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Abkurzungsverzeichnis

BSA Bovines Serumalbumin

CAR Contracitle actinomyosin ring, kontraktiler Akinomyosinring
CD34+ Cluster of Differentiation 34 positiv

CD45 Cluster of Differentiation 45

CD71 Cluster of Differentiation 71

cRBCs Cultivated red blood cells, kultivierte rote Blutzellen
DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindol

EKs Erythrozytenkonzentrate

HPL Humanes Plattchenlysat

HSCs Human Stem Cells, menschliche Stammzellen
HSPCs Hamatopoetic stem and progenitor Cells, menschliche

Stamm- und Vorlauferzellen

iPSCs Induced pluripotent stem cells

iPSZ Induzierte pluripotente Stammzellen

LG Ligand gel, virusinaktiviertes Humanplasma

nRBCs Native red blood cells, native rote Blutzellen

nRET Native reticulocyte, nativer Retikulozyt

oT Objekttrager

PBS Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte
Salzldsung

PFA Paraformaldehyd

PHAE Phytohemmaglutinin Lectin form Phaseolus Vulgaris

Pl Propium lodid

PLL Poly-L-Lysin

RBCs Red blood cells, rote Blutzellen

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur
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Zusammenfassung

In der modernen Medizin spielen Bluttransfusionen eine tragende Rolle. Die in-vitro
Produktion von roten Blutzellen fur Blutkonserven konnte einerseits helfen,
Engpasse in der Versorgung zu verhindern, sowie anderseits einen weiteren Schritt
Richtung personalisierter Medizin bedeuten.

Fur die Funktionalitat der roten Blutzellen ist ihr einzigartiges Membranzytoskelett
von essenzieller Bedeutung. Um ex vivo generierte Blutzellen in Zukunft klinisch
einsetzen zu konnen, mussen hohe Qualitatsanspriche erflllt werden. Das
inkludiert die mechanische Belastbarkeit, sowie die Verformbarkeit der Zellen, die
mit einem intakten Zytoskelett einhergehen. Die Erforschung neuer, sowie die
Perfektionierung schon bestehender Kulturmethoden, stehen im Zentrum der
Forschung. Neue Nahrmedien helfen dabei, die mechanische Belastbarkeit der
Zellen zu erhohen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit sich der Aufbau des
Zytoskeletts von nativen roten Blutzellen und ex vivo generierten roten Blutzellen in
ausgewahlten Markern unterscheidet. Als Hauptvertreter des erythroiden
Membranzytoskeletts wurden die drei Zytoskelettproteine Ankyrin, Spektrin und
Aktin sowie das Transmembranprotein Bande 3 fir die Untersuchungen
ausgewahilt.

Far die Versuche wurden uber CD34+ Selektion humane Stammzellen gewonnen
und in einem etablierten dreistufigen Erythropoese-Kulturmodell zu entkernten roten
Blutzellen differenziert. Fir die Entwicklung der Zellen wurden zwei unterschiedliche
Nahrmedien verwendet, die sich in der Lipidzusammensetzung unterschieden. Die
ex vivo generierten Zellen wurden in unterschiedlichen Stadien ihrer Entwicklung
aus den jeweiligen Nahrmedium entnommen. Diese Zellen, sowie die nativen
Vergleichszellen wurden mittels Sedimentation auf die Objekttrager gebracht, dort
fixiert und fur den Farbevorgang permeabilisiert. Im Anschluss folgte die
immunzytochemische Farbung der ausgewahlten  Zytoskelett- und
Membranbestandteile, sowie deren Detektion mittels
Immunfluoreszensmikroskopie. In weiterer Folge wurden Bilder angefertigt, welche
visuell ausgewertet und beurteilt wurden.

Folgende Ergebnisse konnten erzielt werden: Die Entwicklung der ausgesuchten
Marker wurde festgehalten und die Zellen der unterschiedlichen Nahrmedien
miteinander verglichen. Hier wurde ein Entwicklungsvorsprung jener Zellkultur
beobachtet, deren Nahrmedium mit Lipiden angereichert war.

Weiters erfolgte ein Vergleich der ex vivo generierten Zellen am Ende ihrer
Entwicklung mit den nativen Retikulozyten und Erythrozyten. Insbesondere im
Vergleich zu den nativen Retikulozyten konnten groRe Ubereinstimmungen im
Muster der Farbungen nachgewiesen werden.



Abstract

Blood transfusions play a key role in modern medicine. The in vitro production of
red blood cells could, on the one hand, help to prevent bottlenecks in the blood
supply and, on the other hand, represent a further step towards personalized
medicine.

For the functionality of red blood cells, their unique membrane cytoskeleton is
essential. In order to be able to use ex vivo generated blood cells clinically in the
future, high quality standards must be met. This includes the mechanical resilience
as well as the deformability of the cells, which go hand in hand with an intact
cytoskeleton. Research focuses on the development of new culture methods and
the improvement of existing ones. New culture media help to increase the
mechanical resilience of the cells.

This work deals with the question to what extent the structure of the cytoskeleton of
native red blood cells and ex vivo generated red blood cells differs in selected
markers. As main representatives of the erythroid membrane cytoskeleton, the three
cytoskeletal proteins ankyrin, spectrin and actin as well as the transmembrane
protein band 3 were chosen for the investigations.

For the experiments, human stem cells were obtained via CD34+ selection and
differentiated into enucleated red blood cells in an established three-stage
erythropoiesis culture model. Two different culture media differing in lipid
composition were used for cell development. Cells generated ex vivo were
harvested from the respective culture media at different stages of their development.
These cells, as well as the native comparison cells, were transferred to slides by
sedimentation, where they were fixed and permeabilized for the staining procedure.
Immunocytochemical labelling of the selected cytoskeletal and membrane
components and their detection by immunofluorescence microscopy followed.
Subsequently, images were obtained, which were visually evaluated and assessed.

The following results were obtained: The development of the selected markers was
recorded and the cells of the different culture media were compared. A
developmental advantage was observed for the cell culture whose nutrient medium
was enriched with lipids.

Furthermore, the ex vivo generated cells at the end of their development were
compared with the native reticulocytes and erythrocytes. Especially in comparison
to the native reticulocytes, great similarities in the pattern of staining could be
detected.



1. Einleitung

Bluttransfusionen spielen in der modernen Medizin eine bedeutende Rolle. Sie
werden zur symptomatischen Behandlung von Blutarmut aufgrund
unterschiedlichster Ursachen wie Krebserkrankungen, genetischer Erkrankungen,
oder zur Kompensation von Blutverlusten im Rahmen von Unfallen oder operativen
Eingriffen angewendet (1,2). Die Bluttransfusionen stammen von gesunden,
freiwilligen Spenderinnen und Spendern. In einer immer alter werdenden
Bevolkerung, mit somit wachsendem Bedarf, stellt das gespendete Blut eine
begrenzte Ressource dar (1). Viele Entwicklungslander berichten Gber Engpasse in
der Blutkonservenversorgung (3). Wahrend der Bedarf an Blutkonserven in den
westlichen Landern derzeit noch gedeckt ist, sagen demografische Prognosen auch
hier eine unzureichende Versorgung bereits fur das Jahr 2050 voraus (1,2). Ein
weiteres Problem, vor allem fur Menschen, die auf regelmafRige Bluttransfusionen
angewiesen sind, ist die Alloimmunisierung (4). Sie ist eine komplexe
Immunreaktion, die zur Entwicklung von Antikérpern gegen fremde Antigene auf
transfundierten Erythrozyten fuhrt (1,2). Je ofter eine Patientin oder ein Patient eine
fremde Blutkonserve erhalt, umso grofRer wird das Risiko einer Immunisierung
gegen die allogenen Erythrozyten (4). Wenn solche Antikdrper einmal gebildet sind
und die Patientin oder der Patient erneut Erythrozyten mit diesen Antigenen
transfundiert bekommt, kdnnen schwerwiegende Komplikationen wie Hamolyse,
Organversagen oder sogar der Tod eintreten (2). Weiters stellt die Ubertragung
bekannter oder neu auftretender Infektionserreger ein standiges Problem bei
Bluttransfusionen dar (4). Um dem standig wachsenden Bedarf an Blutkonserven
gerecht zu werden und einen weiteren Schritt Richtung personalisierte Medizin
machen zu konnen, ruckt die Moglichkeit Erythrozyten ex vivo herzustellen immer

mehr in den Fokus der Forschung (1,2,5).

Die in-vitro-Produktion von transfusionsfahigen roten Blutkdrperchen kann die
Verfugbarkeit von passenden Blutgruppen erhéhen und somit die
Alloimmunisierung verhindern (5). Weiters sind die ex vivo hergestellten
Erythrozyten sicher im Hinblick auf die Ausbreitung von Infektionen (4,5).

Die Produktion von ex vivo generierten roten Blutkdrperchen steht jedoch noch vor

einigen Herausforderungen. Zum einen sind die derzeit bestehenden



Laborkultursysteme nicht in der Lage, die immense Anzahl an bendétigten roten
Blutkorperchen auf effiziente und kostenglinstige Weise zu erzeugen (5). Zum
anderen ist die Qualitat des Produktes noch eine Herausforderung. Durch
verschiedenste Optimierungen in der Kultivierung arbeitet man an der Eliminierung
der Unterschiede zwischen ex vivo hergestellten und nativen Erythrozyten, um die
hohen Qualitatsanspriche fur eine Bluttransfusion zu erreichen (1,5). Fur eine
erfolgreiche Transfusion mussen die gezuchteten Erythrozyten in Form und
Funktion den nativen Erythrozyten entsprechen, das bedeutet vollstandig entkernt,
ebenso verformbar sein und dieselbe Sauerstoffkapazitat wie das Original

aufweisen (1).

Entsprechende Nahrmedien kdnnen die Qualitat von gezuchteten RBCs erhohen.
So konnten Bernecker et al. in ihrer Forschung zeigen, dass eine Lipidanreicherung
im Nahrmedium zu einer hdheren mechanischen- und osmotischen Stabilitat der
kultivierten Zellen fuhrt (6). Ausschlaggebend fur die mechanische Stabilitat, sowie
die Verformungseigenschaften der Erythrozyten ist das Membranzytoskelett (7,8).
Das Zytoskelett ist Uber Transmembranproteine mit der Lipiddoppelschicht
verbunden. So kann die notwendige Verformbarkeit fir die Funktion und das

Uberleben der roten Blutzellen im Blutkreislauf gewahrleistet werden (8).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob es Unterschiede im
Membranzytoskelett von nativen und ex vivo generierten roten Blutzellen
hinsichtlich ausgewahlter Marker gibt. Als Hauptvertreter des erythroiden
Membranzytoskeletts wurden Ankyrin, Spektrin, Bande 3 und Aktin fur die
Untersuchungen ausgewahlt. Fur diese Membran- und Zytoskelettproteine wurden
fluoreszenzbasierte immunzytochemische Farbemethoden etabliert und mittels
entsprechender Bildgebung ausgewertet. Somit konnten die ex vivo generierten

Zellen mit nativen Retikulozyten und Erythrozyten verglichen werden.

Bevor diese Aspekte im Hauptteil erortert werden, wird zuvor noch zum besseren

Verstandnis ein Uberblick tber die theoretischen Grundlagen geschaffen.



2. Allgemeiner Tell

2.1 Die humane Erythropoese in vivo

Der Bildungsort der Erythrozyten ist nach der Geburt das rote Knochenmark (9).
Dort entstehen aus mehreren Vorstufen und unter Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren alle Zellen des menschlichen Blutes. Im roten Knochenmark
befinden sich Stammzellen, welche zwei herausragende Eigenschaften besitzen.
Zum einen sind diese Stammzellen pluripotent. Das bedeutet, sie kdnnen sich in
verschiedene Blutzellen entwickeln. Zum anderen konnen sich diese Stammzellen
selbst erneuern, was zu einem unerschopflichen Vorrat an blutbildenden Zellen fuhrt
(9,10).

Die Blutbildung, auch Hamatopoese, beginnt mit der pluripotenten Stammzelle.
Nach erfolgter Teilung, bleibt eine der beiden Tochterzellen eine Stammzelle. So
wird die oben bereits erwahnte Selbsterneuerung gewahrleistet (11). Die andere
Tochterzelle proliferiert und entwickelt sich weiter zur multipotenten Progenitorzelle.

Ab diesem Stadium verliert die Zelle die Fahigkeit der Selbsterneuerung (9).

Im nachsten Entwicklungsschritt muss sich die Zelle zwischen dem lymphatischen
und dem myeloischen Weg entscheiden (9). Ab dieser Entwicklungsstufe spricht
man von ,terminaler Differenzierung®, da die weitere Entwicklung unumkehrbar ist
und nur in die Richtung der reifen Blutzelle ablaufen kann (10).  Aus den
lymphatischen Progenitorzellen entstehen Uber weitere Entwicklungsstufen alle
Lymphozyten. Wahrend aus den myeloischen Progenitorzellen neben Thrombo-,

Granulo- und Monozyten auch Erythrozyten entstehen konnen (9,10).

Auf dem Weg zum fertigen Erythrozyten stellt die myeloische Progenitorzelle die
nachste Entwicklungsstufe dar. Diese entwickelt sich weiter zur Megakaryozyten-
Erythrozyten-Progenitorzelle und anschlie3end zur unipotenten
Erythrozytenprogenitorzelle (9). Die Progenitorzellen sind sehr teilungsfreudige
Zellen. Dies stellt eine wichtige Eigenschaft dar, um die bendtigte Massenproduktion

der Blutzellen zu gewahrleisten (9).

Nach neuesten Erkenntnissen sollte diese Abfolge der Blutzellentwicklung nur als
klassisches Modell betrachtet werden. Es konnte in Studien festgestellt werden,

dass sowohl bei der Erythrozyten- als auch bei der Megakaryozytenlinie schon im
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Stammzellstadium oder im unmittelbar nachgeschalteten Vorlauferstadium, eine

Festlegung der zuklnftigen Differenzierung stattfindet (12).

AnschlieRend an das Stadium der unipotenten Progenitorzelle folgt eine weitere
Abfolge von Entwicklungsstufen. Diese Entwicklungsstufen kann man bereits im

Knochenmarkausstrich erkennen und voneinander abgrenzen.(9,13)

Aufgrund unterschiedlicher Benennung der weiteren Vorstufen in der Literatur
werden diese mit E1-5 benannt.

Die erste morphologisch erkennbare Vorstufe der Erythropoese ist der
Proerythroblast (E1). Dann folgt der basophile Erythroblast (E2) und der
polychromatische Erythroblast (E3). Die ersten drei Stadien sind gepragt von
Mitosen zur Proliferation, sowie weiteren Differenzierungen. In den darauffolgenden
Stadien des polychromatischen Normoblast (E4), sowie des orthochromatischen
(oder auch oxyphilen) Normoblast (E5) findet jedoch nur noch Differenzierung statt.
Ab der Stufe E5 beginnt die Zelle ihren Kern abzuschniren und diesen dann
schlussendlich auszustoRen. (9,14) Das Ergebnis dieser Enukleation ist eine
kernlose Zelle mit Resten von Polyribosomen, ein Retikulozyt (9). Innerhalb von 1-
3 Tagen werden diese Reste durch Autophagie aus der Zelle entfernt und ubrig
bleibt der reife Erythrozyt, der in den Blutkreislauf entlassen wird. Normalerweise
dauert die Erythropoese vom Stadium des Proerythroblasten (E1) bis zum

Endprodukt circa 8 Tage (9).

2.1.1 Die Regulation der Erythropoese
2.1.1.1  Knochenmark der Ort der Blutbildung

Das rote Knochenmark bietet durch seinen Aufbau eine gunstige Umgebung fir die
Blutbildung (9). Das Stroma wird durch einen Verband von verschiedenen Zellen
gebildet. Fibroblastische Retikulumzellen bilden zusammen mit retikularen Fasern
ein Maschenwerk, in welchem sich die Vorstufen der Blutzellen befinden (9).
Zahlreiche ortsansassige Makrophagen Ubernehmen den Abbau von
abgestorbenen Vorlauferzellen sowie der von Normoblasten ausgestolienen Kerne
(9). Durch den Abbau alter Erythrozyten, der von Makrophagen erledigt wird, wird
Eisen geldst und ins Blutplasma abgegeben. Vor allem flr die Blutneubildung wird

Eisen bendtigt, welches dann Uber Transferrin vom Plasma zu den Zellen



transportiert wird. Somit Ubermitteln die Makrophagen das Eisen von der alten an

die neue Generation der Erythrozyten (9,15).

Die Retikulumzellen und die Makrophagen sind durch die Sekretion und Weitergabe
von Zytokinen malfgeblich an der Steuerung der Blutbildung beteiligt (9,15).
Fettzellen dienen im Stroma als Platzhalter. Aus ihnen kann im Bedarfsfall Fett

freigesetzt werden, um der Erythropoese genugend Platz zu verschaffen (9,16).

Ein flaches Endothel bildet die Grenze zu den zahlreichen Sinusoiden im

Knochenmark. Diese Barriere halt unreife Blutvorstufen vor einem verfrGhten Eintritt

in den Blutstrom zurick (9).

2.1.1.2  Wachstumsfaktoren
Die Bildung von Blutzellen wird von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
gesteuert. Uber mehrere Regulationsmechanismen wird der genaue
Differenzierungsweg der Vorlauferzellen bestimmt. Durch Aktivierung der
Zellvermehrung oder Induktion von verfrihtem Ableben der Vorstufen (Apoptose)
wird ein Gleichgewicht zwischen Verbrauch und Neubildung eingestellt. Viele dieser
Wachstumsfaktoren (Zytokine) werden lokal im Knochenmark gebildet und wirken

auch dort auf benachbarte Zellen ein (9).

Der Stammzellfaktor ist fir das Langzeituberleben von sich nicht teilenden
Stammzellen von Bedeutung. Er wird von Stromazellen gebildet (11). Verschiedene
Interleukine sowie koloniestimulierende Faktoren wirken auf die frihen Stufen der

Hamatopoese ein und bestimmen ihren Differenzierungsweg (10).

