im Ubergang zu Megakaryozyten und Blutplattchen [22]. Wachstums- und Viabilitdtsanalysen
bestatigten diese Beobachtungen. PMA hemmte das Zellwachstum, was der Erwartung
entspricht, dass wahrend der Differenzierung kein Zellwachstum stattfindet. Eine héhere PMA-
Konzentration (10 nM) fihrte jedoch zu einem starkeren Zellverlust. Schweinfurth et al. zeigten

ebenfalls, dass hohe PMA-Konzentrationen toxische Effekte auf Zellen haben kénnen [27].
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Eine durchflusszytometrische Analyse konnte zwei Populationen von gréf3eren, granulareren
Partikeln (Zellen) und kleineren, weniger granulareren Partikeln (PLP) nachweisen. Die
erhdhte Granularitat der kleinen Partikel, gemessen tber den SSC, lasst vermuten, dass es
sich dabei tatsachlich um PLP handelt. Die Zellpopulation zeigte eine gréliere Streuung,
wahrend die PLP eine dichtere Verteilung aufwiesen, wobei eine ausgepragtere Streuung bei
5 nM PMA induziert wurde. Die breitere Streuung bei 5 nM PMA kénnte auf eine ineffiziente
Differenzierung der MEG-01-Zellen zurlickzuflihren sein, die zu einer erhdhten Freisetzung
von unreifen Vorlaufern oder zytoplasmatischen Fragmente geflihrt hat, die die zellulare
Heterogenitat erhéhen. Die Verteilung und auch die Granularitat der Partikel kdnnte aber auch
Hinweise auf unterschiedliche Differenzierungsstadien der Zellen und PLP bieten.
Megakaryozyten durchlaufen wahrend ihrer Differenzierung eine Grélenveranderung von
10-15 pm auf 50-100 ym [28].

Die in den Experimenten beobachteten morphologischen Veranderungen sind keine alleinigen
Indizien, dass MEG-01-Zellen Eigenschaften von Megakaryozyten aufweisen. Nach der
Differenzierung exprimieren MEG-01-Zellen spezifische Oberflachenproteine, die fir
Megakaryozyten und Blutplattchen typisch sind. Dazu gehort das Glykoprotein llb/llla
(CD41a), das mittels Durchflusszytometrie in den differenzierten Zellen und Plattchen
ahnlichen Partikeln nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass MEG-01-Zellen bei
beiden getesteten PMA-Konzentrationen eine erhohte CD41a-Expression aufwiesen, wobei
bei 5 nM PMA-Induktion ein breiteres Fluoreszenzintensitatsspektrum beobachtet wurde.
Dieses breitere Spektrum reflektiert die Heterogenitat der Partikel innerhalb der Zellpopulation.
Im Vergleich dazu zeigten die PLP ein schmaleres Fluoreszenzspektrum, das mit der
homogeneren Partikelverteilung korreliert. Ein zusatzlicher Faktor, der die Differenzierung
beeinflusste, waren die Ruhephasen (24 h und 72 h). Bei 5 nM PMA flihrte die Ruhephase zu
einer verstarkten CD41a-Expression. Diese Beobachtung kénnte darauf hindeuten, dass die
Ruhezeit nach der PMA-Induktion eine entscheidende Rolle bei der finalen Reifung der Zellen
spielt. Die Optimierung der Differenzierung durch unterschiedliche PMA-Konzentrationen
zeigte, dass die MEG-01-Zellen typische Eigenschaften von Megakaryozyten annahmen,
einschliellich morphologischer Veranderungen von kleineren zu grofleren Zellen,
Wachstumshemmung und einer verstarkten CD41a-Expression. Die Differenzierung bei 5 nM
PMA erwies sich als besonders vorteilhaft durch eine gréRere Anzahl vergrélierter Zellen, eine
geringere Toxizitat und eine insgesamt hohere CD41a-Expression. Zusatzliche Ruhephasen
zeigten, dass niedrigere PMA-Konzentrationen die CD41a-Expression in den Zellen sowie
PLP verstarkte. Die Methode mit 5 nM PMA-Induktion und zwei hintereinander folgenden
Ruhephasen (48 h und 72 h) wurden als beste Vorgehensweise zur Differenzierung von MEG-
01-Zellen festgestellt. Dennoch ist die Differenzierung noch nicht vollstandig. In

weiterfuhrenden Experimenten sollte das Differenzierungsprotokoll weiter optimiert werden.
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Ein vielversprechender Ansatz zur Optimierung des Differenzierungsprotokolls besteht in der
Anwendung regulatorischer Faktoren der humanen Megakaryopoese. Insbesondere spielt
Thrombopoetin eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der Signalkaskade, die
hamatopoetische Stammzellen in Megakaryozyten und letztlich in Blutplattchen differenziert.
Studien von Kawa et al. sowie Takeuchi et al. belegen, dass sowohl die alleinige Anwendung
von TPO als auch dessen Kombination mit PMA die Differenzierung in der MEG-01-Zelllinie
signifikant fordert und die Produktion Plattchen &hnlicher Partikel erhoht [27] [28].

In einem weiteren Experiment wurde die Anreicherung von dem Wachstumsfaktor PDGF,
spezifisch  fur Megakaryozyten und Blutpldttchen wuntersucht. In  den frihen
Differenzierungsstadien konnte kein PDGF im Zellkulturiberstand nachgewiesen werden, was
auf eine nicht nachweisbare Expression des Wachstumsfaktors zu diesem Zeitpunkt hinweist.
Nach der ersten Ruhephase konnte jedoch PDGF nachgewiesen werden, dessen
Konzentration nach der zweiten Ruhephase weiter anstieg. Dieser Verlauf spiegelt den
naturlichen Differenzierungsprozess wider, bei dem reifere Zellen zunehmend Platichen
produzieren, welche Wachstumsfaktoren wie PDGF enthalten [17]. Die beobachtete
Expression von PDGF korreliert mit den morphologischen Veranderungen und der
zunehmenden Granularitdt der Zellen, was die Progression zum megakaryozytaren
Differenzierungsstatus unterstreicht. Aus der im letzten Stadium differenzierten Zellkultur
konnte ein Groldteil von PDGF im Zellkulturiberstand nachgewiesen werden, wahrend
geringere Mengen in den Lysate der Zellen und PLP nachgewiesen werden konnte. Dies
deutet darauf hin, dass PDGF Uberwiegend in l6slicher Form vorliegt, und nur begrenzt in
Zellen oder PLP vorhanden ist. Blutplatichen setzen Wachstumsfaktoren primar durch
Aktivierung und die damit verbundene Freisetzung ihrer a-Granula frei. Dieser Prozess ist eng
mit spezifischen molekularen Mechanismen verknipft. Ein zentraler Schritt ist die vom von
Willebrand-Faktor vermittelte Adhdsion an subendotheliale Strukturen, die Uber die Bindung
an den GPIb-V-IX-Rezeptorkomplex auf der Oberflache der Blutplatichen erfolgt. Die daraus
resultierende Aktivierung fuhrt zu einer Formveradnderung der Blutplatichen und einer
gesteigerten Expression von Rezeptoren wie allbB3 (Integrin). Dieses Integrin interagiert unter
anderem mit Fibrinogen, was eine weitere Signalkaskade aktiviert. Diese Kaskade bewirkt eine
intrazellulare Calciumfreisetzung, welche die Exozytose der a-Granula und damit die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF ermdglicht [31]. Mdglicherweise induzieren im
Kulturmedium enthaltene Serumbestandteile die Freisetzung von PDGF und erklaren, warum
dieser Wachstumsfaktor im Uberstand in héherer Konzentration nachweisbar war. Durch eine
Differenzierung der Zellen in serumfreies Medium konnte dieser Einfluss Uberprift werden.
Moglicherweise kann das PDGF so in den PLP gehalten und bei deren Lyse konzentriert
erhalten werden. Ein anderer Ansatz ware den Kulturiberstand als einen moglichen

Serumersatz zu testen. Aus den Ergebnissen ist deutlich geworden, dass MEG-01-Zellen eine
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standardisierte und reproduzierbare Plattform flir die Produktion von Wachstumsfaktoren

bieten konnten.

Die Differenzierung von MEG-01-Zellen wurde in einem CellSTACK wiederholt, um eine
grélere und konzentriertere Menge an Zell- und PLP-Lysaten zu produzieren. Ein Vergleich
zu der Differenzierung in der T175-Flasche sollte Hinweise darauf geben, ob ein gréReres
Kulturgefall moglicherweise bessere Differenzierungsbedingungen stellt. Durch den Vergleich
der Massen an PDGF pro Gesamtprotein in den Zellkultursystem wurden unterschiedliche
Massenverhaltnisse festgestellt. Die aus dem CellSTACK hergestellten Lysate wiesen sowonhl
im ZL als auch im PLPL einen héheren Anteil von PDGF pro Gesamtprotein auf. Die Erwartung
war, dass die Massenverhaltnisse naher aneinander liegen, da die Rate an produzieren PLPs
sich nicht durch eine erhohte Zellzahl andern sollte. Vermutlich bietet der CellSTACK bessere
Differenzierungsbedingungen fur MEG-01-Zellen. Die verbesserte Differenzierung kdnnte zu
einer hoheren Anzahl reifer Megakaryozyten flhren, die wiederum zu einer erhohten
Produktion von PLP flhren. Dies wirde die hdhere Konzentration von PDGF in den ZL- und
PLPL-Proben aus dem Cell[STACK erklaren.

Aufgrund ihrer hohen Wachstumsrate und stabilen Viabilitat wurden A549 als Modellzellen
ausgewahlt, um zu prifen, ob FBS durch in MEG-01 hergestelltes Plattchenlysat ersetzt
werden kann. Ohne Zugabe von FBS konnten A549-Zellen nicht uberleben. Die Verwendung
von hPL als Serumalternative zeigte, dass A549-Zellen trotz leicht reduzierter Wachstumsrate
weder in ihrer Morphologie noch in ihrer Viabilitat beeintrachtigt waren. Dies deutet darauf hin,
dass die Zellen, die in hPL enthaltenen Wachstumsfaktoren effektiv nutzen kénnen. Lysat von
PLP hingegen, dass im Vergleich zu hPL eine deutlich geringere Konzentration an PDGF
aufwies, konnte das Wachstum der Zellen nicht unterstitzen. Dennoch konnten
dosisabhangige und somit spezifische Effekte beobachtet werden. Héhere Konzentrationen
von PLPL (5-10%) fuhrten zwar nicht zu einer direkten Wachstumsférderung, unterstutzten
aber die Adhasion der Zellen an die Kulturflasche, was eine deutliche Verbesserung
gegenuber dem serumfreien Medium darstellt. Dieser Effekt zeigt, dass PLPL in der Lage ist
bestimmte zellulare Funktionen zu stabilisieren und damit zur Aufrechterhaltung der Kultur
beizutragen. Dies unterstreicht das Potenzial von PLPL, unter geeigneten Bedingungen
erganzende Funktionen in der Zellkultur zu Ubernehmen. Das MEG-01 ZL zeigte in allen
getesteten Konzentrationen eine toxische Wirkung auf A549-Zellen. Mit mikroskopischen
Analysen wurde gezeigt, dass je mehr Lysat in die Kultur hinzugegeben wurde, umso mehr an
Zelldebris war zu beobachten. Um die Toxizitat des ZL zu verringern, sollte das Lysat nach der