Die Sauerstoffversorgung des Korpers hat auch einen regulativen Einfluss auf die
Erythropoese. Bei absinkendem Sauerstoffgehalt im Blut wird in der Niere das
Hormon Erythropoetin vermehrt ausgeschieden. Dieser erhdohte Hormonspiegel
fuhrt zu einer erhdhten erythropoetischen Aktivitat im Knochenmark, die somit um
das 10-fache der normalen Produktion gesteigert werden kann. Dieser Vorgang ist
bei Anamien zu beobachten, kann aber auch durch &uRere Einflisse wie

Hohenaufenthalte beeinflusst werden (14).

2.2 Der Abbau von Erythrozyten

Die Lebensdauer eines Erythrozyten betragt ungefahr 120 Tage. Wahrend dieser

Zeit erfahrt die rote Blutzelle eine ganze Reihe an physischen und metabolischen
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Schaden (17). Altersabhangige Veranderungen der Erythrozyten sind unter
anderem eine Abnahme der Stoffwechselaktivitdt, eine fortschreitende
Zellformveranderung, Membranumbauprozesse, Mikrovesikulationen, oxidative
Verletzungen und die Offenlegung von Markern fur den Abbau der Zellen (17).
Obwohl die Prozesse, die die Zelle altern lassen, kontinuierlich auf diese einwirken,
erscheinen die Alterssignale schlagartig, moglicherweise erst kurz bevor die Zellen
abgebaut werden. Der Erythrozyt kann keine Proteine herstellen, die seinen Abbau
einleiten konnten. Deshalb werden schon bestehende Mechanismen

umfunktioniert, um diese Aufgabe zu erfillen (17).
Der Abbau der Erythrozyten kann als 2-teiliger Prozess gesehen werden.

Zum einen erflllt die Milz eine Filterfunktion des Blutes. Die Mikrovesikulation, also
die Bildung und Abschnurung von kleinen Blaschen mit Zellmaterial, ist fester
Bestandteil der normalen Reifung von Erythrozyten. Durch den unumkehrbaren und
kontinuierlichen Verlust von Membransticken nimmt die Verformungsfahigkeit der
Erythrozyten mit dem Alter ab (17). Die spezielle Struktur der Milzgefalde erlaubt nur
jungen, noch verformungsfahigen Zellen den Durchtritt. So werden alte
Erythrozyten aus dem Blutkreislauf gefiltert und konnen dann weiters von
Makrophagen in der Milz abgebaut werden. Die verminderte Verformbarkeit von
Erythrozyten kann neben dem physiologischen Alterungsprozess auch bei
verschiedenen Erkrankungen, wie zum Beispiel der hereditaren Spharozytose oder
der Sichelzellanamie, auftreten.(15) Erwahnenswert ist aber auch, dass die
Abschnirung von beschadigten Proteinen, oder von Altersmerkmalen zu einem

gegenteiligen Effekt, namlich einer Lebenszeitverlangerung, fihren kann (17).

Der zweite Teil des Abbaus von Erythrozyten besteht aus einer Markierung von
abbaubedurftigen Zellen. Verschiedene Membranbestandteile wie Bande 3 oder
Phosphatidylserin fungieren nach bestimmten Modifikationen als ,Eat- me* Signale.
Sie zeigen so den Makrophagen in der Milz an, dass der markierte Erythrozyt
abgebaut werden muss (15). Auf diese Mechanismen wird spater genauer

eingegangen.

Neben der Milz ist auch die Leber am Abbau von Erythrozyten beteiligt. Das
Vorhandensein von beschadigten Erythrozyten flihrt zu einer schnellen

Rekrutierung von Monozyten in der Leber. Diese werden zu speziellen
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Makrophagen, die in der Lage sind die Erythrozyten zu phagozytieren und das frei

werdende Eisen zu recyceln (15).

2.3 Der Erythrozyt

Der menschliche Korper braucht bereits bei Ruhebedingungen 400 Liter Sauerstoff.
Diese Versorgung ist die Hauptaufgabe der roten Blutkorperchen (10). lhren Namen
haben die Erythrozyten, altgriechisch (£puBpdc) erythrés ,rot“, bekanntermalien
durch ihren roten Blutfarbstoff Hamoglobin, welcher sich gut mit Eosin rot einfarben
lasst (18). Hamoglobin besitzt die Fahigkeit Sauerstoff, sowie dessen Abfallprodukt
CO2 zu binden. So wird Sauerstoff von den Lungen zu den verbrauchenden
Organen transportiert. Der Grofteil des durch den Stoffwechsel entstandenen CO:
wird im Blut gel6st, jedoch kann ein kleiner Anteil an den Erythrozyten gebunden
abtransportiert werden.(10,18,19)

Erythrozyten besitzen in Ruhe die Form einer von beiden Seiten eingedellten
Scheibe. Zum einen optimiert diese bikonkave Form den Gasaustausch durch eine
VergroRerung des Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses. Zum anderen ist durch sie
eine extreme Verformbarkeit gegeben, welche fur die Blutkdrperchen erforderlich
ist, um in der zum Teil engen Mikrozirkulation ihre Aufgabe des

Sauerstofftransportes zu erflillen (14,19).

Der Grund fur diese besondere Form, sowie fur die gute mechanische Flexibilitat
der Erythrozyten, ist das Membran- beziehungsweise Zytoskelett (10). Die
Membran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in der verschiedene Proteine, zum
Beispiel fur den Transmembrandsen Stofftransport, eingebunden sind. Auf der
Innenseite der Membran befindet sich das Zytoskelett, ein molekulares
Maschenwerk, bestehend aus fadenférmigen Spektrinmolekilen, und weiteren

Zytoskelettproteinen wie etwa Aktin und Ankyrin (20).

Glykolipide auf der erythrozytaren Membranoberflache fungieren als
Blutgruppenantigene und ermdglichen so eine Einteilung in die verschiedenen
Blutgruppen (10). Es gibt eine Vielzahl an Blutgruppensysteme, wobei das ABO-
sowie das Rhesus- System in der taglichen klinischen Praxis am bedeutendsten
sind (10).


https://de.wikipedia.org/wiki/Altgriechische_Sprache

Ein weiterer Grund fir die besondere Verformbarkeit der roten Blutkdrperchen ist
das Fehlen des Zellkerns sowie der Zellorganellen. lhren Energiebedarf decken die

Erythrozyten, da ihnen die Mitochondrien fehlen, durch anaerobe Glykolyse.(19)

Um durch kleinste Blutgefalle, sowie durch die Endothelspalten der Milz zu
gelangen, mussen die Erythrozyten laufend ihre Form verandern. Die
Formveranderung geschieht passiv, sobald keine Krafte mehr wirken, kehrt der
Erythrozyt wieder in seine Ausgangsform zuruck (18). Bei hoher
Blutflussgeschwindigkeit nimmt die Zelle dank ihrer bikonkaven Form ein Maximum
an Verformung an und wird zu einer flir die Stromungsdynamik gulnstigen,
besonders widerstandsarmen, glockenformigen (paraboloidférmigen) Gestalt. Bei
niedriger Blutflussgeschwindigkeit lagern sich die roten Blutkdrperchen zu
,Geldrollen“ zusammen. Durch diese Formation halten sich die strdmenden Zellen
in der Gefalmitte auf (19,21).

Der mittlere Durchmesser der Erythrozyten betragt 7,5 um. Die Grolle aller
Erythrozyten verteilt sich als Glockenkurve um diesen Mittelwert. Man bezeichnet
diese Normalverteilung als Price-Jones-Kurve, wobei ein Abweichen der Zellen
nach unten mit Mikrozytose, ein Abweichen nach oben als Makrozytose bezeichnet
wird. Diese Einteilung bietet Ruckschlisse auf verschiedene Erkrankungen. Zum
Beispiel kann ein Eisenmangel zu geringem Hamoglobingehalt und somit zu einer
Mikrozytose fuhren. Eine Haufung abnormal groRer Erythrozyten, also Makrozyten,
deutet wiederum auf eine Reifestdérung hin, welche zum Beispiel durch einen

Mangel an Vitamin B12 oder Folsaure verursacht wird. (19)

2.4 Zellmembran und Zytoskelett

Wahrend seiner 4-monatigen Lebensdauer durchquert der Erythrozyt die
Blutgefalie. Er bahnt sich seinen Weg durch Arterien, Venen und Kapillaren und
legt somit eine Distanz von bis zu 500 km zurick. Um durch Gefale zu gelangen,
die einen kleineren Durchmesser besitzen als der Erythrozyt selbst, ist die bereits
erwahnte Verformbarkeit der Zelle von immenser Bedeutung. Eine dichte
Verknupfung von Zellmembran und Zytoskelett gewahrleistet die besondere Form,
sowie deren Anpassung an die lokalen Gegebenheiten. (8)

Der Erythrozyt kommuniziert und interagiert mit allen Zellen des Blutstroms, wie den

Endothelzellen, Blutplattchen, Makrophagen, aber auch Pathogenen. Der
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Stoffaustausch gelingt Uber verschiedenste Kanale und Transporter in der
Zellmembran. Durch sie wird die Ernahrung der Zelle sichergestellt (GLUT-1-
Transporter fur Glukose) oder ein Gleichgewicht im Volumenhaushalt erzielt
(Piezo1- Transporter). (20)

2.4.1 Die Zellmembran
Der reife Erythrozyt besitzt eine Lipid Doppelschicht als Zellmembran. Sie setzt sich
zu gleichen Teilen aus Cholesterol und Phospholipiden zusammen. Die genaue
Zusammensetzung der Phospholipidanteile unterscheidet sich zwischen innerer
und aulderer Schichte (20). Die Phospholipidtranslokatoren Flippase, Floppase und
Scramblase sind Enzyme, die fur die Wanderung der Phospholipide von der
Membranaulienseite zur Innenseite und umgekehrt verantwortlich sind. So wird
eine fir das Uberleben der Zelle wichtige Asymmetrie der Membranlipide
aufrechterhalten (22).
Die veranderte Position des Aminophospholipids Phosphatidylserin spielt eine
wichtige Rolle im Abbau von alten oder verletzten Erythrozyten. Das Enzym
Scramblase transferiert im Falle einer abbaubeduirftigen roten Blutzelle das
Phosphatdiylserin von der Membraninnenseite nach auf3en (20). Dort fungiert es
dann als Abbausignal fur Makrophagen (22).
Mehr als 50 verschiedene Typen von Transmembranproteinen sind in der
doppelschichtigen Zellmembran eingelagert. Neben dem Stofftransport und der
Adhasion zu anderen Blut- und Endothelzellen gehort auch die Herstellung von
struktureller Stabilitat zu ihren Aufgaben(20).
Die Halfte dieser Transmembranproteine, ungefahr 25, stellen die verschiedenen

Blutgruppenantigene dar (22).

2.4.1.1 Bande 3
Das Transmembranprotein Bande 3, auch Anion Exchanger 1 (AE1) oder SLC4A1,
ist das am haufigsten vorkommende Zellmembranprotein der Erythrozyten und
gleichzeitig sein wichtigster Anionenaustauscher (20,23).
Zu seinen Aufgaben zahlt die Herstellung eines Anionen Gleichgewichts, die
Interaktion von Membran mit verschiedenen zytosolischen Proteinen sowie die
Verbindung zwischen Zellmembran und Zytoskelett (24).
Als Anionenaustauscher spielt Bande 3 eine wichtige Rolle im Gastransport. Das

vom Gewebe produzierte Kohlenstoffdioxid (COz2) diffundiert in die Erythrozyten.
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Dort reagiert es mit Wasser zu Bicarbonat und Protonen. Sobald die
Bicarbonatkonzentration ansteigt, werden die Anionen von Bande 3 im Austausch
mit Chlorid lonen ins Blutplasma geschleust. Somit werden 90 % des CO:2 in der
I6slicheren Form von Bikarbonat aus dem Gewebe in die Lunge transportiert. Die
Anhaufung von Protonen im Erythrozyten flhrt zu einem verminderten pH-Wert
wodurch das Hamoglobin den Sauerstoff freigibt und dieser wiederum ins Gewebe
diffundieren kann (25).

Das Protein Bande 3 besteht aus 2 funktionellen Teilen. Der oben erwahnte
Anionenaustausch geschieht im C-terminalen Teil. Der N-terminale Rest ragt in
Richtung Zytosol und bildet einen Verankerungspunkt fur Desoxyhamoglobin,
glykolytische Enzyme und fur das Gerustprotein Ankyrin. (23) Somit verbindet
Bande 3 die Membran mit dem Zytoskelett (23).

Wie bereits erwahnt, spielt Bande 3 auch beim Abbau von gealterten Erythrozyten
eine Rolle. Antikorper binden an gealterte Erythrozyten und kennzeichnen sie so fur
den Abbau durch Makrophagen (26). Mit der Zeit wird das Bande 3 Protein im Zuge
von oxidativen Schaden modifiziert und fungiert somit als Antigen fur die Antikorper
(15). Es gibt 2 Hypothesen wie aus dem Bande 3 ein Neo-Antigen (auch
Seneszenz-Antigen) entsteht. Die erste Erklarung ist, dass die Bindung von
denaturiertem Hamoglobin an Bande 3 zu einer Oligomerisierung und
Clusterbildung von Bande 3 fuhrt. Die zweite Hypothese besagt, dass die
proteolytische Zerstérung von Bande 3 zu Konformationsanderungen und dadurch
zur Bildung des Seneszenz-Antigens fuhrt. Beide Szenarien haben gemeinsam,

dass sie durch oxidative Schaden ausgeldst werden. (15)

2.4.2 Das Zytoskelett

Das erythrozytare Zytoskelett besteht aus vielzahligen, pseudohexagonal
angeordneten Proteinen. Diese Proteine bilden ein dichtes Netzwerk, welches die
Lipiddoppelschicht von innen starkt und so der Membran ihre Stabilitat und
Flexibilitdt verleiht. Die Proteine Spektrin, Ankyrin, Protein 4.1R und Aktin sowie
Aktin-assoziierte-Proteine bilden diese innere Stutze der Membranoberflache.(23)
Die Hauptverbindung zwischen Zytoskelett und der Membran bildet das Ankyrin,
welches das zytoplasmatische Ende von Bande 3 mit einer Untereinheit vom
Spektrin verbindet (23).
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2.4.2.1  Spektrin
Spektrin ist ein langliches und flexibles Protein, das sich aus Alpha- und Beta
Untereinheiten zusammensetzt (23). Die beiden parallel angeordneten
Untereinheiten sind seitlich ineinander verschlungen und bilden so ein Dimer.
Dieses Dimer ist wiederum Kopf an Kopf mit einem weiteren Spektrindimer
verbunden. Man bezeichnet diese Anordnung als Tetramer. Es besteht auch die
Maoglichkeit, dass sich mehrere Dimere zu einem sogenannten Oligomer
verknupfen, jedoch Uberwiegt die Anordnung zu Tetrameren (27).
Als zentrales Protein im Netzwerk erflllt Spektrin die Aufgabe die bikonkave
Scheibenform der Erythrozyten zu erhalten. Wenn keine Krafte auf den Erythrozyten
wirken, liegen die Spektrinmolekile in gefalteter Formation vor. Bei
Membranverformungen kommt es zu einer reversiblen Umordnung im
Skelettnetzwerk. Manche Spektrinmolekiile werden abgewickelt und gedehnt,
wahrend andere wiederum starker komprimiert werden (27).
Die beiden parallelen Untereinheiten des Spektrins haben eine relativ schwache
Bindung zueinander. Sollte sich das Spektrinmolekul durch Membranverformungen
ausdehnen oder verbiegen, ist ein Vorbeigleiten der Untereinheiten aneinander
moglich (23). Trotz der Anderung der geometrischen Form bleibt die Oberflache des
Erythrozyten konstant (27).
FUr die Verbindung der Spektrintetramere mit den anderen Zytoskelettproteinen
sorgt die Betauntereinheit. Sie besitzt eine Carboxyl- und eine Amino-Endung.
Das Protein Ankyrin, welches weiter Uber Bande 3 die wichtigste Verbindung
zwischen Zytoskelett und Membran darstellt, hat eine Verbindung zur carboxyl-
terminalen Region. Die amino-terminale Region verbindet Uber das Protein 4.1 das
in der Membran verankerte Glycophorin C. Dies stellt die zweite Verbindung
zwischen Zytoskelett und Membran dar. Des Weiteren verbindet sich die Amino-
terminale Region mit mehreren kurzen Aktinfilamenten (23,27).
Die pseudohexagonale Form des Zytoskeletts entsteht dadurch, dass im Schnitt 6
Spektrinproteine an ein Aktin binden(23).

2.4.2.2  Aktin, Protein 4.1 und der Junktionale Komplex
Die kurzen Aktinfilamente im Zytoskelett besitzen eine einzigartige Formation (23).
Sie bestehen aus 15- 20 Monomeren (28). Die zentrale Aufgabe der Aktinoligomere
ist die Bildung des Junktionskomplex. Dieser besteht aus Aktin, Spektrin und Protein

4.1. Das eine Ende des Spektrin verbindet sich mit einem Aktinoligomer. Protein 4.1
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bindet sowohl an das Spektrin als auch an das Aktin und fuhrt somit zu einer
Verstarkung der Bindung.(23,27,29)

Dieser somit aus 3 Grundeinheiten bestehende Komplex, stellt neben der Spektrin-
Spektrin Dimer Verbindung die zweite horizontale Verknupfung des Zytoskeletts
dar. Er erflllt eine wichtige Aufgabe in der Regulation der mechanischen Stabilitat
der Membran (30).

2.4.2.3  Ankyrin

Fir die Aufrechterhaltung des Zusammenhalts der Membran sind die senkrechten
Verbindungen zwischen Zytoskelett und Membran essenziell (29). Das
Verbindungsprotein Ankyrin bindet mit dem einen Ende an der Betauntereinheit von
Spektrin und mit dem anderen an der Zytosol gerichteten Seite des
Transmembranprotein Bande 3 (23). So entsteht eine Verbindung zwischen
Membran und Zytoskelett (23).

Neben dieser Verbindung gibt es noch eine Reihe weiterer Membranproteine, die
die Verbindung zwischen Membran und Zytoskelett sicherstellen. Eine Schwachung
oder gar der Verlust dieser Verbindungen fuhrt Gber Lipidverluste und Verminderung

der Membranoberflache zu einer geringeren Uberlebensrate der Zellen (29,30).