Lyse weiter aufgereinigt werden, um Zelldebris besser zu entfernen.
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MEG-01-Zellen stellen ein vielversprechendes Modellsystem fir die Herstellung von
Serumersatzmaterialien dar. |hre standardisierte und skalierbare Kultivierung in Systemen wie
dem Cell[STACK ermdglicht die effiziente Produktion grof3er Zellmengen und damit eine héhere
Ausbeute an PLP und Wachstumsfaktoren wie PDGF. Diese Ansatze bieten eine ethisch
vertretbare und Okonomisch nachhaltige Alternative zu traditionellen tierischen
Serumprodukten und stehen im Einklang mit den aktuellen Bestrebungen der
Zellkulturforschung; tierfreie und ressourcenschonende Produktionsmethoden zu etablieren.
Allerdings ist die Differenzierung der MEG-01-Zellen zu Megakaryozyten und die
anschlieende Produktion von PLP noch nicht vollstandig optimiert. Insbesondere die
vollstandige Reifung der Zellen und die effiziente Generierung von PLP bedirfen weiterer
Untersuchungen, um die Produktionsbedingungen weiter zu verbessern. Neben der
Verwendung von Zelllysaten als Serumersatz wurde in dieser Arbeit auch die Verwendung von
Zellkulturiberstanden als vielversprechender Ansatz zur Herstellung eines Serumersatzes
erkannt. Zellkulturiiberstande stellen eine attraktive Alternative zu Lysaten dar, da sie in der
Regel weniger aufwandig zu gewinnen und aufzubereiten sind. Dieser Ansatz sollte jedoch in
zukunftigen Versuchen an verschiedenen Modellzelllinien weiter getestet und optimiert

werden, um das volle Potenzial als Serumersatz in der Zellkultur zu evaluieren.

29



5. Materialien und Methoden

5.2 Materialien

5.2.1 Reagenzien

Tabelle 1 | verwendete Reagenzien

Chemikalie Katalognummer Lot Hersteller
Zellkulturwasser P04-991500 2881022 PAN-Biotech GmbH
Dulbecco’s 14190-094 290295 Thermo Fisher
Phosphatpuffer Scientific Inc.
(DPBS)
Accutase A6964-100mL 303054 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH
TrypLE™ Express 12604-054 2767931 Thermo Fisher
Scientific Inc.
CASYTon 5651808 177301 OMNI Life Science
GmbH + Co. KG
CASYClean 5651787 1,787E+09 OMNI Life Science
GmbH + Co. KG
ELAREM™ Perform- | PE30611 24-006.03 PL BioScience
FD Plus GmbH
Fetale Bovine P30-5500 P181203 PAN-Biotech GmbH
Serum
Bovine Serum A4503-50G SLCD8207 Sigma-Aldrich
Albumin Chemie GmbH
L-Glutamin P04-80100 1900124 PAN-Biotech GmbH
Sodium Pyruvate S8636-100 mL RBBL7711 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH
Pluronic 10% P08-02100 8370223 PAN-Biotech GmbH
Phorbol-12-Myristat- | P8139 MKCT0606 Sigma-Aldrich
13-Acetat Chemie GmbH
Trypanblau T8154 RNBL9246 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH
RPMI1640 P04-18047 1790121 PAN-Biotech GmbH
IMDM 21980-032 2872464 Life  Technologies
GmbH
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5.2.2 Kits

Tabelle 2 | verwendete Kits

Name Katalognummer Hersteller
Pierce™ BCA-Protein- | 23227 Thermo Fisher Scientific Inc.
Assay-Kit

Guava easyCheck Kit

4500-0025

Luminex Corporation

Guava® ICF
Cleaning Fluid

Instrument | 4200-0140

Luminex Corporation

Human PDGF ELISA Kit

5.2.3 Antikorper

EHPDGFA

Tabelle 3 | verwendete Antikorper

Thermo Fisher Scientific Inc.

Antikdrper Katalognummer Lotnummer Hersteller

Isotype REA Control | 130-113-450 5240804905 Miltenyi Biotec B.V &

Antibody human Co. KG

lgG1, PE,

REAfinity™ Clone

REA293

CD41la Antibody, 130-121-429 5241005956 Miltenyi Biotec B.V &

anti-human, PE, Co. KG

REAfinity™. Clone

REA386

FcR-Blocking Losung | 130-059-901 5240603317 Miltenyi Biotec B.V &
Co. KG

5.2.4 Zelllinien

Tabelle 4 | verwendete Zelllinien

Zellname Interne Lothummer Zell-ID
MEG-01 92-181203ADO01 1801
A-549 83-240708MAPO1 104
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Tabelle 5 | verwendete Medium-Zusammensetzung

Zellname Medium Zusitze
MEG-01 RPMI 1640 10% FBS
A-549 IMDM 10% FBS
2 nM L-Glutamin
1 mM Sodium Pyruvate
5.2.5 Gerite
Tabelle 6 | verwendete Gerate
Gerat Name Hersteller
Mikroskop ECLIPSE TS 100 Nikon Europe BV

Mikroskopkamera

MikroCAM 1l 12 MP

Bresser GmbH

Inkubatoren

Steri-Cycle-i250

Thermo Fisher Scientific Inc.

HERAcell 150 Heraeus Holding GmbH
Sterilwerkbank HERsafe KS 12 Thermo Fisher Scientific Inc.
Analysewaage CP124S Sartorius AG
Zellzahler CASY®Mobel-TTC Scharfe System GmbH
Zahlkammer Neubauer VWR International GmbH

Mikroplattenreader

Safire lI-Basic

Tecan Austria GmbH

Wasserbad WNE 14 Memmert GmbH + Co. KG

Durchflusszytometer Guava easyCyte HT Merck KGaA

Zentrifuge SL Plus Series Thermo Fisher Scientific Inc.
VWR® MegaStar 1.6 R VWR International GmbH

PARR-Bomb 4635 Cell Disruption Vessel, | Parr Instrument Company

920 mL, T316SS, with 1831

Nitrogen Filling Connection

Einkanalpipetten

0,5-10pL Reference 1869184 Eppendorf SE

10 - 100 uL Research® Plus Eppendorf SE

20— 200 uL Research® Plus Eppendorf SE

100 — 1000 uL Research® Plus Eppendorf SE
Mehrkanalpipette

50 — 1200 uL Xplorer® Eppendorf SE

Pipettierhilfe Pipetboy INTEGRA Bioscienes GmbH
Klhlschranke/ TiefkGhler
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4°C GGM Gastro International
-20 °C GmbH
-80 °C, TSCSeries GGM Gastro International
GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Plattenformschdattler Titramax 100 neolLab Migge GmbH

Stickstofftank Chronos Messer

Labotech Isothermal V-1500 | Custom BioGenic System

5.2.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7 | verwendete Verbrauchsmaterialen

Materialen Katalognummer Hersteller
Zellkulturflaschen: Sarstedt AG & Co. KG
T25 (Suspension) 83.3910.502

T75 (Suspension) 83.3911.502

T175 (Suspension) 83.3912.502

T25 83.3910.002

T75 83.3911.002

T175 83.3912.002

CellSTACK 10er Layer 3313 Corning Incorporated
Platten: Sarstedt AG & Co. KG
96-Well (Supsension) 83.3924

6-Well 83.3920

Zentrifugengefale: Sarstedt AG & Co. KG
15 mL 62.554.502

50 mL 62.547.254

500 mL 431123 Corning Incorporated
Zentrifugenbehalter 431123 Corning Incorporated
Mikroreaktionsgefalie

1,5 ml 72.690.001 Sarstedt AG & Co. KG
Serologische Pipetten Sarstedt AG & Co. KG
1 mi 86.1251.001

2 mi 86.1252.001

5ml 86.1253.001

10 ml 86.1254.001

25 ml 86.1685.001

50 ml 86.1256.001
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Pipettenspitzen:

20 yL 70.3020.255 Sarstedt AG & Co. KG

20 - 100 L 70.760.212

20 — 200 yL 70.760.211

1000 pL 70.3050.275

1250 pL 70.3060.205

CASY® cups 5651794 OLS OMNI Life Science GmbH &
Co. KG

Reservoirs 732-0794 VWR International GmbH

5.2.7 Software

Tabelle 8 | verwendete Software

Bezeichnung Hersteller

MS Office Paket Microsoft Corporation
GraphPad Prism, Version 8.0.2 und 10.4.1 Graphpad Software
MicroCamLab, Version 7.3.1.8 Bresser GmbH
guavaSoft™, Version 3.1.1 Merck KGaA
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5.3 Methoden
5.3.1 Auftauen und Kultivieren von humanen Zellen

Zum Auftauen wurden die von acCELLerate bereitgestellten Zellen aus dem Stickstofftank
entnommen. Das Medium wurde im Wasserbad bei 37°C erwarmt und das Kryordhrchen
wurde fur zwei bis drei Minuten im Wasserbad aufgetaut. Danach wurden 4 mL Medium in eine
serologische Pipette aufgenommen und die Zellsuspension des Kryordhrchen wurde in die
gleiche Pipette mit aufgenommen. Die gesamte Suspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt, in dem bereits 5 mL Medium vorgelegt waren. Das Kryoréhrchen wurde mit der
Zellsuspension gesplilt und in das Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Die Zellen wurden dann fir
drei Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Aspirette abgesaugt und
das Zellpellet wurde durch Schnipsen gelockert. Das Pellet wurde in 10,2 mL Medium
resuspendiert und daraus wurde eine 200 uL Probe fir die Zellzahlermittlung mit dem CASY®
genommen. Nach der Messung im CASY® wurden die Zellen nach gewiinschter Dichte

ausgesat. Die Zellen sollten dabei zunachst drei Tage in Kultur bleiben.
Passagieren von adharenten und semi-adharenten Zellen:

Fur ein stabiles Wachstum der Zellen sollte das Medium alle zwei bis drei Tage gewechselt
werden. Fur die Passage von semiadharenten Zellen wurde die gesamte Zellkultur durch
Kippen aus einer Kulturflasche in ein 50 mL oder 15 mL Zentrifugenréhrchen Uberflihrt. Die
Zellkulturflasche wurde mit DPBS gewaschen, um Reste des FBS zu entfernen. Der DPBS-
Puffer wurde ebenfalls in die Zentrifugenréhrchen tberfihrt und auf die Zellen wurde ein
Ablosereagenz gegeben (Tabelle 9). Nach drei bis funf Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur (Accutase) oder 37°C (TrypLE™ Express) wurden die Zellen durch leichtes
Klopfen an der Flasche gelést. Am Mikroskop wurde Uberprift, ob alle Zellen abgeldst waren.
Um die Reaktion des Ablésereagenz zu stoppen wurde Medium mit FBS oder einem
Serumersatz in die Flasche gegeben und die gesamte Suspension wurde zu der schon
bestehenden Zellsuspension gegeben. Adharente Zellen wurden gleichbehandelt, jedoch
wurde das Medium und der DPBS-Puffer vollstandig entfernt, und lediglich die durch Ablésung
gewonnenen Zellen wurden in ein Zentrifugenrohrchen Gberfihrt. Das Zentrifugenrohrchen
wurde bei 200 x g fur drei bis finf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer
Aspirette abgesaugt und das Pellet wurde durch leichtes Schnipsen gelockert. Je nach
PelletgréRe wurde dieses in 10-20 mL frisches Medium resuspendiert. Bei mehreren
Zentrifugenrohrchen wurden die Pellets von klein nach grof3 resuspendiert und die
Zellsuspensionen wurden zusammengefiihrt. Eine 200 yL Probe wurde fir den CASY®
entnommen und die Zellzahl wurde gemaf der Methode 5.3.2 bestimmt. Danach wurden die

Zellen entsprechend eingesat (Tabelle 10).
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Tabelle 9 | KulturgefaBe