2.5 Die Erythropoese ex vivo
Aufgrund der potenziell revolutionaren Auswirkung auf die Transfusionsmedizin ist
die ex vivo Produktion von roten Blutzellen ein aktiv untersuchtes Thema.
Bedeutende Fortschritte auf diesem Gebiet haben es mdglich gemacht, erythroide
Vorlauferzellen in vitro zu vermehren und bis zum Stadium der enukleierten roten

Blutzelle zu differenzieren (31).

Einer der wichtigsten Aspekte in der ex vivo Produktion von roten Blutzellen ist die
Quelle, aus der die Stammzellen bezogen werden. Idealerweise sollte diese
Stammzellquelle unbegrenzt verfugbar sein, eine vollstandige erythroide Reifung

erreichen und ihr Produkt sollte nicht immunogen sein (2).

Die bisher erforschten Stammzellquellen fir die ex vivo Erythropoese beinhalten
embryonale Stammzellen, induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs), CD34+
Stammzellen aus peripherem Blut von Erwachsenen oder aus Nabelschnurblut,

sowie mononukledre CD34+-Zellen (1,2,31).
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Um die Reifung und Differenzierung der Stammzellen in rote Blutzellen zu
induzieren, werden verschiedene Zytokine wie Stammzellfaktor und Erythropoetin,
Interleukin-3 oder auch Dexamethason dem Kulturmedium zugesetzt (1,2).
Verschiedene Gruppen wenden unterschiedliche Kombinationen von Zytokinen und
anderen Faktoren an, um Zellen zu produzieren, die den nativen roten Blutzellen

mdglichst ahnlich sind (1).

3. Methoden
3.1 Ethik

Vor der Probenentnahme wurde nach Aufklarung der Spenderinnen und Spender
eine schriftiche Einwilligung eingeholt. Die Studie wurde von der lokalen
Ethikkommission in Ubereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki (EK 27 165ex
14/15) genehmigt.

3.2 Testzellen

Far die Arbeit wurden drei verschiedene Zellarten herangezogen.
1. Native Erythrozyten

Die nativen roten Blutkérperchen (nRBCs) wurden aus Segmenten von frischen
Erythrozytenkonzentraten  gesunder  Blutspenderinnen und  Blutspender
entnommen. Fur die weiteren Analysen wurden die Zellen mit PBS auf die
gewulnschte Zellzahl verdinnt und anschlie®Bend den weiteren Schritten

unterzogen.
2. Native Retikulozyten (nRET)

Aus Nabelschnurblut wurden durch CD71 Positivselektion die nativen Retikulozyten
gewonnen. Die Separierung der Zellen wurde mit CD71 Microbead Kit (Miltenyi
Biotec) durchgefuhrt. Dafur wurde das Blut auf das
Dichtegradientenzentrifugationsmedium Ficoll-Paque™ gegeben und anschlielRend
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurde das Blut in seine Bestandteile
aufgeteilt. So konnten die roten Blutzellen, welche sich im Pellet unten sammelten,
geerntet werden. Daraufhin wurden die Zellen 3 Waschzyklen mit CliniMACs und
humanem Serum Albumin unterzogen. Anschlieend wurden die Zellen mit CD71

MicroBeads (MicroBeads mit monoklonalen CD71 Antikérpern) bei 4°C fir 15
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Minuten inkubiert. Die Suspension wurde abzentrifugiert, um nichtgebundene
MicroBeads zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen Gber eine in einem
Magnetischen Feld (MACS-Seperator) befindliche Saule (MACS Column) laufen
gelassen. Die mit den Antikdrpern markierten Zellen blieben so in der Saule haften.
Die unmarkierten Zellen liefen in diesem Schritt durch die Sdule durch und konnten
so entfernt werden. Im letzten Schritt wurde die Saule aus dem magnetischen Feld
entfernt und so konnte die mit CD71 Antikdrpern markierte Zellfraktion mit Hilfe von

CliniMACs und humanem Serum Albumin aus der Saule gespult werden.

Die so gewonnenen nativen Retikulozyten wurden mit PBS auf die gewilnschte

Zellzahl verdinnt und anschlieRend den weiteren Analysen unterzogen.

3. Exvivo kultivierte Erythrozyten (cRBCs)

Aus peripherem Blut wurden Uber CD34*Selektion humane hamatopoetische
Stammzellen (CD34*HSPCs) gewonnen. Die Trennung der Zellen wurde mit CD34
Microbead Kit Ultrapure (Miltenyi Biotec) durchgeftihrt. Dafiir wurde das Blut auf das
Dichtegradientenzentrifugationsmedium Ficoll-Paque™ gegeben und anschlieRend
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurde das Blut in seine Bestandteile
aufgeteilt. Die Zellen wurden aus dem Uberstand abgehoben und anschlieRend mit
CliniMACs und Humanem Serum Albumin gewaschen. Es folgt eine Inkubation mit
Blocking Reagens fur 5 Minuten bei 4°C. AnschlielRend erfolgt eine Inkubation mit
MicroBeads (MicroBeads konjugiert mit monoklonalen Maus Anti-Human-CD34-
Antikoérper) fur 30 Minuten bei 4°C. Die Suspension wurde abzentrifugiert, um

nichtgebundene MicroBeads zu entfernen.

AnschlieRend wurden die Zellen Uber eine in einem Magnetischen Feld (MACS-
Seperator) befindliche Saule (MACS Column) laufen gelassen. Die mit den
Antikérpern markierten Zellen blieben in der Saule haften. Die unmarkierten Zellen
liefen in diesem Schritt durch die Saule und konnten so entfernt werden. Im letzten
Schritt wurde die Saule aus dem magnetischen Feld entfernt. Die mit CD34
Antikérper markierte Zellfraktion wurde mit Hilfe von CliniMACs und Humanem
Serum Albumin aus der Saule gespuilt.

Diese Stammzellen wurden anschlieRend in einem etablierten dreistufigen

Erythropoese-Kulturmodell (6,32,33) in Iscove’s Flissigmedium (Biochrom) mit 5 %
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Humanplasma (Octapharma), 10 ug/ml Insulin (Sigma Aldrich) und 330 pg/ml

humanem Holo-Transferrin (Spicac) zu entkernten roten Blutzellen differenziert.

Die Zellen wurden von Tag 0-8 mit 5ng/ml Interleukin-3 (Peprotech) und 10M
Hydrokortison (Sigma-Aldrich), von Tag 0-11 mit 100ng/ml Stammzellfaktor
(Peprotech), sowie von Tag 0-18 mit 3 U/ml Erythropoietin (Erypo, Janssen
Biologics B.V) stimuliert.

Um eine Lipidanreicherung zu erzielen, wurde von Tag 8 an im Nahrmedium der
,HPL-Zellen® das humane Plasma (5 %) auf humanes Plattchenlysat 5 % (HPL)
(hauseigene Produktion) getauscht. Bei den Vergleichszellen ,LG" wurde das

humane Plasma 5 % Uber den gesamten Zeitraum im Medium belassen.

Um an Tag 18 nur die entkernten Retikulozyten fur die nachfolgenden Analysen zu
gewinnen, wurden die Zellen zusatzlich mit dem Acrodisc WBC Syringe Filter (Pall)
filtriert.

3.3 Zellzahlbestimmung

Um die kumulative Expansion der Kulturen zu berechnen, wurde an den Tagen O,
8, 11, 15 und 18 eine Zellzahlbestimmung mit Trypan Blue Solution (Sigma
#T81549) durchgefuhrt.

Je nach Zelldichte wurde an den verschiedenen Tagen unterschiedliche
Verdlinnungen angewandt. Am Tag 0 wurde eine 1:2, am Tag 18 eine 1:50 und an
den Tagen 8, 11 und 15 eine 1:20 Verdunnung verwendet. Fur die 1:2 Verdunnung
wurde 20 ul Trypanblau mit 20 pl Zellkultur vermischt. Fur die 1:20 Verduinnung
wurden 20 pl Zellsuspension mit 20 yl PBS verdinnt. 20 pl dieser verdinnten
Zellsuspension wurden mit 180 ul Trypanblau in einer Pipette durchmischt. Das

gleiche Prinzip ist auch fur die 1:50 Verdinnung angewendet worden.

Anschlieend wurde eine Malassez-Zahlkammer mit 20 pl der jeweiligen
Verdinnung beflllt. Nachdem die Zellen fur eine Minute sedimentieren konnten,
wurde zugig unter dem Mikroskop die Kammer maanderartig ausgezahlt und die
Zellzahl nach der folgenden Formel berechnet.
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Gezahlte Zellen x Verdunnungsfaktor = Zellen / yl Probenmaterial
Verdunnungsfaktor: bei 1:2 Verdunnung=2

bei 1:20 Verdunnung=20

bei 1:50 Verdunnung=50

Die Gesamtzellzahl wird durch Multiplikation der bestimmten Zellzahl mit dem

Volumen der Zellsuspension errechnet.

3.4 Charakterisierung der cRBCs
3.4.1 Farbung von Zytospinpraparaten

Um die Entwicklungsstadien der cRBCs nachvollziehen zu kénnen, wurden an Tag
0, 8, 11, 15 und 18 der Kultur Zytospins mit May-Griunwald-Giemsa (Hemafix™,
Biomed) Farbung angefertigt.

Fir die Herstellung der Zytospins wurden Objekttrager in die Cytoclips gelegt, mit
den Cytofunnels fixiert und in eine Zytospin-Zentrifuge (Thermo Scientific, Cytospin
4) gegeben. Es wurden 100 ul der entsprechenden Zellsuspension ans Ende des
Cytofunnels pipettiert und anschlie®end die Zentrifuge mit 600 rpm fur 3 Minuten
eingeschalten. Danach wurde der Objekttrager fur eine Stunde an der Luft trocknen

gelassen.

Fir die May- Grinwald-Giemsa Farbung wurde ein Hemafix Farbeset bestehend
aus einer Fixierlosung, einer Eosin Farbelosung und einer Hamatoxylin
Farbelosung verwendet. Die Zytospins wurden nach ihrer Zentrifugation 5x fur je
eine Sekunde in die Fixierlosung getaucht und der Objekttrager am Rand
abgestreift. Daraufhin wurde der Objekttrager 5x fir je eine Sekunde in eine Eosin
Farbelésung getaucht und anschlieRend wieder am Rand abgestreift. Im letzten
Schritt wurde der Objekttrager 5x flir je eine Sekunde in eine Hamatoxylin
Farbelésung getaucht. Im Anschluss wurde langsam Leitungswasser Uber den
Objekttrager gespult, dann wurde dieser aufrecht angelehnt, fir 10 Minuten

trocknen gelassen und anschlieRend am Mikroskop beurteilt.
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Ab Tag 8 wurden die Zellen mit einer Co-Farbung aus May-Grunwald-Giemsa und
neutralem Benzidin (o-Dianisidin, Sigma-Aldrich) angefarbt, um zusatzlich die

Hamoglobinexpression der Zellen sichtbar zu machen.

Dafur wurden die Zytospins, nach erfolgter Zentrifugation und Trockenzeit von einer
Stunde, fur 5 Minuten in 100% Methanol fixiert. Daraufhin fir 90 Sekunden in 1%
Benzidin getaucht. Anschlie®end fur 90 Sekunden in 1% H202 L6sung gegeben und
dann mit destilliertem Wasser fur 30 Sekunden im Spulbecken abgespult. Nach der
Benzidinfarbung erfolgte eine May-Grinwald-Giemsa Farbung wie bereits oben
beschrieben. Nach diesem Farbevorgang wurden die Praparate im Mikroskop
beurteilt.

Zur Bestimmung des Reifegrades diente die Brilliant-Kresylblau Farbung
(Reticulocyte Stain; Sigma-Aldrich). Durch diese Supravitalfarbung werden in der
Zelle verbliebene ribosomale Reste angefarbt. Je nach Gehalt an verbliebenen
RNA-Resten kdnnen die Zellen in Reifungsstadien zwischen 0 und V eingeordnet
werden. Stadium O stellt das unreifste Stadium mit dichten Chromatinanteilen dar,
wahrend Stadium V nur reife Zellen ohne RNA-Reste beinhaltet. Als Kontrollen
wurden nRBCs (reife Zellen ohne RNA-Reste = Stadium V) und nRET verwendet.

3.4.2 Durchflusszytometrie

Weiters wurde die Differenzierung der Zellen mittels Durchflusszytometrieanalyse

spezifischer Oberflachenmarker erhoben.

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden pro Ansatz 1x10° Zellen fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur mit Antikérpern gegen CD45 (Becton Dickinson),
CD71 (Becton Dickinson), CD36 (Beckman Coulter), Bande 3 (International Blood
Group Reference Laboratory IBGRL) oder Glykophorin A (Beckman Coulter)
inkubiert.

Um extrudierte Kerne und tote Zellen ausschlielien zu kdnnen, wurden die Zellen
zusatzlich mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) gefarbt. Die anschlielende Messung wurde mit dem CytoFLEX-

Durchflusszytometer (Beckman Coulter) durchgefihrt.
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Der Reifegrad der Zellen wurde mit Retic CountTM (Becton Dickinson) und
Thiazolorange-Farbung (unter Beachtung der Herstelleranweisungen) bestimmt.
Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem CytoFLEX-Durchflusszytometer (Beckman
Coulter).

3.5 Immunzytochemische Farbung

Die immunzytochemische Farbung dient der spezifischen Markierung von
Membran- und Zytoskelettproteinen. In fixierten und permeabilisierten RBCs

konnen damit Menge und Lokalisation der Proteine untersucht werden.

3.5.1 Beschichtung der Objekttrager

Bei roten Blutzellen handelt es sich um Suspensionszellen, die wahrend der
Farbeprozedur leicht abschwimmen. Um die Adharenz der Zellen auf den
Objekttragern und somit die Auswertbarkeit der Praparate zu erhéhen, wurden zwei
Arten von Beschichtungen im Vergleich zu unbeschichteten Objekttragern

ausgetestet.

Auf den Objekttragern (ThermoScientific™ Menzel-Glaser) wurde zuerst mit einem
PAP-Pen (DaKo-Pen S2002) ein Ring mit einem Durchmesser von 5 mm gezogen,
um ein spateres Auslaufen der Reagenzien zu verhindern. Im Anschluss wurden
zwei verschiedene Beschichtungen der Objekttrager angewendet oder auch zur

Ganze auf die Beschichtung verzichtet.

1. Poly-L-Lysin (PLL Sigma-Aldrich®)): Es wurden 50 pl auf den Objekttrager
pipettiert und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde der Objekttrager viermal mit Aqua destillata gewaschen und fur 10
Minuten mit UV-Licht bestrahlt.

2. Lectin from Phaseolus Vulgaris (=Erythroagglutinin) (PHA-E(Sigma-
Aldrich®)): Es wurden 35 ul auf den Objekttrager pipettiert und fir eine halbe
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde der Objekttrager

viermal mit PBS gewaschen und fur 10 Minuten mit UV-Licht bestrahilt.

3.5.2 Aufbringen der Zellen am Objekttrager

Um potenzielle Schadigungen der Zellen durch das Zentrifugieren auf Objekttrager

Uberprifen zu konnen, wurden die Zellen auf zwei verschiedene Arten auf
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Objekttrager gebracht. Es wurden entweder, wie fir herkdmmliche Farbungen

ublich, Zytospins angefertigt, oder die Zellen auf den Objekttrager sedimentiert.

Fir die Anfertigung der Zytospins wurden an Tag 8: 50.000, an Tag 11: 80.000, an
Tag 15: 150.000, an Tag 18: 180.000 Zellen mit PBS auf ein Volumen von 100 ul
eingestellt. Mit 600 rpm fir 3 Minuten wurden die Zellen auf den unbeschichteten
Objekttrager geschleudert, anschlie®Bend mit dem Pap-Pen umrandet und

lufttrocknen gelassen.

Fir die Sedimentation wurde an Tag 8: 50.000, an Tag 11: 80.000, an Tag
15: 150.000, an Tag 18: 180.000 Zellen mit PBS auf ein Volumen von 50 pl
verdunnt. Anschlieend wurde die Zellsuspension auf den beschichteten,
beziehungsweise unbeschichteten, Objekttrager pipettiert und fir 30 Minuten in den

Brutschrank bei 37°C gegeben.

3.5.3 Reagenzien

Wash Buffer (Buffer a): 150ml PBS+150mgBSA + 300mg Glucose
e Fixierung 10ml 4% PFA+30mI PBS > 1%PFA

e Permeabilisierung: 20 ml PBS+ 10mg Saponin - 0,05%Saponin

e Blocking: 27ml PBS+ 3 ml Goatserum - 10% Goatserum

e 1st AB Dilution: 20 ml wash buffer +1mg Saponin -0,005%Saponin

e 2nd AB Dilution:48ml PBS +2ml Goatserum =2>4%Goatserum

In jedem Schritt wurden 50ul der jeweiligen Reagenzien verwendet.

3.5.4 Farbungsablauf
- Ankyrin, Spektrin und Bande 3 Farbung

Nach der Sedimentation der Zellen auf die unbeschichteten oder beschichteten
Objekttrager, bzw. nach dem Anfertigen der Zytospins wurden die Zellen mit dem
Wash Buffer 3x gewaschen (EKs nur einmal bzw. ab EPO80 d11 auch nur einmal
gewaschen). Danach wurden die Zellen mit 1% PFA fuar 10 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Anschlieend 3x gewaschen und fur 10 Minuten mit 0,05%
Saponin bei RT permeabilisiert. Es folgten wieder drei Waschzyklen und daraufhin
ein 30-minudtiges Blocking mit 10% Goatserum bei Raumtemperatur. Danach
wurden die Erst-Antikdrper flr Ankyrin/Spektrin/Bande 3 bzw. die Doppelfarbung
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Ankyrin/Bande 3 in einer 1:200 Verdunnung aufgebracht und die Objekttrager Gber
Nacht bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurden wieder 3 Waschzyklen durchgefuhrt und anschliel3end
der Zweit-Antikdrper (Spektrin und Ankyrin - Goat Anti-Mouse; Bande 3 - Goat
Anti-Rabbit; Doppelfarbung Ankyrin/Bande 3 - beide Zweit-Antikdrper) in einer
1:1000 Verdunnung aufgebracht und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert.