Gefa Flaiche DPBS Ablosereagenz  Kulturmedium Kultumedium Kulturmedium
[cm?] [mL] [mL] [mL] [mL] [mL]
adharent suspension
6 Well 9,6 1 1 2 2
T25 25 3 2 8 10
T75 75 5 2 15 12-40
T175 175 10 3 10 30 25-80
10er 6320 250 100 500 1000 1800
CellSTACK

Tabelle 10 | Einsaaten verschiedener Zelllinien

Zelllinie Einsaat 2 Tage Einsaat 3 Tage Einsaat 4 Tage
A549 2 x 10* c/lcm? 1 x 10* c/lcm? -
MEG-01 - 2 x10%c/ mL 1x 105 c/mL

5.3.2 Zellzahlung mit dem CASY®-Analyzer

Der CASY®-Analyzer dient der prazisen Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension und
erfasst zusatzlich wichtige Parameter wie Viabilitat, Aggregationsfaktor und den Anteil an
Debris. Fir die Messung wurde eine Probe von 200 pL der Zellsuspension enthommen. Zur
Vorbereitung der Probe wurde diese entsprechend der Triube in der Elektrolytldsung
CASY®-Ton verdinnt und in einen CASY®-Cup geflllt. Davon wurden 70 L in den CASY®-
Cup mit 6950 yL CASY®-Ton durch Reverse-Pipettieren gegeben. Der CASY®-Cup wurde
daraufhin dreimal invertiert, um eine grindliche Durchmischung der Zellprobe zu
gewahrleisten. Anschliefend wurde der CASY®-Cup unter die Messkapillare des Gerats
platziert. Die Probe flieBt durch eine definierte Offnung in der Kapillare, wahrend eine
elektrische Spannung angelegt wird. Diese Spannung fiihrt zu Anderungen im elektrischen
Widerstand, die durch die Zellen verursacht werden. Die Elektroden messen diese
Anderungen und wandeln sie in elektrische Signale um. Jedes Signal ist spezifisch fiir die
jeweilige ZellgroRe und ermoglicht so eine genaue Bestimmung der Zellzahl. Nach der
Messung sollten die Ergebnisse den folgenden Kriterien entsprechen: Der Aggregationsfaktor
sollte unter zwei liegen, die Zellzahl sollte zwischen 2000 und 20.000 liegen, und der Peak des
Zelldebris darf nicht mehr als das Zehnfache des Peaks der lebenden Zellen betragen. Anhand
der gemessenen Zellzahl und den Kultivierungszeiten konnte mit der Formel die
Wachstumsrate p bestimmt werden:

In (,’:,’_;) (1)

At

U=
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mit:

u Wachstumsrate [1/d]

N totale Lebendzellzahl [Zellen]
Na totale Aussaatzellzahl [Zellen]
At Zeit der Kultivierung [Tage]

5.3.3 Zellzdhlung mit der Neubauerkammer

Mit der der Neubauerkammer kann die Zellzahl einer Zellsuspension gezahlt werden. Die

Neubauerkammer besteht aus einem diinnen Deckglas und einer dickeren Glasplatte. Auf der

Mitte der Glasplatte befindet sich ein Liniennetz, welches insgesamt vier gleich grofle

Zahlfelder ausbildet. Fur die Zahlung der

Zellen wurden diese 1:2 mit einer 2x Trypanblau-

I6sung gefarbt. Fir die Vorbereitung der Kammer wurde das Deckglas leicht angehaucht und

vorsichtig auf die Glasplatte geschoben,

sodass sich ein Vakuum gebildet hat und das

Deckglas beim Umdrehen fest war. 10 pL der vorbereiteten Zellsuspension wurden an den

Rand des Deckglases gegeben und durch Kapillarkrafte wurde die Probe unter das Glas

gezogen.
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Abbildung 20 | Vorgangsweise der
Zellzahlung mit der Neubauerkammer

Die Zellen wurden den Pfeilen nachfolgend
gezahlt. Zellen die am oberen Rand auf dem
linken Rand liegen wurden mitgezahlt. Alle
grauen Zellen wurden nicht mitgezahlt.
Angepasst nach: [29]

In Abbildung 20 ist aufgezeigt in welcher
Reihenfolge die Zellen gezahlt wurden. Dabei
wurde beachtet, dass die Kasten im Durchschnitt
eine Zellzahl von 20-100 hatten. Helle Zellen sind
vitale Lebende Zellen, dunkelblaue Zellen haben
eine durchlassige Membran und werden als tote
Zellen gezahlt. Die Zellen werden den Pfeilen
folgend ausgezahlt. Zellen die nicht in dem Kasten,
sondern auf dem Rand liegen werden oberhalb und

auf der linken Seite mitgezanhlt.

Nach dem Auszahlen kann mit diesen Formeln die Viabilitat und Zellzahl bestimmt werden:

@Anzahl Lebendzellen 00 (2)

B @ Anzahl Totzellen + @Anzahl Lebendzellen
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N = @Anzahl Lebendzellen x 10000 x VF x VZS (3)

mit:

\Y Viabilitat [%]

N Gesamtzellzahl

VF Verdinnungsfaktor

VZS Volumen Zellsuspension [mL]