Daraufhin wurden wieder 3 Waschzyklen durchgefuhrt. Anschlielfend wurde eine
Kernfarbung durchgefuhrt. Die Ankyrin- und Spektrinfarbungen wurden dazu
zusatzlich mit 1 ul  DAPI ((4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate)
lifetechnologies®) in 400 ul PBS fiir 1,5-2 Minuten gefarbt. Die Bande3-Farbungen
wurden mit 0,5 ul Pl (Propidium lodide ThermoFischer™) in 1000 pyl PBS Fir 30
Minuten im Dunkeln bei RT gefarbt.

AbschlielRend folgten wieder 3 Waschzyklen woraufhin der Objekttrager mit
Mounting Medium (ProLong™ Glass Antifade Mountant invitrogen™
ThermoFischer™) und dem Deckglas (Menzel) eingedeckelt, und mit Nagellack

versiegelt wurde.

Tabelle 1: Verwendete Antikérper fiir die Immunfluoreszenzférbung Ankyrin, Spektrin, Bande3 sowie
Doppelféarbungen

Erst-Antikorper Zweit-Antikorper Farbe/nm
ANKYRIN Anti-Ankyrin Goat Anti-Mouse | Grin/Ex:495nm,
erythroid/ANK IgG H&L (Alexa | Em: 519nm
antibody [S388A- | Fluor® 488)
10] ab212053 ab150113
Spezies:Maus, Spezies: Ziege
Zieltierart:Ratte
Mensch, Maus Zieltierart: Maus
SPECTRIN Anti-alpha1 Goat Anti-Mouse | Grin/Ex:495nm,
Spectrin IgG H&L (Alexa | Em: 519nm
antibody[17C7] Fluor® 488)
ab11751 ab150113
Spezies:Maus, Spezies:Ziege
Zieltierart:Maus,
Ratte, Mensch Zieltierart: Maus
BANDE 3 Anti-Band3/AE1 GAR Goat Anti- | Blau /Ex: 402nm,
antibody Rabbit 1gG H&L | Em: 421nm
[EPR1426] (Alexa Fluor®
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ab108414 405) ab175652
Spezies:Hase Spezies: Ziege

Zieltierart: Mensch | Zieltierart: Hase

- Aktinfarbung

Die ersten Schritte der Aktinfarbung entsprechen den Schritten der anderen
Farbungen (siehe oben). Nach der Permeabilisierung und den darauffolgenden 3
Waschzyklen wurde jedoch auf das Blocking verzichtet und gleich mit der

Aktinfarbung fortgefahren.

Hier wurden die Zellen mit 1 pyl Orange Fluorescent Phalloidin Conjugate
(Komponente A des CytoPainter F-actin Staining Kit) in 1000 pl Labelling Puffer
(Komponente B) flr 60 Minuten bei RT im Dunkeln gefarbt.

Es folgten 3 Waschzyklen und die daran anschlieRende Kernfarbung mit 1 pl DAPI
in 400 pl PBS fir 1,5-2 Minuten.

Abschlieltend wurden die Objekttrager 3 Waschzyklen unterzogen, daraufhin mit

Mounting Medium und Deckglas eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt.

Tabelle 2: Férbungskit fiir F-Aktin Farbung

Farbungskit Farbe/nm

F-Aktin F-actin Staining Kit - Rot/ Ex:550nm,
Orange Fluorescence | Em:575nm
Cytopainter (ab112126)

Die gefarbten Praparate wurden im Kahlschrank trocken und lichtgeschutzt bis zur
Auswertung am Nikon A1 Confocal Laser Mikroscope (ZMF, Medizinische
Universitat Graz) gelagert. Die Dokumentation erfolgte mittels Fotografie (siehe

Ergebnisteil).

4. Ergebnisse
4.1 Die Charakterisierung der cRBCs

Die Entwicklungsstadien der cRBCs wurden mit May-Grinwald-Giemsa sowie

Benzidinfarbung gefarbten Zytospins kontrolliert. An den Tagen 0, 8 und 18
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erfolgte nur eine May-Griunwald-Giemsa Farbung. An den Tagen 11 und 15 wurde

zusatzlich eine neutrale Benzidinfarbung angewendet.

e |

Abbildung 1 Epo 80, Tag 1, 60x-Vergré3erung
(Skalenleiste 25 um), May-Griinwald-Giemsa
Féarbung

Abbildung 4 Epo 80, Tag 11, HPL-Medium, 100x-
VergréBerung (Skalenleiste 25 um), Ko-Férbung
aus May Griinwald-Giemsa und Benzidin-Farbung

Abbildung 2: Epo 80, Tag 8, 100x-Vergré3erung
(Skalenleiste 25 um), May-Griinwald-Giemsa
Farbung
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Abbildung 3 Epo 80, Tag 11, LG-Medium, 100x-

VergréBerung (Skalenleiste 25 um), Ko-Férbung
aus May Griinwald-Giemsa und Benzidin-Farbung
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Abbildung 6 Epo 80, Tag 15, HPL-Medium, 100x-
Vergréerung (Skalenleiste 25 um), Ko-Féarbung aus
May Griinwald-Giemsa und Benzidin-Farbung
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Abbildung 5 Epo 80, Tag 15, LG-Medium, 100x-
Vergréerung (Skalenleiste 25 ym), Ko-Farbung aus
May Griinwald-Giemsa und Benzidin-Farbung

Abbildung 8 Epo 80, Tag 18, HPL-Medium, nach
Filtration, 100x-VergréBerung (Skalenleiste 25 um),
May Griinwald-Giemsa Féarbung

Abbildung 7 Epo 80, Tag 18, LG-Medium, nach
Filtration 100x-VergréBerung (Skalenleiste 25 um),

May Griinwald-Giemsa Férbung

In den Abbildungen 1-8 sind die Entwicklungsstadien der cRBCs zu sehen. In
Abbildung 1 sind die aufgereinigten CD34+ hamotopoetischen Stammzellen [1] an
Tag 0 zu sehen. In Abbildung 2 sind Proerythroblasten [2] und basophile
Erythroblasten [3] zu erkennen. Wie in Abbildung 3 und 4 zu sehen ist kommen an
Tag 11 polychromatische Erythroblasten [4] und vereinzelt auch orthochromatische
Erythroblasten/Normoblasten [5] hinzu. Durch die Benzidin-Farbung wird die

Hamoglobinexpression mit einer Orangefarbung der Zellen sichtbar.

An Tag 15 ist die Entwicklung der Zellen, wie in Abbildung 5 und 6 zu sehen ist,
schon weit fortgeschritten. Hier Uberwiegt der Anteil an orthochromatischen

Erythroblasten/Normoblasten [5], vereinzelt sind schon enukleierte Retikulozyten [6]
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sowie ausgestofRene Zellkerne [7] zu erkennen. Die deutliche Orangefarbung als

Zeichen des bereits fortgeschrittenen Hamoglobinanteils ist gut zu sehen.

In Abbildung 7 und 8 sind Retikulozyten [6] am Tag 18 nach Filtration mit May

Grinwald Giemsa Farbung zu sehen.

Um den Reifegrad der Zellen zu bestimmen, wurde eine Brilliant-Kresylblau
Farbung angewandt. In den Zellen verbliebene ribosomale Reste kdonnen so
hervorgehoben werden. Der Gehalt an RNA-Resten erlaubt eine Einteilung der
Zellen in die Reifungsstadien 0 (=dichtes Chromatinnetzwerk intrazellular) bis V

(=keine Chromatinreste). Zur Kontrolle wurden nRBCs und nRET gefarbt.

NnRET | cRBCs nRBCs

1 20 pm 2 20pm 3 20 pm

Abbildung 9: Reifegradbestimmung von nRET, cRBCs Tag 18 nach Filtration und nRBCs; 100x Vergrél3erung
(Skalenleiste=20 um)

In Abbildung 9 ist die Reifegradbestimmung der Zellen abgebildet. Die nRET [1]
zeigen die Reifegradtypen von 0 bis IV wobei sich die Uberwiegende Mehrheit der
Zellen in den Stadien zwischen 0 und |l befindet. Bei den nRBCs [3] sind keine

ribosomalen Reste in den Zellen zu sehen. Sie entsprechen dem Reifestadium V.

Die cRBCs [2] zeigen alle Reifestadien von 0 bis V, wobei die Mehrheit der Zellen
nur mehr wenige RNA-Reste beinhalten. Insgesamt liegt das Reifestadium der
cRBCs zwischen nRET und nRBCs.
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4.2 Kontrolle der Differenzierung der cRBCs

Mithilfe der Trypan Blaufarbung der Zellen, sowie anschlieBender Auszahlung
dieser in der Mallassez Zahlkammer wurde das zunehmende Wachstum der beiden

Zellkulturen aufgezeichnet.

100000
10000
1000

100

Zellzahl log

10

Tag0O Tag4 Tag8 Tagll Tag 15 Tag 18
—+—CcRBC LG =—+—cRBCHPL5%

Abbildung 10: kumulative Expansion der untersuchten Kulturen

Wie in der Abbildung 10 zu erkennen ist, zeigen beide Kulturen die gleiche

Proliferation Uber die Kulturdauer.

Mittels Differentialzahlung von gefarbten Zytospinproben wurden die relativen
Anteile an basophilen und polychromatischen Erythroblasten sowie Retikulozyten

an den verschiedenen Tagen beider Kulturen bestimmt.

100%
80
60
40
20%

0%

Tag8wo Tag8 Tagl1ll Tagll Tagl5 Tagl5 Tagl8 Taglsd
HPL5% LG HPL5% LG HPL5% LG HPL5%

ES

X

R

m basophil  m polychromatisch  m Retikulozyten

Abbildung 11: Differenzialzéhlung der Zellen mit %-Anteilen basophiler
Erythroblasten (basophil), polychromatischer Erythroblasten
(polychromatisch) und Retikulozyten
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Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, ist bereits an Tag 11 in der Kultur HPL ein
Vorsprung in der Entwicklung zu verzeichnen. Dieser Vorsprung baut sich bis zum

Ende der Beobachtung an Tag 18 weiter aus.

Mit  durchflusszytometrischen  Analysen wurde die Auspragung der
Oberflachenmerkmale CD36, CD45, GPA, Bande 3 und CD71 der Zellen an den

bestimmten Tagen gemessen.

100
80

60

% positiv

40

20

Tag 8 Tag 11 Tag 15 Tag 18
CD45 LG ==(D45 HPL5% ==CD36 LG CD36 HPL5% ==#=GPALG

——
=== GPA HPL5% =—@=Band3LG =g==Band3 HPL5% =-e=CD71LG CD71 HPLS%

Abbildung 12: Ausprégung der Oberflichenmerkmale im Laufe der Differenzierung der
beiden Vergleichskulturen. Analysiert mittels Durchflusszytometrie.

Bis auf eine vermehrte Expression von Bande 3 an Tag 11 in der Kultur HPL ist eine

nahezu idente Expression der untersuchten Oberflachenmarker zu beobachten.

4.3 Etablierung der Farbung
Fir die Etablierung der Farbung wurden zunachst eine Reihe von Versuchen
gestartet um die beste Verdinnung der Antikorper sowie deren beste Kombination,
die ideale Dauer der Inkubationszeit und die beste Aufbringung der Zellen auf den
Objekttrager zu finden. Zudem wurden Negativkontrollen durchgeflhrt und durch

Doppelfarbungen versucht, den Farbeablauf zu optimieren.
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4.3.1 Verdinnung der Antikorper
Zu Beginn wurde die Verdunnung des Erst- und Zweitantikorpers, sowie die beste
Kombination dieser beiden Verdunnungen austitriert. Die Austestung wurde mit den

Erst- und Zweitantikdrpern fur Spektrin durchgefuhrt.

Dafur wurden Tag 8 Zellen der EPO 64 Kultur verwendet. Es wurden Poly-L-Lysin
beschichtete und unbeschichtete Objekttrager verwendet. Die Zellen wurden
entweder mittels Zentrifugation, oder durch Sedimentation auf die Objekttrager

gebracht.

Fir die Erstantikdrper wurden die Verdinnungen 1:100 und 1:200, fur die

Zweitantikorper die Verdunnungen 1:500 und 1:1000 ausgetestet.

Nach dem Auftragen des Erstantikdrpers wurden die Objekttrager Uber Nacht im
Klhlschrank bei 4°C gelagert. Die Inkubationszeit des Zweitantikorpers betrug eine

Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Zusatzlich wurden mit der Hoechst-Farbung die Zellkerne blau eingefarbt.

Abbildung 13 EPO 64 Zellen an Tag 8 -Zyospin auf unbeschichten OT;, links: 1:100/1:500, mitte: 1:200/1:500,
re:1:200/1:1000 Verdiinnung; Skalenleiste 25 um.

In Abbildung 13 sind Zytospins auf unbeschichteten Objekttragern zu sehen. Im Bild
A ist der Erstantikorper 1:100 und der Zweitantikdrper 1:500 verdinnt, im Bild B ist
eine Kombination aus 1:200 + 1:500 und rechts 1:200 + 1:1000 abgebildet. Links ist
die Kernfarbung dominierend. In der Mitte ist die Grunfarbung nur schwach zu

erkennen. Bild C zeigt die starkste Grunfarbung.
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Abbildung 14 EPO 64 Zellen an Tag 8 -Sedimentation auf unbeschichtete OT; links 1:100/1:500 mitte:
1:200/1:500 rechts: 1:200/1:1000 Verdiinnung; Skalenleiste Bild 1 und 3: 76 um, Bild 2: 25 um.

In Abbildung 14 sind sedimentierte Zellen auf unbeschichteten Objekttragern zu
sehen. Im Bild 1 ist eine Verdinnungskombination des Erst- und Zweitantikdrpers
von 1:100 + 1:500 in der Mitte (in Bild 2) 1:200 + 1:500 und rechts (im Bild 3) 1:200
+ 1:1000 abgebildet. Hier ist in der schwachsten Verdunnung, linkes Bild, eine
starke Grunfarbung zu sehen. Im Bild rechts, in der starksten Verdiinnung, ist das

Signal jedoch auch ausreichend gut zu sehen.

Abbildung 15 EPO 64 Zellen an Tag 8 -oben Sedimentation, unten Zytospin auf beschichtete
OT, links 1:100/1:500, rechts:1:200/1:500 Verdiinnung, Skalenleiste 25 um.
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In Abbildung 15 sind die Zellen auf beschichteten Objekttragern zu sehen. In den
beiden oberen Bildern (Bild A und B) wurden die Zellen auf die Objekttrager
sedimentiert. In den beiden unteren Bildern (Bild C und D) wurden Zytospins
angefertigt. Im Bild A dominiert die Kernfarbung. In Bild B ist die Grunfarbung im
Vergleich etwas besser zu sehen. In Bild C ist die Grunfarbung gut zu sehen,
allerdings ist in der starkeren Verdunnung im Bild D auch ein ausreichend gutes

Signal zu erkennen.

Aufgrund der besseren Praktikabilitat wurde darauf geachtet eine Kombination zu
finden, mit der man alle Farbungen (unabhangig von Beschichtung der OT und Art
der Aufbringung der Zellen) durchfihren kann. Um ressourcensparend umzugehen,
wurde eine starkere Verdunnung favorisiert, sobald sie ahnlich gute Ergebnisse

liefert als eine schwachere Verdinnung.

In Zusammenschau der Bilder (Abbildungen 13, 14, 15) zeigte sich die
Konzentration des Erstantikdrpers mit 1:200 Verdinnung sowie die Konzentration

des Zweitantikorpers mit 1:1000 als die beste Kombination.

4.3.2 Austestung der Inkubationszeit
Im nachsten Schritt wurde die Inkubationszeit fur den Erstantikdrper ausgetestet.
Verglichen wurden die Inkubationszeiten eine Stunde und Uber Nacht (was im
Durchschnitt einer Zeit von 24 Stunden entsprach). Die Versuche wurden mit
nativen Erythrozyten, welche auf unbeschichtete Objekttrager sedimentiert wurden,
durchgefuhrt.
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1 Stunde uber Nacht

Ankyrin

Spektrin

Bande 3

Abbildung 16 Austestung Inkubationszeiten des Erstantikérpers: Férbung von Ankyrin,
Spektrin und Bande 3 untereinander; linke Spalte Inkubationszeit eine Stunde, rechte
Spalte Inkubationszeit iiber Nacht. A: Ankyrin Erstantikérper Inkubationszeit eine
Stunde, B: Ankyrin Erstantikérper Inkubationszeit tiber Nacht, C: Spektrin
Erstantikbrper Inkubationszeit eine Stunde, D: Spektrin Erstantikérper Inkubationszeit
Uiber Nacht, E: Bande 3 Erstantik6rper Inkubationszeit eine Stunde, F: Bande 3
Erstantikérper Inkubationszeit (iber Nacht; 60x Vergré3erung; Skalenleiste 20 um.

Wie in der Abbildung 16 zu sehen ist, zeigt sich bei den drei Farbungen ein
ahnliches Bild. Bei den drei Bildern A, C und E, jeweils nach einer Inkubationszeit
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des Erstantikdrpers von einer Stunde, ist neben wenigen gut gefarbten Zellen der

Grolteil der Zellen nur schwach angefarbt.

Im Vergleich dazu sind bei den Bildern B, D und F, wo der Erstantikorper tber Nacht
in die Zellen eindringen konnte, die Zellen viel starker und vor allem auch

gleichmaliger gefarbt.

Auch wenn eine Inkubationszeit von nur einer Stunde einen deutlichen Zeitvorteil
verschafft, zeigten diese Versuche, dass eine Inkubationszeit Uber Nacht bessere
Bilder liefert. Deshalb wurde bei den nachfolgenden Versuchen die Inkubationszeit

uber Nacht angewendet.

4.3.3 F-Aktin Farbung

Far die F-Aktin Farbung wurden verschiedene Inkubationszeiten des Labelling-
Konjugates ausgetestet. In Vorversuchen wurden die Inkubationszeiten 15, 30, 45
und 60 Minuten ausprobiert. Es zeigte sich eine Zunahme der Farbung je langer die
Inkubationszeit wurde. Deshalb wurden die langeren Inkubationszeiten 45 und 60
Minuten miteinander verglichen: Fur die Versuche wurden native Erythrozyten auf

unbeschichtete Objekttrager sedimentiert und anschliellend den Farbeschritten flr

die F-Aktin-Farbung unterzogen.