5.3.4 Optimierung der Differenzierung von MEG-01-Zellen mit PMA

Fur die optimale Differenzierung wurden MEG-01-Zellen in zwei unterschiedlichen
T25-Flaschen mit PMA differenziert. Das PMA fordert die Proteinkinase C, welche die
Differenzierung bei MEG-01-Zellen zu Megakaryozyten aktiviert. Beide Flaschen wurden mit
10 mL RPMI 1640 Medium versetzt und mit einer Zelldichte von 5 x 10° ¢/mL ausgesét. Die
eine Flasche enthielt eine PMA-Konzentration von 5 nM die andere eine von 10 nM. Die Zellen
wurden dann fur zwei Tage bei 37°C und 5% CO- differenziert. Danach wurden aus beiden
Flaschen die Zellen durch Kippen in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberflhrt und die Flasche
wurde mit 2 mL DPBS gewaschen. Das DPBS wurde ebenfalls in die Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und es wurde 1 mL Accutase in die Flasche gegeben, welche dann fir drei bis funf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Durch leichtes Klopfen an der Flasche wurden
die adharenten Zellen gelést und in die Flasche wurde 8 mL Medium gegeben. Die
Zellsuspension wurde in das Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Die Suspensionen wurden bei
200 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer 2 mL Aspirette abesaugt
und das Pellet wurde durch Schnipsen geldst. Die Zellen wurden in 10,2 mL Medium
resuspendiert und es wurde eine 200 uL Probe fir die Zellzdhlung entnommen. Von den
Zellsuspensionen wurden je 2 mL Probe fir die Antikoérperfarbung entnommen. Die
Zellsuspensionen wurde dann wieder in neue T25-Flaschen Uberflhrt und fir einen Tag bei
37°C und 5% CO: differenziert. Das Medium wurde danach einmal ausgewechselt und dann
wurden die Zellen fur weitere drei Tage bei gleicher Temperatur differenziert (Ruhephasen).
Danach wurden die Zellen geleichermalien abgeldst und gezahlt und es wurde erneut eine 2

mL Probe fir die Antikérperfarbung entnommen
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5.3.5 Antikorperfarbung

Fir die Antikorperfarbung wurde eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen verwendet. Zunachst wurden
500 uL der Zellsuspension in zwei 1,5-mL-Reaktionsgefalie pipettiert und fur drei Minuten bei
200 x g zentrifugiert. Der Zellkulturiberstand wurde je nach Volumen (50 - 500 mL) fir
10.- 30 Minuten bei 4000 x g zentrifugiert, um Plattchen ahnliche Partikel zu pelletieren. Nach
Entfernen des Uberstands wurden die Pellets in einer 0,5%-DPBS/BSA-Ldsung resuspendiert
und erneut fur 10 Minuten bei 200 x g oder 4000 x g zentrifugiert. Auf die Pellets wurden 98 pL
einer 1:5 verdunnten FcR-Losung hinzugegeben. Die Proben wurden dann bei 4 °C far
10 Minuten inkubiert um unspezifische Bedingungen zu Blockieren. Nach der Inkubation
wurden 2 pL des Isotyps 1gG1 oder des CD41a-Antikérpers hinzugeflgt, um spezifische
Marker auf den Zelloberflachen zu markieren. Die Zellen wurden flir zehn Minuten bei 4 °C
inkubiert, um eine vollstandige Bindung der Antikdrper zu gewahrleisten. Anschlie3end erfolgte
ein Waschschritt mit DPBS/BSA, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Nach einem
letzten Zentrifugationsschritt fir 10 Minuten bei 200 x g oder 4000 x g wurden die Pellets in
der 0,5% DPBS/BSA-L6ésung resuspendiert und in die Probengefale fir die

Durchflusszytometrie Uberfuhrt. Die Messung ist in der Methode 5.3.6 beschrieben.

5.3.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Einzelanalyse von Partikeln, indem diese in einem
Flussigkeitsstrom nacheinander durch einen fokussierten Laserstrahl gefuhrt werden. Beim
Auftreffen des Laserstrahls auf die Partikel werden Streu- und Fluoreszenzsignale erzeugt, die
detaillierte Informationen Uber die Eigenschaften der Partikel liefern. Zu den zentralen
Parametern in der Durchflusszytometrie gehort die Vorwartsstreulichtintesitat (FSC) und die
Seitwertsstreulichtintensitat (SSC). Der FSC korreliert in erster Linie mit der PartikelgréRe, da
gréfliere Partikel mehr Licht in Vorwartsrichtung streuen. Im Gegensatz dazu liefert der SSC
Informationen Uber die Granularitdt und Komplexitat der Partikel. Diese Parameter spiegein
die innere Struktur wider. Eine erhdhte SSC-Intensitdt deutet auf einen hohen Anteil
subzelluldrer Strukturen wie Granula, Vesikel oder Organellen hin, was auf eine héhere
Granularitat schlieen lasst. Durch die Verwendung spezifisch markierter Antikérper, die an
Oberflachenantigene der Partikel binden, koénnen verschiedene Populationen genau
identifiziert werden. Der Grad der Differenzierung wird haufig anhand der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) beurteilt, wobei ein hoherer MFI-Wert darauf hinweist, dass ein
grofRerer Anteil der Partikel den spezifischen Marker exprimiert. Diese Methode ermdglicht

somit eine differenzierte und quantitative Charakterisierung von Partikelpopulationen.

39



5.3.7 PDGF-Anreicherung wiahrend der MEG-01 Differenzierung

Ein weiteres Mal} fir den Erfolg der Differenzierung von MEG-01-Zellen zu megakaryozytaren
Zellen ist der Nachweis der Expression des Wachstumsfaktors PDGF Dafiir wurden MEG-01-
Zellen in eine T175 Flasche mit einer Zelldichte von 5 x 10° ¢/mL ausgesat und fir zwei Tage
mit 5 nM PMA induziert. Darauf folgten zwei nacheinander folgende Ruhephasen von 48 und
72 Stunden. Nach der PMA-Induktion und den Ruhephasen wurden Proben von den
Uberstanden (U1-U4) entnommen und mittels ELISA quantifiziert (Methode 5.3.11). Nach der
zweiten Ruhephase wurden Lysate von MEG-01-Zellen und den produzierten PLP mithilfe der
PARR-Bomb hergestellt. Die Lysate wurden ebenfalls mit ELISA quantifiziert. Das
Differenzierungsprotokoll ist in Abbildung 21 gezeigt.