Abbildung 17 F-Aktin Férbung: links Inkubationszeit der Férbung 45 Minuten, rechts Inkubationszeit
60 Minuten; 60x Vergré3erung; Skalenleiste 20 um.

In Abbildung 17 ist im Bild A die Inkubationszeit von 45 Minuten und im Bild B von

60 Minuten zu sehen. Wie bereits in den Vorversuchen zu beobachten war, nimmt
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die Farbung proportional zur Dauer der Inkubationszeit zu. Auf dem rechten Bild ist

die Farbung des F-Aktin deutlich besser zu sehen.

Aufgrund dieser Erkenntnis wurden die weiteren F-Aktin Farbungen mit einer

Inkubationszeit von 60 Minuten durchgefthrt.

4.3.4 Vergleich von Sedimentation und Zytospin
Im nachsten Schritt wurde untersucht, welche Methode besser geeignet ist, um die
Zellen auf die Objekttrager zu bringen. Hierbei wurde die Sedimentation der Zellen
mit der Aufbringung mittels Zentrifugation verglichen. Fir diese Versuche wurden

native Erythrozyten auf unbeschichtete Objekttrager gebracht.
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Zytospin Sedimentation

Ankyrin

Spektrin

Bande 3

F-Aktin

Abbildung 18 Vergleich Aufbringung mittels Zytospin und Sedimentation: Die 4
ausgetesteten Farbungen Ankyrin, Spektrin, Bande 3 und F-Aktin
untereinander; linke Spalte: Aufbringung mittels Zytospin, rechte Spalte:
Sedimentation der Zellen; 60x Vergré3erung; Skalenleiste 20 um.



Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, sind die auf die Objekttrager geschleuderten
Zellen, Bild A, C, E und G (jeweils in der linken Spalte), zum Teil vergroRert, wirken
etwas plump und sind vereinzelt auch aufgeplatzt. Am eindrucksvollsten ist dies in
der Ankyrin (Bild A) und Bande 3 (Bild E) -Farbung zu sehen. Im Vergleich dazu
sehen die sedimentierten Zellen, Bild B, D, F und H (jeweils in der rechten Spalte),
intakt aus. lhre Zellmembranen scheinen alle noch intakt zu sein. In den
sedimentierten Zellen ist das spezifische Muster der Farbung eindeutiger zu

erkennen.

In  Zusammenschau dieser Bilder erscheinen die auf die Objekttrager
geschleuderten Zellen durch den Prozess deutlich mitgenommen. Sie wirken
plumper und sind teilweise geplatzt. Die Sedimentation zeichnet sich als die
schonendere Variante ab und wird deshalb in den nachfolgenden Farbungen

angewendet.

4.3.5 Austestung Doppelfarbung
Weiters wurde versucht, eine Doppelfarbung von zwei der untersuchten Marker
einem Bild zu etablieren. Da die Farbungen von Ankyrin und Spektrin beide in der
Farbe Grin leuchten, wirde es bei einer Doppelfarbung dieser beiden zu einer
Uberlagerung der Farbungen mit nur bedingter Aussagekraft kommen. Aus diesem
Grund wurde eine Doppelfarbung von Ankyrin und Bande 3 getestet. Fur die
Versuche wurden native Erythrozyten auf unbeschichtete Objekttrager sedimentiert
und anschlieRend nach dem Protokoll gefarbt. Die Erst- und Zweitantikbrper der
beiden Farbungen wurden vermischt und somit in jeweils einem Farbeschritt

aufgetragen. Die Konzentration der Antikorper blieb gleich wie in den Vorversuchen.

Abbildung 19 Doppelfarbung Ankyrin & Bande 3; A: Bande 3 Farbung, B: Ankyrin und Bande 3
Doppelférbung, C: Ankyrin Férbung; 60x VergréRerung, Skalenleiste 20 um.
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Far die mikroskopischen Bilder wurden zuerst blaue, dann griine und anschlie3end

beide Kanale zugleich aufgefangen.

In der Abbildung 19 ist links im Bild A die Bande 3 Farbung in blau zu sehen. Rechts
im Bild C ist die Ankyrinfarbung in grin zu sehen. In der Mitte im Bild B ist die

Doppelfarbung in einem tirkisenen Farbton zu erkennen.

Mit der Doppelfarbung konnte also ein Objekttrager in einem Farbungsablauf

sowohl flr Ankyrin als auch fur Bande 3 gefarbt werden.

4.3.6 Negativkontrollen

Fur die Negativkontrollen wurden mit jeder Farbung einmal die Erstantikorper und

einmal die Zweitantikorper weggelassen.

Als Negativkontrolle wurden native Erythrozyten auf unbeschichteten Objekttrager
sedimentiert und anschlieliend die Farbeschritte durchgefihrt. Fir jede Farbung
wurde ein Objekttrager ohne Erstantikbrper und ein Objekttrager ohne

Zweitantikorper gefarbt.

Das Ergebnis waren schwarze Bilder. Die Farbung ohne Zweitantikorper konnte
nicht leuchten, weil der leuchtende Antikorper gefehlt hatte. Jene Farbungen ohne
Erstantikdrper waren schwarz, weil der leuchtende Zweitantikbrper nirgends

andocken konnte und somit weggewaschen wurde.

4.3.7 Beschichtung der Objekttrager

Bei den ersten Farbeversuchen der Zellkultur konnte beobachtet werden, dass nach
durchgefiuhrter Farbung nur noch wenige bis gar keine Zellen auf den
unbeschichteten Objekttragern zu finden waren. Da es sich bei den zu
untersuchenden Zellen um Suspensionszellen handelt, wurde versucht eine
Beschichtung der Objekttrager zu finden, mit welcher man die Adharenz der Zellen
auf den Objekttragern erhéhen kann, um somit ein Abschwimmen der Zellen bei

den vielen Farbe- und Waschschritten zu verhindern.

Dafur wurden die zwei verschiedenen Arten der Objekttragerbeschichtung PLL und

PHAE angewendet. Um eine ausflhrliche Evaluierung beider Beschichtungen zu
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erreichen, wurden die immunzytochemischen Farbungen in dieser Arbeit mit beiden

Beschichtungen durchgefihrt.

4.4  Ankyrinfarbung
Die Zellen wurden an den Tagen 8, 11, 15 und 18 aus der Zellkultur EPO 80 HPL
und EPO 80 LG entnommen und den Farbeschritten fur die Ankyrinfarbung
unterzogen. Die Farbungen wurden mit PHAE und PLL beschichteten Objekttragern
durchgefiuhrt. Die folgenden Bilder wurden alle mit 60-facher VergréRerung am

Mikroskop Nikon A1 mit der Software NIS Elements angefertigt.
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PHAE

Tag 8

Tag 11

Tag 15

Abbildung 20 Ankyrinfdrbung von PHAE-beschichteten OT an den Tagen 8, 11, 15, links HPL-
Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um; an restlichen Tagen: 10 um
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PHAE

Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

Abbildung 21 Ankyrinférbung von PHAE-beschichteten OT am Tag 18 vor Filtration, nach Filtration
und nRET, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur, Ankyrinfdrbung von nRBCs auf unbeschichteten
OT; Skalenleiste an den Tagen 18: 10 um, bei nRET und nRBCs: 20 um
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Die oberen Abbildungen 20 und 21 zeigen die Bilder der Ankyrinfarbung mit der
PHAE-Beschichtung. Das Vergleichsbild der nRBCs wurde auf unbeschichtetem
Objekttrager angefertigt. Die Farbungen an Tag 18 nach Filtration und nRET wurden
mit der Doppelfarbung (Ankyrin & Bande3) erstellt.

Auf den Bildern ist die Entwicklung sowie die Verteilung des Zytoskelettproteins
Ankyrin der Zellen vom Proerythroblasten bis hin zum entkernten Retikulozyten

dargestellt.

Da sich die beiden Kulturen erst nach Tag 8 voneinander unterscheiden, ist an Tag
8 nur ein Bild abgebildet. Die Zellen an Tag 8 sind, was der Entwicklungsstufe der
Zellen entspricht, deutlich grofier als an den darauffolgenden Tagen. Stellenweise
sind am Bild von Tag 8 blaue Punkte und dicke blaue Striche auf3erhalb von
grungefarbten Zellen zu erkennen. Hierbei handelt es sich um unspezifische

Artefakte der Kernfarbung auf der Beschichtung.

In Gberblicksmaliger Betrachtung der Bilder von oben nach unten ist von Tag 8 bis
Tag 18 eine stetige Zunahme der Grunfarbung und damit der Expression von

Ankyrin festzustellen.

In den Bildern bis einschlieRlich Tag 15 ist die blaue Kernfarbung zu sehen. Am Tag
8 und 11 (in der Kultur LG) ist um jeden blauen Kern noch ein griner Saum zu
erkennen. Bereits an Tag 11 (in der Kultur HPL) sowie an Tag 15 (beide Kulturen)
sind kleine dicht konzentrierte blaue Kerne mit nur mehr sparlichem griunen Rand
oder ganz ohne grune Farbung zu sehen. Diese blauen Kerne ohne grune Anteile
sind vom Rest der Zelle losgeloste Zellkerne. Die Entkernung stellt in der
Entwicklung der Erythrozyten einen wichtigen Schritt dar (34). Da in der HPL Kultur
bereits an Tag 11 lose Kerne zu finden sind ist anzunehmen, dass die Zellen dieser
Kultur in der Entwicklung schon weiter fortgeschritten sind. In beiden Kulturen sind

an Tag 15 die ersten entkernten griingefarbten Zellen zu erkennen.

Auffallend ist, dass im Sprung von Tag 15 auf Tag 18 eine Veranderung der Zellform
stattgefunden hat. Wahrend die Zellen an den Tagen von 8 bis 15 eine runde Form
haben, zeigen sie sich am Tag 18 in einer langlicheren ovalen Form. Diese langliche

Form durfte durch ein Verschwimmen der Zellen bei der Fixierung entstanden sein.
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Ab Tag 18 sind bereits vor Filtration keine Kerne mehr zu erkennen. Durch die
Filtration der Zellen sollten spatestens nach diesem Schritt extrudierte Zellkerne
entfernt worden sein. Zudem weisen die Zellen an Tag 18 einen grinfarbigen Strich
auf, welcher langs durch die Zelle verlauft. Aulierdem zeigen die Zellen der HPL
Kultur ab Tag 18 (bereits vor Filtration) einen markanten, hell leuchtenden, griinen
Punkt. Hierbei kdnnte es sich um eine punktférmige Anreicherung von Ankyrin nach

erfolgter Enukleation handeln.

Auf dem Bild der nativen Retikulozyten sind einige Inseln mit diffus verstreuten
Farbkomplexen zu sehen. Bei diesen verstreuten Farbkomplexen handelt es sich
um aufgeplatzte Zellen, die dem Farbeprozess nicht standhalten konnten. Zwischen
diesen Inseln sind aber auch einige scharf gefarbte Zellen, mit einem langs durch
die Zelle laufenden Strich zu sehen. Wie am Referenzbild der nRBCs zu erkennen
ist, entspricht dieses Muster dem typischen Farbemuster flr die Ankyrinfarbung.
Das Bild der nRBCs wurde mit unbeschichteten Objekttragern angefertigt. Die hier
abgebildeten, fertig entwickelten nRBCs erscheinen irrtimlicherweise grofler als
ihre Vorlauferzellen, da bei diesem Bild ein Zoom angewendet wurde. Erythrozyten
stellen als das Endprodukt der Erythropoese die kleinsten Zellen ihrer Entwicklung
dar (35). In den Zellen ist das typische Muster der Ankyrinfarbung in Form von
strichformigen Anordnungen zu sehen. Bei den kleinen grunen Punkten auf3erhalb

der Zellen handelt es sich um Artefakte der Farbung.

Die Zellen an Tag 18 (vor und nach Filter) weisen durch ihre strichformige
Anordnung der Farbung eine Ahnlichkeit mit den Referenzzellen der nRET und
NRBCs auf. Die genaue Strukturierung der Farbung (wie in den Vergleichszellen der
fertig entwickelten nRBCs zu sehen ist) ist in diesem Stadium jedoch noch nicht
erreicht. In der weiteren Entwicklung werden demnach noch feinere

Umstrukturierungen folgen.

Die auffallig hell leuchtenden Punkte an Tag 18 in der HPL Kultur sind weder in den
Vergleichszellen der Kultur LG noch in den Referenzzellen nRET und nRBCs in
diesem Ausmalyl zu erkennen. Neben der Annahme, dass es sich um eine
punktférmige Mehranlagerung von Ankyrin nach erfolgter Entkernung handelt, ware

auch ein Artefakt der Bildgebung eine mégliche Erklarung.
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Tag 11

Tag 15

Tag 8

Abbildung 22 Ankyrinférbung von PLL-beschichteten OT an den Tagen 8, 11 und 15; links HPL-
Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um, an den restlichen Tagen: 10 um
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Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

Abbildung 23 Ankyrinférbung von PLL-beschichteten OT am Tag 18 vor Filtration, nach Filtration,
nRET und nRBCs; links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an den Tagen 18 und nRBCs:
10 um, bei nRET: 20 um.
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Die Abbildungen 22 und 23 zeigen die Ankyrinfarbung der beiden Zellkulturen HPL
und LG auf PLL beschichteten Objekttragern an den Tagen 8, 11, 15 und 18. In der
Abbildung 23 ist zudem ganz unten die Farbung nativer Retikulozyten sowie nativer
Erythrozyten zu sehen. Die Farbung an Tag 18 nach Filtration und nRET wurde mit

der Doppelfarbung (Ankyrin & Bande3) angefertigt.

Im Vergleich zu den nachfolgenden Stadien sind an Tag 8 die groften Zellen zu
sehen. Dies entspricht dem Entwicklungsstadium der Zellen zu diesem Zeitpunkt.
Die blaue Kernfarbung beschrankt sich bei diesem Bild auf Zellen, die ebenfalls grin

gefarbte Strukturen beinhalten.

Die Zunahme der grinen Farbung ist, im Vergleich zu den Zellen auf PHAE
Beschichtung, im Verlauf weniger gut zu erkennen. Wenn man die Zellen an Tag 18
nach Filtration betrachtet, erkennt man, dass es insgesamt zu einer Zunahme der
grunen Farbung und somit zu einer vermehrten Expression von Ankyrin gekommen

ist.

Auch bei dieser Beschichtung sind an den Tagen 8 und 11 die blau gefarbten
Zellkerne grun umhdllt, lediglich in der HPL-Kultur vom Tag 11 sind vereinzelte
blaue Kerne ohne griinen Saum zu erkennen. Bei den blauen Kernen ohne griinen
Saum konnte es sich um bereits ausgestolene Zellkerne handeln. Diese - im
Vergleich zur Kultur LG desselben Tages - frUhe Entkernung koénnte fur eine
schnellere Entwicklung der Zellen in der HPL Kultur sprechen. Ab Tag 15 sind in

beiden Kulturen dicht konzentrierte separierte Zellkerne zu erkennen.

Im Vergleich zur PHAE Beschichtung sind hier bis zum Tag 18 vor Filtration noch
blaue Zellkerne zu sehen. Weiters behalten die Zellen bei der PLL Beschichtung bis
zum Tag 18 eine runde Form. Dies deutet auf eine bessere Haftung der Zellen sowie

der ausgestolRenen Zellkerne auf der PLL Beschichtung hin.

An Tag 15 und 18, jeweils in der LG Kultur, wurde eine Zelle direkt bei der

Entkernung aufgenommen (markiert mit weiRem Stern*).

Im Bild Tag 18 nach Filter weisen die Zellen der Kultur HPL eine gleichmaRige
Farbung auf. In der Kultur LG desselben Tages (nach Filter) sind in vielen Zellen
Locher zu sehen, die wie ausgestanzt wirken. In anderen Zellen sind hier

Verdichtungen der Farbung zu sehen, die sich teilweise als dreieckige Anordnung

43



oder vereinzelt als Striche in den Zellen prasentieren. Diese Locher sind vermutlich
durch die AusstoRung des Zellkerns entstanden. Die dreieckige bis hin zur
strichformigen Anordnung konnte einer Umordnung, die als Reparatur dieses

Loches dient, geschuldet sein.

Das Bild der nRET zeigt Zellen mit streifenformigen Mehranlagerungen der griinen
Farbung. Einige Zellen weisen auch ein ausgestanztes Loch auf, wobei die Locher
weniger eindrucksvoll erscheinen als am Tag 18 nach Filter in der Kultur LG. Neben
diesen Zellen sind auch einige diffus verstreute Farbkomplexe zu erkennen, die
aufgrund ihrer einheitlichen Anordnung von zerstdrten Zellen stammen missen.
Wie schon in der PHAE-Beschichteten Farbung zu sehen war, ist auch hier in
manchen Zellen ein markanter grun leuchtender Punkt zu erkennen. Neben einer
punktférmigen Mehranlagerung des Ankyrins nach erfolgter Entkernung, konnte es

sich hierbei auch um ein Artefakt der Bildgebung handeln.

Im Vergleich dazu ist in der Farbung der nRBCs das charakteristische strichformige

Muster der Ankyrinfarbung zu erkennen.

Beide Kulturen zeigen an Tag 18 nach Filtration ahnliche Zellen wie in der Farbung
der nRET zu sehen sind. Die Zellen der HPL Kultur weisen wie die nRET nur kleine
Locher auf. Demgegenuber haben die Zellen der LG Kultur eindrucksvolle grolRe
Ausstanzungen. Die Tatsache, dass die nRBCs hingegen keine Locher aufweisen,
lasst die Vermutung zu, dass die Zellen der HPL Kultur in ihrer Entwicklung schon
weiter sind als ihr Pendant. Verglichen mit den Farbungen der nRBCs sieht man in
beiden Kulturen, dass hier noch weitere Entwicklungsschritte mit
dementsprechenden Umsortierungen notwendig sein mussen, um das gleiche

typische Muster der nRBCs zu erreichen.