Zellkultur 1
5nM 405
PMA 5-10% ¢/mL
A 4
Zentrifugation 1 U1
200 xg 5 min
. P1 _
Medium —> Mediumwechsel
Inkubation 48h
A\ 4
Zellkultur 2
A4
Zentrifugation 2 U2
200 x g 5 min
. P2 .
Medium —» Mediumwechsel
Inkubation 72h
A
Zellkultur 3
Zentrifugation 4 03 Zentrifugation 5 .
200xg5min - [ | 4000xg15min [ > U4
DPBS — P3 P4
A
PARR -Bomb PARR -Bomb
70 bar 15 min 70 bar 15 min
A4
Zentrifugation 6 Zentrifugation 7. 1 e
4000 x g 15 min — PS5 4000 xg 15 min
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Abbildung 21 | Differenzierungsprozess von MEG-01-Zellen mit 5 nM PMA

Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs zur Differenzierung von MEG-01-Zellen mit
anschlielender Zelllyse. MEG-01-Zellen wurden mit 5 nM PMA inkubiert, und es erfolgten zwei
hintereinanderfolgende Ruhephasen (48h und 72h). Nach der Differenzierung erfolgte die Zelllyse
mittels PARR-Bomb und Zentrifugation zur Isolierung von MEG-01 Zell- und PLP-Lysat.
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5.3.8 Aufschluss mit der PARR-Bomb

Der Zellaufschlussreaktor lysiert Zellen mithilfe von Druck und Stickstoff. Fir die
Probenvorbereitung wurden 1 x 108 c/mL verwendet, die pelletiert und in DPBS resuspendiert
wurden. Die Probe wurde in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen gegeben. Das
Zentrifugenrohrchen wurde gedffnet in den Reaktor gegeben, und das Tauchrohr wurde in die
Konische Mitte des Zentrifugenrohrchen gesteckt. Der Reaktor wurde fest verschlossen.
Stickstoff wurde in den Reaktor geleitet, um die Zellen zu umstromen. Zur Gewahrleistung
einer gleichmafligen Verteilung in der Probe wurde ein Druck von 70 bar angewendet und fur
eine Dauer von 15 Minuten aufrechterhalten. Wahrend dieses Prozesses wurde die PARR-
Bomb auf Eis gelagert. Nach 15 Minuten wurde das Ventil zur Probenentnahme langsam
geodffnet und die Probe in einen vorgekuhlten, sterilen 500 mL Zentrifugenbecher tberflhrt,
dessen Offnung mit Parafilm abgedeckt war. Durch den starken Druckabfall bildet der geloste
Stickstoff Gasblaschen in den Zellen und dehnt diese aus, wodurch diese lysiert werden.
Sobald keine Probe mehr aus dem Tauchrohr austrat, wurde die PARR-Bomb gedéffnet und die
restliche Probe aus den Zentrifugenréhrchen entnommen. Das Lysat wurde anschlielend
entsprechend dem Probenvolumen in ein Zentrifugenrohrchen umgefllt und bei 4000 x g fur
10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet enthielt Zelltrimmer, wahrend der Uberstand das
Zelllysat enthielt. Das Lysat wurde in 1,5 mL Reaktionsgefae Uberfiuhrt und bei -80°C
gelagert.

5.3.9 Differenzierung der MEG-01-Zellen im CellSTACK

Die Differenzierung erfolgte mit einer Konzentration von 5 nM PMA im CellSTACK. Dazu
wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 5 x 10° ¢/ mL ausgesét und bei 37°C und 5% CO:
fur zwei Tage differenziert. Danach wurden die Zellen abgelést, zentrifugiert und gezahit
(Methode 5.3.1 und 5.3.2). Fur die Durchflusszytometrie wurde eine 2 mL Probe von der
Zellsuspension und dem Uberstand nach der ersten Zentrifugation entnommen. Danach
wurden die Zellen in einen neuen CellSTACK Uberfihrt und flir zwei weitere Tage differenziert
in Form einer Ruhephase. Nach zwei Tagen wurde der Vorgang wiederholt und das Medium
gewechselt. Die Zellen wurden dann noch drei weitere Tage differenziert. Hier wurde der
Vorgang erneut wiederholt und die Zellen wurden fur die Lysierung mit der PARR-Bomb
vorbereitet (Methode 5.3.8). Daflr wurden die Zellen bei 200 x g fur 15 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in neue Zentrifugationsbecher tberfiihrt und erneut bei 4000 x g fiir 30
Minuten zentrifugiert, da wahrend der Differenzierung Plattchenahnliche Partikel in das
Medium abgegeben werden kénnten, welche effizient fur einen Serumersatz sind. Die Zellen
wurden in der Zeit gezahlt, nochmals runterzentrifugiert bei 200 x g fur 5 Minuten und in DPBS

resuspendiert, sodass die Zellzahl bei 1 x 10 c¢/mL lag. Nach der Zentrifugation des
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Zelliiberstandes wurde der Uberstand der méglichen Plattchen entfernt und diese wurden in
gleicher Volumenmenge wie die Zellen resuspendiert. Beide Proben wurden mithilfe der
PARR-Bomb lysiert (Methode 5.3.8).

5.3.10 BCA-Assay

Der Assay weist kolorimetrisch die Gesamtproteinkonzentration von Zelllysaten,
Affinitatssaulenfraktionen und gereinigten Proteinproben nach. Der Assay beruht auf der
Biuretreaktion, wobei mindestens zwei Peptidverbindungen in einer wassrig alkalischen
Losung einen farbigen Chelatkomplex Kupferionen eingehen. Danach reagiert BCA mit dem
reduzierten Kupferkation, wodurch ein violetter Farbkomplex entsteht, welcher mit steigender
Proteinkonzentration eine lineare Absorption bei 562 nm aufweist. FUr den Assay wurden die
Proben 1:20, 1:50 und 1:100 verdinnt, um im Messbereich von 20-2000 pg/mL zu bleiben. Die
Standards wurden, wie in Tabelle 7 pipettiert. Die Arbeitsldsung je nach Probenanzahl nach
den Herstellerangaben mit Formel (4 berechnet und hergestellt. Pro Well wurden 100 uL der

Arbeitslésung und 20 uL der Probe pipettiert.