4.5 Spektrinfarbung
In den nachfolgenden Bildern ist die Spektrinfarbung der Zellen aus den Kulturen
Epo 80 HPL und LG zu sehen. Dafir wurden Zellen an den Tagen 8, 11, 15 und 18
aus der Kultur entnommen und den Farbeschritten fir die Spektrinfarbung
unterzogen. Die Farbungen wurden mit PHAE- und PLL-beschichteten
Objekttragern durchgefuhrt. Die folgenden Bilder wurden alle mit 60-facher

VergrofRerung aufgenommen.
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Tag 11

Tag 15

PHAE

Tag 8

HPL o I LG s04m

Abbildung 24 Spektrinfarbung von PHAE-beschichteten OT an den Tagen 8, 11 und 15, links
HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um, an restlichen Tagen: 10 um
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Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

Abbildung 25 Spektrinfarbung von PHAE-beschichteten OT am Tag 18 vor Filtration, nach
Filtration und nRET, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur, Spektrinfdrbung von nRBCs auf
unbeschichteten OT; Skalenleiste an den Tagen 18: 10 um, bei nRET und nRBCs: 20 um

46



In den beiden Abbildungen 24 und 25 ist die Entwicklung und Anordnung des
Zytoskelettproteins Spektrin an den Analysetagen der beiden Zellkulturen mit PHAE
beschichteten Objekttragern abgebildet. Als Vergleichsbilder sind in der Abbildung
25 die Spektrinfarbungen von nRET und nRBC angefluhrt. Die Farbung der nRBCs

wurde auf unbeschichteten Objekttragern durchgefiihrt.

Da sich die Kulturen HPL und LG erst nach dem achten Tag in ihrem Kulturmedium
unterscheiden, ist hier an Tag 8 nur ein Bild zu sehen. An Tag 8 ist keine
Kernfarbung in blau zu sehen, man erkennt aber trotzdem den Zellkern an dem
dunklen Fleck in jeder einzelnen Zelle. Die Zellen am Tag 8 sind wieder deutlich
grolRer als in den darauffolgenden Stadien, was ihrem Entwicklungsstatus

entspricht.

Die Intensitat der Farbung wird von Tag 8 bis Tag 18 starker. Ausnahme ist der Tag
15 in der Kultur LG, da hier nur wenige fur Spektrin positive, grin leuchtende Zellen

zu sehen sind.

An Tag 15 sind in beiden Kulturen viele blaugefarbte Kerne mit nur geringem
Randsaum oder gar ohne grinen Randsaum zu sehen. Bei den separierten dicht
konzentrierten blauen Punkten handelt es sich um bereits ausgestoRene Zellkerne.
In der Kultur HPL, sind in der Mitte des Bildes bereits entkernte Zellen mit
charakteristischem Aussehen und Form spaterer Stadien zu erkennen. Da am
selben Tag in der Kultur LG keine solche Zellen zu finden sind, kdnnte dies fur einen

Entwicklungsvorsprung der Zellen in der HPL Kultur sprechen.

Bis auf eine Ausnahme in der HPL Kultur sind ab Tag 18 vor Filtration keine Kerne

mehr zu sehen.

Die Form der Zellen hat sich im Sprung von Tag 15 auf Tag 18 verandert. Wahrend
die Zellen vor Tag 15 eine runde Anordnung der grinen Farbung um die Zellkerne
aufweisen, sieht man, dass die bereits entkernten Zellen an Tag 15 in der HPL
Kultur eine langliche Form haben. Diese langliche Form der grin gefarbten
Spektrinanordnung ist auch am Tag 18 in beiden Kulturen sowie bei der Farbung
der nRET zu beobachten. Es ist anzunehmen, dass diese langliche Form durch ein
Verschwimmen der Zellen bei der Fixierung entstanden ist. Die entkernten Zellen

scheinen anfalliger flr eine solche Verzerrung zu sein. Das tropfenformige
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Erscheinungsbild der Zellen an Tag 18 nach Filter in der Kultur LG veranschaulicht

dieses Verschwimmen der Zellen.

Ab Tag 18 zeigt sich in beiden Kulturen ein charakteristisches segmentiertes Muster
in den Zellen. Neben langs und quer verlaufenden strichformigen Anordnungen
zeigen die Zellen der HPL Kultur zusatzlich eine markante Akkumulation, sichtbar

als grun leuchtenden Punkt.

Die hier gezeigten Bilder von nativen Retikulozyten zeigen diffus angeordnete griine
Farbpunkte, die etwa die Form von Zellen erahnen lassen. Hierbei wird es sich um
aufgeplatzte Zellen handeln, deren Zytoskelett im Zuge des Farbeprozesses
zerstort wurde. Diese Farbung scheint nicht optimal funktioniert zu haben. Dennoch

sind einzelne intakte Zellen mit typischem Muster der Spektrinfarbung zu erkennen.

Als Referenz der Spektrinfarbung von RBCs ist hier die Farbung von nRBCs auf
unbeschichteten OT abgebildet. Da bei diesem Bild ein Zoom verwendet wurde,
erscheinen die fertig entwickelten RBCs falschlicherweise grofer als ihre
Vorlauferstadien. In den abgebildeten Zellen zeigt sich das charakteristische Muster
der Spektrinfarbung in Form von langs und quer durch die Zelle laufenden
strichférmigen Anordnungen. Die einzelnen kleinen grinen Punkte, die diffus Gber

das ganze Bild verstreut sind, sind als Artefakte der Farbung zu deuten.

Die Zellen an Tag 18 zeigen in beiden Kulturen, verglichen mit den Referenzbildern
der nRET und nRBCs Farbung, ein ahnliches Muster. Die noch etwas diffuse
Anordnung der grunen Farbung an Tag 18 wird sich in weiteren
Entwicklungsschritten noch zu dem genauen Muster verdeutlichen. Die markante
punktformige Ansammlung der Farbung ist nur in der HPL Kultur zu sehen. Hierbei
konnte es sich um eine punktfdrmige Ansammlung des Spektrins nach erfolgter
Enukleation handeln. Da jedoch weder in der gleichtagigen Vergleichskultur LG
noch in den PLL Beschichteten Farbungen (siehe unten) eine solche Akkumulation

zu sehen ist, wird es sich um ein Artefakt der Bildgebung handeln.
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Tag 11

Tag 15

o
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Tag 8

G
LG
Abbildung 26 Spektrinfarbung von PLL-beschichteten OT an den Tagen 8, 11 und 15, links HPL-
Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um, an restlichen Tagen: 10 um

HPL 10 ym
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Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

o
—
—

Abbildung 27 Spektrinfdrbung von PLL-beschichteten OT an Tag 18 vor Filtration, nach Filtration,
nRET und nRBCs, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste: 10 um

50



In den Abbildungen 26 und 27 ist die Spektrinfarbung der beiden Kulturen HPL und
LG auf PLL beschichteten Objekttragern an den Tagen 8, 11, 15 und 18 zu sehen.
In der Abbildung 27 ist zudem die Spektrinfarbung von nativen Retikulozyten und

nativen Erythrozyten abgebildet.

Da es sich auch hier bis Tag 8 um dieselben Kulturbedingungen handelt, ist wieder
nur ein Bild angefuhrt. Im Vergleich zu den anderen Tagen sind die Zellen von Tag
8 am grolten, was ihrem Differenzierungsstadium entspricht. Die blaue
Kernfarbung sticht besonders hervor. Die Artefakte im Bildhintergrund sind durch

eine unspezifische Anfarbung der Beschichtung entstanden.

Von Tag 8 bis Tag 18 vor Filter ist in beiden Kulturen eine Zunahme der Intensitat
des gringefarbten Spektrins zu sehen. Eine Ausnahme stellt Tag 15 in der Kultur
LG dar, weil hier nur eine schwache Grunfarbung an vereinzelten Stellen zu
verzeichnen ist. An Tag 18 nach Filter ist das Spektrin- Signal schwacher zu
erkennen als am Tag vor Filtration, was an der Qualitat der Aufnahme und nicht an

der Physiologie der Zelle liegen dirfte.

An Tag 15 in der HPL Kultur sind bereits vereinzelt Zellen mit charakteristischem
Aussehen von RBCs zu erkennen (kein Zellkern und typisches segmentiertes
Farbemuster). Im Vergleich dazu sind diese typischen Muster in der Kultur LG
desselben Tages noch nicht zu erkennen. Dies konnte flr eine schnellere

Entwicklung der Zellen in der HPL Kultur sprechen.

Die blaue Kernfarbung ist in diesen mit PLL beschichteten Aufnahmen wieder bis

Tag 18 vor Filtration eindeutig zu erkennen.

Im Vergleich zur PHAE Beschichtung bleiben die Zellen hier von Tag 8 bis 18 mehr
in ihrer urspringlichen rundlichen Form. Ebenso sind an Tag 18 vor Filtration bei
der PLL Beschichtung viele separierte Zellkerne zu sehen. Dies kdnnte auf eine
bessere Haftung der Zellen sowie der ausgestol3enen Zellkerne auf der PLL

Beschichtung hindeuten.

An Tag 18 vor Filtration sind in beiden Kulturen charakteristische Muster in den
Zellen zu sehen. In der LG Kultur erscheint zudem eine Zelle mit ausgestanztem

Muster, welches vermutlich durch die AusstoRung des Zellkerns entstanden ist.
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Auch am Tag 18 nach Filter sind in der HPL Kultur 2 Zellen mit einem Loch zu

sehen, welches womaoglich durch die Entkernung entstanden ist.

Im Bild nRET erscheinen die Zellen deshalb grol3er, weil das Bild mit 2,392-fachem
Zoom aufgenommen wurde. Tendenziell sind nRET aufgrund ihres geringeren
Reifegrades aber auch noch etwas gréflier als nRBCs. Zu sehen sind hier runde

Zellen mit typischen strichformigen Anordnungen der griinen Spektrinfarbung.

Die als Referenz fur reife RBCs hier gezeigten nRBCs weisen das typische
Spektrin-Muster in Form von schmalen und deutlich verlaufenden strichférmigen

Formationen auf.

Im Vergleich der Bilder von Tag 18 vor und nach Filtration mit den Referenzbildern
NRET und nRBCs sind in den Zellen schon die Ansatze der charakteristischen
Spektrinfarbung von Erythrozyten zu erkennen. Die Zellen an Tag 18 weisen
teilweise noch Strukturen der Farbung auf, die bei den nRET und bei den fertig
entwickelten nRBCs nicht mehr zu erkennen sind, wie eben die Locher, die
vermutlich durch die Entkernung entstanden sind. Dies deutet darauf hin, dass diese

Umstrukturierungen erst in weiterer Folge stattfinden.

4.6 Bande 3-Farbung

Fir die Bande 3 Farbungen wurden die Zellen ebenfalls an den Tagen 8, 11,15 und
18 aus der Zellkultur EPO 80 entnommen und anschlieend den Farbeschritten der
Bande 3 Farbung unterzogen. Da Bande 3 mit einem blauen Sekundarantikorper
detektiert wurde, wurden hier die Zellkerne mit der roten Kernfarbung PI (Propidium
lodide) sichtbar gemacht. Die nachfolgenden Bilder wurden alle mit 60-facher
VergroRerung aufgenommen. Ab Tag 15 ist die Farbung nur noch sehr schwach zu
erkennen, deshalb wurde bei allen Bildern mit einem Bildbearbeitungsprogramm die
Helligkeit und der Kontrast nach oben korrigiert. Alle nun folgenden Bilder wurden

exakt gleich bearbeitet.
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Tag 11

Tag 15

PHAE

Abbildung 28 Bande 3-Farbung von PHAE-beschichteten OT an den Tagen 8, 11, 15, links HPL-
Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um, an restlichen Tagen: 10 um

Tag 8
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PHAE

Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

Abbildung 29 Bande 3-Férbung von PHAE-beschichteten OT am Tag 18 vor und nach Filtration,
links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur, Refernzbild von nRET auf PHAE-beschichteten OT und nRBCs
auf unbeschichteten OT,; Skalenleiste nRET und nRBCS: 20 um, an Tag 18 vor und nach Filter: 10
um
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In den oberen Abbildungen 28 und 29 ist die Bande 3 Farbung der Zellen auf PHAE
beschichteten Objekttragern an den jeweils angegeben Tagen der beiden Kulturen
sowie von nRET zu sehen. Das Vergleichsbild der nRBCs wurde auf

unbeschichtetem Objekttrager angefertigt.

Da die beiden Kulturen HPL und LG am Tag 8 noch ident sind, ist auch bei dieser
Farbung an Tag 8 nur ein Bild angefuhrt. Entsprechend ihrem Entwicklungsstadium
sind hier die grof3ten Zellen zu sehen. Die blaue Bande 3 Farbung zeigt sich um die
rot gefarbten Zellkerne. Bei den blauen Faden und Punkten, die auRerhalb der

Zellen zu sehen sind, handelt es sich um Artefakte der Farbung.

An Tag 11 sind in beiden Kulturen neben Zellen mit breiten, blau gefarbten Anteilen,
auch dicht konzentrierte kleine rote Punkte mit enganliegendem, schmalen blauen
Randsaum oder ganz ohne blaue Anteile zu sehen. Bei diesen dicht konzentrierten
Zellkernen wird es sich um Pyrenozyten handeln. Pyrenoyzten sind ausgestof3ene
Zellkerne mit schmalem Rand aus Membran und Zytoplasma (5). Dieser schmale
Rand legt sich dicht an den konzentrierten Zellkern und ist hier an Tag 11 in beiden

Kulturen vereinzelt vorzufinden.

Weiters sind in der Kultur LG drei hantelférmige Zellkerne zu sehen. Da zu diesem
Zeitpunkt noch teilungsfahige Zellen in der Kultur sind, besteht die Méglichkeit, dass
auf diesem Bild ein solches Ereignis der Zellteilung aufgenommen wurde. Einer
dieser hantelférmigen Zellkerne ist von einem breiten blauen Rand umhdllt, was fur
ein frlheres noch teilungsfahiges Stadium spricht. Bei den anderen beiden
hantelférmigen Zellkernen ist kaum oder nur wenig blauer Rand zu sehen. Folglich
wird es sich um jeweils zwei zufallig Ubereinandergelegte, ausgestoliene Zellkerne

handeln.

Am Tag 15 sind in der HPL Kultur auffallig viele entkernte Zellen zu sehen. Diese
entkernten Zellen zeigen eine langliche Form und weisen eine strichformige
Anordnung der blauen Farbung auf. In der LG Kultur ist nur eine entkernte Zelle zu
sehen. Bis auf deutlich kompaktere Zellkerne weisen die Zellen hier ein ahnliches
Bild wie die Zellen an Tag 11 auf. In beiden Kulturen sind ausgestol3ene Zellkerne
zu sehen. Da in der HPL Kultur der Groldteil der Zellen bereits entkernt ist, ist ein

Entwicklungsvorsprung der Zellen in dieser Kultur anzunehmen.
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An Tag 18 vor Filtration ist in beiden Kulturen die Bande 3 Farbung trotz
Nachbearbeitung nur schwach zu erkennen. In der HPL Kultur sticht die
Kernfarbung deutlich hervor. Hier sind viele Pyrenozyten, sprich dicht konzentrierte
Zellkerne mit einem schmalen blauen Randsaum zu sehen. Entkernte Zellen sind
hier nur vereinzelt zu erahnen. In der Kultur LG ist sowohl die Bande 3- als auch die
Kernfarbung nur schwach ausgepragt. Trotz der schwachen Farbung sind viele

entkernte Zellen mit einer langlichen Form zu finden.

Nach Filtration sind in beiden Kulturen keine Zellkerne mehr auszumachen. In der
HPL Kultur sind viele punktférmige Anordnungen der blauen Farbung zu sehen. Der
Groldteil dieser hell leuchtenden Punkte hat einen Hof aus weiteren blauen
Strukturen um sich. Teilweise sind auch nur alleinstehende blaue Punkte sichtbar.
Diese punktférmigen Anordnungen sind in diesem Ausmal in keinem weiteren
Vergleichsbild zu sehen. Hierbei muss es sich um ein Artefakt der Bildgebung
handeln, durch welches die genaue Anordnung der Bande 3 Farbung nicht mehr

nachzuvollziehen ist.

In der Kultur LG sind langliche Zellen mit strichférmigem Muster der Bande 3

Farbung zu erkennen.

Im Vergleichsbild der nRET sind stellenweise diffuse Blaufarbungen mit unklaren
Grenzen auszumachen. Wahrscheinlich sind durch den Farbeprozess einige Zellen
zerplatzt, wodurch das Bande 3 Protein Uber den gesamten Objekttrager
verschleppt wurde. Neben den kaputten Zellen sind einige scharf gefarbte, intakte
Zellen festzustellen. Auch diese Zellen zeigen eine langliche Form. Die langliche
Form der Zellen, wie sie speziell auf den PHAE beschichteten Objekttragern zu
sehen ist, durfte auf ein Verschwimmen der Zellen beim Fixierungsprozess
zuruckzufuhren sein. Die entkernten Zellen scheinen empfanglicher fur diese

Verfalschung der Zellform.

Das Bild der nRBCs dient als Referenz der Bande 3 Farbung flir RBCs. Diese
Farbung wurde auf unbeschichtetem Objekttrager angefertigt. Durch Heranzoomen
erscheinen die hier abgebildeten Erythrozyten falschlicherweise gréfler als ihre
Vorlauferzellen. Die abgebildeten Zellen zeigen hier die typische strichformige

Anordnung der Bande 3 Farbung.
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Aufgrund der schwachen Farbung an Tag 18 vor Filter, sowie der artifiziellen
punktférmigen Mehranlagerung der blauen Farbung an Tag 18 nach Filter sind
Vergleiche der Zellen der HPL Kultur mit den Zellen der nRET und nRBCs Farbung
nur schwer moglich. Bemerkenswerterweise zeigen die bereits entkernten Zellen an
Tag 15 schon eine groRe Ahnlichkeit mit den Vergleichszellen der nRET und
NRBCs. Dies lasst daraufhin deuten, dass es bei den nachfolgenden Farbungen der

HPL Kultur an Tag 18 (vor und nach Filter) Probleme gegeben hat.