VaL= (ns x nu) X (nr) X (Vp) (4)
mit:
VaL Gesamtvolumen Arbeitslésung
Ns Anzahl Standards
nu Anzahl Unbekannte Proben
N Anzahl Replika
Ve Volumen Arbeitslosung pro Probe

Tabelle 11 | Standardverdiinnungen

Probe Volumen Zellkulturwasser [pL] Volumen BSA[uL] BSA-Konzentration [pg/mL]
A 125 300 2000

B 325 375 1500

C 175 325 1000

D 175 175von B 750

E 325 325vonC 500

F 325 325vonE 250

G 325 325von F 125

H 400 100von G 25

I 400 | 0 0
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5.3.11 ELISA PDGF Assay

Der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) weist die Konzentration eines
spezifischen Proteins mithilfe der Sandwich-Methode nach. In dem Kit war eine beschichtete
96-well Platte enthalten, die mit einem Antikérper gegen PDGF beschichtet war. Fur die
Durchfuhrung des Assays wurden zunachst alle Losungen vorbereitet. Dazu zahlte der 20x
Wasch-Puffer und die Assay-Verdinnungslésung. Diese wurden nach Herstellerangaben
entsprechend verdunnt. Die Standardreihe wurde mit der Assay-Verdinnungslésung nach
Tabelle 12 verdinnt. Die Proben wurden verdinnt und auf die 96-well Platte wurden pro Well
je 100 uL Probe gegeben. Die Platte wurde abgedeckt und flr zweieinhalb Stunden bei
Raumtemperatur und 750 rpm auf dem Schattler inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die
Lésung mit allen nicht gebundenen Substanzen abgesaugt und es wurde 300 pL Wasch-Puffer
zu jeder Probe hinzugegeben. Der Schritt wurde vier Mal wiederholt und beim letzten Mal
wurde die Well-Platte auf ein mit 70%-Ethanol eingesprihten Papiertuch umgedreht und leicht
beklopft, um alle Reste des Puffers zu entfernen. Danach wurde 100 uL des biotinylierten
Detektionsantikérper hinzugegeben und fir eine Stunde bei leichten Schitteln und
Raumtemperatur inkubiert. Dabei bindet dieser an andere Epitope des PDGF, wodurch ein
Sandwich-Komplex entsteht. Danach wurde der Waschschritt wiederholt und die Streptavidin-
HRP-LAsung wurde 200-fach mit der Assay-Verdiinnungslosung verdinnt. Dann wurde 100 uL
des Streptavidin-HRP-Konjugat auf die Wells gegeben und fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur und leichtem Schitteln inkubiert. Das Streptavidin-HRP-Konjugat bindet hier
an das Biotin-Konjugat. Nach der Inkubationszeit wurden die Wells erneut gewaschen und
100 pL des TMB-Substrates wurde in die Wells gegeben und die Platte wurde mit einer Alu-
Folie abgedeckt und fir 30 Minuten bei leichtem Schitteln und Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Zeit wurde 50 pL der Stop-Ldsung hinzugegeben, die zu einem Farbumschwung von
Blau zu Gelb flihrt. Nachdem die Stop-L&sung hinzugegeben wurde, wurde die Platte bei einer

Absorption von 450 nm vermessen.

Tabelle 12 | Standardreihe fiir den PDGF ELISA

Probe Assay Diluent [pL] PDGF-Standard [pL] PDGF-Konzentration
[pg/mL]

A 0 667 30000
B 400 200von A 10000
C 400 200von B 3333
D 400 200vonC 1111
E 400 200vonD 370,4
F 400 200von E 123,5
G 400 200von F 41,15
H 400 200von G 250
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5.3.12 Plattchenlysat als Serumersatz

Fir die Evaluierung der Wirkung des hergestellten Lysats wurden A549-Zellen als
Modellzelllinie verwendet. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen in
Medium mit 5 % humanem Plattchenlysat (hPL) kultiviert, um die Anpassung der Zellen an
Wachstumsfaktoren zu férdern, die in den Lysaten erwartet werden. Das verwendete
Plattenlayout ist in Abbildung 22 dargestellt. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde
jedem Medium 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) zugesetzt. In der Kultur wurden die
Zellen in den verschiedenen Wells mikroskopisch untersucht, um das Zellwachstum und die
Adharenz zu Uberprifen. Bei Passagen wurde fur nicht adharente Zellen das gesamte Medium
entnommen und in ein 15-mL-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Bei adharenten Zellen wurde das
Medium mithilfe einer Aspirette abgesaugt. AnschlieRend wurden die Wells mit 1 mL DPBS
gesplilt, dieses wurde entweder ebenfalls in das entsprechende Zentrifugenréhrchen Gberflhrt
oder abgesaugt. Zur Zellablésung wurde TrypLE™ Express zu den Wells gegeben, und die
Platte wurde fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen geldst.
Die Wells mit Lysat wurden mit 2 mL Medium, das 1 % Lysat enthielt, gespult und der Inhalt in
die jeweiligen Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt. Die Kontrolle wurde mit Medium, das 2 % hPL
enthielt, behandelt. AnschlieRend wurden alle Wells erneut mit 2 mL Medium gespult. Die
Zellen in den Zentrifugenréhrchen wurden fir 3 Minuten bei 200 x g zentrifugiert, der
Uberstand mit einer Aspirette entfernt und die Zellpellets in 100-500 yL Medium resuspendiert.
Fur die Zellzdhlung wurde eine 10-pyL-Probe in einer Zahlkammer analysiert. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte nach Methode 5.3.3. Basierend auf der ermittelten Zellzahl

wurden die Zellen in der gewlinschten Aussaatdichte ausgesat.

( N

2 % hPL 1% hPL

Kontrolle 1% Lysat

B 10% Lysat

X

Abbildung 22 | Plattenlayout Testung der Lysate
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