Im Gegensatz dazu zeigen die Zellen der Kultur LG an Tag 18, durch ihre typische
strichférmige Anordnung ein hohes MaR an Ubereinstimmung mit den

Vergleichszellen der nRET und nRBCs Farbung.
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Tag 11

Tag 15

Tag 8

Abbildung 30 Bande 3-Farbung von PLL-beschichteten OT an den Tagen 8, 11, 15, links HPL-Kultur,
rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um; an restlichen Tagen: 10 um
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Tag 18, nach Filter

Abbildung 31 Bande 3-Farbung von PLL-beschichteten OT am Tag 18 nach Filtration, nRET und
nRBCs, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste nRET: 20 um; an den restlichen Tagen:

10 um

In der Abbildung 30 und 31 sind die Bande 3 Farbungen der Zellen auf PLL-
beschichteten Objekttragern an den jeweils angegebenen Tagen der beiden
Zellkulturen zu sehen. Die unteren beiden Bilder der Abbildung 31 wurden von

nativen Retikulozyten sowie von nativen Erythrozyten angefertigt.

Bereits im groben Uberblick tber die beiden Abbildung 30 und 31 fallt auf, dass die

rote Zellkernfarbung an den Tagen 8 bis 15 in beiden Kulturen sehr dominant zum
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Vorschein kommt. Im Vergleich zu den PHAE-beschichteten Farbungen (siehe

oben) ist hier bei der PLL Beschichtung die Zellkernfarbung viel intensiver.

An Tag 8 ist, da die beiden Zellkulturen noch die idente Zusammensetzung haben,
wieder nur ein Foto abgebildet. Ihrer Entwicklungsstufe entsprechend sind die

Zellen hier noch deutlich groRer als an den darauffolgenden Tagen.

Durch die starke Kernfarbung und die Nachbearbeitung sind die blauen Anteile, die
sich um jeden einzelnen Zellkern befinden, bei einigen Zellen nur schwer zu
erkennen. Bei den kleinen, hell leuchtenden Punkten auRerhalb der Zellen handelt

es sich um unspezifische Anlagerung der Farbung auf der Beschichtung.

An Tag 11 istin beiden Kulturen eine Zunahme der blauen Farbung zu beobachten.
Die Zellkerne der Kultur HPL erscheinen dichter konzentriert. Auch hier ist durch
eine Uberlagerung der starken Kernfarbung bei manchen Zellen der blaue
Randsaum nur schwer zu erkennen. In der Kultur LG hingegen ist um jeden Zellkern
die blaue Farbung klar ersichtlich. Die dichte Konzentrierung der Zellkerne in der
HPL Kultur kdnnte als Entwicklungsvorsprung dieser Zellen gewertet werden. Da
aber bereits an Tag 8 einzelne Zellkerne ein ahnliches dicht konzentriertes Bild
zeigen, ist dieser Umstand eher auf eine Uberlagerung der intensiven Kernfarbung
zurtckzufihren. Folglich ist anzunehmen, dass die Farbung der LG Kultur an

diesem Tag besser funktioniert hat.

An Tag 15 sind in beiden Kulturen nahezu alle Zellkerne zu kleineren, runden und
kompakten Gebilden konzentriert. Um diese dicht konzentrierten Zellkerne ist,
besonders in der Kultur LG, ein schmaler, dicht anliegender blauer Rand zu sehen.
Hierbei wird es sich um ausgesto3ene Pyrenozyten handeln. Im Vergleich zu Tag
11 ist in beiden Kulturen eine deutliche Zunahme der blauen Farbung zu

verzeichnen.

In der Kultur HPL sind zwei bereits entkernte Zellen zu sehen. In der Kultur LG
wurde eine Zelle direkt bei der Entkernung aufgenommen (markiert mit weildem
Stern*). Hier wandert der Zellkern mit samt schmalem blauen Randsaum an das
seitliche Ende der Zelle. Von dort aus wird er in weiterer Folge ausgestolien werden.
In der Mitte des Bildes ist eine Zelle nach erfolgter Enukleation zu sehen. Sie weist

ein lochartiges Konstrukt der blauen Farbung auf.
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Bei der Farbung an Tag 18 vor Filtration ist ein Fehler unterlaufen. Da auf den
Bildern beider Kulturen nur die rote Kernfarbung zu sehen war, werden diese Bilder

hier nicht dargestellt.

An Tag 18 nach Filtration sind erwartungsgemaf keine Zellkerne mehr zu sehen. In
der LG Kultur ist die blaue Farbung viel deutlicher zu erkennen. Viele dieser Zellen
zeigen ein grolRes Loch, das wie ausgestanzt wirkt. Diese Locher konnten durch die
Ausstolung des Zellkerns entstanden sein. Weitere Zellen zeigen eine dreieckige
Anordnung der blauen Farbung, die auf eine Umordnung der Membranbestandteile
als Reparatur der ausgestanzten Locher hindeuten konnten. In manchen Zellen ist
auch eine strichférmige Anordnung der blauen Farbung zu sehen. In der HPL Kultur
sind wenige runde Zellen mit gleichmafig Uber die Zelle verteilten blauen Anteilen
auszumachen. Zwei dieser Zellen weisen seitlich eine kleine, runde Verdichtung der
Farbung auf, die vermutlich ebenso durch den Entkernungsprozess entstanden ist.
Da es sich hierbei um kleinere Locher als in der Vergleichskultur LG handelt, ist ein

weiter fortgeschrittener Umbauprozess anzunehmen.

Das Bild der nRET ist als Referenz fir die Bande 3 Farbung von Retikulozyten
abgebildet. Hier sind Zellen mit strichformiger Anordnung der blauen Farbung zu
sehen. Diese Zellen weisen eine groRe Ahnlichkeit mit den Zellen von Tag 18 der
Kultur LG auf. Einige Zellen weisen hier ebenso eine lochartige Anordnung der
Farbung auf. Allerdings ist diese Anordnung viel diskreter als an Tag 18, was darauf

hindeutet, dass der Umbaumechanismus hier bereits fortgeschritten ist.

Das hier gezeigte Bild der nRBCs dient als Referenz fir die Bande 3 Farbung von
RBCs. Hier ist das typische strichformige Muster der Farbung zu erkennen. Dieses
Muster zeigt sich als langs und quer verlaufende Anordnungen, die sich in den
meisten Zellen auch kreuzen. Auch bei dieser Farbung ist eine Zelle mit einem
kleinen Loch zu sehen (Mit * markiert). Hierbei kdnnte es sich um einen jungen
Erythrozyten handeln, bei dem dieser Umbauprozess nach erfolgter Entkernung

noch nicht abgeschlossen ist.

Die Bilder beider Kulturen an Tag 18 zeigen Zellen, die groRe Ahnlichkeit mit den
Zellen der nRET Farbung aufweisen. Obwohl die Locher in den Zellen der HPL
Kultur viel diskreter wirken, zeigen einige Zellen der Kultur LG das typische

strichformige Muster der nRBCs Farbung. Es ist anzumerken, dass in der Farbung
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der HPL Kultur deutlich weniger Zellen abgebildet sind. Diese Umstande
erschweren es eine Aussage uber einen moglichen Entwicklungsvorsprung einer

der beiden Kulturen zu treffen.

4.7 Aktinfarbung

Far die Aktinfarbung wurden die Zellen ebenfalls an den Tagen 8, 11, 15 und 18
aus den Zellkulturen EPO 80 HPL und EPO 80 LG entnommen und den
Farbeschritten der Aktinfarbung unterzogen. Die Farbungen wurden mit PHAE- und
PLL- beschichteten Objekttragern durchgefuhrt. Die folgenden Bilder wurden alle
mit 60-facher VergroRerung aufgenommen. Da es an den spateren Tagen zu einem
Ausbleichen der Farbung gekommen ist sind die Strukturen der Aktinfarbung nur
schwer zu erkennen. Deshalb wurde mit einem Bildbearbeitungsprogramm der

Kontrast und die Helligkeit nach oben korrigiert.
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Tag 11

Tag 15

PHAE

Tag 8

Abbildung 32 Aktinfarbung von PHAE-beschichteten OT an den Tagen 8, 11, 15, links HPL-Kultur,
rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um; an den restlichen Tagen: 10 um
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Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

PHAE

Abbildung 33 Aktinfédrbung von PHAE-beschichteten OT m Tag 18 vor Filtration, nach Filtration
und nRET, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste an den Tagen 18: 10 um, bei nRET
und nRBCs: 20 um
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Die oberen Abbildungen 32 und 33 zeigen die Aktinfarbung an den angegebenen
Kulturtagen mit PHAE beschichteten Objekttragern. In der unteren Abbildung 33 ist
zum Vergleich die Farbung von nRET und nRBCs dargestellt. Die Farbung der
NRBCs wurde auf unbeschichteten Objekttragern durchgeflhrt.

Die Bilder an Tag 8 und Tag 11 leuchten aufgrund der Nachbearbeitung sehr
intensiv. Auch ohne Nachkorrektur waren die rotgefarbten Strukturen in den Bildern
dieser Kulturtage gut erkennbar. Um einen validen Verlauf der Entwicklung und
Umstrukturierung des Zytoskelettproteins Aktin in den Zellen zu erlangen, wurden

jedoch alle Bilder exakt gleich bearbeitet.

Da die beiden Kulturen an Tag 8 noch ident sind, ist auch bei dieser Farbung an
Tag 8 nur ein Bild dargestellt. Dem Entwicklungsstadium der Zellen entsprechend
sind hier die grofdten Zellen zu sehen. Um grol3e blaugefarbte Zellkerne sind die
Aktin positiven Zellbestandteile in rot zu sehen. Durch den Farbevorgang sind in
diesem Bild einige Zellen zerstort worden, was an den versprungenen und teilweise
klumpig erscheinenden, roten Anteilen zu erkennen ist. Im Vergleich dazu ist die
Zelle im Bild rechts oben, mit dem gleichmaRigen roten Muster um den Zellkern,
jedoch intakt und zeigt das fadenformige Verteilungsmuster des Aktins in diesem

frihen Entwicklungsstadium.

An Tag 11 ist um die blauen Zellkerne ein gleichmafiger roter Saum zu erkennen.
Die Zellkerne erscheinen kleiner und kompakter als an Tag 8. In beiden Kulturen
sind bereits entkernte Zellen auszumachen. Diese weisen ein strichférmiges Muster
der roten Farbung auf, wobei in jeder entkernten Zelle eine punktférmige
Ansammlung der roten Farbung zu sehen ist. Bei diesen punktférmigen
Ansammlungen des F-Aktins in den entkernten Zellen konnte es sich um ein
Uberbleibsel des Contractile Actomyosin Ring (CAR) handeln. Der CAR bildet sich
in der im Entkernungsprozess befindlichen Zelle. Uber diesen Ring wird durch
Kontraktion der Aktin- und Myosinfasern der Kern vom Rest der Zelle separiert
(5,36).

An Tag 15 sind in beiden Kulturen ungefahr gleich viele entkernte Zellen zu sehen.
Im Vergleich zu Tag 11 hat die Intensitat und die Breite der roten Aktinfarbung um
die Zellkerne abgenommen. In beiden Kulturen sind viele blau gefarbte Zellkerne

ohne rote Anteile zu erkennen. Hierbei handelt es sich um von den Zellen losgeldste

65



Zellkerne. Die entkernten Zellen zeigen eine strichformige Anordnung sowie eine
punktférmige Ansammlung der Aktinfarbung. Die Farbung der LG Kultur erscheint
durch die Nachbearbeitung insgesamt heller, dadurch sind auch die punktférmigen

Anordnungen besser zu erkennen.

An Tag 18 vor Filtration hat die Aktinfarbung der HPL Kultur nicht funktioniert. Hier
sind nur drei blau gefarbte Zellkerne zu sehen. In der Farbung der LG Kultur
hingegen sind viele entkernte Zellen mit charakteristischem streifenformigem
Muster zu erkennen. In einigen Zellen ist auch eine punktférmige Ansammlung der
Aktinfarbung ersichtlich. Im Vergleich zu den Farbungen der vorherigen Tage wird
diese punktformige Ansammlung kleiner, was auf eine Ruckbildung des CAR

hindeuten konnte.

Nach Filtration sind in beiden Farbungen, neben vielen entkernten Zellen, auch zwei
Zellen mit Zellkern zu sehen. Die entkernten Zellen zeigen wieder das typische
strichformige Muster der Aktinfarbung. In beiden Kulturen sind auch hier
punktférmige Ansammlungen der Farbung in den Zellen zu sehen, wobei diese in
der HPL Kultur deutlicher zu sehen sind. Obwohl diese deutlich sichtbaren
punktférmigen Anordnungen auf einen schnelleren Abbau der punktférmigen
Strukturen in den LG Kulturen hindeuten koénnten, sind sie eher darauf
zurtckzufihren, dass die Farbung der HPL Kultur besser funktioniert hat und durch
die zusatzliche Nachbearbeitung sich die Strukturen noch deutlich besser

hervorheben konnten.

Wie schon in den vorherigen Farbungen der anderen Marker auf PHAE
beschichteten Objekttragern zu sehen war, ist auch bei dieser Farbung eine
langliche Form der Zellen nach Entkernung zu verzeichnen. Diese verzerrte
Zellform ist hierbei ebenfalls auf ein Verschwimmen der Zellen bei der Fixierung

zuriickzufiuhren.

In der Farbung der nRET ist eine noch exaktere strichformige Anordnung der
Aktinfarbung als an den Farbungen an Tag 18 zu erkennen. Auch hier ist in einigen

Zellen eine punktférmige Ansammlung der roten Farbung zu sehen.

Die Farbung der nRBCs dient als Referenz der Aktinfarbung von RBCs. In dieser
Farbung ist das charakteristische strichférmige Farbmuster der Aktinfarbung zu
sehen.
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Vergleicht man die beiden Kulturen miteinander, so ist mit Ausnahme der Farbung
der HPL Kultur vor Filtration, bei beiden Kulturen eine ahnliche Entwicklung und
Umstrukturierung der Aktinfarbung zu verzeichnen. Die punktformigen
Anordnungen in den Zellen sind, je nachdem welche Farbung besser funktioniert
hat, entweder besser in der LG Kultur oder besser in der HPL Kultur zu sehen. Die
strichférmige Anordnung in den Zellen an Tag 18 beider Kulturen ist noch nicht so
exakt aufgebaut wie es in der Farbung der nRET zu sehen ist. Dies deutet darauf
hin, dass die genaue Umstrukturierung noch in spaterer Folge stattfinden und somit

das typische Muster, wie in der Farbung der nRBCs zu sehen ist, entstehen wird.
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Tag 11

Tag 15

Tag 8

HPL ~

Abbildung 34 Aktinférbung von PLL- beschichteten OT an den Tagen 8, 11, 15; links HPL-Kultur,
rechts LG-Kultur; Skalenleiste an Tag 8: 20 um; an restlichen Tagen: 10 um
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Tag 18, vor Filter

Tag 18, nach Filter

Abbildung 35 Aktinfarbung von PLL-beschichteten OT am Tag 18 vor Filtration, nach Filtration und
nRET, links HPL-Kultur, rechts LG-Kultur; Skalenleiste: 10 um
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In der Abbildung 34 und 35 ist die Aktinfarbung der beiden Zellkulturen HPL und LG
sowie die Farbung von nRET auf PLL beschichteten Objekttragern abgebildet. Die
Farbung der nRBCs wurde auf unbeschichteten OT durchgeflhrt.

Aufgrund der identen Zusammensetzung der beiden Kulturen wird hier an Tag 8
wieder nur ein Bild gezeigt. Im Gegensatz zur PHAE Beschichtung sind an Tag 8
die Aktin positiven Strukturen deutlich um die blauen Zellkerne angeordnet.
Entsprechend ihrer frihen Entwicklungsstufe sind an Tag 8 die grofdten Zellen zu

sehen.

An Tag 11 sind in der Kultur LG einige zerplatzte Zellen zu sehen, die den
Farbeprozess nicht standhalten konnten. Neben diesen Zellen sind wenige intakte
Zellen mit schmalem rotem Rand zu erkennen. Zudem ist eine Ansammlung der
roten Farbung ohne blaue Anteile sichtbar. Hierbei kdnnte es sich um eine bereits
entkernte Zelle handeln. In Anbetracht des Zustands der Nachbarzellen ist ein

Artefakt der Farbung durch eine zerstorte Zelle jedoch eher anzunehmen.

In der HPL Kultur ist die Aktinfarbung um die blauen Zellkerne deutlich zu erkennen.
Verglichen mit Tag 8 ist eine Abnahme der Breite sowie der Intensitat der roten
Farbung zu verzeichnen. In diesem Bild fallt auf, dass sich die Aktin positiven
Strukturen seitlich am blaugefarbten Zellkern vermehrt zeigen. Hierbei kénnte es

sich um die beginnende Ansammlung des Aktins zur Bildung des CAR handeln (36).

An Tag 15 sind in beiden Kulturen viele entkernte Zellen zu sehen. Die entkernten
Zellen weisen neben einer strichférmigen Anordnung auch eine punktférmige
Mehransammlung der Aktinfarbung auf. Bei der punktformigen Ansammlung kann
es sich, wie bei der PHAE Beschichtung bereits beschrieben wurde, um ein
Uberbleibsel des CAR handeln. Insgesamt hat die Farbung der Kultur LG an Tag
15 besser funktioniert. Zudem kommt durch die zusatzliche Nachbearbeitung die
Farbung in den entkernten Zellen noch heller zum Vorschein, wodurch die genaue
Anordnung des Aktins verschleiert wird. Bei den blauen Kernen ohne rotgefarbte
Strukturen, welche in beiden Kulturen zu erkennen sind, handelt es sich um

ausgestolRene Zellkerne.

Erwahnenswert ist, dass die Aktinfarbung an Tag 18 vor Filtration in beiden Kulturen
nicht funktioniert. Trotz Nachbearbeitung ist die genaue Anordnung des
Aktinmusters nicht zu erkennen. Im Gegensatz dazu konnte allerdings an Tag 18
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nach Filtration durch die Nachbearbeitung die Aktinfarbung sichtbar gemacht

werden.

Die entkernten Zellen beider Kulturen prasentieren sich mit einer strichformigen
Anordnung der Aktinfarbung. Auch hier sind in einigen Zellen die punktférmigen
Mehranlagerungen zu sehen. Im Vergleich der beiden Kulturen zueinander hat die
Farbung der LG Kultur besser funktioniert und kommt mit Hilfe der Nachbearbeitung

somit noch besser zum Vorschein.

In einer Gesamtschau behalten die entkernten Zellen bei der PLL-Beschichtung im

Vergleich zur PHAE-Beschichtung ihre runde Zellform.

Im Bild der nRET ist eine exakte strichférmige Anordnung der Farbung zu sehen.
Auch hier sind in den Zellen punktformige Anordnungen der Farbung zu erkennen.
Stellenweise kleben die Zellen dicht aneinander, wodurch es zu einer Uberlagerung
der roten Farbung kommt. Da bei diesem Bild ein Zoom angewendet wurde,

erscheinen die Zellen etwas groRer.

Die Farbung der nRBCs dient wiederum als Vergleich fur die Aktinfarbung von
RBCs. Die hier dargestellten Zellen zeigen mit einem exakt verlaufenden

strichformigen Muster das typische Bild der Aktinfarbung von RBCs.

Zusammenfassend gilt festzuhalten, dass aufgrund des abwechselnden
Ausbleichungsgrad der Farbung an den einzelnen Tagen Vergleiche der beiden
Kulturen nur schwer zu treffen sind. An Tag 15 sind in beiden Kulturen ungefahr
gleich viele entkernte Zellen zu sehen, was fur eine gleichmalig ablaufende
Entwicklung der beiden Kulturen spricht. Das Endergebnis an Tag 18 nach Filtration
ist, auch wenn es in der LG Kultur aufgrund schwacheren Ausbleichens besser zu
sehen ist, in beiden Kulturen gleich. Hier zeigen sich die entkernten Zellen mit einer
strichférmigen Anordnung und teils auch punktformiger Ansammlung. Verglichen
mit den Referenzfarbungen der nRET und nRBCs ist klar ersichtlich, dass noch
weitere Umstrukturierungen folgen mussen, um die exakten Anordnungen des

Aktins zu erreichen.
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5. Diskussion

Bluttransfusionen spielen in der modernen Medizin eine bedeutende Rolle (1,2). Die
kunstliche Herstellung von roten Blutzellen fur Bluttransfusionen konnte Engpasse
in der Versorgung verhindern sowie helfen einen weiteren Schritt Richtung
personalisierte Medizin zu machen (4,5). Um kunstlich erzeugte rote Blutzellen
transfundieren zu konnen, mussen diese in Form und Funktion dem Original
entsprechen (1). Durch die Optimierung bestehender Kultursysteme, sowie der
Erforschung neuer Nahrmedien wird versucht, Zellen zu erzeugen, die den hohen
Qualitatsansprichen fur eine Transfusion gentgen (1,2). So konnte Bernecker et
al. in ihrer Arbeit zeigen, dass der Zusatz von Lipiden im Kulturmedium zu einer
erhohten mechanischen Stabilitdt der ex vivo produzierten Zellen fuhrt (6).
Wesentlich flir die mechanische Stabilitat und die Verformungseigenschaften der
Erythrozyten ist ihr Membranzytoskelett (7,8). Das Zytoskelett der Zellen steht mit
der Membran in Verbindung und kann so die notwendige Verformbarkeit fur die

Funktion und das Uberleben der roten Blutzellen im Blutkreislauf sicherstellen (8).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es Unterschiede im Membranzytoskelett von
ex vivo in unterschiedlichen Medien generierten und nativen roten Blutzellen gibt.
Die zwei Erythropoesekulturmodelle (LG und HPL) unterscheiden sich
hauptsachlich im Lipidgehalt. Dem Nahrmedium der HPL Kultur wurde, ab Tag 8
der Zellkultur, 5 % humanes Plattchenlysat hinzugeflgt, das LG Medium halt die
Zellen in einem eher lipidarmen Medium. Fir die Untersuchungen wurden Spektrin,
Ankyrin, Bande 3 und Aktin als Hauptvertreter des erythroiden Membranzytoskeletts
ausgewahlt. Fur diese Membran- und Zytoskelettproteine  wurden
fluoreszenzbasierte immunzytochemische Farbemethoden etabliert und mittels
entsprechender Bildgebung ausgewertet. Somit konnten die ex-vivo in zwei
verschiedenen Kulturmedien generierten roten Blutzellen visuell miteinander, sowie

mit nativen Retikulozyten und Erythrozyten verglichen werden.

Zu Beginn wurden die Erythrozyten mittels Zytospin auf die Objekttrager
geschleudert. Speziell fir die weniger robusten Vorstufen zeigte sich die
Sedimentation der Zellen auf den Objekttragern als die schonendere und somit
vorteilhaftere Methode. Um ein Fortschwemmen der Zellen durch die vielen
Farbeschritte zu verhindern, wurden zwei Beschichtungen (PLL und PHAE)
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durchgefuhrt. Generell haben beide Beschichtungen funktioniert, PHAE zeigte
jedoch teilweise Artefakte, wie verwaschene und verzerrte Bilder, wodurch final die
PLL Beschichtung zu favorisieren ist. Die Kombination aus einer 1:200 Verdinnung
des Erstantikorpers sowie eine 1:1000 Verdlinnung des Zweitantikdrpers, sowie
eine Inkubationszeit Uber Nacht lieferten die besten Ergebnisse. Fur Aktin
etablierten sich 60 Minuten. Um ein Ausbleichen der Farbung zu verhindern, ist
jegliche Lichtexposition der Farbung zu vermeiden. Dies gilt fur den gesamten
Farbevorgang sowie fur die Lagerung und auch die Auswertung am Mikroskop. Eine

unverzugliche Auswertung der Farbung ist zu empfehlen.

Die Ankyrinfarbung der ex vivo generierten Zellen zeigte eine stetige Zunahme der
grunen Farbung, sprich eine vermehrte Expression von Ankyrin, von Tag 8 bis 18.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Erkenntnissen von Hu Jingping, welcher in
seiner Arbeit eine kontinuierliche Steigerung des Expressionsniveaus von Ankyrin
in der Entwicklung vom Proerythroblasten hin zum Retikulozyten feststellen konnte
(35). Die gleiche Beobachtung konnte Ke Chen auch in der Erythropoese von
Mausen feststellen (37). In den HPL Kulturen beider Beschichtungen sind jeweils
an Tag 11 bereits die ersten losgeldsten Zellkerne ohne grin gefarbte Anteile zu
erkennen. Wahrend der Enukleation wird Ankyrin im sich vom Zellkern trennenden
Retikulozyten zurlckgehalten, sprich der Zellkern wird ohne Ankyrinanteile vom
Rest der Zelle separiert (34). Dadurch, dass in den Vergleichstagen der Kultur LG
keine derartig separierten Zellkerne zu erkennen sind, wird der bereits vorher in der
,Kontrolle der Differenzierung“ beschriebene Entwicklungsvorsprung der HPL Kultur
auch in dieser Farbung visualisiert. Vergleicht man die Zellen beider Kulturen an
ihren Endtagen 18 mit den nativen Retikulozyten und Erythrozyten, so sind teilweise
Zellen mit groRer Ahnlichkeit zu sehen. Hier sei angemerkt, dass die Entwicklung
des Erythrozyten in der Stufe des Retikulozyten noch nicht beendet ist. Die finalen
Entwicklungsschritte kdénnen erst in der Blutzirkulation stattfinden, da neben
intrinsischen Faktoren auch extrinsische Prozesse wie Interaktion mit Leber und
Milz oder die Scherkrafte in der Blutzirkulation erforderlich sind (5). Auffallend ist in
der LG Kultur der PLL beschichteten Farbung, dass ein Groliteil der Zellen grofe
Locher aufweist, die im Zuge der Entkernung entstanden sein muissen. Der
Umstand, dass solche Locher weder in den Vergleichszellen der nRET noch in der
HPL Kultur zu sehen sind, konnte auf einen fortgeschrittenen
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Reparaturmechanismus in  den HPL Zellen hindeuten und den

Entwicklungsvorsprung der HPL Kultur unterstreichen.

Die Spektrinfarbung zeigt von Tag 8 bis 18 eine Zunahme der Spektrin Expression.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Hu Jingping, der in seiner Arbeit auch eine
stetige Zunahme des Zytoskelettproteins Spektrin in der Entwicklung vom
Proerythroblasten zum Retikulozyten beschreibt (35). Untersuchungen der
Erythropoese von Mausezellen kamen zum selben Ergebnis (37,38). Die
beschleunigte Entwicklung der HPL Kultur wird auch in dieser Farbung sichtbar, mit
vollstandiger Entkernung in der HPL Kultur an Tag 15 im Gegensatz zur LG Kultur.
Spektrin wird, gleich wie Ankyrin, im Zuge der Entkernung im Retikulozyten
zurickgehalten (5,34,39). Das bestatigt sich auch in dieser Arbeit durch das
Vorliegen von einzelnen ausgestofRenen blauen Zellkernen ohne griinen Randsaum
an den spateren Kulturtagen. Das Spektringerust der Zellen beider Kulturen ist an
Tag 18 gleich entwickelt. Auch verglichen mit den nativen Zellen sind bereits sehr
groRe Ahnlichkeiten zu sehen. Dennoch ist die Entwicklung der roten Blutzellen an
Tag 18 noch nicht vollstandig beendet und sind noch weitere Entwicklungsschritte

hin zum bikonkaven Erythrozyten erforderlich (5).

Die Bande 3 Farbungen nach Kulturtag 15 mussten in Helligkeit und Kontrast
bearbeitet werden, da sie nur schwache Signale zeigten. Um Vergleiche anstellen
zu koénnen, wurden alle Bilder (Tag 8 bis Tag 18 inklusive der nativen
Vergleichsbilder) exakt gleich bearbeitet. Wie Hu Jingping in seiner Arbeit
beschreibt, kommt es in der Entwicklung vom Proerythroblasten hin zum
Retikulozyten zu einem stetigen Anstieg von Bande 3 (35). Auch in den Versuchen
mit Mauszellen war ein steter Anstieg von Bande 3 im Zuge der Erythropoese zu
beobachten (37). In den durchgeflhrten Farbungen ist eine Zunahme der blauen
Bande 3 Farbung von Tag 8 bis Tag 15 zu erkennen. Die Farbungen an Tag 18
hingegen sind nur durch die Nachbearbeitung sichtbar gemacht worden. Dafir gibt
es zwei mogliche Erklarungen. Einerseits wird im Zuge der Enukleation der Kern
umgeben von Plasmamembran aus der Zelle geschleust, welche ebenfalls Bande
3 Proteine enthalt. So verliert die Zelle im Zuge der Entkernung auch einen
signifikanten Anteil an Bande 3 Proteinen (34). Dieser Verlust an Bande 3 kdnnte
den Umstand, dass an Tag 18 ein deutlich schwacheres Bande 3 Signal zu sehen

war, erklaren. Andererseits spricht die Tatsache, dass in der HPL Kultur die Bande
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3 Farbung mit PHAE Beschichtung an Tag 15 auch ohne Nachbearbeitung bestens
zu erkennen war, gegen diese Erklarung. Dies deutet eher auf technische Probleme
(AK-Verdunnung, Farbevorgang, Bildgebung) bei einigen Bande 3 Farbungen an
Tag 18 hin. Auch hier ist ein Entwicklungsvorsprung der HPL Kultur zu beobachten.
In beiden Kulturen ist final das typische Muster der Bande 3 Farbung nativer roter
Blutzellen zu erkennen. Auffallig sind auch hier in der LG Kultur an Tag 18 zum Teil
grolde Locher, die weder in der HPL Kultur noch in nativen Zellen zu sehen sind,
was wieder auf einen langsameren Umbaumechanismus der LG Zellen hinweisen

kdonnte.

In den ersten Tagen war die rote Aktinfarbung auch ohne Nachbearbeitung gut
sichtbar. Nach Tag 11 war jedoch ohne Nachbearbeitung nur mehr die Kernfarbung
zu erkennen, da die Aktinfarbung sehr stark bei Lichtexposition ausblich. Um
Vergleiche in der Entwicklung der Zellen anstellen zu kdnnen, wurde Kontrast und
Helligkeit aller Bilder exakt gleich bearbeitet. Hu Jingping beschreibt in seiner Arbeit,
dass Aktin in der Entwicklung vom frihen Proerythroblasten hin zum Retikulozyten
abnimmt (35). Ebenso konnte Ke Chen diese Beobachtung auch in der
Erythropoese von Mausen feststellen (37). Das deckt sich mit unseren
Beobachtungen, dass die Farbungen spaterer Tage weniger starke Aktin
Expression zeigen. Die Abnahme beruht unter anderem auch auf dem Umstand,
dass ein Teil des Aktins im Zuge der Enukleation mit dem Kern ausgestofien wird
(34). Sichtbar als schmaler rot gefarbter Rand um einige ausgesto3ene Zellkerne.
Auf den ersten Blick etwas widersprichlich dazu beschreibt Griffiths, dass die
Konzentration des Aktins unmittelbar nach der Enukleation in den Zellen erhoht ist
(40). Diese Beobachtung konnte aber auch in dieser Arbeit an Tag 15 gemacht
werden. Hier zeigen sich in frisch entkernten Zellen Aktin Akkumulationen, mogliche
Reste des kontraktilen Akin-Myosin Rings, welcher fur die Ausstof3ung des
Zellkerns essenziell ist (5,36). Auch Wickrema beschreibt eine Akkumulation von
Aktin zwischen dem austretenden Zellkern und dem entstehenden Retikulozyt (41).
Diese Beobachtung wurde von Koury auch in der Erythropoese von Mauszellen
gemacht (42).

Final zeigen beide Kulturmodelle ein ahnliches Muster wie die nativen
Vergleichszellen.
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Im Ergebnis ist festzuhalten, dass die Ankyrin- sowie die Spektrinfarbungen gut
funktioniert haben. Im Gegensatz dazu mussten die Bande 3 Farbung sowie die
Aktinfarbung nachbearbeitet werden. Nach den Erkenntnissen dieser Farbungen
sollte die zu bevorzugende Beschichtung der Objekttrager die PLL Beschichtung
sein. Bei der Durchfihrung der Aktinfarbungen sollte, wie zuvor beschrieben,
jegliche Lichtexposition vermieden werden. Die Farbungen der Zellen aller vier
untersuchten Marker zeigten groRe Ahnlichkeiten mit den nativen Vergleichszellen,
wobei die Ubereinstimmung mit den nativen Retikulozyten deutlich groRer ist. Im
Vergleich zu den nativen Erythrozyten wird klar, dass noch weitere
Entwicklungsschritte notwendig sind, um die finale Form zu erreichen. So brauchen
Retikulozyten 1 bis 2 Tage bis sie im Blutkreislauf zu voll funktionsfahigen,
bikonkaven Erythrozyten heranreifen (5,39,43). Im Zuge dieser Entwicklung
verlieren die Zellen bis zu 20 % ihres Zellvolumens (5,40) und ihrer Zellmembran
(44). Dies geschieht zum einen Uber Verluste von tberschiissigen Membranen und
intrazellularen Resten, zum anderen Uber die Aktivierung von lonentransportern, die
den Wasserhaushalt der Zelle kontrollieren (5). Wie Griffiths beschreibt, ist die
Reifung des Retikulozyten in eine frihe Phase, die im Knochenmark ablauft, und
eine spate Phase, die in der Blutzirkulation erfolgt, geteilt. In dieser zweiten Phase
werden grolde Plasmamembranvesikel internalisiert und mit Autophagosomen
verschmolzen. In weiterer Folge wird deren Inhalt mechanisch entfernt, was laut
Griffiths am wahrscheinlichsten wahrend der Passage durch die Milz geschieht (40).
Neben den Makrophagen in der roten Pulpa der Milz spielen noch weitere Faktoren
wie Interaktionen mit anderen Blutbestandteilen, Endothelzellen, Makrophagen in
der Leber und auch die Scherkrafte in der Blutzirkulation eine Rolle in der
Entwicklung der Retikulozyten (5). Das Fehlen dieser Interaktionsfaktoren in der

Kultur scheint das Aussetzen der letzten Entwicklungsschritte zu bedingen.

Im Vergleich der beiden untersuchten Kulturen HPL und LG zueinander, konnten in
allen Farbungen, ausgenommen der Aktinfarbung, Entwicklungsfortschritte in der
HPL Kultur gefunden werden. Speziell die Entwicklungsfortschritte der HPL Kultur
in der Ankyrinfarbung und Bande 3 Farbung an Tag 18 sind eindrucksvoll. Die, wie
schon vorher beschriebene, groRere mechanische Stabilitat der Zellen der Lipid
supplementierten Kultur HPL kénnte auf diesen, im Verlgeich zur LG Kultur,

friheren Membranumbau nach erfolgter Enukleation zurtickzufiihren sein.
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Aus den generierten Ergebnissen kdnnte man ableiten, dass die Zellen der HPL
Kultur fur Forschungszwecke bereits transfundiert werden kdnnten, weil die Zellen
in den von uns untersuchten Markern in unseren Versuchen eine sehr hohe
Ubereinstimmung mit den nativen Retikulozyten aufweisen. AuBerdem konnten
Giarratana et al. in ihrer Arbeit bereits die erfolgreiche Transfusion von ex vivo

generierten Blutzellen mit selbem Ursprung (CD34+ HSC) durchflhren (32).

Mithilfe der etablierten Farbung konnten neue Einblicke in die Entwicklung der
untersuchten Marker in ex vivo generierten Proerythroblasten hin zu Retikulozyten
abgebildet werden. In weiterer Folge kdnnten diese Farbungen fur den Vergleich ex
vivo generierter Zellen mit anderem Ursprung (wie zum Beispiel iPSZ oder

embryonale Stammzellen) verwendet werden.

Zukunftig sollte man die Auswahl der untersuchten Proteine erweitern. So ware zum
Beispiel das Membranprotein Glykophorin A ein weiterer interessanter Marker.
Dieses Protein scheint zum einen an der Reifung der Retikulozyten beteiligt zu sein.
Zum anderen tragt es durch seine Interaktion mit dem darunter liegenden
Zytoskelett wesentlich zur Membransteifigkeit bei (15). Auch die Untersuchung
weiterer Zytoskelettproteine wie Adducin, Protein 4.1R oder Protein 4.2R kdnnten
helfen, das Bild der Entwicklung des Membranzytoskeletts weiter zu

vervollstandigen.
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